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RESUMO

A linhagem Kilebsiella sp 18 produz a enzima glicosiltransferase que
converte sacarose (O-a-D-glicopiranosil-1,2-frutofuranosideo) em isomaltulose (O-
o-D-glicopiranosil-1,6-B-frutofuranose). A isomaltulose é um acucar encontrado
naturalmente em pequenas quantidades no mel e no caldo de cana-de-agucar e
que devido ao baixo potencial cariogénico, tem sido utilizado como acgucar

alternativo em alimentos.

Neste trabalho foi testado o efeito do melago de cana de agucar, peptona
bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD® na produgéo de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18. A otimizagdo do meio de cultivo
foi realizada através da metodologia de Planejamento Experimental e Andlise de
Superficie de Resposta, utilizando-se planejamentos fatoriais completos. A
concentragdo 6tima dos componentes do meio de cultivo para maior producao de
glicosiltransferase foi de 80 g/L de melagco de cana, 7 ¢g/L de peptona
bacteriolégica da Biobras® e 20 g/L de extrato de levedura Prodex Lac SD®. Neste
meio de cultivo otimizado para a linhagem Klebsiella sp 18, foi obtido atividade
enzimatica de 9,94 UA/mL, com fermentagao realizada em frascos sob agitacao a
200 rpm, 30°C e 24 horas.

Foi estudada a relacdo entre o tempo de fermentacao, alteracao de pH do
meio de cultivo, crescimento do microrganismo e producao de glicosiltransferase
em diferentes temperaturas variando de 26°C a 35°C, através do cultivo da
linhagem Klebsiella sp 18, em fermentador de 5 L, utilizando-se o meio de cultivo
otimizado. A maior producdo de glicosiltransferase ocorreu apdés 8 horas de
fermentacdo na temperatura de 28°C, sendo obtido atividade enzimatica de 21,78
UA/mL.
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Estudou-se a imobilizagdo de células de Klebsiella sp 18 com alginato de
célcio e a conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator. Foram analisados
os efeitos da concentracdo de alginato Synth® (2% a 4%), da concentragdo de
massa celular (20% a 40%) e da concentracdo de substrato (25% a 45%) no
processo de conversao de sacarose em isomaltulose e o tempo de vida Util das
células imobilizadas. Obteve-se rendimento de isomaltulose de 62,1%, apds 24
horas e 52,6% ap0s 72 horas de reacao a 30°C, utilizando-se 20% de suspensao
de células (massa celular umida/ volume) de Klebsiella sp 18 imobilizadas com

solugdo 2% de alginato de calcio Synth® e solugdo de sacarose 35% (p/v)
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SUMMARY

The strain Klebsiella sp 18 produces glucosyltransferase, an enzyme that
converts sucrose in isomaltulose. This sugar is not cariogenic and it is naturally
found in small amounts in honey and sugar cane. Isomaltulose has been used as

an alternative sugar in food production.

The optimization of culture medium for the production of
glucosyliransferase by Klebsiella sp 18, in shake flasks, was realized using
experimental design methodology and surface response analysis. The medium
components studied were sugar cane molasses, bacteriological peptone and yeast
extract Prodex Lac SD®. The highest glucosyltransferase production was reached
in culture medium composed of 80 ¢g/L of sugar cane molasses, 7 g/L of
bacteriological peptone and 20 g/L of yeast extract Prodex Lac SD®. The
cultivation of Klebsiella sp 18 using the optimized medium showed an enzyme
activity of 9,94 AU/mL, after 24 hours, at 30°C.

The relationship between fermentation time, change of medium pH, growth
of microorganism and glucosyltransferase production was studied using 5 liters
fermentation vessel, with optimized culture medium, at different temperatures from
26°C to 35°C. The highest enzyme activity, 21,78 AU/mL, was reached after 8
hours, at 28°C.

The immobilization of Klebsiella sp 18 cells in calcium alginate and the
conversion from sucrose to isomaltulose was studied. The effects of cell and
calcium alginate concentrations on cell immobilization were also verified. The best
conversion rate of sucrose to isomaltulose was 62,1% after 24 hours, using 20% of

cellular suspension and 2% of calcium alginate solution.

XixX



1. INTRODUCAO

A producédo de acgUcares alternativos a partir da sacarose tem grande
importancia na industria de alimentos e farmacéutica. A isomaltulose (O-a-D-
glicopiranosil-1,6-frutofuranosideo) € um acucar alternativo que pode ser obtido a
partir da sacarose por transformacdo enzimatica da ligagao glicosil de (1—-2)

frutosideo para (1—6) frutosideo.

SACAROSE ISOMALTULOSE

CH,OH
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FIGURA 1: Conversao de sacarose em isomaltulose pela enzima
glicosiltransferase.
A isomaltulose, também conhecida como palatinose, € um dissacarideo redutor

que tem propriedades fisicas e organolépticas semelhantes as da sacarose,
porém apresenta baixo potencial cariogénico, comparado com a sacarose. Essa

propriedade tem despertado o interesse para seu uso comercial



em alimentos, sendo utilizada no Japado na producdo de chocolates, gomas de

mascar e biscoitos.

A isomaltulose também ¢ utilizada na produgao do agucar-alcool isomalte
(uma mistura equimolar de a-D-glicopiranosil-1,6-manitol e a-D-glicopiranosil-1,6-
sorbitol) que apresenta baixo valor calérico, baixa cariogenicidade e baixa
higroscopicidade em relagdo a outros agucares alcoois tais como sorbitol, manitol

e xilitol. O isomalte é comercializado como Palatinit® ou Isomalt® e apresenta

sabor agradavel semelhante ao do algodao doce.

Uekane, em 1995 isolou a linhagem Klebsiella sp 18, produtora de
glicosiltransferase intracelular, que catalisa a conversdo de sacarose em

isomaltulose e estudou a purificagédo e caracterizagao bioquimica desta enzima.

O presente trabalho visou dar continuidade aos estudos da producéo e
aplicagéo da glicosiltransferase microbiana de Klebsiella sp 18. Foram otimizadas
as condigdes de cultivo de Klebsiella sp 18, através da introducdo de fontes
alternativas de carbono e nitrogénio no meio de cultivo, com o objetivo de
aumentar a atividade enzimatica e diminuir os custos de producao de isomaltulose

a partir da sacarose.

Neste trabalho também foram estudadas as condi¢cdes Otimas para a
imobilizacdo da massa celular de Klebsiella sp 18, com alginato de calcio e a

conversao da sacarose em isomaltulose.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microrganismos produtores de isomaltulose

Os principais microrganismos descritos na literatura como produtores de
glicosiltransferase capazes de converter sacarose para isomaltulose séao
Protaminobacter rubrum (Tsuyuki et al., 1992; Kakinuma et al., 1998; Sarkki et al.,
1999), Erwinia carotovora (Lund et al., 1973), Erwinia rhapontici (Cheetham et al.,
1982 e 1985), Erwinia sp (Moraes, 2002; Kawaguti, 2003), Serratia plymuthica
(McAllister et al., 1990; Véronése e Perlot, 1999), Klebsiella planticola (Huang et
al., 1998) e Klebsiella sp (Park et al., 1992; Park et al., 1996).

A maioria dos microrganismos produtores de glicosiltransferase, além de
converter sacarose para isomaltulose, também produzem trealulose (O-a-D-
glicopiranosil-1,1-D-frutose) em menor quantidade e tracos de glicose e frutose. As
linhagens Protaminobacter rubrum CBS 574.77 (Sarkki et al., 1999), Erwinia
rhapontici NCPPB 1579 (Cheetham, 1984), Serratia plymuthica NCIB 8285 (Fujii et
al., 1983), Klebsiella planticola CCRC 19112 (Huang et al., 1998), produzem
principalmente isomaltulose (75-85%), trealulose (14-16%) e pequena quantidade
de glicose (2-6%) e frutose (2-3%). A linhagem Serratia plymuthica NCIB 8285
também produz pequena quantidade de isomelezitose (8%). Ja as bactérias
Pseudomonas mesoacidophila MX 45 (Miyata et al, 1992) e Agrobacterium
radiobacter MX 232 (Nagai-Miyata et al., 1994), produzem mais trealulose (90%)

do que isomaltulose.

O sequenciamento genético da glicosiltransferase de Klebsiella sp LX3
(Zhang et al., 2002, 2003b) auxiliou no entendimento do mecanismo molecular da
isomerizacao da sacarose em isomaltulose. A seqliiéncia de bases do gene que

codifica a enzima e sua estrutura secundéria sugeriram que esta pertence a



familia a-amilase e que provavelmente adota 0 mesmo mecanismo molecular de
reacdo em duas fases, com hidrélise e formagdo de ligacdo glicosidica. O
mecanismo da reacao ocorre por catélise &acida, onde a ligagdo glicosidica é
protonada por um doador de prétons e o carbono anomérico sofre um ataque
nucleofilico, levando a formacdo do complexo intermediario enzima-substrato.
Nessa fase da reacao, o grupo glicosil pode ser transferido para uma molécula de
agua no caso de hidrélise e para o grupo frutose no caso da sintese dos isdmeros
da sacarose. Na fase seguinte de isomerizacao, a estrutura da frutose determina o

balango entre os dois isbmeros da sacarose: isomaltulose e trealulose.

De acordo com Cheetham et al. (1982), a significativa adaptacdo de varios
microrganismos para a producao de isomaltulose ndo é clara, podendo ser um
método irreversivel de sequestrar energia e carbono em uma forma menos viavel,
para a planta hospedeira e para outros microrganismos que poderiam concorrer
pela sacarose. A isomaltulose também é um potente inibidor da enzima invertase
de leveduras, o que constitui uma outra estratégia para excluir competidores no
uso da sacarose (Bérnke, 2001).

Pikis et al. (2002), estudaram a clonagem e caracterizacdo dos genes
malH e malB de Fusobacterium mortiferum para explicar o metabolismo dos
isbmeros da sacarose: trealulose o(1—1), turanose a(1—3), maltulose o(1—4),
leucrose o(1—5) e isomaltulose a(1—6) usados por essa bactéria como fonte de
energia para crescimento. O autor sugeriu que os genes malH e malB codificam
uma enzima fosfo-a-glicosidase que catalisa a translocagéo fosforilativa e hidrolise
intracelular dos isébmeros da sacarose em glicose-6 fosfato e frutose, que dessa
forma podem entrar para os ciclos de formacao de energia da bactéria.



2.2 Caracteristicas e aplicacoes da isomaltulose

A isomaltulose esta naturalmente presente no mel em pequenas
quantidades (1%), (Siddiqui & Furgala, 1967; Moreira et al., 2001). A isomaltulose
apresenta aproximadamente 50% da dogura da sacarose (Hashimoto et al., 1987;
Godshall, 1997; Huang et al., 1998). A acdo adocante inicial da isomaltulose é
percebida mais rapidamente e no final ha um sabor residual mais fraco se
comparado ao da sacarose. Além disso, a isomaltulose apresenta metade da
solubilidade da sacarose, o que facilita a sua separacao, na etapa de cristalizacao.
A isomaltulose ndo apresenta aumento de higroscopicidade, nem inversao com a
adicdo de acido citrico, como ocorre com a sacarose, indicando que a
isomaltulose facilita a manutencdo de docura e sabor em alimentos e bebidas
acidificados. Quando utilizada, em alimentos, como substituto da sacarose na
producdo de balas e chocolates, ndo foram observadas diferencas na dogura
(Takazoe, 1989).

Verificou-se que a isomaltulose é significativamente menos cariogénica
do que a sacarose, pois nao € fermentada pela maioria das bactérias e leveduras
presentes na microbiota oral. A isomaltulose ndo é fermentada pela bactéria
Streptococcus mutans, principal bactéria envolvida no aparecimento de céries

dentarias, devido ao consumo de sacarose (Linke, 1987).

Varios autores (Maki et al., 1983; Ooshima et al., 1983; Topitsoglou et al.,
1984; Sasaki et al., 1985; Ziesenitz te al., 1987), observaram que a producao de
acido e glucana insoltvel por microrganismos dos biofilmes dentarios foi menor a
partir de isomaltulose do que a partir de sacarose, demonstrando que a
isomaltulose pode ser usada como um substituto de sacarose por reduzir a
incidéncia de caries. No trabalho de Lingstrom et al. (1997), foi constatado que o
uso disseminado de dentifricios fluoretados e acucares nao acidogénicos tem sido



apontado como o principal fator de reducdo de caries dentarias em criangcas
finlandesas e suicas e sugeriu-se a associacao de isomaltulose e xilitol como uma

combinagao promissora na diminuicao de caries dentarias.

Em estudos com animais, verificou-se que a isomaltulose é hidrolisada
pela isomaltase do complexo sacarase-isomaltase localizado no intestino delgado
e absorvida como glicose e frutose (Takazoe et al., 1985). Porém, foi verificado
que a digestibilidade e a absor¢cdo ocorrem de forma mais lenta do que a
sacarose. Segundo Kashimura et al. (1996), a digestibilidade da isomaltulose
corresponde a 1/5 da sacarose. De acordo com Cheetam (1987), a concentragao
plasmatica de insulina apds ingestdo de isomaltulose foi menor quando
comparada com sacarose, dando a possibilidade de aplicacdo da isomaltulose em
produtos esportivos, dietéticos e como excipiente de comprimidos. Este
dissacarideo, em estudos feitos com animais, ndo mostrou efeitos teratogénico,
mutagénico ou qualquer tipo de toxicidade, portanto sendo considerado seguro
para a utilizacdo em alimentos (Takazoe 1989, Lina et al., 1997; Jonker at al.,
2002).

Tratando-se a isomaltulose com pH &cido e aquecimento, obtém-se
oligbmeros baseados em isomaltulose, que consistem de uma mistura de
isomaltulose (50,5%) e seus condensados: tetrassacarideos (28,4%),
hexassacarideos (12,9%), octassacarideos (6,2%) e monossacarideos (2%).
Esses produtos podem ser utilizados como agentes pré-bidticos que estimulam
seletivamente a proliferacdo e atividade de certas espécies da microbiota
intestinal, as bifidobactérias e os lactobacilos, que proporcionam beneficios para a
saude. Tais oligossacarideos ndo sao completamente digeridos no intestino
delgado e, assim, conseguem atingir o intestino grosso onde funcionam como
substrato de fermentacdo para as bifidobactérias ali presentes. Essa microbiota
desejavel protege o hospedeiro, antagonizando o crescimento de microrganismos



patogénicos, impedindo a reabsorcdo de compostos aminados indesejaveis,
biodisponibilizando minerais como o célcio e o ferro e auxiliando na digestao.

(Kashimura et al., 1996; Cummings et al., 2001).

A isomaltulose é utilizada na produgcdo do isomalte (uma mistura
equimolar de a-D-glicopiranosil-1,6-manitol e a-D-glicopiranosil-1,6-sorbitol). Esse
acucar-alcool é obtido por hidrogenagdo da isomaltulose em solucdo aquosa
neutra. Em relagdo a outros polidis o isomalte tem a vantagem de ser muito menos
higroscopico e possuir melhores propriedades organolépticas. A maioria dos
polidis pode ser consumida por diabéticos sem aumento significativo da glicemia,
por serem apenas parcialmente hidrolisados e absorvidos no intestino delgado. O
isomalte tem sido utilizado na industria de alimentos e farmacéutica pela
combinagdo do sabor natural adocicado, conteddo calérico reduzido e
caracteristicas nao cariogénicas. (Khan, 1994; Ndindayno et al., 1999).

O aumento do consumo de alimentos doces contendo sacarose e glicose
tem levado a uma ingestao excessiva de agucar, gordura e energia, implicando no
aumento da obesidade e doencas metabdlicas associadas a obesidade. O
consumo de alimentos doces com menor quantidade de agucares ou livre de
acucares apresentam-se como alternativa para a reducao de calorias. Os polibis
como isomalte, sorbitol, manitol, xilitol, maltitol e lactitol tém sido aplicados na
producdo de doces, chocolates, gomas de mascar e balas em substituicdo a
sacarose, sendo o valor calérico dos polidis de 2,4 Kcal/g e o da sacarose de 4
Kcal/g (Zumbé et al., 2001).

A isomaltulose € produzida pelas industrias Mitsui Sugar Company
(Japdo), e Tate & Lyle (Inglaterra), sendo comercializada como Palatinose® e
Lylose®, respectivamente. Em 1998 a producdo mundial de isomaltulose foi

estimada em 35.000 toneladas por ano e seu preco era de aproximadamente US$



2/Kg. Em 2001 essa producao aumentou para 50.000 toneladas por ano. Ja a
producdo de isomalte foi estimada em aproximadamente metade da produgéo de
isomaltulose, ou seja, 20.000 a 25.000 toneladas por ano, com preco de US$ 3/Kg
(Lichtenhaler, 1998).

2.3. Conversao de sacarose em isomaltulose

A conversao de sacarose para isomaltulose pode ser realizada através
dos sistemas enzima livre (Lund e Wyatt, 1973; McAllister et al., 1990; Park et al.,
1992; Park et al., 1996), células livres (Schiweck et al., 1974; Heikkila, 2000) e
células imobilizadas (Bucke e Cheetham, 1982; Cheetham et al., 1982; Shimizu et
al., 1982; Lantero, 1983; Cheetham et al., 1985; Hashimoto et al., 1987; Tsuyuki,
1992; Sarkki et al., 1999; Moraes, 2002; Kawaguti, 2003).

A principal vantagem do uso de células imobilizadas em comparagao com
0 uso de sistemas de enzima livre ou células livres consiste na redug¢do do custo
do processo, devido a eliminacdo das etapas de extracdo e purificacdo das
enzimas, do uso continuo de biocatalisador e de um sistema com menor custo

para separacao das células do produto final (Akin, 1987).

A técnica de imobilizacédo celular permite maior seletividade das reagbes
causada pela permeabilidade alterada da membrana celular, permitindo assim a
passagem dos substratos para o interior da célula por meio de uma via particular,
que nao podem penetrar na célula normal e/ ou o aumento de rendimento e

estabilidade dos produtos (Beaumont et al., citado por Derwakos & Webb, 1991).

As células imobilizadas em matriz hidrogel ficam mais protegidas das
condi¢des ambientais desfavoraveis como pH, temperatura, solventes organicos e

compostos toxicos. Processos continuos podem ser operados com uma alta



densidade celular, sem a perda de células microbianas mesmo em altos valores
de diluicdo, o que resulta em um reator de alta produtividade (Park e Chang,
2000). A concentracao elevada de biomassa dentro das particulas de células
imobilizadas pode levar a um aumento das taxas de reacdo e também permite a

reducao do volume e versatilidade na escolha dos reatores (Luong et al., 1984).

Cheetham et al. (1985), testaram varias técnicas de imobilizacao celular:
alginato de célcio, DEAE-celulose, poliacrilamida, k-carragena e agar. Todas as
técnicas foram significativamente menos estaveis do que a do alginato, que se

mostrou um método simples e barato.

A popularidade do uso de alginato de célcio para o encapsulamento de
células se deve a varios fatores, entre eles, ndo é toxico, sendo aceito como
aditivo em alimentos, é termoestavel podendo ser esterilizado, o processo de
imobilizacao é rapido, as células permanecem vivas por um longo tempo porque a

imobilizagdo € efetuada em condigdes muito brandas e também as células

imobilizadas ficam protegidas de contaminagéao (Coughlan et al.,1988).

As esferas de alginato sao facilmente produzidas em larga escala, sem a
necessidade de equipamentos sofisticados. Geralmente as células sao
homogeneizadas com a solugdo de alginato e depois gotejadas em uma solucao
contendo céations multivalentes tais como célcio, bario, estréncio ou aluminio. Por
gelatinizacdo, as esferas sdo instantaneamente formadas, encapsulando as
células dentro da estrutura tridimensional do gel. As esferas sdo facilmente
dissolvidas em condi¢des brandas e as células regeneradas. As poucas limitacoes
do método consistem no uso de substancias quelantes de céations, pois provocaria
uma desestabilizacdo do gel. Portanto tampdes contendo citrato ou fosfato, que

possuem grande afinidade pelo célcio sdo de uso limitado (Akin, 1987).



No trabalho de Ogbonna et al. (1989), foi estudada a influéncia de varios
fatores no processo de imobilizagdo de células de Sacharomyces cerevisiae em
alginato de calcio como: concentracdo de alginato de sédio, concentracdo de
cloreto de célcio, tempo de gelificacdo e concentragao inicial de células. Os
autores verificaram a influéncia da concentracdo de alginato (0,5% a 4%) na
resisténcia mecanica das esferas de células imobilizadas, observando o namero
de esferas rompidas apds o processo fermentativo. Verificou-se que esferas
obtidas com 2% de alginato apresentaram menos rompimento, ndo ocorrendo
diferencas significativas entre 1% e 2% de alginato. As esferas preparadas com
alginato 0,5% apresentaram mais rompimentos. Segundo o0s autores,
concentragdes elevadas de alginato (4%), causaram problemas de viscosidade e
resultaram em esferas com difusdo deficiente, além de dificultarem a
homogeneizagdo com a suspensao celular, resultando em esferas com diferentes
concentragdes celulares. No estudo da influéncia da concentragdo de cloreto de
célcio (0,05 M a 0,3 M) na resisténcia mecéanica das esferas, também foi
determinado o numero de esferas rompidas apds o processo fermentativo. Notou-
se que a quantidade de calcio necessaria para gelatinizacao das esferas é muito
pequena € que a concentracdo de cloreto de célcio tem pouca influéncia nas
caracteristicas de difusdo das esferas. Também foi estudada a possibilidade da
liberagéo de calcio ocasionar o rompimento das esferas e os autores concluiram
que o crescimento das células no interior das esferas e a formagédo de gas
carbdnico contribuem muito mais para o rompimento das esferas do que a
liberacdo de calcio. Os autores também estudaram a influéncia do tempo de
incubacdo das esferas na solucdo de cloreto de calcio. Observou-se que a
estabilidade do gel foi melhor nas esferas que tiveram um maior tempo de
gelificagdo, ndo ocorrendo diferencas apds 22 horas de incubagédo. No estudo da
influéncia da concentragao inicial de células na resisténcia mecanica das esferas,
observou-se que concentragdes iniciais de células muito altas resultaram em alta
porcentagem de esferas rompidas. Os autores concluiram que provavelmente com

o grande numero de células acumuladas no centro das esferas, ocorreu uma
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maior formacado de gas carbdnico, prejudicando a difusdo do gas através delas,
levando a um aumento da pressao interna do gas e consequente rompimento das

esferas.

Chang et al. (1996), utilizaram 0,1% de Tween 20 durante o
encapsulamento de células de Sacharomyces cerevisiae em alginato, visando
prevenir a ruptura das esferas devido a producado de gas carbbnico pelo processo

fermentativo.

Tate & Lyle (1981), estudaram a imobilizacdo de células de Erwinia
rhapontici em alginato de calcio e verificaram que a concentragao de células deve
situar-se entre 10% e 40%. Foi obtido melhor resultado na imobilizacdo do
microrganismo utilizando-se concentragdo celular igual a 20% (p/v). Os autores
verificaram a influéncia da concentragdo de sacarose (12,5% a 60%) na atividade
e estabilidade das células de Erwinia rhapontici imobilizadas em uma
concentracdo celular de 20% (p/v) em alginato de calcio 5% (p/v). As esferas
obtidas foram empacotadas em uma coluna de 30 cm de comprimento por 5 cm
de didmetro e uma solugdo de sacarose foi bombeada através da coluna num
fluxo de 0,01 ecv/h (volume de coluna por hora) e a temperatura foi mantida a
30°C. Nessas condigbes experimentais os autores verificaram que altas
concentragdes de sacarose (ao redor de 40%) diminuiram a atividade da célula
imobilizada, devido ao efeito inibitério, mas em compensacdo aumentaram a
estabilidade da mesma, o que resultou em aumento da produtividade da coluna.
Além disso, altas concentracdes de sacarose tendem a inibir a divisdo celular,
prevenir a contaminacao microbiana e tornar mais facil a recuperagéao do produto,
pois diminui o volume do liquido processado. Segundo Cheetam (1987), a pureza
da sacarose também é um fator importante para aumentar a atividade e

estabilidade das células imobilizadas.
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Takazoe (1989), estudou a conversdo de sacarose em isomaltulose
utilizando células imobilizadas em solugdo de alginato de célcio das linhagens de
Protaminobacter rubrum e Serratia plymuthica. O tratamento dos granulos com
polietilenoimina, seguido de glutaraldeido, estabilizou a enzima imobilizada em
alginato, aumentando a sua meia-vida de forma expressiva. De acordo com Sarkii
(2000), pode-se otimizar a imobilizagdo celular pela adicdo de agentes de
reticulagdo, como o glutaraldeido, e agentes floculantes, como o acido tanico e a
polietilenoimina, pois se verificou que a floculagdo aumenta a converséo e

prolonga a meia vida do sistema imobilizado.

Em outro estudo para obtencdo de isomaltulose a partir de transformacao
enzimatica de sacarose por células de Protaminobacter rubrum, Serratia
plymuthica e Erwinia rhapontici imobilizadas em DEAE-celulose modificada foi
verificado que a conversao é influenciada pela temperatura, concentracao e fluxo
de substrato através da coluna. Temperaturas na faixa de 35°C a 45°C inativaram
parcialmente e temperaturas superiores a 55°C inativaram totalmente as células
imobilizadas de Protaminobacter rubrum apds 24 horas. Foi obtida uma conversao
maior de sacarose em isomaltulose (79%), utilizando-se coluna empacotada com
células imobilizadas de Protaminobacter rubrum a 30°C e com solucao 25% de
sacarose, adicionada em fluxos lentos. Verificou-se também que a conversao de
sacarose em isomaltulose diminuiu em funcao do tempo. As células imobilizadas
de Protaminobacter rubrum foram restauradas pela alimentagdo da coluna com
um meio de cultivo estéril fresco, posteriormente lavou-se a coluna com agua

estéril, até que a cor original do eluente da coluna fosse alcangada (Xyrofin, 2000).

No trabalho de Bérnke et al. (2001), foi descrito a clonagem e
caracterizacdo do gene envolvido no metabolismo de isomaltulose de Erwinia
rhapontici, que foi denominado gene pal, usando-se uma sequiéncia previamente

descrita da sacarose isomerase. Para confirmar a natureza do gene pal, este foi
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expresso em Escherichia coli que passou a apresentar atividade da sacarose
isomerase, com capacidade de conversdo de sacarose em isomaltulose. Para
explorar o potencial das plantas transgénicas como alternativa para producao de
isomaltulose, Bérnke et al. (2002), introduziram o0 gene pal que codifica a sacarose
isomerase de Erwinia rhapontici em batatas. O crescimento das batatas
transgénicas foi igual ao das espécies selvagens, pois o gene pal foi expresso
somente nos tubérculos, o que levou a uma conversao significativa de sacarose
em isomaltulose, sem afetar o desenvolvimento das plantas. Esses resultados
foram melhores que os obtidos anteriormente, com a expressédo dos genes pal em
toda a planta do tabaco, ocorrendo sérios retardos no crescimento, em
consequéncia do acumulo de isomaltulose e falta de sacarose como fonte de

energia.

Nos trabalhos de Zhang et al. (2002 e 2003), o gene pall que codifica a
isomaltulose sintase de Klebsiella sp LX3 foi clonado e sequenciado. Descobriu-se
que o gene pall codifica um peptideo de 598 aminoacidos. Foram feitos dois
trabalhos de melhoramento genético da enzima isomaltulose sintase. No primeiro
trabalho (Zhang et al., 2002), fez-se uma mutagdo em um sitio direcionado da
enzima, com substituicdo de um aminoé&cido prolina por glutamina e por arginina,
para aumentar a termoestabilidade da enzima. Os resultados mostraram que as
trocas de ambos aminoacidos ocasionaram aumento da temperatura 6tima de
atividade da enzima de 35°C para 40°C, aumento da termoestabilidade e também
aumento da atividade maxima da enzima de 7%. No segundo trabalho (Zhang et
al., 2003) fez-se uma mutacdo de quatro residuos de aminoacidos em um sitio
direcionado da enzima. Essa mutacdo mostrou que os quatro residuos de
aminoé&cidos trocados (Arg®?®, Arg®?® Asp®*’, Asp®?), influenciam a cinética da
enzima isomaltulose sintase e a especificidade do produto, ocorrendo aumento da
formacéao de trealulose em 17% a 61% e diminuicdo da formacao de isomaltulose
em 26% a 67%.
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No trabalho de Moraes (2002), avaliou-se o rendimento de isomaltulose a
partir da transformagado enzimatica da sacarose, utilizando-se células de Erwinia
sp D12 imobilizadas em alginato de célcio. Estudou-se o efeito da temperatura
(25°C a 35°C) e da concentracao de substrato (12,5% a 60%). A variacdo de
temperatura nao teve influéncia significativa no processo de conversdo. Ja
concentragdes ao redor de 25% a 35% de sacarose aumentaram a produtividade
de isomaltulose e concentracbes em excesso de sacarose, ao redor de 40%,
afetaram a atividade da célula imobilizada, diminuindo muito a conversao de
sacarose em isomaltulose. Foi obtido um rendimento em torno de 50% de

isomaltulose, utilizando solu¢des de sacarose entre 20% a 30 % (p/v) a 35°C.

Kawaguti (2003), estudou a imobilizacdo de células de Erwinia sp D12 em
alginato de calcio. Neste trabalho descreveu-se que a solucao 1% de alginato de
sédio de alta viscosidade da marca Sigma® pode ser substituida por solucdo 2%
de alginato de sédio da marca Synth®, de menor custo. Utilizando-se uma
suspensao 40% de massa celular umida de Erwinia sp 12 e solugao 2% de
alginato de sédio Synth® para imobilizacdo das células foi obtido 74,18% de

conversao de sacarose em isomaltulose apds 24 horas de reacao a 30°C.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutencao do microrganismo

A linhagem Kilebsiella sp 18 foi cultivada em tubos inclinados de meio de
cultura, composto de 60 g/L de sacarose, 40 g/L de peptona, 4 g/L de extrato de
carne e 20 g/L de agar, durante 15 horas, a 30°C. Apds incubacgéo foi adicionado
vaselina estéril aos tubos de ensaio e as culturas foram mantidas sob refrigeragao
(8 —10°C), com repicagem a cada dois meses.

3.2. Otimizacao do meio de cultivo para producao de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18

Foi estudado o efeito da concentracdo de melaco de cana de acucar,
peptona bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD® no meio
de cultivo, com o intuito de aumentar a atividade de glicosiltransferase e diminuir o

custo do meio de cultivo para producéo de glicosiltransferase.

A otimizagdo do meio de cultura foi realizada através da metodologia de
Planejamento Experimental e Analise de Superficie de Resposta (Neto et al.,
2001), para a andlise dos efeitos das varidveis independentes (melago de cana de
acucar, peptona bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD®)
na atividade de glicosiltransferase. Um planejamento fatorial composto central foi
utilizado. Os dados foram analisados com uso do programa computacional
Statistica ®, versdo 5.0 (Statsoft ®, 1995). Este programa permite simplificar e
otimizar os calculos dos efeitos das varidveis analisadas nas respostas para
padronizacado do meio de cultivo.
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3.2.1. Preparacao do pré-inoculo

Foram utilizados 17 frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo amostras
de 50 mL de meio de cultura composto por diferentes concentracées de melago de
cana de agUcar, peptona bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex
Lac SD® de acordo com o planejamento experimental. Em cada frasco foi
inoculada uma algada de cultura jovem do microrganismo Klebsiella sp 18, o qual
foi previamente incubado a 30°C, durante 15 horas em tubos inclinados do meio
de cultura descrito no item 3.1. Os frascos foram incubados em agitador rotatério
(New Brunswick, modelo série 25), a 200 rpm, a 30°C, por 24 horas.

3.2.2. Fermentacao

Aliquotas de 5 mL dos pré-in6culos foram transferidas para frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 45 mL dos respectivos meios de cultura. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério, a 30°C, a 200 rpm e a producao de
glicosiltransferase intracelular foi determinada apds 24 horas de fermentacéo.

3.2.3. Determinacado da atividade de glicosiltransferase no
sobrenadante da massa celular sonicada

Apb6s incubacado, os meios de cultura foram centrifugados (centrifuga
Beckman, modelo J2-21), a 10.000 rpm, por 15 minutos, a 5°C. A massa celular foi
lavada duas vezes com 4gua destilada e ressuspendida em 20 mL de tampéao
citrato-fosfato, 0,05 M, pH 6,0. A suspensao celular, resfriada a 5°C, foi submetida
a ultrasonicagéao no aparelho Ultratip Labsonic, Lab Line, por 20 segundos a 180

Watts. Apods a lise da parede celular das bactérias, as amostras obtidas foram
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centrifugadas a 10.000 rpm, durante 15 minutos, a 5°C. Para a determinagéo da
atividade de glicosiltransferase uma mistura de 450uL da solucdo de sacarose 4%
(p/v) em tampéo citrato-fosfato, 0,05 M, pH 6,0 e 50 uL de solugdo enzimatica foi
incubada em banho-maria a 35°C por 20 minutos (Uekane, 1993). Os acucares
redutores formados foram determinados pelo método de Somogyi-Nelson (1945),
utilizando-se glicose como padrao. Para o ajuste do espectrofotometro Beckman
DU 70 foi utilizado um “branco” que ndo continha enzima na mistura de reagao.

Este teste foi realizado em duplicata e a absorbancia foi medida a 540 nm.

3.3. Estudo da relacao entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, alteracidgo do pH do meio de cultura e producao de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18

O estudo da relacdo entre tempo de fermentacdo, crescimento do
microrganismo, alteracdo do pH do meio de cultura e produgdo de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18 foi feito em fermentador de 5 L
Newbrunswick Bioflo IIC, utilizando-se meio de cultura otimizado composto de 80
g/L de melago de cana, 7 g/L de peptona bacteriolégica da Biobras® e 20 g/L de
extrato de levedura Prodex Lac SD®, em diferentes temperaturas variando de
26°C a 35°C.

3.3.1. Preparacao do inéculo

Duas alcadas de cultura jovem do microrganismo Klebsiella sp 18 em
tubo inclinado de meio de cultura descrito no item 3.1, previamente incubado a
30°C, durante 15 horas, foram inoculadas em 3 frascos Erlenmeyers de 250 mL
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contendo 100 mL de meio de cultivo otimizado. Os frascos foram incubados em
agitador rotatorio a 200 rpm, a 30°C, por 24 horas.

3.3.2. Fermentacao

Uma aliquota de 300 mL de pré-indculo foi adicionada assepticamente em
fermentador de 5 L contendo 2,7 L de meio de cultura otimizado previamente
esterilizado. A fermentacgao foi realizada nas temperaturas de 26°C, 28°C, 30°C e
35°C. A agitacdo e a aeracao foram mantidas constantes em 200 rpm e 1 vvm
(volume/volume/minuto). Amostras de 20 mL de meio de cultura foram coletadas
em diferentes tempos no decorrer da fermentacédo para determinagcdo do pH do

meio de cultivo, crescimento do microrganismo e atividade de glicosiltransferase.

3.3.3. Determinacao do pH do meio de cultura, do crescimento do

microrganismo e da atividade de glicosiltransferase

O pH do meio de cultivo foi determinado utilizando-se pHmetro MARTE®.

O crescimento do microrganismo foi estimado pela medida da absorbancia
da suspensao celular em 660 nm (Mallete, 1969). Uma aliquota de 20 mL de meio
de cultura foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 15 minutos, a 5°C e a massa
celular obtida foi submetida a duas lavagens sucessivas com agua destilada. A
massa celular lavada foi suspensa em 20 mL de agua destilada e uma aliquota
dessa suspensao foi diluida para se obter a leitura na faixa de linearidade do
método. Para o ajuste do espectrofotbmetro foi utilizada &gua destilada como
“branco”.
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Para determinacao da atividade da glicosiltransferase uma aliquota de 20
mL de meio de cultura foi centrifugada a 10.000 rpm, durante 15 minutos, a 5°C. A
massa celular obtida foi submetida a duas lavagens sucessivas com agua
destilada e ressuspendida em 10 mL de tampéao citrato-fosfato, 0,05 M, pH 6,0. A
suspensao celular, resfriada a 5°C, foi submetida a ultrasonicacao por 20
segundos a 180 Watts. A atividade de glicosiltransferase foi determinada pela
concentragdao de agucares redutores no sobrenadante, utilizando-se o método de

Somogyi-Nelson (1945), como descrito no item 3.2.3.

3.4. Estudo da conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator,

utilizando-se células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com alginato de calcio

Foi feita uma avaliacdo do rendimento de isomaltulose a partir da
transformacao enzimatica da sacarose utilizando-se células de Klebsiella sp 18
imobilizadas com alginato de calcio. Estudou-se o efeito da concentracdo de
alginato Synth® (2% a 4%), da concentracdo de massa celular (20% a 40%) e da
concentragdo de substrato (25% a 45%) no processo de conversdo de sacarose
em isomaltulose.

3.4.1. Producao de massa celular de Klebsiella sp 18

A obtencao da massa celular de Klebsiella sp 18 foi realizada através de
fermentagcdo do microrganismo em fermentador New-Brunswick de 5 litros,
utilizando-se 3 litros de meio de cultura otimizado composto de 80 g/L de melagco
de cana, 7 g/L de peptona bacteriolégica da Biobras® e 20 g/L de extrato de
levedura Prodex Lac SD®, como ilustrado na figura 2. A fermentagao foi realizada
a 28°C, por 8 horas, na qual a agitacdo e aeracao foram mantidas constantes a
200 rpm e 1 vwm. A massa celular foi separada do meio de cultura por
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centrifugagao a 10.000 rpm, 5°C, por 15 minutos e lavada duas vezes com agua

destilada.

FIGURA 2: llustracao da fermentacao do microrganismo Klebsiella sp
18 em fermentador de 5 litros, utilizando-se meio de cultura otimizado
composto de 80 g/L de melaco de cana, 7 g/L de peptona bacteriolégica da
Biobras® e 20 g/L de extrato de levedura Prodex Lac SD®, a 28°C, com

agitacao de 200 rpm e aeracao de 1 vvm.

3.4.2 Estudo do efeito da concentracao de alginato de sodio na
imobilizacao de células de Klebsiella sp 18 e na conversao de sacarose em

isomaltulose em bioreator

Para a imobilizag&do das células de Klebsiella sp 18 foram misturados 100

mL de suspenséo celular 20% (20 g de massa celular umida completada para 100
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mL de agua destilada esterilizada) com 200 mL de solugdes 2%, 3% e 4% de
alginato de sédio Synth®, contendo 0,1% de Tween 80, previamente esterilizadas.
A suspenséo celular foi homogeneizada com agitador magnético e gotejada em
solugdo esterilizada de cloreto de calcio 2% (p/v), com auxilio de bomba
peristaltica Masterflex L/S multicanal, como ilustrado na figura 3, para formar
esferas de aproximadamente 3 mm de didmetro. Os granulos de células
imobilizadas foram mantidos na solucao de cloreto de calcio 2% por 24 horas sob
refrigeragdo. Posteriormente, os granulos foram lavados com &gua destilada
estéril, para a remocao do excesso de solucao gelificante. Todas as etapas foram
realizadas em condi¢des assépticas.
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FIGURA 3: llustracao do processo de imobilizacao da suspensao de
células de Klebsiella sp 18 com alginato de sédio Synth® em solucdo de
cloreto de calcio 2% (p/v), com auxilio de bomba peristaltica multicanal.

Para o estudo da conversdao de sacarose em isomaltulose amostras de
100 g de células imobilizadas foram transferidas para colunas encamisadas (150
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mm x 30 mm), como ilustrado na figura 4. Solucdo de sacarose 35% (p/v) foi
circulada para cada coluna no sentido ascendente, utilizando-se fluxo de 2
mL/min. Para a preparacdo da solugcdo de sacarose 35% (p/v), dissolveu-se
22452 g de acucar cristal em 500 mL de &gua destilada quente, recém
esterilizada por autoclavagem. Para prevenir contaminagcao microbiana, a solugéao
de sacarose 35% foi mantida em banho-maria a 60°C. Utilizou-se mangueiras
longas para o resfriamento da solugdo de sacarose 35% até a temperatura
ambiente, antes de ser bombeada para as colunas de células imobilizadas. A
temperatura das colunas foi mantida a 30°C e a conversao foi acompanhada por
72 horas. Os carboidratos foram analisados por cromatografia de troca ibnica,
como descrito a seguir no item 3.4.3.

3.4.3. Analise dos carboidratos por cromatografia de troca iénica

A conversdo de sacarose em isomaltulose foi determinada através de
cromatografia de troca idnica, utilizando-se um cromatdgrafo Dionex DX 600,
equipado com pré-coluna carbo Pac PA1 (50 mm X 4 mm), coluna carbo Pac PA1
(250 mm X 4 mm) e detector amperométrico, que se baseia na deteccdo dos
carboidratos por oxidagao com eletrodo funcional de ouro. A fase moével utilizada
foi hidroxido de sédio 400 mM degaseificada, com fluxo de 1 mL/minuto em
ambiente climatizado. As amostras foram analisadas, através do tempo de
retencdo, por comparagcdo com padrdes de sacarose, isomaltulose, glicose e
frutose.
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FIGURA 4: llustracao da conversao de sacarose em isomaltulose em
bioreatores, com suspensdes 20% de massa celular de Klebsiella sp 18
imobilizadas com solucdes 2%, 3% e 4% de alginato Synth®, utilizando-se
solucao de sacarose 35%.
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3.4.4. Estudo do efeito da concentracao de células de Klebsiella sp 18
na imobilizacado com alginato de calcio e na conversao de sacarose em

isomaltulose em bioreator

Suspensdes contendo 20%, 30% e 40% (p/v) de células umidas de
Klebsiella sp 18, foram misturadas com solugées 2% de alginato Synth® contendo
0,1% de Tween 80, previamente esterilizadas, na proporcao de volume de 1:2. As
misturas foram homogeneizadas com agitador magnético e gotejadas com auxilio
de bomba peristaltica em solucao esterilizada de cloreto de calcio 2% (p/v), para a
formacao de esferas de aproximadamente 3,0 mm de diametro. Os granulos de
células imobilizadas foram mantidos na solugcdo de cloreto de célcio 2% por 24
horas sob refrigeracdo. Posteriormente, os granulos foram lavados com &gua
destilada estéril, para remogao do excesso de solugéo gelificante.Todas as etapas

foram realizadas em condigdes assépticas.

Para o estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose amostras de
100 g de células imobilizadas foram transferidas para colunas encamisadas (150
mm x 30 mm), como ilustrado na figura 5. Solugdo de sacarose 35% (p/v) foi
preparada como descrito no item 3.4.2 e circulada para cada coluna no sentido
ascendente, utilizando-se fluxo de 2 mL/min. A temperatura das colunas foi
mantida a 30°C e a convers&o foi acompanhada por 72 horas. Os carboidratos

foram analisados por cromatografia de troca iénica como descrito no item 3.4.3.
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FIGURA 5: llustracao da conversao de sacarose em isomaltulose em
bioreatores, com suspensoes 20%, 30% e 40% de massa celular de Klebsiella
sp 18 imobilizadas com alginato Synth® 2%, utilizando-se solucdo de
sacarose 35%.
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3.4.5. Estudo do efeito da concentracao de substrato na conversao de
sacarose em isomaltulose, utilizando-se células de Klebsiella sp 18

imobilizadas com alginato de calcio em bioreator

Suspensdes contendo 20% (p/v) de células umidas de Klebsiella sp 18
foram misturadas com solugdes 2% de alginato Synth®, contendo 0,1% de Tween
80, previamente esterilizadas na propor¢cado de volume de 1:2. As misturas foram
homogeneizadas com agitador magnético e gotejadas com auxilio de bomba
peristaltica em solucao esterilizada de cloreto de calcio 2% (p/v), para a formagao
de esferas de aproximadamente 3,0 mm de didmetro. Os granulos de células
imobilizadas foram mantidos na solucao de cloreto de calcio 2% por 24 horas sob
refrigeracdo. Em seguida, os granulos foram lavados com agua destilada estéril,
para remogao do excesso de solucao gelificante.Todas as etapas foram realizadas

em condi¢bes assépticas.

Para o estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose amostras de
100 g de células imobilizadas foram transferidas para colunas encamisadas (150
mm x 30 mm), como ilustrado na figura 6. Solu¢des de sacarose 25%, 35% e 45%
(p/v) foram circuladas para cada coluna no sentido ascendente, utilizando-se fluxo
de 2 mL/min. Para prevenir contaminagcdo microbiana, as solugées de sacarose
25%, 35% e 45% foram mantidas em banho-maria a 60°C. Utilizou-se mangueiras
longas para o resfriamento das solugdes de sacarose 25%, 35% e 45% até a
temperatura ambiente, antes de serem bombeadas para as colunas de células
imobilizadas A temperatura das colunas foi mantida a 30°C e a converséo foi
acompanhada por 72 horas. Os carboidratos foram analisados por cromatografia
liguida de troca ibnica como descrito no item 3.4.3.
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FIGURA 6: llustracao da conversao de sacarose em isomaltulose em
bioreatores, com suspensdes 20% de massa celular de Klebsiella sp 18
imobilizadas com alginato Synth® 2%, utilizando-se solucées de sacarose
25%, 35% e 45%.
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3.4.6. Estudo da estabilidade da enzima glicosiltransferase das
células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com alginato de calcio

A estabilidade da enzima glicosiltransferase de Klebsiella sp 18 foi testada
utilizando-se bioreator com 100 g de células imobilizadas com alginato de célcio e
adicao continua de solucéo de sacarose 35% (p/v), preparada como descrito no
item 3.4.2, durante 130 horas a 30°C.

Para a imobilizacdo das células de Klebsiella sp 18 uma mistura de
suspensao contendo 20% (p/v) de células Umidas e solugdo 2% de alginato
Synth® foi gotejada com auxilio de bomba peristéltica em solugdo de cloreto de

célcio 2% (p/v), para a formacao das esferas, com descrito no item 3.4.2.
As amostras de solucao de carboidratos foram coletadas apés 8, 24, 48,

72, 96 e 130 horas e analisadas por cromatografia de troca ibnica como descrito
no item 3.4.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacago do meio de cultivo para producao de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18

Utilizou-se melago de cana, peptona bacterioldgica Biobras® e extrato de
levedura Prodex Lac SD® (ELP) para a producdo de glicosiltransferase pela
linhagem Kilebsiella sp 18. Os dois planejamentos fatoriais completos para a

otimizagdo do meio de cultivo foram realizados como descrito no item 3.2.
4.1.1. Primeiro planejamento fatorial completo

O primeiro planejamento fatorial completo que teve como objetivo avaliar
as variaveis independentes melaco de cana, peptona bacteriolégica da Biobras® e
extrato de levedura Prodex Lac SD® em funcéo da variavel dependente, no caso a
atividade de glicosiltransferase produzida pela linhagem Klebsiella sp 18, esta
apresentado na tabela 1 e os niveis estudados, com os valores decodificados,

encontram-se na tabela 2.

Analisando os valores de atividade obtidos, na tabela 1, verificou-se que
houve um incremento nos valores de atividade enzimatica para os ensaios 1 (8,73
UA/mL), 3 (9,44 UA/mL) e 5 (8,55 UA/mL), ambos contendo concentracdes
menores de melago de cana e peptona bacterioldégica ou concentragdes menores
de melagco de cana e extrato de levedura em relagcdo aos ensaios 15, 16 e 17
(repeticbes do ponto central), onde observou-se valores de atividade enzimatica
de 4,52 a 4,68 UA/mL.
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TABELA 1: Primeiro planejamento experimental completo codificado para
estudo do efeito da concentracao de melaco de cana, peptona bacterioldgica

Ensaio Melaco de cana Peptona ELP ?B‘K/‘::E)e
! 1 1 g 8,73
2 +] -1 -1 3,54
3 - +1 -1 9,44
1 +1 +1 1 4,49
> -1 -1 +1 8,55
6 +] -1 +1 3,59
! -1 +1 +1 6,62
8 +1 +1 +1 4.44
9 -1,68 0 0 6,66
10 +1,68 0 0 3.50
1 0 1,68 0 8,01
12 0 +1,68 0 5,30
13 0 0 -1,68 4,70
14 0 0 +1,68 4,49
15 0 0 0 4,52
16 0 0 0 4,68
L 0 0 0 4,61

da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD® (ELP) na producido de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18.

TABELA 2: Valores decodificados utilizados no primeiro planejamento
fatorial completo no estudo do efeito da concentracao de melaco de cana,
peptona bacteriologica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD®
(ELP) na atividade de glicosiltransferase de Klebsiella sp 18.

Nivel -1.68 -1 0 +1 +1.68
Melaco de cana (g/L) 110,00 130,24 160,00 189,76 210,00
Peptona (g/L) 5,00 11,07 20,00 28,93 35,00
ELP (g/L) 5,00 9,05 15,00 20,95 25,00
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A tabela 3 apresenta os coeficientes de regresséo, desvios padrdes e
limites de confiangca para a atividade de glicosiltransferase, e a tabela 4 a
andlise de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagcao obtido de 0,84 e o
teste F (Fexperimentar @presenta valor 1,49 vezes maior do que o valor tabelado)
podem ser considerados satisfatorios a 95% de nivel de confianga, e permitem
obter um modelo codificado que descreve as respostas em funcdo das
variaveis analisadas.

TABELA 3: Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrao e limites
de confianca no estudo do efeito da concentracao de melaco de cana,
peptona bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD®
(ELP) na producao de glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18,
referentes ao primeiro planejamento.

Coeficiente Desvio Limi!e de Limi!e de
de ) Padrio Confianca Confianca
Regressao -95% +95%
Média* 4,56 0,05 4,36 4,76
(1) Melaco de cana(L)* -1,65 0,02 -1,75 -1,56
Melaco de cana (Q)* 0,32 0,02 0,21 0,42
(2) Peptona (L)* -2,92 0,02 -0,38 -0,19
Peptona (Q)* 0,88 0,02 0,77 0,98
(3) ELP (L)* -0,25 0,02 -0,34 -0,15
ELP (Q) 0,15 0,02 0,04 0,25
1L x 2L* 0,38 0,03 0,25 0,50
1L x 3L* 0,37 0,03 0,25 0,50
2L by 3L* -0,34 0,03 -0,46 -0,22

*parametros estatisticamente significativos (95% de confianca)
(L) parametro linear

(Q) parametro quadratico
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TABELA 4: Analise de variancia no estudo do efeito da concentracao de
melaco de cana, peptona bacterioldgica da Biobras® e extrato de levedura
Prodex Lac SD® (ELP) na producdo de glicosiltransferase pela linhagem
Klebsiella sp 18, referentes ao primeiro planejamento.

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 51,49 08 6,44 5,11
Residuos 10,10 08 1,26

Falta de ajuste 10,09 05 2,02

Erro Puro 0,01 02 0,005

Total 61,60 16

Coeficiente de correlagdo: R = 0,84

Fos:88 = 3,44

A partir da validagao dos parametros de estudo obteve-se a equacao 1
que representa o modelo codificado para atividade de glicosiltransferase e que
descreve as curvas de contorno e superficies de resposta das variaveis

analisadas:

Atividade = 4,56 — 1,65.melago — 2,92.peptona - 0,25. ELP
+ 0,32.melaco” + 0,88.peptona’ + 0,15.ELP? + 1)
0,38.melaco.peptona + 0,37.melaco.ELP -
0,34.peptona.ELP

A figuras 7, 8 e 9 mostram os efeitos dos componentes melago de cana,
peptona bacteriolégica Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD® na
producédo de glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18. Pode-se observar
que a atividade enzimatica tende a aumentar com a diminuicdo da concentragao
de melago, peptona e ELP. Desse modo, as superficies de resposta e curvas de
contorno indicam que as concentracées de melaco, peptona e ELP devem ser

diminuidas para que a producao seja otimizada.
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FIGURA 7: Curva de contorno e superficie de resposta para atividade de
glicosiltransferase em funcao da concentracao de melaco de cana e peptona
bacteriolégica Biobras®, referente ao primeiro planejamento.
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FIGURA 9: Curva de contorno e superficie de resposta para atividade de
glicosiltransferase em funcao da concentracdo de peptona bacteriologica

Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD®, referente ao primeiro
planejamento.
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4.1.2. Segundo planejamento fatorial completo

O segundo planejamento fatorial completo que teve como objetivo
determinar a concentracao dos componentes do meio de cultivo melago de cana,
peptona bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD® para
maior producdo de glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18, esta
apresentado na tabela 5, e os niveis estudados, com os valores decodificados,
encontram-se na tabela 6.

Através da andlise da tabela 5 verifica-se que a maior produgdo de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18 (9,79 a 10,15 UA/mL) foi obtida
nos ensaios 15, 16 e 17, utilizando-se meio de cultivo composto de 80 g/L de
melaco de cana, 7 g/L de peptona da Biobras® e 20 g/L de extrato de levedura
Prodex Lac SD®.
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TABELA 5: Segundo planejamento experimental completo codificado para
estudo do efeito da concentracao de melaco de cana, peptona bacterioldgica
da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD® (ELP) na producédo de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18.

Ensaio Me(l:aa%lc; de Peptona ELP ?ﬂ\g;::f)e

1 -1 -1 -1 4,68
2 +1 -1 -1 7,22
3 -1 +1 -1 5,98
4 +1 +1 -1 8,20
5 -1 -1 +1 7,27
6 +1 -1 +1 6,59
7 -1 +1 +1 7,01

8 +1 +1 +1 7,99
9 -1,68 0 0 3,01

10 +1,68 0 0 8,05
11 0 -1,68 0 6,34
12 0 +1,68 0 7,87
13 0 0 -1,68 8,28
14 0 0 +1,68 6,28
15 0 0 0 9,79
16 0 0 0 10,15
17 0 0 0 9,88

TABELA 6: Valores decodificados utilizados no segundo planejamento
fatorial completo no estudo do efeito da concentracao de melaco de cana,
peptona bacteriolégica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD®
(ELP) na atividade de glicosiltransferase de Klebsiella sp 18.

Nivel -1.68 -1 0 +1 +1.68
Melaco de cana (g/L) 10,00 38,34 80,00 121,66 150,00
Peptona (g/L) 0,00 2,84 7,00 11,16 14,00
ELP (g/L) 0,00 8,10 20,00 31,90 40,00
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A tabela 7 apresenta os coeficientes de regressdo, desvios padroes e
limites de confianca para a atividade de glicosiltransferase, e a tabela 8 a analise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagdo obtido de 0,88 e o teste F
(Fexperimental @presenta valor 4,42 vezes maior do que o valor tabelado) podem ser
considerados excelentes a 95% de nivel de confianga, e permitem obter um

modelo codificado que descreve as respostas em fungao das variaveis analisadas.

TABELA 7: Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrao e limites
de confianca no estudo do efeito da concentracdo de melaco de cana,
peptona bacterioldgica da Biobras® e extrato de levedura Prodex Lac SD®

(ELP) na producao de glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18,
referentes ao segundo planejamento.

Coeficiente Desvio Limi!e de Limi!e de
de ) Padrio Confianca Confianca
Regressao -95% +95%
Média* 9,91 0,11 9,45 10,37
(1) Melaco de cana (L)* 0,99 0,05 0,77 1,20
Melaco de cana (Q)* -1,46 0,06 -1,70 -1,23
(2) Peptona (L)* 0,44 0,05 0,22 0,66
Peptona (Q)* -0,90 0,06 -1,14 -0,66
(3) ELP (L) -0,42 0,05 -0,26 0,17
ELP (Q)* -0,84 0,06 -1,08 -0,60
1L x 2L 0,17 0,07 -0,12 0,45
1L x 3L* -0,56 0,07 -0,84 -0,27
2L by 3L -1,14 0,07 -0,42 0,14

* parametros estatisticamente significativos (95% de confianga)
(L) parametro linear

(Q) parametro quadratico
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TABELA 8: Analise de variancia no estudo do efeito da concentracao de
melaco de cana, peptona bacterioldgica da Biobras® e extrato de levedura
Prodex Lac SD® (ELP) na producdo de glicosiltransferase pela linhagem
Klebsiella sp 18, referentes ao segundo planejamento.

. Soma Graus de Média
Fonte variacao Quadratica Liberdade Quadratica Teste F
Regressao 46,76 06 7,79 11,28
Residuos 6,93 10 0,69
Falta de ajuste 6,86 8 0,85
Erro Puro 0,07 2 0,03
Total 53,70 16
Coeficiente de correlacdo: R® = 0,88,

Fo,95:6:10 = 2,55

Apoés as analises, foi possivel obter a equagéo 2, que representa o modelo
codificado para a atividade de glicosiltransferase e que descreve as curvas de

contorno e superficies de resposta das variaveis analisadas.

Atividade = 9,91 + 0,99.melaco + 0,44.peptona — 1,46.melaco’
— 0,90.peptona® — 0,84.ELP? — 0,56.melaco.ELP (2)

A figuras a seguir mostram os efeitos dos componentes do meio de cultivo
na producao de enzima pela linhagem Klebsiella sp 18, com as curvas de contorno
e superficies de resposta para atividade de glicosiliransferase em funcdo da
concentracdo de melaco de cana e peptona bacteriolégica Biobras® (figura 10),
em funcéo da concentracdo de melaco de cana e extrato de levedura Prodex Lac
SD® (figura 11) e em fungéo da concentragdo de peptona bacteriolégica Biobras®

e extrato de levedura Prodex Lac SD®(figura 12).
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FIGURA 10: Curva de contorno e superficie de resposta para atividade de
glicosiltransferase em funcao da concentracao de melaco de cana e peptona
bacteriolégica Biobras®, referente ao segundo planejamento.
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Uekane (1993), estudou a producdo de glicosiltransferase pela linhagem
Klebsiella sp 18 em meio de cultivo composto de 40 g/L de sacarose Ecibra ©, 10
g/L de peptona Difco® e 4 g/L de extrato de carne Difco®. A autora obteve
atividade de glicosiltransferase de 0,17 UA/mL de meio de cultivo apds 24 horas

de fermentag¢ao do microrganismo a 30°C.

No presente estudo a produgcdo de glicosiltransferase pela linhagem
Klebsiella sp 18 foi realizada em meio de cultivo otimizado composto de 80 g/L de
melaco de cana, 7 g/L de peptona bacterioldgica da Biobras® e 20 g/L de extrato
de levedura Prodex Lac SD®. Na fermentacdo a 30°C, obteve-se atividade de
glicosiltransferase de 9,94 UA/mL de meio de cultivo ap6s 24 horas. Notou-se que
com a otimizagdo do meio de cultivo a atividade de glicosiltransferase produzida
pela linhagem Klebsiella sp 18 aumentou aproximadamente 60 vezes em relagao
ao meio de cultivo utilizado anteriormente por Uekane (1993).

Aparentemente a introducdo do melagco de cana em substituicdo a
sacarose foi fundamental para os resultados obtidos com o meio de cultivo
otimizado. De acordo com Curtin (1983), o melago de cana é formado em termos
percentuais por agucar total 50%, agua 20%, substancias nitrogenadas 8%, cinzas
8%, sais minerais 5% e outros compostos 9%. O melaco de cana também contém
vitaminas do complexo B, como biotina (0,36 mg/Kg), acido pantoténico (21
mg/Kg), riboflavina (1,8 mg/Kg) e tiamina (0,9 mg/Kg). Essa composi¢céo tornou o
melago de cana uma fonte alternativa de carbono no meio de cultivo, que além de
ter diminuido os custos de producdo de isomaltulose, pois tem valor comercial

inferior ao da sacarose, também contribuiu para aumentar a atividade enzimatica.
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Moraes (2002), otimizou 0 meio de cultivo composto de 120 g/L de melaco
de cana, 40 g/L de peptona bacteriolégica da Difco® e 4 g/L de extrato de carne da
Biobras® para a producao de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12. A
autora obteve atividade de glicosiltransferase de 12,80 UA/mL de meio de cultivo

apds 15 horas de fermentagao do microrganismo a 30°C.

Dando continuidade aos estudos, Kawaguti (2003) descreveu a otimizagéao
do meio de cultivo composto de 160 g/L de melaco de cana, 20 g/L de peptona
bacteriolégica da Biobras® e 15 g/L de extrato de levedura Prodex Lac SD®para a
producao de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12. Na fermentacao a
30°C o autor obteve atividade de glicosiltransferase de 7,26 UA/mL de meio de

cultivo apos 15 horas.

Kawaguti (2003) relatou que o custo do meio de cultivo proposto por
Moraes (2002) foi estimado em R$ 15,62/ litro, ou seja, R$ 1,22/ UA de
glicosiltransferase, enquanto que seu meio de cultivo proposto teve custo reduzido
para R$ 7,06/ litro, ou seja, R$ 0,96/ UA de glicosiltransferase. O custo do meio de
cultivo otimizado neste trabalho para a produgdo de glicosiltransferase pela
linhagem Kilebsiella sp 18 foi estimado em R$ 2,69/ litro, que corresponde a R$
0,27/ UA de glicosiltransferase.
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TABELA 9: Custo do meio de cultivo para producao de glicosiltransferase

Atividade de Custo

Meio de cultivo total
glicosiltransferase R$/UA

(g/L) (UA/mL) R$/L
(Moraes 2002) Melaco cana -120
Peptona Difco® - 40 12,80 15,62 1,22

Extrato carne Biobras® 4

(Kawaguti 2003) Melago cana -160
Peptona Biobras® -20 7,26 7,06 0,96
Extrato levedura Prodex
Lac SD®-15
(neste trabalho) Melaco cana -80
Peptona Biobras® -7 9,94 269 0,27

Extrato levedura Prodex
Lac SD®-20

45



4.2 Estudo da relacao entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, alteracado do pH do meio de cultivo e producao de
glicosiltransferase pela linhagem de Klebsiella sp 18 em fermentador de 5
litros a 262C, 28°C, 30°C e 35°C.

O estudo do crescimento do microrganismo e producdo de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18, em meio de cultivo otimizado
composto de melaco de cana (80 g/L), peptona bacterioldgica Biobras® (7 g/L) e
extrato de levedura Prodex Lac SD® (20 g/L) foi realizado como descrito no item
3.3.

As tabelas 10, 11, 12 e 13 e as figuras 13, 14, 15 e 16 demonstram,
respectivamente, a relagdo entre o tempo de fermentacéo, alteracao do pH do
meio de cultivo, crescimento do microrganismo e producao de glicosiltransferase a
26°C, 28°C, 30°C e 35°C.

Nas fermentacdes a 26°C, 28°C e 30°C a producao de massa celular e de
glicosiltransferase ocorreram na fase exponencial de crescimento da Klebsiella sp
18, alcancando atividade maxima da enzima apdés 8 horas de fermentacdo de
20,40 UA/mL, 21,78 UA/mL e 21,53 UA/mL, respectivamente, sendo que apds 24
horas de fermentacdo a atividade enzimatica diminuiu, respectivamente, para
18,00 UA/mL, 17,00 UA/mL e 13,66 UA/mL. Nota-se que a 35°C houve uma baixa
producdo de massa celular e de glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18,
alcangando atividade maxima de 5,58 UA/mL apds 6 horas de fermentacao. Pode-
se observar também que houve pequena alteracdo do pH durante as
fermentagbes, sendo que apds 2 horas de fermentagdo o pH era 5,7 e apds 24

horas de fermentacao o pH era 5,3.
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TABELA 10: Influéncia do tempo de fermentacao na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteracao do pH
durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio de cultivo composto de
melaco de cana (80,0 g/L), peptona bacteriologica Biobras® (7 g/L) e extrato

de levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 26°C.

Atividade
Tempo (horas) Massa Celular (Abs/660 hm) (UA/mI) pH
2 2,97 3,21 5,7
4 4.28 8,02 5,6
6 6,26 18,20 5,6
7 6,84 18,96 5,5
8 7,38 20,40 5,4
9 7,55 18,94 5,4
10 7,84 18,59 5,3
12 7,76 18,20 5,3
24 7,63 18,00 5,2
pH
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FIGURA 13: Estudo da relacao entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, producao de glicosiltransferase e alteracao do pH do meio
de cultivo durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio composto de
melaco de cana (80 g/L), peptona bacterioldgica Biobras® (7 g/L) e extrato de

levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 26°C.
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TABELA 11: Influéncia do tempo de fermentacao na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteracao do pH
durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio de cultivo composto de
melaco de cana (80,0 g/L), peptona bacteriolégica Biobras® (7g/L) e extrato
de levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 28°C.

Atividade
Tempo (horas) Massa Celular (Abs/660 hm) (UA/ml) pH
2 3,22 4,18 57
4 4,71 14,34 5,6
6 6,55 21,53 5,5
7 7,30 20,62 5,5
8 7,98 21,78 5,4
9 7,99 20,20 5,3
10 8,23 19,60 5,3
12 7,84 18,31 5,3
24 7,73 17,00 5,0
_pH
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FIGURA 14: Estudo da relacao entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, producao de glicosiltransferase e alteracao do pH do meio
de cultivo durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio composto de
melaco de cana (80 g/L), peptona bacteriolégica Biobras® (7 g/L) e extrato de
levedura Pro.dex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 28°C.
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TABELA 12: Influéncia do tempo de fermentacao na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteracao do pH
durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio de cultivo composto de
melaco de cana (80 g/L), peptona bacterioldgica Biobras® (7 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 30°C.

Atividade
Tempo (horas) Massa Celular (Abs/660 nm) (UA/mI) pH
2 2,56 3,91 5,7
4 4,90 12,76 5,6
6 6,96 21,05 55
7 7,52 20,74 5,5
8 7,59 21,53 5,4
9 7,69 20,58 53
10 7,77 19,42 53
12 7,64 15,05 53
24 7,55 13,66 5,3
pH
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FIGURA 15: Estudo da relacao entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, producao de glicosiltransferase e alteracao do pH do meio
de cultivo durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio composto de
melaco de cana (80 g/L), peptona bacteriolégica Biobras® (7 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5L a 30°C.
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TABELA 13: Influéncia do tempo de fermentacao na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteracao do pH
durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio de cultivo composto de
melaco de cana (80 g/L), peptona bacteriolégica Biobras® (7 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 35°C.

Atividade
Tempo (horas) Massa Celular (Abs/660 hm) (UA/ml) pH
2 2,70 4,36 5,7
4 4,11 4,99 5,6
6 5,36 5,58 5,5
7 5,66 4,40 5,4
8 5,53 4,37 5,4
9 5,11 4,11 5,4
10 5,03 4,08 5,3
12 5,03 4,06 5,3
24 5,02 3,58 5,3
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FIGURA 16: Estudo da relacao entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, producao de glicosiltransferase e alteracao do pH do meio
de cultivo durante a fermentacao de Klebsiella sp 18 em meio composto de
melaco de cana (80 g/L), peptona bacterioldgica Biobras® (7 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(20 g/L) em fermentador de 5 L a 35°C.
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A tabela 14 mostra a producdo de glicosiltransferase pela linhagem
Klebsiella sp 18 nas temperaturas de 26°C a 35°C, ap6s 8 e 24 horas de

fermentac&o, em meio de cultivo otimizado.

TABELA 14: Producao de glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18,
em meio de cultivo otimizado composto de melaco de cana (80 g/L), peptona
bacteriolégica Biobras® (7 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (20 g/L)
em fermentador de 5 litros, a 262C, 28°C, 30°C e 35°C, apds 8 e 24 horas de
fermentacao.

ATIVIDADE DE GLICOSILTRANSFERASE (UA/mL)

Tempo de 262C 28°C 302C 35°C
fermentacao
8 horas 20,40 UA/mL 21,78 UA/mL 21,53 UA/mL 4,37 UA/mL

24 horas 18,00 UA/mL 17,00 UA/mL 13,66 UA/mL 3,58 UA/mL

Neste estudo do crescimento da linhagem Klebsiella sp 18 em
fermentador de 5 litros, com meio de cultivo otimizado composto de melaco de
cana (80 g/L), peptona bacterioldgica Biobras® (7 g/L) e extrato de levedura
Prodex Lac SD® (20 g/L), obteve-se a maior producéo de glicosiltransferase apés
8 horas de fermentacdo e nas temperaturas de 28°C e 30°C. Foram obtidas
atividades de glicosiltransferase de 21,78 UA/mL e 21,53 UA/mL nas temperaturas
de 28°C e 30°C, respectivamente. Observou-se que houve uma queda menor da
atividade apods 24 horas de fermentacdo a 28°C do que a 30°C. Assim, a
temperatura de fermentacdo escolhida para continuidade dos estudos foi a de
28°C, na qual se obteve maior atividade de glicosiltransferase apds 8 horas de
fermentacdo e uma queda menor de atividade enzimatica apdés 24 horas de

fermentacao.
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Moraes (2002), estudou o cultivo da linhagem Erwinia sp D12 em
fermentador de 3 litros, utilizando meio otimizado composto de melago de cana
(120 g/L), peptona bacteriolégica (40 g/L) e extrato de carne (4 g/L). A autora
obteve a maior atividade de glicosiltransferase (15,61 UA/mL), apds 8 horas de

fermentagéao do microrganismo a 30°C.

Kawaguti (2003), realizou o estudo do crescimento da linhagem Erwinia sp
D12 em fermentador de 5 litros, com meio de cultivo otimizado composto de
melaco de cana (160 g/L), peptona bacteriolégica Biobras® (20 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD® (15 g/L). O autor obteve a maior atividade de

glicosiltransferase (14,61 UA/mL), ap6s 10 horas de fermentacao a 26°C.

De acordo com a literatura o0s microrganismos produtores de
glicosiltransferase, geralmente, sdo de crescimento rapido, em torno de 6 a 20
horas, sendo que a produgdo maxima dessa enzima ocorre na fase exponencial
de crescimento bacteriano, segundo Egerer (1994), em faixas de temperatura
6tima que variam de 26°C a 30°C (Huang et al, 1998; Véronése e Perlot, 1999;
Moraes, 2002; Kawaguti, 2003).
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4.3. Estudo da conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator,
utilizando-se células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com alginato de calcio

O estudo do efeito da concentracdo de alginato de sodio e da
concentracdo de massa celular na imobilizacdo de Klebsiella sp 18 e da
concentragdo de substrato no processo de conversdo de sacarose em
isomaltulose foi realizado como descrito no item 3.4.

4.3.1. Estudo do efeito da concentracao de alginato de sdédio na
imobilizacao de células de Klebsiella sp 18 e na conversao de sacarose em

isomaltulose em bioreator

A tabela 15 e a figura 17 mostram, respectivamente, os valores de
conversao de solugcédo 35% (p/v) de sacarose em isomaltulose em bioreator, com
suspensao 20% de massa celular de Klebsiella sp 18 imobilizada com solugdes de
alginato de sd6dio 2%, 3% e 4%.

Observou-se que a maior taxa de conversao de sacarose em isomaltulose
ocorreu utilizando-se células imobilizadas com solugcéo 2% de alginato de sodio,
apds 24 horas, com valor de 62,1%, sendo que a conversao diminuiu para 52,6%
apbés 72 horas. Utilizando-se células imobilizadas com solugdo 3% e 4% de
alginato de sédio a conversao de sacarose em isomaltulose, apés 24 horas, foi
menor, com valores de 47,4% e 51,1%, sendo que apos 72 horas a conversao

diminuiu para 42,1% e 48,3%, respectivamente.
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TABELA 15: Conversao de solucao 35% de sacarose em isomaltulose em
bioreator, utilizando-se células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com
diferentes concentracoes de alginato de sédio

Tempo 2% Alginato s6dio 3% Alginato s6dio 4% Alginato sédio

(horas) Conversao (%) Conversao (%) Conversao (%)
8 37,1 43,7 374
24 62,1 47,4 59 1
48 56,0 31,4 457
I 52,6 42,1 48,3
I 8 horas
80 [ 24 horas
Il 48 horas
"] 172 horas

Conversao de sacarose
em isomaltulose (%)

Alginato 2% Alginato 3% Alginato 4%

Solucédo de alginato (%)

FIGURA 17: Conversao de solucao 35% de sacarose em isomaltulose em
bioreator, utilizando-se células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com
diferentes concentracoes de alginato de sodio.
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4.3.2. Estudo do efeito da concentracao de células de Klebsiella sp 18
na imobilizacdo com alginato de sodio e na conversao de sacarose em

isomaltulose em bioreator

A tabela 16 e a figura 18 mostram os valores de conversdo de solugéao
35% (p/v) de sacarose em isomaltulose em bioreator, com suspensdes 20%, 30%
e 40% de massa celular de Klebsiella sp 18 imobilizadas com solugado 2% de
alginato de sodio.

Utilizando-se concentracdes de massa celular 20% e 30% foi obtido 62,1%
e 56,8% de conversao de sacarose em isomaltulose, apds 24 horas, sendo que
apdés 72 horas os valores diminuiram, respectivamente, para 52,6% e 52,5%.
Verificou-se que utilizando concentragdo de massa celular 40% ocorreu a maior
taxa de conversdao de sacarose em isomaltulose apds 24 horas, com valor de
76,0%, ocorrendo grande queda dos valores no decorrer do tempo, sendo que
apds 72 horas a conversao era de 18,0%.
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TABELA 16: Conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator,
utilizando-se solucoes de sacarose 35% e suspensoes 20%, 30% e 40% de
massa celular de Klebsiella sp 18 imobilizadas com solucao 2% de alginato
de sédio

Tempo Suspensao de massa Suspensao de massa Suspensao de massa

(horas)  celular 20% (p/v) celular 30% (p/v) celular 40% (p/v)
Converséo (%) Convers@o (%) Converséo (%)
8 37,1 26,0 43,1
24 62,1 56,8 76,0
48 56.0 46,0 31,4
72 52,6 52,5 18,0
I 8 horas
[ 24 horas
I 48 horas
1 72 horas
80
@ . 704
g ]
S o 97
(4] n ]
» O 50
(] =) 4
° § 40
g 8 3o ]
$ -
g o 20 —_
© 10 -
0 —

massa celular 20% massa celular 30% massa celular 40%

Suspensdo de massa celular (%)

FIGURA 18: Conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator,
utilizando-se solucoes de sacarose 35% e suspensoes 20%, 30% e 40%
demassa celular de Klebsiella sp 18 imobilizadas com solucao 2% de
alginato de sodio.
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4.3.3. Efeito da concentracao de substrato na conversao de sacarose
em isomaltulose, em bioreator utilizando células de Klebsiella sp 18
imobilizadas com alginato de calcio

A tabela 17 e a figura 19 mostram a conversdo de sacarose em
isomaltulose em bioreator, utilizando-se solucdes de sacarose 25%, 35% e 45%
(p/v) e suspensao celular 20% (p/v) de Klebsiella sp 18 imobilizada com solugéao

2% de alginato de sédio.

Utilizando-se solugdo de sacarose 25% a conversao para isomaltulose foi
baixa com valores de 31,4%, apds 24 horas e 35,7%, apds 72 horas. Usando-se
solugdo de sacarose 35% a conversao de sacarose em isomaltulose apos 24
horas, alcancou valor de 62,1%, sendo que apds 72 horas o valor diminuiu para
52,6%. J& para a concentracdo de solucdo 45% de sacarose a conversao de
sacarose em isomaltulose foi inicialmente alta com valor de 70,8%, ap6s 8 horas,
ocorrendo queda da conversdo para 34,4%, apds 24 horas e 38,6%, apds 72

horas.
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TABELA 17: Conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator,
utilizando-se solucoes de sacarose 25%, 35% e 45% e suspensao celular
20% (p/v) de Klebsiella sp 18 imobilizadas com solucao 2% de alginato de
sodio

Tempo Solucao de sacarose Solucao de sacarose Solucao de sacarose

(horas) 25% 35% 45%
Conversao (%) Conversao (%) Conversao (%)
8 13,4 37,1 70,8
24 31,4 62,1 34,4
48 20,0 56,0 35,7
72 35,7 52,6 38,6
I 8 horas
80 _ [ 24 horas
i I 48 horas
o _ 704
8 i 172 horas
5 & 60
O (] 4
& & 504
S % 40
° |
% 5 %01
E g 20 4
§ © 49
0 - sacarose 25% : sacarose 35% : sacarose 45%
Solugcdao de sacarose (%)

FIGURA 19: Conversao de sacarose em isomaltulose em bioreator,
utilizando-se solucoes de sacarose 25%, 35% e 45% (p/v) e suspensao
célular 20% (p/v) de Klebsiella sp 18 imobilizada com solucao 2% de alginato
de sadio.
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Neste estudo de conversdo da sacarose em isomaltulose, feita em
bioreator, utilizando-se concentracdo de massa celular 40% de Klebsiella sp 18
imobilizada com solugdo 2% de alginato de sodio e solugcdo 35% de sacarose,
ocorreu a maior taxa inicial de conversao de sacarose em isomaltulose, com valor
de 76,0%. Utilizando-se concentracdo de massa celular 20% de Klebsiella sp 18
também imobilizada com solucdo 2% de alginato de sodio e solugdo 45% de
sacarose, a taxa inicial de conversdo foi de 70,8%. Contudo, ocorreu grande
queda dos valores no decorrer do tempo, sendo que apds 72 horas a conversao
de sacarose em isomaltulose era apenas de 18,0% e 38,6%, nas duas condi¢coes

respectivamente descritas.

Utilizando-se suspenséao celular 20% de Klebsiella sp 18, imobilizada com
solugdo 2% de alginato de sbédio e solugdo 35% de sacarose, obteve-se
conversao de 62,1% de sacarose em isomaltulose apds 24 horas, sendo que
depois de 72 horas o valor era de 52,6%. Devido ao custo significativo para
producao de células imobilizadas de Klebsiella sp 18, € importante que a produgao
de isomaltulose se mantenha estavel, ao longo do tempo. Observou-se que,
nestas condigdes, houve uma queda menor da conversdo de sacarose em
isomaltulose apo6s 72 horas, e por isso escolheu-se suspensao celular 20% de
Klebsiella sp 18 imobilizada com solu¢ao 2% de alginato de sodio e solugcao 35%

de sacarose para a continuidade dos estudos.

A tabela 18 mostra a conversdao de solucdo 35% de sacarose em
isomaltulose em bioreator, utilizando-se suspensao celular 20% de Klebsiella sp

18 imobilizada com solug¢édo 2% de alginato de sddio, durante 130 horas.
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TABELA 18: Conversao de solucao 35% de sacarose em isomaltulose em
bioreator, utilizando-se células de Klebsiella sp 18 imobilizadas em alginato
de calcio, apos 8, 24, 48, 72, 96 e 130 horas.

TEMPO (horas)
8 24 48 72 96 130

Conversao de sacaroseem 37,1 62,1 56,0 52,6 24,0 30,0
isomaltulose (%)

No estudo da estabilidade da enzima glicosiltransferase com células de
Klebsiella sp 18 imobilizadas com alginato de calcio em bioreator, obteve-se
rendimento de isomaltulose de 62,1%, apds 24 horas e 52,6% apds 72 horas de
reacdo a 30°C, utilizando-se 20% de suspensao de células (massa celular umida/
volume) de Klebsiella sp 18 imobilizadas em solugao 2% de alginato de sédio e
solugao de sacarose 35% (p/v). Apos 130 horas a conversao diminuiu para 30%
(tabela 18).

Moraes (2002), avaliou o rendimento de isomaltulose a partir da
transformacao enzimatica da sacarose utilizando-se suspensdao 20% de massa
celular de Erwinia sp D12 imobilizada com solucdo 1% de alginato de sédio
Sigma® e obteve rendimento em torno de 50% de isomaltulose, utilizando-se

solugdes de sacarose entre 20 a 30% (p/v) a 35°C.

Kawaguti (2003), estudou a conversdo de sacarose em isomaltulose
utilizando-se células de Erwinia sp D12 imobilizadas com alginato de calcio.
Utilizando-se uma suspensao 40% de massa celular umida de Erwinia sp 12 e

solucdo 2% de alginato de sédio Synth® para imobilizagdo das células foi obtido
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74,18% de conversao de sacarose em isomaltulose apos 24 horas de reacao a 30
C.

A figura 20 ilustra o cromatograma dos padrdes de glicose, frutose,
sacarose e isomaltulose e a figura 21 ilustra o cromatograma dos agucares obtidos
pela conversao enzimatica da sacarose, utilizando-se 20% de suspensao de
células de Klebsiella sp 18 imobilizadas em solugdo 2% de alginato de sédio e
solugéo de sacarose 35% (p/v), apds 24 horas. Obteve-se 62,1% de isomaltulose,

31,5% de sacarose, 5% de outro agucar, 1% de glicose e 0,4% de frutose.

3-Sacarose 4,283

4-Isomaltulose 4,767

100

2-Frutose 2,783

88 1-Glicose 2,517
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FIGURA 20: Cromatograma dos padroes de glicose, frutose, sacarose e
isomaltulose.
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300 5-Isomaltulose 4,842
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FIGURA 21: Cromatograma dos aclcares obtidos através da conversao
enzimatica da sacarose pelas células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com
alginato de caicio.

De acordo com a literatura as linhagens Protaminobacter rubrum CBS
574.77 (Sarkki et al., 1999), Erwinia rhapontici NCPPB 1579 (Cheetham, 1984),
Serratia plymuthica NCIB 8285 (Fujii et al.,, 1983), Klebsiella planticola CCRC
19112 (Huang et al., 1998), produzem principalmente isomaltulose (75-85%),
trealulose (14-16%) e pequena quantidade de glicose (2-6%) e frutose (2-3%). A
linhagem Serratia plymuthica NCIB 8285 também produz pequena quantidade de
isomelezitose (8%).
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5. CONCLUSOES

Na otimizagcdo dos componentes do meio de cultivo para producao de
glicosiltransferase pela linhagem Klebsiella sp 18, em frascos agitados, foi obtido
maior atividade enzimatica (9,94 UA/mL) utilizando-se o0 meio composto de 80 g/L
de melaco de cana, 7 g/L de peptona bacteriolégica da Biobras® e 20 g/L de

extrato de levedura Prodex Lac SD®.

No estudo da relagdo entre o tempo de fermentagéo, alteracdo de pH do
meio de cultivo, crescimento do microrganismo e producao de glicosiltransferase
em diferentes temperaturas variando de 26°C a 35°C, através do cultivo da
linhagem Klebsiella sp 18, em fermentador de 5 L, utilizando-se o meio de cultivo
otimizado, a maior producdo de glicosiltransferase ocorreu apdés 8 horas de
fermentagdo na temperatura de 28°C, sendo obtido atividade enzimatica de 21,78
UA/mL. Nas fermentag¢des a 26°C e 30°C obteve-se atividade maxima da enzima
apds 8 horas de fermentacao de 20,40 UA/mL e 21,53 UA/mL, respectivamente.
Na fermentagdo a 35°C verificou-se baixa producdo de glicosiltransferase pela
linhagem Klebsiella sp 18, sendo obtido atividade maxima de 5,58 UA/mL apos 6
horas de fermentacdo. Houve pequena alteracdo do pH durante as fermentacoes,
sendo que apods 2 horas de fermentacdo o pH era 5,7 e ap6s 24 horas de
fermentacéo o pH era 5,3.

Foram obtidos melhores resultados de conversdo de sacarose em
isomaltulose utilizando-se solucdo 2% de alginato de célcio Synth® e suspensao
20% de massa celular (p/v) para a imobilizagédo de células de Klebsiella sp 18 e

como substrato a solugao 35% de sacarose.
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Na conversdo de solucdo 35% de sacarose em bioreator, utilizando-se
20% de suspensao de células de Klebsiella sp 18 imobilizadas com solucao 2% de
alginato de sddio foi obtido 62,1% de isomaltulose, 31,5% de sacarose, 5% de
outro agucar, 1% de glicose e 0,4% de frutose.
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