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RESUMO.

A isomaltulose (6-0-a-D-glicopiranosil-D-frutofuranose) ¢ um dissacarideo redutor,
isomero estrutural da sacarose, encontrado naturalmente no mel e no caldo de cana-de-
agucar. Devido ao baixo potencial cariogénico, a isomaltulose € utilizada comercialmente
na producdao de doces e gomas de mascar. A isomaltulose é também empregada na
produgdo de isomalte, um aglcar-alcool, de baixo valor calorico, baixa cariogenicidade e

baixa higroscopicidade, utilizado em produtos dietéticos e formulagdes farmacéuticas.

As linhagens Erwinia sp D12, Klebsiella sp S390, Klebsiella sp K18 e 265-9 foram
comparadas quanto a sua capacidade de produzir a enzima glicosiltransferase capaz de
converter sacarose em isomaltulose. A linhagem Erwinia sp D12 apresentou a maior
produgdo de glicosiltransferase. Esta linhagem foi submetida a tratamento com radiagdo
ultravioleta e metil-N-nitroso-guanidina (MNNG), para indug¢do de mutantes. Os mutantes

obtidos nao apresentaram maior atividade de glicosiltransferase que a cepa original.

A otimiza¢do do meio de cultivo de Erwinia sp D12 para produgdo de
glicosiltransferase, foi realizada em frascos agitados, utilizando-se concentragdes variadas
de sacarose (0-10%) ou melago (0-20% de solidos soliveis totais), principalmente como
fonte de carbono e energia e de peptona (0-10%) como fonte de nitrogénio. A maior
atividade (12,8 unidades de atividade/mL do meio de cultura), foi obtida em meio de
cultura contendo melago (12% de agucares totais), peptona 4% e extrato de carne 0,4 %

apos 15 horas de fermentagdo a 30°C.

No estudo do efeito do tempo e da temperatura na fermentagdo da linhagem de
Erwinia sp D12, em fermentador New Brunswich de 3L, contendo meio de cultura
composto de melago (12% de solidos soltveis totais), peptona 4% e extrato de carne 0,4
% foi obtido maior atividade de glicosiltransferase (15,6 unidades de atividade/ mL de
meio de cultura), na fase exponencial de crescimento apos 8 horas de fermentagao a 30°C.
Fermentagdes em temperaturas acima (32°C) ou abaixo (28°C) da ideal diminuiram a
atividade de glicosiltransferase. O pH do meio de fermenta¢dao manteve-se entre 5,5 € 6,5

em todas as temperaturas testadas.



No processo de otimizagdo do rendimento de isomaltulose a partir da transformagao
enzimatica da sacarose utilizando-se células de Erwinia sp D 12 imobilizadas em alginato
de calcio, estudou-se o efeito da temperatura (25 — 35°C) e da concentragdo de substrato
(12,5 — 60 %). Foi obtido um rendimento em torno de 50% de isomaltulose, com solugdes
de sacarose entre 20-30% a 35°C. Concentragdes em excesso de sacarose (ao redor de 40%)
afetaram a atividade da célula imobilizada, diminuindo a conversio de sacarose em

isomaltulose.

O xarope obtido da conversdo enzimatica da sacarose em isomaltulose pelas células
de Erwinia sp D12 imobilizadas em alginato de calcio, foi purificado através de
cromatografia de troca idnica e o eluato obtido foi cristalizado por abaixamento de

temperatura. Os cristais obtidos apresentaram 91,39% de isomaltulose.
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SUMMARY

I[somaltulose  (6-0-a-D-glucopyranosyl-D-fructofuranose) is a  reducing
disaccharide, structural isomer of sucrose, naturally found in honey and sugar cane juice.
Due to its low cariogenic potential, isomaltulose is commercially used to produce candies
and chewing gums. Isomaltulose is also used to produce isomalt, a sugar alcohol
characterized by its low caloric value, low cariogenicity and low hygroscopicity, applied to

dietetic products and pharmaceutical formulations.

The strains Erwinia sp D12, Klebsiella sp S390, Klebsiella sp K18 and 265 were
compared in terms of their ability to produce a glucosyltransferase capable to convert
sucrose into isomaltulose. Erwinia sp D12 presented the highest glucosyltransferase
production. This strain was submitted to a treatment including ultraviolet radiation and N-
methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) in order to induce mutations. The

glucosyltransferase activity of the mutants were not higher than the original strain.

The optimization of the culture medium for Erwinia sp D12 to produce
glucosyltransferase was carried out in flasks under shaking conditions by using variable
concentrations of sucrose (0-10%) or molasses (0-20% total soluble solid ) as carbon and
energy source and peptone (0-10%) as nitrogen source. The highest activity (12,8 units of
activity /mL of culture medium), was obtained when a medium containing molasses (12%
total soluble solid), peptone 4% and meat extract 0,4 % was used, after 15 hours of
fermentation at 30°C.

The effects of time and temperature on the fermentation of Erwinia sp D12 in a 3L
New Brunswich fermentor containing culture medium composed by molasses (12% total
soluble solid), peptone 4% and meat extract 0,4% were evalueted. The highest
glucosyltransferase activity (15,6 units of activity /mL of culture medium) was obtained
during the exponential growth phase after 8 hours of fermentation at 30°C. Fermentations
carried out at temperatures above (32°C) or below (28°C) decreased the glucosyltransferase
activity. The pH of the fermentation medium was maintained between 5,5 and 6,5 for all

temperatures tested.



In order to optimize isomaltulose yields from enzymatic transformation of sucrose
by Erwinia sp D 12 cells immobilized in calcium alginate, the effects of temperature (25 —
35°C) and substrate concentration (12,5 — 60%) were evaluated. The yield of isomaltulose
was approximately 50%, from sucrose solutions ranging from 20 to 30% at 35°C. Excess of
sucrose (about 40%) affected the activity of the immobilized cell, decreasing conversion of

sucrose into isomaltulose.

The syrup obtained from the enzymatic conversion of sucrose into isomaltulose by
Erwinia sp D12 cells immobilized in calcium alginate was purified through Ion Exchange
Chromatography, and the eluent was crystallized by the temperature decreasing method.
The obtained crystals presented 91,39% of isomaltulose.
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1. INTRODUCAO.

Através de métodos biotecnologicos e enzimaticos, € possivel obter oligossacarideos
e polissacarideos derivados da sacarose, de importancia para a indastria de alimentos e
farmacéutica. Uma das transformagdes possiveis consiste na transformagdo da sacarose

em isomaltulose através do uso de glicosiltransferase microbiana.

A isomaltulose (6-0-a-D-glicopiranosil-D-frutofuranose) é um dissacarideo redutor,
isdmero estrutural da sacarose (2-0-o-D-glicopiranosil-D-frutofuranose), encontrado
naturalmente no mel e no caldo de cana-de-aglicar. A isomaltulose, também conhecida
como palatinose, possui um sabor adocicado suave e propriedades fisicas e organolépticas

muito similares as da sacarose.

Devido ao baixo potencial cariogénico, a isomaltulose ¢ utilizada comercialmente
na produgdo de doces e gomas de mascar. A carie dentéria € a mais prevalente doenca entre
a populagdo humana civilizada. A microbiota oral € constituida de microrganismos que
geram acidos através da degradagdo de carboidratos, levando a formagao das caries. A
produgdo de acidos pelo Streptococcus mutans € menor a partir de isomaltulose, quando
comparado com a utilizagdo da sacarose. Portanto, a isomaltulose é um substituto ideal da
sacarose na prevengdo das caries. A isomaltulose ¢ também empregada na produgao de
isomalte, um agucar-alcool formado por quantidades equimolares de dois isomeros [a-D-
glicopiranosil 1,6 manitol (GPM) + a-D-glicopiranosil 1, 6 sorbitol (GPS)], de baixo valor
calorico, baixa cariogenicidade e baixa higroscopicidade, utilizado em produtos dietéticos e

formulagdes farmacéuticas.

A isomaltulose apresenta também uma grande aplicagdo industrial na formacdo de
polimeros e surfactantes, representando uma fonte alternativa de producgdo destes
compostos, pois atualmente Os mesmos 530 produzidos pela industria petroquimica,
gerando riscos de contaminagdo ambiental. Uma outra aplicagdo da isomaltulose consiste
na obten¢do de oligdmeros de isomaltulose (IBOs), que atuam como prebidticos,

estimulando a proliferagao de bifidobactérias da microbiota intestinal.



Existem varias linhagens de microrganismos descritas na literatura que promovem a
conversdao de sacarose em isomaltulose através da enzima glicosiltransferase, sendo que o

primeiro registro foi do Protaminobacter rubrum, em 1958.

O emprego de microrganismos como biocatalisadores para obtengdo de
determinadas substancias € bastante visado, uma vez que estes seres possuem grande poder
de multiplicagdo e de adaptagdo as variadas situagGes nutricionais, modificando seu
metabolismo de acordo com o suprimento ou a caréncia de nutrientes do meio, o que

permite uma ampla flexibilidade em sua utilizag3o.

Objetivando ampliar as vantagens do emprego de ceélulas como biocatalisadores,
tém-se estudado meios de se dispor os microrganismos em uma forma insolivel ao
substrato, ou seja, imobilizados em um suporte solido. A imobilizacdo é um procedimento
vantajoso, pois permite o uso continuo das células, previne contaminagoes de produtos com
as células, estabiliza a biocatalise e mantém as células igualmente distribuidas no reator de

maneira que cada molécula de enzima € provida com igual suprimento do substrato.

Este trabalho teve como objetivos :

1 — Selecionar a linhagem melhor produtora de glicosiltransferase, capaz de converter
sacarose em isomaltulose, entre as linhagens Klebsiella sp K18, Klebsiella sp 390, Erwinia
sp D12 e 265-9.

2 — Obtengao de linhagem mutante a partir da linhagem Erwinia sp D12, maior produtora
de glicosiltransferase, através de muta¢do induzida com radiagdo ultravioleta e com o

reagente metil-N-nitroso-guanidina.

-

3 — Otimizagao do cultivo de Erwinia sp D12, visando a produgdo de uma

glicosiltransferase capaz de converter a sacarose em isomaltulose com alto rendimento.

4 — Obtengdo de isomaltulose por conversdo enzimatica da sacarose, utilizando-se a técnica

de imobilizagdo da massa celular de Erwinia sp D12 em gel de alginato de calcio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ISOMALTULOSE.

A isomaltulose € também denominada de Palatinose ou Lylose (6-0-a-D
glicopiranosil-D-frutose), sendo obtida através da transforma¢do enzimatica da sacarose
através do uso de glicosiltransferase microbiana. E um dissacarideo cristalino que apresenta
52% do poder redutor da glicose. Apresenta peso molecular de 360 daltons (incluindo a
agua de cristalizagdo), com rotagdo especifica de (+) 97,2°. Os cristais sio semelhantes aos
da frutose (Takazoe, 1989). Segundo Cheetham et al. ( 1985), o ponto de fusio da
isomaltulose situa-se na faixa de 118-122°C e de acordo com Takazoe (1989), situa-se entre
122 = 12370,

HO
HO H
& 0}
H " I
; OH H/|! - H H
H HO £, o3 HHO
o glicosiltransferase
HOCH, () 6CH, OH
2 H
H :HZOH H20H
H H H H
SACAROSE ISOMALTULOSE

Segundo Cheetham et al. (1985), a isomaltulose ¢ um dissacarideo solivel em uma
concentragdo de até 37g/100mL de agua a 20°C, estavel a hidrolise acida na faixa de pH
2,5-6,0 e ndo higroscopico. A isomaltulose ¢ prontamente hidrolisada pela enzima maltase-
isomaltase (E.C.3.2.1.10), do complexo sacarase-isomaltase localizado no intestino delgado

humano, e os monossacarideos resultantes sao metabolizados rapidamente.



De acordo com Cheetham (1987), a isomaltulose pode ser facilmente cristalizada, e €
metabolizada por vias similares as da sacarose, possuindo um valor calorico de 4 kcal/g,
mas com uma pequena taxa de liberagdo de monossacarideos no sangue. Portanto, a
necessidade de insulina ¢ menor quando comparado com outros agucares, criando a
possibilidade de aplicagdes em produtos dietéticos, esportivos e bebidas, sendo também um
excelente excipiente em comprimidos. Devido ao fato da isomaltulose ser somente
metabolizada pelas células do intestino delgado e por bifidobactérias, a mesma estimula o
crescimento destes microrganismos e inibe o crescimento de microrganismos putrefantes,

os quais tendem a causar diarréias.

Segundo Koga & Mizutani (1985), e Schiweck et al. (1990), o poder adogante da
isomaltulose ¢ equivalente a 42% do poder da sacarose, enquanto que de acordo com
Godshall (1997), a dogura da isomaltulose € cerca de 50% da dogura da sacarose.
Inicialmente, percebe-se o poder adogante mais rapidamente do que o da sacarose; um
sabor doce forte similar ao da sacarose persiste e no estagio final um gosto fraco, menos

intenso do que o da sacarose permanece.

A solubilidade da isomaltulose a temperatura ambiente ¢ metade da solubilidade da
sacarose. Com o aumento da temperatura, a solubilidade aumenta e, a 80°C, € cerca de 85%
maior do que a da sacarose. Isto possibilita que alimentos contendo isomaltulose possam
ser preparados a temperatura relativamente alta. A viscosidade da isomaltulose ¢€
significativamente menor do que a da sacarose na mesma concentra¢ao (Koga & Mizutani,

1985).

A isomaltulose e a sacarose ndo possuem propriedades higroscopicas. Porém,
quando os granulos de sacarose e isomaltulose foram incubados com 1,5 —15,0% de acido
citrico, Koga & Mizutani (1985) verificaram que somente 0s granulos de isomaltulose
permeneceram inalterados quanto a higroscopicidade. Ndo houve também formagao de
acicar invertido apés 22 dias de incubagdo da isomaltulose em solugdo contendo acido
citrico. Portanto, alimentos acidificados com acidos orgénicos ou vitamina C, contendo
isomaltulose, sio mais estaveis do que aqueles que possuem sacarose. A isomaltulose €

menos termoestavel do que a sacarose, mas € mais resistente aos acidos.



A isomaltulose n3o € fermentada pela maioria das bactérias e leveduras. Em bebidas
e paes fermentados (acidos) contendo isomaltulose e sacarose, a isomaltulose permaneceu
intacta. Esta propriedade da isomaltulose certamente facilita a manutencdo do poder

adogante e do paladar em bebidas e alimentos fermentados (Takazoe, 1989).

A isomaltulose € usada na produgdo de isomalte, um agucar-alcool formado por
quantidades equimolares de dois isomeros [o-D-glicopiranosil 1,6 manitol (GPM) + a-D-
glicopiranosil 1,6 sorbitol (GPS)] (Roquette Freres, 2001). O isomalte apresenta um poder
adocante de cerca de 45-60% ao da sacarose em solugdo aquosa a 20°C. E altamente
resistente ao aquecimento, modificagdes quimicas e enzimaticas. Possui ponto de fusdo na
faixa de 145-150°C, sendo que sua densidade e viscosidade sdo similares as da sacarose.
Em comparagdo com outros agicares alcoois, tais como manitol, sorbitol e xilitol, o
isomalte tem uma tendéncia maior para cristalizagdo e menor higroscopicidade. E adequado
para diabéticos por ser apenas parcialmente hidrolisado e absorvido no intestino delgado
(Bollinger, 1988). Devido a sua baixa higroscopicidade, o isomalte € especialmente
utilizado em formulagdes farmacéuticas, contendo fenilpropanolamina ou benzocaina e
isomalte na proporgdo de 75% p/p, por dissolver vagarosamente mantendo a atividade
medicinal por um longo periodo de tempo (Suedzucker AG et al., 1991). Comprimidos
contendo isomalte mantiveram as caracteristicas fisicas relativamente estaveis apos um ano
de estocagem em diferentes umidades como resultado da sua baixa higroscopicidade

(Ndindayino et al., 1999).

O isomalte é um edulcorante e agente de corpo que pode substituir a sacarose na
proporgio de 1:1. Esta disponivel em diversas granulometrias, de granular a po, para
distintas aplicagdes. Pode ser facilmente triturado para obter granulos de 100um,
propriedade que € importante para a fabricagdo de chocolates e gomas de mascar. O po
finamente granulado pode ser seco para uso como adogante e pode ser moldado em tabletes
(Vissoto & Luccas, 2000). A produgdo de isomalte ¢ de aproximadamente 20.000-25.000
toneladas/ano e o prego ¢ estimado em US$ 3/Kg. O consumo de isomalte na Europa
corresponde a aproximadamente 15.000 toneladas/ano, nos Estados Unidos 2.000-3000
toneladas/ano e na América do Sul 2.000 toneladas/ano.



Varios produtos de aplicagdo industrial ndo alimenticia podem ser preparados a
partir de isomaltulose, como por exemplo a isomaltamina, GPA-lactona (c-glicosil (1:5)
acido D-arabinonico), a-GMF (5-glicosiloximetil-furfural), GMF-amina e GMF-acido.
Diversas modificagdes podem ser promovidas nestas unidades construtivas, originando
outros compostos de interesse industrial, tais como detergentes biodegradaveis e
surfactantes (Lichtenthaler, 1998). A isomaltulose € transformada em 3-ceto-isomaltulose
através da oxidagdo microbiana, realizada por Agrobacterium tumefaciens NCPPB 396
(Noll-Borchers & Buchholz, 1993; Jan & Hans-Joachim, 1995). Solugdes alcalinas de
isomaltulose e acidos carboxilicos insaturados formam copolimeros, que podem ser usados
em detergentes (Grillo Werke AG, 1990). A isomaltulose pode ser aminada para
isomaltaminas, que pode ser acilada com acidos carboxilicos insaturados e polimerizada
para aminopoliol-N-acril-polimeros, um produto altamente estavel a degradacdo
microbiana (Suedzucker, 1994). A isomaltulose pode também ser convertida a 5—a-D-
glicopiranosiloximetil)-furano-2-carboxaldeido por tratamento com coluna de troca idnica
fortemente acida em altas temperaturas. Este derivado pode ser usado como tensoativo
(Suedzucker, 1991). Tratando-se a isomaltulose em pH acido a quente, obtém-se
oligdmeros de isomaltulose (IBOs). Estes produtos de condensagdo podem ser utilizados
como agentes estimulantes da proliferacdo de bifidobactérias da microbiota intestinal, pois
nao sio completamente digeridos pelas células do intestino delgado, atingindo assim o

intestino posterior (Kashimura et al.,1996a).
2.1.1. Cariogenicidade da isomaltulose.

Os carboidratos sdo essenciais na inmiciagdo e progresso da carie dental. A
substituigdo da sacarose, um agucar altamente cariogénico, pode ser uma solu¢do no

controle e prevengao das caries, e também util no controle da diabete e da obesidade.

Roberts & Hayes (1980) sugeriram que a isomaltulose era fracamente cariogénica,
pois verificaram que  microrganismos obtidos de  biofilmes dentarios, incluindo
Streptococcus mutans metabolizavam fracamente a isomaltulose. E, de acordo com
Takazoe (1985), dentre os diversos substitutos da sacarose, a isomaltulose demonstrou uma

maior reducdo na produgao de acido latico e na sintese de glucana insolavel.



A sacarose ¢ fermentada pelo Streptococcus mutans, originando biofilmes dentarios,
compostas principalmente de glucana insoluvel. O Streptococcus mutans possui uma
glicosiltransferase, que hidrolisa a ligagdo glicosidica da sacarose, liberando glicose e
frutose. Posteriormente, mais de mil moléculas de glicose sdo unidas formando um
polissacarideo insoluvel, composto de ligagdes a 1: 3 e a 1: 6, altamente viscoso, que se
acumula nas células do Sirepfococcus mutans na superficie dos dentes para formar o
biofilme cariogénico. O agucar fermentavel, ao entrar em contato com o biofilme dentario,
¢ completamente decomposto em acidos, que reduz o pH ao redor do esmalte, causando a
carie (Mitsui Sugar Co., 1987).

A adigdo de isomaltulose em meios de cultura contendo sacarose reduziu
significativamente a produgdo de glucana insolivel em agua, pelas cepas de S. mutans
produtoras de glicosiltransferase. A taxa de inibigdo foi diretamente proporcional a
concentragd@ao de isomaltulose. A isomaltulose atuou como um receptor da base glicosil
originaria da sacarose, resultando na formagdo de uma glucana soluvel em agua,

impedindo assim a formagao de glucana insoluvel (Takazoe, 1989).

Ohta & Takazoe (1983), estudando a produgdao de acido latico pelos biofilmes
dentarios, verificaram que as mesmas produziram pequena quantidade ou nao produziram
lactato a partir de isomaltulose, mas houve consideravel produg@o a partir de sacarose e
glicose. Dentre as linhagens de Strepfococcus mutans estudadas, a maior parte delas foi
incapaz de fermentar isomaltulose, e as que fermentaram o fizeram muito lentamente. A
isomaltulose ndo serviu como substrato para a sintese de glucana insoluvel em agua e inibiu
a sua sintese a partir da sacarose. Os autores consideraram a isomaltulose como um aguicar

Nnao cariogénico promissor.

Para verificar a cariogenicidade de dietas contendo sacarose, isomaltulose ou
mistura destes agucares, Ooshima et al (1983a), utilizaram animais experimentais
infectados com Streptococcus mutans MT8148R (sorotipo C). Apos serem sacrificados, os
ratos alimentados com uma dieta contendo 56% de sacarose apresentaram formagdo de
biofilmes e inducdo de caries notaveis, enquanto que aqueles que se alimentaram de uma

dieta contendo isomaltulose mostraram niveis basais de acumulo de biofilme e incidéncia



de caries. A substituigio de 50% de sacarose por isomaltulose na dieta resultou em uma
redugdo marcante na incidéncia de caries, quando comparada com a dieta contendo 56% de
sacarose; ja a substitui¢io de apenas 14% ndo resultou em diferencas significativas. Estes
resultados indicam que a reducdo da incidéncia de caries ¢ devida a simples redugdo de

sacarose da dieta, e ndao devido ao efeito anticariostatico da isomaltulose.

Em estudos posteriores, Qoshima et al. (1983b) verificaram que o Streprococcus
mutans 6715 presente em ratos infectados nao utilizaram a isomaltulose € produziram uma
quantidade insignificante de acidos. Constataram também que o Sirepfococcus mutans
sorotipos A, D e G ndo fermentaram a isomaltulose; ja os sorotipos B, C, E ou F
fermentaram, e a sintese de glucana insolivel diminuiu significativamente na presenca de

isomaltulose.

Cepas representativas de cada sorotipo de Streptococcus mutans também foram
usadas por Takazoe (1989), para testes fermentativos, utilizando-se meios de cultura
contendo 1% de isomaltulose e, para o controle, 1% de glicose. Todas as cepas de S.
mutans sorotipos A, D e G e uma do sorotipo E ndo desenvolveram no meio contendo
isomaltulose, e o pH permaneceu inalterado. Os valores de pH dos meios de cultura

contendo glicose e cultivados com todas as cepas estudadas situou-se entre 4,1 ¢ 4,8.

Para verificar a cariogenicidade da isomaltulose, Sasaki et al. (1985) utilizaram
ratos infectados com Strepfococcus mutans E-49 e alimentados com dieta Keyes 2000
contendo isomaltulose 56%. Os resultados obtidos demonstraram que a isomaltulose foi
significativamente menos cariogénica do que a sacarose, diminuindo a incidéncia de caries,
mas n3o interferindo no ganho de peso do animal e nem provocando disturbios

gastrointestinais.

Varios autores (Topitsoglou et al., 1984; Ziesenitz & Siebert, 1987, Takazoe, 1989)
verificaram uma diminui¢do significativa na produc@o de acidos e de glucanas insoluveis
por microrganismos do biofilme dentario humano, apds a ingestdo de isomaltulose, em
comparagio com a ingestdo de sacarose, sugerindo que a isomaltulose € menos cariogénica

do que a sacarose.



Em estudos experimentais de caries, Takazoe (1989) verificou que, quando 17,5%
de isomaltulose foram incluidos na dieta contendo 38,5% de sacarose, houve uma reducdo

da incidéncia de caries.

A produgdo de acido em suspensdes de biofilmes dentarios foi menor a partir de
isomaltulose do que a partir de sacarose, seguida de sorbitol e xilitol, demonstrando que os
microrganismos presentes no biofilme dentario fermentaram isomaltulose mais lentamente
do que a sacarose. Portanto, a isomaltulose pode ser usada como um substituto da sacarose

por reduzir a incidéncia de caries e por ser atoxica e bem tolerada (Maki et al., 1983).

Em um estudo in vifro, Bibby & Fu (1985), compararam a capacidade do biofilme
dental natural de seres humanos em converter adogantes tais como isomaltulose, xilitol,
sacarina, licasin, sorbitol, manitol, isomalte, sorbose e aspartame em acidos. Os adogantes
foram utilizados em trés concentragdes diferentes (0,1%, 1,0% e 10,0%), e observou-se que
a isomaltulose, ao ser metabolizada, resultou num menor valor de pH, seguida por licasin,
manitol, isomalte, sorbitol e sorbose, sendo que o xilitol, sacarina e aspartame, nas
concentragdes mais altas, mostraram um valor de pH mais alto, ao contrario do que
aconteceu com os outros adogantes testados. A formagao de acidos a partir da sacarose foi

influenciada por todos os adogantes testados.

Um método para reduzir a formagdo de biofilme dentario, causado por
Streptococcus mutans, foi descrito por Tate & Lyle (1986), o qual sugere a substitui¢do de
parte da sacarose utilizada na manufatura de produtos n3o alcoolicos para consumo humano

e animal por isomaltulose.

Ao comparar a utilizagdo de alguns substitutos da sacarose por linhagens de
microrganismos formadores de biofilmes dentarios, Minami et al. (1990) verificaram que
todas as linhagens de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, independentemente
do sorotipo, produziram quantidades insignificantes de acidos a partir de isomaltulose,
trealulose, turanose e maltulose, o que nao ocorreu a partir da sacarose. Os substitutos da
sacarose nio foram utilizados como substrato para a glicosiltransferase de Streptococcus

insoliivel a partir da sacarose, sendo que os valores de Ky € 2 Vmax aumentaram na presenga



de isomaltulose. A aderéncia do Streptococcus mutans a superficie de vidro nao foi inibida
pelos substitutos da sacarose, mas a do Streptococcus sobrinus 6715 foi, exceto pela

turanose.

Ooshima et al. (1990) sugeriram que a isomaltulose ¢ um substituto promissor da
sacarose, pois em um estudo com 15 voluntarios submetidos a uma dieta e higiene oral
controlada, verificou-se uma redugdo no indice de biofilme dentario e diminuicdo de
Streptococcus mutans na saliva a niveis abaixo do basal, apos a ingestdo de isomaltulose,

em comparagao com a ingestao de sacarose.

Estudando o efeito da trealulose e da isomaltulose na indug@o de caries dentarias em
ratos infectados por Streptococcus mutans, Ooshima et al. (1991) constataram que uma
dieta contendo 56% de isomaltulose induziu a uma formagao insignificante de caries, € que
o indice de placa foi menor do que nos animais alimentados com os outros agicares. A
isomaltulose € a trealulose inibem moderadamente a atividade de glicosiltransferase do

Streptococcus mutans.

A isomaltulose, devido a sua baixa cariogenicidade, € um agucar alternativo para
substituir os agucares acidogénicos e reduzir a incidéncia de caries dentais em produtos de
confeitaria, € o isomalte € um substituto da sacarose em produtos dietéticos como balas,

caramelos, gomas de mascar, chocolates, sorvetes, geléias, bolos, bebidas etc.

Lotte Company Limited (1990), descreveu uma patente de produgdo de leite
condensado adogado com isomaltulose e xarope de isomaltulose, menos cariogénico, de
sabor doce e com propriedades fisicas equivalentes ao leite condensado contendo sacarose.
O produto apresentou boas caracteristicas durante armazenamento, sem cristalizagdo da

isomaltulose.

O uso disseminado de aglicares substitutos e de dentifricios fluoretados tem sido
sugerido como o principal fator de redugdo de caries em criangas finlandesas e suicas.
Lingstrom et al. (1997) sugeriram a associagdo de isomaltulose e xilitol como uma

combinag¢do promissora na reducdo de caries dentarias, pois tal mistura reduz dificuldades
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técnicas € medicas, uma vez que o xilitol sozinho induz a altera¢des estomacais em pessoas

sensiveis, e a isomaltulose ndo, e o xilitol compensa o nivel de dogura da isomaltulose.

De acordo com Peltroche et al. (2001), o potencial anticariogénico da isomaltulose
e leucrose foi determinado atraves de estudos baseados principalmente no metabolismo do
Streptococcus mutans. Devido ao fato da cavidade oral possuir uma microbiota
diversificada, os autores realizaram um estudo comparativo da produg@o de acidos a partir
glicose, sacarose, isomaltulose ou leucrose, utilizando 44 espécies de bactérias e 30 de
leveduras. Somente Lactobacillus spp., Stomatococcus mucilaginosus, Leuconostoc
mesenteroides, Weissells paramesenteroides, Candida albicans, C.tropicalis, e
parapsilosis e Saccharomyces cerevisiae utilizaram leucrose e isomaltulose. Stomaftococcus
mucilaginosus produziu um polissacarideo insolivel na agua através da fermentagdo de
leucrose e isomaltulose. A hidrolise extracelular destes aglicares por microrganismos
autoctonos, produz glicose e frutose que podem ser utilizadas por microrganismos que
causam carie. Portanto, o potencial anticariogénico dos substitutos da sacarose em

alimentos pode ser limitado.
2.1.2. Digestio e absor¢ao da isomaltulose.

Dissacarideos tais como sacarose, isomaltose, maltose, maltotriose e isomaltulose
sao hidrolisados pelo complexo sacarase-isomaltase localizado nas células intestinais. Os
monossacarideos assim formados sdo eficientemente absorvidos por transporte ativo para

suprir o sistema portal (Cheetham, 1982).

O complexo sacarase-isomaltase, menos comumente denominado de complexo
sacarase-dextrinase, ¢ uma glicoproteina intrinseca, multifuncional, composta de enzimas
maltase-isomaltase (E.C.3.2.1.10), as quais hidrolisam maltose, isomaltose, isomaltotriose,
isomaltulose, oligo-(1,6)-glicosideos e oligo-(1,4)-glicosideos, e a maltase-sacarase
(E.C.3.2.1.48), que por sua vez hidrolisa sacarose, maltotriose, maltose e a-(1,4)
glicosideos. O complexo € encontrado principalmente no jejuno e ileo proximal, estando
completamente ausente no estdmago e colon. As atividades sdo geralmente maiores na
porgao distal das vilosidades, e cada subunidade do complexo enzimatico age

independentemente sobre o seu respectivo substrato (Cheetham, 1982).
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Dahlqvist et al. (1963), verificaram que a hidrélise da isomaltulose parece ser
catalisada somente pela isomaltase, e a intolerancia de alguns individuos a isomaltulose era
devido a falta da isomaltase intestinal. De acordo com Cheetham (1982), uma deficiéncia
recessiva autossomica do complexo enzimatico sacarase-isomaltase ocorre em uma
porcentagem pequena de seres humanos, principalmente em criangas que sao intolerantes
aos agucares hidrolisados por este complexo. Os sintomas, tais como diarréias, sdo0 menos
severos do que aqueles causados por intolerancia a lactose. A produgio de isomaltulose em
grande quantidade tornaria o teste de intolerancia a isomaltulose uma técnica util para

averiguar a deficiéncia intestinal da isomaltase.

Hertel et al. (2000), estudaram a habilidade das enzimas sacarase-isomaltase e
glicosidase-maltase intestinais de suinos purificadas para hidrolisar di e oligossacarideos
contendo residuos de glicose e frutose e seus correspondentes agicares-alcoois. O sitio
ativo da subunidade sacarase hidrolisa as ligagdes glicosidicas o, B (1:2) e a enzima
apresenta grande afinidade para dissacarideos. Oligossacarideos e oligossacarideos
reduzidos contendo ligagdes a (1:6) e a(1:1) sdo hidrolisados pela isomaltase, sendo que
foram postulados mais de dois subsitios para esta subunidade. Agucares-alcoois sio
fracamente hidrolisados. Glicosidase-maltase apresenta uma baixa taxa de hidrolise para

ligagdes a(1:1).

Em um estudo de biodisponibilidade da isomaltulose em ratos, McDonald & Daniel
(1983), verificaram que, em uma dieta contendo 20% de isomaltulose, a mesma foi quase
totalmente hidrolisada no duodeno em glicose e frutose, que foram reabsorvidas. Segundo
os autores, a ingestdo da isomaltulose ndo provoca nenhum tipo de disturbio

gastrointestinal.

Kawai et al. (1985), verificaram que a velocidade de hidrolise da isomaltulose €
menor do que a da sacarose, e que sua absor¢ao € mais lenta. Quando 50 g de isomaltulose
foram administradas em 8 voluntarios normais, o nivel de glicose plasmatica aumentou
gradualmente para 110,9 + 4,9 mg/dL apds 60 minutos, mantendo-se neste nivel por 120
minutos. A concentragdo de glicose plasmatica em resposta a 50 g de sacarose no mesmo

grupo foi de 143,0 + 08,8 mg/dL, apds 30 minutos de administragdo, diminuindo
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posteriormente para os niveis normais. A concentragdo plasmatica de insulina apos a
ingestdo de isomaltulose foi significativamente menor do que a obtida apés administragio
de sacarose. Os autores sugeriram que a diferenca se deve a digestibilidade mais lenta da
isomaltulose quando comparada com a da sacarose, de forma que sua absor¢do também
ocorrera mais lentamente. Os autores também sugeriram que a isomaltulose poderia ser
utilizada como adogante para pacientes diabéticos. Segundo Kashimura et al. (1996a), a

digestibilidade da isomaltulose corresponde a 1/5 da sacarose.

Para estudar o efeito de isomaltulose, lactose, isomalte e oligdmeros baseados em
isomaltulose (IBOs) que consistem de uma mistura de isomaltulose (50,5%) e seus
condensados (6,2% octassacarideos, 12,9% hexassacarideos, 28,4% tetrassacarideos e 2%
de monossacarideos) na absor¢do e retencdo de calcio, magnésio, fosforo e ferro,
Kashimura et al. (1996b), utilizaram ratos Wistar machos de 4 semanas de idade, divididos
em 5 grupos de 6 ratos cada. Os animais foram alimentados a vontade por 16 dias com uma
dieta basal contendo 5% de isomaltulose, 5% de lactose e 5% de isomalte ou IBOs. Apos
uma semana, os animais foram submetidos a um estudo de balanco dos minerais. O
fornecimento de isomalte bem como de IBOs aumentou significativamente a absor¢do e
reteng@o dos minerais, mas o fornecimento de isomaltulose ndo intensificou o processo. O
contetido dos acidos organicos foram aumentados pelo fornecimento de IBOs ou isomalte,
nao ocorrendo alteragdes do pH e acidez. A adigao de acido acético e butirico no segmento

do intestino posterior in vitro intensificou a absor¢do de calcio, magnésio e fosforo.

Kashimura et al. (1996b), verificaram que os oligdmeros de isomaltulose aumentam
a retengdo de minerais, principalmente em ratos com deficiéncia de calcio, e que existe uma
relagdo entre a absor¢dao de minerais e os acidos graxos de cadeia pequena produzidos a

partir de sacarideos pelas bactérias intestinais.

O fornecimento de isomaltulose em niveis dietéticos de até 10%, para ratos Wistar
fémeas entre o periodo de 0 a 21 dias de gestagdo, ndo provocou toxicidade materna e ndo
interferiu no desempenho reprodutivo € no desenvolvimento embrionario ou fetal,
incluindo exames das visceras e do esqueleto. O nivel de isomaltulose 10% na dieta foi

equivalente a cerca de 7 g/kg de peso vivo por dia (Lina et al., 1997).
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2.2. PRODUCAO DA ISOMALTULOSE.

A isomaltulose € um agicar alternativo obtido através da conversio enzimatica da
sacarose pela enzima glicosiltransferase. O primeiro registro desta enzima foi do
microrganismo Protaminobacter rubrum, o qual foi isolado por Weidenhagen e Lorenz e

identificado por Windish em 1958.

A isomaltulose € obtida através da isomeriza¢do ou transglicosilagio da sacarose,
utilizando-se células de microrganimos viaveis ou mortas imobilizadas ou com a enzima

extraida, na forma livre ou imobilizada.

Sharpe et al. (1960), durante o estudo de formagao de dextrana a partir da sacarose,
usando preparagdes de Leuconostoc mesenteroides (NRRL B-512F), isolaram dois novos

agucares como sub-produtos, sendo identificados como leucrose e isomaltulose.

Linhagens de Profaminobacter rubrum (Mauch & Schmidt-Berg-Lorenz, 1964,
citados por McAllister et al., 1990), Erwinia carotovora var. atroseptica (Lund & Wyatt,
1973), Erwinia rhapontici (Cheetham et al., 1982), Serratia plymuthica (Fuji et al.,1983),
(McAllister et al., 1990), Klebsiella sp (Uekane, 1993) e Erwinia sp D12 (Celestino, 1998)

tém sido descritas na literatura para a conversao de sacarose em isomaltulose.

As caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas, da linhagem Erwinia sp

D12 s3o ilustradas no Quadro 1 de acordo com Celestino (1998).
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QUADRO 1. Caracteristicas morfologicas, bioquimicas e fisiologicas da linhagem Erwinia
sp D12.

Linhagem Erwinia sp D12
Bastonete Gram -
Produgdo de Indol -

H,S em meio de TSI
Teste de Voges Proskauer
Teste de Vermelho de Metila
Citrato

+ 1

+[ 4+

Nitrato

Oxidase _

Catalase

+

Urease =

Ornitina descarboxilase

+ |1

Arginina descarboxilase

Lisina descarboxilase

+

Fenilalanina desaminase

Liquefacdo da gelatina 5

Formac3o de acidos a partir de:

Arabinose +

+-

Glicose

Inositol =

Lactose

Maltose

Manitol

Sorbitol

Sacarose

|+ ]

Xilose

Utilizagao de Oxigénio Anaerobia facultativa

A glicosiltransferase de Erwinia sp D12 € uma enzima intracelular, produzida na

fase exponencial de crescimento (Celestino, 1998).

De acordo com Cheetham et al. (1982) e Bormke et al. (2001), a significativa
adaptagdo da Erwinia rhapontici para a formagao de isomaltulose ndo € clara, podendo ser
um método irreversivel de seqiiestrar energia e carbono em uma forma menos viavel, para a
planta hospedeira e para outros microrganismos que poderiam concorrer com a Erwinia

rhapontici pela sacarose.
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Para a produgdo de isomaltulose Suddeutsche Zucker (1974), utilizou a massa
celular de microrganimo produtor de glicosiltransferase capaz de converter sacarose em
isomaltulose, em contato com uma solugdo de sacarose entre 20 e 25% em temperaturas de
20 a 37°C, sob continua passagem de ar e agitagdo. A conversao de 90% de sacarose em

isomaltulose ocorreu dentro de 12 horas.

Cheetham et al. (1982), descreveram a bioconversao de sacarose para isomaltulose
pela bacténia Erwinia raphontici. Os autores relataram que a enzima responsavel pela
formagdo de isomaltulose € a glicosiltransferase, que ndao requer cofatores ou ions e esta
localizada no espago periplasmico, sendo sacarose-especifica, cujo mecanismo
intramolecular usa somente a glicose e frutose derivadas da sacarose. Esta enzima € mais
ativa em pH 7,0 e a 30°C, e apresenta valor de K, em rela¢do ao substrato sacarose igual a
0,35 M. A adi¢do de nitrogénio, nutrientes ou outros agucares na solu¢ao do substrato
sacarose nao aumentou a atividade da enzima. Os pesquisadores verificaram a formagdo de
acidos e de um dissacarideo, possivelmente 1-0-a-D-glicosilfrutose, como subprodutos
durante a fermentagdo da sacarose. As células imobilizadas foram 350 vezes mais estaveis

do que as células livres, apresentando uma meia vida de 8600 horas.

Cheetham et al. (1985) relataram a producdo de isomaltulose utilizando células de
Erwinia rhapontici imobilizadas. A conversio maxima de sacarose para isomaltulose
ocorreu quando o substrato foi ajustado para pH 7,0 com NaOH 0,1 M e a 30°C. Foi
observado que, além de isomaltulose, havia também a formagdao de subprodutos, embora
em pequenas quantidades, principalmente trealulose (1-O-a-D-glicopiranosil-o-D-
frutofuranosideo). Otimizando-se as condig¢des de imobilizagao de células e enzimas, como
por exemplo a glicosiltransferase, pode ocorrer uma produg¢ao de cerca de 1500 vezes o seu
proprio peso de isomaltulose durante uma meia vida de uso por um ano. A sintese de
isomaltulose envolveu os seguintes passos: transferéncia do substrato do volume inicial
para a superficie das particulas biocataliticas, difusdo do substrato para as celulas
imobilizadas através dos poros das particulas, seguida pela transferéncia do substrato

atraveés da membrana e parede da célula imobilizada.
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Fuji et al. (1983), descreveram o isolamento e caracterizagdo de oligossacarideos
produzidos a partir de sacarose por acdo da bactéria Serratia plymuthica NCIB 8285 e
verificaram, através da analise por cromatografia liquida de alta pressdo, que a isomaltulose
era o principal produto formado na reag3o, correspondendo a 21,8% do total. A partir da
identificacao dos outros oligossacarideos, os autores concluiram que a enzima de Serratia
plymuthica NCIB 8285 atuava na transferéncia de residuos a-glicosil para grupo OH do
carbono 1 ou 6 da molécula de frutose ou para grupo OH do carbono 6 da molécula de

glicose.

McAllister et al. (1990), verificaram que a conversdo de sacarose para isomaltulose
atraves da enzima glicosiltransferase de Serratia plymuthica € influenciada pelo tempo de
incubagdo e concentrag@o de substrato. Os autores utilizaram solugdes de sacarose de 5, 10
e 40% em tempos de incubagdo variados de 10, 60 e 180 minutos e, constataram, que a

maior conversao ( 87%) ocorreu apos 3 horas de incubagido com solugio de sacarose 40%.

De acordo com Meito Sangyo Kabushiki Kaisha (1990), certas linhagens do género
Klebsiella, tais como Klebsiella terrigena JCM 1687 [Japan Collection of Microorganisms
Sectin Riken (The Institute of Physical and Chemical Research)] e Klebsiella sp n° 88,
possuem excelente habilidade para produzir glicosiltransferase e, consequentemente,
converter sacarose para isomaltulose. Particularmente, a Klebsiella sp n® 88 possui
excelente habilidade na conversao de carboidratos sem a producdo de monossacarideos

como subprodutos.

Tsuyuki et al. (1992), isolaram linhagens de Klebsiella planticola e Kliebsiella
terrigena de amostras do solo na Tailandia. A linhagem de K. planficola MX-10
imobilizada em esferas de alginato de calcio tratadas com polietilenimina e glutaraldeido,
produziu 65,5% de isomaltulose e 29,7% de trealulose, quando 98% de sacarose foi

transformada.

Uekane (1993), purificou a enzima intracelular de Klebsiella sp, uma
glicosiltransferase que catalisa a conversdo de sacarose em isomaltulose e pode ser
classificada como E.C.2.4.1  hexosiltransferase. A produ¢do maxima foi obtida apos 24

horas de fermentacdo a 30°C em meio de cultura constituido de 4% de sacarose, 1% de
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peptona € 0,4% de extrato de carmne, ajustado para pH 6,5. A enzima apresenta maior
estabilidade na faixa de pH 5,5 a 6,6 em tampdo citrato fosfato, sendo termosensivel, e
apresenta peso molecular de 74.000 daltons, estimado através de filtragdo em gel Sephadex
G-200. A conversio maxima de sacarose em isomaltulose foi de 86% quando a enzima foi
incubada com solugéo contendo 4% de sacarose em tampao citrato-fosfato 0,05 M pH 6,5 a
25°C por 64 horas. Os valores de K € Vimax da glicosiltransferase foram, respectivamente,
120 mM de sacarose e 0,090 mol de isomaltulose/min/mg de proteina.

Egerer (1994), estudando a produgdo de isomaltulose a partir da enzima sacarose
mutase de Protaminobacter rubrum, verificou que o tempo 6timo de fermentagdo, no qual a
enzima apresentou maior atividade, foi de 8 horas, na fase logaritmica de crescimento celular.
Isto pode ser explicado pela formagdo periplasmica da sacarose mutase durante o crescimento
celular e pela mudanga estrutural das proteinas nas fases finais de crescimento e nas células

velhas.

Bando & Sato (1997), estudando a produgdo de glicosiltransferase pela linhagem
Erwinia sp D12 em diferentes meios de cultura, obtiveram maior produgdo de
glicosiltransferase (6,67 unidades de atividade/mL do meio de cultura) em um meio
constituido de 1% de peptona, 0,1% de extrato de carne, 0,3% de cloreto de sodio e 10% de

melago (6% de agucares redutores totais), apos 15 horas de fermentagao a 30°C.

Segundo Celestino (1998), a enzima glicosiltransferase intracelular de Erwinia sp
D12 que catalisa a conversdo de sacarose em isomaltulose possui atividade 6tima em pH
6,0 e a 40°C, € termosensivel sendo inativada apos 1 hora de tratamento a temperaturas
superiores a 39°C e apos 3 horas a 35°C na auséncia de substrato. A enzima mostrou-se
estavel na faixa de pH 5,7 a 6,3 apos 24 horas de incubagdo a 5°C . Os valores de Ky € Vinax
da enzima purificada foram respectivamente, 138mM de sacarose e 9,81umol de
isomaltulose/minuto/mg de proteina. Possui peso molecular estimado em 63.000 daltons
através da flitragdo em gel Sephadex G-200. A atividade de glicosiltransferase nio foi
afetada por KCl, MgSQ, , CaCl, , NaCl, Na,HasO4 na concentracao 10mM, em relagdo ao
volume final da mistura de reagdo, enquanto que os sais de CoCl , ZnCl,, FeCl; e CuSO4

nao afetaram sua atividade nas concentra¢des de 0,1mM e 1,0mM. Os sais MnCl;, BaCl; e
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Pb(CH3COO); na concentragdo de 0,1mM ndo imbiram a atividade de glicosiltransferase.
A atividade residual de glicosiltransferase na presenga de MnCl, nas concentragoes 1mM e
10mM, foi respectivamente 93,0% e 73,7%, enquanto que na presenca de Pb(CH;COO),,
nestas concentragoes, a atividade residual foi 98,3% e 93,3%. O sal de AgNOj; inibiu cerca
de 37% a atividade de glicosiltransferase na concentragdo de 0,1 mM e inibiu
completamente na concentragdao 1,0mM, enquanto que o HgCl, inibiu completamente a
enzima na concentragio 1mM em relagdo ao volume final de reagdo. No estudo da
aplicagao da glicosiltransferase na conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
solugdo 5% e 10% de sacarose foram obtidos rendimento de 73,5% e 723% de

isomaltulose respectivamente, apos 4 horas de reagio a 40°C.

Huang et al. (1998), verificaram que em condi¢des ideais a Klebsiella planticola
CCRC 19112 converteu sacarose em isomaltulose e trealulose. A taxa de conversao foi de
80% de isomaltulose e 15% de trealulose em 4 horas de incubag@o. Os autores testaram
glicose, maltose, lactose, isomaltose, frutose e sacarose como fonte de carbono e bacto-
peptona, bacto-triptona, caseina, farinha de feyjdo, sulfato de aménia, cloreto de amonia e
nitrato de sodio como fonte de nitrogénio A sacarose e triptona foram as fontes mais
efetivas de carbono e nitrogénio para a produgio de células com alta habilidade para formar
isomaltulose, e os sais inorganicos testados (cloreto de sodio, cloreto de potassio, sulfato de
sodio, carbonato de sodio, fosfato acido de potassio e fosfato acido de sodio) ndo
apresentaram um efeito significativo. A enzima purificada utilizou eficientemente sacarose
como substrato, mas ndo usou isomaltulose, trealose, lactose, maltose, rafinose e glicose

mais frutose.

Tate & Lyle (1981), estudaram a producdo de isomaltulose, utilizando Erwinia
rhapontici NCPPB 1578 imobilizada em gel de alginato. O experimento foi conduzido
utilizando-se células em fase estacionaria de crescimento, as quais foram imobilizadas em
uma concentragcdo de células de 20% (p/v) em alginato de calcio 5%. A suspensdo de
células foi mantida a 30°C e adicionou-se 20% de sacarose, a qual serve para estabilizar o
sistema enzimatico. As esferas obtidas foram colocadas em uma coluna de 30 cm de
comprimento e 5 cm de didmetro. Uma solugdo de sacarose 55% foi bombeada através da

coluna a um fluxo de aproximadamente 0,01 ecv/h (volume da coluna por hora) e a
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temperatura da coluna mantida a 30°C. Apos 24 horas de reagdo, a atividade das células
imobilizadas foi de 0,2 g de produto/ g de células imidas/ hora, e a estabilidade, cerca de 1
ano. Posteriormente, o eluato da coluna foi evaporado a 70% (p/v) a 60°C e, em seguida
resfriado para a obten¢do dos cristais, os quais foram coletados por centrifugacdo e
analisados. Os cristais apresentaram cerca de 94,5 % de isomaltulose, com uma molécula
de agua, sendo que através de 3 recristalizagdes obteve-se cristais puros de isomaltulose. Os
autores também estudaram, nas condigdes experimentais acima citadas, a influéncia da
concentragdo da sacarose (12,5 a 60%) na atividade e estabilidade da célula imobilizada.
Verificou-se que concentra¢bes em excesso de sacarose (ao redor de 40%) afetam a
estabilidade da mesma. Portanto, o aumento na estabilidade da célula imobilizada com o
aumento da concentragdo da sacarose compensa a diminui¢do da atividade, uma vez que a
produtividade da coluna aumentou. Alta concentragdo de sacarose favorece o equilibrio
entre isomaltulose e sacarose, reduz a formagao de gases e acidos como subprodutos, reduz
a atividade de proteases endogenas, tende a inibir a divisdo celular, prevenir a
contamina¢do microbiana e tornar mais facil a recuperagdo do produto, pois diminui o

volume do liquido processado.

Segundo Cheetham (1987), o aumento da estabilidade das células imobilizadas em
fungdo do aumento da concentragio de sacarose pode ser devido a estabilizagdo pelo
produto ou pelo produto e substrato e pela imposicdo de restricdes difusionais no
suprimento de substrato para as células imobilizadas. A estabilidade também pode estar
relacionada com a baixa taxa de metabolismo endogeno das celulas ou com a sua
plasmolise promovida pela alta concentragdo de sacarose. A pureza da sacarose utilizada
também € um fator importante, uma vez que tanto a atividade quanto a estabilidade foram

reduzidas, quando utilizou-se sacarose impura.

Suddeutsche Zucker-Aktiengesellschaft (1987), obteve uma producdo de 82% de
isomaltulose, 1% de glicose, 4% de frutose e 13% de 1-O-a-D—glucopiranosideo-D-
frutose, quando utilizou células de Protaminobacter rubrum (CBS 547.77) mortas e
imobilizadas em alginato de calcio. A solugdo de sacarose utilizada fo1 de 65 a 75% e na

temperatura de 40 a 60°C, sendo a taxa de fluxo ajustada para permitir um tempo de contato
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entre 4 a 7 horas, ou seja, que correspondesse a 0,4-0,6 g de sacarose por g de célula
imobilizada por hora. O uso de células mortas aumentou a produgdo de isomaltulose, uma
vez que a sacarose ndo € utilizada pelo metabolismo celular. De acordo com Cheetham
(1987), a formagdo de isomaltulose também € mais eficiente utilizando-se células em nao
crescimento, sendo que altas concentragdes de substratos podem ser usadas, as quais sdo
aeracdo e manutengdo da esterilidade € reduzida, e pequena quantidade de substrato €

desviado para o crescimento celular e menos residuos sao produzidos.

Utilizando-se células imobilizadas de Serratia plymuthica, Fuji et al. (1983)
detectaram através de cromatografia liquida de alta eficiéncia, 15,9% de frutose, 9,7% de
glicose, 21,8% de sacarose, 16,6% de trealulose, 21,8% de isomaltulose, 5,2% de

isomaltose e 8,2% de isomelezitose, a partir do substrato sacarose.

Veronese & Perlot (1998), estudando o mecanismo bioquimico que ocorre no sitio
ativo das enzimas sacarose isomerase, produzidas por Serratia plymuthica,
Protaminobacter rubrum e Erwinia  rhapontici, verificaram que a produgdo de
isomaltulose a partir da sacarose gerava também trealulose, isomaltose, isomelezitose,
glicose e frutose e que a distribuigao dos produtos era dependente da temperatura e da
adigdo de glicose e frutose na reagao, sendo proposto um mecanismo intra e intermolecular.
A adicdo de frutose na reagdo leva a uma adicional produgdo de trealulose, devido a
transferéncia de glicose para frutopiranose exogena. Contudo, frutofuranose pode ser
também um aceptor, aumentando ligeiramente a produ¢3o de isomaltulose. Em trabalhos

anteriores, os autores demonstraram que a glicose € um inibidor competitivo da sacarose.

Showa Denko Kabushi Kaisha (1989), estudou a produgdo de isomaltulose a partir
de solugdes contendo glicose e frutose e exoenzimas que hidrolisam liga¢Ses glicosidicas o
1:4 e o 1:6. O autor testou glicoamilase de Aspergillus niger, isomaltase de leveduras e B-
amilase de cevada na presenga de 10% de glicose e 30% de frutose, obtendo-se 46%, 17% e
15% de isomaltulose, respectivamente, em relagcdo a glicose adicionada. A formagdo de
isomaltulose a partir de glicose e frutose em comparagdo com a sacarose € desvantajosa do

ponto de vista de equilibrio da reagdo, pois com a sacarose o equilibrio tende para a



formagdo da isomaltulose. Devido a mistura de glicose e frutose ser economicamente e
comercialmente viavel na forma de HFS (“xarope de alta concentragdo de frutose”), um
processo para a producdo de isomaltulose a partir da mistura de glicose e frutose, tais como

HFS ou agucares invertidos, podera ser comercialmente vantajoso.

E bem conhecido que a isomaltulose ¢ um agticar ndo cariogénico e, recentemente,
foi também demonstrado in vivo e in vifro que a trealulose possui propriedades nio
cariogénicas. Este fato tem levado ao uso de um xarope contendo trealulose e isomaltulose,
denominado de “xarope de isomaltulose”. Mitsui Sugar Co. & Suedzucker AG (1992),
verificaram que o processo de conversdo de sacarose para isomaltulose e trealulose é
influenciado pela temperatura de conversio. Utilizando-se 25g de a-glicosiltransferase
imobilizadas de Pseudomonas mesoacidophila MX-45 em uma coluna de 15 mm de
diametro e 300 mm de comprimento, com uma solugdo de sacarose 50% em um fluxo de
8,5mL/h a 15°C, 25°C e 35°C, obteve-se 8,7%, 16,2% e 18,0% de isomaltulose e 89,7%,
82,0% e 80,0% de trealulose, nas respectivas temperaturas, demonstrando que com o
aumento da temperatura houve uma maior produgdo de isomaltulose e uma diminuigido na
produgdo de trealulose. Nagai et al. (1994), verificaram que a adigdo de 5% de glicose na
transformacgdo enzimatica de 20% de sacarose em trealulose e isomaltulose pela enzima o-
glicosiltransferase purificada de Pseudomonas mesoacidophila MX-45 diminuiu a taxa de
reagao, mas ndo alterou a composi¢ao dos produtos, e a adigdo de 5% de frutose ndo
modificou nenhum dos dois fatores. A taxa inicial de produgdo de trealulose-isomaltulose

foi1 a mesma com 20% e 25% de sacarose. Glicose e lactose inibiram a rea¢do, mas o efeito

Nagai-Miyata et al. (1993), verificaram que a produgdo de trealulose por uma
linhagem de Agrobacterium radiobacter MX-232 foi de 88-90% (p/p), quando utilizou-se
células livres e solucdo de sacarose 20% (p/p), e de 85% quando utilizou-se células
imobilizadas e solugao de sacarose de 40-50% (p/p) como substrato, obtendo-se assim um

resultado satisfatorio com a utilizagao de células imobilizadas.

Xyrofin Oy (2000a), utilizou células viaveis de Protaminobacter rubrum, Serratia

plymuthica e Erwinia rhapontici imobilizadas em um material de troca de amion
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fracamente basico sob a forma de dietilaminoetil-celulose modificada (DEAE-celulose) que
inclui microfibras ou microparticulas aglomeradas com poliestireno, para promover a
isomeriza¢do da sacarose em isomaltulose. Os autores verificaram que a conversio €
influenciada pela temperatura, concentragdo de sacarose e pelo fluxo da sacarose através da
coluna. Os melhores resultados com células de Protaminobacter rubrum: isomaltulose
79%, trealulose 0,9%, frutose 0,4%, glicose 0,6% e sacarose 18,5%, foram obtidos quando
utilizou-se solugio de sacarose 25% a 30°C e com um fluxo de 0,08 volume do leito por
hora. A coluna foi mantida por duas semanas e a conversao diminuiu em funcdo do tempo.
As células imobilizadas foram restauradas pela alimentagdo da coluna com um meio de
cultivo estéril fresco e, apos um més de uso, o veiculo de DEAE-celulose foi regenerado
através da lavagem das células de Protaminobacter rubrum imobilizadas com NaOH 1M
(60°C) até que a cor original do veiculo fosse alcangada, posteriormente, lavou-se com
agua, tamponou-se a um pH 5 e, finalmente, lavou-se com agua estéril. Apos a analise por
HPLC dos eluentes das colunas contendo células imobilizadas, verificou-se que as células
de Serratia plymuthica produziram: isomaltulose 80%, trealulose 7,5%, frutose 5,5%,
glicose 3% e que as de Erwinia rhapontici produziram: isomaltulose 79%, trealulose 15%,
frutose 0,5% e glicose 0,5%, quando utilizou-se uma solugo de sacarose a 25% a 30°C
com um fluxo de 0,12 e 0,02 volume do leito por hora, respectivamente. Pode-se usar
varias colunas conectadas em série e/ou em paralelo, por exemplo, para permitir que uma
coluna seja submetida & regeneragdo, enquanto que as outras estdao em operagao. A solugdo
de sacarose pode também ser recirculada através de uma ou varias colunas para aumentar a

cOnversao.

Xyrofin Oy (2000b), descreveu a obtenc@o simultanea de agucares € nao agucares
convertidos e ndo convertidos tais como isomaltulose, trealulose, agucares invertidos e
betaina (composto de amodnio quaternario). Utilizou-se o melago de cana-de-agicar, para a
obtengdo de agicares invertidos e produgio de isomaltulose e trealulose, através de
transglicosilagio da sacarose presente no melago pelas células de Protaminobacter rubrum.
Utilizou-se melago de beterraba para a obteng@o de betaina e produgdo de isomaltulose e
trealulose. O melago de beterraba possui 50-70% (solidos secos) de sacarose e 3-8% de
betaina, e o melago de cana-de-aglicar possui 35-55% de sacarose e 10-35% de agucares

invertidos. O melago tem sido empregado como um excelente nutriente para o crescimento
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de microrganismo em preparagoes de suspensdes celulares, utilizadas na conversdo de
sacarose em isomaltulose. No referido trabalho, o melago foi usado como uma fonte

apropriada de sacarose para a produgao de isomaltulose e/ou trealulose.

De acordo com Leitner et al. (2001), a partir da oxidacao da isomaltose pela enzima
piranose 2-oxidase de basidiomicetos Trametes multicolor forma-se a isomaltosona que,
posteriormente, pode ser reduzida pela aldose redutase de levedura Candida tenuis

resultando na formag¢do de isomaltulose com alto rendimento.

Atualmente produz-se em escala industrial cerca de 35.000 toneladas/ano de
isomaltulose por isomerizagdo da sacarose, utilizando-se células de Protaminobacter

rubrum (Leitner et al_, 2001).
2.3. OBTENCAO DE LINHAGENS MUTANTES.

Os microrganismos isolados podem ser submetidos a processos de mutagdo
genética, visando a obtengdo de cepas mutantes com maior atividade enzimatica que as

cepas parentais.

Os métodos de mutagdo convencional usados sao a radiag@o ultravioleta e reagentes

como o metil-N-nitroso-guanidina e etil metano sulfonado.

A incidéncia de radiagdo ultravioleta na célula microbiana, promove uma
condensacdo de 2 grupos etileno formando um anel ciclo butano ou um dimero ciclo butano
da timina entre 2 residuos de timina da mesma fita, formando uma curvatura ou
enroscamento da fita de DNA. A irradiagdo e passos subsequentes devem ser realizados no
escuro para prevenir a fotoreativagdo, pois os dimeros de pirimidina sio convertidos
diretamente as pirimidinas monoméricas pela enzima DNA fotoliase, que utiliza a energia
derivada da luz absorvida devido a presenca de dois cofatores croméforos (FADH;, e folato)
(Lehninger et al., 1995).

A indug@o de mutagdo, provocada pelos reagentes metil-N-nitroso-guanidina e etil
metano sulfonado é devido, respectivamente, a um processo de desaminagdo das bases

nitrogenadas (adenina/hipoxantina, citosina/uracil e guanina/xantina) e metilagdo da
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guanina/OGmetil guanina, alterando a sequéncia das bases nitrogenadas das futuras geragoes
(Lehninger et al., 1995).

Marancenbaum & Park (1979), obtiveram uma cepa mutante de uma bactéria
produtora de penicilina amidase, através do tratamento da cepa parental com o reagente
metil-N-nitroso-guanidina. A cepa mutante obtida apresentou cerca de 220% mais atividade

enzimatica quando comparado com a cepa original.

Uma cepa mutante de Aspergillus awamori, obtida apos tratamento com o reagente
metil-N-nitroso-guanidina, apresentou 100% mais atividade de amiloglicosidase do que a
cepa original. Esta cepa apresentou-se morfologicamente idéntica a cepa inicial, sendo
posteriormente, submetida a radiagdo ultravioleta. O mutante obtido apos radiagdo
ultravioleta, produziu menos conideos quando comparado com a cepa parental € a cepa
obtida do tratamento com metil-n-nitroso-guanidina, entretanto a produtividade de
amiloglicosidase foi similar a do mutante inicial (Park & Santi, 1977).

Tate & Lyle (1981), estudando a produgdo de isomaltulose através de Erwinia
rhaponticic NCPPB 1578 e objetivando um aumento da produgdo da enzima
glicosiltransferase a partir deste microrganismo, utilizou o reagente mutagénico metil-N-
nitroso-guanidina. Os autores verificaram que as linhagens mutantes produziram menor

atividade de glicosiltransferase que a linhagem parental.

Posteriormente Cheetham et al. (1985), obtiveram linhagens mutantes com maior
produgdo de glicosiltransferase, mas a produgio tendia a diminuir e os experimentos nao

foram continuados.

Smith et al. (1994), obtiveram varios mutantes apos incidéncia de radiagdo
ultravioleta e do tratamento com etil metano sulfonado na cepa de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-1355, produtora de glicosiltransferase capaz de transformar
enzimaticamente sacarose em dextrana e alternana. Os mutantes obtidos apresentaram-se
morfologicamente diferentes da cepa parental, sendo que as cepas obtidas apos radiagao
ultravioleta apresentaram maior atividade de glicosiltransferase do que a cepa original e as

cepas obtidas apds tratamento com etil metano sulfonado menor atividade.
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2.4. IMOBILIZACAO CELULAR.

A imobilizacdo de células pode ser definida, no contexto de fermentagOes, para
descrever o confinamento ou localizagao de células microbianas viaveis a uma regido
definida do espago, de forma a exibir caracteristicas hidrodindmicas que diferem daquelas
do ambiente circundante (Dervakos & Webb, 1991).

O emprego de microrganismos como biocatalisadores para a obtencdo de
determinadas substdncias tem sido bastante utilizado, uma vez que estes seres tém grande
poder de multiplicagao e de adaptagao as variadas situagdes nutricionais, modificando seu
metabolismo de acordo com o suprimento ou a caréncia de nutrientes no meio, o que

permite uma ampla flexibilidade em sua utilizag@o.

A imobilizagdo de células microbianas viaveis para fins de fermentagdo vem sendo
aplicada, mesmo que né@o intencionalmente, dentro da industria de fermentacdes desde a
introdu¢do do processo de producdo de vinagre por Scheutzenbach em 1823. O
reconhecimento dos beneficios desse processo particular e daqueles de filtros biologicos de
alta taxa, usados no tratamento de esgoto, levaram, durante os meados da década de 1970, a
imobiliza¢do intencional de uma ampla faixa de outras espécies microbianas, para uma
variedade de aplicagdes para fermentagdo (Dervakos & Webb, 1991). O primeiro sucesso
de aplicacdo industrial de células microbianas 1imobilizadas foi a producido do
aminoacido L-aspartico por Chibata e colaboradores em 1973 (citados por Coughlan &
Kierstan, 1988). Portanto, a imobilizagao de células possui uma grande aplicacao industrial,
sendo especialmente apropriado na conversdo de agucares, devido ao seu pequeno tamanho
e estrutura sem carga, que minimiza as restricoes de difusdo, devido aos efeitos
caracteristicos do uso de biocatalisadores imobilizados. A sacarose, por exemplo, possui

um coeficiente de difusdo de 4,5x10°cm’/s a 25°C (Cheetham et al., 1985).
2.4.1. Vantagens da imobilizacdo de células.

A maior vantagem da imobilizagao de células em comparagdo ao uso de enzimas
imobilizadas e células livres consiste na redugdao do custo do processo, devido a eliminagao

das etapas de extracdo e purifica¢dao das enzimas, ao uso continuo do biocatalisador, a
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manuten¢do da alta densidade celular, ¢ um sistema com menor custo de separagdo de
células (Akin, 1987). Em relagdo ao metabolismo celular, apresenta uma grande vantagem,
pois as reagdes multienzimaticas, as quais requerem atividades do metabolismo celular,
como a regenerag¢do de cofatores reduzidos e ATP, podem ser realizadas (Cheetham et al,,
1979).

Dervakos & Webb (1991) descreveram varias vantagens da imobilizagao celular em
relagio as células livres. Segundo os autores, o aumento da estabilidade biologica
observada nas células imobilizadas parece depender do tipo e estado fisiologico das
mesmas. Quando as células n3o s3o viaveis, o aumento da estabilidade catalitica pode ser
melhor atribuido ao efeito protetor da matriz de imobilizagdo contra os obstaculos fisico-
quimicos, tais como temperatura, pH e solventes organicos. Com c€lulas viaveis, porém
sem crescimento ou em baixas taxas de crescimento, mecanismos adicionais tornam-se
importantes, tais como a biossintese aumentada de enzimas intracelulares compensando
inativagao/desnatura¢do enzimatica, a capacidade das células de crescer em compostos
excretados por células lisadas e a possibilidade de redugao das taxas de degradagdo de

massa celular.

Nio apenas a estabilidade operacional, mas também a estabilidade de células vivas
pode ser aumentada por imobilizacdo. Mugnier & Jung (1985) verificaram que o numero de
células vivas permaneceu constante por periodos de estocagem de mais de 3 anos a 28°C
quando os indculos foram mantidos a uma atividade de agua menor que 0,069. A
sobrevivéncia das células foi relacionada a algumas propriedades da agua resultante de suas

interagdes com o biopolimero.

Varios estudos tém demonstrado que a concentragdo de biomassa em fermentadores
de células imobilizadas é substancialmente maior do que em fermentadores convencionais
de células livres. As concentragdes relativamente altas de biomassa dentro das particulas de
células imobilizadas podem levar a um aumento das taxas de reagdo e, assim, redu¢do nos
volumes do reatores (Luong & Tseng, 1984). Entretanto, existem muitos fatores que afetam
a reten¢do da biomassa dentro de um reator de células imobilizadas, como: a fragdo de
volume ocupada pelo material transportador que pode efetivamente diluir a concentragao

celular na particula; a deple¢do de nutrientes e/ou inibi¢ao pelo produto, que pode resultar
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em uma distribui¢do heterogénea da biomassa, com uma regidao densamente populosa perto
da superficie da particula e com o interior vazio ou menos populoso; a carga da particula,
que afeta a sua adesdo ao suporte de imobiliza¢do; o tamanho dos poros da particula, pois
determina a fugacidade das moléculas e, portanto, a retengao da biomassa; as interagdes
biologicas entre alguns suportes e certos tipos de células; as condigdes fisico-quimicas da
solugdo ambiente (forga idnica, temperatura ¢ pH) e varias caracteristicas biologicas das
células imobilizadas (dimensdes, forma, método de reprodugdo, composi¢do da parede
celular, requerimento de oxigénio) sdo cruciais para se obter altas concentragdes de

biomassa (Dervakos & Webb, 1991) .

A imobilizagio de células, por exercer um papel importante na reducdo da
viscosidade dos caldos, minimiza os requerimentos de poténcia para agitacdo e aeragao, e
promove um aumento das transferéncias de gas-liquido (Gbewonyo & Wang, 1983). A
imobilizagio pode também aumentar a densidade aparente das células e, assim, os

coeficientes de transferéncia de massa.

A composigdo quimica do transportador pode exercer um papel importante no
sentido de estabelecer um microambiente favoravel para as células imobilizadas devido aos
efeitos de partigio. O uso de uma matriz apropriada pode aumentar a concentra¢do do
substrato nas proximidades das células imobilizadas. Fukui & Tanaka (1982) demonstraram
a efetividade de géis hidrofobicos em bioconversdes envolvendo substratos organicos
pouco hidrossoliveis, como esteroides. Similarmente, o uso de uma matriz apropriada pode
reduzir a concentragdo do produto nas proximidades das células imobilizadas. Nakajima et
al. (1986) demonstraram a efetividade de usar um gel hidrofilico na produgdo de
pigmentos: o coeficiente de particdo dos pigmentos pouco hidrossoluveis entre gel/meio
diminuiu com o aumento da hidrofilicidade do gel, o que resultou em aumento da liberacdo
dos pigmentos a partir dos géis. A atividade enzimatica em células imobilizadas pode ser
aumentada, utilizando-se suportes ou matrizes hidrofilicas (Kumakura citado por Coughlan
& Kierstan, 1988).

Dentre as varias vantagens da imobilizagao celular, tem sido demonstrada a sua
influéncia no aumento da produgdo de varios metabolitos celulares. Os rendimentos

aumentados do produto podem ser atribuidos a muitos fatores, tais como o uso extenso de
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atividades biocataliticas das células no estado imobilizado, alteragdes metabolicas
vantajosas ou a condugdo do fluxo de material para o interior da célula por meio de uma via
particular (Dervakos & Webb, 1991). Além da melhoria dos rendimentos de produto, com a

imobilizagdo celular ocorre também uma melhoria na estabilidade do mesmo.

Segundo Fukushima & Yamade (citados por Dervakos & Webb, 1991), a
proximidade de células dentro de um agregado de células imobilizadas € importante para
algumas células eucarioticas que tém a capacidade de se comunicar, além de ser vantajosa
quando espécies diferentes sdo co-imobilizadas, permitindo a realizagdo em um unico
reator de reaghes que s3ao normalmente realizadas em uma série de reatores, com
significativas vantagens de custo e produtividade. A coexisténcia de células dentro de uma
matriz pode também aumentar o rendimento de certos produtos metabolicos. Isto foi
demonstrado por Egorov et al. (citados por Dervakos & Webb, 1991), que, ao utilizar um
sistema contendo espécies de Nocardia e Arthrobacter co-imobilizadas, obtiveram uma
atividade de proteinase fibrinolitica muito maior do que com um sistema contendo apenas
Nocardia imobilizada. Descobriu-se que o Arthrobacter sintetiza um polissacarideo que

estimula a sintese de proteinase por Nocardia.

A técnica de imobilizagdo permite uma maior seletividade das reagdes, devido aos
diferentes niveis de permeabilidade as diversas substincias presentes em um meio
complexo (Watanabe et al., 1988). E possui também uma versatilidade em selecao de

reatores.
2.4.2. Alteracoes metabolicas em células imobilizadas.

Varias hipoteses tém sido propostas para explicar o comportamento metabolico
alterado das células no estado imobilizado, tais como: distirbios no padrdo de crescimento
devido ao contato com o transportador da imobilizagdo ou com outras c€lulas (Doran &
Bailey, 1986); efeito na tensdo superficial e na pressdo osmotica (Vijayalakshmi, citado por
Dervakos & Webb, 1991); atividade de agua reduzida e/ou deficiéncia de oxigénio
(Mattiasson & Hahn-Haegerdal, 1982); comunicagdo célula-célula (Haldimann &
Brodelius, citado por Dervakos & Webb, 1991), mudangas na morfologia celular
(Mahmoud & Rehm, 1986), permeabilidade alterada das membranas, causada por
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interagoes entre a célula e o transportador da imobilizagdo, permitindo assim a passagem de
substratos de reagdes enzimaticas, que ndo podem penetrar na célula normal e/ou aumento
da excregdo de produtos (Beaumont & Knorr citado por Dervakos & Webb, 1991),
suplementagdo do meio, através de compostos presentes na matriz de imobiliza¢do (Vieira
et al, 1989) e limitagdes difusionais, que levam as células imobilizadas localizadas em
certas regides do agregado a ficarem expostas a concentragdes de substratos e produtos que
promovam uma via particular para o fluxo de massa dentro da célula e, assim, a produgao

de metabolitos associados a essa via (Kopp & Rehm,1983).
2.4.3. Problemas introduzidos pelo processo de imobilizaciio celular.

A imobilizagdo de células pode levar a problemas operacionais, biologicos ou
difusionais, que podem ser superados através de uma selegdo criteriosa das condi¢des de
operagdo do reator, e com o uso de particulas de células imobilizadas com propriedades

fisico-quimicas melhoradas.

Embora a estabilidade catalitica das células imobilizadas seja geralmente melhor
quando comparada a das células livremente suspensas, o fator limitante na estabilidade
operacional desses sistemas € a estabilidade do transportador, que pode ser afetada por
diferentes mecanismos como: formagao de fases intraparticulas, que ocorre quando a
concentra¢dao de um produto gasoso dentro de uma matriz de imobiliza¢ao excede seu valor
de saturagdo, promovendo a formagao de gas intraparticulas, que pode levar a, por
exemplo, flutuacdo e/ou ruptura dos globulos (Qureshi et al., 1987); supercrescimento
celular, que além de diminuir o rendimento do produto, pode ocasionar varios problemas
operacionais como obstrugio das matrizes (Buelow et al. citado por Dervakos & Webb,
1991); resisténcia mecanica da matriz, pois as propriedades mecanicas do transportador sao
muito importantes para determinar o tempo de vida operacional de um fermentador de
células imobilizadas. Transportadores mecanicamente estaveis podem resistir a pressao
exercida pelas células em crescimento, por formagao de gas intraparticulas, e sdo também
capazes de resistir a condigdes hidrodindmicas severas, como a compactagdo em leitos
empacotados. A presenca de certos nutrientes no meio pode também alterar a estabilidade
mecanica do transportador. Por exemplo, globulos de alginato sio rompidos ou dissolvidos

na presenca de agentes quelantes de cations, como fosfato (Dainty et al.,1986). Em relag@o
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aos problemas difusionais, Scott et al. (1988) verificaram que a redugao do coeficiente de
difusdo de diferentes substincias para o interior da capsula do gel € mais acentuado quanto

maior for a concentra¢do do polimero, limitando a difusdo de substrato e produto.

Portanto, para se obter uma alta produtividade combinada com uma grande
estabilidade operacional, € necessario a otimizagdo do método de imobilizagdo, modo de
operagdo (continuo ou batelada), aeragdo e homogeneizagdo, configuragdo do reator,
composi¢dao do meio (substratos, precursores ou nutrientes adicionais), temperatura, pH e
remogdo do excesso de biomassa e/ou “requerimento do produto in situ”. O estudo da
influéncia de cada parametro sobre a estabilidade operacional contribui para: criagdo de um
envoltorio celular que permita um apropriado fluxo de oxigénio, substratos, precursores ou
nutrientes, induzindo condigdes ambientais que levam as células a uma alta produtividade;
estabilizacdo e extensdo da atividade inicial especifica com oOtima regeneragao apos a
diminui¢io; controle estavel do fluxo do processo e uma viabilidade para operagbes em

grande escala (Freeman & Lilly, 1998).
2.4.4. Métodos de imobilizacio e tipos de suporte.

Akin (1987), classificou os suportes ou matrizes para a imobilizagdo em sete
grupos: suportes ou matrizes sOlidas para adesdo ou adsor¢ao de celulas; suportes ou
matrizes solidas para ligagdo cruzada com as células; ligagdo cruzada entre as células; gel e
outros polimeros para o encapsulamento das células; combinagdo de géis e outros
polimeros para o encapsulamento de células; combinagdes de varias matrizes de
imobilizagdo (gel, polimeros, agentes de ligagao cruzada e particulas solidas) e estruturas

concavas e placas (membrana do reator) para retengdo fisica das células.

De acordo com os estudos de Akin (1987) e Coughlan & Kierstan (1988), o
encapsulamento de células com alginato de calcio ¢ o método de imobilizagao de celulas
mais  popular. A popularidade do alginato para a imobilizagdo de células por
encapsulamento ¢ atribuido aos seguintes fatores: ndo € toxico, produgdo rapida da
imobilizacdo, facilmente esterilizado e as células permanecem vivas por um longo tempo.
A imobilizagdo é efetuada em condigdes muito brandas, com pequena perda da viabilidade

da maioria das células. Ligagdes quimicas ndo s3ao necessarias e as células ndo sao expostas
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a nenhum reagente nocivo. A imobilizagdo pode ser feita em tampao isotdnico, em pH
neutro € a uma faixa de temperatura de 0-100°C. O tempo de reagdo, incluindo a lavagem
das esferas na solug@o de cloreto de calcio, situa-se entre poucos minutos ateé 30 minutos. O
gel de encapsulamento € facilmente preparado em condig¢oes estéreis, por autoclavagem ou
por filtragao da solugdo de alginato de sodio antes da homogeneizagao com as células. Uma

vez imobilizadas, as células sdo protegidas de contaminag3o.

O alginato € um copolimero linear de dois acidos urénicos, B-D-manurdnico e acido
o-L-gulurénico, ligados entre si por ligagdes glicosidicas B 1:4 e a 1:4 na seqiiéncia. Os
dois mondémeros s3o distribuidos em blocos homopoliméricos, intercalados com seqti€ncias
contendo ambos os mondmeros. A alta viscosidade do gel depende principalmente do peso
molecular do alginato e da afinidade para ions, e a propriedade para formagdo de géis esta
relacionada com o conteudo de acido gulurdnico. Quando dois residuos de acido guluronico
estdo em posigdes vizinhas na cadeia do polimero, eles formam um sitio de ligagdo para os
ions calcio. Consequentemente, o conteudo de blocos de acido gulurdnico € determinante
para a forga e estabilidade do gel. O alginato ¢ extraido de algas marrons, podendo ser
produzido por bactérias do género Azotobacter e Pseudomonas (Ertesvag & Valla , 1998).

Os géis de alginato de calcio tem se mostrado compativeis com a maioria das
células vivas e, em muitos casos, a viabilidade e/ou atividade enzimatica permanece estavel
por extensos periodos. As esferas de alginato sao facilmente produzidas em grande escala
sem equipamentos sofisticados. Usualmente as células sao homogeneizadas com uma
solugdo de alginato e posteriormente gotejadas em uma solugdo contendo cations
multivalentes tais como calcio, bario, estréncio ou aluminio. Por gelatinizagdao ionotropica,
as esferas sdo instantaneamente formadas, encapsulando as células dentro da estrutura
tridimensional do gel. O gel de alginato de calcio € termoestavel na faixa de temperatura de
0-100°C. O alginato n3o € toxico, sendo aceito como aditivo em alimentos, tendo grandes
aplicagdes na industria de alimentos e farmacéutica, pois também nido promove danos
técnicos, tOXicos ou corrosivos aos materiais usados. As esferas sdo facilmente dissolvidas
em condi¢bes brandas e as células regeneradas. As poucas limitagdes da imobiliza¢do de
células com alginato consistem no uso de substancias que possuam grande afinidade com o

calcio, pois provocaria uma desestabilizagdo do gel. Portanto, tampdes contendo citrato ou
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fosfato sdo de uso limitado. Desestabilizagao também pode ocorrer nas colunas de calcio se
houver uma alta concentra¢ao de sodio, potassio e magnésio, sendo recomendado a adi¢ao

de 3mM de calcio no meio circundante (Akin, 1987).

Tate & Lyle (1981), verificaram que as células de Erwinia rhapontici NCPPB
1578, imobilizadas em gel de alginato de calcio, apresentaram maior estabilidade (8500
horas) quando comparadas com outras técnicas de imobilizagdo tais como: DEAE celulose,
poliacrilamida, agregados de células em glutaraldeido, agar, goma xantana de alfarroba e

goma K-carragena de alfarroba.

Cheetham et al. (1985), investigaram a produgdo de isomaltulose atraves de celulas
de Erwinia rhapontici imobilizadas. As células foram imobilizadas em diferentes matrizes
(agar, acetato de celulose, colageno, goma xantana de alfarroba e alginato de calcio) e
testadas em um biorreator de leito empacotado. O melhor resultado foi obtido com células
imobilizadas em alginato de calcio. As células imobilizadas produziram 1500 vezes o seu
peso de isomaltulose durante 1 ano de uso, e sua estabilidade foi maior quando utilizou-se

55% de sacarose como substrato.

De acordo com Xyrofin Oy (2000a), pode-se otimizar a imobilizagdo celular pela
adigdo de agentes de reticulagdo, tais como glutaraldeido, e agentes floculantes, tais como
acido tanico e polietilenoimina. Verificou-se que a floculagdo aumenta a conversao e
prolonga a meia vida do sistema imobilizado. Os autores imobilizaram microrganismos em
um material de troca de anions fracamente basico sob a forma de dietilaminoetil-celulose
modificada (DEAE-celulose) que inclui microfibras ou microparticulas aglomeradas com
poliestireno. Acredita-se que as forgas elétricas estabelecidas entre a resina positivamente
carregada e as células microbianas negativamente carregadas sejam primariamente
responsaveis pela ligagdo das células microbianas as superficies da resina. Esta ligagdo
reduz substancialmente a lixiviagio dos microrganismos e permite um contato intimo entre

os microrganismos e a solugdo de sacarose.

Segundo Xyrofin Oy (2000a), o material imobilizante deve ter uma matriz porosa
solida capaz de resistir 4 deformagdo e permitir o fluxo do substrato pela coluna, sem

causar grande queda da pressio.
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2.4.5. Fatores a serem considerados no processo de imobilizacio em alginato de

calcio.
2.4.5.1. Concentragdo do alginato de sodio.

Ogbonna et al. (1989), estudaram a influéncia da concentragdo de alginato (0,5 a
4%) na resisténcia mecanica das esferas, em fun¢dao do numero de esferas rompidas apos o
processo fermentativo. Verificou-se que as esferas obtidas com 2% de alginato
apresentaram menos rompimentos, nao ocorrendo diferengas significativas entre 1 € 2 % de
alginato. As esferas preparadas com alginato 0,5%, apresentaram mais rompimentos.
Segundo os autores, concentragoes altas de alginato causam problemas de viscosidade €
resultam em esferas com difusao deficiente, sendo que em alginato 4% a homogeneizagao
do mesmo com a suspensdo celular foi dificil, resultando em esferas com diferentes

concentragoes celulares.

Segundo Cheetham et al. (1979), a concentra¢do minima de alginato necessario para
a formagdo de esferas perfeitas é 1%, sendo que esferas confeccionadas com concentragio
menor do que 1% apresentaram menor for¢ga mecédnica e nao houve a formagao de géis de
alginato, quando utilizou-se 0,01% de alginato. O tempo de permanéncia do substrato nas
esferas ¢ dependente do coeficiente de particio e de difusao do mesmo, sendo que
concentragoes menores de alginato e cloreto de calcio facilitam a transferéncia de substrato
para o interior das esferas. Os pesquisadores também verificaram que a porosidade das
esferas diminui quando usa-se muito gel polimerizado, devido ao emprego de altas

concentragdes de alginato e cloreto de calcio.

Estudando o efeito da concentragdo de alginato (1 a 4%) na taxa de liberagdo da
hemoglobina € de NAD das esferas de alginato, Kierstan et al. (1982) verificaram que as
caracteristicas de difusdao de compostos de baixo peso molecular, como o NAD, ndo sao
afetadas pelo aumento da concentrag@o de alginato. Nos compostos de alto peso molecular,
como a hemoglobina, ocorre uma grande influéncia, sendo que havera uma liberagao mais

rapida da hemoglobina em concentra¢des baixas de alginato.
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Mohamed et al. (2000), estudaram a produgdo da enzima ciclodextrina
glicosiltransferase ~a partir de células de Bacillus amyloliquefaciens imobilizadas em
alginato de calcio tendo, verificado que as esferas produzidas com alginato 2%
apresentaram menor estabilidade e com alginato 5% problemas de difusdo sendo que a

maior atividade foi obtida com alginato 3%

As publicagdes indicam niveis variados de concentragdo de alginato de calcio
utilizado no processo de imobilizagdo, situando-se na faixa de 1% (Onaka et al., 1985) até
16% (Largier et al., 1985).

2.4.5.2. Concentragdo de cloreto de cdlcio .

Ogbonna et al. (1989) estudaram a influéncia da concentragao de cloreto de calcio
(0,05M a 0.3 M) na resisténcia mecanica das esferas, em funcdo do numero de esferas
rompidas apés o processo fermentativo. Verificou-se que a solugdo de cloreto de calcio
0,2M apresentou menor porcentagem de esferas rompidas em relagdo as outras
concentragoes testadas, mas a relagdo nao foi linear. De acordo com os autores, a
concentragio de cloreto de calcio tem pouca influéncia nas caracteristicas de difusdo das
esferas. Além disso a quantidade de calcio necessaria para a gelatinizacdo das esferas €
muito pequena. Em 2 horas de incubag@o a quantidade de calcio usado por mL de esferas
foi de 8,90 mg, aumentando para 10,10 mg em 24 horas de incubagdo. Os autores tambem
investigaram se o rompimento das esferas poderia estar associado a liberagdo de calcio.
Verificou-se que 70% do calcio liberado ocorria nas primeiras 24 horas de incubag@o,
sendo que apos 72 horas nenhuma liberagdo de calcio foi detectada. Como a maioria das
esferas apresentaram rompimento durante 50 horas de incubag@o, nao € correto atribuir o
rompimento a liberagdo de calcio. Isto porque a liberagdo de calcio ocorre imediatamente
apos a incubagdo, enquanto que o rompimento das esferas ocorreu somente apds um bom
crescimento das células no interior das esferas. Portanto, isto demonstra que a formagédo de
gas carbdnico pode contribuir muito mais para o rompimento das esferas do que a liberagao

de calcio.
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De acordo com Cheetham et al. (1979), a concentragdo minima de cloreto de calcio
para a formagdo de esferas perfeitas € de 0,1M, sendo que esferas confeccionadas com

concentragdes de calcio menor do que 0,08 M apresentaram menor for¢a mecanica.

Dominguez et al. (1999), visando a melhoria da estabilidade das esferas, durante a
produgdo de xilitol por imobilizagdo de células, promoveram a lavagem das mesmas com
uma solu¢do de aluminio 0,3M. Este procedimento resultou num aumento da retengdo
celular e da forga mecanica, mas diminuiu a producdo de xilitol pelo processo.
Provavelmente, o aluminio 0,3M inibiu a xilose redutase. O aluminio pode ser toxico,

dependendo da concentragao utilizada e do tipo do microrganismo.

Estudando o efeito da concentragdao de cloreto de calcio na taxa de liberagdo da
hemoglobina das esferas de alginato, Kierstan et al. (1982) verificaram que, em esferas
confeccionadas com alginato 1% e com um didmetro de 2mm, ndo houve alteragdo das
caracteristicas de difusdo da hemoglobina, quando variou-se a concentra¢@o de cloreto de
calcio de 0,125 M para 0,5 M, apresentando o mesmo resultado quando utilizou-se
moléculas de NAD.

2.4.5.3. Tempo de geleificacdo.

Ogbonna et al. (1989) estudaram a influéncia do tempo de incubagdo em cloreto de
célcio na estabilidade do gel das esferas. Constatou-se que a estabilidade do gel em tampao
citrato foi maior nas esferas que tiveram um tempo de geleificagio mais duradouro, ndo
ocorrendo diferengas significativas a partir de 22 horas de incubagdo. Portanto, um tempo
maior de geleificacdo resulta num aumento da estabilidade das esferas. Segundo os autores,
a estocagem das esferas em solugdo de cloreto de calcio 0,2 M a 4°C por 5 semanas nao

resultou em redugao significativa da viabilidade celular.
2.4.5.4. Diagmetro das esferas.

Segundo Freeman & Lilly (1998), o crescimento celular depende da limitagao
difusional imposta pela porosidade da matriz do gel e posteriormente pelo impacto da
biomassa acumulada. No caso do gel de alginato e carragena o crescimento celular € maior

na camada externa, devido a restricdo de oxigénio e nutrientes internamente. A penetragao
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efetiva do oxigénio no alginato tem sido estimada entre 0,1-0,15 mm, levando & conclusio
de que o tamanho 6timo das esferas € na faixa de 0,1-0,3 mm. Um crescimento desigual
leva a formacdo de uma populagdo nio homogénea dentro das esferas, pois as celulas
proximas a superficie podem adotar um estagio fisiologico diferente das células sem
alimento do interior das esferas, provocando uma migragdo das celulas internas para a
superficie, aumentando a pressao por acumulo de célula, afetando a estrutura e propriedade
mecanica do gel, levando a liberagdo de células. O uso prolongado de células imobilizadas
viaveis envolve um continuo crescimento de células, bem como lise e morte das mesmas. A
matriz que envolve a célula deve ser permeavel a troca com o meio que a circunda, de

células inteiras ou destruidas sem perda da sua estabilidade mecanica.

Utiliza-se geralmente a formagdo esférica nos processos de imobilizagdo, de modo a
oferecer menos resisténcia ao fluxo do substrato através da coluna. De acordo com
Cheetham et al. (1979), o diametro das esferas entre 2,85 e 4,5 mm ndo influencia a taxa de

fluxo do substrato pela coluna.

Estudando o efeito do didmetro das esferas na taxa de liberagdo da hemoglobina e
de NAD das esferas de alginato, Kierstan et al.(1982) verificaram que as caracteristicas de
difusdo de ambos sdo afetadas pelo didmetro das esferas, sendo que no caso do NAD esta
influéncia é pequena, apresentando um efeito maior na hemoglobina. Géis de 5 mm de
didmetro apresentaram pouco ou nenhum problema de difusdo dos compostos de baixo
peso molecular, mas a liberagio e difusio de moléculas de alto peso molecular foi

grandemente restrita em esferas com didmetros entre 2 e 5 mm.

As diversas publicagdes indicam didmetros variados das esferas, situando-se entre

0,8 mm (Habets-Crutzen et al., 1984) e 5 mm (Nakajima et al., 1985).
2.4.5.5. Concentragdo inicial de células.

Ogbonna et al. (1989) verificaram que, em altas concentragdes iniciais de células,
ocorreu uma alta porcentagem de esferas rompidas, sendo provavelmente devido ao grande
numero de células encontradas no centro das esferas, resultando numa taxa de formacao de

gas carbonico maior do que a taxa de difusdo do gas através das esferas, levando a um
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aumento da pressio do gas no centro das esferas, com conseqiiente rompimento das
mesmas. Contudo, em baixas concentra¢des iniciais de células, a populacdo final € muito

baixa apos o periodo de incubacio.

Tate & Lyle (1981) estudaram a produgdo de isomaltulose, utilizando Erwinia
rhapontici NCPPB 1578 imobilizada em gel de alginato, e verificaram que a concentragio

de células deve situar-se entre 10 e 40%, mais especificamente 20% (p/v).

A partir de células de Protaminobacter rubrum imobilizadas em alginato de calcio,
Hashimoto et al. (1987), obtiveram isomaltulose utilizando-se 6-cloro-6-dioxisacarose
como substrato. A atividade maxima das células imobilizadas ocorreu em 3 horas, a pH 5,5
e foi proporcional a quantidade de células sendo obtidos conversdo de 18%, 30% e 44%

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

Chang et al. (1996) utilizaram Tween 20 (0,1%) durante a microencapsulagido de
células recombinantes de Saccharomyces cerevisae em alginato, visando prevenir a ruptura

das esferas devido a producéo de gas carbonico pelo processo de fermentagdo alcoolica.

Kuek & Armitage (1985), por microscopia eletronica, verificaram que o
crescimento dos micélios de Aspergillus phoenicus em esferas de alginato de calcio foi
restrito a superficie, e que o grau de agitagao foi um fator de estabilidade da superficie das

esferas.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1. MICRORGANISMOS PRODUTORES DE GLICOSILTRANSFERASE.

As linhagens de Klebsiella sp K18 ( Uekane, 1993), Klebsiella sp S-390, Erwinia
sp D12 (Celestino, 1996) e 265-9 que possuem atividade de glicosiltransferase, foram
utilizadas para os estudos da produgdo de glicosiltransferase. Estas linhagens foram
isoladas no Laboratorio de Bioquimica do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, da UNICAMP.

3.1.1. Estudo da producio de glicosiltransferase pelas linhagens Klebsiella sp
K18, Klebsiella sp S-390, Erwinia sp D12 e 265-9.

A produgio de glicosiltransferase pelas linhagens de microrganismos foi testada em
frascos Erlenmeyer de 50mL contendo 10mL de meio de cultura constituido de 6% de
sacarose, 4% de peptona e 0,4% de extrato de carne (Uekane, 1993), incubados em agitador
rotatorio a 200 rpm a 30°C. Para a preparagdo do pré-inoculo as culturas jovens das 4
linhagens foram inoculadas com alga de platina em frascos de Erlenmeyer de 50 mL
contendo 10 mL de meio de cultura descrito acima. Os frascos foram incubados em
agitador rotatorio a 200 rpm a 30°C por 15 horas e, posteriormente, 1 mL de amostra do
pré-inoculo foi retirado e inoculado em frascos de Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL
do meio acima citado. Apés 6, 15, 24, 36 e 48 horas de fermentagdo as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos. O pH foi analisado no sobrenadante,
utilizando-se pHmetro e, ap6s lavagem da massa celular com agua destilada, retirou-se uma
amostra para determinagio da massa celular através da leitura da absorbancia, como
descrito no item 3.4.3.3. A atividade da glicosiltransferase foi determinada na massa celular

como descrito a seguir.

3.1.1.1. Determinacio da atividade da glicosiltransferase no sobrenadante da

massa celular sonicada.

As amostras de massa celular obtidas de acordo com o item anterior, foram lavadas

3 vezes com agua destilada. Em seguida, cada amostra de massa celular foi ressuspendida
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em 20 mL com tampao citrato-fosfato 0,05M, pH 6.0, € a suspensdo celular, resfriada a
5°C, e submetida a tratamento em ultrasonicador por 20 segundos a 180-200W. Apds a lise
da parede celular, as amostras foram centrifugadas a 11.000 rpm durante 15 minutos a 5°C,
e a atividade de glicosiltransferase foi determinada no sobrenadante através do aumento do
poder redutor de uma solug¢iio contendo sacarose, como descrito por Nagai-Miyata et al.
(1993) e Uekane (1993), com modifica¢des. A mistura de 450uL da solucdo de sacarose
4% em tampado citrato-fosfato 0,05 M pH6,0 e 50uL de solugio enzimdtica foi incubada a
35°C por 20 minutos. Os agicares redutores formados foram determinados pelo método de
Somogyi-Nelson (1945), utilizando-se glicose como padrdo. Para o ajuste do
espectrofotometro, utilizou-se um “branco” substituindo SOpL de amostra por SOuL de
dgua destilada na mistura de reacdo. Este teste foi realizado em triplicata. Uma unidade de
glicosiltransferase foi definida como a quantidade de enzima que libera um pmol de
isomaltulose/minuto/mL da enzima a partir de sacarose sob as mesmas condi¢des do

ensaio. A Figura 1 ilustra o processo de sonicagdo utilizado para o rompimento celular.

FIGURA 1 - Processo de sonicagdo da parede celular.
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3.2. OBTENCAO DE LINHAGENS MUTANTES A PARTIR DA LINHAGEM
Erwinia sp D 12.

3.2.1. Mutacao com ultravioleta.

A inducdo de mutacdo foi realizada como descrito por Smith et al. (1994), com

modificagoes.

O microrganismo FErwinia sp D12 produtor de glicosiltransferase, capaz de
converter sacarose em isomaltulose foi inoculado em frascos de Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio de cultura composto de 1 % de peptona , 0,4 % de extrato de
carne e 1 % de sacarose, ajustado para pH 6,5. Apos 5, 10, 15 e 24 horas de incubag@o a
30°C e 200 rpm, as células foram coletadas assepticamente por centrifugac¢do a 10.000 rpm
por 10 minutos e lavadas duas vezes com 20 mL de agua estéril. A massa celular foi
ressuspendida em 10mL de agua estéril, e a concentragdo de massa celular foi ajustada para
obten¢do de valores de absorbancia (660 nm) entre 0,4 e 0,5. Aliquotas de 20uL da
suspensdo celular padronizada foram transferidas para placas de petri de 150mm de
didmetro contendo meio de cultura estéril, composto de 1% de peptona, 0,4% de extrato de
carne, 4% de sacarose e 1,5% de agar. Posteriormente, as placas foram irradiadas por 30
segundos, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 minutos e uma hora com lampada UV (300 nm, 15W) a

uma distancia de 17 cm.

A irradia¢do também foi efetuada em células contidas em placas de petri sem meio
de cultura. Uma aliquota de 2 mL da suspensdo celular padronizada foi transferida para
uma placa de petri de 150mm de didmetro vazia e apos 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos
de radiagdao ultravioleta, retirou-se 20uL da amostra e semeou-se em placas de petri

contendo o meio de cultura acima citado.

A irradiagdo e passos subsequentes foram realizados no escuro para prevenir foto-
reativacdo. As placas obtidas foram incubadas a 30°C por 48 horas e as colOnias i1soladas
foram transferidas para tubos de agar inclinado com o meio descrito acima. A produgio de

glicosiltransferase foi testada como descrito no item 3.1.1.1.
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3.2.2. Mutacio com Metil-N-Nitroso—Guanidina.

A indugdo da mutagdo foi realizada como descrito por Cheetham et al. (1984). O
reagente metil-N-nitroso-guanidina (100pg/mL) foi dissolvido em 25 mL de tampéo citrato
0,10 M pH 6,0, e incubado em banho-maria a 37°C por 20 minutos. A esta solucio foi
adicionado 1g de massa celular fresca dos microrganismos produtores de
glicosiltransferase. As células foram incubadas por 30 minutos a 37°C em banho-maria e,
posteriormente, centrifugadas e ressuspendidas em uma solugdo de sacarose 4%, onde
permaneceram por 12 horas a 4°C. Amostras de 25, 50 e 100uL foram semeadas em placas
de agar contendo sacarose 4%, extrato de came 0,4 % e peptona 1% em pH 7,0. As
coldnias isoladas foram transferidas para tubos de agar inclinado, e a producdo de
glicosiltransferase foi testada como descrito no item 3.1.1.1. As vidrarias foram

descontaminadas com a seguinte solugdo: NaH,PO,2H,0 15 g/L, Na,HPO, 14,2 g/L e
Na,S,0, 31 g/L.

3.3. SELECAO DO MICRORGANISMO MUTANTE PRODUTOR DE
GLICOSILTRANSFERASE.

O microrganismo submetido ao processo de mutagdo foi inoculado em frascos de
Erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de meio de cultura composto de 1 % de peptona,
0,4% de extrato de carne e 4% de sacarose, ajustado para pH 6,5 (Lund & Wyatt, 1973). Os
frascos foram incubados em agitador rotatorio a 200rpm durante 24 horas a 30°C. Apos
esse periodo, os meios de cultura foram centrifugados a 11.000 x g durante 15 minutos. A
massa celular foi lavada 3 vezes com agua destilada, por centrifugacao e ressuspendida em
10 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 M pH 6,0. A suspensdo celular foi resfriada a 5°C e
submetida a oscilagdes ultrassonicas a uma freqiiéncia de 200 W por 20 segundos em banho
de gelo. A atividade da glicosiltransferase no sobrenadante foi determinada pelo aumento
do poder redutor da solugio contendo sacarose através do método de Somogyi-Nelson

(1945), utilizando-se como padrao a glicose como descrito no item 3.1.1.1.
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3.4. OTIMIZACAO DO CULTIVO DO MICRORGANISMO SELECIONADO.

3.4.1. Efeito da concentragio de sacarose ou melaco no meio de cultura sobre a

producio de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

Para verificar a influéncia da concentragdo de sacarose ou melago no meio de
cultura sobre a producdo de glicosiltransferase, foram utilizados meios de cultura
constituidos de peptona 1%, extrato de carne 0,4% e concentragdes de sacarose (0-10%) ou
melago (0-10% de solidos soluveis totais) e, posteriormente, concentragdes de melago
variando de 0 a 20% (solidos soluveis totais). Os frascos Erlenmeyer de S0mL contendo
10mL de meio de cultura foram inoculados com 1mL de cultura de 15 horas. Os frascos
foram incubados em agitador rotatério a 200rpm a 30°C por 6, 15 e 24 horas. A atividade
de glicosiltransferase foi determinada no sobrenadante obtido apés rompimento das células

por sonicagdo, como descrito no item 3.1.1.1.

3.4.2. Efeito da concentracio de peptona no meio de cultura na producao de

glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

Para verificar a influéncia da concentragdo de peptona no meio de cultura na
produgio de glicosiltransferase, foram utilizados meios de cultura constituidos de melago
(12% de solidos solaveis totais), extrato de carne 0,4% e concentragbes de peptona
variaveis entre 0 a 10%. Os frascos Erlenmeyer de 125mL contendo 30mL de meio de
cultura foram inoculados com 3mL de cultura de 15 horas do microrganismo D12. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério a 200 rpm a 30°C por 15 horas. Apos o
periodo de incubagdo, a atividade de glicosiltransferase foi determinada no sobrenadante

obtido apos rompimento das células por sonica¢do, de acordo com o item 3.1.1.1.

3.4.3. Estudo da relacio entre tempo de fermentacio, alteracio de pH do meio de
cultura, crescimento da linhagem Erwinia sp D12 e producio de glicosiltransferase a
28°C, 30°C e a 32°C.

A linhagem Erwinia sp D12 que apresentou melhor atividade de glicosiltransferase,
capaz de converter sacarose em isomaltulose, foi utilizada para os estudos de produgdo de

glicosiltransferase em mini-fermentador New Brunswich de 3 L.
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3.4.3.1. Preparacdo do inoculo.

Para a preparagdo do indculo, 100mL de meio de cultura constituido de peptona 4%,
extrato de carne 0,4% e de melago (12% de solidos soluveis totais), ajustado para pH 6,5
(Lund & Wyatt, 1973), contido em 2 frascos de Erlenmeyer de 250mL, foram inoculados
com a linhagem do microrganismo e incubado a 30°C em agitador rotatorio a 200 rpm por

um periodo de 15 horas.

3.4.3.2. Fermentagdo.

A fermentag3o foi realizada em mini-fermentador New Brunswich de 3 litros, sendo
ilustrada pela Figura 2. Adicionou-se assepticamente 200mL do inoculo preparado de
acordo com o item anterior ao frasco de cultura contendo 1.800mL de meio de cultura
previamente esterilizado. A fermentagao foi realizada a 28°C, 30°C e a 32°C, mantendo-se
aeracao de 1vvm (volume/volume/minuto) e agitagao constante. As amostras do meio de
cultura foram retiradas em diferentes tempos de fermentagao para a determinagdao dos
parametros: alteragdo do pH do meio de cultura, crescimento do microrganismo de acordo
com o item 3433 e determinagdo da atividade enzimatica. A atividade de
glicosiltransferase foi determinada no sobrenadante da massa celular sonicada, de acordo
com o método descrito no item 3.1.1.1. Para a extragdo da glicosiltransferase intracelular,
20mL de suspensdo de c€lulas em tampao citrato-fosfato, provenientes de 10mL do meio de
fermentacdo, foram submetidos a ultrasonicagdo durante 20 segundos a 200 W, como

descrito no item 3.1.1.1.
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FIGURA 2 - Fermenta¢ao em mini-fermentador New Brunswich de 3 litros.

3.4.3.3. Determinagdo do crescimento do microrganismo.

O crescimento do microrganismo foi determinado espectrofotometricamente pela
leitura da absorbdncia a 660 nm (Mallette, 1969). Ap6s a fermentagdo, uma amostra de
10mL de meio de cultura foi centrifugada a 11.000 rpm a 5°C durante 15 minutos, € 0
precipitado obtido foi submetido a trés lavagens sucessivas com 20 mL de dgua destilada
nas mesmas condi¢cdes descritas acima. A massa celular da dltima lavagem foi
ressuspendida em 10 mL de dgua destilada e uma aliquota da suspensdo foi diluida para se
obter a leitura na faixa de linearidade do método. A leitura de absorbancia da amostra foi

realizada contra dgua destilada a 660 nm.
3.5. IMOBILIZACAO DA MASSA CELULAR.

Uma suspensdo de células contendo 20% (p/v) de células umidas foi misturada

completamente com uma solucdo 1% de alginato de s6dio (Sigma), de alta viscosidade
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contendo 0,1% de Tween 80 em uma propor¢do de volume de 1:2. A mistura foi
homogeneizada com agitador magnético e gotejada com auxilio de uma bomba peristaltica
(Masterflex), em uma solucao de cloreto de calcio 2% para formar pequenas esferas de
3mm de diametro, que foram mantidas imersas na solu¢ao geleificante por 24 horas em
temperatura de geladeira. Antes de serem utilizadas, as esferas foram lavadas com dgua
destilada, para a remog¢do do excesso de geleificante. Todas as etapas foram realizadas em
condi¢Oes assépticas. A Figura 3 ilustra o processo de imobilizacio da massa celular com

alginato de calcio.
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FIGURA 3 — Processo de imobiliza¢dao da massa celular de Erwinia sp D12 com alginato

de calcio.

3.6. OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ISOMALTULOSE.

3.6.1. Efeito da concentracao de substrato e da temperatura no rendimento da

célula imobilizada.
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Amostras de 40g de células imobilizadas foram transferidas para uma coluna
encamisada (20 cm de comprimento x 2,5 cm de didmetro). Nesta coluna foram injetadas
solugdes de sacarose com concentragoes variando de 12,5 a 60 % (p/v), no sentido
ascendente (contra-fluxo) numa vazao de 21,88 mL/h. A temperatura da coluna variou entre
25°C e 35°C, e a conversao de sacarose para isomaltulose foi acompanhada durante 24
horas. Posteriormente, realizou-se um novo experimento com concentragdes de sacarose
variando de 20 a 30 % e temperaturas de 35°C e 40°C. Estes ensaios foram realizados no
Laboratério de Enzimologia da Faculdade de Farmacia da UNIFENAS-MG. A Figura 4
ilustra o processo de conversdao de sacarose em isomaltulose em colunas de leito fixo

contendo c€lulas de Erwinia sp D12 imobilizadas com alginato de calcio.

FIGURA 4 — Processo de conversao de sacarose em isomaltulose em colunas de leito fixo

contendo células de Erwinia sp D12 imobilizadas com alginato de célcio.
3.6.1.1. Determinagdo da conversdo de sacarose em isomaltulose.

As andlises dos carboidratos foram realizadas através de cromatografia liquida de
troca ionica de alta eficiéncia, utilizando-se um cromatégrafo liquido Dionex DX 300,
contendo uma coluna carbo Pac PA1 (250 x 4 mm) e integrador Dionex 4400. A fase mével

consistia de hidréxido de sédio 150mM degaseificado com hélio e, foi utilizada a uma
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vazdo de 1 mL/minuto em temperatura ambiente. A detecgdo dos agucares baseou-se em
amperometria pulsada, sendo os carboidratos detectados por oxidagio com eletrodo
funcional de ouro. As amostras foram identificadas, através do tempo de retengdo, por
comparagdo com padrOes de sacarose, isomaltulose, glicose e frutose. Os aglcares
analisados apresentaram os seguintes tempos de retengdo em minutos: glicose (3,10),
frutose (3,34), sacarose (5,06) e isomaltulose (6,32). Estas analises foram realizadas no
Laboratério de Bioprocessos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas
e Agricolas (CPQBA).

3.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA.

3.7.1. Otimizagdo da producio de isomaltulose a partir de células imobilizadas de
Erwinia sp D12.

Para verificar a influéncia da concentragdo de substrato e da temperatura na
transformacdo enzimatica da sacarose em isomaltulose, pelas células imobilizadas de
Erwinia sp D12, utilizou-se um planejamento baseado na Metodologia de Superficie de
Resposta. No planejamento fatorial foram selecionados dois niveis (-1 e +1) para cada
variavel de entrada (n), sendo necessario a realizacdo de 2" ensaios diferentes. As variaveis

independentes estudadas foram as seguintes:
Concentracdo de sacarose (12,5 — 60 %);
Temperatura ( 25 — 35 °C).

Foram acrescentados mais trés ensaios em triplicata nas condi¢cdes intermediarias
aos niveis minimo € maximo, no ponto central, ou seja as coordenadas foram (0,0...,0), para

calculo do erro experimental.

O planejamento fatorial inicial foi ampliado com mais 2n ensaios, ou seja, 4
experimentos em “configuragdo estrela” para ajuste dos modelos quadraticos. Este
planejamento € idéntico ao ja existente, porem, girado de 45 graus em relagdo a orientagao

de partida. Geometricamente estes, novos pontos estdao a uma distancia de 1,41 do ponto



central (em variaveis codificadas). O calculo do valor de « foi realizado utilizando-se a

1/4

seguinte equagdo: «=(2")"", onde n € igual ao numero de variaveis independentes.

Os niveis codificados e decodificados das variaveis independentes para o ensaio
estao apresentados na Tabela 1 e os ensaios realizados na Tabela 2. Foram realizados onze
ensaios, quatro do fatorial completo, quatro do planejamento estrela e trés repeticdes no

ponto central.

Os valores de concentragdo de sacarose e de temperatura utilizados foram

selecionados de acordo com os valores obtidos na literatura (Tate & Lyle, 1981).

Todos os calculos estatisticos usados na analise dos resultados, foram realizados
com o emprego de programas computacionais (STATISTICA versao 5.0), utilizando-se o
“Experimental Design”. A qualidade do ajuste de modelos polinomiais foi expressa pelo
coeficiente de determinagdo R’ e sua significancia estatistica determinada pelo teste F. A

superficie de resposta foi construida a partir da equacdo de regressio.

TABELA 1. Niveis das variaveis independentes estudadas

Variaveis -a -1 0 +1 +a
Independentes
Temperatura 25.0 26,5 30,0 33.5 35,0
Concentragao 12,5 194 36,25 % | 60,0
de sacarose
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TABELA 2. Ensaios do planejamento experimental realizado (Valores codificados e
decodificados).

Ensaios Valores codificados Valores decodificados
Temperatura Sacarose (%) Temperatura Sacarose (%)
(0 O

| -1 -1 26,5 19,4
2 +1 -1 335 19,4
3 -1 +1 26,5 533
4 +1 +] 335 33.1
5 -a 0 25,0 36,25
6 +a 0 35,0 36,25
i 0 -t 30,0 12.5
8 0 +o 30,0 60,0
9 0 0 30,0 36,25
10 0 30,0 36,25
11 0 0 30,0 36,25

3.8. PURIFICACAO E CRISTALIZACAO DA ISOMALTULOSE.
3.8.1. Processo de purificacao.

Dois litros do xarope obtido da coluna com células imobilizadas descrita no item
3.6.1, foram coletados e submetidos a uma filtragdo em terra diatomacea. Apos a filtragdo,
o eluato foi homogeneizado a 30°C e submetido a cromatografia de troca idnica, em uma
coluna de 30cm de comprimento e 4cm de largura, contendo 310 mL de resina anidnica
MSAI1 (Dowex), tratada com hidroxido de sodio 3% e lavada com agua deionizada até pH
11. O fluxo utilizado foi de 8mL de xarope por minuto. Devido a saturagdo da coluna, a
resina foi trocada e o procedimento citado acima repetido. Posteriormente, a amostra
recolhida foi submetida a cromatografia de troca i0nica, em coluna contendo 310mL de

resina cationica 88 Dowex, ativada com acido cloridrico 7% e lavada com agua deionizada
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até pH 3,0. Para finalizar o processo de retirada de fons ¢ dcidos, o xarope foi eluido em
uma coluna mista contendo as duas resinas acima citadas. O processo de purificac¢do foi

realizado de acordo com o descrito por Cheetham (1987), com algumas modificagdes.
3.8.2. Processo de cristalizacao.

Ap6s a deionizagdo, o xarope obtido foi submetido a um processo de concentragao,
num rotavapor RE120 (Figura 5), sendo evaporado a cerca de 70% (p/v) a 52,7°C.
Posteriormente, realizou-se um perfil de cristalizacdo, variando-se lentamente a
temperatura de 40°C a 10°C. Para a realizacdo do perfil, o xarope foi colocado em um
banho-maria, inicialmente a 40°C, ¢ submetido a uma constante agitacdo (Figura 6). O
banho-maria foi programado para abaixar 5°C/hora entre 40°C e 35°C e 2°C/hora entre 35°C
e 25°C e, finalmente, 3°C/hora entre 25°C e 10°C, finalizando-se assim a cristaliza¢io. Os
cristais foram coletados por centrifugagdo continua a 3300 rpm por 10 minutos e borrifados
com dgua gelada . A secagem foi efetuada a 80°C em estufa a vacuo por 1 hora. O processo

de cristalizacdo foi realizado de acordo com a metodologia empregada por Xyrofin Oy

(2000a), com modificagoes.

FIGURA 5 — Concentracio do xarope FIGURA 6 — Processo de cristalizagdo
através de um rota evaporador. da isomaltulose.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. MICRORGANISMOS PRODUTORES DE GLICOSILTRANSFERASE.

A sele¢io do microrganismo melhor produtor de glicosiltransferase foi testada de
acordo com o item 3.1.1. Entre as quatros linhagens testadas, a linhagem Erwinia sp D12
apresentou maior atividade de glicosiltransferase (Tabela 3). A linhagem D12 apresentou
maior atividade de glicosiltransferase (5,42 unidades de atividade/mL de meio de cultura)
ap6s 24 horas de fermentagdo (Tabela 3). Nas condigbes experimentais utilizadas, houve
aumento da massa celular em fungdo do tempo de fermentagdo (Tabela 3) e o pH ndo
apresentou variagdes significativas mantendo-se entre 5,7 — 6,2 em todos os tempos de

fermentagao nas diferentes linhagens.

TABELA 3. Producio de glicosiltransferase pelas linhagens Erwinia sp D12, Klebsieila sp
$390, Klebsiella sp K18 e 265-9 — Efeito do tempo de fermentagao na produgdo da enzima

e crescimento celular.

Linhagens Erwinia sp D12 Klebsiellasp  Klebsiella sp K138 265-9
S390

Tempode Atividade Massa Atividade Massa Atividade Massa Atividade Massa
fermentagdo (U/mL) celular (U/mL) celular (U/mL) celular (U/mL) celular
(Abs) (Abs) (Abs) (Abs)
660nm 660nm 660nm 660nm

6 5,03 321 1,93 3,57 177 332 126 3,02

15 4,69 3,69 250 3,85 129 366 228 372

24 5.42 4,46 265 434 147 385 258 394

36 27T 4,06 2,31 4,63 1,48 4,08 235 4,62

48 3,99 474 2,40 5,04 137 424 2,43 4,67

Os resultados obtidos e apresentados na Tabela 3 foram compativeis com Bando &

Sato (1997), que em estudo comparativo da produgao e caracteristicas bioquimicas das
glicosiltransferases de Erwinia sp D12, Klebsiella sp K18 e Klebsiella sp S390 para
conversio de sacarose em isomaltulose, verificaram que a linhagem Erwinia sp D12

apresenta maior atividade de glicosiltransferase do que a Klebsiella sp S390 e a Klebsiella
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sp K18, quando cultivadas em um meio de cultura constituido de 6% de sacarose, 4% de

peptona e 0,4% de extrato de carne.

Segundo Bando & Sato (1997), as glicosiltransferases de Erwinia sp D12,
Klebsiella sp K18 e Klebsiella sp S 390 apresentam atividade 6tima na faixa de pH 5,5 a
6,5 e na faixa de 35°C a 40°C. As glicosiltransferases mostraram-se termosensiveis e
apresentaram estabilidade na faixa de pH 5,0 a 7,0. A glicosiltransfrase de Erwinia sp D12
apresentou atividade 6tima em em pH 6,0 e a 40°C e mostrou-se mais termoestavel do que
as demais, sendo observado 66% de atividade residual apos 24 horas de incubagdo a 35°C
na auséncia de substrato. A glicosiltransferase de Frwinia sp D12 mostrou estabilidade

maxima em pH 6,0 em tampao fosfato e em pH 5,5 em tamp@o citrato-fosfato.

De acordo com Celestino (1998), a glicosiltransferase de Erwinia sp D12 possui
valores de Km € Vmax de 138mM de sacarose e 9,81umol de isomaltulose/minuto/mg de

proteina, respectivamente, para o substrato sacarose.

Destacam-se na literatura as linhagens de Profaminobacter rubrum (Mauch &
Schmidt - Berg - Lorenz ,1964), citados por McAllister et al. (1990), Erwinia caratovora
var. atroseptica (Lund & Wyatt, 1973), Erwinia rhapontici (Cheetham et al, 1982),
Serratia plymuthica (Fuji et al.;1983; McAllister et al., 1990), Klebsiella sp K18 (Uekane,
1993) e Erwinia sp D12 (Celestino, 1998) capazes de converter sacarose em isomaltulose

com alto rendimento.

4.2. OBTENCAO DE LINHAGENS MUTANTES A PARTIR DA LINHAGEM
Erwinia sp D12.

Os microrganismos mutantes obtidos de acordo com as técnicas de mutacao descritas
nos itens 3.2.1 e 3.2.2 ndo apresentaram maior atividade de glicosiltransferase em relagao a

cepa original (Tabelas 4 e 5).
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TABELA 4. Obtencao de cepas mutantes de Erwinia sp D12 apos radiagao ultravioleta.

Placas sem meio (suspensdo dos
MiCrOrganismos em agua)

Placas com meio (microrganismos
semeados em placa de meio solido)

Tempo d_e ixzcidéncia Tempo de fermentacao (h) Tempo de fermentacio (h)
Gamdiagio UY 5 10 15 24 5 10 15 24
(min)
Atividade de glicosiltransferase (unidades de atividade/mL de meio de
cultura)
Controle 1,07 210 1,45 1,18 1,07 2,10 1,45 1,18
0,5 * * - = 0,19 | 1,10 . 1,08
0,16 | 1,08 0,47
1,00 0,91
0,77
1,87
1,86
0,34
1 = 1.60 - - . - - 1,05
1,39 0,98
125 1,11
2 - - - - - 1,49 - 0,98
1,40
5 0,33 - - - = _ 1,34 =
0,20
0,89
0,23
0,10
0,46
10 i - . - - - 141 | 0,55
15 - - - - - - 1,37
20 - - - - . - - 0,65
30 - . - - - 1,56 % -
60 . . - " . - - -

O sinal (-) indica ndo crescimento de colonias e o sinal (*) crescimento de muitas

colonias. Mais de um valor na mesma célula da tabela indicam valores medidos para

diferentes colonias.
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TABELA 5. Atividade de glicosiltransferase das linhagens mutantes obtidas apos
tratamento do microrganismo Erwinia sp D12 com o reagente metil-N-nitroso-guanidina

(MNNG).

Numero de linhagens Atividade de glicosiltransferase (unidades de atividade/mL
de meio de cultura)
1 0,80
2 1,54
3 1,82
4 1,38
5 0,65
6 1,84
7 1,69
8 0,33
Linhagem parental (controle) 1,87

Tate & Lyle (1981), estudando a producdo de isomaltulose através de Erwinia
rhaponticic  NCPPB 1578 e objetivando um aumento da produgdo da enzima
glicosiltransferase a partir deste microrganismo, utilizou o reagente mutagénico metil-N-
nitroso-guanidina. Os autores verificaram que as linhagens mutantes nao apresentaram

maior atividade de glicosiltransferase que a linhagem parental.

Posteriormente Cheetham et al. (1985), obtiveram linhagens mutantes com maior
producdo de glicosiltransferase, mas a producdo tendia a diminuir e os expenmentos nao

foram continuados.
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4.3. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SACAROSE OU MELACO NO MEIO DE
CULTURA, NA PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE PELA
LINHAGEM Erwinia sp D12.

Os dados obtidos através do estudo da influéncia das concentragdes de melago
(0-10% de solidos soluveis totais) e sacarose (0-10%), realizado de acordo com o item
3.4.1, demonstraram que houve um aumento na atividade da enzima glicosiltransferase, em
fungdo do aumento da concentragdo de melago e sacarose no meio de cultura, em todos os
tempos de fermentagdo analisados. No meio de cultura contendo sacarose, o aumento da
atividade da glicosiltransferase ndo foi tao efetivo quanto no meio contendo melaco (Tabela
6), provavelmente pelo fato do melago ser um meio de cultura complexo. Portanto, um
experimento posterior foi realizado utilizando-se concentragdes de melago 0-20% (solidos
soltiveis totais), de acordo com o item 3.4.1, no qual observou-se que a atividade
enzimatica da linhagem Erwinia sp D12 ¢ influenciada pelo tempo de fermentagdo e pela
concentragio de melago do meio de cultura (Tabela 7). Nas condi¢des experimentais
utilizadas, a linhagem Erwinia sp D12 apresentou maior atividade de glicosiltransferase
(12,46 unidades de atividade/mL de meio de cultura), quando utilizou-se melago na
concentragdo de 12% de solidos solveis totais e apos 15 horas de fermentagado (Tabela 7).
Acima desta concentra¢do a atividade diminuiu, chegando a nula em todos os tempos de
fermentacdo utilizados, devido a inibigdo do crescimento microbiano em altas
relacionado, em células vivas, a fendmenos osmoticos que resultam em plasmolise. As
possiveis razdes para o fendmeno s3o a repressao na sintese de enzima e a desidratagdo dos
nutrientes para o seu interor. A célula viva polui seu ambiente com produtos do seu
metabolismo até cessar o crescimento e, eventualmente, perder a sua viabilidade, fendmeno

conhecido como inibi¢ao pelo produto.

O melago ou sacarose sdo principalmente fontes de carbono e energia para os
microrganismos. Acredita-se que as linhagens produtoras de glicosiltransferase, promovam
a isomeriza¢do ou transglicosilagdo da sacarose em isomaltulose, como um método de

sequestrar irreversivelmente carbono e energia numa forma menos usada pela planta
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hospedeira e por outros microrganismos as quais poderiam competir pela sacarose. Esta
hipétese é suportada pelo fato de que “in vitro’ a atividade de invertase de leveduras foi

inibida pela isomaltulose, prevenindo assim a utilizagio da sacarose (Bornke et al., 2001).

TABELA 6. Influéncia da concentragdo de sacarose (0-10%) ou de melago (0-10% de
solidos solveis totais) no meio de cultivo na produgdo de glicosiltransferase pela

linhagem Erwinia sp D12 em diferentes tempos de fermentagao.

Concentragdo de  Atividade de glicosiltransferase (unidade de atividade/mL de meio

melago ou sacarose de cultura)
(%)

6 horas 15 horas 24 horas

Melago  Sacarose Melaco Sacarose Melago  Sacarose

0 = = & = i i

8 3,32 3,73 2,44 3,50 3,02 3,94
4 4,66 5,08 4.45 3,38 4,76 4,82
6 6,30 4,90 6,69 5,60 5,80 5,13
8 7,93 5,74 177 6,10 7,50 5,52
10 9,08 6,69 8,67 5,90 8,50 6,80
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TABELA 7. Influéncia da concentragdo de melago (0-20% de solidos solaveis totais) no
meio de cultivo na producgdo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12 em

diferentes tempos de fermentagio.

Concentragao de  Atividade de glicosiltransferase (unidade de atividade/mL de meio

melago de cultura)
(%)
6 horas 15 horas 24 horas

0 - - -
2 3,69 3,85 3,05
4 5,93 6,43 4,16
6 6,44 6,44 5,18
8 8,42 8,80 7,50
10 10,42 10,93 8,93
12 10,28 12,46 10,89
14 . 9,07 9,50
16 - - -
20 - - -

Celestino (1998) e Uekane (1993), vernificaram que a concentracdo de sacarose €
importante para a sintese de glicosiltransferase a partir de Erwinia sp D12 e Klebsiella sp
K18, quando utilizaram meio de cultura contendo 1% de peptona, 0,4% de extrato de carne
e concentragdes variadas de sacarose. A maior atividade foi obtida com 4% de sacarose
para a linhagem K18 e 6% para a linhagem D12, sendo que atividade também diminuiu em

concentragoes maiores de agicares.

Bando & Sato (1997), estudando a produgdo de glicosiltransferase pela linhagem
Erwinia sp D12 em diferentes meios de cultura, obtiveram maior producdao de
glicosiltransferase (6,67 unidades de atividade/ml. do meio de cultura) em um meio
constituido de 1% de peptona, 0,1% de extrato de carne, 0,3% de cloreto de sodio e 10% de

melago (6% de aglcares redutores totais), apos 15 horas de fermentacao a 30°C.
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Huang et al. (1998), verificaram que a sacarose e a frutose sdo excelentes fontes de
carbono e energia para induzir a formagdo de células de Klebsiella planticola com alta
habilidade para formagdo de isomaltulose. O experimento foi conduzido com sacarose,
devido ao baixo custo, sendo que a maxima atividade da enzima foi obtida com 7% de

sacarose e permaneceu constante acima de 10% de sacarose no meio de cultura.

4.4. EFEITO DA CONCENTRACAO DE PEPTONA NO MEIO DE CULTURA NA
PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE PELA LINHAGEM Erwinia sp
D12.

Através do estudo do efeito da concentragdo de peptona no meio de cultura, na
produgdo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12, conduzido de acordo com a
metodologia descrita no item 3.4.2, observou-se que o aumento da concentragdo de
peptona estimula a produgdo de glicosiltransferase até atingir um oOtimo de produgao,
provocando, posteriormente, uma diminui¢do da atividade em concentragdes acima da ideal
(Tabela 8). A maior produgdo de enzima glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12
(12,80 unidades de atividade/mL de meio de cultura) foi obtida em meio de cultura
contendo peptona 4%, melago (12% de solidos soluveis totais) e de extrato de carne 0,4%,

apo6s 15 horas de fermentagdo. A Tabela 8 ilustra os resultados obtidos.
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TABELA 8. Influéncia da concentragio de peptona no meio de cultivo, na producdo de

glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12 em diferentes tempos de fermentagao.

Concentragao de  Massa celular (absorbancia a Atividade de glicosiltransferase

peptona (%) 660nm) (unidade de atividade/mL. de meio
de cultura)
15 horas de fermentagdo 15 horas de fermentacao

0 0,001 _

2 4,36 10,42

4 5,88 12,80

6 4,08 9,09

8 4.44 5.64

10 4,62 5,34

Celestino (1998), trabalhando com Erwinia sp D12, e Uekane (1993), com Klebsiella
sp K18, obtiveram produgdo maxima de glicosiltransferase intracelular apds 24 horas de
fermentagdo, a 30°C (0,76 e 0,167 unidades de atividade/mL de sobrenadante da massa
celular sonicada) respectivamente. Nestes estudos o cultivo da linhagem D12 foi realizado
em um meio de cultura contendo 6% de peptona, 6% de sacarose e 0,4% de extrato de
carne e o da linhagem K18 em um meio contendo 1% de peptona, 4% de sacarose € 0,4%

de extrato de camne.

Huang et al. (1998), obtiveram células de Klebsiella planticola com maior atividade
de glicosiltransferase em meios contendo fonte de nitrogénio orgédnica do que em meios

com fonte inorganica de nitrogénio em estudos de conversio de sacarose em isomaltulose.

45. ESTUDO DA RELACAO ENTRE TEMPO DE FERMENTACAO,
ALTERACAO DE pH DO MEIO DE CULTURA, CRESCIMENTO DA
LINHAGEM Erwinia sp D12 E PRODUCAO DE GLICOSILTRANSFERASE
A 28°C,30°C E 32°C.

Os resultados obtidos no experimento realizado para estudar o crescimento do

microrganismo e produgdo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12, de acordo
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com o item 3.4.3, demonstraram que a atividade enzimatica da glicosiltransferase da
Erwinia sp D12 ¢ influenciada pela temperatura e pelo tempo de fermentacdo (Tabela 9). A
maior atividade apresentada (15,61 unidades de atividade/mL de meio de cultura) foi a
30°C apos 8 horas de fermentagdo (Tabela 9). Em temperaturas acima (32°C) ou abaixo
(28°C) da ideal, verificou-se uma diminuigdo da atividade, assim como houve uma
diminuig¢do gradativa da atividade de glicosiltransferase de Erwinia sp D12 em fungdo do
aumento do tempo de fermentagdo, sendo que apos 48 horas de fermentagdo a 30°C a
atividade diminuiu para 9,40 unidades de atividade/mL de meio de cultura. O periodo de
maior atividade de glicosiltransferase pela Erwinia sp D12 coincidiu com a fase

exponencial do seu crescimento, caracterizando a enzima como um metabolito primario.

Cheetham et al. (1985) relataram que a enzima presente em células de Erwinia
rhapontici imobilizadas, responsavel pela formagdo de isomaltulose a partir de sacarose,

esta localizada no espago periplasmico das células.

Egerer (1994), estudando a produg3o de isomaltulose a partir da enzima sacarose
mutase de Protaminobacter rubrum, verificou que o tempo Otimo de fermentagdo, no qual a
enzima apresentou maior atividade, foi de 8 horas, na fase logaritmica de crescimento celular.
Isto pode ser explicado pela formagdo periplasmica da sacarose mutase durante o crescimento
cetular e pela mudanca estrutural das proteinas nas fases finais de crescimento e nas células
velhas.
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TABELA 9. Influéncia da temperatura e do tempo de fermentagdo na atividade da

glicosiltransferase de Erwinia sp D12, durante a fermentagdo em um meio contendo

melago (12% de solidos solaveis totais), extrato de carne 0,4 % e de peptona 4%.

28°C

30°C

32C

Tempo de Atividade Massa pH Atividade massa

pH Atividade Massa PH

fermentagdo U/mL  celular U/mL  celular U/mL  celular
Abs Abs Abs

660nm 660nm 660nm
0 0,64 0,77 5,78 1,80 0,76 5,58 0,86 0,68 5,86
2 0,68 1,08 6,03 220 125 575 1,14 1,06 5,85
4 2,73 206 58 507 260 560 3,26 1,70 5,61
6 13,11 343 5,60 14,55 419 5,56 3,30 1,70 5,33
8 13,59 3,70 5,56 15,61 431 5,69 5,62 3,00 5,63
10 13,89 3.71. 5357 13,94 445 555 5.76 290 546
12 11,22 3,66 548 12,72 476 542 4,88 331 5,36
14 13,02 3,50 5,42 11,59 465 5735 4,82 3,13 5,32
16 1320 38 539 1123 467 531 503 332 528
24 11,32 396 5,32 11,24 325 5,24 4. 88 319 3525
36 9,14 399 5731 10,94 3,67 520 5.51 3,80 5,61
48 10,53 405 532 940 353 512 5,62 390 5,57

Bando & Sato (1997), estudando a produgdo de glicosiltransferase em um

fermentador de 2 litros, contendo um meio de cultura constituido de 1% de peptona, 0,1%

de extrato de camne, 0,3% de cloreto de sodio € 10% de melago (6% de agucares redutores

totais), obtiveram produgdo maxima (8,47 unidades de atividade/mL do meio de cultura)

apos 6 horas de fermentagdo a 30°C. Apos este periodo, observou-se uma diminuigao da

atividade, sendo que em 24 horas de fermentagdo a atividade atingiu 4,98 umdades de

atividade/mL do meio de cultura.

Utilizando-se um meio de cultura constituido de 40 g/L de sacarose, 10 g/L de

peptona e 4,0 g/l de extrato LabLemco, McAllister et al. (1990) verificaram que a
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produgio maxima de glicosiltransferase intracelular na fermentagao de Serratia plymuthica

ATCC 15298 ocorria a 30°C e ap6s 16 horas de fermentacao.

Uekane (1993), verificou que na fermentagdo de Klebsiella sp K18 em meio de
cultura constituido de 4% de sacarose, 1% de peptona e 0,4% de extrato de carne a 30°C, a
glicosiltransferase intracelular foi produzida na fase exponencial de crescimento, atingindo a
atividade maxima de 0,167 unidades/mL de meio de cultura apos 24 horas de fermentagao,
permanecendo constante até cerca de 32 horas. ApOs este periodo, observou-se diminui¢do da
atividade intracelular, sendo que apos 80 horas de fermentagdo, a atividade foi de
aproximadamente 0,097 unidades/mL de meio de cultura. Na fermentag@o a 36°C, a produg@o
de glicosiltransferase intracelular alcangou atividade maxima de 0,082 unidades/mL de meio
de cultura apos 24 horas de fermentagdo, diminuindo rapidamente apos 32 horas de

fermentagao.

Foi relatado por Nagai-Miyata et al. (1993), que a producdo maxima de a-
glicosiltransferase pela linhagem Agrobacterium radiobacter MX-232, que converte
sacarose principalmente em trealulose, ocorre apos 60 horas de fermentagdo em meio
composto de 0,1% de extrato de carne, 1% de peptona, 0,3% de cloreto de sodio, 0,1% de
extrato LabLemco e 6% de melaco ajustado a pH 7,0.

As Figuras 7, 8 e 9 ilustram respectivamente a relagdo entre tempo de fermentagao,
altera¢do do pH do meio de cultura, crescimento da linhagem Erwinia sp D12 e produgio
de glicosiltransferase a 28°C, 30°C e 32°C.
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Através da analise das figuras 7, 8 e 9 pode-se verificar que a enzima
glicosiltransferase intracelular de Erwinia sp D12 foi produzida na fase exponencial de
crescimento em todas as temperaturas testadas, atingindo a atividade maxima apos 8hs de
fermentagdo a 30°C e apos 10hs a 28°C e 32°C. A maxima atividade de glicosiltransferase
nas diferentes temperaturas foi de 15,61 unidades de atividade/mL de meio de cultura a
30°C, de 13,89 a 28°C e de 5,76 a 32°C. Estes resultados demonstraram que temperaturas
acima da ideal possuem maior influéncia na diminui¢do da atividade de glicosiltransferase
do que temperaturas abaixo da ideal, provavelmente pelo fato da glicosiltransferase da
linhagem Erwinia sp D12 ser termosensivel. Apos 48hs de fermentagdo a atividade de
glicosiltransferase diminuiu em todas as temperaturas. O pH do meio de fermentag@do
manteve-se entre 5 e 6 durante todo o periodo da fermentagdo nas trés temperaturas

testadas.

Estes resultados foram compativeis com Celestino (1998), que estudando a influéncia
da temperatura e do tempo de fermentagdo na atividade de glicosiltransferase de Erwinia
sp D12 durante a fermentagdo em meio de cultura constituido de 6% de sacarose, 6% de
peptona e 0,4% de extrato de carne, verificou que a produgio maxima de glicosiltransferase
em todas as temperaturas testadas (28°C, 30°C e 35°C) ocorreu na fase exponencial de
crescimento, sendo que a atividade de glicosiltransferase foi maior na temperatura de 28°C,
atingindo 2,22 unidades/mL de meio de cultura, ocorrendo diminui¢do da atividade com o

aumento da temperatura. O pH do meio de fermentagdo manteve-se entre 5,5 € 6,5.

4.6. EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO E DA TEMPERATURA NO
RENDIMENTO DE ISOMALTULOSE UTILIZANDO-SE CELULA
IMOBILIZADA DE Erwinia sp D12.

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados do rendimento de isomaltulose

(variavel dependente), obtidos nos ensaios.
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TABELA 10. Resultados dos ensaios de conversiao de sacarose em isomaltulose utilizando-

se celulas imobilizadas de Erwinia sp D12, realizados de acordo com o Planejamento

Experimental.
Ensaios Temperatura (°C) Concentragdo de sacarose (%)  Rendimento de isomaltulose
(%)
1 26,5 19,4 40,30
2 33,5 19,4 56,38
3 26,5 53,1 29,14
4 33,5 53,1 30,10
5 25 36,25 47,23
6 35 36,25 51,47
7 30 12,5 46,82
8 30 60 31,34
9(C) 30 36,25 3991
10 (C) 30 36,25 39,91
11(C) 30 36,25 40,43

C: ensaio no ponto central.

Analisando-se os efeitos das duas variaveis independentes temperatura e

concentragdes de sacarose, foram obtidos os valores de 6,65 para a estimativa do efeito da

temperatura e — 3,62 para o estudo do efeito da concentragao de sacarose. Estes resultados

indicam que quando a temperatura variou de 25 a 35°C ocorreu um aumento médio no

rendimento de isomaltulose de 6,65 e quando a concentragao de sacarose variou de 12,5

para 60% observou-se uma redugdao média de 3,62 no rendimento de isomaltulose. O efeito

de interacdo entre temperatura e concentracao de sacarose foi significativo e negativo, ou

seja, a interagao nao favorece a produgao de isomaltulose (Tabela 11).
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TABELA 11. Estimativa dos efeitos para produgao de isomaltulose.

Fatores Efeitos Erro t(2) P -95% 95%
padrdo Limite de  Limite de

confianca confianca

Meédia* 40,0844  0,1733  231,2561 0,000019 39,3386 40,8302
Temperatura (L)*  5,7597 0,2123 27,1294 0,001356  4,8462 6,6732
Temperatura (Q)*  6,6495 0,2527 26,3111 0,001441  5,5621 7,7369

Concentragdo de -14,8344 0,2123  -69,8731 0,000205 -15,7479  -13,9209

sacarose (L)*

Concentragdo de  -3,6236 0,2527  -14,3381 0,004829 -4,7110 -2,5362

sacarose (Q)*

Temperatura X -7,5600 0,3032  -25,1814 0,001573 -8,8518 -6,2682

sacarose*®

(L)= linear; (Q)= quadratico. * Significativo ao nivel de 5%.

A analise de variancia dos resultados dos ensaios do planejamento experimental

esta apresentada na Tabela 12.
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TABELA 12. Analise de varidncia do rendimento de isomaltulose utilizando-se célula

imobilizada de Erwinia sp D12 em fungdo da concentragdo de substrato e da temperatura.

Fonte de SQ GL QoM F F5%
variagao
Regressao 675,7068 5 135,1414 6,34 5,05
Residuo 98,7455 5 19,7491
Falta de ajuste 98,5652 3 32,8551 364,45 19,16
Erro puro 0,1803 2 0,09015
TOTAL 774,4523 10 77,4452

SQ = soma quadratica; GL = nimero de graus de liberdade; QM = quadrado meédio; F = F

calculado; F se, = valores criticos de F ao nivel de 5%.

Analisando-se a tabela ANOVA acima pode-se verificar que a regressdao foi
significativa (p< 0,05), pois o valor de F calculado foi maior que o tabelado, mas nao foi
preditiva pois o valor obtido ndo foi superior a seis vezes o valor de F calculado. O
modelo apresentou também falta de ajuste significativa (p < 0,05). Porém, o erro

experimental nao foi significativo.

O modelo obtido foi o seguinte: Y= 196.679686 — 13.071999X + 1.942440Z +
0.270200X* - 0.064095XZ — 0.006354Z% onde X= temperatura, Z= sacarose e Y=

rendimento de isomaltulose.

O modelo apresentou um coeficiente de determinago (R*) de 0,8725 a p< 0,05, ou
seja, pelo menos 87,25% da variagdo do rendimento de isomaltulose foi explicado pelo

modelo
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FIGURA 10 - Curva de contorno referente ao rendimento de isomaltulose a partir da
transformacao enzimatica da sacarose.

Analisando-se a curva de nivel obtida para o rendimento de isomaltulose (Figura
10), pode-se verificar que ndo foi possivel encontrar um ponto 6timo global de rendimento
de isomaltulose (a falta de ajuste foi significativa a 5%), em fun¢do da variagdo da
temperatura e da concentragdo de sacarose. O rendimento de isomaltulose tende a aumentar
com a diminui¢do da concentragio de sacarose e com o aumento da temperatura. Na regido
experimental estudada constatou-se que na faixa de 20 a 30% de sacarose, o rendimento de
isomaltulose situa-se em torno de 50% de conversdo, sendo levemente influenciado pelo
aumento da temperatura. Verificou-se também que concentragdes em excesso de sacarose
(ao redor de 40%) afetam a atividade da c€lula imobilizada devido ao efeito inibitorio. Para
estimar a regido de maximo rendimento de isomaltulose realizou-se uma andlise canonica,
através da qual confirmou-se que a forma de superficie era de cela e, posteriormente,
efetuou-se “Ridge analysis” para estimar a futura regido experimental onde 0 maximo
rendimento ocorreria. Através dos resultados obtidos (Anexo 1), observou-se que a faixa de
maximo rendimento situa-se entre 20 a 30% de sacarose com uma pequena influéncia de
temperaturas mais altas. Portanto, testou-se um novo experimento em fatorial completo

2x3, utilizando-se concentragdes de 20 a 30% de sacarose e temperaturas de 35 a 40°C.
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TABELA 13. Rendimento de isomaltulose utilizando-se células imobilizadas de Erwinia
sp D12 em fungdo da temperatura e concentragdo de sacarose do experimento em fatorial

completo 2x3.

Temperatura (°C) Concentragdo de sacarose (%) Isomaltulose (%)
35 20 46,12
35 25 45,8
35 30 48,34
40 20 44,64
40 25 47,05
40 30 50,92

Rendimento de
isomaltulose(%)

20 25 30

Concentragao de sacarose (%)

J

FIGURA 11 — Rendimento de isomaltulose em funcio da concentra¢do de sacarose utilizando-se
células imobilizadas de Erwinia sp D12,
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TABELA 14. Analise de variancia do rendimento de isomaltulose utilizando-se células
imobilizadas de Erwinia sp D12 em fun¢do da concentragdo de substrato (20-30%) e da

temperatura (35-40°C), para o experimento fatorial completo 2x3.

Fonte de variagdo GL SQ oM F P
Sacarose 2 19,62491 9.812455 6,102763 0,035797
Temperatura 1 1,84868 1,84868 0,574883 0,477040
Sac X Temp 2 4,28657 2,143285 1,332997 0,331893
Erro 6 3,215742 0,535957

SQ = soma quadratica; GL = nimero de graus de liberdade, QM = quadrado medio; F = F

calculado; F so, = valores criticos de F ao nivel de 5%.

Através da ANOVA acima referente ao experimento fatorial completo 2x3,
verificou-se que a temperatura nio teve efeito significativo no rendimento de isomaltulose,
mas houve um efeito significativo (p< 0,05) da concentragdo da sacarose, ou seja, quanto
maior a quantidade de sacarose, maior o rendimento de isomaltulose na faixa experimental
estudada (Tabela 13). O aumento do rendimento de isomaltulose em fun¢do da
concentracdo da sacarose nio foi na mesma propor¢ao para cada acréscimo na quantidade

de sacarose, ocorrendo uma maior variagdo em concentragdo maiores de sacarose (Figura

11).

Esta influéncia da concentracio de sacarose na atividade de glicosiltransferase
também foi verificada no experimento desenvolvido por Tate & Lyle (1981), com células
imobilizadas de Erwinia raphontici e concentragdes de sacarose de 12,5 2 60% a 30°C. Os
autores verificaram que a maior atividade obtida (1.18 g produto/peso de células/hora)
situa-se em torno de 35% de sacarose com uma vida média de 415 horas e que em 55% de
sacarose a atividade diminuiu chegando a 0,82g produto/peso de células/hora, mas a vida

média aumentou para 4000 horas.

De acordo com Cheetham (1987), o excesso de concentragdo de sacarose possul
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Portanto, o aumento na estabilidade da célula imobilizada com o aumento da concentragao
da sacarose compensa a diminuigdo da atividade, uma vez que a produtividade da coluna
aumenta. Alta concentragio de sacarose promove um equilibrio entre isomaltulose e
sacarose favorecendo a formagdo de isomaltulose, reduz a formagdo de gases e acidos
como subprodutos, reduz a atividade de proteases endogenas e tende a inibir a divisdo
celular, prevenir a contamina¢do microbiana e tornar mais facil a recuperagao do produto,

pois diminui o volume do liquido processado.

O aumento da estabilidade das células imobilizadas em fungdo do aumento da
concentragdo de sacarose pode ser devido a estabilizagdo pelo produto ou pelo produto e
substrato e pela imposicdo de restri¢des difusionais no suprimento de substrato para as
células imobilizadas. A estabilidade também pode estar relacionada com a baixa taxa de
metabolismo endogeno das células ou com a sua plasmolise promovida pela alta

concentragdo de sacarose (Cheetham , 1987).

Os resultados obtidos foram compativeis com Xyrofin Oy (2000a), que também
verificou que a transformagdo enzimatica da sacarose em isomaltulose através de células
imobilizadas de Protaminobacter rubrum, Serratia plymuthica e de Erwinia rhapontici em
DEAE—celulose modificada ¢ influenciada pela temperatura, concentragdo de sacarose €
fluxo do substrato através da coluna. Os autores constataram que a reaga@o ¢ preferivelmente
efetuada em uma coluna empacotada a 30°C com solugdo de sacarose 25% em fluxos
lentos. Temperaturas de 35 a 45°C comprovaram ser parcialmente inativantes, e
temperaturas acima de 55°C inativaram totalmente a coluna de Protaminobacter rubrum em
24 horas. A concentragio de sacarose deve ser mantida preferivelmente entre 25 e 35%.
Observou-se que concentragdes de sacarose acima de 55% reduzem de modo significativo a
conversio em um curto periodo de tempo. Os melhores resultados com células de
Protaminobacter rubrum: isoméltulose 79%, trealulose 0,9%, frutose 0,4%, glicose 0,6% e
sacarose 18,5%, foram obtidos quando utilizou-se solugao de sacarose 25% a 30°C e com
um fluxo de 0,08 volume do leito por hora. Células de Serratia plymuthica produziram:
isomaltulose 80%, trealulose 7,5%, frutose 5,5%, glicose 3% e as de Erwinia rhapontici

produziram: isomaltulose 79%, trealulose 15%, frutose 0,5% e glicose 0,5%, quando
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utilizaram solugdes de sacarose a 25% a 30°C com fluxos de 0,12 e 0,02 volume do leito

por hora, respectivamente.

Os rendimentos de conversdo de sacarose para isomaltulose, apresentados por
Xyrofin Oy (2000a), s3o maiores que o obtido neste experimento, provavelmente devido a
utilizacdo de uma vazio menor de substrato através da coluna, permitindo um tempo de
contato maior do substrato com as células imobilizadas. Os resultados demonstrados por
Xyrofin Oy (2000a) foram obtidos usando vazbes de 0,02 com células de Erwinia
rhapontic, 0,08 para Protaminobacter rubrum e 0,12 para Serratia plymuthica do volume
vazio da coluna por hora, sendo que o utilizado na conversdo enzimatica da sacarose em
isomaltulose pelas células imobilizadas de Erwnina sp D12 foi de 0,24 do volume vazio da

coluna por hora.

Meito Sangyo (1990), também verificou que a conversdo de sacarose em
isomaltulose por células de Klebsiella sp n° 88 deve ser realizada, utilizando-se
preferencialmente concentragdes de sacarose entre 30 e 40% em temperaturas de 30 a 37°C
por cerca de 20 a 40 horas. Em uma coluna de 300mL, contendo 200 mL de c¢lulas
imobilizadas de Klebsiella sp n° 88 em carragenina, polietilenimina e glutaraldeido o autor
introduziu uma solugio de sacarose 40% com temperatura entre 30-37°C. Nestas condi¢des

0 autor obteve uma conversiao de 85% de isomaltulose e 15% de trealulose.

A forma mais utilizada para a condugido de bioprocessos € a batelada simples. O
principal problema desta forma de operar bioprocessos ¢ decorrente de fenomenos de

inibigao pelo substrato, produto, ou outros metabolitos.

A Tabela 15 ilustra os agucares formados durante a conversdo enzimatica da
sacarose em isomaltulose, podendo verificar que além de isomaltulose detectou-se glicose,
frutose, sacarose e outros agucares, que podem ser trealulose, isomaltose e isomelizitose.
De acordo com Cheetham (1984), a enzima que catalisa a conversao de sacarose em
isomaltulose é sacarose especifica, mas catalisa uma reagdo ndo seletiva, produzindo
simultaneamente isomaltulose e trealulose. Fuji et al. (1983), detectaram trealulose,
isomaltose e isomelizitose como subprodutos da sintese de isomaltulose a partir da sacarose

por Serratia plymuthica, e Xyrofin Oy (2000a) detectou isomaltulose e trealulose

86



utilizando células imobilizadas de Protaminobacter rubrum, Serratia plymuthica e Erwinia

rhapontici.

Segundo Cheetham (1984), a isomaltulose € o produto cineticamente favorecido e a
trealulose o termodinamicamente, pelo mecanismo de agdo da glicosiltransferase de
Erwinia rhapontici, sendo que um pequeno mas continuo declinio na concentragdo inicial
de isomaltulose e correspondente aumento de trealulose pode ocorrer, quando utiliza-se um
grande periodo de incubagdo. Nio foi formado sacarose quando isomaltulose ou trealulose
purificadas foram incubadas com a enzima. Mas de acordo com Cheetham (1987),

isomaltulose mas ndo trealulose, pode ser convertida a sacarose pela reagado reversa.

De acordo com Egerer (1994), a produgdo de isomaltulose ¢ favorecida e a
formagdo dos subprodutos € reduzida, pela diminui¢ao do tempo de incubac@o da solugido
de sacarose no biorreator. A taxa de glicose/frutose diminuiu significativamente com o

aumento da temperatura independente da concentragao de sacarose.

Mitsui Sugar & Suedzucker AG (1992), verificaram que no processo de conversdo
da sacarose em isomaltulose e trealulose, através de enzimas de Pseudomonas
mesoacidophila MX-45 imobilizadas em temperaturas entre 15-35°C, a formagdo de
isomaltulose e a liberagio dos monossacarideos foi maior a medida que se aumentou a

temperatura e a formagao de trealulose foi favorecida em temperaturas menores.

Nagai-Miyata et al. (1993), verificaram que a composi¢do dos produtos resultante
da acdo de células imobilizadas de Agrobacterium MX- 232 no substrato sacarose foi
afetada pela temperatura e concentragao de sacarose, sendo que o efeito da temperatura foi

mais evidente.

87



TABELA 15. Efeito da temperatura e concentragdo de sacarose na conversao enzimatica

da sacarose em isomaltulose e formagdo de subprodutos pelas células imobilizadas de

Erwinia sp D12.
Temperatura Concentragao Porcentagem (%) de agucares
e ) de saoca.rose Isomaltulose Sacarose Glicose  Frutose  Outros
o) agucares

26,5 19,4 40,30 21,78 0,40 0,20 37.32

33,5 19,4 56,38 17,02 0,42 0,64 25,54

26,5 53,1 29,14 35,25 0,53 1,07 34,01

33,5 53,1 30,10 26,44 0,84 1,56 41,06
25 36,25 47,23 2831 0,34 0,76 2336
35 3625 51,47 22,56 0,50 1,03 24,44
30 12,5 46,82 19,23 0,33 0,33 33.29
30 60 31,34 23,07 0,55 1,10 43,94
30 36,25 39.91 18,21 0,45 0,90 40,53
30 36,25 39,91 18,21 0,45 0,91 40,52
30 36,25 40,43 20,39 0,46 0,92 37,80

A Figura 12 ilustra a cromatografia dos aglcares resultantes da conversao
enzimatica da sacarose pela linhagem Erwinia sp D12 a partir de uma soluc@o de sacarose
30% a 35°C. Através da analise cromatografica e por comparagao do tempo de retengdo
apresentado pelas solugdes padrdes de glicose (3,10), frutose (3,34 ), sacarose (5,06) e
isomaltulose (6,32), concluiu-se que os picos obtidos na figura 12 correspondem

respectivamente aos agucares glicose, frutose, sacarose e isomaltulose.

88



Substrato: Sacarose 30%

Isomaltulose

Temperatura: 35°C

6.08

Sacarose

472

Glicose

3.08
3.33 Frutose

N _J

FIGURA 12 — Cromatografia liquida em coluna carbo Pac Pal dos
agucares obtidos através da conversdo enzimdtica da sacarose pela
enzima glicosiltransferase de Erwinia sp D12 imobilizada com
alginato de calcio.
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4.7. PURIFICACAO E CRISTALIZACAO DA ISOMALTULOSE.

Nos experimentos realizados foram obtidos xaropes cujas as caracteristicas sao
mostradas na Tabela 16.

TABELA 16. Caracteristicas do xarope de isomaltulose obtido apos conversdo enzimatica
da sacarose e durante o processo de purificagdo apds tratamento com terra diatomacea e

resinas de troca idnica.

Xarope de isomaltulose ~ Xarope tratado com  Xarope tratado com

obtido apos conversao terra diatomacea. resina de troca
enzimatica da sacarose. i0nica.
Volume 2L 2L 2,51
Grau Brix 21,8°B 21°B 14,5°B
pH 4,04 4,15 8,0
Condutividade 2,16 ms/cm 2,11 ms/cm 2,1 us/cm
Cloreto Acima de 300 ppm Acima de 300 ppm Auséncia
Sodio Presente Presente Ausente
Calcio Presente Presente Ausente

A presenca dos ions cloreto, sodio e calcio no xarope obtido apds conversao
enzimatica da sacarose utilizando-se células imobilizadas de Erwinia sp D12, foi devido ao
processo de imobilizacio celular, no qual é utilizado alginato de sodio e cloreto de calcio.
Cheetham (1987) utilizou resina aniGnica (Amberlite IRA 93) e uma catidnica (Amberlite
200) e Meito Sangyo (1990) utilizou resina IR 120b e IRA-411 (Organo Co.) para a
deionizagdo do xarope. De acordo com Xyrofin Oy (2000a) a isomaltulose pode ser
purificada por troca i0nica, através da remogdo de impurezas e produtos secundarios. O pH
baixo do xarope € provavelmente resultante da formagao de acidos durante a transformagao
enzimatica da sacarose em isomaltulose. Segundo Tate & Lyle (1981) e Cheetham et al.
(1985), a conversao enzimatica de sacarose em isomaltulose normalmente resulta na
formagdo de alguns acidos, mas na pratica ndo foi necessario um controle rigido do
mesmo, pois a enzima glicosiltransferase de Erwinia raphontici imobilizada € mais estavel

em pH entre 4,0 e 4,5, e a inclusdao de tampdes podena interferir no processo de
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cristalizacao da isomaltulose. Em alguns casos, a formacao de dcidos pode ser reduzida

utilizando-se concentracoes altas de substrato.

A amostra deionizada apresentou uma resistividade de 300.000 ohm/cm,
demonstrando uma baixa condutividade, sendo a mesma submetida a uma concentragdo até
70" Brix, resultando num volume de 400mL. Apds o perfil de cristalizagdo obteve-se um
volume de 300 mL, o qual foi submetido a centrifugacdo. As Figuras 13 e 14 ilustram
respectivamente as etapas de obtencdo dos cristais por centrifugacdo e os cristais obtidos

apods secagem em estufa a vacuo.

FIGURA 13 - Centrifugagio dos cristais de isomaltulose.
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FIGURA 14 - Cristais de isomaltulose.

Os cristais recuperados por centrifugacdo e analisados por HPLC apresentaram

91,39% de isomaltulose (Tabela 17).

TABELA 17. Concentracdo de agticares existentes no xarope obtido da transformacdo

enzimatica da sacarose e apds o processo de purificagdo e cristalizagao.

Porcentagem (%) de agticares

Isomaltulose Sacarose Glicose Frutose
Xarope obtido da transformagao 19,99 24,17 0,64 0,57
enzimatica da sacarose.
Xarope deionizado 12,92 14,17 0,63 0,51
Agua mae (perfil 10°C) 32,50 65,00 0,70 0,97
Cristais obtidos apds a 91,39 853 0 e 0,08

purificagdo e cristalizacao

93



. . -_4 h: m.ﬁ. ._. — m.I




Xyrofin Oy (2000a) submeteu a solugdo de isomaltulose obtida da coluna de
Protaminobacter rubrum imobilizada a um processo de evaporagao a 70-85°C até a uma
concentragdo de 70% e, posteriormente, promoveram a cristalizagdo por resfriamento linear
de 65 a 25°C. Os cristais foram recuperados por centrifuga¢@o e analisados por HPLC. O

autores obtiveram 95% de isomaltulose.

A solubilidade da isomaltulose € aproximadamente a metade da sacarose, 0 que
facilita a sua separagio na etapa de cristalizagdo (Koga et al., 1985).
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5. CONCLUSOES.

1 — Dentre as linhagens Erwinia sp D12, Klebsiella sp S390, Klebsiella sp K18 e
265-9 estudadas quanto a sua capacidade de produzir glicosiltransferase, a linhagem

Erwinia sp D12 foi a que apresentou a maior atividade.

2 - As cepas mutantes de Erwinia sp D12, obtidas por radiagdo ultravioleta e metil-
N-nitroso-guanidina de acordo com a metodologia empregada n3ao apresentaram maior

atividade de glicosiltransferase em relag@o a cepa parental.

3 - No estudo de otimizagdo dos componentes melago de cana e peptona do meio de
cultura para produgdo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12 foi obtido maior
produgdo de enzima em meio de cultivo composto de melago (12% de solidos soluveis

totais), peptona 4% e de extrato de carne 0,4%.

4 - A produgido maxima de glicosiltransferase pela linhagem de Erwinia sp D12 foi
obtida na fase exponencial de crescimento apos 8 horas de fermentagdo do microrganismo
em fermentador de 3L a 30°C, em meio de cultura contendo melago (12% de solidos
soluveis totais), peptona 4% e de extrato de carne 0,4%. Foi obtido 13,89, 15,61 e 5,76
unidades de atividade/mL de meio de cultura apos a fermentagdo do microrganismo a 28°C,
30°C e 32°C em fermentador New Brunswich de 3L.

5 - No estudo de otimiza¢io da conversdo enzimatica da sacarose em isomaltulose
pelas células de Erwinia sp D12 imobilizadas em alginato de calcio, verificou-se que o
rendimento de isomaltulose tende a aumentar com a diminui¢do da concentragdao de
sacarose € com o aumento da temperatura. Foi obtido um rendimento de 56,38% de
isomaltulose utilizando-se 19,4% de sacarose a 33,5°C, enquanto que com uma
concentragio de sacarose de 60% a 30°C, obteve-se um rendimento de 31,34% de
isomaltulose.

6 - O rendimento de isomaltulose utilizando-se concentragdes de sacarose em torno
de 20-30% foi de 45 a 50%, sendo que nesta faixa experimental, quanto maior a

concentracdo de substrato, maior o rendimento de isomaltulose.
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6. SUGESTOES PARA O PROXIMO TRABALHO.

1 - Otimizagao da producao de glicosiltransferase de Erwinia sp D12 em meios de
cultura contendo fontes alternativas de nitrogé€nio em substituicdo a peptona, visando

diminuir o custo do processo.

2 - Estudo do consumo de carboidratos do meio de cultura contendo melago de
cana, durante a fermentagdo de Erwinia sp D12 visando a otimizagdo da produgdo de

glicosiltransferase.

3 - Otimizagdo da imobilizagdo de células de Erwinia sp D12 em alginato de calcio,
através do estudo da influéncia da concentragao de células das esferas na conversio de

sacarose em isomaltulose.

4 - Estudo da influéncia do tempo de armazenamento das células imobilizadas na

atividade da glicosiltransferase de Erwinia sp D12.

5 - Otimizagdo da conversdo de sacarose em isomaltulose, através do estudo da

influéncia da vazio do substrato e tempo de incubagdo no rendimento de isomaltulose.

6 - Estudo de meia vida do leito catalitico.
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8. ANEXO.

ANEXO 1. “Ridge analysis” do maximo rendimento de isomaltulose durante a conversao
enzimatica da sacarose em isomaltulose, utilizando-se células imobilizadas de Erwinia sp

D12.

Codigo Resposta Erro padrio Temperatura Sacarose (%)
estimada (%) ©0)
0.0 40.06 2.56 30. 00 36. 25
0.1 41.19 2.55 30.23 34. 15
0.2 4238 2.50 30. 56 32.31
03 43.65 244 30. 95 30. 74
0.4 45.04 237 31.38 29. 37
0.5 46.56 232 31.83 28. 16
0.6 48.22 233 32.29 27.05
0.7 50.07 243 32.75 26. 01
0.8 51.98 2.66 33.23 25.03
09 54.09 3.02 33.70 24. 09
1.0 56.35 £ Fo 34.17 23.18
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