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RESUMO

Isomaltuiose € um dissacarideo redutor, de baixo potencial cariogénico,
utilizado comercialmente na produgcéc de doces, confeitos e chocolates. A
isomaltulose € obtida por conversdo enzimatica da sacarose e apresenta menor
velocidade de hidrolise e formacdo de monossacarideos no organismo, quando
comparada com a sacarose. A isomaltulose é utilizada na producio de isomalte,
uma mistura de aglicar-alcool de baixo valor caldrico e nao cariogénico, obtido por
hidrogenagdo e empregada na formulagéo de produtos dietéticos e farmacéuticos.

Neste trabalho, foi estudada a otimizacdo do meio de cultivo de Erwinia sp
D12 para a produgéo de glicosiitransferase, em frascos sob agitagao, utilizando-se
metodologia de planejamento experimental e analise de superficie de resposta,
testando-se os componentes melago de cana, peptona bacteriologica (Biobras) e
extrato de levedura (Prodex Lac SD®). A maior producao de glicosiltransferase foi
obtida em meic de cultivo 2 composto por melago de cana (160 g/L), peptona
bacteriolégica (Biobras) (20 g/L) e extrato de levedura (Prodex Lac SD®) (15 g/L).
Na fermentacao da linhagem de Erwinia sp D12, neste meio de cultivo otimizado,
em frascos sob agitacdo a 200 rpm, foi obtida 7,26 UA/ml. apds 15 horas de
fermentacdo a 30°C, sendo que o custo deste meio de cultivo foi estimado em
R$ 7,086 por litro.

No estudo de otimizacdo do meio de cultivo de Erwinia sp D12 para a
producéo de glicosiltransferase, em frascos sob agitacdo a 200 rpm, utilizando-se
metodologia de planejamento experimental e analise de superficie de resposta,
testando-se os componentes melago de cana, agua de maceracdo de milho e
extrato de levedura (Prodex Lac SD®), a maior producéo de glicosiltransferase foi
obtida em meio de cultivo 3 composto por melaco de cana (100 g/L), agua de
maceracdo de milho (60 g/L), extrato de levedura (Prodex Lac SD®) (8 g/L) e
KoHPQ4 (0,1 g/L). Na fermentacao da linhagem de Erwinia sp D12, neste meio de
cultivo otimizado, em frascos sob agitacao, foi obtida 6,65 UA/mL ap6s 15 horas
de fermentacao a 30°C, sendo que o custo deste meio de cultivo foi estimado em
R$ 0,20 por litro.
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No estudo da relacdo entre o tempo de fermentagdo, crescimento do
microrganismo, alteragdo do pH do meio de cultivo e produgdo de
glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D 12, em meio de cultivo 2 otimizado
composto por melaco de cana (160 g/L), peptona bacterioiogica (Biobras) (20 g/L.)
e extrato de levedura (Prodex Lac SD®) (15 g/L.), em fermentador de 5 litros, nas
temperaturas de 24°C, 26°C, 28°C e 30°C, com agitacgéo de 200 rpm e aeragdo de
1 vvm, a maior atividade de glicosiltransferase foi 14,61 UA/mL de meio de cuitivo
apo6s 10 horas de fermentacao, a 26°C.

No estudo da convers3o de sacarose em isomaltulose utilizando-se enzima
livre, células livres e células imobilizadas em alginato de calcio, de Erwinia sp D
12, em processo em batelada, foram obtidas maiores taxas de conversao
utilizando-se células livres e células imobilizadas.

No estudo da imobilizagio de células de Erwinia sp D12, em alginato de
célcio, verificou-se que a solugao 1,0% de alginato de sédio da marca Sigma, de
alta viscosidade, pode ser substituido por solucdo 2,0% de alginato de sddio da
marca Synth, de menor custo. Utilizando-se suspensao 40,0% (massa celular
umidafvolume) de células de Erwinia sp D12 e solugao 2,0% de alginato de sddio
da marca Synth, para a imobilizacac de células, foi obtida 74,18% de conversao
da sacarose em isomaltulose apés 24 horas de reagdo, a 30°C.
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SUMMARY

lsomaltulose is a reducing disaccharide, of low cariogenic potential, used
commercially in the production of candies and chocolates. Isomaltulose is
produced by enzymatic conversion of sucrose and presents lower hydrolysis and
monosaccharides formation in the organism, when compared with sucrose.
Isomaltulose is used in the production of isomalte, a sugar-alcohol mixture of low
caloric value that is not cariogenic and find application in to dietetics and
pharmaceutical products.

The optimization of culture medium for the production of giucosyltransferase
by Erwinia sp D12, in shake flasks, was studied using experimental design
methodology and surface response analysis. The medium components tested were
sugar cane molasses, bacteriological peptone and yeast extract. The highest
glucosyliransferase production was reached in culture medium 2 composed of
160 g/L of sugar cane molasses, 20 g/L of bacterioiogical peptone and 15 g/L of
yeast extract. The cultivation of Erwinia sp D12 using the optimized medium under
agitation at 30°C showed enzyme activity of 7,26 AU/mL after 15 hours, with
estimated cost for the medium of R$ 7,06 per liter.

A second medium optimization study was conducted using sugar cane
molasses, corn steep liquor and yeast extract. The cuiture medium 3 composition
that showed highest glucosyltransferase production was composed of 100 g/L. of
sugar cane molasses, 60 g/L of corn steep liquor, 8 g/L. of yeast extract and 0,1 g/L
of K:HPO, after 15 hours of cultivation at 30°C, the enzyme activity on this medium
was 6,65 AU/mL with the estimated medium cost around R$ 0,20 per liter.

The relationship between fermentation time, growth of microorganism,
change of medium pH and glucosyltransferase production was studied using 5
liters fermentation vessel, with culture medium 2 composed of 160 g/L. of sugar
cane molasses, 20 g/l of bacteriological peptone and 15 g/L of yeast extract, at
24°C, 26°C, 28°C and 30°C. The highest enzyme activity, 14,61 AU/mL, was
reached after 10 hours, at 26°C.
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The conversion of sucrose to isomaltulose, using free enzyme and aiso
immobilized and free cells of Erwinia sp D12, was evaluated. The conversion rates
were highest for free and immobilized celis.

In the study of the immobilization of Erwinia sp D12 cells in calcium alginate,
was verified that 1,0% sodium aiginate solution (Sigma), that showed high
viscosity, can be substituted to 2,0% sodium alginate solution (Synth) with lower
cost. Using 40,0% cell suspension of Erwinia sp D12 and 2,0% sodium alginate
solution for cell immobilization, the conversion rate from sucrose to isomaltulose
was 74,18%, after 24 hours, at 30°C
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introgducdo

1.Introdugao

O interesse pela producdo de acicares alternativos tem aumentado nos
uttimos anos e € de grande importancia para a indUstria de alimentos e

farmacéutica.

A isomaltulose ou palatinose® € um agticar de baixo potencial cariogénico,
obtido comercialmente por convers@o enzimatica da sacarose catalisada por
glicosiltransferase microbiana como mostra a Figura 1.

Sacarose
[O-a-D-glicopiranosil-(1—2)-frutofuranosideo]

glicosiltransferase

{somaltulose
[O-a-D-glicopiranosii-{ 1-»8)-B-frutofuranose]

Figura 1: Conversao de sacarose em isomaltulose por glicosiltransferase



introducao

A conversao de sacarose em isomaltulose pode ser realizada em sistemas
de enzima livre (Lund e Wyatt, 1973; McAllister et al., 1990; Park et al., 1992; Park
et al., 1996), células livres (Schiweck et al., 1873; Heikkila, 2000) e céiulas
imobilizadas (Bucke et al.,1982; Cheetham et al., 1982; Lantero, 1982; Shimizu et
al., 1982; Cheetham et al., 1985; Hashimoto et al., 1987; Tsuyuki, 1992; Sarkki et
al., 1999; Moraes, 2002).

Os principais microrganismos produtores de glicosiltransferase capazes de
converter sacarose em isomaltulose, descritos na literatura, sdo Protaminobacter
rubrum (Hashimoto et al., 1987; Tsuyuki et al., 1992; Kakinuma et al., 1998; Sarkki
et al., 1999), Erwinia carofovora (Lund et al., 1973), Erwinia rhapontici (Cheetham
et al., 1982 e 1985), Serratia plymuthica (McAllister et al., 1990; Véronése e Perlot,
1999), Klebsiela planticola (Huang et al., 1998) e Klebsiela sp (Park et al., 1992;
Park et al., 1996).

O interesse pela isomaltulose se deve ao baixo potencial cariogénico, baixa
velocidade de hidrélise e formagao de monossacarideos no organismo, e também,
devido a possibilidade de converséo deste aglcar a uma mistura de agtcar-aicool,

de baixo valor calorico e ndo cariogénico, conhecido como Isomalt® ou Palatinit®.

A isomaltulose é significativamente menos cariogénica do que a sacarose.
Em estudos com animais (Ocshima et al.,, 1983; Sasaki et al., 1985) e em seres
humanos (Topitsoglou et al., 1984) demonstraram-se que a producao de 4cidos e
glucana insolavel por linhagens de Sfrepfococcus mutans,a partir de isomaltulose,

é muito baixa quando comparada com a sacarose.

A isomaltulose apresenta cerca de 50% da dogura da sacarose (Shimizu et
al., 1982; Takazoe, 1985; Takazoe et al., 1985b; Hashimoto et al., 1987,
Godshall,1997; Huang et al., 1998) e propriedades fisicas e organoiépticas muito
similares as da sacarose (Cheetham et al., 1982; Takazoe, 1989; Huang, 1998). A
solubilidade da isomaitulose é aproximadamente metade da sacarose, o que
facilita a sua separacao na etapa de cristalizagdo. Quando utilizada, em alimentos,
como substituto da sacarose em balas e chocolates, nao foram notadas diferencas
na dogura (Takazoe, 1989).



Infroducio

No organismo a isomaltulose € hidrolisada por isomaltase e absorvida como
glicose e frutose (Takazoe et al., 1985b). Porém, a velocidade de hidrolise e a
absorcdo s@oc menores do que a da sacarose. A isomaltulose tem sido
recomendada como nutriente parenteral potencial para diabéticos e nao diabéticos
(Kawai et al., 1985, Kawai et al., 1989; Takazoe, 1989). A isomaltulose, em
estudos feitos com animais, ndo mostrou efeito teratogénico, mutagénico ou
qualquer tipo de toxicidade, sendo segura para a utilizagéo em alimentos (Takazoe
1989, Lina et al., 1997).

Este trabalho visou a formulacdo de meio de cuitivo de baixo custo para a
produg@o de glicosiltransferase de Erwinia sp D12 e o estudo da conversio de

sacarose em isomaltulose utilizando-se a glicosiltransferase microbiana.
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2.Revisdo Bibliografica

2.1.Microrganismos produtores de glicosiltransferase capazes de converter
sacarose em isomaltulose

Weidenhagen e Lorenz (citado por Lund e Wyatt, 1973) descreveram a
converséo de sacarose em isomaitulose, com rendimento de 90%, por acao da
bactéria Protaminobacter rubrum isolada de acgucar de beterraba.

Lund e Wyatt (1973) relataram que uma linhagem de Erwinia carotovora
var. atroseptica Gi 20, cultivada em meio contendo peptona 1,0% (p/v), extrato de
carne 0,4% (p/v) e sacarose 4,0% (p/v), durante 3 dias em frascos Erlenmeyers
sob agitagdo a 25°C, converteu sacarose em isomaltulose e 1-O-a-D-glicosil-
frutose. Apos cromatografia em papel, a isomaltulose apresentou colorago verde-
amarela, caracteristica de oligossacarideos que apresentam ligacdo glicosidica
a-1,6.

Schiweck et al. (1973) estudaram a conversao enzimatica de sacarose em
isomaltulose utilizando-se células livres de Protaminobacter rubrum e Serratia
plymuthica. O pH do meio de cuitivo foi ajustado para 7,0 e, apds 24 horas de
incubagédo a 20°C-30°C sob agitagdo constante, o meio de cultivo foi adicionado a
uma solucao de 4,0 Kg de sacarose em 16,0 Kg de agua. A mistura foi aerada,
agitada e o pH mantido em 7,0. Apés 12 horas de incubacao, a massa celular foi
separada da solugéo e reutilizada aproximadamente seis vezes em condigdes
estéreis. Durante a reacao formaram-se isomaltulose, frutose e glicose. Foi obtido
um rendimento de 900,0-950,0 g de isomaltulose.

McAllister et al. (1990) descreveram a produgéo e caracterizagdo de uma
enzima intracelular, de Serratia plymuthica ATCC 15928, capaz de produzir
isomaltulose a partir de sacarose. A produgédo maxima da enzima ocorreu apos 16
horas de fermentagdo a 30°C. A enzima bruta foi obtida apds centrifugacdo a
10.000 rpm, por 20 minutos e rompimento da massa celular em prensa-X. A
glicosiltransferase obtida foi purificada 25 vezes em coluna Bio-Gel. A enzima
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purificada apresentou atividade 6tima em pH 6,0 e a 30°. Através da analise em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) observou-se que a converséo de
isomaltulose foi de 85,0%, apds 10 minutos de reagdo em solugio de sacarose
5,0% (p/v) em tampao citrato-fosfato, pH 6,0 e, apds 1 hora, com solucédo de
sacarose 10% (p/v). A eficiéncia da conversiao de uma solugio de sacarose 40%
{p/v), ap0s 3 horas de reacao, foi de 87,0%.

Park et al. (1992) relataram o isolamento de uma linhagem de Klebsiella sp
K18, produtora de glicosiltransferase intracelular, que catalisa a conversdo de
sacarose em isomaltulose. O microrganismo foi cultivado em meio de cultivo
contendo sacarose 4,0% (p/v), peptona 1,0% (p/v) e extrato de carne 0,4% (p/v),
durante 24-48 horas a 30°C. A massa celular foi obtida por centrifugacéo a
10.000 rpm, por 10 minutos, a 5°C. A massa celular, lavada trés vezes com agua
destilada, foi ressuspendida em agua destilada e tratada em uitrasonicador a 180
watts, por 2 minutos, para extracdo da glicosiltransferase. A enzima purificada
apresentou atividade étima a 35°C e na faixa de pH 6,0 a 6,5. A enzima converteu
solugdo sacarose 4,0% (p/v) em isomaliulose com uma eficiéncia de 86,0%, a
25°C e pH 6,5.

Uekane (1993) estudou a producdo e a caracterizacdo bioquimica de
glicosiitransferase intracelular de Klebsiefla sp K18. A producdo de
glicosiltransferase foi realizada em frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100
mL de meio de cuitivo constituido de peptona 1,0% (p/v), exirato de carne 0,4%
(p/v) e sacarose 4,0% (p/v), em pH ajustado a 6,5. Na fermentacido a 30°C, a
enzima atingiu a atividade maxima de 0,167 unidades/mL de meio de cultivo apos
24 horas. A glicosiltransferase purificada apresentou atividade 6tima a 35°C e na
faixa de pH 6,0 a 6,6. O tratamento térmico da enzima purificada durante 1 hora a
20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e 55°C resultaram em 5,3%, 10,5%,
13,2%, 15,8%, 18,4%, 31,6%, 92,1% e 100% de inativacéo, respectivamente. A
conversdo maxima da sacarose em isomaltulose foi de 86% quando a enzima foi
incubada em soluc&o de sacarose 4,0% (p/v) em tampao citrato-fosfato, 0,05 M,
pH 6,5, durante 64 horas a 25°C.
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Nagai et al. (1994) purificaram uma o-glicosiltransferase de Pseudomonas
mesoacidophila MX-45. O pH 6timo e a temperatura 6tima de atividade da enzima
foram 5,8 e 40°C, respectivamente. A enzima apresentou maior estabilidade na
faixa de pH 5,1 a 6,7 e em temperaturas inferiores a 40°C. A enzima purificada
converteu sacarose em frealulose e isomaltulose, e a razio entre trealulose e
isomaltulose aumentou a temperaturas mais baixas. Realizou-se estudo em
fermentador de 5 litros contendo 3 L de meio composto de peptona 10,0 g/L,
extrato de carne 3,0 g/L, extrato de levedura 5,0 g/l., melago 100,0 g/L, NaCl
3,0 g/L, Na,HPO4.12H,0 3,0 g/L, ajustado a pH 7,0. Manteve-se o meio de cultivo
a 28°C, durante 48 horas, a uma taxa de aeracdo de 1 vvm e agitacéo de 380 rpm.
A conversdo de sacarose para isomaltulose e trealulose foi de aproximadamente
8.0% e 91,0%, respectivamente.

Park et al. (1998) estudaram a conversado de sacarose em isomaltulose por
uma glicosiltransferase intracelular proveniente de uma linhagem de Klebsiella sp.
O microrganismo foi inoculado em frascos Erlenmeyers contendo 100 mL de meio
de cultivo composto de peptona 1,0% (p/v), extrato de carne 0,4% (p/v), sacarose
4,0% (p/v) e incubado por 2 dia, a 25°C e a 200 rpm. Em seguida, o meio de
cultivo foi centrifugado e as células foram lavadas trés vezes com agua deionizada
e centrifugadas. Para a obtencdo de enzima bruta, as células foram
ressuspendidas em 10 mL de tampéao citrato-fosfato, 0,1 M, pH 6,0 e lisadas por
sonicagdo a 40 khz, durante 45 segundos. A glicosiltransferase purificada mostrou
atividade 6tima na faixa de pH 6,0 e 6,5, a 35°C. A enzima converteu sacarose
4.0% (p/v) em isomaltulose apds 64 horas de incubagéo, com uma eficiéncia de
86,0%, a 25°C e pH 6,5.

Huang et al. (1998) descreveram a conversio da sacarose em isomaltulose
e trealulose pela bactéria Klebsiella planticola CCRC 19112. Para o cultivo do
microrganismo, aliquotas de 2 mL de pré-inéculo foram transferidas para frascos
de 500 mL com meio de cultivo ajustado para pH 7,0. Os frascos foram incubados
a 30°C, em agitador rotatoério, a 125 rpm. A producdo maxima da enzima pelo
microrganismo foi verificada entre 16-18 horas de fermentagdo. Os autores

verificaram que a enzima encontrava-se no espaco periplasmatico ou ligada a
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membrana plasmatica. Através de cromatografia e espectroscopia-IR, os autores
verificaram que a enzima denominada isomaltulose sintase, convertia sacarose
em isomaltulose (76,0%-84,0%), trealulose (14,0%-16,0%) e tracos de glicose
(2,0%-6,0%) e frutose (2,0%-3,0%).

Kakinuma et al. (1998) estudaram o modo de acdo da enzima
o-glicosiltranferase de Profaminobacter rubrum. A enzima catalisava a
transglicosilacao intramolecular da sacarose formando isomaltulose e também a
transglicosilag&o intermolecular da sacarose, para outros aceptores, formando
outros derivados de sacarose.

Celestino (1998) estudou a producdo, purificacdo e a caracterizacio
bioquimica da glicosiltransferase intracelular de Erwinia sp D12. No estudo da
produgdo da glicosiltransferase, em fermentador de 2 litros, verificou-se que a
enzima € produzida na fase exponencial de crescimento, sendo que a produgéo
maxima foi obtida apds 3 horas de fermentagio a 28°C, e apos 4 horas de
incubac@o a 30°C e 35°C. A enzima purificada apresentou atividade 6tima em
pH 6,0 e a 40°C. A glicosiltransferase de Erwinia sp D12 purificada mostrou-se
termossensivel, sendo inativada apés 1 hora de tratamento a temperaturas
superiores a 39°C e apés 3 horas, a 35°C na auséncia de substrato. A enzima
mostrou-se estavel na faixa de pH 5,7 a 6,3, ap6s 24 horas de incubacéo a 5°C.
Utilizando-se a glicosiltransferase de Erwinia sp D12 e solugdo de sacarose 5,0%
e 10,0% (p/v) foram obtidos rendimentos de 73,5% e 72,3% de isomaitulose,

respectivamente, apés 4 horas de reacéo a 40°C.

Véronése e Perlot (1999) descreveram a conversdo de sacarose por o-
glicosiltranferase de Serratia plymutica ATCC 15928. A enzima purificada
converteu sacarose em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose, sendo que a
isomaltulose foi obtida em maior quantidade. O microrganismo foi cultivado em
fermentador de 2 litros contendo 1,5 L de meio composto de sacarose 50,0 gL,
KH:PO4 5,0 g/, MgSO, 0,4 g/l., (NH4)2SO4 1,0 g/L, extrato de levedura 7,5 g/L,
por 20 horas, com uma taxa de aera¢io de 1 vvm, a 600 rpm. A glicosiltransferase
foi obtida pelo rompimento celular em sonicador. O sobrenadante contendo a

enzima foi obtido por centrifugacao a 20.000 rpm, durante 30 minutos. A produgao
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maxima da enzima ocorreu apds 20 horas de fermentacdo. A conversao maxima
de solucao de sacarose 292 mM ocorreu em pH 6,2 e a temperatura de 30°C, mas
a proporgao dos produtos foi dependente da temperatura de reagéo.

Heikkila et al. (2000) descreveram a conversao enzimatica de sacarose em
isomaltulose e frealulose utilizando Protaminobacter rubrum CBS 574.77. A
isomaltulose foi posteriormente convertida em isomalte. Para o cultivo do
microrganismo foi preparado um pré-inécuio. Aliquotas de 0,4-0.6 mL de
suspensao celular foram inoculadas em frascos contendo 300 mbL de meio de
cultivo composto de peptona 1,0% (p/v), extrato de carne 0,6% (p/v), sacarose
6,0% (piv), 0,01 M de KH;PO,, ajustado a pH 7,0, incubados a 230 rpm por
24 horas, a 30°C. Foram transferidos 1.200 mi., deste meio fermentado, para
fermentador contendo 8,5 L de meio nutriente composto de sacarose 7,0% (p/v),
agua de maceracéo de milho 4,0% (p/v), (NHs):HPO4 0,8% (p/v). A fermentacéo
foi realizada a 30°C, a pH 6,0-7,0 e a 350 rpm, com uma taxa de aeracdo de
12 L/min. Todo o caldo de fermentacao foi transferido para fermentador, com
capacidade de 1.500 litros, contendo 1.100 L de meio nutriente citado
anteriormente. A fermentac¢ao foi realizada a 30°C, com uma taxa de aeracéo de
1.100 Limin e a 350 rpm. Para a conversao de sacarose em isomaltulose o caldo
de fermentacdo, contendo Protaminobacter rubrum, foi adicionado & solugdo de
melago de beterraba. A mistura foi incubada a 30°C com uma aeragdo de
1.500 L/min e a 200 rpm. Apds 25 horas, a sacarose do melaco foi convertida em
82,0% de isomaltulose, 8,8% de trealulose, 3,3% de frutose, 2,0% de glicose e
3,9% de oligossacarideos.

Moraes (2002) estudou a producédo de glicosiltransferase por Erwinia sp
D12, em frascos Erlenmeyers sob agitacao, utilizando concentracdes variadas de
sacarose ou melaco de cana (0%-20,0%) como fonte de carbono e de peptona
(0%-10,0%) como fonte de nitrogénio. A maior atividade, 12,8 UA/mL. de meio de
cultivo, foi obtida em meio de cultivo contendo melago 12,0% (p/v), peptona 4,0%
(p/v) e extrato de carne 0,4% (p/v), apds 15 horas de fermentagdo a 30°C. No
estudo em fermentador de 3 litros foi obtida maior atividade de glicosiltransferase,
15,6 UA/mL de meio de cultivo, na fase exponencial de crescimento, apds 8 horas
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de fermentacédo a 30°C. Fermentacdes em temperaturas acima de 32°C ou abaixo
de 28°C diminuiram a atividade de glicosiltransferase. O pH do meio de
fermentagao manteve-se entre 5,5 e 6,5 em todas as temperaturas.

2.2.Conversao enzimatica de sacarose em isomaltulose por células
imobilizadas

As vantagens das células imobilizadas sobre as células livres sao:
incremento da estabilidade biolégica; alta concentracdo de biomassa: melhora da
transferéncia de massa; vantagens relacionadas aos efeitos de divisdo celular;
aumento do rendimento dos produtos; aumento da estabilidade dos produtos;
vantagens devido a proximidade das células; aumento da seletividade da reacio e
versatilidade na escolha do reator (Dervakos e Webb, 1991).

A imobilizagdo de células microbianas em uma alta densidade nao sé
melhora a produtividade de um bioreator, mas também fornece muitos beneficios
em relagéo as celulas livres. As células imobilizadas em matriz hidrogel podem ser
protegidas de condigbes ambientais desfavoraveis como pH, temperatura,
solventes organicos e outros compostos capazes de inativa-las. Células
imobilizadas também podem ser retidas e recuperadas mais facilmente de uma
solugdo. Processos continuos podem ser operados com uma alta concentragéo de
células sem a perda de células microbianas mesmo em altos valores de diluicao, o
que resulta em um bioreator com maior produtividade (Park e Chang, 2000).

Shimizu et al. (1982) relataram um método de imobilizacdo de células de
Serrafia plymutica para a conversdo de sacarose em isomaltulose. As células
foram imobilizadas em gel de alginato de calcio. Os granulos, contendo as células
imobilizadas, foram adicionados em solugdo de polietiienoimina e, em seguida,
tratados com solugado de glutaraldeido por 30 minutos, a 25°C. Para cada ensaio,
30,0 g de granulos foram adicionados a 100,0 g de solugéo de sacarose 33,0%
(p/p) e, apds 2 horas, mediu-se a conversdo. Os granulos foram recuperados e
lavados com agua destilada. A conversdo manteve-se constante, cerca de 25%,

quando os granuios foram tratados com polietilenoimina 1,0% (p/v) e glutaraldeido

10



Revis&o Bibliografica

0,5% (p/v). Os autores obtiveram 80,0-90,0% de conversdo da sacarose em
isomaltulose apoés 24horas.

Cheetham et al. (1982) estudaram a obtencéo de isomaltulose a partir de
células livres, enzimas livres e células imobilizadas de Erwinia rhapontici (NCPPB
1578 e ATCC 29263). Os microrganismos foram cultivados, em frascos sob
agitacéo, a 30°C e as ceélulas coletadas por centrifugacdo a 23.000 x g, por 20
minutos. Uma suspensac celular 20,0% (p/v) foi imobilizada em alginato de calcio
formando grénulos de aproximadamente 5 mm de diametro. Os granulos foram
empacotados em colunas, a 30°C, e as colunas foram alimentadas com uma
solugdo de sacarose 1,6 M, ajustada a pH 7.0. A estabilidade das células
imobilizadas foi muito maior do que a da enzima livre extraida das células ou do
que a das células livres, obtendo-se uma meia-vida de 8.625 horas, com 99,0% de

conversao a partir de uma solucao de sacarose 1,6 M.

Bucke et al. (1982) estudaram a obtencgio de isomaltulose utilizando-se
células de Erwinia rhapontici (NCPPB 1578 e ATCC 29283) imobilizadas em gel
de alginato de calcio. Para a fermentacao, em frascos Erlenmeyers sob agitagéo a
120 rpm, por 70 horas a 30°C, aliguotas de 0,10 mL foram usadas para inocular
200 ml. de meio composto de peptona de caseina 1,0% (p/v), extrato de carne
0,4% (plv), sacarose 4,0% (p/v). Das técnicas utilizadas, a imobilizacdo em gel de
alginato de calcio foi a mais eficiente. A massa celular na concentracdo 20,0%
(peso Umido/volume) foi ressuspendida em uma solugcdo de alginato de sddio
5,0% (p/v). A suspensao foi gotejada, de uma altura de aproximadamente 10 cm,
em uma solucéo agitada de cloreto de célcio 0,1 M, mantida a 30°C. Os granulos
foram agitados por 1 hora e depois empacotados em coluna (30 cm de altura e
5 cm de diametro). A estabilidade, medida em meia vida, das células imobilizadas
aumentou com © aumento da concentracao de sacarose empregada, assim como
a concentracdo de isomaltulose no liquido convertido. A solugdo de sacarose
55,0% (p/v), ajustada a pH 7,0, foi bombeada em fluxo ascendente, mantida a
30°C e com valor de fluxo de sacarose de cerca de 0,01 volumes de coluna
vazia/hora. A atividade das células imobilizadas foi cerca de 0,2 g de produto/g de
céluias/h. A estabilidade das células foi de aproximadamente 8.500 horas.

I
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Cheetham et al. (1985) descreveram a obteng&o de isomaltulose a partir de
sacarose utilizando células imobilizadas de Serratia marcescens, Protaminobacter
rubrum e de trés linhagens de Erwinia rhapontici em gel de alginato de calcio.
Embora as linhagens de Serrafia marcescens e Protaminobacter rubrum tenham
apresentado maior velocidade inicial de conversao, esta Gitima apresentou
formacdo de pigmento, enquanto que a primeira ni3o era segura para uso em
grande escala. Contudo, as linhagens de Erwinia rhapontici mostraram-se mais
adequadas, devido & maior estabilidade quando utilizadas continuamente na forma
imobilizada (Tabela 1). A enzima responsavel pela conversido da isomaltulose se
localizava no espaco periplasmatico das células. Foram testadas varias técnicas
de imobilizacdo celular de Erwinia rhapontici: alginato de calcio, DEAE-celulose,
poliacrilamida, x-carragena e agar. Todas as técnicas foram significativamente
menos estaveis do que a do alginato que apresentou atividade 0,325 g de
produto/g de massa celular Gmida/h, meia-vida de 8.500 h e convers&o de 99% da
solucdo de sacarose (Tabela 2). A imobilizacdo das células, com alginato,

mostrou-se vantajosa, sendo um método simples e econémico.

Tabela 1: Microrganismos produtores de glicosiltransferase e caracteristicas
operacionais da conversio de sacarose em isomaltulose.

. Atividade inicial Estabilidade Conversao
Linhagens
(g de produto/g peso imido/h)  (meia-vida,h) {%)
Erwinia rhapontici NCPPB 1578 0,441 1507 52,0
Erwinia rhapontici NCPPB 139 0,380 1877 54.0
Erwinia rhapontici NCPPB 1739 0,350 1840 52,0
Serratia marcescens NCIB 8285 0,648 121 51.0
Protaminobacter rubrum CB574.77 0,605 700 250

(Cheetham et al., 1985)
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Tabela 2: Comparagao da atividade e estabilidade de células de Erwinia
rhapontici imobilizadas por diferentes métodos.

Técnicas de Atividade Meia-Vida Conversao
imobilizacao {g produto/g céiluias Gmida/h) {h} (%)
Alginato de calcio 0,325 8.500 99,0
DEAE celulose 0,583 400 87.0
Poliacrilamida 0,130 570 50,0

Células agregadas

com Glutaraldeido 0153 40 235
k-carragena 0,263 38 38,0
Carvao animal 0,010 25 250
Agar 0,340 27 27,0
Goma xantana 0,100 8 39,5

(Cheetham et al., 1985)

Hashimoto et al. (1987) relataram um método de obtencao de isomaltulose
utilizando células imobilizadas de Protaminobacter rubrum, e ao invés de
sacarose, empregou-se 6-cloro-6-dioxisacarose. As células foram imobilizadas em
gel de alginato de calcio. A atividade méaxima das celulas imobilizadas, em pH 5,5,
ocorreu em 3 horas e foi proporcional a quantidade de células, sendo obtido
conversdo de 18,0%, 30,0% e 44,0% para 10, 20 e 40 mg de ceélulas/mL de
solucao, respectivamente.

Takazoe (1989) estudou a conversdo de sacarose em isomaltulose
utilizando as linhagens de Protaminobacter rubrum e Serratia plymuthica. As
células foram imobilizadas em solugéo de alginato de caicio. Os granulos foram
tratados com solucdo de polietilenoimina por 5 minutos e, posteriormente, com
solugdo 0,5% (p/v) de glutaraldeido, a 5°C, por 30 minutos. O tratamento com
polietilenoimina seguido de glutaraldeido estabilizou a enzima imobilizada. A

atividade da o-glicosiltransferase de Profaminobacter rubrum foi considerada mais
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estavel do que a de Serratia plymuthica. A meia-vida das enzimas imobilizadas foi
estimada em 73 e 23 dias, respectivamente, apos sucessivas reagdes a 25°C. A
linhagem de Protaminobacter rubrum foi selecionada para a conversdo de
sacarose em isomaltulose. O pH 6timo para a enzima imobilizada foi de 5,5. Os
autores verificaram que nao era conveniente utilizar temperaturas acima de 30°C.
A eficiéncia da enzima diminuiu com o aumento do valor de Brix da solugdo de
sacarose. Para a converso, a solucdo de sacarose 40°Brix foi ajustadaapH55e
aplicada em coluna de células imobilizadas, com fluxo controlado, mantendo-se
uma concentracéo residual de sacarose efluente abaixo de 0,8% (p/p). Deste
modo mais de 85,0% da sacarose foi convertida em isomaltulose, com formacgéo
de pequenas quantidades de  1-O-u-D-glicosil-D-frutose, isomaltose,
isomelezitose, frutose e glicose.

Tsuyuki et al. (1992) isolaram a bactéria Klebsiefla planticola MX-10
produtora de a-glicosiltransferase capaz de converter sacarose em isomaltulose e
trealulose. Os autores estudaram a fermentacdo em frascos Erlenmeyers sob
agitagao e em fermentador, no qual empregou-se melago 10,0% (p/v) no lugar da
sacarose e antiespumante 0,03% (p/v). A fermentagéo foi realizada a 30°C, por
16,5 horas, com aeragdo de %% vvm. As células foram recuperadas por
centrifugagao a 15.000 x g, por 30 minutos, a 5°C e ressuspendidas em solugédo
4,0% (p/v) de alginato de sddio. Esta mistura foi adicionada em uma solucdo de
cloreto de calcio para imobilizacdo das células. Apés 1 hora, os granulos foram
lavados com agua e misturados com o mesmo volume de polietilencimina, em
pH 5,6, por 5 minutos. Posteriormente, os granulos foram tratados com solucgéo de
glutaraldeido a 5°C e agitados por 20 minutos. Em seguida as células imobilizadas
foram lavadas com agua. A a-glicosiltransferase apresentou atividade maxima
apo6s 10 horas de fermenta¢édo e converteu cerca de 98,0% da sacarose, obtendo-
se 65,4% de isomaltulose, 29,7% de trealulose e tragos de glicose e frutose.

Sarkki et al. (1999) descreveram a imobilizagdo de Protoaminobacter
rubrum CBS 574.77 em DEAE-celulose para conversdao de sacarose em
isomaltulose. As células foram suspendidas em 10 mL de solugic salina e
aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em frascos de 1.000 mL, contendo 300 mL

14



Revisédo Bibliografica

de meio ajustado a pH 7,0. Os frascos foram incubados a 230 rpm por 20 horas, a
30°C. Para a imobilizagdc da bactéria na resina trocadora' aniénica, 750 mL de
suspensao contendo as células foram bombeadas na coluna a uma vazdo de
35 ml/h, a 25°C. Uma solucdo de sacarose 25,0% (piv), pH 7,5 e 30°C foi
bombeada continuamente na parte inferior da coluna. Este sistema permitiu a
saida de CO., proveniente da conversao, pela parte superior da coluna. O sistema
foi mantido em operagao por duas semanas, sendo que a conversao diminuiu com
o tempo. O sistema foi renovado pela adigdo de meio de cultivo esterilizado. Apds
a conversao foi obtido 79,0% isomaltulose, 0,9% de trealulose, 0,89% de frutose,

0,4% de glicose e 18,5% de sacarose.

Moraes (2002) avaliou o rendimento de isomalitulose a partir da
transformacao enzimatica da sacarose utilizando células de Erwinia sp D12
imobilizadas em alginato de calcio. Estudou-se o efeito da temperatura (25°C-
35°C) e da concentragéo de substrato (12,5%-60%). Foi obtido um rendimento em
torno de 50% de isomaltulose, com solugdes de sacarose entre 20%-30% (p/v) a
35°C. Concentracbes de sacarose em excesso, ao redor de 40%, afetaram a
atividade da célula imobilizada, diminuindo a conversdo de sacarose em
isomaltulose. O xarope obtido da conversdo enzimatica da sacarose em
isomaltulose, pelas células de Erwinia sp D12 imobilizadas, foi purificado atraves
de cromatografia de troca idnica e o eluido foi cristalizado por abaixamento de

temperatura. Os cristais obtidos apresentaram 91,4% de isomaltulose.

2.3.Caracteristicas e aplicagbes da isomaltulose

A isomaltulose [O-o-D-glicopiranosil-(1-»68)-p-D-frutofuranose] é um
dissacarideo redutor produzido comercialmente a partir da conversdo enzimatica
da sacarose (Sasaki et al., 1985; Takazoe, 1985a; Takazoe et al., 1985; Moynihan,
1998) e encontrado em pequenas quantidades no mel e em caldo de cana
(Shimizu et al., 1982; Takazoe, 1985; Havenaar, 1987; Huang et al., 1998).

A producdo mundial de isomaltulose, em 1998, foi estimada em 35.000
toneladas e o seu prego internacional atingiu aproximadamente US$ 2/Kg.
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Posteriormente, a produgao mundial em 2001 foi de 50.000 toneladas, mantendo o
prego de mercado (Lichtenhaler,2002).

A isomaltuiose possui cerca de 50% da dogura da sacarose. A acdo inicial
do adogante € percebida mais rapidamente, uma forte dogura similar ao da
sacarose persiste e no estagio final ha um sabor residual mais fraco se comparado
ao da sacarose. N&o ha sabor estranho (Takazoe,1989).

A isomaltulose & menos termoestavel do que a sacarose. O seu ponto de
fuséo e de 122°C-123°C, menor do que a da sacarose que é de aproximadamente
182°C (Cheetham et al., 1984; Takazoe, 1989).

A solubilidade da isomaltulose é aproximadamente metade da sacarose e a
viscosidade, na mesma concentracao, é ligeiramente menor. A isomaltulose n&o
possui higroscopicidade como a sacarose e a lactose, ndo aumentando com
adigao de acido citrico, nem havendo inverséo, como ocorre com a sacarose. Em
bebidas e paes acidificados contendo sacarose e isomaltulose, esta Ultima
permanece intacta. Esta propriedade certamente facilita a manutencéo da dogura
e sabor em alimentos e bebidas acidificados (Takazoe, 1989).

A isomaltulose nao é fermentada pela maioria das bactérias e leveduras. A
isomaitulose nao & fermentada pela bactéria Streptococcus mutans, principal
microrganismo envolvido na formagao de caries, principalmente na presenca de
sacarose. A bactéria possui um complexo multienzimatico que hidrolisa a sacarose
em glicose e frutose. A glicosiltransferase do complexo enzimatico une unidades
de glicose formando glucana insolivel em &gua, a qual pode formar,
eventualmente, a base para a placa dentaria matriz. Numa terceira fase de acao
do complexo enzimatico, a enzima responsavel pela aderéncia fixa glucana
(dextrana) na superficie lisa dos tecidos dos dentes, formando placas matrizes
dentarias (Linke, 1987).

Muitos estudos relacionados ao potencial nao-cariogénico da isomaltulose
tém sido feitos, como a producdo de 4cidos, sintese de poliglucana em sistema
modelo e a cariogenicidade em animais e em seres humanos.

Ooshima et al. (1983) verificaram em ratos a cariogenicidade de dietas

contendo sacarose e/ou isomaltulose em propor¢des variadas. Linhagens de
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Streptococcus mutans foram utilizadas para infectar e induzir caries. Foi verificado
que nos ratos alimentados somente com isomaltulose houve niveis basais de
acumulo de placa e incidéncia de caries, enquanto que nos alimentados somente
com sacarose houve formacéo de placa e alta incidéncia de caries. Dietas com
substituicdo de 50,0% de sacarose por isomaltulose resultaram numa redugio de
cerca de 70,0% do nivel de caries em relacao & dieta de sacarose.

Topitsogliou et al. (1984) estudaram o efeito de freqlientes enxagues da
boca, com solu¢do de isomaltulose, na producédo de acido em placa dentaria
humana. Dezoito voluntarios fizeram o enxaglie bucal por seis semanas, seis
vezes ao dia, com solugéo contendo isomaltulose 15,0% (p/v) ou glicose 15,0%
(p/v). Foram analisadas amostras da placa dentaria e concluiu-se gue a produgéo

de acido foi menor quando houve enxagile com solucio de isomaltulose.

Takazoe et al. (1985b) relataram que o adogante preparado pela adi¢éo de
isomaltulose em sacarose foi menos cariogénico, e que isomaltulose nao foi
somente menos cariogénico, mas também inibiu a formag&o de glucana insollvel,
a partir da sacarose, na cavidade oral. Nenhum acido foi produzido utilizando-se
isomaltulose em contato com Sfrepfococcus mutans JC-2. A formagao de acido
latico a partir de isomaltulose foi muito inferior em relacdo a outros aglcares.
Testes senscriais foram realizados e os provadores nao perceberam diferencas
entre solugbes compostas por varias misturas de isomaltulose e sacarose. A
maioria dos provadores néo diferenciou cafés adogados com variadas quantidades
de isomailtulose em substituicao a sacarose, com relacédo a dogura e ac aroma, e
também, n&o distinguiram suco adogado com diferentes quantidades dos

adocantes.

Sasaki et al. (1985) comprovaram que o dissacarideo isomaitulose foi
significativamente menos cariogénico e menos propicio & multiplicacdo de
Streptococcus mutans do que a sacarose. Trés grupos de ratos foram submetidos
a diferentes dietas, uma com 56,0% de sacarose, outra com 56,0% de
isomaltulose e a terceira com uma mistura de 17,5% sacarose e 38.5%
isomaltulose. Os ratos foram infectados na cavidade oral com Sfrepfococcus

mutans E-49. Apos oito semanas comprovou-se que o grupo de ratos alimentados
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com isomaltulose possuia baixa quantidade de caries, enquanto que o grupo
alimentado com sacarose, possuia altos indices. Os ratos alimentados com a
mistura de sacarose e isomaltulose possuiam caries, mas em menor guantidade
do que aqueles alimentados somente com sacarose. Os trés grupos néao
apresentaram diferencgas consideraveis nc aumento de peso. Os ratos nao tiveram
diarréia ou qualquer outro distarbio intestinal. Os autores sugeriram que a
isomaltulose poderia ser utilizada como substituto da sacarose no controle da
carie dentaria.

Takazoe (1985) relatou que entre os adogantes utilizados, o dissacarideo
isomaltulose preenche requisitos essenciais como substituto da sacarose. A
isomaltulose nao favorece o crescimento de Streptococcus mutans cariogénico e
que a produgao de cido por microrganismos € muito reduzida. Afirmou ainda que
a isomaltulose inibe a sintese de poliglucana. Os experimentos com animais e
humanos também confirmaram que a isomaltulose tem um nivel baixo de
cariogenicidade. Efeitos colaterais prejudiciais nao foram reconhecidos, ou seja, a
isomaliulose € considerada atualmente como um substituto promissor da
sacarose. Foi observado que a isomaltulose ndo era transportada através da
mucosa intestinal, mas hidrolisada e absorvida como glicose e frutose.

Kawai et al. (1985) descreveram as variagbes glicémicas e a concentracio
de insulina liberada em resposta a ingestdo de isomaltulose e de sacarose. Com a
administrac&o de sacarose, a glicemia aumentou muito rapidamente até atingir um
pico apés 30 minutos, retornando ao nivel basal apéds 90 minutos, enquanto que
apés a administragdo de isomaltulose a concentragdo glicémica aumentou
gradualmente a partir do nivel basal e se manteve quase que constante
(aproximadamente 110 mg/dl) durante todo o periodo experimental. Ja a
concentracdo plasmatica de insulina, apds a ingestéd de isomaltulose, foi
significativamente menor do que aquela ap6s a administragdo de sacarose. Os
autores sugeriram que a diferenca se deve a digestibilidade mais lenta da
isomaltulose comparada com a da sacarose, de forma que sua absorgéo também
ocorre mais ientamente. Os autores sugeriram que a isomaltulose poderia ser Util

como adogante para diabéticos.
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Takazoe et al. (1985a) demonstraram a baixa cariogenicidade da
isomaltulose em experimentos in vifro. Varios sorotipos de Strepfococcus mutans
néo utilizaram isomaltulose e a atividade na produgéo de acido foi muito baixa.
Nenhuma glucana insolivel foi sintetizada a partir de isomaltulose por
glicosiltransferase de Strepfococcus mutans. Estudos experimentais com ratos
demonstraram baixa cariogenicidade e ag#o inibidora de poligiucana insoltvel.
Estudos com seres humanos testando-se o efeito de freqlentes enxagles orais,
com solugdo de isomaltulose, indicaram que esta € consideraveimente menos
acidogénica do que a sacarose. A fermentacgéo da isomaltulose por Streptococcus
mutans 6715 foi muito baixa em comparagdo com a da sacarose. O mesmo se
comprovou em relacdo a produgdo de glucana insolivel quando se adicionou
palatinose (0,25%, 0,5% e 1,0%) em substituicio & parte da sacarose. Esta adigao
provocou a reducéo da sintese de glucana insolavel, tendo sido observado que
quanto maior a substituicao, menor a produgdo de glucana insoltvel. A partir de
solucdo pura de isomaltulose nao foi sintetizada glucana insoluvel. Estudos
metabolicos mostraram que a hidrélise de isomaltulose foi menor do que a da
sacarose. Como um potencial nutriente parenteral, a isomaltulose foi indicada
como clinicamente segura para pacientes diabéticos ou nao diabéticos. A
isomaltulose foi considerada uma alternativa promissora como substituto da

sacarose.

Takazoe (1989) verificou que, com a adigao de cerca de 1,5% a 15,0% (p/v)
de acido citrico, a higroscopicidade da isomaltulose ndo aumentou como a da
sacarose. A adicao de acido citrico na solugéo de isomaltulose nao provocou a
sua inversdo, indicando que a isomaltulose adicionada em alimentos acidificados
com &acidos organicos ou com vitamina C sdo mais estaveis do que aqueles que
contém sacarose. A isomaltulose mostrou-se completamente resistente a acido.
Solucdes de isomaltulose e sacarose foram fervidas em meio acidificado (pH 2,0),
e suas hidrolises comparadas. Verificou-se que a sacarose foi completamente
hidrolisada ap6s 60 minutos, enquanto que a isomaltulose permaneceu intacta.
Testes em confeitos indicaram que até 120°C nao houve mudancas no sabor, mas
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somente pequena alteragdo na coloracéo. A 140°C foi observado mudanga na
coloragao, decomposicéo e polimerizacio que se intensificaram acima de 160°C.
Lina et al. (1997), com vistas & seguranca alimentar, estudaram a
teratogenicidade e possiveis alteracdes que o consumo de isomaltulose poderia
causar em fetos de ratos. Foi comprovado que o uso de até 10,0% de isomaltulose
na dieta de ratas gravidas, do primeirc até o 21° dia de gestacao, nao induziu
qualquer anormalidade nos fetos. Uma dieta contendo 10,0% de isomaltulose

equivale a 7,0 g de isomaltulose/Kg de massa corporal/dia.
2 4.1somalt® ou Palatinit®

Isomait® ou Palatinit® € uma mistura equimolar de a-D-glicopiranosideo-1,6-
sorbitol e a-glicopiranosideo-1,2-manitol e é produzido por hidrogenacdo da
isomaltulose (Goldscher 1997; Degelmann et al., 2000; Duflot et al, 2001).

Em 1985, estimou-se que producado de isomalte seria de aproximadamente
20.000-25.000 toneladas/ano e o prego estimado em US$ 3/Kg. O consumo de
isomalte na Europa correspondia a aproximadamente 15.000 toneladas/ano, nos
Estados Unidos a 2.000-3.000 toneiadas/ano e na América do Sul a 2.000
toneladas/ano (Strater, 1985). O autor relatou que o isomalte pode ser obtido na
forma cristalina, ndo é redutor e, ao contrario da sacarose, é extremamente
estavel a hidrolise enzimatica. Também n3o pode ser fermentado por grande
numero de leveduras e microrganismos.

O isomalte apresenta cerca da metade da dogura da sacarose e tem sido
utiizado como agucar dietético em produtos de confeitaria, gomas de mascar,
bebidas carbonatadas e sobremesas (Snodin, 1 983). O isomalte ndo é
higroscépico e o ponto de fus@o € de cerca de 145-150°C. O isomalte pode ser
facilmente triturado para serem obtidos granuios de 100 um, propriedade que &
importante para a fabricagao de chocolates e gomas de mascar. O po finamente

granulado pode ser seco para uso como adogante e pode ser moidado em
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tabletes (Strater, 1985). O isomalte apresenta sabor agradavel similar ao algod&o
doce.

Khan (1994) relatou que isomaltulose e isomalte tém sido utilizados em
alimentos como ingredientes, com valor calérico reduzido e ndo cariogénico. No
Japéo, isomaltulose é utilizada como adogante n&o cariogénico.

Ndindayino et al. (1999) relataram que ha um grande interesse em agucares
alternativos, como mono e dissacarideos alcoois, também chamados polidis, em
formulacbes farmacéuticas. A razdo deste interesse € a combinag@o do sabor
natural adocicado, conteido caldrico reduzido e caracteristicas n&o cariogénicas.
A maioria dos polidis pode ser consumida por diabéticos sem qualquer aumento
significativo da glicose, insulina ou concentragéo de acido fatico. Dentre os polidis,
o isomalte € um aglcar alcool derivado da sacarose. Na primeira etapa de
obtencdo, a sacarose é convertida em isomaltulose pela transglicosilagao
enzimatica. Este novo aglcar é considerado mais resistente a acidos e a agéo
microbiana, pois a ligagao 1-6 entre glicose e frutose & mais estavel do que a
ligacao 1-2 da sacarose. No segundo passo do processo, o isomalte & obtido pela
hidrogenagdo da isomaltulose em solugdo aquosa neutra. Além das vantagens
técnicas em comparacdo a outros polidis, o isomalte tem a vantagem de ser
similar & sacarose, muito menos higroscopico e com melhores propriedades
organolépticas.
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3.Material e Métodos

3.1.Microrganismo

Uma linhagem de bactéria Erwinia sp D12, produtora de glicosiltransferase
capaz de converter a sacarose em isomaltulose (Celestino, 1998; Moraes, 2002),
isolada no Laboratdrio de Bioquimica de Alimentos, da Faculdade de Engenharia
de Alimentos/UNICAMP, foi utilizada neste estudo.

3.2.Manutenc¢ao do microrganismo

A linhagem de Erwinia sp D12 foi cultivada em tubos de meic de cultivo
inclinado, composto de sacarose 6,0% (p/v), peptona 4,0% (p/v), extrato de carne
0,4% (p/iv) e é&gar 2,0% (pfv), durante 15 horas, a 30°C. Apds incubagéo,
adicionou-se vaselina estéril aos tubos de ensaio e as culturas foram mantidas a

5°C, com repicagem a cada 2 meses.

3.3.Estudo da otimiza¢do do meio de cultivo para a produgdo de
glicosiltransferase de Erwinia sp D12

Estudou-se a substituicdo parcial ou total dos componenies peptona e
extrato de carne do meio de cultivo 1, composto de melaco de cana 12,0% (p/v),
peptona Difco 4,0% (p/v) e extrato de carne Biobras 0,4 % (pf/v) descrito por
Moraes (2002), por fontes alternativas de nitrogénio, visando a diminui¢do do

custo do processo de fermentagao para a producgéo de glicosiltransferase.
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3.3.1.Estudo da otimizagao do meio de cultivo utilizando-se melac¢o de cana,
peptona bacteriolégica Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD® (ELP)

para a producao de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12

Estudou-se o efeito dos componentes peptona bacterioldgica Biobras e
extrato de levedura Prodex Lac SD® em substituigéo & peptona Difco e extrato de
carmne do meio de cultivo, proposto por Moraes (2002), na producdo de
glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

O estudo da ofimizagdo do meio de cultivo, em frascos sob agitacao, foi
realizado através da metodologia de Planejamento Experimental e Analise de
Superficie de Resposta para analise dos efeitos das variaveis independentes
(componentes do meio de fermentacdo) na atividade de glicosiltransferase.
Utilizou-se planejamento composto central como combinacdo entre as variaveis
independentes e seus niveis de concentragdo. Os dados foram analisados com o
auxilio do programa computacional STATISTICA®, versio 5.0 (StatSoft, 1995).

3.3.1.1.Preparac¢io do pré-inéculo

A cultura de 15 horas da linhagem de Erwinia sp D 12, em tubos de meio de
cultivo inclinado descrito no item 3.2, foi inoculada em frascos Erienmeyers de
250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo. Posteriormente, os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 200 rpm, a 30°C, por 15 horas.

3.3.1.2.Fermentacao

As fermentagbes foram realizadas de acordo com os planejamentos
experimentais. Transferiram-se aliquotas de 5 mL do pré-inéculo para frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 45 mL de meio de cultivo. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 200 rpm, a 30°C, e a producdo de
glicosiliransferase intracelular determinada apés 8 horas de fermentacso.
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Apoés a incubacao, os meios de cultivo foram centrifugados a 10.000 rpm, a
5°C, por 15 minutos. Para a extragao da glicosiltransferase intracelular, a massa
celular foi lavada 2 vezes com agua destilada, ressuspendida em 50 mL de
tampao citrato-fosfato, 0,056 M, pH 6,0. A suspensao celular, resfriada a 5°C, foi
submetida a tratamento em ultrasonicador por 20 segundos, a 180-200 W. Apés a
lise da parede celular as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 5°C,
durante 15 minutos, e a atividade da glicosiltransferase determinada no
sobrenadante como descrito no item 3.3.1.3.

3.3.1.3.Determinac¢éo da atividade de glicosiltransferase

Determinou-se a atividade da enzima glicosiltransferase pelo aumento do
poder redutor de uma solugdo contendo sacarose como descrito por Uekane
(1993). A mistura de 450 puL da soluca@o de sacarose 4,0% (p/v) em tampéo citrato-
fosfato, 0,05 M, pH 6,0 e 50 ul. de solugdo enzimatica foi incubada a 35°C, por
20 minutos. Os agucares redutores formados foram determinados pelo método de
Somogyi-Nelson (1944), utilizando-se glicose como padrao. Para o ajuste do
espectrofotometro utilizou-se um branco substituindo-se 50 pL de amostra por
50 pl de agua destilada na mistura de reacao. Uma unidade de atividade (UA) de
glicosiltransferase foi definida como a quantidade de enzima que libera um pumol

de isomaltulose/minuto/mL da enzima a partir de sacarose.

3.3.2.Estudo da otimizacdo do meio de cultivo utilizando-se melaco de cana,
agua de maceracio de milho (AMM) e extrato de levedura Prodex Lac SD®

(ELP) para a producéao de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12

Estudou-se o efeito dos componentes agua de maceracdo de milho e
extrato de levedura Prodex Lac SD® em substituigao a peptona Difco e extrato de
carne do meio de cultivo, proposto por Moraes (2002), na producdo de
glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12. O estudo da otimizacéo do meio
de cultivo foi realizado como descrito no item 3.3.1.
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3.4.Estudo da relacio entre o tempo de fermentagdo, crescimento do
microrganismo, alteracdo do pH do meio de cultivo 2 e produgao de

glicosiltransferase pela linhagem de Erwinia sp D 12, em fermentador de 5
litros a 24°C, 26°C, 28°C e 30°C

A cinética de crescimento da linhagem Erwinia sp D12, em meio de cultivo 2
ofimizado, foi estudada em fermentador de 5 litros New Brunswich Bioflow Il a
24°C, 26°C, 28°C e a 30°C.

3.4.1.Preparac¢ao do pré-indéculo

A cultura de 15 horas da linhagem Erwinia sp D12, em meio de cultivo
inclinado descrito no item 3.2, foi inoculada em frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo 2 otimizado, composto de melaco de cana
(160 g/L), peptona bacteriologica Biobras (20 g/L) e extrato de levedura Prodex
Lac SD® (15 g/L), como descrito no item 3.3.1. Os frascos foram incubados em

agitador rotatdrio a 200 rpm, a 30°C, por 15 horas.

3.4.2.Fermentacao em fermentador de 5 litros

Uma aliquota de 300 mL de pré-inéculo, preparado como descrito no item
anterior, e 1 mL de antiespumante foram adicionados assepticamente em
fermentador de 5 litros contendo 2.700 mL de meio de cultivo 2 otimizado,
composto de melago de cana (160 g/L.), peptona bacteriologica Biobras (20 g/L), e
extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L), como descrito no item 3.3.1. A
fermentacgao foi realizada a 24°C, 26°C, 28°C e a 30°C, na qual a agitacdo e
aeracao foram mantidas constantes a 200 rpm e 1 vwm. Coletaram-se aliquotas de
20 mL de meio de cullivo em diferentes tempos de fermentacéo. A massa celular
foi separada por centrifugacdo a 10.000 rpm, a 5°C, durante 15 minutos. Foram
determinados a alteragdo do pH do meio de cultivo e o crescimento do
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microrganismo como descrito no item 3.4.3. A atividade de glicosiltransferase foi
determinada como descrito no item 3.3.1.3.

3.4.3.Crescimento do microrganismo

O crescimento celular foi estimado através da medida da absorbéancia, a
660 nm, em espectrofotdmetro Beckmann DU 70. Aliquotas de 20 mL do meio de
cultivo, apds fermentagao, foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 5°C, durante 15
minutos. Os sobrenadantes foram descartados € as massas celulares foram
lavadas duas vezes com 20 mL de agua destilada e ressuspendidas em 20 mL de
agua destilada. Quando necessario, as suspensodes foram diluidas para obtengao
de absorbancia na faixa de 0,1 a 0,9. Agua destilada foi utilizada como branco.

3.5.Produgao de massa celular de Erwinia sp D12 em fermentador

A obtencado de células de Erwinia sp D12 contendo glicosiltransferase
intracetular foi realizada atraves de fermentagdo do microrganismo em
fermentador New-Brunswick Bioflow ll de 5 litros.

3.5.1.Preparagao do pré-inéculo

A cultura de 15 horas da linhagem de Erwinia sp D 12, em meio de cultivo
inclinado descrito no item 3.2, foi inoculada em frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultivo 2 otimizado, composto de melaco de cana
(160 g/L), peptona bacteriolégica Biobras (20 g/l.) e exirato de levedura Prodex
Lac SD® (15 g/l.), como descrito no item 3.3.1. Os frascos foram incubados em

agitador rotatorio a 200 rpm, a 30°C, por 15 horas.
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3.5.2.Fermentacio

Uma aliquota de 300 mL de pré-inéculo e 1 mL de antiespumante foram
adicionados assepticamente em fermentador de 5 litros contendo 2.700 mL de
meio de cultivo 2 otimizado, composto de melago de cana (160 g/L), peptona
bacteriologica Biobras (20 g/l) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L),
como descrito no item 3.3.1. A fermentacéo foi realizada a 24°C, por 10 horas, na
qual a agitag&o e aeragao foram mantidas constantes a 200 rpm e 1 vvm. A massa
celular foi separada por centrifugacéo, lavada duas vezes com agua destilada a

10.000 rpm, a 5°C, durante 15 minutos e utilizada como descrito a seqguir.

3.6.Estudo da conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase livre, células livres e células imobilizadas em alginato de
calcio, de Erwinia sp D 12, em processo em batelada

3.6.1.Conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase livre

Para a extracao da enzima intracelular, uma amostra de suspenséo de 2 g
de massa celular umida de Erwinia sp D12 lavada obtida como descrito no item
3.5, foi ressuspendida em 50 mL de solucao de sacarose 35% (p/v) e submetida a
ultrasonicagao, a 180-200 W, durante 20-30 segundos. Posteriormente, a amostra
foi centrifugada a 10.000 rpm, a 5°C, durante 10 minutos e o sobrenadante foi
incubado em frasco Erlenmeyer de 250 mL sob agitagdo a 150 rpm, a 30°C,
durante 12 horas. Para a preparacéo de solugdo de sacarose 35,0% (p/v), uma
amostra de 221,52 g de agucar cristal foi adicionada em frasco Erlenmeyer de 1 L
contendo 500 mL de agua destilada, logo apés a esterilizagéo por autoclavagem.
A solucao de sacarose foi resfriada a temperatura ambiente.

As analises de carboidratos foram realizadas em cromatégrafo liquido de
alta eficiencia (CLAE) Waters 600E, utilizando-se coluna Zorbax-NH, (250 mm x
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4,6 mm) e fase movel acetonitrila : Agua ultra-purificada 75:25 (v:v), com fluxo de
1 ml/min, a 35°C. Os carboidratos foram identificados através do tempo de
retencdo, por comparac&o com padrdes de frutose, glicose, sacarose e
isomaltulose.

3.6.2.Conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de

Erwinia sp D12

Uma amostra de 2 g de massa celular umida de Erwinia sp D12, obiida
como descrito no item 3.5, foi ressuspendida em 50 mL de solugéo de sacarose
35,0% (p/v) em tampdo fosfato, 0,056 M, pH 6,0. A amostra de suspens&o celular
foi incubada em frasco Erilenmeyer de 250 mL sob agitagdo a 150 rpm, a 30°C,
durante 12 horas de reacido. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a
10.000 rpm, a 5°C, durante 15 minutos e a conversédo da sacarose em
isomaltulose determinada no sobrenadante. Em seguida, adicionou-se nova
amostra de 50 mL de solugdo de sacarose 35,0% (p/v) no frasco contendo a
massa celular e a suspensao foi incubada em frasco Erlenmeyer de 250 mL sob
agitagado a 150 rpm, a 30°C, durante 12 horas. O sobrenadante foi separado por
centrifugacao, como descrito na primeira etapa, e a convers&o de sacarose em

isomaltulose foi determinada como citado no item 3.6.1.

3.6.3.Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células

imobilizadas de Erwinia sp D12 em alginato de calcio

Uma amostra de 2 g de massa celular amida de Erwinia sp D12, obtida
como descrito no item 3.5, ressuspendida em 10 mL de agua destilada esterilizada
foi misturada com 20 mlL de solugdo 1,0% (p/v) de alginato de sbdio de alta
viscosidade Sigma A-7128, de Macrocystis pyrifera, em agua destilada, contendo
0,1% de Tween 80. Para a preparacao de solugdo 1,0% de alginato de soédio
Sigma em agua destilada, a solugdo foi previamente esterilizada e em seguida
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adicionou-se Tween 80. A amostra de suspens&o celular em aiginato foi gotejada
em solucdo 2,0% de CaCl; (p/v) utilizando-se bomba peristé!ﬁca MasterFlex L/S
multicanal. Os granulos de células imobilizadas foram mantidos na solucdo 2,0%
de CaCl;, a 5-10°C, por 24 horas. Posteriormente, os granulos de células
imobilizadas foram filtrados e lavados com agua destilada estéril e transferidos
para frasco Erlenmeyer de 250 mbL sob agitagéo contendo 50 mlL de solucéo de
sacarose 35,0% (p/v). O frasco foi incubado a 150 rpm, a 30°C, durante 12 horas.
A solugao de acucar foi separada por filtragao, com gaze, e em seguida adicionou-
se nova amostra de 50 mL de solucdo de sacarose 35,0% (p/v). A amostra foi
incubada durante 12 horas, como descrito acima e a conversio de sacarose em
isomaltulose foi determinada no filtrado, como citado no item 3.6.1.

3.7.Estudo da imobilizacdo de células de Erwinia sp D12 em alginato de
calcio

Estudou-se a imobilizacdo das células de Erwinia sp D12 em diferentes
alginatos de sodio e o efeito da concentragdo de células imobilizadas na
conversao de sacarose em isomaltulose.

3.7.1.Imobilizacao de células de Erwinia sp D12, em diferentes alginatos de

sodio, e conversao de sacarose em isomaltulose em processo em batelada

Para o estudo da imobilizacdo em diferentes alginatos de sédio, as células
de Erwinia sp D12 foram preparadas como descrito no item 3.5,

Aliquotas de 60 mL. de suspensao celular 20% de Erwinia sp D12, em agua
destilada previamente esterilizada (20 g massa celular amida/100 mL), foram
misturadas com 120 mL de solu¢cdes 1,0%, 1,5% e 2,0% de alginato de sédio
Sigma, Synth e Vetec com 0,1% de Tween 80, previamente esterilizadas. As
amostras de suspensio celuiar em alginato foram gotejadas em solucéo 2,0% de
CaCl; (phv), previamente esterilizada. Os granulos de células imobilizadas foram
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mantidos na solucao 2,0% de CalCly (p/v), a 5-10°C, por 24 horas. Posteriormente,
os granulos de células imobilizadas foram filtrados e lavados com agua destilada
estéril.

Amostras de 20 g de grénulos de células imobilizadas foram transferidas
para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solugdo de sacarose
35,0% (pf/v), preparada como descrito no item 3.6.1. Os frascos foram incubados
em banho-maria a 30°C, com agitac&o a 150 rpm, ¢ as amostras de solucao de
aglicares foram coletadas apds 24, 36 e 48 horas de incubagao. Apods cada coleta,
as aliquotas de 50 mL de soluglo de sacarose 35,0% (p/v) foram substituidas por
nova amostra de 50 mL de solucdo de sacarose 35,0% (p/v).

3.7.2.Imobilizacdo de células de Erwinia sp D12, em alginatos de sédio Synth
e Sigma em diferentes concentracdes, e conversdo de sacarose em
isomaltulose em bioreator

A conversac de sacarose em isomaltulose foi testada em bioreator,
utilizando-se células imobilizadas com solucdo 1,5% (p/v) de alginato de sodio
Synth, 1,5% (p/v} de alginato de sédio Sigma e 2,0% (p/v) de alginato de sédio
Synth.

Suspensbes contende 20% (p/v) de células umidas de Erwinia sp D12,
obtidas de acordo com o item 3.5, em &gua destilada esterilizada, foram
misturadas com solucdes esterilizadas de 1,5% de alginatos de sédio Synth e
Sigma (p/v) e 2,0% de alginato de sédio Synth (p/v), contendo 0,1% de Tween 80,
na proporcdo 1:2. A suspensdo celular foi gotejada com auxilio de bomba
peristaltica em solugdo de CaCl; 2,0% (p/v), previamente esterilizada, para a
formacdo de granulos de aproximadamente 3 mm de didmetro. Os granulos
contendo células imobilizadas foram mantidos imersos em solugdo CaCi; 2,0%
(p/v), a 5°C-10°C, por 24 horas.

Para o estudo da converséoc de sacarose em isomaltuiose, as amostras de
100 g de granulos contendo células imobilizadas foram transferidas para trés

bioreatores encamisados (150 mm x 30 mm). Uma solugao de sacarose 35,0%
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(p/v), preparada como descrito no item 3.6.1, foi circulada no sentido ascendente,
utilizando-se fluxo de 2 ml/min, e a conversdo acompanhada por 72 horas. A
temperatura da coluna foi mantida a 30°C. A conversdo de sacarose em
isomaltulose foi determinada como descrito no item 3.6.1.

A Figura 2 ilustra o experimento de conversio de sacarose em isomaltulose
em bioreatores, utilizando-se células de Erwinia sp D12 imobilizadas com solugtes
de alginato de sodio Sigma 1,5%, alginato Synth 1,5% e alginato de sédio
Synth 2,0%.
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Figura 2: llustragdo da conversio de sacarose em isomaltulose em
bioreatores, utilizando-se células de Erwinia sp D12 imobilizadas com
solugdes de alginato de sédio Sigma 1,5%, alginato de sédio Synth 1,5% e
aiginato Synth 2,0%.
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3.7.3.Efeito da concentracdo de células de Erwinia sp D12 imobilizadas em

alginato de calcio, na conversio de sacarose em isomaltulose, em bioreator

Suspensdes contendo 20,0%, 30,0% e 40,0% (p/v) de céluias Umidas de
Erwinia sp D12, obtidas de acordo com o item 3.5, em agua destilada esterilizada,
foram misturadas com solugéo esterilizada 2,0% de alginato de sddio Synth, em
agua destilada, contendo 0,1% de Tween 80, na propor¢ao 1:2. A solugéo 2,0% de
alginato de sédio foi previamente esterilizada como descrito anteriormente. A
suspensao celular foi gotejada com auxilio de bomba peristaltica em solugio de
CaCl; 2,0% (p/v), previamente esterilizada, para a formacdo de granulos de
aproximadamente 3,0 mm de didmetro. Os granulos contendo células imobilizadas
foram mantidos imersos em sclugdo de CaCl; 2,0% (p/v), a 5°C-10°C, por 24
horas.

Para o estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose, as amostras de
100 g de gréanulos contendo células imobilizadas foram transferidas para
bioreatores encamisados (150 mm x 30 mm). Amostras de solugio de sacarose
35% (piv} foram circuladas no sentido ascendente, com fluxo de 2 ml/min. A
temperatura das colunas foi mantida a 30°C e a conversdo de sacarose em
isomaltulose foi acompanhada durante 96 horas. A conversdo de sacarose em
isomaltulose foi determinada como descrito no item 3.6.1.

A Figura 3 ilustra o experimento de conversao de sacarose em isomaliulose
em bioreatores, utilizando-se diferentes concentragbes de células de Erwinia sp
D12 nos granulos de células imobilizadas em alginato de célcio.
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Figura 3: llustragdo da conversdo de sacarose em isomaltulose em
bioreatores, utilizando-se diferentes concentragdes de células de Erwinia sp
D12 nos granulos de células imobilizadas em alginato de calcio.
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3.7.4.Estudo da conversiao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células imobilizadas de Erwinia sp D12 em alginato de calcio, em bioreator,
com recirculagio do substrato

Uma suspensdo de 100 mbL de células umidas de Erwinia sp D12 na
concentracdo de 40,0% (p/v), obtidas de acordo com o item 3.5, em agua
destilada esterilizada, foi misturada com 200 mL de solugéo 2,0% de alginato de
sodio Synth (p/v) contendo 0,1% de Tween 80, previamente esterilizada, na
proporcao 1:2. A suspenséo celular foi gotejada com auxilio de bomba peristaltica
em solucao de CaCly 2,0% (p/v), previamente esterilizada, para a formagao de
granulos de aproximadamente 3,0 mm de didmetro. Os granulos contendo células
imobilizadas foram mantidos imersos em solucdo de CaCl, 2% (p/v), a 5°C-10°C,
por 24 horas.

Para o estudo da conversao de sacarose em isomaltulose, uma amostra de
100 g de granulos contendo células imobilizadas foi transferida para bioreator
encamisado (150 mm x 30 mm). Uma aliquota de 165 mL de solugéo de sacarose
35,0% (p/v), preparada como descrito anteriormente, foi circulada em circuito
fechado, no sentido ascendente, utilizando-se fluxo de 4 mbL/min, e a conversao
acompanhada por 24 horas. A temperatura da coluna foi mantida a 30°C. A
conversao de sacarose em isomaltulose foi determinada como descrito no item
3.6.1.

A Figura 4 ilustra a conversdo de sacarose em isomaltulose em bioreator,
utilizando-se células imobilizadas de Erwinia sp D12 em alginato de calcio, e
circulagao do substrato sacarose 35,0% (p/v) em circuito fechado.
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Figura 4: llustracio da conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células imobilizadas de Erwinia sp D12 em alginato de calcio, e circulagéo do

substrato sacarose 35,0% em circuito fechado.
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4 Resultados e Discussao

4.1.Estudo da otimizagcdo do meio de cultivo para a produgiao de
glicosiltransferase de Erwinia sp D12

4.1.1.Estudo da otimizacao do meio de cultivo utilizando-se melaco de cana,
peptona bacteriologica Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD® (ELP)

para producao de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12

Para o estudo da substituicdo dos componentes peptona Difco e extrato de
carne do meio de cultivo, proposto por Moraes (2002), para a producido de
glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12, foram realizados quatro
planejamentos composto central visando & otimizacdo do meio de cultive como
descrito no item 3.3.1.

As Tabelas 3 a 21 e as Figuras 5 a 9 ilustram os resultados dos
planejamentos experimentais visando a substituicao dos componentes peptona
Difco (40,0 g/L) e extrato de carne (4,0 g/l.) do meio de cultivo, proposto por
Moraes (2002), por componentes alternativos, para a producdo de
glicosiltransferase de Erwinia sp D12.

4.1.2 Primeiro planejamento

O primeiro planejamento composto central utilizado para avaliar as variaveis
independentes melaco de cana, peptona bacteriolégica Biobras e extrato de
levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a atividade de
glicosiltransferase, apresenta-se na Tabela 3 e os niveis estudados, com os
valores decodificados, encontram-se na Tabela 4.

Analisando-se os valores de atividade obtidos, na Tabela 3, verifica-se um
incremento nos valores de atividade enzimatica, variando-se de 5,34 UA/mL para
0 ensaio 6 (159,76 g/L de melaco, 4,05 g/i. de peptona e 35,95 g/L de ELP) até
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uma atividade maxima de 10,55 UA/mL, para o ensaio 8 (159,76 g/L de melaco,
15,85 g/l de peptona e 35,95 g/l de ELP).
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Tabela 3: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e
extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase,
referente ao primeiro planejamento.

Ensaio Melaco de cana Peptona ELP Atividade (UA/mL)
1 -1 -1 -1 5,90
2 +1 -1 -1 9,46
3 -1 +1 -1 6,56
4 +1 +1 -1 9,17
5 -1 -1 +1 6,81
6 +1 -1 +1 5,34
7 -1 +1 +1 6,63
8 +1 +1 +1 10,55
9 -1,68 0 0 563
10 +1,68 0 0 8,41
11 0 -1,68 0 7,61
12 0 +1,68 0 8,41
13 0 0 -1,68 8,97
14 0 0 +1,68 8,74
15 0 0 0 8,38
16 0 0 0 8,67
17 0 0 0 7,63

Tabela 4: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melago de
cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referentes ao primeiro planejamento.

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melagco de cana (g/l.} 80,00 100,24 130,00 169,76 180,00
Peptona (g/L) 0.00 4,05 10,00 15,95 20,00

ELP (g/L) 20,00 24,05 30,00 35,95 40,00
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A Tabela 5 apresenta o efeito das variaveis sobre a atividade da
glicosiltransferase. O melago e a peptona apresentaram efeitos positivos
significativos na atividade enzimatica. No entanto, o ELP nao afetou
individualmente a producdo de glicosiltransferase, mas a sua interacao com a
peptona gerou efeito positivo significativo. Estes resultados indicam que o
aumento do melago, peptona e ELP na composicdo do meioc de cultivo
provocariam um aumento da atividade. Assim, no planejamento seguinte foram
utilizados niveis maiores de concentracdo dos trés componentes de meio do
cuftivo.

Tabela 5: Estimativa dos efeitos dos componentes do meio de cultivo

(melago de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
produgao de glicosiltransferase, referente ao primeiro planejamento.

. Limite de Limite de
Efeito Desvio

UAImL  Padrio t(2) p Confianga Confianca
-80% +90%
Meédia* 8,25 0,31 26,73 0,001 7,35 9,16
(1) Melaco (L)* 1,85 0,29 6,71 0,021 1,10 2,80
Melaco (Q)* -1,03 0,32 -3,22 0,085 -1,96 -0,10
(2) Peptona (L)* 0,99 0,29 341 0,076 0,14 1,84
Peptona (Q) -0,33 0,32 -1,03 0,413 -1,26 0,61
(3) ELP (L) -0,31 0.29 -1,08 0,392 -1,16 0,53
ELP (Q) 0,27 0,32 0,84 0,490 -0,67 1,20
1L x 2L* 1,11 0,38 2,83 0,100 0,00 2,22
1L x 3L -0,93 0,38 -246 0,133 -2,04 0,17
2L by 3L* 117 0,38 3,08 0,091 0,06 2,27

* parametros estatisticamente significativos (90% de confianca)
(L) parametro linear

(Q) parametro quadratico
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A Tabela 6 apresenta os coeficientes de regressao, desvios padrées e
limites de confianca para a atividade de glicosiltransferase e a Tabela 7, a analise
de varidncia (ANOVA). O coeficiente de correlagao obtido de 0,72 e o teste F (3,06
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatérios a 90%
de nivel de confianca, permitindo a obtencdo de um modelo codificado que

descreve as respostas em func@o das variaveis analisadas.

Tabela 6: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites de
confian¢a no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo {(melaco
de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
producao de glicosiltransferase, referentes ao primeiro planejamento.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio
Confianca Confianga
de Regressao Padrao
-90% +90%
Média* 8,25 0,31 7,35 9,16
(1) Melago (L)* 0,97 0,15 0,55 1,40
Melaco (Q)* ~0,51 0,16 -0,98 -0,05
(2) Peptona (L)* 0,49 0,15 0,07 0,92
Peptona (Q) -0,16 0,16 -0,63 0,30
(3) ELP (L) -0,16 0,15 -0,58 0,27
ELP(Q) 0,13 0,16 -0,33 0,60
1L x 2L* 0,55 0,19 0,00 1,11
1L x 3L -0,47 0,19 -1,02 0,08
2L by 3L* 0,58 0,19 0,03 1,14

* parametros estatisticamente significativos (90% de confianga)
(L) parémetro linear

(Q) parametro quadratico
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Tabela 7: Analise de variancia no estudo do efeito dos componentes do meio
de cultivo (melagco de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex

Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao primeiro
planejamento.

Fonte de Soma Graus de Meédia
X Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 24,80 04 6,20 7,59
Residuos 9,80 12 0,82
Falta de Ajuste 9,22 10 0,92
Erro Puro 0,57 02 0,29
Total 34,59 16

Coeficiente de correlacdo: R? = 0,72
Fogou412 = 2,48

A partir da validacdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
quadratico que representa o comportamento da atividade enzimatica e que
descreve as superficies de resposta e curvas de contorno da atividade de
glicosiliransferase (equacao 1).

Atividade = 8,25 + 0,97 .Melago — 0,51.Melago? + 0,49.Peptona
+ 0,55.Melaco.Peptona + 0,58Peptona.ELP

(1M

As Figuras 5(a), 5(b) e 5(c) ilustram os efeitos dos componentes melaco de
cana, peptona bacterioldgica Biobras e exirato de levedura Prodex Lac SD® na
atividade de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

Através da analise da Figura 5(a) verifica-se que a atividade enzimatica &
maior em maiores concentragdes de melago e de peptona. Na Figura 5(b), pode-
se observar que a atividade é maior em maiores concentragbes de melago. Pela

Figura 5(c), verifica-se que a atividade enzimatica tende a aumentar com o
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aumento das concentragbes de peptona e de ELP. Desse modo, as superficies de
resposta e curvas de contorno indicam gue as concentragbes de melago, peptona
e ELP devern ser aumentadas, no meio de cultivo, para que producdo de
glicosiitransferase seja otimizada.
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Figura 5: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em funcdo da concentragdo de melago de cana e
peptona bacteriolégica Biobras, (b) em fungdo da concentragdo de melago
de cana e extrato de levedura Prodex Lac SD® e (¢) em funcdo da
concentragio de peptona bacteriolégica Biobras e extrato de levedura
Prodex Lac SD®, referente ao primeiro planejamento.
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4.1.3.Segundo planejamento

O segundo planejamentc composto central utilizado para avaliar as
variaveis independentes melago de cana, peptona bacteriologica Biobras e extrato
de levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a atividade de
glicosiitransferase, apresenta-se na Tabela 8 e os niveis estudados, com os
valores decodificados, encontram-se na Tabela 9.

Analisando-se os valores de atividade obtidos, na tabela 8, verifica-se que
houve um decréscimo nos valores de atividade enzimatica com relacdo ao
planejamento anterior. A atividade de glicosiltransferase variou de 0,13 UA/mL
para o ensaio 2 (219,64 g/L de melaco, 18,10 g/l. de peptona e 37,14 g/L de ELP)
a uma atividade maxima de 5,97 UA/mL, para o ensaio 3 (130,36 g/L de melaco,
41,90 g/l de peptona e 37,14 g/l de ELP). Como indicado no planejamento
anterior, as faixas de concentragdo de todos os componentes de meio de cultivo
foram aumentadas.
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Tabela 8: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e
extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase,
referente ao segundo planejamento.

Ensaio Melaco de cana Peptona ELP Atividade (UA/mL)
1 -1 -1 -1 5,63
2 +1 -1 -1 0,13
3 -1 +1 -1 5,97
4 +1 +1 -1 0,20
5 -1 -1 +1 0,63
6 +1 -1 +1 0,28
7 -1 +1 +1 0,32
8 +1 +1 +1 2,12
8 -1,68 0 0 2,26
10 +1,68 0 0 0,38
11 -1,68 0 0,41
12 0 +1,68 0 1,19
13 0 0 -1,68 0,85
14 0 0 +1,68 0,40
15 0 0 0 0,42
16 0 0 0 0,47
17 8] 0 0 0,48

Tabela 9: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melaco de
cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referentes ao segundo planejamento.

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melago de cana(g/L) 100,00 130,36 175,00 219,64 250,00
Peptona (g/L.) 10,00 18,10 30,00 41,90 50,00

ELP {g/L) 25,00 37,14 55,00 72,86 85,00
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A Tabela 10 apresenta o efeito das varidveis sobre a atividade da
glicosiltransferase. Com relacéo aos efeitos significativos de cada componente, a
peptona apresentou efeito positivo enquanto que o melago e o ELP, efeitos
negativos. Estes resultados indicam que o aumento da concentracédo de peptiona,
na composicdo do meio de cultivo, resultaria em incremento da atividade,
enquanto que o aumento das concentragtes do melaco e do ELP acarretaria uma
diminuicdo da atividade de glicosiltransferase. Assim, foi realizado um novo

planejamento utilizando-se niveis menores de concentragoes de melago e ELP.

Tabela 10: Estimativa dos efeitos dos componentes do meio de cultivo
(melaco de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referente ao segundo planejamento.

. Limite de Limite de
Efeito  Desvio

UNmL  Padrio t(2) p Confianga Confianca
-95% +95%
Média* 0,39 0,02 2296 0,002 0,32 0,47
(1) Melaco (L)* -1,90 0,02 -118,74 0,000 -1,87 -1,83
Melago (Q)* 1,04 0,02 59,08 0,000 0,97 1,12
(2) Peptona (L)* 0,48 0,02 29,69 0,001 0,41 0,54
Peptona {Q)* 0,68 0,02 38,31 0,001 0.80 0,75
(3) ELP (L)* -1,37 0,02 -85,28 0,000 -1,44 -1,30
ELP (Q)* 0,55 0,02 31,06 0,001 0,47 0,62
1L x 2L* 0,47 0,02 22,61 0,002 0,38 0,56
1L x 3L* 3,18 0,02 151,86 0,000 3,09 3,27
2L by 3L* 0,28 0,02 13,44 0,005 0,19 0,37

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

(Q) parametro quadratico
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A Tabela 11 apresenta os coeficientes de regressao, desvios padrbes e
limites de confianca para a atividade de glicosiltransferase e a Tabela 12, a analise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagdo obtido de 0,84 e o teste F (2,05
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatorios a 85%
de nivel de confianca, permitindo a obten¢do de um modelo codificado que
descreve as respostas em fungao das variaveis analisadas.

Tabela 11: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrao e limites
de confiangca no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
{melaco de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referentes ao segundo planejamento.

Coeficiente Desvio Limite de Limite de

de Regressio Padrao Conflanga Conflanga
-95% +95%
Média* 0,39 0,02 0,32 0,47
{1) Melago (L)* -0,95 0,01 -0,99 -0,92
Melago (Q)* 0,52 0,01 0,48 0,56
(2) Peptona (L)* 0,24 0,01 0,20 0,27
Peptona (Q)* 0,34 0,01 0,30 0,38
(3) ELP (L)* -0,68 0,01 -0,72 -0,65
ELP (Q)* 0,27 0,01 0,24 0,31
1L x 2L* 0,24 0,01 0,19 0,28
1L x 3L* 1,59 0,01 1,54 1,63
2L by 3L* 0,14 0,01 0,10 0,19

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

(Q) parametro quadratico
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Tabela 12: Analise de varidncia no estudo do efeito dos componentes do
meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e extrato de levedura
Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao segundo
planejamento.

Fonte de Soma Graus de Média
i Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 4553 08 5,69 7,06
Residuos 6,45 08 0,81
Faita de Ajuste 6,44 06 1,07
Erro Puro 0,00 02 0,00
Total 51,97 16

Coeficiente de correlacio: R? = 0,84

Foesss = 3,44

A partir da validacdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
quadratico que representa o comportamento da atividade enzimatica e que
descreve as superficies de resposta e curvas de contorno da atividade de
glicosiltransferase (equacao 2).

Atividade = 0,39 - 0,95.Melago + 0,52 .Melaco? + 0,24.Peptona +
0,34.PeptonaZ - 0,68.ELP + 0,27 .ELP? + 0,24.Melago.Peptona + )
1,59 .Melaco.ELP + 0,14 AMM.ELP

As Figuras 6(a), 6(b) e 6(c) ilustram os efeitos dos componentes melaco de
cana, peptona bacteriolégica Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD® na
atividade de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

Através da analise da Figura 6(a) verifica-se que a atividade enzimatica é
maior em menores concentracbes de melago. Na Figura 6(b), pode-se observar

que a atividade € maior em menores concentracbes de melaco e de ELP. Pela
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Figura 6(c), verifica-se que a atividade enzimdtica tende a aumentar com a
diminuigdo da concentragéo de peptona. Desse modo, as superficies de resposta
e curvas de contorno indicam que as concentragdes de melaco, peptona e ELP
devem ser diminuidas para que o meio de cultivo, para a produgdo de
glicosiltransferase, seja otimizado.
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Figura 6: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em funcdo da concentragao de melago de cana e
peptona bacteriolégica Biobras, (b) em funcao da concentracao de melago
de cana e extrato de levedura Prodex Lac SD® e (¢) em fungdo da
concentracdo de peptona bacteriologica Biobras e extrato de levedura
Prodex Lac SD®%, referente ao segundo planejamento.
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4.1.4.Terceiro planejamento

O terceiro planejamento composto central utilizado para avaliar as variaveis
independentes melago de cana, peptona bacteriolégica Biobras e extrato de
levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a atividade de
glicosiltransferase, apresenta-se na Tabela 13 e os niveis estudados, com os
valores decodificados, encontram-se na Tabela 14.

Analisando-se os valores de atividade obtidos, na Tabela 13, verifica-se que
houve um incremento nos valores de atividade enzimatica com relacdo ao
planejamento anterior. A atividade de glicosiltransferase variou de 4,99 UA/mL
para o ensaioc 9 (100,00 g/l de melacgo, 20,00 g/L de peptona e 30,00 g/L. de ELP)
a uma atividade maxima de 8,97 UA/mL, para o ensaio 4 (179,76 g/l. de melaco,
28,93 g/l de peptona e 18,10 g/l de ELP). Como indicado no planejamento
anterior, as faixas de todos os componentes de meio de cultivo foram diminuidas.
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Tabela 13: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e
extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase,
referente ao terceiro planejamento.

Ensaio Melaco de cana Peptona ELP Atividade (UA/mL)
1 -1 -1 -1 6,34
2 +1 -4 -1 8,28
3 -1 +1 -1 7,56
4 +1 +1 -1 8,97
5 -1 -1 +1 7,39
8 +1 -1 +1 8,68
7 -1 +1 +1 6,63
8 +1 +1 +1 6,28
9 -1,68 0 0 4,99
10 +1,68 0 0 7,01
11 0 -1,68 0 7,06
12 0 +1,68 0 7,47
13 0 0 -1,68 8,47
14 0 0 +1,68 7,06
15 0 0 0 8,43
16 0 0 0 8,23
17 0 0 0 7,83

Tabela 14: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melaco de
cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referentes ao terceiro planejamento.

Nivel -1,68 | 0 +1 +1,68
Melaco de cana {(g/L) 100,00 120,24 150,00 179,76 200,00
Peptona (g/l.) 5,00 11,07 20,00 28,93 35,00

ELP (g/L) 10,00 18,10 30,00 41,90 50,00
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A Tabela 15 apresenta o efeito das variaveis sobre a atividade da
glicosiltransferase. O ELP apresentou efeito negativo significativo na atividade
enzimatica, ou seja, um incremento dos valores deste componente acarretaria
numa diminuig&o da atividade de glicosiltransferase. A peptona, isoladamente, nao
apresentou efeito significativo, mas sua interagdo com os componentes, melaco e
extratoc ELP apresentou efeito negativo significativo na atividade de
glicosiltransferase. Este resultado indica que se houvesse um aumento dos niveis
de concentragé&o do componente peptona, no meio de cultivo, haveria um
decréscimo da atividade enzimatica. O melago apresentou efeito positivo
significativo, ou seja, um aumento da concentragdo deste componente resultaria
num incremento da atividade de glicosiltransferase.

Estes resultados indicam que o aumento das concentracdes de peptona e
ELP, na composi¢do do meio de cultivo, provocaria uma queda da atividade de
glicosiliransferase, enquanto que o aumentc da concentragdc do melago
incrementaria a atividade enzimatica. Assim, no préximo planejamento foram
utilizados niveis menores de concentracéo de ELP e niveis maiores de melaco.
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Tabela 15: Estimativa dos efeitos dos componentes do meio de cultivo

(melaco de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referente ao terceiro planejamento.

Limite de Limite de
Efeito Desvio

£(2) p Confianga Confianga
UA/mL Padriao

-80% +80%

Média* 8,13 0,29 28,19 0,000 7,72 8,53

(1) Melaco (L)* 1,13 0,27 4,16 0,004 0,74 1,561
Melaco (Q)* -1,28 0,30 4,28 0,004 -1,70 -0,85
(2) Peptona (L.} -0,08 0,27 -0,30 0,775 -0,46 0,30
Peptona (Q)* -0,38 0,30 -1,27 0,245 -0,80 0,04
(3) ELP (L.)* -0,66 0,27 -2,45 0,044 -1,05 -0,28
ELP (Q) -0,02 0,30 -0,08 0,938 -0,45 0,40

1L x 2L* -0,54 0,35 -1,83 0,170 -1,04 -0,04

1L x 3L* -0,60 0,35 -1,70 0,132 -1,10 -0,10

2L by 3L~ -1,27 0,35 -3,69 0,008 -1,77 -0,77

* parametros estatisticamente significativos (80% de confianga)
(L) parametro linear

(Q) parametro quadratico
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A Tabela 16 apresenta os coeficientes de regressado, desvios padrbes e
limites de confianca para a atividade de glicosiltransferase e a Tabela 17, a anélise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagao obtido de 0,90 e o teste F (4,38
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatérios a 80%
de nivel de confianga, permitindo a obtencdo de um modelo codificado que
descreve as respostas em funcéo das variaveis analisadas.

Tabela 16: Resuitados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites
de confianca no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
(melago de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referentes ao terceiro planejamento.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio
Confianga Confianga
de Regressao Padrao
~80% +80%
Média* 8,13 0,29 7,72 8,53
(1) Melago (L)* 0,56 0,14 0,37 0,76
Melago (Q)”* -0,64 0,15 -0,85 -0,43
(2) Peptona (L) -0,04 0,14 -0,23 0,15
Peptona (Q)* -0,19 0,15 -0,40 0,02
(3) ELP (L) -0,33 0,14 -0,52 -0,14
ELP (Q) -0,01 0,15 -0,22 0,20
1L x 2L* -0,27 0,18 -0,52 -0,02
1L x 3L* -0,30 0,18 -0,55 -0,05
2L by 3L~ -0,63 0,18 -0,88 -0,38

* parametros estatisticamente significativos (80% de confianga)
(L) parametro linear

(Q) parametro quadratico

65



Resuitados e Discussio

Tabela 17: Analise de varidncia no estudo do efeito dos componentes do
meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e extrato de levedura
Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao terceiro
planejamento.

Fonte de Soma Graus de Média
. L Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 15,75 06 2,63 19,13
Residuos 1,37 10 0,14
Falta de Ajuste 1,56 08 0,19
Erro Puro 0,19 02 : 0,09
Total 17,12 16

Coeficiente de correlagao: R? = 0,90

Fosos10 = 4,37

A partir da validacdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
quadratico que representa o comportamento da atividade enzimatica e que
descreve as superficies de resposta e curvas de contornc da atividade de
glicosiltransferase (equacéo 3).

Atividade = 8,13 + 0,56.Melago — 0,64.Melaco® — 0,19.Peptona? -
0,33.ELP - 0,27 Melago.ELP — 0,30.Melaco.ELP — 3)
0,63.Peptona.ELP

As Figuras 7(a), 7(b) e 7(c) ilustram os efeitos dos componentes melaco de
cana, peptona bacteriologica Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD® na
produgio de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

Atraveés da analise da Figura 7(a) pode-se observar que a atividade de
glicosiltransferase € maior em concentragbes de peptona na faixa de 5 g/L a
35 g/l. e em concentragbes de melaco entre 150 g/l e 200 g/L. Na Figura 7(b),
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Fa

verifica-se que a atividade de glicosiltransferase é maior em menores
concentragdes de ELP. Pela Figura 7(c), verifica-se que a atividade de
glicosiltranferase tende a aumentar com a diminui¢do da concentragdo de ELP e
em maiores concentragbes de peptona. Desse modo, as superficies de resposta e
curvas de contorno indicam que as concentracbes de melago devem ser
aumentadas, enquanto que as de ELP devem ser diminuidas. Ja a concentragéo
de peptona deve ser mantida na faixa estudada neste terceiro planejamento para
que seja obtida maior atividade de glicosiltransferase.
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Figura 7: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em funcdo da concentracdo de melago de cana e
peptona bacteriolégica Biobras, (b} em funcdo da concentracdo de melago
de cana e extrato de levedura Prodex Lac SD® e (¢) em funcdo da
concentragido de peptona bacteriolégica Biobras e extrato de levedura
Prodex Lac SD®, referente ao terceiro planejamento.
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4.1.5.Quarto planejamento

O quarto planejamento composto central utilizado para avaliar as variaveis
independentes melago de cana, peptona bacteriologica Biobras e extrato de
levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a atividade de
glicosiltransferase, apresenta-se na Tabela 18 e os niveis estudados, com os
valores decodificados, encontram-se na Tabela 19.

A Tabela 20 apresenta os coeficientes de regressao, desvios padroes e
limites de confianga para a atividade de glicosiliransferase e a Tabela 21,a analise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagio obtido de 0,94 e o teste F (8,75
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados excelentes a 95%
de nivel de confianca, e permitem obter um modelo codificado que descreve as
respostas em funcao das varidveis analisadas. A partir da validacdo dos
parametros de estudo, obteve-se o modelo quadratico que representa ©
comportamento da atividade enzimatica e que descreve as superficies de resposta
e curvas de contorno da atividade de glicosiltransferase (equacao 4).

Atividade = 7,28 - 1,05 Melago — 2,38.Meiag;o2 ~ 1,56.Peptona’—

(4)
1,69.ELP? - 0,68.Melaco.Peptona
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Tabela 18: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e
extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase,
referente ao quarto planejamento.

Ensaic Melagodecana Peptona ELP Atividade (UA/mL)
1 -1 -1 -1 423
2 +1 -1 -1 3,97
3 -1 +1 -1 5,07
4 +1 +1 -1 3,87
5 -1 -1 +1 4,85
6 +1 -1 +1 4,23
7 -1 +1 +1 5,53
8 +1 +1 +1 3,15
g -1,68 0 0 4,89
10 +1,68 0 0 3,27
11 0 -1,68 0 6,14
12 0 +1,68 0 4,32
13 0 0 -1,68 5,19
14 0 0 +1,68 491
15 0 0 0 7,47
16 0 0 0 7,12
17 0 0 0 7,19

Tabela 19: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo {melago de
cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referentes ao quarto planejamento.

Nivel -1,68 1 0 +1 +1,68
Melago 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 20,85 25,00
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Tabela 20: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites
de confianca no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
(melago de cana, peptona Biobras e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referentes ao quarto planejamento.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio
Confianga Confianga
de Regressao Padrao
-85% +95%
Meédia* 7,28 0,10 69,51 0,000
(1) Melaco (L)* -1,05 0.10 -10,66 0,009
Melaco (Q)* -2,38 0,11 -21,91 0,002
(2) Peptona (L) -0,40 0,10 -4,06 0,056
Peptona (Q)”* -1,56 0,11 -14,39 0,005
(3) ELP (L) 0,02 0,10 0,23 0,843
ELP (Q)* -1,69 0,11 -15,54 0,004
1L x2L* -0,68 0,13 -5,26 0,034
1L x 3L -0,38 0,13 -2,99 0,096
2L by 3L -0,28 0,13 -2,19 0,159

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

(Q) parametro quadratico
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Tabela 21: Analise de varidncia no estudo do efeito dos componentes do
meio de cultivo (melago de cana, peptona Biobras e extrato de levedura

Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao quarto
planejamento.

Fonte de Soma Graus de Média Testo F
Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 24,84 04 6,21 28,53
Residuos 2,61 12 0,28
Falta de Ajuste 2,55 10 0,25
Erro Puro 0,07 02 0,03
Total 27,45 16

Coeficiente de correlacdo: R? = 0,94
Fogsia12 = 3,26

Apos a analise da ANOVA, o modelo para a atividade de glicosiltransferase foi
utilizado para construir as superficies de resposta. As Figuras 8(a), 8(b) e 8(c) ilustram
os efeitos dos componentes melaco de cana, peptana bacteriolégica Biobras e extrato
de levedura Prodex Lac SD® na produgéo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia
sp D12. Verificou-se que os componentes peptona Difco (40,0 g/L) e extrato de came
(4,0 g/L) do meio de cultivo 1, descrito por Moraes (2002), podem ser substituidos por
peptona bacteriologica Biobras (20,0 g/L) e exirato de levedura Prodex Lac SD®
(15,0 g/L).

Utilizando-se meio de cultivo 2 otimizado, composto de melaco de cana
(160,0 g/L), peptona bacteriolégica Biobras (20,0 g/L) e extrato de levedura Prodex
Lac SD® (15 g/l) foi obtido 7,26 UA/mL de glicosiltransferase na fermentacéo pela
linhagem de Erwinia sp D12. O custo aproximado deste meio de cultivo é R$7,06 por
litro.

Usando-se o meio de cultive 1 descrito por Moraes (2002), composto de
melaco de cana (120,0 g/L), peptona Biobras (40,0 g/L) e extrato de carne Biobras
(4,0 g/L) foi obtido 7,67 UA/mL. de glicosiltransferase na fermentagéo pela linhagem de
Erwinia sp D12. O custo aproximado do meio de cultivo € R$15,62 por litro.
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Figura 8: Supetficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em funcdo da concentragdo de Melago de cana e
Peptona bacteriologica Biobras, (b) em fungdo da concentragdo de Melago
de cana e extrato de levedura Prodex Lac SD® e (c) em fungio da
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Prodex Lac SD®, referente ao quarto planejamento.
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4.2.Estudo da otimizacdo do meio de cultivo utilizando-se melago de cana,
agua de maceragio de milho (AMM) e extrato de levedura Prodex Lac SD®

(ELP) para a producdo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12

Para o estudo do efeito dos componentes agua de maceragdo de milho e
extrato de levedura Prodex Lac SD® em substituicio a peptona Difco e extrato de
carne do meio de cuitivo 1, proposto por Moraes (2002), foram realizados trés
planejamentos composto central visando a otimizagao do meio de cultivo como
descrito no item 3.3.2.

As Tabelas 22 a 35 e as Figuras 9 a 11 ilustram os resultados dos
planejamentos experimentais visando & subsiituicdo dos componentes peptona
Difco (40,0 g/L) e extrato de carne (4,0 g/L) do meio de cultivo 1, proposto por
Moraes (2002), por componentes alternativos, agua de maceracdo de mitho e
extrato de levedura Prodex Lac SD®, para a producéo de glicosiltransferase de
Erwinia sp D12.

4.2.1.Primeiro planejamento

O primeiro planejamento composto centratl utilizado para avaliar as variaveis
independentes estudadas melago de cana, agua de maceracao de mitho e extrato
de levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a atividade de
glicosiltransferase, apresenta-se na Tabela 22, e os niveis estudados, com os
valores decodificados, encontram-se na Tabela 23.

Analisando-se os valores de atividade obtidos, na Tabela 22, verifica-se um
incremento nos valores de atividade enzimatica, variando de 0,53 UA/mL para o
ensaio 8 (129,76 g/L de melago, 77,86 g/l. de AMM e 16,77 ¢g/L de ELP) até uma
atividade maxima de 5,73 UA/mL, para o ensaio 13 (100,00 g/l. de melaco,
60,00 g/t. de AMM e 4,00 g/l. de ELP) e ensaio 14 (100,00 g/L de melaco,
60,00 g/L. de AMM e 20,00 g/L de ELP).
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Tabela 22: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, agua de maceragao
de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referente ao primeiro planejamento.

Ensaio  Melago de cana AMM ELP Atividade (UA/mL.)
1 -1 -1 -1 3,50
2 +1 -1 -1 4,46
3 -1 +1 -1 3,67
4 +1 +1 -1 5,28
5 -1 -1 +1 3,49
6 +1 -1 +1 5,32
7 -1 +1 +1 3,78
8 +1 +1 +1 0.53
9 -1,68 0 0 3,27
10 +1,68 0 0 1,43
11 0 -1,68 0 4,92
12 0 +1,68 0 3,19
13 0 0 -1,68 573
14 0 +1,68 5,73
15 0 0 0 4,97
16 0 0 0 5,10
17 0 0 0 540

Tabela 23: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melago de
cana, agua de maceragio de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
producéo de glicosiltransferase, referentes ao primeiro planejamento.

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melaco de cana (g/L) 50,00 70,24 100,00 129,76 150,00
AMM (g/L} 30,00 42,14 60,00 77,86 90,00

ELP (g/L) 4,00 7,23 12,00 16,77 20,00
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A Tabela 24 apresenta o efeito das variaveis sobre a atividade da
glicosiltransferase. A AMM e o ELP apresentaram efeitos negativos significativos
na atividade enziméatica. Estes resultados indicam que o aumento das
concentragbes da AMM e do ELP, na composicéo do meio de cultive, provocaria
um decrescimo da atividade enzimatica. O melaco, individuaimente, nio teve
efeito significativo na atividade enzimatica, porém, sua interagéo coma AMM ¢ o
ELP afetaram negativamente a atividade de glicosiltransferase. Assim, no préximo
planejamento foram utilizados niveis menores de concentracio dos trés
componentes de meio de cultivo.

Tabela 24: Estimativa dos efeitos dos componentes do meio de cultivo
(melago de cana, 4gua de macerac@o de milho e extrato de levedura Prodex
Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao primeiro
planejamento.

_ Limite de  Limite de
Efeito Desvio

(2 Confianga Confianga
UA/mL Padrao @) P

-95% +95%
Média* 517 013 40,52 0,001 4,62 5,72
(1) Melago (L)  -0,29 012  -239 0,139  -0,80 0,23
Melago (Q)*  -2,09 013 -1580 0,004  -2,66 1,52
(2) AMM (L)*  -0,94 012  -7.84 0016  -146 0,42
AMM (Q)* -0,88 013 666 0022  -145 -0,31
(3) ELP (L)*  -0,56 012  -465 0043  -1,07 -0,04
ELP (Q) 0,31 013 231 0147 0,26 0,87
1L x 2L* 1,11 016  -7,06 0,018  -1,78 -0,43
1L x 3L* -1,00 016  -6,37 0024  -1,67 -0,32
2L by 3L* -1,37 016  -877 0,013  -2,05 0,70

* parametros estatisticamente significativos (95% de confianca)
(L) parametro linear
(Q) parametro quadratico
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A Tabela 25 apresenta os coeficientes de regressao, desvios padrdes e
limites de confianga para a atividade de glicosiltransferase, e a Tabela 26 a analise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagao obtido de 0,79 e o teste F (3,03
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatorios a 95%
de nivel de confianca, permitindo a obtengdo de um modelo codificado que
descreve as respostas em funcio das variaveis analisadas.

Tabela 25: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites
de confian¢ca no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
(melago de cana, agua de maceracdo de milho e extrato de levedura Prodex
Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referentes ao primeiro
planejamento.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio
Confianga Confianca
de Regressao Padrao
-95% +95%
Meédia* 5,17 0,13 4,62 5,72
(1) Melaco (L) -0,14 0,06 -0,40 0,11
Melago (Q)* -1,04 0,07 -1,33 -0,76
(2) AMM (L)* -0,47 0,06 -0,73 -0,21
AMM (Q)* -0,44 0,07 0,72 -0,16
(3) ELP (L)* -0,28 0,06 -0,54 -0,02
ELP (Q) 0,15 0,07 -0,13 0,44
1L x 2L* -0,55 0,08 -0,89 -0,22
1L x 3L* -0,50 0,08 -0,84 -0,16
2L by 3L* -0,69 0,08 -1,02 -0,35

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

(Q) parametro quadratico
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Tabela 26: Analise de varidncia no estudo do efeito dos componentes do
meio de cultivo (melago de cana, dgua de maceracéao de milho e extrato de

levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao
primeiro planejamento.

Fonte de Soma Graus de Média
. . Teste F
Variagdao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 29,78 06 4,96 9,78
Residuos 5,07 10 0,51
Falta de Ajuste 4 08 08 0,62
Erro Puro 0,10 02 0,05
Total 34,85 16

Coeficiente de correlagdo: R = 0,79
Fogse10 = 3,22

A partir da validagdo dos parametros de estudo, obteve-se o modelo
quadratico que representa o comportamento da atividade enzimatica e que
descreve as superficies de resposta e curvas de contorno da atividade de
glicosiltransferase (equacéo 5).

Atividade = 5,17 — 1,04.Melago? - 0,47.AMM - 0,44 AMM? —
0,28ELP - 0,55.Melaco. AMM - 0,50Melaco.ELP — 0,69.AMM.ELP

(5)

Através da analise da Figura 9(a) verifica-se que a atividade enzimatica &
maior na faixa entre 70 g/L e 130 g/L. para o componente melaco e na faixa entre
30 g/l e 75 g/L para o componente AMM. Na Figura 9(b), pode-se observar que a
atividade de glicosiltransferase é maior em menores concentracdes de ELP. Pela
Figura 9(c), verifica-se que a atividade enzimatica tende a aumentar em duas
dire¢fes, uma com aumento da concentracao de ELP e diminuicdo de AMM e
outra, com o aumento da concentracdoc de AMM e diminuicdo de ELP. Deste

g1
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modo, no planejamento seguinte, as faixas de concentracées de melaco e de ELP
foram aumentadas, enquanto que a de AMM foi diminuida para a obtencdo de
maior atividade de glicosiltransferase.
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Figura 9: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em funcdo da concentracido de melago de cana e agua
de maceracio de milho, (b) em fun¢g&o da concentracdo de melago de cana e
extrato de levedura Prodex Lac SD® e {(c) em fun¢do da concentragio de

agua de maceracao de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®,
referentes ao primeiro planejamento.
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4.2.2.Segundo planejamento

O segundo planejamento composto central utilizado para avaliar as
variaveis independentes estudadas melaco de cana, agua de maceragdo de mitho
e extrato de levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a
atividade de glicosiliransferase, apresenta-se na Tabela 27, e os niveis estudados,
com os valores decodificados, encontram-se na Tabela 28.

Analisando-se os valores de atividade obtidos, na Tabela 27, verifica-se um
incremento nos valores de atividade enzimatica quando comparados com o
planejamento anterior, variando de 2,64 UA/mL para o ensaio 9 (10,00 g/L de
melago, 90,00 g/l. de AMM e 5,00 g/L de ELP) até uma atividade maxima de
6,37 UA/mL., para o ensaio 6 (97,74 g/L de melago, 72,14 g/l. de AMM e 7,98 g/L
de ELP).
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Tabela 27: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, agua de maceragao
de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referente ao segundo planejamento.

Ensaio Melaco de cana AMM ELP Atividade (UA/mL.)

-1 -1 -1 2,94
2 +1 -1 -1 5,25
3 -1 +1 -1 2,94
4 +1 +1 -1 3,31
5 -1 -1 +1 3,38
6 +1 -1 +1 6,37
7 -1 +1 +1 4,21
8 +1 +1 +1 4,45
9 -1,68 0 0 2,64
10 +1,68 0 0 4,89
11 0 -1,68 0 4,71
12 0 +1,68 0 3,80
13 0 0 -1,68 4,93
14 0 0 +1,68 4,19
15 0 0 0 4,33
16 0 0 0 4,21

Tabela 28: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melago de
cana, agua de maceragao de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referentes ac segundo planejamento.

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68

Melaco de cana(g/L) 10,00 32,26 65,00 97,74 120,00
AMM (g/L) 60,00 72,14 90,00 107,86 120,00
ELP (g/L) 0,00 2,02 5,00 7,98 10,00
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A Tabela 29 apresenta o efeito das variaveis sobre a atividade da
glicosiltransferase. Enquanto o melaco apresentou efeito positivo significativo, a
AMM apresentou efeito negativo na atividade de glicosiltransferase. Estes
resultados indicam que o aumento da concentragdo do melago provocaria um
incremento da atividade, e o aumento da concentragdo de AMM acarretaria a
diminuicdo da atividade enzimatica. O componente ELP ndc afetou
individuaimente a atividade, nem mesmo quando em interagdo com o0s
componentes melago e AMM. Assim, no proximo planejamento foram utilizados
niveis maiores de concentragdo de melago e ELP e menores de AMM.

Tabela 29: Estimativa dos efeitos dos componentes do meio de cultivo
(melago de cana, agua de maceragio de milho e extrato de levedura Prodex

Lac SD®) na produgio de glicosiltransferase, referente ao segundo
planejamento.

] Limite de Limite de
Efeito Desvio

UAImL  Padréo t(1) p Confianca Confianca

-95% +95%

Média* 4,28 0,06 72,34 0,009 3,53 5,03
(1) Melago (L)* 142 0.05 31,20 0,020 0,84 2,00
Melaco (Q) -0,41 0,06 -7,39 0,086 -1,11 0,29
(2) AMM (L)* -0,65 0,056 -1422 0,045 -1,22 -0,07
AMM (Q) -0,02 0,06 -0,44 0,738 -0,73 0,68
(3) ELP (L) 0,40 0,05 8,82 0,072 -0,18 0,98
ELP (Q) 0,16 0,08 2,89 0,212 -0,54 0,86
1L x 2L* -1,17 0,06 -19,74 0,032 -1,93 -0,42
1L x 3L 0,14 0,06 2,37 0,254 -0,61 0,90
2L by 3L 0,21 0,06 352 0,176 -0,55 0,96

* parametros estatisticamente significativos (95% de confianca)
(L) parametro linear
(Q) pardmetro quadrético
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A Tabela 30 apresenta os coeficientes de regresséo, desvios padrbes e
limites de confianca para a atividade de glicosiltransferase, e a Tabela 31 a analise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlacéo obtido de 0,77 e o teste F (5,75
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatorios a 95%
de nivel de confianga, permitindo a obtencdo de um modelo codificado que
descreve as respostas em funcdo das variaveis analisadas.

Tabela 30: Resultados do coeficiente de regressao, desvio padrio e limites
de confianga no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
(melago de cana, agua de maceragio de milho e extrato de levedura Prodex
Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referentes ao segundo
planejamento.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio
Confianga Confiancga
de Regressio Padréo
-95%, +95%
Meédia* 4,28 0,06 3,63 5,03
(1) Melaco (L)* 0,71 0,02 0.42 1,00
Melago (Q)* -0,20 0,03 -0,56 0,15
(2) AMM (L) -0,32 0,02 -0,61 -0,03
AMM (Q)* -0,01 0,03 -0,36 0,34
(3) ELP {L)* 0,20 0,02 -0,09 0,49
ELP (Q)* 0,08 0,03 -0,27 0,43
1L x 2L -0,59 0,03 -0,96 -0,21
1L x 3L 0,07 0,03 -0,31 0,45
2L by 3L* 0,10 0,03 -0,27 0,48

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

(Q) parametro quadratico
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Tabela 31: Analise de varidncia no estudo do efeito dos componentes do
meio de cultivo {melaco de cana, agua de macerac¢io de milho e extrato de

levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao
segundo planejamento.

Fonte de Soma Graus de Média
i Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 11,04 02 5,52 21,88
Residuos 3,28 13 0,25
Falta de Ajuste 3,28 12 0,27
Erro Puro 0,00 01 0,01
Total 14,31 15

Coeficiente de correlagao: R? = 0,77
Foes:2:13 = 3,81

A partir da validagdo dos paradmetros de estudo, obteve-se o modelo
quadratico que representa o comportamento da atividade enzimatica e que
descreve as superficies de resposta e curvas de contorno da atividade de
glicosiltransferase (equacéo 6).

Atividade = 4,28 - 0,71.Melaco - 0,32 AMM - 0,59 Melaco. AMM (6)

Através da analise da Figura 10(a) verifica-se que a atividade enzimatica é
maior em maiores concentragdes de melaco e menores concentracdes de AMM.
Na Figura 10(b), pode-se observar que a atividade é maior em maiores
concentragbes de melaco. Pela Figura 10(c), verifica-se que a atividade
enzimatica tende a aumentar com diminuigdo da concentragao da AMM. Deste
modo, no planejamento seguinte, as faixas de conceniragbes de melago e de ELP
foram aumentadas, enquanto que a de AMM foi diminuida, visando a otimizagao
do meio de cultivo para o aumento da atividade de glicosiltransferase.
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Figura 10: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em funcdo da concentragéo de melago de canae agua
de maceragao de milho, (b) em funcédo da concentracdo de melago de cana e
extrato de levedura Prodex Lac SD® e (¢) em funcdo da concentragdo de

agua de maceracdo de milho e extrato de levedura Prodex Lac SDY,
referentes ao segundo planejamento.
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4.2.3.Terceiro planejamento

O terceiro planejamento compaosto central utilizado para avaliar as variaveis
independenties estudadas melago de cana, agua de macerag¢ao de milho e extrato
de levedura Prodex Lac SD®, que tinha como variavel dependente a atividade de
glicosiltransferase, apresenta-se na Tabela 32, e os niveis estudados, com os
valores decodificados, encontram-se na Tabela 33.

A Tabela 34 apresenta os coeficientes de regressdo, desvios padrdes e
limites de confianca para a atividade de glicosiltransferase, e a Tabela 35 a analise
de variancia (ANOVA). O coeficiente de correlagdo obtido de 0,72 e o teste F (5,64
vezes maior do que o valor tabelado) podem ser considerados satisfatorios a 85%
de nivel de conflanga, e permitem obter um modelo codificado que descreve as
respostas em fungdo das varidveis analisadas. A partir da validagdo dos
parametros de estudo, obteve-se o© modelo quadratico que represenia o
comportamento da atividade enzimatica (equacgéo 7).

Atividade = 6,69 + 0,58.Melaco — 0,50.Melago® — 0,37 AMM? +

(7
0,24.ELP - 0,27.ELP? + 0,33.AMM.ELP
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Tabela 32: Planejamento composto central codificado para estudo do efeito
dos componentes do meio de cultivo (melago de cana, agua de maceragio
de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na atividade de
glicosiltransferase, referente ao terceiro planejamento.

Ensaio Melago de cana AMM ELP Atividade (UA/mL.)
1 -1 -1 -1 4,26
2 +1 -1 -1 5,42
3 -1 +1 -1 412
4 +1 +1 -1 5,35
5 -1 -1 +1 452
6 +1 -1 +1 5,89
7 -1 +1 +1 5,63
8 +1 +1 +1 7,20
9 -1,68 0 0 4,85
0 +1,68 0 0 6,42
11 0 -1,68 0 577
12 0 +1,68 0 6,27
13 0 0 -1,68 6,53
14 0 0 +1,68 6,04
15 0 0 0 6,30
16 0 0 0 6,69
17 0 0 0 6,95

Tabela 33: Valores decodificados utilizados no planejamento composto
central no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo (melago de
cana, agua de maceracéo de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®) na
atividade de glicosiltransferase, referentes ao terceiro planejamento.

Nivel -1,68 -1 0 +1 +1,68
Melago de cana(g/l.) 50,00 70,24 100,00 129,76 150,00
AMM (g/L) 20,00 36,19 60,00 83,81 100,00

ELP (g/L) 2,00 4,43 8,00 11,57 14,00
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Tabela 34: Resultados do coeficiente de regressio, desvio padrio e limites
de confianga no estudo do efeito dos componentes do meio de cultivo
{melaco de cana, agua de maceragao de milho e extrato de levedura Prodex

Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referentes ao terceiro
planejamento.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio
Confianga Confianca
de Regressio Padrao
-85% +85%
Média™ 6,69 0,19 6,26 713
(1) Melago {L)* 0,58 6,09 0,38 0,79
Melaco {(Q)* -0,50 0,10 -0,73 -0,28
(2) AMM (L) 0,22 0,09 0,02 0,43
AMM (Q)* -0,37 0,10 -0,59 -0,14
(3) ELP {L.)* 0,24 0,09 0,03 0,44
ELP (Q)* -0,27 0,10 -0,50 -0,05
1L x 2L 0,03 0,12 -0,23 0,30
1L x 3L 0,07 0,12 -0,20 0,33
2L by 3L* 0,33 0,12 0,06 0,59

* parametros estatisticamente significativos (85% de confianca)
(L) parametro linear

(Q) parametro quadratico
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Tabela 35: Anadlise de varidncia no estudo do efeito dos componentes do
meio de cultivo (melago de cana, Agua de maceragio de milho e extrato de
levedura Prodex Lac SD®) na atividade de glicosiltransferase, referente ao
terceiro planejamento.

Fonte de Soma Graus de Meédia Tosts F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 11,45 05 2,29 11,6
Residuos 2,19 11 0,20
Faita de Ajuste 1,97 09 0,21
Erro Puro 0,22 02 0,11
Total 13,65 16

Coeficiente de correlaco: R? = 0,72
Foasss 11 = 2,04

Apds a analise da ANOVA, o modelo para a atividade de glicosiltransferase
foi utilizado para construir as superficies de resposta.

As Figuras 11(a), 11(b) e 11(c) ilustram os efeitos dos componentes melaco
de cana, agua de maceracéo de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®, na
produggo de glicosiiiransferase pela linhagem Erwinia sp D12.

Utilizando-se meio de cuitivo 3 otimizado composto de melago de cana
(100,0 g/L), agua de maceragéo de milho (60,0 g/L) e extrato de levedura Prodex
Lac SD® (8,0 g/L) foi obtido 6,65 UA/mL de glicosiltransferase na fermentagao pela
linhagem de Erwinia sp D12. O custo aproximado deste meio de cultivo é R$0,20
por litro.

Usando-se o meio de cultivo 1, descrito por Moraes (2002), composto de
meiago de cana (120,0 g/L), peptona Biobras (40,0 g/L) e extrato de carne Biobras
(4.0 g/lL) foi obtido 7,67 UA/mL de glicosiltransferase na fermentacio pela
linhagem de Erwinia sp D12. O custo aproximado deste meio de cuitivo & R$15,62
por litro.
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Figura 11: Superficies de resposta e curvas de contorno para atividade de
glicosiltransferase: (a) em fungdo da concentragdo de melago de cana e agua
de maceracao de milho, (b) em funcao da concentragao de melago de cana e
extrato de levedura Prodex Lac SD® e (c) em fungdo da concentraciao de

agua de maceragdo de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD°,
referentes ao terceiro planejamento.

97



Resultados e Discusséo

A Tabela 36 ilustra o custo do meio de cultivo 1, descrito por Moraes
(2002), e dos meios de cultivo otimizados neste frabalho contendo peptona
Biobras ou agua de maceracdo de milho e extrato de levedura Prodex Lac SD®
como fontes alternativas de nitrogénio, em substituicdo a peptona Difco e extrato
de carne Biobras do meio de cultivo 1.

O meio de cultivo 2, composto de melago de cana (160 g/L), peptona
bactericlogica Biobras (20 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L)
pode ser utilizado para a produgéo de glicosiliransferase de Erwinia sp D12. Neste
meio de cuitivo foi obtida atividade de glicosiltransferase igual a 7,26 UA/mL.,
sendo que o custo foi estimado em cerca de R$7,06 por litro de meio de cuitivo.

A producgao de glicosiltransferase no meio de cultivo 2 (7,26 UA/mL) foi
pouco menor do que no meio de cultivo 1, descrito por Moraes (7,67 UA/mL); no
entanto, o custo dos componentes do meio de cultivo 2 é cerca de 2 vezes menor
gque o meio de cultivo 1.

O meio de cultivo 3, composto de melago de cana (100 g/l), agua de
macera¢do de mitho (60 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (8 g/L) pode
ser utilizado para a produgdo de glicosiltransferase de Erwinia sp D12. Neste meio
de cuitivo foi obtida atividade de glicosiltransferase igual a 6,65 UA/mL, sendo que
o custo foi estimado em cerca de R$ 0,20 por litro de meio de cultivo.

A producao de giicosiltransferase, no meio de cultivo 3 (6,65 UA/mL), foi
menor do que no meio de cultivo 1, descrito por Moraes (7,67 UA/mL), no entanto,
o custo dos componentes do meio de cultivo 3 é cerca de 78 vezes menor que 0
meio de cuitivo 1.

Para os experimentos posteriores realizados neste trabalho, referentes ao
estudo de crescimento de Erwinia sp D12 em fermentador de 5 litros, e estudo da
conversdao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células imobilizadas em
alginato de calcio, optou-se por utilizar o meio de cultivo 2 otimizado (160 g/L de
melaco, 20 g/L de peptona e 15 g/L de extrato de levedura Prodex Lac SD®) por

apresentar atividade de glicosiltransferase maior do que o meio de cultivo 3
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otimizado e principalmente por ndo apresentar residuo insolivel que poderiam

afetar negativamente a imobilizacdo celular.

Tabela 36: Custo do meio de cultivo para a producio de glicosiltransferase

de Erwinia sp D12.

Custo Atividade de
Meio de cultura Custo
Total Glicosiltransferase R$/UA
g/l R$/L.
R$/L. UA/mL
Meio 1 Melaco — 120,0 g/L. 0,041
{Moraes 2002) Peptona Biobras— 40,0 g/l 13,54 15862 7,67 2,04
Extrato de carne Biobras — 5,0 g/l 2,04
Meio 2 Melago — 160 g/L. 0,054
{neste trabalho) Peptona Biobras — 20 g/l. 6,79 7,08 7,26 0,857
ELP*~15¢g/L 0,22
Meio 3 Melaco ~ 100 g/L. 0,034
(neste trabatho) AMM* - 60 g/L. 0,042 0,20 6,65 0,03
ELP*-8 g/L 0,120
KoHPQO4 ~ 0,1 g/l 0,004

*ELP: extrato de levedura Prodex Lac SD® (Prodesa Produtos Especiais para

Alimentos S/A)

**AMM: agua de maceragao de milho (Corn Products Brasil)
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4.3.Estudo da relagdo entre tempo de fermentagio, crescimento do
microrganismo, altera¢gdo do pH do meio de cultivo 2 e producio de
glicosiltransferase pela linhagem de Erwinia sp D 12 em fermentador de §
litros, a 24°C, 26°C, 28°C e 30°C

O estudo do crescimento do microrganismo e produgdo de
glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12 em meio de cultivo 2 otimizado,
composto de melaco de cana (160,0 g/L), peptona bacteriolégica Biobras (20 g/L)
e extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L), foi realizado de acordo com as
condicdes descritas no item 3.4.

As Tabelas 37, 38, 39 e 40 e as Figuras 12, 13, 14 e 15 ilustram,
respectivamente, a relac&o entre o tempo de fermentagao, alteragdo do pH do
meio de cultivo, crescimento do microrganismo e produgéo de glicosiltransferase a
24°C, 26°C, 28°C e a 30°C.

A Figura 12 e a Tabela 37 mostram que na fermentacéo a 24°C, a produgéo
de glicosiltransferase intracelular pela linhagem Erwinia sp D12 foi verificada na
fase exponencial de crescimento e atingiu atividade maxima de 14,01 UA/mL apés
11 horas de fermentagdo. Apds este periodo, foi observada uma gueda da
atividade de glicosiliransferase, sendo que apds 24 horas de fermentacdo a
atividade diminuiu para 9,42 UA/mL.
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Tabela 37: Influéncia do tempo de fermentagdo na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteragdo do pH
durante a fermentagio de Erwinia sp D12 em meio de cultivo 2 composto de
melaco (160,0 g/l), peptona bacteriolégica Biobras (20 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(15 giL.), em fermentador de 5 L, a 24°C.

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

2 2,10 1,05 8,0
4 3,72 1,41 5.9
8 573 3,22 5,8
7 7.09 5.41 6,1
8 8,79 7.64 6,1
9 9,85 10,04 6.1
10 10,34 13,40 6,1
11 10,61 14,01 6,1
13 11,02 11,81 6,1
24 12,23 8,42 8,0
16,00
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l"&“CrescEmerﬁo do Microrganismo ~#~Producac de Glicosiliransferase ~~ pH do meio de Cultivo )

Figura 12: Estudo da relagdo entre tempo de fermentagdo, crescimento do
microrganismo, produgido de glicosiltransferase e alteragdo do pH do meio
de cultivo 2 a 24°C.
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A Figura 13 e a Tabela 38 ilustram que na fermentacéo a 26°C, a produgéo
de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12 ocorreu na fase exponencial
de crescimento atingindo atividade maxima de 14,61 UA/mL apds 10 horas de
fermentagdo. Posteriormente, observou-se uma queda da atividade de
glicosiliransferase, sendo que apds 24 horas de fermentacdo foi obtido
11,2 UA/mL.

Tabela 38: Influéncia do tempo de fermentacdo na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteragdo do pH
durante a fermentacio de Erwinia sp D12 em meio de cultivo 2 composto de
melaco (160,0 g/L), peptona bacteriolégica Biobras (20 g/l.) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(15 g/L), em fermentador de 5 L., a 26°C.

Tempo (horas) Massa Ceiular (Abs/660 nm) Atividade (UA/mL) pH

2 2,01 0,78 5.9
4 4,64 1,36 58
6 6,55 4,59 58
7 7,60 6,14 5,7
8 10,23 973 5,7
9 11,24 13,31 57
10 12,05 14,61 5,7
11 11,74 13,23 5,6
13 12,31 11,38 55
24 11,66 11,20 56
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Figura 13: Estudo da relagdo entre tempo de fermentacdo, crescimento do
microrganismo, producio de glicosiltransferase e alteragdo do pH do meio
de cultivo 2 a 26°C.

A Figura 14 e a Tabela 39 ilustram que na fermentagdo pela linhagem
Erwinia sp D12 a 28°C, a produgdo de glicosiltransferase ocorreu na fase
exponencial de crescimento e que atingiu atividade maxima de 12,20 UA/mL ap6s
10 horas de fermentacgao. Apos este periodo, houve uma diminui¢io gradativa da
atividade enzimatica, atingindo um valor de 9,16 UA/mL apds 24 horas de
fermentacao.
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Tabeia 39: Influéncia do tempo de fermentagcdo na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e alteragio do pH
durante a fermentacio de Erwinia sp D12 em meio de cultivo 2 composto de
melago {160,0 g/L}, peptona bacteriologica Biobras (20 g/L} ¢ extrato de
levedura Prodex Lac SD®{15 g/L}, em fermentador de 5 L, a 28°C.

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

2 0,54 0,54 5,8
4 2,00 2,00 5.8
6 7,49 7,49 57
7 10,30 10,30 5,6
8 10,57 10,57 56
9 12,11 12,11 5,7
10 12,20 12,20 5,6
11 11,53 11,53 5,5
13 11,77 1,77 5,5
24 9,16 9,16 55
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Figura 14: Estudo da relagdo entre tempo de fermentacao, crescimento do
microrganismo, produgdo de glicosiltransferase e alteragdo do pH do meio
de cultivo 2 a 28°C.
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A Figura 15 e a Tabela 40 mostram que a produgéo de glicosiltransferase
pela linhagem Erwinia sp D12 a 30°C, ocorreu na fase exponencial de crescimento
alcangando atividade maxima de 9,44 UA/mL apds 9 horas de fermentagao.
Observou-se uma diminuicao de atividade enzimatica, sendo que foi obtido
8,23 UA/mL apds 24 horas de fermentacéo.

Tabela 40: Influéncia do tempo de fermentacio na atividade de
glicosiltransferase, crescimento do microrganismo e aiteragio do pH
durante a fermentacao de Erwinia sp D12 em meio de cultivo 2 composto de
melago (160,0 g/L), peptona bacteriolégica Biobras (20 g/L) e extrato de
levedura Prodex Lac SD®(15 g/L), em fermentador de 5 L, a 30°C.

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

2 2,84 0,70 58
4 578 2,60 5,6
6 8,01 6,97 5,6
7 12,01 9,37 5,6
8 11,00 9,35 586
9 11,18 9,44 5,5
10 11,13 8,78 5,5
11 11,34 8,15 55
13 11,63 8,16 54

24 11,08 8,23 5.4
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Figura 15: Estudo da relagdo entre tempo de fermentagéo, crescimento do
microrganismo, producdo de glicosiltransferase e alteragdo do pH do meio
de cuitivo 2 a 30°C.

A Tabela 41 ilustra que obteve-se maior producao de glicosiltransferase
pela linhagem Erwinia sp D12 nas temperaturas de 24°C e 26°C, em meio de
cultivo 2 otimizado composto de melago de cana (160 g/l), peptona bacteriologica
Biobras (20 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (15 g/L), sendo obtido
respectivamente 14,01 UA/mL e 14,61 UA/mL.
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Tabela 41: Produgdo de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12, em
meio de cultivo 2 otimizado composto de melago de cana (160 g/L), peptona
bacteriolégica Biobras (20 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD®
(15 g/L), em fermentador de 5 litros, a 24°C, 26°C, 28°C e 30°C.

Atividade de
. Tempo de Fermentagao
Temperatura Glicosiltransferase
{horas)
(UA/mL)
24°C 14,01 11
26°C 14,61 10
28°C 12,20 10
30°C 9,44 9

4.4.Estudo da conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase livre, células livres e células imobilizadas em alginato de
calcio, de Erwinia sp D 12, em processo em batelada

A conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se os sistemas de
enzima livre, células livres e células imobilizadas em alginato de calcio, no
processo em batelada, foi estudada como descrito no item 3.6.

4.4.1.Conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase livre

No estudo da conversao de sacarose utilizando-se glicosiltransferase livre,
obtida por ultrasonicagio de 2 g de células de Erwinia sp D12, foi obtida 10,24 g
de isomaltulose a partir de 50 miL de solugdo de sacarose 35,0% (p/v), apos 12
horas de reagdo a 30°C (Tabela 42).
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4.4.2.Conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres e
células imobilizadas em alginato de calcio, de Erwinia sp D12

A Tabela 42 ilustra a conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
2 g de células livres ou células imobilizadas, contendo 2 g de células, de Erwinia
sp D12.

Apds 12 horas de reagdo a 30°C, foram obtidos 6,86 g e 5,27 g de
isomaltulose nas misturas de reagéo contendo 50 mlL. de solucéo de sacarose 35%
(piv) e células livres; e 50 mL de solugio de sacarose 35% (p/v) e células
imobilizadas de Erwinia sp D12 em alginato de célcio, sendo que, apos incubagéao
com novas aliquotas de 50 mL de solugdo de sacarose 35% (p/v) foram obtidos
6,50 g e 5,72 g de isomaliulose, respectivamente.

Apos 24 horas de reacéo, utilizando-se células livres e células imobitizadas
de Erwinia sp D12 foram obtidos respectivamente, 13,36 g e 10,99 g de
isomaltulose.

A conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se glicosiltransferase
livre foi maior em relagéo a utilizaggo de células livres e células imobilizadas nas
primeiras 12 horas de reacao, no entanto, as células livres e célutas imobilizadas
permitem sua reutilizagdo no processo de conversdo de sacarose em
isomaltulose, o que ndo é possivel com a glicosiltransferase livre.

Obteve-se maior conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células livres de Erwinia sp D12 quando comparada com as células imobilizadas.
Isto pode ser devido & maior superficie de contato com a solugdo de sacarose e
maior facilidade de difus@o da sacarose utilizando-se células livres.
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Tabela 42: Valores de conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se
enzima livre,células livres e células imobilizadas em alginato de calcio, em
processo em batelada.

Tempo de Reacao Enzima Livre Célula Livre Ceélula Imobilizada
(horas) Isomaltulose (g) Isomaltulose (g} Isomaltulose (g)
12 10,24 6,86 5,27
24 - 6,50 5,72
Total 10,24 13,36 10,99

4.5 Estudo da imobilizacdo das células de Erwinia sp D12 em alginato de

calcio

4.5.1.Imobilizacao de células de Erwinia sp D12, em diferentes alginatos de
sodio e conversio de sacarose em isomaltulose, em processo em batelada

O estudo da imobilizagdc das células de Erwinia sp D12 em diferentes
alginatos de sddio, visando & substituico do alginato de sodio Sigma por outro
alginato de menor custo, foi realizado como descrito no item 3.7.1. Neste estudo,
apés cada coleta de amostra, as aliquotas de 50 mL de solugéo de sacarose
35,0% {p/v) foram repostas por novas aliquotas de 50 mL de solug¢do de sacarose
35% (piv).

A Tabela 43 e a Figura 16 mosiram que utilizando-se células de Erwinia sp
D12 em 1,0% de aiginato de sbédio Sigma, Synth e Vetec foram obtidas
respectivamente, 24,79%, 22,92% e 18,54% de conversdo de sacarose em
isomaltulose apds 24 horas de reacdo. Nas amosiras obtidas apds a terceira
adicdo de 50 mL de solugao de sacarose 35,0% (p/v), referente a 48 horas de uso
das células imobilizadas em solugdes 1,0% de alginatos de sddio Sigma, Synth e
Vetec, foram obtidas porcentagens de conversdo de sacarose em isomaltulose
iguais a 13,46%, 10,91% e 14,66%, respectivamente.
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A Tabela 44 e Figura 16 ilustram que utilizando-se células de Erwinia sSp
D12 em 1,5% de alginato de sédio Sigma, Synth e Vetec foram obtidas
respectivamente, 29,57%, 24,49% e 23,71% de conversio de sacarose em
isomaitulose apos 24 horas de reacdo. Nas amostras obtidas apos a terceira
adicao de 50 mL de solugdo de sacarose 35% (p/v), referente a 48 horas de uso
das células imobilizadas em solucdes 1,5% de alginatos de sédio Sigma, Synth e
Vetec, foram obtidas porcentagens de conversao de sacarose em isomaltulose
iguais a 18,82%, 16,28% e 11,58%, respectivamente.

A Tabela 45 e Figura 16 ilustram que utilizando-se células de Erwinia sp
D12 em 2,0% de alginato de sbédio Sigma, Synth e Vetec, foram obtidas
respectivamente, 26,14%, 23,97% e 22,54% de conversdo de sacarose em
isomaitulose apdés 24 horas de reacdo. Nas amostras obtidas apos a terceira
adicao de 50 mL de solucdo de sacarose 35% (piv), referente a 48 horas de uso
das celulas imobilizadas em solugbes 2,0% de alginatos de sédio Sigma, Synth e
Vetec, foram obtidas porcentagens de conversdo de sacarose em isomaitulose
iguais a 19,44%, 12,87% e 11,47%, respectivamente.

Foi obtida maior conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células de Erwinia sp D12 imobilizadas em alginato de sédio de alta viscosidade
Sigma, no entanto, considerando-se o alto custo desse reagente, poderia ser
utilizado alginato de sédio Synth, em substituicio ao alginato de sédio Sigma, na
concentragéo 1,5% ou 2,0% para a imobilizagéo das células.
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Tabela 43: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
imobilizadas em alginato de calcio (1,0%), em processo em batelada.

Tempo Alginato Sigma 1,0% Alginato Synth 1,0% Alginato Vetec 1,0%

Amostra
(horas) Conversao (%) Conversao (%) Converséo (%)
1 24 2479 22,92 18,54
2° 36 22,92 15,14 12,45
3 43 13,46 10,91 7,71

Tabela 44: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
imobilizadas em alginato de calcio {1,5%), em processo em batelada.

Tempo Alginato Sigma 1,5%  Alginato Synth 1,5%  Alginato Vetec 1,5%

Amostra (horas) Conversdo (%) Conversio (%) Conversiao (%)
12 24 29,57 24,49 23,71
2° 36 20,86 14,76 16,59
3 48 18,82 16,28 14,66

Tabela 45: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
imobilizadas em alginato de calcio {2,0%), em processo em batelada.

Tempo Alginato Sigma 2,0% Alginato Synth 2,0%  Alginato Vetec 2,0%

Amostra {horas) Converséo (%) Converséo (%) Conversao (%)
14 24 26,14 23,97 22,54
22 36 24,80 21,69 13,89
3 48 19,44 12,87 11,47
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Figura 16: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células de

Erwinia sp D12 imobilizadas em diferentes concentragdes e tipos de alginato
de sédio, em processo em batelada.

4.5.2.Imobilizagéo de células de Erwinia sp D12, em alginatos de sédio Synth
e Sigma, em diferentes concentragées e conversio de sacarose em
isomaltulose em bioreator

A Tabela 46 e Figura 17 ilustram a conversdo de sacarose em isomaltulose
utilizando-se celuias de Erwinia sp D12, imobilizadas em alginato de sédio Synth
1,5% e 2,0% e aiginato de sodio Sigma 1,5%, em bioreator.

Verifica-se que a conversdo de sacarose em isomaltulose, para células
imobilizadas em ailginato de sédio Sigma 1,5%, variou de 16,52% a 23,67%. Nas
primeiras 12 horas atingiu-se 16,52% de convers&o, com maxima de 23,67% apds
72 horas de reacgao.
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Pode-se observar que a conversdo de sacarose em isomaltulose, para
celulas imobilizadas em alginato de sodic Synth 1,5%, variou de 10,64% a
21,16%. Nas primeiras 12 horas atingiu-se 15,91% de convers&o, com maxima de
21,16% apOs 48 horas de reagdo e ap6s 72 horas, um minimo de 10,64% de
conversao.

Observa-se ainda que a conversdo de sacarose em isomaltulose, para
células imobilizadas em alginato de sodio Synth 2,0%, variou de 15.81% a
$2,62%. Nas primeiras 12 horas atingiu-se um maximo de 52,62% de conversao, e
apos 72 horas, um minimo de 15,81% de conversao.

Pode-se concluir que o alginato de sodio Sigma na concentragso de 1,5%
pode ser substituido pelo alginato de sédio Synth na concentragcdo de 2,0%,

obtendo-se maiores taxas de convers3o de sacarose em isomaliulose.

Tabela 46: Valores de conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células de Erwinia sp D12, imobilizadas em alginato de calcio Sigma 1,5% e
Synth 1,5% e 2,0%, em bioreator.

Tempo Sigma 1,5% Synth 1,5% Synth 2,0%
(horas) Conversao (%) Conversiao (%) Conversao (%)
24 16,52 15,91 52,62
36 19,39 15,44 45,40
48 19,42 21,18 28,03
60 18,06 12,59 21,14
72 23,67 10,64 15,81
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Figura 17: Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células

imobilizadas de Erwinia sp D12, em alginato de calcio Sigma 1,5% e alginato
de calcio Synth 1,5% e 2,0%, em bioreator.

4.5.3.Efeito da concentragdo de células de Erwinia sp D12 imobilizadas em

alginatc de calcio, na conversio de sacarose em isomaltulose, em bioreator

A Tabela 47 e a Figura 18 ilustram a conversdo de sacarose em
isomaltulose utilizando-se células imobilizadas contendo diferentes concentragbes
de massa celular.

Utilizando-se suspenstes 20%, 30% e 40% (g de massa celular
umida/volume), para a imobilizagao de células em alginato de calcio, foram obtidos
valores de conversdo maxima de sacarose em isomaltulose de 52,62%, 61,17% e
64,06%, respectivamente.
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Observou-se que o aumento da concentracio de células nos granulos de
células imobilizadas resultou em aumento da conversdo de sacarose em
isomaltulose e que a taxa de conversao tende a diminuir com o tempo de reagéo.

Tabela 47: Valores de conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
suspensdes 20%, 30% e 40% de massa celular de Erwinia sp D12,
imobilizadas em alginato de caicio Synth 2,0%, em bioreator.

Suspensao de Massa Suspensido de Massa Suspensio de Massa

Tempo
Celular 20% (piv) Celular 30% (pfv) Celutar 40% (p/iv)

(horas) Conversao (%) Conversao (%) Conversao (%)

12 16,99 | 26,73 19,33

24 52,62 61,17 64,06

36 45,40 38,71 45,99

48 28,03 31,14 44 .25

60 21,14 22,37 33,42

72 15,81 16,65 2478

84 10,72 12,50 23,39

96 10,59 11,28 21,30
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Figura 18: Conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se
suspenstes 20%, 30% e 40% de massa celular de Erwinia sp D12,
imobilizadas em alginato de calcio Synth 2,0%, em bioreator.

454 Estudo da conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se
células de Erwinia sp D12 imobilizadas em alginato de calcio, em bioreator,
com recirculagao de substrato

Utilizando-se suspensidoc 40,0% de células de Erwinia sp D12 (massa
celular Umida/volume) e solugdo 2,0% de alginato de sédio Synth, para a
imobilizagdo de céiuias, foi obtida 74,18% de conversao da sacarose em
isomaltulose apos 24 horas de reagao, a 30°C.

A figura 19 ilustra a cromatografia liquida de alta eficiéncia dos agucares
obtidos através da conversao enzimatica da sacarose pelas células de Erwinia sp
D12 imobilizadas em alginato de calcio.
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Ndo foi detectada sacarose na mistura de aclGcares, sendo que foi
observada a formacac de outro aglcar, diferente da isomaltulose. Foi detectada,

em menores quantidades, a presenca de frutose e glicose na mistura de aglcares.

isomaltulose

: 5, H %
Frutose Glicose / KT/ %
i -+ : ' =1

Figura 19: Cromatografia liquida de alta eficiencia dos aglcares obtidos
através da conversdo enzimatica da sacarose pelas células de Erwinia sp
D12 imobilizadas em alginato de calcio.

Huang et al. (1998) verificaram que a enzima denominada isomaltulose
sintase, proveniente da bactéria Klebsiella planticola CCRC 19112, convertia
sacarose em isomaltulose (76,0%-84,0%), trealulose (14,0%-16,0%) e tragos de
glicose (2,0%-6,0%) e frutose (2,0%-3,0%).

Celestino (1998) utilizando a enzima glicosiltransferase de Erwiniasp D12 e
solugdo de sacarose 5,0% e 10,0% (p/v) obteve rendimentos de 73,5% e 72,3%
de isomaltulose, respectivamente, apos 4 horas de reagao, a 40°C.

Heikkila et al. (2000) descreveram a conversdo enzimatica de sacarose em
isomaltulose e ftrealulose utilizando Protaminobacter rubrum CBS 574.77.

131



Resultados e Discusséo

A sacarose foi convertida em 82,0% de isomaltulose, 8,8% de trealulose, 3,3% de
frutose, 2,0% de glicose e 3,8% de oligossacarideos.
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Conclusbes

5.Conclusdes

No estudo da otimizacdo do meio de cultivo de Erwinia sp D12 para a
producgdo de glicosiltransferase, em frascos sob agitagéo, utilizando-se melacgo de
cana, peptona bacteriologica Biobras e extrato de levedura Prodesa Lac LD®, foi
obtida maior produgao de glicosiltransferase 7,26 UA/mL, em meio de cultivo 2,
composto de meiago de cana (160 g/L), peptona bacteriol6gica Biobras (20 g/L) e
extrato dé levedura Prodex Lac SD® (15 g/L), apés 15 horas de fermentacao, a
30°C.

Verificou-se que, no estudo da otimizagdo do meio de cultivo de Erwinia sp
D12 para a producdo de glicosiltransferase, em frascos sob agitacéo, foi obtida
6,656 UA/mL, em meio de cultivo 3, composto de melago de cana (100 g/L), agua
de maceracido de mitho (60 g/L) e extrato de levedura Prodex Lac SD® (8 g/L),
apos 15 horas de fermentacao, a 30°C.

No estudo da relacdo entre o tempo de fermentagdo, crescimento do
microrganismo, alteragdo do pH do meio de cuitivo 2 e produgédo de
glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp D12 em fermentador de 5 litros, foi
obtida maior producéo de glicosiltransferase 14,61 UA/mL, a 26°C, apds 10 horas
de fermentacdo. Nas temperaturas de 24°C, 26°C, 28°C e 30°C, foram obtidas
respectivamente, atividade de glicosiltransferase iguais a 14,01 UA/mL,
14,61 UA/mL, 12,20 UA/mL e 9,44 UA/mL.

No estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se enzima
livre, células livres e ceélulas imobilizadas em alginato de calcio, de Erwinia sp D12,
em processo em batelada, foi obtido maior taxa de converséo utilizando-se células
livres e células imobilizadas.

No estudo da imobilizacdo de células de Erwinia sp D12, em alginato de
calcio, verificou-se que as solugdes 1,0% e 1,5% de alginato de sodio Sigma, de
alta viscosidade, podem ser substituidas por solugdo 2,0% de alginato de sddio
Synth, de menor custo. Na convers@o de sacarose em isomaliulose, utilizando-se
células imobilizadas em alginato de calcio Sigma 1,5% e Synth 1,5% e 2,0%, em
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bioreator, foram obtidas respectivamente, 23,67%, 21,16% e 52,92% de
conversao maxima. -

No estudo sobre o efeito da concentragao de células de Erwinia sp D12
imobilizadas em alginato de calcio, na conversao de sacarose em isomatiulose em
bioreator, foi obtida maior conversdo 64,06% apds 24 horas, utilizando-se
suspensao celular 40% (g de massa celular imida/mL).

Utilizando-se suspensédo 40,0% de células de Erwinia sp D12 (g de massa
celular imida/ml.) e solugéo 2,0% de alginato de sédio Synth para a imobilizagao
de células em bioreator, foi obtida 74,18% de conversido da sacarose em
isomaltulose, apds 24 horas de reacéo, a 30°C.
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Sugestdes para frabalhos futuros

6.Sugestées para trabathos futuros

Estudo da produgao de massa celular de Erwinia sp D12 para aplicagé@o na
conversao enzimatica de aglcar cristal em isomaltulose, utilizando-se meio de
cultivo 3 composto de melaco de cana (100 g/L), agua de maceragao de mitho
(60 g/L), extrato de levedura Prodesa Lac SD® (8 g/L) e K:HPO4 (0,1 g/L.).

Estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se células
livres de Erwinia sp D12. Efeito da conceniracdo de sacarose e de nuirientes na
conversio de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de Erwinia sp
D12.

Estudo da imobilizacéo de células de Erwinia sp D12. Efeito da adicdo de

polietilenoimina e glutaraldeido na estabilidade da glicosiltransferase. Estudo da
vida atil das células imobilizadas de Erwinia sp D12.
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