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Resumo

A isomaltulose e a trealulose sao dissacarideos isbmeros estruturais, que
podem ser obtidos a partir da sacarose utilizando-se glicosiltransferase bacteriana.
Esses dissacarideos sao considerados agucares alternativos de grande potencial
para uso nas industrias de alimentos e farmacéutica porque sao hidrolisados e
absorvidos mais lentamente e apresentam baixo potencial cariogénico comparado

com a sacarose.

Foi estudada a imobilizacao de células de Serratia plymuthica ATCC 15928,
produtora de glicosiltransferase por gelificagdo ibnica em gel alginato contendo
transglutaminase (TG) e também a utilizacdo de células livres para a conversao de

sacarose em isomaltulose e trealulose.

Utilizando-se células livres de Serratia plymuthica ATCC 15928 foi obtido
70% de conversao em isomaltulose e 8% de trealulose a 25°C por 10 bateladas de

15 minutos, a partir de solugao de sacarose 30%.

Entre as cinco amostras de alginato de sodio testadas, para a imobilizagao
das células de S. plymuthica ATCC 15928 com e sem adi¢éo de TG, foram obtidos
melhores resultados (médio de trés bateladas) de conversédo de sacarose (37,4%
de isomaltulose) utilizando o alginato de sddio B, de alta viscosidade (14.000cP
Sigma — A 7128) em presencga de TG. Nas condi¢des estudadas (1,7% de alginato

de sodio, 30% de massa celular umida, solugao de cloreto de sodio 0,2Mol/L, 2%
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de TG e 35% de sacarose) também houve maior facilidade de formacao de
granulos uniformes. A presenga de TG como agente de reticulagédo na matriz de
imobilizacdo melhorou a estabilidade de conversao por trés bateladas onde
observou-se resultado médio 27% maior com relagdo a matriz com o mesmo tipo

de alginato (B) em auséncia de TG.

A composigdo da matriz de imobilizagcdo com adigdo de TG foi otimizada
por metodologia de planejamento experimental, assim como a adigado de gelatina
como fonte de proteina adicional para promogéao de liga¢cdes cruzadas catalisadas
pela TG. Os melhores resultados de conversdo de sacarose (solugédo 35%) em
isomaltulose (72,66% de isomaltulose e 8% de trealulose em 4 bateladas de
24horas) foram obtidos utilizando-se matriz de polissacarideo-proteina composto
de 1,7% de alginato de sodio 14.000cP (Sigma®-A7128), 0,25mol/L de CaCls,
0,5% de gelatina, 3,5% de TG e concentragdo de massa celular umida superior a

35% (m:v).

Verificou-se que a adicao de ALMP na matriz de alginato de calcio-gelatina-
TG para imobilizagcdo de S. plymuthica, testada por planejamentos experimentais
sequenciais, ndo aumentou a estabilidade da taxa de conversao de sacarose em
isomaltulose quando comparada com as células imobilizadas em matriz de

alginato de calcio-gelatina-TG.

Em processo continuo utilizando-se coluna empacotada com células de S.
plymuthica imobilizadas em matriz otimizada e descrita acima, foi obtida taxa de

conversiao média de 64% de sacarose em isomaltulose durante 200 horas de
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processo, equivalente a 0,27g de isomaltulose/g de células imobilizadas/hora em

coluna a 25°C e fluxo de substrato (35% de sacarose) 0,2mL/min.

Palavras Chave: Imobilizagdo, transglutaminase, isomaltulose, Serratia

plymuthica.
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ABSTRACT

The isomaltulose and trehalulose are disaccharides and structural isomers,
which can be obtained from sucrose using bacterial glycosyltransferase. These
disaccharide are considered alternative sugars with great potential for use in the
food and pharmaceutical industries because they are hydrolyzed and absorbed

more slowly and have a low cariogenic potential compared with sucrose.

The conversion of sucrose to isomaltulose and trehalulose was estudied
using immobilized and free cells of Serratia plymuthica ATCC 15928. The cells

were immobilized by ionic gelation in alginate gel containing transglutaminase.

Using free cells of Serratia plymuthica ATCC 15928 was obtained 70%
isomaltulose conversion and 8% trehalulose conversion at 25° C in 10 batches of

15 minutes from a 30% sucrose solution.

Among the five samples of sodium alginate tested for S. plymuthica ATCC
15928 cells immobilization, with or without the addition of TG, the best results
(average of three batches) were obtained using sodium alginate B, high viscosity
(14.000cP Sigma - A 7128) in the presence of TG, leading to 37.4% isomaltulose
conversion from sucrose. In the studied conditions (1.7% sodium alginate, 30% wet
cell mass solution of sodium chloride 0.2 Mol/L, 2% TG, 35% sucrose) was also
easier to form uniform granules. The presence of TG as a crosslinking agent in the

immobilization matrix improved the stability during three batches, resulting in an
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27% higher average conversion with respect to a same type of alginate (B) matrix

in absence of TG.

Immobilization matrix compositions with addition of TG was optimized by
experimental design methodology, as well as the addition of gelatin as a protein
source for promoting additional crosslinking catalyzed by TG. The best results
conversion of sucrose (35% solution) into isomaltulose (72.66% of isomaltulose
and 8% of trehalulose in 4 batches of 24 hours) were obtained using protein-
polysaccharide matrix composed of 1.7% alginate 14.000cP sodium (Sigma®

A7128), 0.25 Mol/L CaCly, 0.5% gelatin, 3.5% TG, and wet cell mass concentration

of 35% (w:v).

It has been found that the addition of ALMP (amidated low methoxyl pectin)
into the calcium alginate-gelatin-TG matrix for immobilization of S. plymuthica,
tested by sequential experimental design, do not increase the stability of sucrose to
isomaltulose conversions rate when compared with cells immobilized in calcium

alginate -gelatin-TG matrix.

In continuous process using a packed column with S. plymuthica cell's
immobilized in the optimized matrix described above, it was obtained an average
conversion rate of 64% sucrose to isomaltulose during a 200 hours process,
equivalent to 0.27g isomaltulose per gram of immobilized cell per hour, in a column

at 25° C and using flow substrate (35% sucrose) of 0.2 mL / min.

Keywords: Immobilization, transglutaminase, isomaltulose, Serratia plymuthica.
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1 INTRODUGCAO

A isomaltulose e a trealulose sao isbmeros estruturais da sacarose. A
isomaltulose, também conhecida como palatinose®, ocorre naturalmente no mel e
na cana-de-agucar e tem sido considerada um promissor adogante substituto da
sacarose (NAGAI-MIYATA, et al. 1993). A isomaltulose é usada no Japao como
ingrediente e substituto da sacarose na produgdo de gomas de mascar, produtos
lacteos e de panificagdo, doces, chocolates, sobremesas e bebidas, devido ao seu
baixo potencial cariogénico. A isomaltulose apresenta cerca de 50% da dogura da
sacarose e propriedades fisicas e sensoriais muito similares (HUANG, et al. 1998)
e, quando utilizada em alimentos, como substituto da sacarose em confeitos e
chocolates, ndo foram notadas diferengas na dogura ou sabor residual (TAKAZOE,

1989).

A trealulose, que possui cerca de 70% da dogura da sacarose e baixo
potencial cariogénico, pode ser utilizada em alimentos com altos teores de

adogantes como geléias e balas de goma (SALVUCCI, 2003).

A isomaltulose e a trealulose apresentam baixa velocidade de hidrolise e
formacdo de monossacarideos no organismo, e consequentemente possuem
baixos indices glicémicos e uma menor resposta a requisicdo de insulina; sendo,
portanto, recomendados para aplicagdo em alimentos e bebidas destinados aos

diabéticos e esportistas (ARAI, et al. 2007; KRASTANOV & YOSHIDA, 2003;



RAVAUD, et al. 2005). Comercialmente a isomaltulose é utilizada, pela industria
de alimentos, na producdo de isomalte, uma mistura equimolar de agucar-alcool

de baixo valor calorico e ndo cariogénico, obtido por hidrogenagéo.

A isomaltulose possui valor de mercado maior do que a sacarose. A
conversao de sacarose em isomaltulose e posterior hidrogenagdo quimica deste
ultimo para a produgédo de isomalte é, portanto, bastante atrativa e promissora

(LICHTENTHALER, 2006).

A isomaltulose e a trealulose s&o obtidos simultaneamente através da
conversao enzimatica da sacarose, pela enzima glicosiltransferase, produzida por
micro-organismos. No entanto a proporgdo dos produtos de conversio varia
conforme a linhagem. As glicosiltransferases das linhagens de Protaminobacter
rubrum (HASHIMOTO, et al. 1987), Erwinia rhapontici NCPPB1578 (CHEETAM,
1984; SALVUCCI, 2003), Erwinia sp. (KAWAGUTI & SATO, 2010a) Serratia
plymuthica ATCC 15928 (VERONESE & PERLOT, 1999; KAWAGUTI & SATO
2010b), Pantoea dispersa UQ68J (Wu & BIRCH, 2004); Klebsiella sp. (HUANG, et
al. 1998), convertem a sacarose em isomaltulose (50 — 90%), enquanto que as
enzimas de Pseudomonas mesoacidophila MX45 (RAVAUD et. al., 2005) e
Agrobacterium radiobacter MX-232 produzem principalmente trealulose (cerca de

90%) (NAGAI-MIYATA, et al. 1993).

O alginato de sodio é o suporte mais utilizado para a imobilizagdo de células
microbianas inteiras. Recentemente, alguns trabalhos relataram o uso de

transglutaminase (TG) para a imobilizacado de células e enzimas (WANG et al.,
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2008; PARTANEN et al., 2009). A transglutaminase € uma enzima microbiana que
catalisa a formacéao de ligagdes cruzadas entre proteinas por formagao de ligagao

entre grupo y carboxila da glutamina e o grupo € amino da lisina.

A imobilizagdo de células e enzimas em suportes insoluveis tem sido
amplamente estudada e apresenta inumeras vantagens incluindo reutilizagao e ou

separacgao rapida da célula ou enzima do meio de reagao (WANG, 2007).

Muitas técnicas tém sido propostas para imobilizagcdo de células e enzimas
incluindo adsorgdo, encapsulacdo e estratégias de ligacdo covalente. A
imobilizagdo realizada por ligacdo covalente gera matrizes mais robustas que
apresentam alta resisténcia a variacdo de temperatura e agentes desnaturantes.
Entretanto alguns reagentes quimicos utilizados como agentes de ligagao cruzada
podem inativar enzimas, e a aplicacdo pode nao ser indicada para o
processamento de alimentos. Com isso a TG se apresenta como uma alternativa
interessante a ser aplicada como agente de ligagao cruzada por agir em condigdes
brandas, ndo agredir as enzimas e células preservando sua atividade e evitando o

uso de agentes quimicos toxicos (WANG, 2007).

A capacidade da transglutaminase em formar ligagcdes covalentes cruzadas
intra e intermoleculares tanto a 50°C (temperatura étima de atividade) como a 5°C
permite a formacao de rede protéica util para a imobilizacdo de enzimas e células

(MACEDO, 2005).



Pectina de baixo teor de metoxilagdo (ALMP) apresenta capacidade de
formacao de gel em presenca de ions calcio e demonstra potencial para aplicagao
em imobilizagdo celular, visto que, para essa matriz podem ser aplicadas as

mesmas metodologias utilizadas com o alginato (MARUDOVA & JILOV, 2003).

A aplicagdo de ALMP foi estudada por SANDOVAL-CASTILLA e
colaboradores (2010) como matriz alternativa de microencapsulagao de L. casei

para adigcao em bebida lactea como probidtico.

Este trabalho teve como objetivo estudar a conversao enzimatica da sacarose
(agucar cristal) em isomaltulose e trealulose empregando-se células livres e
imobilizadas da bactéria Serratia plymuthica ATCC 15928, produtora de
glicosiltransferase visando a estabilidade das altas taxas de conversdao de
sacarose em isomaltulose e trealulose em processo em batelada e continuo. Foi
estudado a composicdo da matriz de imobilizagdo da bactéria S. plymuthica por

gelificagdo idnica em alginato.

A enzima transglutaminase foi aplicada na composicdo da matriz de
imobilizacdo como agente de reticulacdo visando aumentar a retencdo da bactéria
S. plymuthica e promover estabilidade de conversdo de sacarose em isomaltulose

em processo por bateladas e continuo.

Foram estudados os efeitos de diferentes tipos de alginato e da adigdo da
enzima TG na imobilizacdo das células de S. plymuthica e conversao de sacarose

em isomaltulose.



Foram estudados os efeitos das variaveis concentracao de alginato de sddio,
cloreto de calcio, gelatina, enzima TG e massa celular, por metodologia de
planejamento experimental, na imobilizagdo das células de S. plymuthica e

conversao de sacarose em isomaltulose.

Foi estudado o efeito da adicdo de pectina de baixo teor de metoxilacédo
amidada (ALMP) na matriz de alginato de calcio-gelatina-TG para a imobilizagdo
das células de S. plymuthica e conversao de sacarose em isomaltulose, por

planejamento experimental.

As células de S. plymuthica imobilizadas em alginato de calcio-gelatina-TG,
em condigdes otimizadas foram testadas em sistema continuo, em coluna
empacotada, para a conversdo de sacarose (agucar cristal) em isomaltulose e

trealulose.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Isomaltulose e Trealulose

Nos ultimos anos a industria de alimentos tem incentivado e explorado a
preferéncia dos consumidores por produtos mais saudaveis € com menor
conteudo caldrico. Com isso observa-se também aumento na demanda de novos
substitutos da sacarose devido aos efeitos prejudiciais desse agucar na saude
humana, relacionados ao ganho de peso e obesidade, elevagcdo da taxa de
colesterol e outros efeitos adversos como caries dentarias e diabetes (LOO, et al.

1999; VERONESE & PERLOT, 1998).

A sacarose é o dissacarideo mais abundante no mundo. E essencialmente
produzido por plantas, onde desempenha papel vital como carboidrato de
transporte e por vezes de armazenamento. Quimicamente a sacarose € um
dissacarideo nao redutor, devido a sua ligagdo o 1—2 entre a glicose e a frutose.
Os isbmeros da sacarose podem ocorrer naturalmente ou serem formados a partir
da atividade de glicosiltranferases ou sacarose isomerases. Os isbmeros da
sacarose envolvem a ligagao glicosidica entre o carbono anomérico da glicose e
os carbonos nédo anoméricos da frutose resultando em cinco dissacarideos
redutores que apresentam propriedades quimicas individuais, sobre as quais, em

algumas aplicagbes, se sobressaem com vantagem a sacarose. Os isébmeros



leucrose (a0 1—5), maltulose (o 1—4), turanose (o 1—3) sao ocasionalmente
formados como produtos secundarios da sintese de poliglucanas ou reagdes de
hidrélise de amido. Alguns micro-organismos podem converter sacarose com
rendimentos notaveis em isdmeros estruturais isomaltulose (a1-6) e trealulose (a

1-1) (GOULTER, 2012).

A sacarose (O-a-D-glicopiranosil-(1—2)-frutofuranosideo) pode ser
convertida enzimaticamente nos isdmeros isomaltulose (O-a-D-glicopiranosil-
(1—6)-pB-frutofuranose) e trealulose (O-a-D-glicopiranosil-(1—1)-p-frutopiranose)
(KRASTANOV & YOSHIDA, 2003). A isomaltulose, ocorre naturalmente no mel e
na cana-de-agucar em pequenas quantidades e tem sido considerado um
promissor adogante substituto da sacarose (MOYNIHAN, 1998). A isomaltulose é
usada como ingrediente e substituto da sacarose na produgdo de gomas de
mascar, produtos lacteos e de panificacdo, doces, chocolates, sobremesas e
bebidas, devido ao seu baixo potencial cariogénico (HUANG, et al. 1998).
Presente no mercado japonés desde 1985, o acgucar isomaltulose sob nome
comercial Palatinose®, teve sua comercializacdo aprovada nos Estados Unidos,
Unido Européia, Australia e Nova Zelandia (RAVAUD, et al. 2009). A isomaltulose
apresenta baixa velocidade de hidrolise e formagdo de monossacarideos no
organismo, e consequentemente possuem baixos indices glicémicos e uma menor
resposta a requisi¢do de insulina; sendo, portanto, recomendados para aplicagao
em alimentos e bebidas destinados aos diabéticos e esportistas (ARAI, et al. 2007,

KRASTANOV & YOSHIDA, 2003; RAVAUD, et al. 2005).



Estudos indicam que a isomaltulose e seu derivado obtido por
hidrogenagao, o isomalte, atuam como inibidores das glicosidases do intestino. Foi
observada a inibigdo de hidrolise de sacarose, maltose, dextrina e amido quando
em mistura equimolar com a isomaltulose. A isomaltulose & citada como um
substituto promissor da sacarose por possuir melhores propriedades fisico-

quimicas e vantagens funcionais em relagao a sacarose (LINA, et al. 2002).

A isomaltulose apresenta cerca de 50% da dogura da sacarose
(HASHIMOTO, et al. 1987; SHIMIZU, et al. 1982; HUANG, et al. 1998) e
propriedades fisicas e sensoriais muito similares (TSUYUKI, et al. 1992) e, quando
utilizada em alimentos, como substituto da sacarose em confeitos e chocolates,

nao foram notadas diferencas na dogura ou sabor residual (TAKAZOE , 1989).

Comercialmente a isomaltulose é utilizada, na industria de alimentos, na
produgdo de isomalte, uma mistura equimolar de acgucar-alcool de baixo valor
calérico e nao cariogénico, obtida por hidrogenacdo. O isomalte também
conhecido como Isomalt® e Palatinit® tem atraido a atencdo de pesquisadores
devido a sua aplicagao industrial como substituto da sacarose em processamento
de alimentos sendo utilizado como adogante dietético e nao cariogénico (DUFLOT

& FOUACHE, 2001; MAKI, et al. 1983; OOSHIMA, et al.1983).

Alguns  micro-organismos  produzem  sacarose isomerases oOu
glicosiltransferases que convertem a sacarose nos dissacarideos redutores
isomaltulose e trealulose. No entanto a proporcdo dos produtos de conversao

varia conforme a linhagem, com formacao de glicose e frutose como subprodutos.
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A taxa de producdo depende principalmente da linhagem bacteriana
utilizada, mas também da temperatura, pH e condi¢des de reagédo. (HUANG, et al.
1998; VERONESE & PERLOT, 1998). As glicosiltransferases das linhagens de
Protaminobacter rubrum (HASHIMOTO, et al. 1987; KAKINUMA, et al. 1998;
SARKKI, et al. 1999; OLIVA-NETO & MENAO, 2009), Erwinia carotovora (LUND
& WYATT, 1973), Erwinia rhapontici NCPPB1578 (CHEETHAM, 1984;
SALVUCCI, 2003), Erwinia sp. D12 (KAWAGUTI, et al. 2006; KAWAGUTI & SATO
2010b), Serratia plymuthica (VERONESE, 1999; KRASTANOV & YOSHIDA,
2003; MCALLISTER, et al. 1990; ORSI, 2008; KAWAGUTI & SATO, 2010a),
Pantoea dispersa UQ68J (WU & BIRCH, 2005), Klebsiella sp. (PARK, et al. 1992;
PARK, et al. 1996), K. planticola (HUANG et al., 1998), convertem a sacarose
principalmente em isomaltulose (50-90%) (WU & BIRCH, 2004), as enzimas de
Pseudomonas mesoacidophila MX45 (RAVAUD et. al., 2005) e de Agrobacterium
radiobacter MX-232 produzem principalmente trealulose (cerca de 90%) (NAGAI-

MIYATA, et al. 1993).

O mercado voltado para a producdo do isomaltulose, também conhecida
como Palatinose® ou Lylose® € bastante promissor, e possui atualmente um valor
equivalente a 2 Euros/Kg, contra um valor de 0,20 Euros/Kg referente a sacarose,
sendo assim, um produto de maior valor agregado (LICHTENTHALER, 2006). O
mercado voltado para o isomalte também é promissor, sendo atualmente um
produto que possui alto valor agregado e que é produzido e comercializado em

escala industrial por um numero reduzido de paises, como o Japao e a Alemanha.



A trealulose possui cerca de 70% da docgura da sacarose e baixo potencial
cariogénico podendo ser utilizada em alimentos com altos teores de agucares

como geleias e balas de goma (OOSHIMA, et al. 1991; SALVUCCI, 2003).

Isomaltulose pode ser obtida na forma de pd branco e cristalino. E
termoestavel (ponto de fusdo a 122°C) inclusive em solugdes acidas e apresenta
baixa higroscopicidade e dogura de aproximadadente 42% em relagdo a sacarose

(HASHIMOTO et al. 1987)

Estudos em ratos e porcos indicam que o agucar isomaltulose é
completamente hidrolisado e absorvido no intestino delgado, entretanto a taxa de
hidrolise € muito menor se comparada a sacarose. Isomaltulose € particularmente
adequada para inclusdo em produtos dietéticos (LINA, et al. 2002). Pode ser
aplicada na obtengao de oligbmeros de isomaltulose, que atuam como prebidticos,
estimulando a proliferacdo de bifidobactérias da microbiota intestinal

(KASHIMURA, et al. 1996).

A isomaltulose € um carboidrato que é hidrolisado lentamente no intestino e
€ totalmente absorvida no intestino delgado, porém em taxas menores que a
sacarose, resultando em menores picos de glicemia e liberagdo de glicose mais
duradoura, com isso requer também menor resposta de insulina (LINA, et al.

2002).

HOLUB e colaboradores (2010) publicaram o primeiro estudo investigativo

da digestibilidade e absor¢ao de isomaltulose, in vivo em humanos saudaveis
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submetidos a dieta contendo isomaltulose acompanhados por 4 semanas. Os
resultados confirmam que a hidrolise da isomaltulose € completa, mas é muito
lenta assim como a sua absorg¢ao no intestino delgado humano, com isso nao
promove a formacgao de altos picos glicémicos, confirmando a isomaltulose como

um agucar de baixa caloria e baixa requisicdo de insulina.

Os efeitos da ingestdo de carboidratos na resposta de glicemia no sangue
depende do tipo de carboidrato ingerido. Em 2003, WESNES sugeriu que a
reducdo da atencdo e memoédria em criancas que receberam cereais com
diferentes carboidratos, incluindo isomaltulose, foi menor que a observada em
criangas que receberam glicose em bebida. Como os carboidratos complexos séo
digeridos mais lentamente isso pode contribuir para retardar a liberagao de glicose
no sangue e consecutivamente manter os niveis constantes o que por sua vez

pode influenciar no desempenho (BENTON & JARVIS, 2007).

TAIB, et al. (2012) relataram que a ingestdo de isomaltulose por adultos
aumenta a habilidade em calculos na mesma intensidade que a sacarose apoés 90
min da ingestdo, porém essa habilidade cai mais lentamente com isomaltulose.
Em criangas de 5 a 6 anos foi observada reducdo do declinio no desempenho
cognitivo (atencao, indice de sensibilidade e memaria de trabalho numérico) para
aquelas que ingeriram leite enriquecido com isomaltulose no café da manha em

comparagao com leite adicionado de glicose.

11



2.2 Conversao enzimatica de sacarose em isomaltulose por

sacarose isomerase ou glicosiltransferase microbiana.

Em 1990, MCALLISTER e colaboradores relataram o primeiro estudo da
utilizacdo de Serratia plymuthica ATCC 15928 como produtora de
glicosiltransferase intracelular capaz de converter sacarose em isomaltulose. A
glicosiltransferase foi extraida e purificada apresentando conversao de solugéo de
sacarose 40% em isomaltulose com eficiéncia de 87%. A Serratia plymuthica € um
micro-organismo gram negativo da familia Enterobacteriaceae, mesofilo,

anaerdbio facultativo.

VERONESE & PERLOT (1999) obtiveram 72,6% de isomaltulose, 6,6% de
trealulose, 10,1% de frutose e 10,1% de glicose, a partir de solugdo 292 mM de
sacarose utilizando glicosiltransferase purificada de Serratia plymuthica ATCC
15928, apds 5 horas de reacdo a 30°C e verificaram que a enzima apresentou
atividade 6tima em pH 6,2. A produgao maxima de isomaltulose foi verificada a

30°C.

No trabalho de KRASTANOV & YOSHIDA (2003) 1 g de células umidas de
Serratia plymuthica ATCC 15928 foi misturada com uma amostra de 10 mL de
solugdo de sacarose 40% em tampéo fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0, a 37°C.
Apos 2 horas de reacao, praticamente toda a sacarose foi convertida em 79,9% de
isomaltulose, 7,0% de trealulose, 5,84% de frutose, 2,90% de glicose e 2,79% de

outros agucares.
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KRASTANOQV, e colaboradores (2006) estudaram a conversédo de sacarose
em isomaltulose por células de S. plymuthica ATCC 15928 imobilizadas em
quitosana com o aditivo glutaraldeido, em reator por batelada e continuo. Foram
testarads diferentes concentragdes de substrato scarose (30-70%) e concluiu-se
que concentragdes superiores a 50% de sacarose dificulta a conversdao em
isomaltulose. A melhor condicdo foi 30% de sacarose atingindo converséo
superior a 90% de isomaltulose. Em processo continuo o melhor resultado foi de
94% de isomaltulose a partir de sacarose 40%. A determinagédo qualitativa e
quantitativa dos acucares foi feita por HPLC equipado com coluna de analise de

carboidratos e detector Rl 401.

Posteriormente o autor e colaboradores (2007), estudaram a conversao de
solugdo 40% de sacarose em isomaltulose por glicosiltransferase de células de
Serratia plymuthica ATCC 15928 imobilizadas em hollow-fiber e obtiveram taxa de

conversao de sacarose em isomaltulose de 90% por 36 a 48 horas.

ORSI (2008) estudou a otimizagao dos componentes do meio de cultivo
para a obtengdo de células de S. plymuthica ATCC 15928 com alta atividade de
glicosiltransferase. Utilizando-se o meio de cultivo otimizado composto de 40g/L
de melaco de cana de acucar, 15g/L de peptona bacteriologica Biobras® e 20g/L
de extrato de levedura Prodex LAC foi obtida atividade de glicosiltransferase de

25,97U/mL.

A autora estudou a conversdo de sacarose em isomaltulose por células

livres de S. plymuthica e obteve média de conversao de 75,2% durante 9
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bateladas sucessivas de reuso das células. Verificou-se que a faixa de pH 6timo
da glicosiltransferase de serratia plymuthica para conversdo de sacarose em
isomaltulose situou-se entre 6,0 e 7,0 e a temperatura 6tima da fermentagao pela
bactéria oi de 26°C. Utilizando coluna empacotada contendo células de Serratia
plymuthica ATCC 15928 imobilizadas em goma gelana tratadas com glutaraldeido
e secas por 36h a 10°C, obteve 69% de conversdo de sacarose em isomaltulose
durante 15 dias. Para células imobilizadas em alginato de calcio, foi obtido taxa de
conversdo de 64% de isomaltulose durante 15 dias, a 25°C. Os acucares foram
analisados em cromatografo liquido Dionex® equipado com coluna carbo Pac

PA1™ (4 mm X 270 mm) e detector eletroquimico ED50.

Bactérias produtoras de sacarose isomerases sao usadas industrialmente
para conversao de sacarose em seus isdmeros, particularmente isomaltulose e
trealulose, que apresentam vantagens sobre a sacarose para a aplicagdo em
alimentos. As sacarose isomerases podem converter sacarose em solugdo em
seus isdbmeros sem a necessidade de cofatores e a conversdo pode ser
consideravelmente completa devido a baixa energia para a obtengdo dos multiplos

isémeros (GOULTER, 2012).

A sacarose isomerase purificada de Erwinia rhapontici NX-5, converteu
sacarose em isomaltulose com taxas superiores 80%, em trealulose (13,8%) e

tracos de glicose e frutose (< 1%) (REN, 2011).

A (dlicosiltransferase de Erwinia sp. D12 imobilizada em celite 545

apresentou conversido de sacarose com isomaltulose em taxas superiores a 60%.
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Foi testada a imobilizacdo das células em microcapsulas de pectina de baixo teor
de metoxilagdo amidada (ALMP) e gordura (manteiga e acido oléico). As
microcapsulas de ALMP e gordura que foram liofilizadas apresentaram conversao
de sacarose em isomaltulose superior a 60% enquanto as microcapsulas nao
liofilizadas apresentaram conversdo de 30% de sacarose na primeira batelada

(CONTESINI et al., 2012)

OLIVA-NETO & MENAO (2009) estudaram a conversdo enzimatica de
sacarose em isomaltulose por glicosiltransferase de células de Protaminobacter
rubrum imobilizadas em alginato de calcio, glutaraldeido e polietilenimina. Foi
obtido entre 84 e 94% de conversédo enzimatica de sacarose em isomaltulose em

pH 7,0 e 30°C.

A producéo industrial de trealulose foi estudada por NAGAI e colaboradores
(2003) utilizando-se células de Pseudomonas mesoacidophila MX-45 imobilizadas
em alginato de calcio com polietilenimina e glutaraldeido. Foi obtida taxa de

conversao de 83% de trealulose a partir de solucdo de 40% de sacarose.

2.3 Conversao enzimatica de sacarose em isomaltulose por

células imobilizadas.

A imobilizagdo é um processo que gera particulas capazes de confinar

compostos ativos em uma matriz permitindo sua reutilizagdo em mais de uma vez
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(VELINGS & MESTDAGH, 1994), por meio de processo simples de separagao

como a filtragao.

A imobilizagao oferece outras vantagens como minimizagao do processo de
purificacdo, possibilidade de processo continuo, reutilizacdo de células ou
enzimas. Sendo assim o0 avang¢o em processos bioquimicos continuos podem ser
atribuidos ao advento dos processos de imobilizacdo (XI & XU, 2005). A
imobilizagcdo de células em matrizes de hidrogel pode oferecer protegdo as
condigbes severas do meio extracelular como pH, temperatura, solvente organico

e outros compostos capazes de inativar as células (DERVAKOS & WEBB 1991).

O sucesso do material de imobilizagao é freqiientemente medido em termos
da extensdo com a qual esse material restringe a difusdo de varios solutos como

proteinas, agucares e sais dentro e fora do gel (AMSDEN & TURNER, 1999)

A producdo industrial de isomaltulose somente apresenta viabilidade
econbmica quando sao utilizadas células imobilizadas de bactérias como S.
plymuthica, Erwinia sp., Klebsiella sp. produtoras de glicosiltransferase capazes de
converter sacarose em isomaltulose. Ha poucos relatos de aplicagdo de
preparagdes de glicosiltransferase para a conversao de sacarose em isomaltulose
devido ao alto custo da enzima e baixa estabilidade térmica. Muitos estudos estéo
sendo aplicados para a melhoria e desenvolvimento de tecnologia de imobilizagao

celular.
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A imobilizagdo em alginato de calcio para a produgado de isomaltulose tem
sido aplicada devido ao tamanho relativamente pequeno da molécula de sacarose
que facilmente penetra na estrutura (OLIVA-NETO & MENAO, 2009), e também

devido as condi¢des brandas necessarias para a imobilizagao celular.

Os sistemas de imobilizacdo podem oferecer resisténcias difusionais que
podem afetar negativamente a biotransformacgédo. A difusdo do substrato € um
parametro importante no caso de conversdo de sacarose devido a alta viscosidade
da solugdo. Varios fatores como concentragdo, viscosidade e tipo de alginato,
concentracdo de massa celular e tamanho da particula final sdo importantes para
a imobilizacéo, tanto quanto o aprisionamento das células e difusdo do substrato o

que por sua vez determina o rendimento global (MUNDRA, et al. 2007).

2.3.1 Imobilizagcdo em alginato de calcio

O alginato € um dos compostos mais usados para imobilizacdo e
encapsulacdo de células microbianas, enzimas, hormoénios, farmacos, 6leos e

aromas (VELINGS & MESTDAGH, 1994).

O alginato é um polissacarideo extraido de algas marinhas e sua estrutura
basica € composta de uma cadeia linear de polimeros contendo acido-3-1,4-D-

manurdnico e residuos de acido-a-1,4-L-gulurénico, sendo capaz de formar gel
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termicamente estavel em presenca de ions calcio. Existem diferentes sequéncias
e composicdes destes mondmeros nos varios tipos de alginato disponiveis que
determinam as propriedades do gel formado. Os mondémeros se apresentam em
blocos nas cadeias de alginato. As regides sao referidas como blocos M de acido
manurdnico e blocos G de acido gulurdnico. Os tipos diferentes de alginato sao
descritos pela propor¢ao de acido manurénico e acido gulurbnico em sua
composi¢cao [M/G]. O alginato é usado por nao apresentar toxicidade e por sua
habilidade em formar hidrogéis em condigcdes brandas (FUNDUEANU, 1999;

AMSDEN & TURNER, 1999).

Usualmente o material a ser encapsulado é misturado em uma solucao de
alginato de sédio e a mistura € gotejada em outra solugdo contendo ions calcio,
resultando na formacéao instantdnea de microparticulas onde estdo encapsuladas
células ou enzimas em estrutura tridimensional. As intera¢des idnicas entre blocos
de guluronato e ions calcio causam a formacao de gel forte e termoestavel com
propriedades que dependem amplamente das caracteristicas do polimero e dos
métodos de preparacdo. O sucesso desse método simples de encapsulagao é
devido as condicbes brandas necessarias e ao baixo custo de processo.

(STORKER, et al. 1991).
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2.3.2 Interacgao polissacarideo e proteina

A aplicagao de hidrocoldides utilizando-se interacéo entre polissacarideo e
proteina vem sendo estudada para a obtengdo de capsulas para a industria
farmacéutica e aplicagbes em produtos lacteos com e sem o uso da enzima
transglutaminase (TG) (MATIA-MERINO, et al. 2004) e representa alternativa

interessante para aplicacado em imobilizagao de células.

A combinacdo das propriedades das proteinas e dos polissacarideos sob
condigbes apropriadas (concentragdo, propor¢ao proteina:polissacarideo, pH,
forca ibnica e temperatura) pode ser uma boa estratégia para melhorar a
estabilidade de emulsdées (GUZEY e McCLEMENTS, 2006). De fato, proteinas e
polissacarideos podem formar complexos através de ligagbes covalentes ou

interacdes de atracao eletrostatica.

A interacdo eletrostatica em particulas pode ser controlada por variagdes de
carga de superficie que podem ser determinadas pelo potencial zeta das
particulas. Fatores como pH e concentragdo de eletrolitos em solugdo tem um
forte impacto na forca e no tipo de cargas eletrostaticas na superficie das
particulas e assim pode levar a diferentes intensidades de adsorgao de proteinas

quando diferentes condi¢des s&o utilizadas (PATIL et al., 2007).

A agregacao e adsorcao entre proteinas e polissacarideos com superficies

carregadas depende das caracteristicas fisico-quimicas da superficie e pode
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variar com o tipo e densidade da carga, conformacgao, orientagdo dos polimeros e

o tempo de interagdo (ROACH, FARRAR & PERRY, 2005).

A interagdo entre polissacarideos e proteinas, especificamente entre
alginato-gelatina, pectina-gelatina e pectina-caseina tem sido estudada para a
aplicagdo em produtos farmacéuticos visando a melhoria de caracteristicas como
coesdo e elasticidade em capsulas e microcapsulas (JOSEPH & VENKATRAN,
1995; SHINDE & NAGARSENKER, 2009). A utilizagdo de matrizes mistas de
polissacarideo-proteina € uma alternativa possivel para a imobilizagao de células,
sem representar grandes alteragcbes no protocolo do processo usualmente

aplicado.

2.3.3 Gelatina

A gelatina € um dos materiais ndo sintéticos mais utilizados para a
estabilizacdo de substancias labeis como vitaminas, farmacos e enzimas
(SCHACHT, et al. 1993; SUNGUR, et al. 1992). Geralmente substancias sintéticas
como glutaraldeido e formaldeido séo utilizados como agentes de promocao de
ligacdes cruzadas e manutengao da estabilidade do gel. Segundo FUCHSBAUER
e colaboradores (1996) a gelatina, ndo apresenta toxicidade e € um bom substrato
para a TG, sendo que filmes de gelatina formados com ligagdes cruzadas de TG

apresentam boa elasticidade e resisténcia.
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A gelatina € um produto obtido como resultado da hidrélise parcial do
colageno animal. E uma proteina de alta massa molecular, soldvel em agua em
temperaturas superiores a 30°C (POPPE, 1997) e apresenta-se gelificada quando
submetida a resfriamento em temperaturas inferiores a 15°C. Para a obtencao da
gelatina o colageno é hidrolisado por fervura em presenga de acido (gelatina tipo

a, pl~7-9) ou alcali (gelatina tipo b, pl~5) (TAHERIAN et al., 2011).

A composi¢cdo de aminoacidos da gelatina varia em fungdo da fonte, mas
apresentam grande quantidades dos aminoacidos glicina, prolina e hidroxiprolina,
e ndo contém os aminoacido triptofano e cisteina. A gelificagdo € uma das mais
importantes propriedades da gelatina. Em termos moleculares, a gelificagdo da
gelatina envolve a renaturacéo de estruturas, no estado desordenado, da gelatina
para estruturas de tripla hélice, caracteristicas do colageno no estado nativo

(ACHET & HE, 1995).

2.3.4 Transglutaminase

A transglutaminase € uma enzima microbiana que catalisa a formacao de
ligagdes cruzadas entre proteinas por formagao de ligagéo entre grupo carboxila y

da glutamina e o grupo amino ¢ da lisina (SOARES, et al. 2003) (Figura 1).
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KAMATA e colaboradores (1992) descreveram pela primeira vez que
enzimas podiam ser imobilizadas de forma estavel apdés adsorgédo fisica em
suportes e tratamento subsequente com transglutaminase microbiana através da

formacgao de ligagbes cruzadas.

A transglutaminase se apresenta como interessante agente de ligagéao
cruzada, indicada como substituto de agentes de uso ndo permitido no
processamento de alimentos. Deve-se considerar, também que em comparacao
com métodos quimicos, a ligagéo cruzada catalisada pela transglutaminase requer
condigdes brandas, permitindo imobilizagdo de enzimas e micro-organismos labeis

(SYNOWIEKI & WOLOSOWSKA, 2006).

Ligagdes covalentes
entre glutamina e lisin

Figura 1. Formagdo de ligagbes covalentes cruzadas intermoleculares entre

residuos de lisina e glutamina de proteinas pela acédo da transglutaminase.
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A transglutaminase microbiana apresenta atividade 6tima em pH 5 a 8 e
estabilidade em ampla faixa de pH (4 a 9). A enzima apresenta atividade 6tima a
28 — 47°C sendo que € ativa em baixas temperaturas (5-10°C) (MACEDO &

SATO, 2005).

A transglutaminase produzida comercialmente pela Ajinomoto pode ser
aplicada na unido de pedagos de carne bovina, suina, peixe, frango etc, para a
obtencdo de pecas inteiras de carne re-estruturada de diferentes formas e
tamanhos. A enzima pode ser utilizada na formagéo de géis protéicos resistentes
a tratamento térmico a partir de proteinas que ndo formam géis e também na
formacdo de filmes protéicos. A capacidade da transglutaminase em formar
ligagcbes covalentes cruzadas intra e intermoleculares tanto a 50°C (temperatura
otima de atividade) como a 5°C permite a formacao de rede protéica util para a

imobilizagdo de enzimas e células (MACEDO, et al. 2005).

FUCHSBAUER e colaboradores (1996) estudaram a influéncia de matrizes
de gelatina na formacdo de ligagdes cruzadas com transglutaminase nas
propriedades da B-galactosidase imobilizada em filmes insoluveis de gelatina. Os
autores verificaram que o procedimento de imobilizagao afetou ligeiramente o pH e

a temperatura 6tima de atividade da B-galactosidase.

KAWASHITA e colaboradores (2002) estudaram a imobilizagédo da enzima
cicloisomaltooligossacarideo glucanotransferase em membranas de troca ibnica
do tipo hollow fiber, e conseguiram fixagdo em quantidade excepcionalmente alta,

utilizando a transglutaminase.
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Em produtos lacteos, tem sido observada a capacidade de atuacédo da TG
nas micelas de caseina formando ligagdes cruzadas gerando micelas mais
estaveis mesmo que sob diferentes tratamentos como refrigeracéo ou acidificagao.
As ligacbes cruzadas aumentam a forgca de ligagdo entre as micelas, com isso,
geralmente os poros nas redes protéicas tornam-se menores melhorando a

capacidade de retencéo de agua e estabilidade (PARTANEN, et al. 2008).

A transglutaminase microbiana tem sido utilizada para a imobilizagdo de
células e enzimas (WANG, et al. 2008; TOMINAGA, et al. 2006; SYNOWIEKI &

WOLOSOWSKA, 2006).

TOMINAGA e colaboradores (2006) descreveram a imobilizagdo especifica
de proteinas funcionais usando transglutaminase microbiana. Usando fosfatase
alcalina como modelo, foi obtida uma fosfatase alcalina recombinante com um
peptideo curto (MKHKGS) no N-terminal da enzima para fornecer um residuo de
Lys ativo para a transglutaminase. Por outro lado foi utilizada a caseina, um
substrato da transglutaminase, que foi ligada quimicamente a resina de
poliacrilamida para fornecer residuos de glutamina. Os autores imobilizaram a

enzima recombinante a resina, utilizando a transglutaminase microbiana.

SYNOWIECKI & WOLOSOWSKA (2006) descreveram a imobilizagao de [3-
glucosidase de Sulfolobus shibatae em silica gel modificada com 3-aminopropil-
trietoxilano por ligagbes cruzadas utilizando transglutaminase. Os resultados
indicaram que a atividade da B-glicosidase aumentou em 33% quando imobilizada

em silica gel modificada com 3-aminopropiltrietoxilano, entretanto essa mesma
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matriz tratada com transglutaminase aumentou a estabilidade da enzima
imobilizada em silica gel e promoveu o aumento de 4 vezes na atividade
enzimatica. Esse resultado sugere que a participacdo das ligagcdes covalentes
catalisadas pela transglutaminase promove a ligagéo cruzada entre a enzima e a
superficie do suporte. Os autores citaram que comparado com os métodos
quimicos, a utilizagao de transglutaminase para a formacao de ligagdes cruzadas
requer condi¢cbes brandas que permitem a imobilizagdo de enzimas labeis. Além
disso, a sua aplicagao evita a contaminagao da enzima imobilizada com residuos

de reagentes de acoplamento.

WANG e colaboradores (2008) imobilizaram uma a-amilase de Bacillus
licheniformis em silica revestida com filme de 1% de quitosana, 1% de caseina e
15U/mL de TG em pH 6,0 por 6h. Apds a imobilizagdo a enzima manteve mais do

que 70% da atividade original apés 20 reutilizagdes.

2.3.5 Pectina de baixo teor de metoxilagcao amidada

A aplicacdo de ALMP tem sido muito estudada na area farmacéutica como
suporte para acondicionamento de varios tipos de farmacos e seus principios
ativos. As pesquisas de aplicagdo em alimentos estdo relacionadas a sua
capacidade de formacao de gel estavel e vantagens como ingrediente para varias

formulagcdées em alimentos (MARUDOVA & JILOV, 2003).
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Pectina de baixo teor de metoxilagao apresenta capacidade de formacao de
gel em presengca de ions calcio e demonstra potencial para aplicagdo em
imobilizagcado celular, visto que, para essa matriz podem ser aplicadas as mesmas
metodologias utilizadas para o alginato. Recentemente a aplicacédo de ALMP foi
estudada por SANDOVAL-CASTILLA e colaboradores (2010) como matriz
alternativa de microencapsulagado de Lactobacillus casei para adicdo em bebida
lactea como probiético. Foram estudadas matrizes de imobilizagdo formadas por
alginato, ALMP e misturas de alginato-ALMP proporgdes de 1:2, 1:4 e 1:6. Foram
avaliados, diametro, esfericidade e propriedades de textura da matriz e eficiéncia
de retencdo do L. casei. Os resultados obtidos para retencdo das células e
propriedades de textura foram melhores para as matrizes compostas da mistura
de alginato-ALMP, sendo que o alginato contribuiu significativamente para a
esfericidade dos granulos e a ALMP contribuiu positivamente com a estabilidade e
resisténcia mecanica dos granulos. Foi observado que quanto maior a
concentracdo de pectina maior a dureza e resisténcia mecanica dos granulos e
isso implicou diretamente em maior capacidade de retengao das células. Segundo
os autores, esse resultado indica as diferengas existentes entre as ligacoes
cruzadas da rede polimérica formada no alginato de calcio, pectato de calcio e

alginato-pectato de calcio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Manutengao do micro-organismo

A bactéria Serratia plymuthica ATCC 15928, usada para a produgao de
glicosiltransferase e conversdo de sacarose em isomaltulose, foi obtida na
Fundacdo André Tosello — Campinas/SP/Brasil. A bactéria foi mantida em tubos
inclinados de meio de cultura composto de 20g/L de sacarose, 40g/L de peptona,
4g/L de extrato de carne, 20g/L de agar, sob refrigeracéo (8-10°C) com repicagem

a cada dois meses.

3.2 Conversdao de sacarose em isomaltulose e outros
carboidratos por células livres de S. plymuthica ATCC 15928

produtora de glicosiltransferase.

3.21 Conversao de acgucar cristal em isomaltulose, trealulose e
outros carboidratos pelas células livres de S. plymuthica ATCC
15928.

A massa celular de S. plymuthica ATCC 15928 foi obtida por fermentagao

do micro-organismo em meio de cultivo otimizado por ORSI (2008). Para a
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preparagao do pré-indculo uma algada de cultura jovem do micro-organismo S.
plymuthica foi inoculada em frascos Erlenmeyers de 250mL, contendo 50mL de
meio de cultura otimizado composto por 40g/L de melago de cana de agucar,
15¢g/L de peptona bacteriolégica e 20g/L de extrato de levedura. Os frascos foram
incubados em agitador rotatério (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA), a
150 rpm, a 30°C, por 12 horas. Uma aliquota de 300mL do pré-indculo foi
transferida para fermentador de 6,6L Bioflo [IC (New Brunswick Scientific, Edison,
NJ, USA) contendo 2.700mL de meio de cultura. A fermentacado foi realizada
durante 8 horas a 27°C mantendo-se a agitacao e aeragao a 200 rpm e 1 vvm
respectivamente como descrito por KAWAGUTI e colaboradores (2006). O meio
de cultivo foi centrifugado a 9.600 x g por 15 minutos (centrifuga Beckman J2-21,
Beckman-Couter, Inc., Fullerton, CA, EUA) a 5°C, a massa celular foi lavada duas

vezes com agua destilada.

Amostras de 3g de massa celular umida foram ressuspendidas em 27mL de
solugéo de 35% de sacarose (agucar cristal), na propor¢ao 1:9. Para o preparo do
substrato de 35% de sacarose, toda a vidraria e utensilios necessarios foram
autoclavados a 121°C por 15 min, assim como o tampao fosfato 0,005mol/L pH
6,5 utilizado na dissolugdo da sacarose. A sacarose foi dissolvida por agitacdo em
solugdo tampao ainda quente (aproximadamente 100°C) apds retirada da
autoclave. Apos resfriamento, a temperatura ambiente, a solugao foi armazenada

em refrigerador a 10°C por até 3 dias.
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As suspensdes celulares foram incubadas em frascos Erlenmeyers de
250mL a 35°C a 50 rpm em incubador-agitador durante 15 minutos e em seguida,
centrifugadas a 9.600 x g a 5°C para separagdo da massa celular. Foram
adicionadas novas amostras de 27 mL de solugdes 35% de sacarose as massas
celulares e as suspensdes incubadas novamente como descrito acima. A
conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose foi acompanhada como

descrito a seguir no item 3.2.1.1.

3.2.1.1 Analise de carboidratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

As anadlises dos carboidratos foram realizadas em cromatografo DIONEX
DX-600 (Dionex Corporation, 1228 Titan Way Sunnyvale, CA, EUA) equipado com
bomba isocratica IP25 e detector eletroquimico de ouro ED50. A separagao dos
agucares foi realizada utilizando-se coluna CarboPac™ PA 1 (4 mm x 250 mm),
coluna de guarda CarboPac™ PA 1 (4 mm x 50 mm) e solugdo de hidréxido de
sodio 250 mM como fase mével, com fluxo de 1 mL/min, a 20°C. Os carboidratos
foram analisados através do tempo de retengao, por comparagdo com padrdes de
frutose, glicose, sacarose e isomaltulose (Sigma Ultra®, Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO, EUA).
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3.2.2 Estudo dos efeitos da concentragcao de substrato e temperatura
na conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose por
células livres de S. plymuthica por planejamento experimental

completo DCCR 2% e confirmacio por ensaios em duplicata.

Para avaliar a o efeito da concentragdo de substrato e temperatura na
conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose por células livres de S.
plymuthica ATTC 15928 foi realizado um planejamento fatorial completo 22
(DCCR-2?) para avaliacdo de concentracdo de substrato (30 — 50%) e temperatura

(25 — 30°C) com tempo de reagao de 75 minutos.

Para a confirmagcdo dos resultados de concentragdo de substrato e
temperatura foram realizados trés testes em duplicata, sendo o ensaio A a 40% de
substrato sacarose a 25°C, o ensaio B a 30% de substrato sacarose e 25°C e
ensaio C a 40% de substrato sacarose e 30°C. Os ensaios foram realizados em
frascos Erlenmeyers de 250 mL e mantidos em incubador sob agitagao a 100 rpm.
Cada frasco continha 5,25 g de massa celular umida de S. plymuthica em 35 mL
de substrato sacarose em tampao fosfato 0,005M, pH 6,5. As células livres de
Serratia plymuthica foram reutilizadas por 7 bateladas de 15 minutos. Para a
reutilizacdo das células as suspensdes de massa celular e sacarose em tampao
fosfato foram centrifugadas a 9.600 x g a 5°C para separagdo da massa celular.
Foram adicionadas novas amostras de 35 mL de solu¢gdes de sacarose as massas

celulares e as suspensoes incubadas novamente como descrito acima.
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3.2.3 Estudo da taxa de reuso das células livres de S. plymuthica para
conversao de sacarose em isomaltulose, trealulose e outros

carboidratos.

A taxa de reuso das células livres de S. plymuthica durante a conversao de
sacarose em isomaltulose e trealulose foi testada nas condicdes otimizadas
usando 30% de sacarose (agucar cristal) e temperatura de 25°C. Frascos
Erlenmeyer de 250mL contendo 5,25g de massa celular umida de S. plymuthica e
35mL de solugdo 30% de sacarose em tampéao fosfato 0,005M pH 6,5 foram
incubados a 25°C e 100 rpm por 15 minutos e as células foram reutilizadas
durante 10 bateladas. A alteragdo da quantidade de massa celular umida e do pH
do meio de reacdo foram acompanhados durante as bateladas. Os acgucares

redutores foram determinados como descrito no item 3.2.1.1.
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3.3 Estudo da imobilizagao das células de S. plymuthica ATCC

15928 para a conversao de sacarose em isomaltulose

3.3.1 Efeito do tipo de alginato de sédio e da adicdo de
transglutaminase na imobilizagao de células de S. plymuthica e

na conversao de sacarose em isomaltulose.

Foram testados cinco tipos de alginato de sodio na imobilizagao de células
de S. plymuthica: (A) Alginato 250 cP Sigma-A2158 [M/G = 1,56]; (B) Alginato
14000 cP Sigma-A7128 [M/G = 1,56]; (C) Alginato 20.000 cP Sigma-180947[M/G =

1,56]; (D) Alginato Fluka 71240 [M/G = 2,0]; (E) Alginato Synth-A1089.01AF.

Amostras de 8mL de solugéo esterilizada de 1,7% de alginato de sédio em
agua destilada foi adicionada a 4mL de suspensdo 30% de massa celular umida
(m:v) na propor¢cao 2:1 (v:v) preparada como descrito no item 3.2.1. Em seguida
as suspensbes formadas foram gotejadas com auxilio de uma bomba peristaltica
MasterFlex® L/S em solugdo 0,2 mol/L de CaCl, previamente esterilizada para
formar granulos de 3 mm de didmetro os quais foram mantidos imersos na mesma
solugao a 5°C por 15 horas. Apds esse periodo os granulos foram lavados com
agua destilada esterilizada para a remocao do excesso de CaCl,. Todas as etapas
foram realizadas em condi¢cbes assépticas. Foram transferidos, assepticamente,
79 de granulos contendo células imobilizadas para frascos Erlenmeyers de 250

mL contendo 50 mL de solugcdo 35% (p/v) de sacarose (agucar cristal), e
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incubados em agitador rotatério a 50 rpm, a 27°C. As amostras de 50 mL de
solugdo de acgucares foram retiradas a cada 24 horas e substituidas por novas
amostras de solugao de sacarose 35%. As células imobilizadas foram reutilizadas
por 3 bateladas. A conversdo de sacarose em isomaltulose foi analisada como
descrito no item 3.2.1.1. Os resultados foram analisados pelo teste de médias de

Tukey com auxilio do software SAS®.

Foi testado também o efeito da adigdo da enzima transglutaminase Activa
TG® (Ajinomoto Interamericana IndUstria e Comércio Ltda) no aumento da
reticulacdo e aumento da estabilidade das células imobilizadas. A enzima TG é
capaz de promover ligagbes cruzadas entre proteinas da parede celular da
bactéria, com isso evitar a perda de massa celular por lixiviagdo nas transferéncias
de substrato possibilitando maior retengcao das células e estabilidade de conversao
de sacarose em isomaltulose e trealulose ao longo das bateladas. A
transglutaminase Activa TG® € uma mistura de 0,6% de enzima purificada em 60%
de caseinato de sodio, 5% de éster de sacarose e 34,4% de dextrina entre outros
sacarideos com atividade igual a 134U/g de proteina. Aliquotas de 1,2g de enzima
transglutaminase Activa TG® em pé foram adicionadas as amostras esterilizadas
de 60mL de solugédo 1,7% dos 5 diferentes tipos de alginato de sodio para
concentracao final de 2% da enzima TG, com lenta agitagdo magnética até total
homogeneizagdo. Em seguida uma aliquota de 8mL desta solugéo foi adicionada
a 4mL de suspensao de massa celular umida de S. plymuthica 30% (m:v), na

proporgao 2:1 (v:v).
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As suspensdes foram gotejadas em 60mL de solugéo de 0,2 mol/L de CaCl,
esterilizada para formar pequenos granulos os quais foram mantidos imersos na
mesma solucao a 5°C por 15 horas. Apds esse periodo os granulos foram lavados
com agua destilada esterilizada para a remogao do excesso de CaCl,. Todas as
etapas foram realizadas em condigbes assépticas. Amostras de 7g de granulos
contendo células imobilizadas foram transferidos assepticamente para frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solugcdo 35% (m:v) de sacarose
(agucar cristal) e incubados em agitador rotatério a 50 rpm, a 27°C. As amostras
de 50 mL de solugao de agucares foram retiradas a cada 24 horas e substituidas
por novas amostras de 50 mL de solugdo 35% de sacarose. As ceélulas
imobilizadas foram reutilizadas por 3 bateladas. A conversdo de sacarose em
isomaltulose foi analisada como descrito no item 3.2.1.1. Os resultados foram

analisados pelo teste de médias de Tukey com auxilio do software SAS®.

3.3.2 Otimizagao da imobilizacdo das células de S. plymuthica ATCC
15928 em matriz de alginato de calcio-gelatina-TG em processo
de batelada para a conversao de sacarose em isomaltulose e

trealulose

Foram realizados trés planejamentos experimentais sequenciais para
determinacao das condi¢cdes 6timas de imobilizacdo das células de S. plymuthica

para conversao de sacarose em isomaltulose por processo em batelada.
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Foram realizados testes preliminares (que estdo apresentados anexos ao
final do trabalho) para estudo do efeito da gelatina e de caseina como fonte
protéica na composicdo da matriz de imobilizagdo. As matrizes de imobilizagao
contendo gelatina em sua composigao apresentaram maiores taxas de conversao
de sacarose em isomaltulose em relagcdo a matriz contendo caseina e resultados
cerca de 50% superior em relagdo a matriz sem a adigdo desses componentes.
Este resultado sugere que a gelatina se apresenta como substrato util para
formacao de ligagdes cruzadas catalisadas pela TG e melhora a retengao das
células na matriz de imobilizagdo resultando em maiores taxas de conversao ao

longo das bateladas.

3.3.2.1 Planejamento fatorial fracionado 2°' para estudo dos efeitos da
concentragao de massa celular, alginato de sédio, gelatina,
transglutaminase e CaCl, na matriz de imobilizagdo de S.
plymuthica e conversdao de sacarose em isomaltulose e
trealulose

Foi estudado o efeito de cinco variaveis (concentragcdo de massa celular
(25-35%), alginato (1-3%), gelatina (0,5-1,5%), TG (0,5-1,5%) e cloreto de calcio
(0,1-0,3 mol/L)) em um planejamento fatorial fracionado (2°") (Tabelas 9 e 10)
composto de dezesseis ensaios e trés repeticdes no ponto central com um total de
19 ensaios de onde foram selecionadas trés variaveis com efeito significativo

(concentragao de alginato, TG e cloreto de calcio).
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A imobilizagao celular foi realizada em condi¢cdes assépticas. As aliquotas
de 8mL de solucdo de alginato-gelatina foram adicionadas a 4mL de suspensao
de massa celular umida de S. plymuthica em diferentes concentra¢des preparada
como descrito no item 3.3.1 e em seguida aliquotas da enzima TG em diferentes
concentracbes foram adicionadas com agitacédo lenta, em agitador magnético, até
total homogeneizagdo. Em seguida as suspensodes formadas foram gotejadas em
60mL de solucdo de CaCl, em diferentes concentragdes, com auxilio de uma
bomba peristaltica MasterFlex® L/S para formar granulos de cerca de 3 mm de
diametro, os quais foram mantidos imersos na mesma solug¢ao a 5°C por 15 horas.
ApoOs esse periodo os granulos foram lavados com agua destilada esterilizada
para a remogao do excesso de CaCl,. As amostras de 7g de granulos contendo
células imobilizadas foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de solu¢do 35% (p/v) de sacarose (agucar cristal) e incubados em
agitador rotatério a 50 rpm, a 27°C. As amostras de 50 mL de solu¢do de agucares
foram retiradas a cada 24 horas e substituidas por novas amostras de 50mL de
solugdo 35% de sacarose. As células imobilizadas foram reutilizadas por seis
bateladas. A conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose foi analisada por

cromatografia liquida como descrito no item 3.2.1.1.
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3.3.2.2 Delineamento composto central rotacional DCCR-23 para
estudo dos efeitos da concentragcao de alginato de sédio,
transglutaminase e CaCl, na matriz de imobilizagdo de S.
plymuthica e conversdao de sacarose em isomaltulose e
trealulose

Realizou-se um DCCR-23, composto de oito ensaios referentes ao fatorial
completo 2%, seis ensaios referentes aos pontos axiais e quatro repeticdes no
ponto central, em um total de dezoito ensaios, utilizando as trés variaveis que
apresentaram efeito significativo (p<0,05) no planejamento anterior com os niveis

modificados, sendo alginato (1,5-3,5%), CaCl, (0,03-0,36 mol/L), TG (0-1,5%).

A imobilizagdo celular foi feita conforme descrito anteriormente no item

3.3.2.1. para cada ensaio conforme Tabela 12 e 13.

As células imobilizadas foram reutilizadas por quatro bateladas. A
conversdo de sacarose em isomaltulose e trealulose foi analisada por

cromatografia liquida como descrito no item 3.2.1.1.
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3.3.2.3 Delineamento composto central rotacional DCCR-22 para
estudo dos efeitos da concentragdo de transglutaminase e
massa celular na matriz de alginato de calcio para imobilizagao
de S. plymuthica e conversao de sacarose em isomaltulose e
trealulose

Neste planejamento foram estudadas duas variaveis (concentragcao de MC
(25-35%) e TG (1,8-3,8%) em DCCR-2% composto de quatro ensaios referentes ao
fatorial completo 22, quatro ensaios referentes aos pontos axiais e quatro

repeticoes no ponto central, com um total de doze ensaios.

A imobilizagdo celular foi feita conforme descrito anteriormente no item

3.3.2.1. para cada ensaio conforme as Tabelas 17 e 18.

As células imobilizadas foram reutilizadas por quatro bateladas. A
conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose foi analisada por

cromatografia liquida como descrito no item 3.2.1.1.

As analises estatisticas dos modelos gerados pelos delineamentos fatoriais
completos foram feitas através de analise de varidncia (ANOVA) com o uso do
programa computacional Statistica®, verséo 7.0 (Statsoft®, 2004). Nestas analises
estdo inclusos o teste Fisher (F-test) e o coeficiente de determinacdo (R?). As
combinacdes 6timas das variaveis para a composi¢cao do meio de imobilizagao
das células de S. plymuthica foram estimadas pelas curvas de contorno e

superficie de resposta.
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3.3.3 Estudo da imobilizagao das células de S. plymuthica em matriz
de pectina de baixo teor de metoxilagdo amidada, alginato de
calcio, transglutaminase e gelatina para a conversao de

sacarose em isomaltulose e trealulose

3.3.3.1 Caracterizagcao da pectina de baixo teor de metoxilagao
amidada (ALMP)

A ALMP Danisco® utilizada foi caracterizada de acordo com FAO (2009) em
relacdo ao seu teor de acidos galacturdnicos (AG), grau de esterificacdo (GE) e

grau de amidagéao (GA) através de titulometria.

3.3.3.2 Otimizagcao das condi¢coes de imobilizagdo das células de S.
plymuthica ATCC 15928 em matriz de pectina de baixo teor de
metoxilagdo amidada, alginato de sodio, transglutaminase e
gelatina em processo de batelada para a conversiao de
sacarose em isomaltulose e trealulose

Foram realizados dois planejamentos experimentais sequenciais para
determinacao das condicbes de imobilizacdo das células de S. plymuthica em
matriz de ALMP, alginato de sédio, gelatina e TG para conversao de sacarose em

isomaltulose e trealulose por processo em batelada.
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3.3.3.2.1 Estudo dos efeitos de ALMP, massa celular, alginato de soédio,
gelatina, transglutaminase e CaCl; na imobilizagao das células de S.
plymuthica para a conversao de sacarose em isomaltulose e

trealulose por planejamento experimental PB-12

Foram estudados os efeitos de seis variaveis (pectina de baixo teor de
metoxilagdo amidada (0-2%), concentracdo de massa celular (20-35%), alginato
de sodio (1,5-2,5%), gelatina (0-2%), TG (2-4%) e cloreto de calcio (0,1-0,4 mol/L))
em um planejamento Plackett-Burman — 12 (PB-12) descritos nas Tabelas 22 e
23, e deste foram selecionadas trés variaveis (concentragédo de alginato, gelatina e
ALMP). A variavel gelatina foi adicionada como fonte protéica importante para a
formacdo de ligagdes cruzadas catalisadas pela enzima transglutaminase apés

estudo apresentado anexo ao final deste trabalho.

As misturas de ALMP, alginato de sédio e gelatina em agua destilada,
solugdes de CaCly,, frascos Erlenmeyer contendo agua destilada e vidrarias foram
esterilizadas por autoclavagem a 121°C por 15 minutos. A imobilizagcao celular foi
realizada em condi¢gdes assépticas. Em 4mL suspensdo de massa celular,
preparada como descrito no item 3.2.1, foi adicionada 8mL solugdo de ALMP-
alginato-gelatina, na proporgéo 1:2 (v:v) e em seguida a enzima transglutaminase
foi adicionada com agitacdo lenta, em agitador magnético, até total
homogeneizagcdo. Em seguida as suspensdes formadas foram gotejadas em

frascos Erlenmeyer de 250mL contendo 60mL de solucdo de CaCl,, com auxilio
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de uma bomba peristaltica MasterFlex® L/S para formar granulos de cerca de 3
mm de didmetro, os quais foram mantidos imersos na mesma solugado a 5°C por
15 horas. Apos esse periodo os granulos foram lavados com cerca de 150mL de
agua destilada esterilizada para a remogéo do excesso de CaCl,. As amostras de
granulos contendo células imobilizadas (7g) foram transferidas para frascos
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solugdo 35% (p/v) de sacarose
(agucar cristal) preparada como descrito no item 3.2.1 e incubados em agitador
rotatorio a 50 rpm, a 27°C. As amostras de 50 mL de solugao de agucares foram
retiradas a cada 24 horas e substituidas por novas amostras de 50 mL de solucéo
35% de sacarose. As células imobilizadas foram reutilizadas por quatro a cinco
bateladas. A conversdo de sacarose em isomaltulose e trealulose foi analisada

como descrito no item 3.2.1.1.

3.3.3.2.2 Estudo dos efeitos de ALMP, alginato de sédio e gelatina na
imobilizagcao das células de S. plymuthica para a conversao de
sacarose em isomaltulose e trealulose por planejamento

experimental DCCR-2}

Um planejamento experimental DCCR-2° foi utilizado para determinar os
efeitos das variaveis concentragado de alginato de sédio (0-3%), ALMP (0-4%) e

gelatina (0-2%) descrito nas Tabelas 26 e 27. Neste estudo foram testadas as
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variaveis na concentragdo zero, no nivel inferior, com o intuito de verificar,
também, o efeito da auséncia dessas variaveis e o nivel superior da variavel
alginato foi elevado, em relagdo ao planejamento anterior. As analises estatisticas
dos modelos gerados pelos fatoriais completos foram feitas através de analise de
variancia (ANOVA) com o uso do programa computacional Statistica®, versdo 7.0
(Statsoft®, 2004). Nestas analises estdo inclusos o teste Fisher (F-test) e o
coeficiente de determinacéao (RZ). As combinacbes o6timas das variaveis para a
composicdo da matriz de imobilizacdo das células de S. plymuthica foram

estimadas pelas curvas de contorno e superficie de resposta.

A imobilizagdo celular foi feita conforme descrito anteriormente no item

3.3.3.2.1.

As células imobilizadas foram reutilizadas por quatro bateladas. A
conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose foi analisada por

cromatografia liquida como descrito no item 3.2.1.1.
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3.3.3.2.3 Testes em triplicatas das melhores concentragées de alginato de
soédio ALMP, gelatina, transglutaminase e CaCl, obtidas nos dois
ensaios anteriores para a imobilizagao das células de S. plymuthica

ATCC 15928 e conversao de sacarose em isomaltulose

Foram realizados dois testes em triplicata, um com a ALMP autoclavada e
outro com a ALMP sem passar pelo processo de autoclavagem com o objetivo de
verificar a interferéncia desse processo no polissacarideo e na formag¢ao da matriz
de imobilizacado e simultaneamente testar as melhores condi¢gdes de imobilizagao
das células de S. plymuthica encontradas nos ensaios anteriores. Foram eleitas as
melhores condicbes para a obtencdo das maiores taxas de conversao e

estabilidade dos estudos anteriores.

As concentragdes das variaveis utilizadas nos dois testes estdo mostradas

na Tabela 31, a concentracdo de massa celular que foi mantida fixa em 38%.

A imobilizacdo celular foi feita conforme descrito anteriormente no item

3.3.3.2.1.

As células imobilizadas foram reutilizadas por quatro bateladas. A
conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose foi analisada por

cromatografia liquida como descrito no item 3.2.1.1.
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3.3.4 Estudo da conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose
por células imobilizadas de S. plymuthica em matriz de alginato-
gelatina-TG em processo continuo, utilizando coluna de leito

empacotado.

3.3.4.1 Imobilizagao celular

Aliquotas de 20mL de suspensdo celular umida 34% (m:m) de S.
plymuthica preparada como descrito no item 3.2.1 foram adicionadas em
condigbes assepticas as aliquotas de 40mL de solugdo de alginato- gelatina-TG.
Para a preparagao desta ultima solugéo, 1,4g de transglutaminase Activa TG®
(para concentracao final de 3,5% (m:v)) foi adicionada em 40 mL solugdo
contendo 1,7% de alginato de sodio 14.000cP Sigma®-A7128, 0,5% de gelatina
Vetec® em agua destilada com agitacao lenta utilizando-se agitador magnético, até
total homogeneizagao e previamente autoclavada a 121°C por 15 min. Em seguida
as amostras de suspensdes obtidas foram gotejadas, em frascos Erlenmeyer de
500mL contendo 300mL de solucédo 0,25mol/L de CaCl, previamente esterilizado
por autoclavagem como descrito acima com auxilio de uma bomba peristaltica
MasterFlex® R/S para formar granulos de cerca de 3 mm de diametro, os quais
foram mantidos imersos na mesma solugcdo a 5°C por 15 horas. Apds esse
periodo os granulos foram lavados com cerca de 500mL de agua destilada

esterilizada para a remocgao do excesso de CaCl,.
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3.3.4.2 Efeito da temperatura e do fluxo de substrato na conversao de
sacarose em isomaltulose e trealulose utilizando-se células de
S. plymuthica ATCC 15928 imobilizadas em matriz de alginato
de calcio-gelatina-TG, em processo continuo utilizando-se
colunas empacotadas.

As amostras de granulos contendo as células imobilizadas (96g),
preparados conforme item 3.3.4.1 foram transferidas para colunas encamisadas
(30 x 150 mm) e a solugao 35% (m/v) de sacarose (agucar cristal) preparada
conforme item 3.2.1 foi circulada em sentido ascendente nas colunas de leito
empacotado a 0,2; 0,3; 0,5 e 0,65mL/min com auxilio de uma bomba peristaltica
MasterFlex® L/S. As colunas foram mantidas nas temperaturas de 25 e 27°C
utilizando-se banho de circulagdo ultratermostatico Quimis® Q-14M2 (Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda., Campinas, SP, BR). Combinando-se as variaveis,
foram preparadas seis colunas: Coluna 1: fluxo de 0,3mL/min a 25°C; Coluna 2:
fluxo de 0,2mL/min a 25°C; Coluna 3: fluxo de 0,5mL/min a 25°C; Coluna 4: fluxo
de 0,65mL/min a 25°C; Coluna 5: fluxo de 0,3mL/min a 27°C e Coluna 6: fluxo de
0,2mL/min a 27°C. A Figura 2 ilustra os equipamentos e colunas empacotadas
para o estudo da conversdo de sacarose em isomaltulose por células imobilizadas
de S. plymuthica em processo continuo. Foram retiradas amostras de 1mL a cada
12 horas de conversao e congeladas para posterior andlise de carboidratos como

descrito no item 3.2.1.1.
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Figura 2. Producdo de isomaltulose, a partir de sacarose, por células de S.

plymuthica imobilizadas em colunas de leito empacotado.

(a) banho ultratermostatico para a manutengéo da temperatura das colunas.
(b) bomba peristaltica para a manutengao da alimentagao das colunas.

(c) colunas encamisadas empacotadas com os granulos de células integras
imobilizadas.

(d) banhos-maria para manutengao da temperatura do substrato sacarose.
(e) frascos Erlenmeyers contendo substrato sacarose 35%.
(f) frascos para recolhimento do produto convertido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Conversao de sacarose em isomaltulose e outros
carboidratos por células livres de S. plymuthica ATCC 15928

produtora de glicosiltransferase.

41.1 Conversao de acgucar cristal em isomaltulose, trealulose e
outros carboidratos por células livres de S. plymuthica ATCC
15928

A (glicosiltransferase das células livres de S. plymuthica ATCC 15928
converteu a solugdo de 35% de sacarose (agucar cristal) a 25°C produzindo alto
teor de isomaltulose (79%) e também trealulose (8,2%), glicose (4,9%), frutose
(4,9%), sendo pequena que concentragdo de sacarose (2,9%) néo foi hidrolisada

(Figura 3).

VERONESE e PERLOT (1999) estudaram a conversdo de sacarose em
isomaltulose utilizando sacarose isomerase intracelular de S. plymuthica ATCC
15928. Utilizando a enzima purificada obtiveram 72% de isomaltulose seguido de
6,6% de trealulose e 10,1% de glicose e frutose, Com um resultado semelhante

ORSI (2008) relatou que a glicosiltransferase de S. plymuthica ATCC 15928 foi
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capaz de converter sacarose com alto rendimento de isomaltulose (75,2%),

seguido de trealulose 6% e glicose e frutose (menor que 10%).

CelulaLi tia #7 [modified by P ietario, 5 peaks i i d] 1_80 ECD_1
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Figura 3. Cromatograma dos agucares isomaltulose, trealulose, glicose e frutose
formados a partir de sacarose utilizando-se células livres de S. plymuthica ATCC

15928 produtoras de glicosiltransferase.

KAWAGUTI e colaboradores (2010c) descreveram que a glicosiltransferase
de Erwinia sp D12 converteu a solugdo de 35% de sacarose em 65,75% de

isomaltulose.

Por outro lado a glicosiltransferase de Pseudomonas mesoacidophila MX 45
converte a sacarose produzindo alto teor de trealulose (83%) (NAGAI, et al.,

2003).
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4.1.2 Estudo dos efeitos da concentragdo de substrato e temperatura
na conversao de sacarose em isomaltulose por células livres de
S. plymuthica por planejamento experimental DCCR 2% e

confirmagao por ensaio em duplicata.

Foram avaliados os efeitos da concentragdo do substrato sacarose e da
temperatura na conversdao de sacarose pelas células livres de S. plymuthica,
utilizando-se a metodologia de planejamento experimental e analise de superficie

de resposta como descrito no item 3.2.2.

A Tabela 1 ilustra o planejamento fatorial completo 2% (DCCR-2?) contendo
0s ensaios realizados, com os valores codificados e reais das concentragdes

utilizadas, e os resultados de porcentagem de isomaltulose obtidos.
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Tabela 1. Planejamento fatorial completo 22 codificado e decodificado (valores
reais entre parénteses) para estudo dos efeitos dos parametros concentracao de
substrato e da temperatura na conversao de sacarose em isomaltulose por células
livres de S. plymuthica em processo em batelada.

Parametro
Ensaio Isomaltulose* (%)
Substrato (%) Temperatura (°C)
1 -1 (30) -1 (25) 79,0
2 +1 (50) -1 (25) 59,6
3 -1 (30) +1(35) 71,5
4 +1 (50) +1 (35) 68,2
5 0 (40) 0 (30) 72,6
6 0 (40) 0 (30) 73,2
7 0 (40) 0 (30) 75,3
8 0 (40) 0 (30) 71,6

* Conversao de sacarose em isomaltulose apés 75 minutos de reagéo.

As analises estatisticas foram realizadas a partir dos resultados referentes a
75 minutos de reacado, devido as maiores taxas de conversdo atingidas pela
maioria dos ensaios e pela validagdo estatistica dos resultados. No DCCR-2?,
pode-se observar que a produgéo de isomaltulose variou de um minimo de 59,6%
no ensaio 2, em que foi utilizado 50% de sacarose e temperatura 25°C, a um
maximo de conversao de 79,0% no ensaio 1, em que foi usado 30% de sacarose e
a temperatura de 25°C (Tabela 1). Foram observados menores valores de
conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se alta concentracdo de

substrato (50% de sacarose) (ensaios 2 € 4).
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Os efeitos principais e a interagdo dos parametros estudados no DCCR-22
encontram-se na Tabela 2. Foi verificado que o parametro concentragcdo de
substrato sacarose afetou significativamente (p<0,05) a produgao de isomaltulose;
sendo que, o efeito principal negativo sugere que o aumento da concentragédo de
substrato, dentro da faixa estudada, resultaria em uma diminuicdo na conversao
de isomaltulose. O parametro temperatura nao apresentou efeito significativo
(p>0,05). No entanto o efeito combinado, ou a interagcdo da temperatura com a
concentracdo de substrato sacarose apresentou efeito positivo na conversédo de

sacarose em isomaltulose por células livres.

Tabela 2. Efeitos principais e interagdes dos parametros concentracdo de
substrato e da temperatura (DCCR-2%) na conversdo de sacarose em isomaltulose
por células livres de S. plymuthica em processo em batelada.

Efeito Erro Padrao t(3) P
(1) Substrato* -11,3587 1,3616 -8,3424 0,0036
(2) Temperatura 0,5179 1,3616 0,3804 0,7290
1L x 2L* 8,0481 1,3616 5,9109 0,0097

*parametros estatisticamente significativos a p<0,05.

A Tabela 3 apresenta os valores de t, p e coeficientes de regressao
utilizados para a construcdo do modelo polinomial referente a conversdo de
sacarose em isomaltulose a partir dos parametros estudados no DCCR-2%. A
Tabela 4 mostra a anadlise de variancia (ANOVA) do estudo de obtencédo de

isomaltulose a partir de sacarose utilizando-se células livres de S. plymuthica.
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Tabela 3. Coeficientes de regressdo, desvios padrdo, t e p dos parametros
concentracdo de substrato e da temperatura do DCCR-2° para estudo da
conversdo de sacarose em isomaltulose por células livres de S. plymuthica em
processo em batelada.

Coeficiente Desvio
< . t(3) P
de Regressao Padrao
Média* 71,8191 0,4814 149,1919 0,0000
(1) Substrato* -5,6794 0,6808 -8,3424 0,0036
(2) Temperatura 0,2589 0,6808 0,3804 0,7290
1L x 2L* 4,0240 0,6808 5,9109 0,0097

*parametros estatisticamente significativos a p<0,05.

A equacgao obtida a partir dos parametros estudados pode ser considerada
preditiva e significativa a um nivel de confianga de 95%, como evidenciado pelo
teste F, em que O Fexperimentar (10,48) foi maior do que O Fiapelado, COM valor
correspondente de 5,79 (Tabela 4). A adequagao da equacéo foi verificada pelo
coeficiente de determinacéo (R?=0,82). O erro puro apresentou um baixo valor de
5,56, indicando boa reprodutibilidade dos valores obtidos referentes aos ensaios
realizados nos pontos centrais do DCCR-22. Estes resultados foram suficientes e
satisfatorios para a obtencao de uma equacédo (Equacao 1) que representa a

relagao real entre os parametros independentes e a conversao de isomaltulose.

y=7182-5,67x; + 4,02x:x, Equacao 1

onde y, X1 € X2 correspondem a concentracdo de isomaltulose (%), substrato

solucdo de sacarose e a temperatura do substrato, respectivamente.
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Tabela 4. Analise de variancia dos resultados dos efeitos dos parametros
concentracédo de substrato e da temperatura (DCCR-22) na conversio de sacarose
em isomaltulose por células livres de S. plymuthica em processo em batelada.

Fonte de Variagao Som,a. (.?raus de Médja_ Fexperi
Quadratica Liberdade Quadratica experimental

Regressao 193,7923 2 96,8962 10,4838

Residuos 46,2126 5 9,2425

Falta de Ajuste 40,6510 2

Erro Puro 5,5616 3

Total 240,0048 7

Coeficiente de determinagéo: R® = 0,82; coeficiente de correlagéo: R = 0,90. Fgg5.25 = 5,7861.

Apos a ANOVA e validacdo dos parametros estudados, a equagao de
primeira ordem que representa a produgdo de isomaltulose a partir de células
livres de Serratia plymuthica foi utilizada para gerar a superficie de resposta e
curva de contorno (Figura 4). Pode-se observar que maiores taxas de conversao
de sacarose em isomaltulose foram obtidas utilizando-se temperatura a 25°C e

solugao de sacarose 30%, quando foi verificada maxima conversao de 79,0% em

isomaltulose.

(5/2) FTOTAFRLCROTY.

Temperatura (°C)

40
Substrato (%)

Figura 4. Superficie de resposta e curva de contorno do estudo de conversao de
sacarose em isomaltulose por células livres de S. plymuthica em funcao da

concentracdo de substrato sacarose e da temperatura em processo em batelada
do DCCR-22.
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Para confirmagao dos resultados foi realizado um experimento utilizando-se
os parametros de concentragao de substrato sacarose e temperatura com base
nos resultados dos ensaios do experimento anterior. Foram utilizadas
concentracbes de sacarose de 30-40%, que mostraram maiores taxas de
conversao em isomaltulose no DCCR anterior e temperaturas de reagcdo de 25-
30°C. Sendo as condigdes dos trés experimentos simultaneos descritas na Tabela
5. As células livres de Serratia plymuthica foram reutilizadas por 7 bateladas de 15

minutos.

Tabela 5. Ensaios para o estudo dos efeitos dos parametros concentracdo de
substrato sacarose (30 e 40%) e da temperatura (25-30°C) na conversdo de
sacarose em isomaltulose e trealulose por células livres de S. plymuthica em
processo em batelada

Parametro
Ensaio
Substrato (%) Temperatura (°C)
A 40 25
B 30 25
C 40 30

A Tabela 6 apresenta os valores de conversdo de sacarose em isomaltulose e
trealulose, por células livres de S. plymuthica, em processo em batelada,
referentes aos ensaios A, B, e C. A Figura 5a-c mostra a conversao de sacarose

em outros acgucares em cada um dos trés ensaios A, B, e C.
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Tabela 6. Conversdao de sacarose em isomaltulose e trealulose obtidos nos
ensaios A, B e C do estudo dos efeitos da concentragéo de substrato (30 e 40%) e
da temperatura (25 e 30°C) utilizando-se células livres de S. plymuthica.

Ensaio A Ensaio B Ensaio C
Batelada % % % % % %
Isomaltulose Trealulose Isomaltulose Trealulose Isomaltulose Trealulose
1 69,5+1,8 6,5+0,3 77,7+0,7 7,7+0,1 67,0+0,5 7,5+0,1

65,8+1,0 6,7+0,2 75,5+1,0 7,510,1 69,3+1,1 8,0+0,2
66,5+0,9 7,0+0,2 76,2+0,9 7,510,0 70,2+1,0 7,810,6
66,8+0,2 7,1£0,2 75,8+1,8 7,510,1 67,310,9 9,6+1,6
66,2+2,1 7,1+0,3 75,0+0,3 7,510,2 68,6+1,9 8,6+0,4
61,8+5,5 8,3+1,7 74,4417 7,4+0,0 69,9+2,5 7,7£0,4
60,1+1,6 7,7+0,2 71,5+0,6 7,0+£0,4 58,7+3,2 8,7+0,4

N OO o0 A WODN

Ensaio A: 40% sacarose e 25°C; Ensaio B: 30% sacarose e 25°C; Ensaio C: 40% sacarose e 30°C

As maiores taxas de conversdo de sacarose em isomaltulose de 71,5-
77,7% foram obtidas no ensaio B, em que foi utilizada concentragdo de substrato
solugdo de sacarose 30% a 25°C (Tabela 6). As células livres também se
mantiveram estaveis por sete bateladas de 15 min (Figura 5b). Esse resultado
confirmou o resultado obtido no DCCR 22 que apresentou a maior taxa de
conversdao de sacarose em isomaltulose nessas mesmas condigdes (79% de

isomaltulose apds 75 minutos de reagao).

Nos ensaios A e C em que foram usados 40% de sacarose obteve-se
respectivamente 60,1-69,5% e 58,7-70,2% de isomaltulose, ndo apresentaram
diferenca significativa nas taxas de conversdo e na estabilidade. Apesar da

diferenca de temperatura de reacao, foi observado uma pequena queda na taxa
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de conversao na sétima batelada (Figura 5A e 5C). Entretanto o aumento da
concentragcédo de sacarose de 30% (Ensaio B) para 40% (Ensaios A e C) resultou
na diminuicdo da conversdo de sacarose em isomaltulose. Os valores de
conversao de sacarose em trealulose foram similares nos trés ensaios, em que

foram obtidos cerca de 6,5-9,6% de trealulose.

80 80

70 (A) 70 (B)
" " ‘/l"‘\"lf\
50 50 A
40

30 30 |

% Carboidratos

% Carboidratos

20’ 20,

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Batelada Batelada
80
70 A i
60 (C)

% Carboidratos

Batelada

(I Sacarose residual; A Isomaltulose; ® Trealulose).

Figura 5. Conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose por células livres
de S. plymuthica em fungdo da concentracdo de substrato sacarose e da
temperatura: Ensaio (A) 40% de sacarose, 25°C; Ensaio (B) 30% de sacarose,
25°C; Ensaio (C) 40% de sacarose, 30°C.
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4.1.3 Estudo da taxa de reuso das células livres de S. plymuthica para
conversao de sacarose em isomaltulose, trealulose e outros

carboidratos.

A taxa de reuso das células livres de S. plymuthica durante a converséo de
sacarose em isomaltulose e trealulose e outros carboidratos foi testada em

condi¢des otimizadas como descrito no item 3.2.3.

A Figura 6 mostra a conversdo de solugdo 30% de sacarose em
isomaltulose, trealulose, glicose e frutose a 25°C utilizando-se células livres de S.
plymuthica, durante 10 bateladas consecutivas com tempo de incubacédo de 15

minutos cada, e a variagao da massa celular umida e pH.

25 80 _
EZO ,,608
o 15 + 199 £
E + 40 -3
2 10T +30 £
) ]
&) 190 ©
3 0k 10 =
2 =
<

s 0 —F—F—F+— —T—¥ 1o =

1 2 3 4 6 7 8 9 10

5
Batelada

(M Glicose; ® Frutose; ¢ Sacarose; A Isomaltulose; M Trealulose; % Massa Celular Umida; + pH).

Figura 6. Conversédo de solugado 30% de sacarose em isomaltulose, trealulose,
glicose e frutose, a 25°C em condigcbes otimizadas utilizando-se células livres de
S. plymuthica.
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Foram obtidos valores de conversdo em isomaltulose acima de 70% em
todas as 10 bateladas realizadas. Foram obtidos 7-8% de trealulose, 5-7% de
glicose e 5-8% frutose e 1-8% de sacarose durante o processo. Observou-se que
a variagao do pH foi pequena (entre pH 6,0 e 5,8) durante o processo de
conversao e que houve perda de 7,1% de massa celular durante 10 bateladas de
reutilizagdo da S. plymuthica (Figura 6). As células mostraram estabilidade e
reprodutibilidade na transformagao da sacarose em isomaltulose e trealulose. A
alta taxa de conversdo de sacarose em isomaltulose foi mantida durante dez

bateladas de 15 minutos.
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4.2 Estudo da imobilizacao das células de S. plymuthica ATCC

15928 para conversao de sacarose em isomaltulose.

4.2.1 Efeito do tipo de alginato e da adicdo de transglutaminase na
imobilizagao das células de S. plymuthica e na conversao de

sacarose em isomaltulose.

A imobilizacdo das células de S. plymuthica em diferentes tipos de alginato
e o efeito da adi¢cdo da enzima TG na conversao de sacarose em isomaltulose foi

testada como descrito no item 3.3.1.

As células de S. plymuthica imobilizadas nos alginatos de sédio (A) Alginato
250 cP Sigma-A2158 [M/G = 1,56]; (B) Alginato 14000 cP Sigma-A7128 [M/G =
1,56]; (C) Alginato 20.000 cP Sigma-180947[M/G = 1,56]; (D) Alginato Fluka 71240
[M/G = 2,0]; (E) Alginato Synth-A1089.01AF converteram cerca de 57,5 + 9,6 a
69,7 + 0,8 % da sacarose em isomaltulose, na primeira batelada. No entanto, na
segunda e terceira bateladas a conversao diminuiu para cerca de 8,7 a 10% e 1,2

a 1,4%, respectivamente (Figura 7 e Tabela 7a).

Observou-se que na primeira batelada, utilizando-se células de
S.plymuthica imobilizadas com os diferentes tipos de alginato de sédio contendo
transglutaminase, (Figura 8 e Tabela 7b) os valores de conversao de sacarose em

isomaltulose foram menores (37,2 + 14,2 a 63,4 + 8,5%) comparados com os
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valores obtidos utilizando-se as células imobilizadas com os diferentes tipos de
alginato de sodio sem adigao de transglutaminase (Figura 7 e Tabela 7a) (57,5 +
9,6 a 69,7 + 0,8%). No entanto a adicdo de TG na mistura de alginato de sodio e
suspensdao de massa celular contribuiu para o aumento na porcentagem de
conversao de sacarose em isomaltulose na segunda e terceira bateladas sendo
observado reducdo da conversdao menos brusca entre as bateladas, indicando
maior estabilidade das células imobilizadas durante a reutilizagdo, comparado com
os ensaios sem adicdo de TG. Notou-se que a maior taxa média de conversao,
entre as trés bateladas estudadas, obtida com adigdo de 1,2g da enzima TG (2%
em relacdo a solugdo de alginato de sdédio) na imobilizagdo celular (49,4%) foi
80% maior que a taxa média obtida sem a adi¢cao da TG (27,3%) (Tabela 7). ATG
catalisa a formacao de ligagdes cruzadas entre residuos de lisina e glutamina

entre proteinas, aumentando a reticulacéo e retencao das células.

SYNOWIECKI & WOLOSOWSKA (2006) utilizaram a enzima TG para a
imobilizacdo de B-glucosidase de Sulfolobus shibatae em silica gel modificada com
3-aminopropil-trietoxilano. Os resultados indicaram que a atividade da -
glicosidase aumentou 4 vezes apoOs imobilizagdo em presenca de TG. Esse
resultado sugere que a participacado das ligagbes covalentes catalisadas pela TG
promove a formacdo de ligagdes cruzadas entre a enzima e a superficie do
suporte. Os autores citaram que comparado com os métodos quimicos, a
utilizagcado de TG para a formagéao de ligagdes cruzadas requer condi¢gdes brandas

que permitem a imobilizacdo de enzimas labeis. Além disso, a sua aplicagao evita
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a contaminagdo da enzima imobilizada com residuos de reagentes de

acoplamento.
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Figura 7. Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando células de S.
plymuthica imobilizadas em diferentes marcas de alginato de sddio sem adigao da
enzima TG.
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Figura 8. Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando células de S.
plymuthica imobilizadas em diferentes marcas de alginato de sédio com adi¢ao da
enzima TG.
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A Tabela 7 ilustra que houve diferenca significativa com 5% de significancia
pelo teste de TUKEY® entre os testes realizados com os diferentes tipos de
alginato, sendo que no experimento sem a adi¢gao de TG obteve-se maior taxa de
conversao a partir das células imobilizadas com o alginato B, enquanto que nos
experimento realizados com adicdo de TG obteve-se maior taxa de conversdo a
partir das células imobilizadas com o alginato C, entretanto este ndo apresentou

diferencga significativa em relagao ao alginato B.

Neste estudo a fonte protéica disponivel para atuagao da enzima TG pode ter
sido o caseinato usado como excipiente da enzima comercial (ACTIVA-TG-BP® -
Ajinomoto Interamericana Industria e Comércio Ltda.) equivalente a cerca de 0,8g
de caseinato em 100mL de suspensao contendo células, alginato de sédio e TG. A
TG pode promover a formagéo de ligagbes cruzadas favorecendo a retengdo da S.
plymuthica na matriz de imobilizacdo o que permitiu a queda menos brusca de
conversao de sacarose em isomaltulose na segunda e terceira bateladas, quando

comparado com as matrizes sem a presenca de TG.

62



Tabela 7. Porcentagem de isomaltulose e desvio padréo utilizando células de S.
plymuthica imobilizadas em diferentes tipos de alginato (A,B,C,D e E): (a) sem
adicdo da enzima TG e (b) com adi¢ao da enzima TG.

Tipos de Alginato
Batelada A B C D E

% média entre triplicatas de conversao de sacarose em isomaltulose e
desvio padrao

1 60,9%°+1,8 69,7°+0,8 57,5°+96 64,7%*+1,2 58,0%°+0,9
(a) 2 87°40,3  10,0°407 10,0°410  93°+00  9.2°40.6
3 129400 14900 1500  13%0,0  1.4%0.0
Mediadas ;4 273 23 25 1 229
bateladas

Tipos de Alginato

Batelada A B C D E

% média entre triplicatas de conversao de sacarose em isomaltulose e
desvio padrao

(b) 1 37,2°+14,2 40,6°t14,9 62,6°t54 58,3°+21 63,4°t8,5
2 34,4°+10,2 39,3°+14,0 53,6°+2,8 459°+1,2 33,4°+7,3
3 20,4°+4.0 29,6°t12,4 32,1°t1,4 20,3%+25 72927
Mediadas ., 37.4 49 4 415 34,7
bateladas

As letras sobrescritas referem-se ao resultado do teste de Tukey (p<0,05)
sobre os valores médios entre as ftriplicatas por bateladas. Letras
distintas nas linhas indicam diferencgas significativas .

Os tipos de alginato de sédio A, D e E apresentaram baixa viscosidade,
inferior a 250cP medidos em solucdo 2% a 25°C, enquanto os tipos de alginato B
e C apresentaram alta viscosidade, superior a 14.000cP mensurados sob mesma
condigdo. Foi observado experimentalmente que os tipos de alginato com valores
de viscosidade intermediarios apresentaram maior facilidade de manuseio durante
as etapas do processo de imobilizagdo. O alginato B apresentou maior facilidade

de dissolucdo e escoamento durante o processo de imobilizacdo em relacdo ao
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tipo C. Enquanto a alta viscosidade do alginato tipo C dificultou o bombeamento,

pela bomba peristaltica, como também o gotejamento na solugao de CaCls,.

As células de S. plymuthica imobilizadas em alginatos B e C com TG foram
0s que apresentaram maiores médias de conversdo de sacarose em isomaltulose
(37,4 e 49,4%). A analise estatistica indicou que a diferenca dos resultados de
conversdo de sacarose em isomaltulose entre esses dois ensaios ndo foram
estatisticamente significativos ao nivel de significancia de 5% pelo teste de médias

de TUKEY® (Tabela 7b).

O alginato tipo B foi escolhido para os experimentos seguintes porque os
granulos de células imobilizadas preparados com esse alginato apresentaram
melhores resultados de conversdo de sacarose em isomaltulose, com e sem
adicdo da enzima transglutaminase como agente reticulante e porque apresentou

como vantagem maior facilidade de dissolugado, escoamento e gotejamento.
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4.2.2 Otimizagao das condigoes de imobilizagcdo das células de S.
plymuthica em matriz de alginato de calcio-gelatina com adigcao
de TG, em processo de bateladas, para a conversao de sacarose

em isomaltulose e trealulose

Para o estudo dos efeitos das variaveis independentes (concentragdo de
MC, alginato de sodio, gelatina, TG e CaCly) na imobilizagdo das células de
Serratia plymuthica e conversdo de sacarose em isomaltulose foram realizados

trés planejamentos experimentais sequenciais como descrito no item 3.3.2.

A variavel gelatina esterilizada por processo de autoclavagem teve sua
aplicacao justificada por ensaios apresentados no anexo deste trabalho, onde
verificou-se aumento de cerca de 50% nos resultados de conversdo de sacarose
em isomaltulose ao longo de trés bateladas quando utilizou-se matrizes de
imobilizagdo compostas com 1% de gelatina em relagdo a matriz controle. E
também quando comparada a matriz composta com 1% de caseina observou-se
resultados até 30% superiores de conversao de sacarose em isomaltulose além
de vantagens do uso de gelatina em relagdo a caseina como fonte protéica como

solubilidade e custos.
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4.2.2.1 Planejamento fatorial fracionado 2°' para estudo dos efeitos
das concentragdes de MC, alginato de sédio, gelatina, TG, e
CaCl; na imobilizagdo das células de S. plymuthica e
conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose

A Tabela 8 apresenta as variaveis independentes e os valores de seus
niveis decodificados utilizados neste planejamento experimental fracionado 2> e
a Tabela 9 os valores codificados empregados em cada ensaio. As concentragdes
das variaveis testadas foram nas faixas 25-35% de massa celular umida de S.
plymuthica (m:m), 1-3% de alginato de s6dio 14000cP-Sigma- A7128 (m:v), 0,5-
1,5% de gelatina (m:v), 0,5-1,5% de TG (m:v) e 0,1-0,3 Mol/L de CaCl,.

Tabela 8. Valores decodificados dos niveis utilizados das variaveis no
planejamento experimental fatorial fracionado 2°' para a otimizacdo da

composi¢cado da matriz de imobilizagdo de células de S. plymuthica e converséo de
sacarose em isomaltulose.

Niveis
Variaveis 1 0 1
% Massa Celular (m:m) 25 30 35
% Alginato (m:v) 1 2 3
% Gelatina (m:v) 0,5 1 1,5
% TG (m:v) 0,5 1 1,5
CaCl, (mol/L) 0,1 0,2 0,3

A Tabela 10 e a Figura 9 ilustram os resultados de conversao de solucao
35% de sacarose em isomaltulose obtidos em cada um dos ensaios para as seis
bateladas estudadas e a meédia dos resultados. Pode-se observar que os melhores

resultados foram obtidos no ensaio 16 (66,0%) onde todos os parametros foram
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empregados no nivel mais alto (+1). No ensaio numero 16 foi obtido um aumento
de 56% na taxa de conversao de sacarose em isomaltulose comparado com o

ensaio numero 2 que apresentou menor valor de conversao do agucar (29,1%).

Tabela 9. Planejamento fatorial fracionado 25" codificado com as combinagdes
experimentais para estudo dos efeitos da concentragdo de massa celular, alginato
de sodio, gelatina, TG e CaCl; na imobilizagdo de S. plymuthica ATCC 15928 e na
conversao de sacarose em isomaltulose por processo em bateladas (24h).

Ensaios Massa Celular Alginato Gelatina TG CaCl,
1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 1
5 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 1
7 -1 1 1 -1 1
8 1 1 1 -1 -1
9 -1 -1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 1 1
12 1 1 -1 1 -1
13 -1 -1 1 1 1
14 1 -1 1 1 -1
15 -1 1 1 1 -1
16 1 1 1 1 1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
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Tabela 10. Porcentagem de conversao de sacarose em isomaltulose durante seis
bateladas de 24 horas e média dos valores obtidos nos 20 ensaios do
planejamento fatorial fracionado 251 para estudo do efeito da concentragcdo de
massa celular, alginato, gelatina, TG e CaCl, na imobilizacdo de S. plymuthica.

batelada batelada batelada batelada batelada batelada MEDIA

Ensaios 1 2 3 4 ) 6
% de conversao de sacarose em isomaltulose
1 73,0 64,9 58,4 45,3 36,5 36,3 52,4
2 71,9 65,4 26,2 8,0 2,4 0,6 29,1
3 75,2 60,5 30,4 11,2 3,7 1,2 30,3
4 72,8 68,8 66,6 57,6 47,0 26,0 56,5
5 74,5 65,0 43,0 26,4 16,0 8,4 38,9
6 72,6 68,4 63,7 48,8 39,1 251 52,9
7 73,7 66,5 57,3 41,5 24,3 10,9 45,7
8 74,8 63,4 36,6 14,0 4,3 1,3 32,4
9 72,1 72,2 64,8 50,7 40,2 30,0 55,0
10 72,1 72,2 61,8 48,4 34,5 22,6 51,9
11 73,0 66,5 57,1 50,0 38,9 26,7 52,0
12 72,1 71,4 64,1 56,7 47,6 34,0 57,7
13 72,0 72,7 63,3 57,6 48,9 27,0 56,9
14 71,9 72,4 52,0 30,9 18,5 34,0 46,6
15 69,1 67,7 55,0 441 29,7 17,3 47,1
16 71,8 72,0 71,5 67,8 62,0 51,2 66,0
17 72,6 70,6 56,7 46,0 29,9 16,4 48,7
18 71,8 71,5 65,0 56,1 30,3 26,5 53,5
19 72,1 65,1 54,2 41,0 24,3 12,2 44,8
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Figura 9. Conversdo de sacarose em isomaltulose obtidos nos 19 ensaios do
planejamento fatorial fracionado 2°' durante seis bateladas de 24 horas para
estudo dos efeitos da concentracdo de massa celular, alginato, gelatina, TG e
CaCl; na imobilizagcéo de S. plymuthica ATCC 15928.

(a) ensaios de 1 a 10; (b) ensaios de 11 a 19.

A Figura 10 mostra a média dos resultados de seis bateladas de conversao

de sacarose em isomaltulose e trealulose dos 20 ensaios do planejamento
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fracionado (2°"). O ensaio 16 apresentou a maior média de conversdo de solugdo
35% de sacarose, sendo obtidos 66,0% de isomaltulose e 8,29% de trealulose,
enquanto o ensaio 2 apresentou a menor média de conversdo com 29,1% de

isomaltulose e 4,16% de trealulose.
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Figura 10. Conversdo média de sacarose em isomaltulose e trealulose obtidos
nos 20 ensaios do planejamento fatorial fracionado 2> para estudo dos efeitos da
concentracdo de massa celular, alginato, gelatina, TG e CaCl, na imobilizagao de
S. plymuthica.

A Tabela 11 llustra os resultados dos efeitos dos pardmetros em cada
batelada, assim como o desvio padrédo e os limites de confianga ao nivel de
significancia de 90%. Pode-se observar que os parametros transglutaminase e
CaCl, apresentaram efeito positivo significativo a partir da segunda batelada e a

variavael alginato apresentou efeito negativo somente na segunda. Baseando-se
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nos resultados desse planejamento experimental, foi elaborado um DCCR para as

trés variaveis estatisticamente significativas (p < 0,1) alginato, TG e CaCl..

Tabela 11. Resultados dos efeitos, desvio padrdao e limites de confianga do
planejamento fatorial fracionado 2> da conversdo de sacarose em isomaltulose
estudado por seis bateladas (a, b, c, d, e, f) de 24 horas individualmente.

Parametro Efeito  Desvio Padrao Limite de Confianga -90% Limite de Confianga +90%
Média* 72,53 0,28 72,05 73,02
Massa Celular -0,40 0,60 -1,46 0,67
(a) Alginato 0,45 0,61 -0,63 1,54
Gelatina -0,12 0,60 -1,19 0,95
TG* -1,87 0,60 -2,94 -0,80
CaCl; -0,24 0,61 -1,32 0,85
Parametro Efeito  Desvio Padrao Limite de Confianca -90% Limite de Confianga +90%
Média* 68,47 0,52 67,55 69,39
Massa Celular* 2,72 1,14 0,71 4,73
(o) Alginato* -2,21 1,15 -4,25 -0,17
Gelatina 0,21 1,14 -1,80 2,23
TG* 6,00 1,14 3,99 8,01
CaCly* 1,84 1,15 -0,20 3,89
Parametro Efeito  Desvio Padrao Limite de Confianga -90% Limite de Confianga +90%
Média* 56,07 2,04 52,46 59,69
Massa Celular 3,81 4,46 -4,09 11,71
(c) Alginato -0,38 4,53 -8,40 7,65
Gelatina -0,55 4,46 -8,45 7,35
TG* 15,61 4,46 7,71 23,52
CaCly* 17,01 4,53 8,99 25,04
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(d)

(f)

Parametro Efeito  Desvio Padrao Limite de Confianga -90% Limite de Confiangca +90%

Média* 43,43 2,42 39,15 47,71
Massa Celular 3,55 5,28 -5,80 12,90
Alginato 1,08 5,36 -8,42 10,57
Gelatina -2,47 5,28 -11,82 6,88
TG* 22,05 5,28 12,70 31,40
CaCly* 24,14 5,36 14,64 33,64
Parametro Efeito  Desvio Padrao Limite de Confianga -90% Limite de Confianga +90%
Média* 31,74 2,27 27,73 35,76
Massa Celular 5,25 4,95 -3,53 14,02
Alginato -0,46 5,03 -9,37 8,45
Gelatina -4,08 4,95 -12,85 4,69
TG* 21,49 4,95 12,72 30,27
CaCly* 24,27 5,03 15,35 33,18
Parametro Efeito  Desvio Padrao Limite de Confianga -90% Limite de Confianga +90%
Média* 22,59 2,08 18,91 26,28
Massa Celular* 7,37 4,55 -0,69 15,42
Alginato -5,59 4,62 -13,77 2,59
Gelatina -3,02 4,55 -11,07 5,04
TG* 19,26 4,55 11,21 27,32
CaCly* 16,03 4,62 7,85 24,21

*parametros estatisticamente significativos (95% de confianga)

A variavel massa celular apresentou efeito significativo em duas das seis
bateladas estudadas, entretanto, optou-se por fixar essa variavel no valor do nivel
intermediario (30%) para o proximo planejamento experimental sequencial. A
variavel gelatina, ndo apresentou efeito significativo em nenhuma das seis

bateladas estudadas. Optou-se, portanto, em fixar a concentragao de gelatina no
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nivel minimo estudado (0,5%) para os experimentos do segundo planejamento

experimental.

4.2.2.2 Delineamento composto central rotacional DCCR 2® para
estudo dos efeitos do alginato, TG e CaCl, na imobilizagao das
células de S. plymuthica ATCC 15928 e conversao de sacarose
em isomaltulose e trealulose

A Tabela 12 apresenta as variaveis independentes e os valores de seus
niveis decodificados utilizados neste planejamento experimental DCCR 2°. As
concentragcbes das variaveis testadas foram na faixa de 1,5-3,5% de alginato,

0,032-0,368 mol/L de CaCl, e 0-1,0% de TG.

Tabela 12. Valores decodificados dos niveis utilizados para as variaveis do
planejamento experimental DCCR-2® para a otimizacdo dos componentes da
matriz de imobilizagao de células de S. plymuthica ATCC 15928 e conversao de

sacarose em isomaltulose.

Niveis
Variaveis
- -1 0 1 a
% Alginato (m:v) 1,5 1,9 2,5 3,1 3,5
CacCl; (mol/L) 0,032 0,1 0,2 0,3 0,368
% TG (m:v) 0 0,2 0,5 0,8 1,0

A Tabela 13 ilustra os resultados experimentais e os valores codificados
das varidveis estudadas no DCCR-2? para o estudo da otimizacdo da matriz de

imobilizacdo de células de S. plymuthica e conversdao de sacarose em
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isomaltulose para cada uma das quatro bateladas de 24 horas e a média desses
valores para cada ensaio. Foram realizados 18 ensaios, sendo 8 referentes ao

fatorial 2% , 6 referentes aos pontos axiais e 4 ensaios referentes ao ponto central.

A Tabela 13 e Figura 11 ilustram que foram obtidos melhores resultados de
conversao de sacarose em isomaltulose nos ensaios 9 e 14, sendo obtidos 79,24
e 79,0% na primeira batelada e 33,63 e 46,65%, na quarta batelada
respectivamente. O ensaio 14 apresentou a melhor média (68,4%) entre as 4
bateladas estudadas. O ensaio 9 (média igual a 63,5%) foi elaborado com todos
os parametros no nivel +1 (3,1% de alginato de sddio, 0,3mol/L de CaCl,, 0,8% de
TG), enquanto o ensaio 14 foi elaborado com os parametros alginato e cloreto de
calcio no nivel central (2,5% e 0,2mol/L respectivamente) e TG no nivel +a (1,0%).
O que sugere o efeito positivo da TG indicando que melhores resultados podem
ser alcangados em concentragao de TG igual ou superior a 1,0% (valor do nivel

+q).
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Tabela 13. Planejamento experimental DCCR-2® codificado para estudo dos
efeitos das variaveis alginato de sodio, cloreto de calcio e TG na imobilizagdo das
células de S. plymuthica ATCC 15928 e conversao de sacarose em isomaltulose.

% de Isomaltulose

Ensaios Alginato CaCl, TG Batelada Batelada batelada batelada MEDIA

1 2 3 4
1 -1 -1 -1 78,68 69,25 34,48 10,33 48,19
2 1 -1 -1 80,25 71,01 37,50 11,20 49,99
3 -1 1 -1 79,40 74,44 33,58 9,97 49,35
4 1 1 -1 77,28 66,94 20,88 4,51 42,40
5 -1 -1 1 76,96 77,94 65,94 33,84 63,67
6 1 -1 1 76,49 75,76 19,38 33,72 51,34
7 -1 1 1 79,33 75,40 59,55 22,52 59,20
8 1 1 1 76,96 77,52 59,35 25,10 59,73
9 -a 0 79,24 76,01 65,22 33,63 63,53
10 a 0 80,28 74,06 51,27 16,47 55,52
11 0 -a 0 79,35 62,19 19,27 4,52 41,33
12 0 a 0 79,98 45,51 10,75 1,73 34,49
13 0 0 -a 79,43 72,29 31,61 7,30 47,66
14 0 0 a 79,00 75,93 71,90 46,65 68,37
15 0 0 0 79,71 77,23 68,94 36,43 65,58
16 0 0 0 79,02 73,52 60,54 25,76 59,71
17 0 0 0 76,34 76,71 59,85 22,02 58,73
18 0 0 0 76,77 77,51 61,60 25,26 60,29
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Figura 11. Conversao de sacarose em isomaltulose pelas células imobilizadas de
S. plymuthica ATCC 15928 dos 18 ensaios do segundo planejamento
experimental DCCR-2° para estudo dos efeitos das variaveis alginato de sédio,
CaCl; e TG na imobilizagéo celular.

A Figura 12 mostra a média dos resultados das quatro bateladas de
conversdo de sacarose em isomaltulose e trealulose no planejamento DCCR-2°. O
ensaio 14 (alginato 2,5%, CaCl, 0,2mol/L, TG 1,5%) apresentou a maior média de
conversdo de sacarose em isomaltulose (68,37% de isomaltulose e 7,84% de
trealulose), sendo que, a maior média de conversédo de sacarose em trealulose foi
obtida no ensaio 6 (alginato 3,1%, CaCl, 0,1mol/L, TG 0,8%) com 10,29% de
trealulose e 51,34% de isomaltulose. O ensaio 12 (alginato 2,5%, CaCl,
0,368mol/L, TG 0,5%) apresentou a menor média de conversdo com 34,49% de

isomaltulose e 3,14% de trealulose.
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Figura 12. Valores médios das quatro bateladas de conversdo de sacarose em
isomaltulose e trealulose dos 18 ensaios do planejamento experimental DCCR-23
para estudo dos efeitos das variaveis alginato de soédio, CaCl, e TG na
imobilizacao de S. plymuthica.

Os coeficientes de regresséo, desvio padrado e limites de confianga dos
resultados do planejamento experimental DCCR-23, para estudo de imobilizagdo
das células de S. plymuthica e conversdao de sacarose em isomaltulose estdo
apresentados na Tabela 14. Os coeficientes de regressado foram estimados com
alto coeficiente de determinagdo (R? = 0,93). O coeficiente de determinacdo (R?)
indica a adequacgao das respostas observadas as variaveis experimentais e suas
interagcbes. Em um modelo bem ajustado, as respostas previstas devem estar
préximas das respostas observadas, ou seja, quanto mais préximo de 1,0 estiver o
valor do coeficiente de determinagao, melhor sera o ajuste do modelo em relagéo

as respostas observadas.
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Tabela 14. Resultados do coeficiente de regresséo, desvio padrao e limites de
confianca do planejamento experimental (DCCR-2%) para estudo dos efeitos das
variaveis alginato de sodio, CaCl, e TG na imobilizagdo das células de S.
plymuthica ATCC 15928 e conversao de sacarose em isomaltulose considerando-
se a média das quatro bateladas de 24 horas.

Parimetro Coef(ijceiente Desvl'o Li_mite de Ll:mite de
Regressio Padrao Confianga -90% Confianga +90%
Média* 60,99 1,83 57,59 64,40
(1)Alginato (L)* -2,23 0,99 -4,07 -0,38
Alginato (Q) -0,17 1,03 -2,09 1,74
(2)CaCl, (L) -1,03 0,99 -2,87 0,82
CaCl; (Q)* -7,81 1,03 -9,73 -5,90
(3)TG (L)* 5,77 0,99 3,93 7,62
TG (Q) -0,71 1,03 -2,63 1,21
1L X 2L 0,51 1,30 -1,90 2,93
1L X 3L -0,83 1,30 -3,24 1,58
2L X 3L* 1,29 1,30 -1,12 3,71

*parametros estatisticamente significativos (90% de confianga);

(L) parémetro linear, (Q) parémetro quadratico.

A analise estatistica do modelo foi obtida por ANOVA, os resultados estao
expressos na Tabela 15. Neste planejamento o valor-F experimental foi 23,5 vezes
maior do que o valor-F tabelado, mostrando que o modelo é estatisticamente

significativo a 90% de nivel de confianga (p<0,1).
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Tabela 15. Andlise de variancia do segundo planejamento experimental (DCCR-
2%) para estudo dos efeitos das variaveis alginato de sédio, CaCl, e TG na
imobilizagcdo das células de S. plymuthica e conversdao de sacarose em
isomaltulose considerando-se a média das quatro bateladas de 24h.

Fonte Son!a_ Cfraus de Méd’ia_ Vallor-F
quadratica liberdade quadratica experimental

Regressao 1365,27 3 455,09 59,19

Residuo 107,64 14 7,69

Falta de ajuste 79,38 11

Erro puro 28,27 3

Total 1472,91 17

Coeficiente de determinacao: R?=0,93, Valor-F tabeladog g0:3.14=2,52

Apos as analises, foi possivel obter a Equacao 2, que representa o modelo

codificado:

y = 60,99 — 2,23x; — 7,81x% + 5,77x3 + 1,29x,x3 [Equagdo 2]

Onde y é a porcentagem de conversdo de sacarose em isomaltulose, x; € a
concentragcédo de alginato, x, € concentragcdo de CaCl, e x3 é a concentragao de
TG. A partir da Equagao 2, pode-se calcular o valor predito de conversao de
sacarose em isomaltulose para cada ensaio e verificar o erro de ajuste e o erro
relativo (Tabela 16). Observou-se que os erros relativos foram baixos, com
excecao dos menores valores de conversdo, o que indica que o modelo n&o
apresenta um bom ajuste nestes pontos, entretanto nesta otimizagao busca-se os
pontos de maximo, onde o erro relativo apresenta baixos valores, portanto, o

modelo pode ser considerado bem ajustado.
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Tabela 16. Valores da taxa de conversdo de sacarose em isomaltulose
experimentais e previstas pelo modelo e desvios para o planejamento
experimental DCCR-2> para estudo dos efeitos das varidveis alginato de sédio,
CaCl; e TG na imobilizagao de células de S. plymuthica.

Ensai % Isomaltulose % Isomaltulose . Erro relativo
nsaios - - Erro de ajuste
experimental prevista (%)
1 48,19 50,93 -2,74 -5,69
2 49,99 46,47 3,52 7,04
3 49,35 48,35 1,00 2,02
4 42,40 43,89 -1,49 -3,51
5 63,67 59,89 3,78 5,93
6 51,34 55,43 -4,09 -7,97
7 59,20 62,47 -3,27 -5,53
8 59,73 58,01 1,72 2,88
9 63,53 64,74 -1,21 -1,90
10 55,52 57,24 -1,72 -3,10
11 41,33 38,95 2,39 5,78
12 34,49 38,95 -4,46 -12,92
13 47,66 51,30 -3,64 -7,64
14 68,37 70,68 -2,32 -3,39
15 65,58 60,99 4,59 6,99
16 59,71 60,99 -1,28 -2,14
17 58,73 60,99 -2,26 -3,85
18 60,29 60,99 -0,70 -1,17

As superficies de resposta e as curvas de contorno estao representadas na
Figura 13. Pode-se observar que houve uma inflexdo da curva no eixo da variavel
cloreto de calcio, indicando valor 6timo desse parametro entre 0,1 e 0,3 mol/L e
que haveria um incremento na conversao de sacarose em isomaltulose em
concentragbes de alginato inferiores ao nivel minimo estudado (1,5%) e em

concentragcdes de TG superiores ao nivel maximo estudado (1,0%).
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Figura 13. Superficie de resposta e curva de contorno dos efeitos do CaCl,,
alginato de sddio e TG na imobilizagdo de S. plymuthica e conversao de sacarose
em isomaltulose dos ensaios do planejamento experimental (DCCR-23).

(a) Efeito do Cloreto de Calcio e Alginato de sédio;
(b) Efeito do Cloreto de Calcio e Transglutaminase;
(c) Efeito do Alginato e Transglutaminase.

81



A partir dos resultados obtidos neste planejamento, foi elaborado outro
(DCCR-22) com duas variaveis. A variavel CaCl, foi fixada em seu 6timo 0,25mol/L
e a variavel alginato fixada em 1,7%, pois apesar de os resultados do
planejamento indicarem que a redugdo da concentragdo para niveis inferiores a
1,5% representaria aumento na capacidade de conversdao de sacarose em
isomaltulose, na pratica, observou-se que esses valores ndo eram possiveis, visto
que, ja na concentracdo de 1,5% de alginato, este apresentou dificuldade de
gelificacdo e impossibilidade de formacgdo de esferas uniformes. Para este
planejamento, optou-se por estudar novamente a variavel massa celular em niveis

ajustados segundo indicagao dos efeitos observados no primeiro planejamento.

4.2.2.3 Delineamento composto central rotacional DCCR 2? para
estudo do efeito da concentragcdao de TG e MC na imobilizagao
de S. plymuthica ATCC 15928 e conversao de sacarose em
isomaltulose e trealulose

O planejamento experimental DCCR-2%, para estudo dos efeitos da
concentracdo de massa celular e TG na imobilizagdo de S. plymuthica, ATCC
15928 em matriz de alginato de calcio-gelatina e conversao de sacarose em
isomaltulose foi realizado como descrito no item 3.3.2.3. A Tabela 17 apresenta as
variaveis e os valores de seus niveis decodificados utilizados neste planejamento
experimental. As concentracbes das variaveis testadas foram de 25-35% de

massa celular e 1,8-3,8% de transglutaminase.
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Tabela 17. Valores decodificados dos niveis utilizados para as variaveis MC e TG
do planejamento experimental (DCCR-2?) para a otimizacdo da imobilizacdo de S.
plymuthica e conversdo de sacarose em isomaltulose.

Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Massa Celular (%) 25 26,5 30 33,5 35
TG (%) 1,8 2,1 2,8 3,5 3,8

A Tabela 18 ilustra os resultados experimentais e os valores codificados
das variaveis (massa celular e TG) estudadas no DCCR-2? para o estudo da
otimizagdo da matriz de imobilizagdo de S. plymuthica e conversao de sacarose
em isomaltulose para cada uma das quatro bateladas de 24 horas estudadas e a
meédia desses valores para cada ensaio. Foram realizados 12 ensaios, sendo 4
referentes ao fatorial 22 , 4 referentes aos pontos axiais e 4 ensaios referentes ao

ponto central.

Considerando-se o valor médio de conversao de sacarose em isomaltulose
(71,04%) durante quatro bateladas de 24 horas foram obtidos melhores resultados
no ensaio 4, no qual foram obtidos 75,82% de isomaltulose na primeira batelada e
61,81% na quarta batelada (Tabela 18, Figuras 14 e 15). No ensaio 4 foram
utilizados os parametros concentragdo de massa celular e transglutaminase no

nivel +1 (33,5% e 3,5%), respectivamente.

83



Tabela 18. Planejamento experimental DCCR-2? codificado para estudo dos
efeitos das variaveis concentragdo da massa celular e TG na imobilizagdo S.
plymuthica em alginato de calcio e conversdo de sacarose em isomaltulose
durante quatro bateladas de 24 horas.

Ensaios Massa Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3 Batelada 4 MEDIA
celular % de conversido de sacarose em isomaltulose
1 -1 -1 79,49 58,21 53,70 22,48 53,47
2 1 -1 61,12 70,86 58,98 29,60 55,14
3 -1 1 77,51 65,59 66,63 36,84 61,64
4 1 1 75,82 73,04 73,50 61,81 71,04
5 -a 67,04 66,58 61,51 32,61 56,93
6 a 0 72,00 72,95 69,33 36,43 62,68
7 0 - 61,23 59,99 60,66 26,09 51,99
8 0 a 66,86 71,97 63,55 36,06 59,61
9 0 0 76,89 73,61 65,11 42,07 64,42
10 0 0 72,67 69,84 69,03 49,39 65,23
11 0 0 72,15 71,51 64,47 46,87 63,75
12 0 0 63,98 76,48 64,97 42,59 62,01

As Figuras 14 e 15 ilustram que nos ensaios do planejamento experimental
DCCR-2? foram obtidas maiores taxas de conversdo de sacarose em isomaltulose
durante as quatro bateladas de 24 horas e, portanto, maior estabilidade em
comparagao com resultados do planejamento experimental anterior (Figuras 10 e
11). Observou-se também que as variagdes entre os resultados dos ensaios

apresentaram menor diferenga, dentro dos niveis estudados neste planejamento.
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Figura 14. Conversédo de sacarose em isomaltulose obtidos nos 12 ensaios do
planejamento experimental DCCR-2? para estudo dos efeitos da concentragdo de
massa celular e transglutaminase na imobilizagdo de S. plymuthica em alginato de

calcio.

A Figura 15 mostra a média dos resultados das quatro bateladas de
conversio de sacarose em isomaltulose e trealulose no DCCR-22. O ensaio 4 (MC
33,5% e TG 3,5%) apresentou a maior média de conversdao de sacarose em
isomaltulose, com 71,04% de isomaltulose e 6,20% de trealulose, sendo que, a
maior média de conversdo de sacarose em trealulose foi obtida no ensaio 5
(massa celular 25% e TG 2,8%) com 56,93% de isomaltulose e 7,43% de
trealulose. O ensaio 7 (massa celular 30% e TG 1,8%) apresentou a menor média
de conversdo de sacarose em isomaltulose sendo obtido 52,00% de isomaltulose

e 7,32% de trealulose.
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Figura 15. Conversdo média entre as 4 bateladas de sacarose em isomaltulose e
trealulose obtidos nos 12 ensaios do planejamento experimental DCCR-2? para
estudo dos efeitos da concentragdo de massa celular e da TG na imobilizagao de

S. plymuthica em alginato de calcio.

Tabela 19. Resultados do coeficiente de regresséo, desvio padrao e limites de
confianca do planejamento experimental (DCCR-2%) para estudo dos efeitos das
variaveis concentracdo da massa celular e TG na imobilizagao de S. plymuthica
com alginato de calcio e conversao de sacarose em isomaltulose considerando-se

a média das quatro bateladas de 24 horas.

i Coeficiente Desvio Lim{'te de Limii_‘e de
Parametro de ) Padrio Confiancga - Confianga
Regresséao 90% +90%
Média* 63,84 1,32 61,28 66,40
(1)Massa Celular (L)* 2,40 0,93 0,59 4,22
Massa Celular(Q) -1,39 1,05 -3,42 0,64
(2)TG (L)* 4,37 0,93 2,55 6,18
TG (Q)* -3,40 1,05 -5,43 -1,37
1L by 2L 1,93 1,32 -0,63 4,49

*parametros estatisticamente significativos (90% de confianga);

(L) paré@metro linear, (Q) parametro quadratico.
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Os coeficientes de regresséao, desvio padrao e limites de confianga para a
conversao de sacarose em isomaltulose por células de S. plymuthica imobilizadas
estdo apresentados na Tabela 19. Os coeficientes de regressédo foram estimados
com uma variacdo explicada de 80% (R? = 0,80) podendo ser considerado um
bom valor para ensaios bioldgicos. A analise estatistica do modelo foi obtida por
ANOVA, e os resultados estao expressos na Tabela 20. O valor-F experimental foi
3,5 vezes maior do que o valor-F tabelado, indicando que o modelo é

estatisticamente significativo a 90% de nivel de confianga (p<0,1).

Tabela 20. Analise de variancia do planejamento experimental (DCCR-2?) para
estudo dos efeitos das variaveis concentragdo da massa celular e TG na
imobilizagdo de S. plymuthica em alginato de calcio e conversdo de sacarose em
isomaltulose considerando-se a média das quatro bateladas de 24 horas.

Fonte Som,a_ Qraus de Méd’ia_ Val.or-F
quadratica liberdade quadratica experimental

Regressao 262,66 3 87,55 10,18

Residuo 68,80 8 8,60

Falta de ajuste 63,17 5

Erro puro 5,64 3

Total 331,46 11

Coeficiente de determinacgao: R?=0,80, Valor-Ftabeladog go.3.5=2,92

Apos as analises, foi possivel obter a Equacao 3, que representa o modelo

codificado:
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y = 63,84 + 2,40x; + 4,37x, — 3,40x3 [Equacao 3]

Onde y é a porcentagem de conversdao de sacarose em isomaltulose, xq é
concentracdo de massa celular e x; € concentragao de TG. A partir da Equacgao 3,
pode-se calcular o valor predito de conversao de sacarose em isomaltulose para
cada ensaio e verificar o erro de ajuste e o erro relativo como € apresentado na
Tabela 21. Pode-se observar que os erros relativos foram baixos, o que indica que

0 modelo apresenta um bom ajuste.

Tabela 21. Valores (média de 4 bateladas) da taxa de conversdo de sacarose em
isomaltulose experimentais, previstos pelo modelo e desvios para o planejamento
experimental DCCR-2? para o estudo dos efeitos das varidveis concentragdo de
massa celular e TG na imobilizagdo de S. plymuthica em alginato de calcio.

% média de % média de

Ensaios Isomaltulose Isomaltulose Er_ro de Erro roelativo

experimental prevista ajuste (%)
1 53,47 53,67 -0,20 -0,37
2 55,14 58,47 -3,33 -6,04
3 61,64 62,41 -0,77 -1,24
4 71,04 67,21 3,83 5,39
5 56,93 60,46 -3,52 -6,18
6 62,68 67,22 -4,55 -7,26
7 51,99 50,92 1,07 2,07
8 59,61 63,24 -3,63 -6,09
9 64,42 63,84 0,58 0,90
10 65,23 63,84 1,39 2,13
11 63,75 63,84 -0,09 -0,14
12 62,01 63,84 -1,83 -2,96
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A superficie de resposta e as curvas de contorno do DCCR-2% com as
variaveis concentragdo de massa celular e transglutaminase para a imobilizagao
de S. plymuthica em alginato de calcio e conversdo de sacarose em isomaltulose,
ilustradas na Figura 16 indicam que a concentracao 6tima da TG seria em torno de
3,5% e que haveria um aumento na producdo de isomaltulose utilizando-se

concentragdes de massa celular superiores ao nivel maximo estudado (35%).
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Figura 16. Superficie de resposta e curva de contorno dos efeitos das variaveis
concentracdo de massa celular e da TG na imobilizacdo das células de S.
plymuthica em alginato de calcio e conversdo da sacarose em isomaltulose dos

ensaios do planejamento experimental (DCCR-22).

KAWAGUTI, 2007 imobilizou células integras de Erwinia sp D12 (40% de
massa celular) na proporgéo 1:2 com solugédo contendo 2% se alginato de sédio
Synth®, 0,1% de Tween 80 por gotejamento em 2% de CaCl,. As células

imobilizadas foram tratadas com glutaraldeido 0,06%. Foi obtida converséo
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maxima de 72,27% de solugcdo 35% de sacarose em isomaltulose por processo

em batelada nas primeiras 12 horas.

ORSI, (2008) estudou a conversao de sacarose em isomaltulose por células
integras de S. plymuthica ATCC 15928 (30% de solugéo de massa celular umida)
imobilizadas em mistura de alginato de sdédio Synth® 2%, e alginato de sédio
Sigma de alta viscosidade 1% em CaCl,; 2%. Os granulos de células imobilizadas
foram tratados com glutaraldeido 0,06% e empacotados em biorreatores. As
células imobilizadas converteram cerca de 64% da solugao 35% de sacarose em

isomaltulose durante 15 dias a 25°C.

A composicdo da matriz de imobilizagdo otimizada no presente trabalho,
utilizando planejamento experimental sequencial, foi 1,7% (m:v) de alginato de
sodio 14.000cP Sigma®-A7128, 0,5% (m:v) de gelatina, 0,25mol/L CaCl,
(componentes esterilizados por processo de autoclavagem a 121°C por 15
minutos) e 3,5% de TG (m:v), 33,5% (m:v) de massa celular umida de S.
plymuthica. Essas condi¢gdes foram testadas em processo continuo e os

resultados estdo apresentados no item 4.2.4 (pagina 116)

Este resultado demonstra a viabilidade em se aplicar a enzima
transglutaminase e gelatina para promover ligacdes cruzadas em substituicao a
compostos toxicos como glutaraldeido, alternativa inviavel para produtos
destinados ao consumo humano (PATIL et al., 2010). As taxas de conversao de
sacarose em isomaltulose aqui apresentadas sao equivalentes ou superiores as

anteriormente descritas na literatura com a adigao de gluraraldeido.
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4.2.3 Estudo da imobilizagao das células de S. plymuthica em matriz
de alginato de calcio, pectina de baixo teor de metoxilagao
amidada (ALMP), TG e gelatina para a conversao de sacarose

em isomaltulose e trealulose

4.2.3.1 Caracterizacdo da pectina de baixo teor de metoxilagao
amidada (ALMP)

Os materiais e procedimentos empregados para a obtencdo dos resultados

abaixo estao descritos no item 3.3.3.1.

A ALMP Danisco® apresentou 83,6% % 1,5 de acido galacturdnico, o que a
coloca dentro do limite de 65% estipulado pela FAO (1994) para pectinas
comerciais. O grau de esterificagcdo apresentado foi de 36,9 + 0,7 sendo
classificada como pectina de baixo teor de esterificacdo por apresentar menos de
50% dos grupos carboxilicos esterificados (TURQUOIS, et al., 1999) e o grau de

amidacéao de 10,0 £ 0,4 indicando que 10% dos grupos carboxilas sdo amidados.
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4.2.3.2 Otimizagao das condigcdes de imobilizagao das células de S.
plymuthica ATCC 15928 em matriz de alginato de s6dio, ALMP,
TG e gelatina para a conversao de sacarose em isomaltulose e
trealulose em processo por bateladas.

Foram elaborados dois planejamentos experimentais sequenciais para a
otimizagao das condi¢des de imobilizacdo das células de S. plymuthica em matriz
de alginato de sodio, ALMP, TG e gelatina, para a conversdo de sacarose em
isomaltulose, em processo de batelada, segundo metodologia descrita no item

3.3.3.2.

4.2.3.2.1 Estudo dos efeitos das variaveis alginato, MC, gelatina, ALMP,
CaCl;, TG na imobilizacao de células de S. plymuthica por
metodologia de planejamento experimental Plakett-Burman-12 (PB-

12).

A Tabela 22 mostra os valores decodificados dos niveis utilizados no
planejamento experimental PB-12 para a otimizagdo da composigdo da matriz de
imobilizacdo das células de S. plymuthica, e conversdo de sacarose em
isomaltulose, enquanto que a Tabela 23 ilustra os niveis de cada parametro

empregados na elaboragao dos 16 ensaios.
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Tabela 22. Valores decodificados dos niveis utilizados das variaveis MC, alginato,
gelatina, ALMP, CaCl,, TG do planejamento experimental Plackett-Burman—12
para a otimizagdo da composi¢gao da matriz de imobilizagdo de S. plymuthica e
conversao de sacarose em isomaltulose.

Niveis

Variaveis P 0 1
%MC (m:m) 20 27,5 35
%Alginato (m:v) 1,5 2 2,5
%Gelatina (m:v) 0 1 2
%ALMP (m:v) 0 1

CaCl, (mol/L) 0,1 0,25 0,4
%TG (m:v) 2 3 4

A Tabela 23 mostra os niveis de cada parametro empregados na
elaboracdo dos 16 ensaios. A Tabela 24 e a Figura 17 ilustram os resultados
obtidos em cada um dos ensaios para as cinco bateladas estudadas e a média
dos resultados. Pode-se observar que a melhor média de resultados foi obtida no
ensaio 10 (79,4%). No ensaio numero 10 foi obtido um aumento de 31% na taxa
de conversdo de sacarose em isomaltulose comparado com a média do ensaio
nuamero 8 (60,7%) que apresentou menor valor de conversao do agucar. Pode-se
observar na Figura 17 a tendéncia de estabilidade de conversdo de sacarose em
isomaltulose onde boa parte dos ensaios (ensaios 1, 4, 6, 10, 11 e 13) manteve

taxas de conversao entre 85 e 68,7% durante as 5 bateladas estudadas.
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Tabela 23. Planejamento Plackett-Burman — 12 codificado com as combinagdes
experimentais para estudo dos efeitos da concentragdo de MC, alginato de sodio,
ALMP, gelatina, TG e CaCl, na imobilizagcdo de S. plymuthica e conversao de
sacarose em isomaltulose.

Ensaios MC Alginato Gelatina ALMP CaCl, TG
1 -1 -1 -1

-—

—_
1

—_

2 1 1 -1 1 -1 -1
3 -1 1 1 -1 1 -1
4 1 -1 1 1 -1 1
5 1 1 -1 1 1 -1
6 1 1 1 -1 1 1
7 -1 1 1 1 -1 1
8 -1 -1 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0
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Tabela 24. Porcentagem de conversdo de sacarose em isomaltulose durante
cinco bateladas de 24 horas e média dos valores obtidos nos 16 ensaios do
planejamento Plackett-Burman — 12 para estudo do efeito da concentragdo de
ALMP, massa celular, alginato, gelatina, TG e CaCl, na imobilizagdo de S.
plymuthica ATCC 15928.

batelada batelada batelada batelada batelada MEDIA

Ensaios 1 2 3 4 S
% de conversdo de sacarose em isomaltulose
1 76,2 77,3 77,3 74,5 78,8 76,8
2 81,0 71,9 73,2 56,8 68,3 70,3
3 77,2 67,3 66,3 54,2 80,1 69,0
4 81,6 76,5 76,8 70,7 68,7 74,9
5 74,6 68,1 71,2 54,9 68,0 67,4
6 79,5 76,7 74,8 68,7 70,8 741
7 78,7 70,2 71,8 57,8 64,6 68,6
8 70,4 66,1 66,3 55,6 45,3 60,7
9 73,7 67,9 70,3 57,6 62,4 66,4
10 79,4 74,8 80,3 78,2 84,4 79,4
11 78,5 74,2 76,4 70,8 74,2 74,8
12 81,1 77,2 74,6 57,2 69,8 72,0
13 80,5 74,0 78,6 68,7 71,7 747
14 79,5 72,8 73,1 61,7 75,4 72,5
15 79,0 73,5 72,1 60,4 68,9 70,8
16 79,1 72,6 72,7 80,2 70,2 75,0
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Figura 17. Conversdo de sacarose em isomaltulose obtida nos 16 ensaios do
planejamento PB- 12 durante cinco bateladas de 24 horas para estudo dos efeitos
da concentragdo de ALMP, massa celular, alginato, gelatina, TG e CaCl, na
imobilizagdo de S. plymuthica.

(a) ensaios de 1 a 8; (b) ensaios de 9 a 16.
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A Figura 18 mostra a média dos resultados das cinco bateladas de
conversado de sacarose em isomaltulose e trealulose do planejamento PB-12. O
ensaio 10 apresentou a maior média de conversao com 79,4% de isomaltulose e
7,9% de trealulose e o ensaio 8 apresentou a menor média de conversdo com
60,7% de isomaltulose e 5,9% de trealulose. Observou-se que todos os ensaios
propostos nesse planejamento atingiram niveis de conversao de sacarose em
isomaltulose entre 60 e 79% sendo consideradas altas taxas em relagdo aos

estudos anteriores apresentados neste trabalho.
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Figura 18. Conversdo média de sacarose em isomaltulose e trealulose obtidas
nos 16 ensaios do planejamento Plackett-Burman—12 para estudo dos efeitos da
concentragdo de ALMP, massa celular, alginato, gelatina, TG e CaCl, na
imobilizacdo de S. plymuthica ATCC 15928 por 5 bateladas de 24h.
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A Tabela 25 ilustra os resultados dos efeitos dos pardmetros em cada
batelada, assim como o desvio padrao e os limites de confianga ao nivel de
significancia de 90% (p < 0,1). Pode-se observar que o unico parametro
significativo na primeira batelada foi o CaCl,, apresentando efeito negativo, nas
bateladas seguintes mais parametros passaram a ser significativos, sendo que os
parametros massa celular e TG apresentaram efeito positivo e os parametros
alginato e ALMP apresentaram efeito negativo. Apesar do parametro alginato
apresentar efeito negativo na quarta e positivo na quinta batelada, estes nao foram
considerados significativos (p<0,1). O unico parametro que nao apresentou efeito

significativo (p<0,1) foi a gelatina.

Tabela 25. Resultados dos efeitos, desvio padrdo e limites de confiangca do
planejamento fatorial Plackett-Burman-12 para estudo dos efeitos da concentragao
de MC, alginato de sddio, ALMP, gelatina, TG e CaCl, na imobilizacao de S.
plymuthica e conversdo de sacarose em isomaltulose estudado por cinco
bateladas (a, b, c, d, e) de 24 horas individualmente.

Desvio Limite de Limite de
Parametro Efeito Padréao Confiancga -90% Confianga +90%
Média* 78,12363 0,627109 76,70501 79,54225
Massa Celular 2,09858 1,448247 -1,17758 5,37475
(a) Alginato 1,16863 1,448247 -2,10754 4,44479
Gelatina -0,80320 1,448247 -4,07936 2,47296
ALMP -1,98838 1,448247 -5,26455 1,28778
CaCly* -3,70911 1,448247 -6,98527 -0,43295
TG 1,79658 1,448247 -1,47958 5,07274
Desvio Limite de Limite de
Parametro Efeito Padréo Confianca -90% Confianca +90%
Média* 72,57034 0,382276 71,70557 73,43511
Massa Celular* 3,73410 0,882828 1,73700 5,73119
(b) Alginato* -1,93002 0,882828 -3,92711 0,06708
Gelatina 0,00763 0,882828 -1,98946 2,00473
ALMP* -4,44585 0,882828 -6,44295 -2,44876
CaCly* -4,38717 0,882828 -6,38426 -2,39007
TG* 2,05944 0,882828 0,06234 4,05653
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Desvio Limite de Limite de
Parametro Efeito Padrédo Confianga -90% Confianga +90%
Média* 73,48733 0,495356 72,36676 74,60790
Massa Celular*  4,65182 1,143976 2,06397 7,23968
(c) Alginato -1,96617 1,143976 -4,55402 0,62168
Gelatina -2,11838 1,143976 -4,70624 0,46947
ALMP* -3,34558 1,143976 -5,93343 -0,75772
CaCly* -3,49670 1,143976 -6,08455 -0,90884
TG* 3,59101 1,143976 1,00316 6,17886
Desvio Limite de Limite de
Parametro Efeito Padrao Confianca -90% Confianca +90%
Média* 64,26805 1,677393 60,4735 68,06257
Massa Celular® 8,41188 3,873774 -0,3512 17,17497
(d) Alginato -5,07388 3,873774 -13,8370 3,68921
Gelatina 0,96659 3,873774 -7,7965 9,72968
ALMP* -8,38305 3,873774 -17,1461 0,38004
CaCl; -3,09806 3,873774 -11,8611 5,66503
TG* 8,42506 3,873774 -0,3380 17,18815
Desvio Limite de Limite de
Parametro Efeito Padrao Confianca -90% Confianca +90%
Média* 70,1041 1,588415 67,1923 73,01579
Massa Celular® 7,0857 3,668288 0,3614 13,81014
(e) Alginato 2,7706 3,668288 -3,9538 9,49497
Gelatina -3,1226 3,668288 -9,8470 3,60180
ALMP* -13,4192 3,668288 -20,1436 -6,69480
CaCl; -2,2194 3,668288 -8,9437 4,50504
TG 2,4690 3,668288 -4,2554 9,19337

Os parédmetros MC e TG apresentaram efeito positivo indicando que
concentragbes superiores a 35% de MC e superior a 4% de TG resultariam em
maior conversao de sacarose em isomaltulose. Contudo na fermentagdo da
linhagem de S. plymuthica em fermentador de 6,6L contendo 3L de meio de cultivo
otimizado por ORSI (2008) como descrito no item 3.2.1, foi obtido somente cerca
de 30 — 32g de MC e nao foi possivel testar concentracbes mais altas de MC nos
ensaios de otimizacdo da imobilizacao celular. Desta forma, no estudo seguinte
DCCR 2° foi fixada a concentragdo de 38% de MC e testadas TG em maior

concentracéo (5%).
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A variavel CaCl, apresentou efeito negativo (p<0,1) nos resultados das trés
primeiras bateladas, porém nos estudos preliminares verificou-se dificuldade de
formacao de gel de pectato e alginato de calcio em concentragbes de CaCl,
inferiores a 0,1Mol/L, por isso optou-se por fixar a concentragado dessa variavel em

0,1Mol/L nos préximos estudos.

A variavel alginato de sodio apresentou efeito significativo (p<0,1) apenas
na segunda batelada, sendo este negativo na faixa estudada entre 1,5 a 2,5%.
Desta forma, para o estudo subsequente optou-se estudar os niveis da variavel
alginato em concentracgdes de 0 - 3%, com a finalidade de verificar os resuldados
da matriz utilizando-se a ALMP sem alginato de sédio, para a imobilizagdo de

células de S. plymuthica e estudo da conversao de sacarose em isomaltulose.

O parametro gelatina variou entre 0% e 2%. N&o foi observado efeito
significativo desta variavel na faixa de concentracdo estudada, para o estudo

sequente a faixa de concentragao estudada foi ampliada (0-4%).

A variavel ALMP apresentou efeito significativo (p<0,1) negativo da 22 até a
52 batelada, porém o nivel inferior (-1) de estudo com concentragcdo 0% desta
variavel ndo pode ser diminuido. Visto que o foco do estudo proposto foi a
aplicacdo da ALMP na imobilizagado das células e suas interagdes com as outras
variaveis optou-se por manter a concentracao estudada na faixa de 0 a 2% de

pectina nos estudos posteriores.
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4.2.3.3 Estudo dos efeitos das variaveis alginato, gelatina, ALMP na
imobilizagcao de S. plymuthica ATCC 15928 e conversao de
sacarose em isomaltulose e trealulose por metodologia de
planejamento experimental por delineamento composto central
rotacional completo- DCCR 23,

O DCCR-2? para estudo dos efeitos das variaveis, concentracdo de alginato
de soddio, gelatina e ALMP na imobilizacdo das células de S. plymuthica e
conversdo de sacarose em isomaltulose foi realizado como descrito no item
3.3.3.2.2, mantendo-se constante a concentracdo massa celular em 38%, CaCl,
em 0,1mol/L e TG em 5%. A Tabela 26 mostra os valores decodificados dos niveis
utilizados das variaveis empregadas na elaboragdo dos 18 ensaios para a
otimizagcao das células de S. plymuthica enquanto que a Tabela 27 ilustra os

niveis de cada parametro empregados nos 18 ensaios.

Tabela 26. Valores decodificados dos niveis utilizados das variaveis alginato de
sédio, ALMP e gelatina no planejamento experimental DCCR 2° para a otimizagao
da composicao da matriz de imobilizacao de células de S. plymuthica ATCC 15928
e conversao de sacarose em isomaltulose.

Niveis
-1,68 -1 0 1 1,68
%Alginato de sédio (m:m) 0 06 15 24
%Gelatina (m:v) 0 0,8 2 3,2
%ALMP (m:v) 0 0,4 1 1,6

A Tabela 28 e Figura 19 ilustram os resultados obtidos em cada um dos
ensaios para as quatro bateladas estudadas e a média dos resultados. Pode-se

observar que a melhor média de resultados de conversdo de sacarose em
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isomaltulose (71,8%) foi obtida no ensaio 13. Na Figura 19 observa-se que nao
houve grande variagao entre a maioria dos ensaios indicando que a variagao dos
parametros nao promoveu diferenga significativa na matriz de imobilizagdo a ponto
de influenciar no resultado da converséo de sacarose em isomaltulose, entretanto,

todos os ensaios apresentaram taxas de conversido meédia acima de 57%.

Tabela 27. Planejamento DCCR 2° codificado com as combinagdes experimentais
para estudo do efeito da concentragdo de alginato de sédio, gelatina e ALMP na
imobilizagdo de células de S. plymuthica ATCC 15928 e conversdo de sacarose

em isomaltulose por processo em bateladas (24h).

Ensaios Alginato Gelatina ALMP
1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
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Tabela 28.

15928.

Porcentagem de conversdo de solugdo 35% de sacarose em
isomaltulose durante quatro bateladas de 24 horas e média dos valores obtidos
nos 18 ensaios do planejamento DCCR 23 para estudo do efeito da concentragao
de ALMP, alginato e gelatina na imobilizagdo de células de S. plymuthica ATCC

Ensaios

batelada 1

batelada2 batelada 3 batelada 4

MEDIA

% de conversao de sacarose em isomaltulose

O 00 N O Ul B WIN BP-

R R R R R R R R R
0O NO U D WNRELRO

80,71
81,36
81,28
81,06
81,26
79,98
79,90
79,75
81,24
80,36
80,43
81,44
81,44
80,77
79,81
80,40
82,00
80,33

80,74
79,71
79,44
79,37
78,73
79,06
79,24
80,47
77,68
79,78
79,58
79,61
80,77
80,01
80,03
79,93
79,00
77,07

61,50
72,11
72,84
74,83
51,68
73,19
65,32
72,55
57,01
69,48
67,02
69,91
73,67
72,68
66,27
63,88
67,29
54,07

31,31
41,61
44,01
39,46
21,51
50,19
34,16
43,46
26,44
30,93
29,19
50,94
51,38
43,41
28,43
33,60
33,10
17,99

63,57
68,70
69,39
68,68
58,30
70,61
64,65
69,06
60,60
65,14
64,05
70,47
71,81
69,21
63,63
64,45
65,34
57,37
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Figura 19. Converséo de solucdo 35% de sacarose em isomaltulose obtidos nos
18 ensaios do planejamento DCCR 23 durante quatro bateladas de 24 horas, para
estudo dos efeitos da concentracdo de ALMP, alginato e gelatina na imobilizagéo
de S. plymuthica.

(a) ensaios de 1 a 9; (b) ensaios de 10 a 18.
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A Figura 20 mostra a média dos resultados das quatro bateladas de converséao
de solugdo 35% de sacarose em isomaltulose e trealulose, do DCCR-2° para
estudo dos efeitos da concentragcédo de alginato, ALMP e gelatina na imobilizagao
de S. plymuthica ATCC 15928. Os ensaios 6, 12 e 13 apresentaram as maiores
médias de conversao préoximas de 71% de isomaltulose e 7,5% de trealulose e os
ensaios 5 e 18 apresentaram as menores médias de conversédo ao redor de 48%

de isomaltulose e 5,9% de trealulose.
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Figura 20. Conversdo média de sacarose em isomaltulose e trealulose obtidos
nos 18 ensaios do planejamento DCCR-2° para estudo dos efeitos da
concentracdo de alginato, ALMP e gelatina na imobilizacdo de S. plymuthica
ATCC 15928.
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Os coeficientes de regresséao, desvio padrao e limites de confianga para a
conversdo de sacarose em isomaltulose por células de Serratia plymuthica

imobilizadas em alginato, ALMP e gelatina estdo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29. Resultados do coeficiente de regresséo, desvio padrao e limites de
confianga do planejamento experimental (DCCR-2°) para estudo dos efeitos da
concentracdo de alginato, ALMP e gelatina na imobilizagcdo de células de S.
plymuthica.

Parimetro Coeficientg de Desvio Padrio Li_mite de Ll:mite de
Regressao Confianga -90% Confianga +90%

Média* 62,72236 1,216141 59,91793 65,52678
(1)Alginato (L)* 2,10703 0,659139 0,58705 3,62700
Alginato (Q) -0,05024 0,684891 -1,62960 1,52912
(2)Gelatina (L)* 1,56677 0,659139 0,04679 3,08674
Gelatina (Q)* 1,50186 0,684891 -0,07750 3,08122
(3)ALMP (L) -0,88546 0,659139 -2,40544 0,63451
ALMP (Q)* 2,65091 0,684891 1,07155 4,23027
1L X 2L* -1,71750 0,861206 -3,70345 0,26845
1L X 3L* 1,53750 0,861206 -0,44845 3,52345
2L X3L -0,12500 0,861206 -2,11095 1,86095

*parametros estatisticamente significativos (90% de confianga);

(L) parametro linear, (Q) pardmetro quadratico.

A analise estatistica do modelo foi obtida por ANOVA, os resultados estao
expressos na Tabela 30. Neste planejamento o valor-F experimental foi maior do
que o valor-F tabelado, mostrando que o modelo é estatisticamente significativo a

90% de nivel de confianca (p<0,1).
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Tabela 30. Analise de variancia do planejamento experimental (DCCR-2°) para
estudo dos efeitos da concentragédo de alginato, ALMP e gelatina na imobilizagao
de células de S. plymuthica.

Soma Graus de Média Valor-F
Fonte quadratica liberdade quadratica experimental
Regressao 256,3154 6 42,71923 9,90
Residuo 47,46729 11 4,315208
Falta de ajuste 8,1614 8
Erro puro 39,3059 3
Total 303,7827 17

Coeficiente de determinacgao: R?=0,84, Valor-Ftabeladog go.6.11=2,39

A Figura 21 ilustra a superficie de resposta dos efeitos da concentragao de
alginato, ALMP e gelatina na imobilizacdo das células de S. plymuthica e
conversao de sacarose em isomaltulose. Pode-se observar que houve efeito
positivo das trés variaveis, concentragao de alginato de sodio, ALMP e gelatina,
indicando que os valores de concentragcdo do nivel superior 3%, 2%, 4%
respectivamente seriam os pontos mais proximos da otimizagao dos componentes

da matriz de imobilizagao.
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Figura 21. Superficies de resposta e curvas de contorno dos efeitos da
concentragdo de alginato de sodio, ALMP e gelatina na imobilizagcédo de S.
plymuthica e conversdao de sacarose em isomaltulose dos ensaios do
planejamento experimental (DCCR-23)
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4.2.3.4 Testes em triplicatas das melhores concentragdes de alginato
de sédio, ALMP, gelatina, TG e CaCl, obtidas nos dois ensaios
anteriores para a imobilizagdo de células de S. plymuthica e
conversao de sacarose em isomaltulose.

Para avaliar as matrizes de imobilizagao das células de S. plymuthica que
apresentaram melhores resultados de conversdo de sacarose em isomaltulose
(entre 70 e 79% de conversdo média por 4 bateladas) nos trés planejamentos
sequenciais descrito nos itens 4.2.3.3 e 4.2.3.4, foram realizados dois testes com
sete ensaios em triplicata, conforme apresentado na Tabela 31 e no item 3.3.3.2.3.

Em todos os ensaios a concentragdo de massa celular foi de 38%.

Tabela 31. Concentragdes de alginato de sddio, ALMP, gelatina, TG e cloreto de
calcio utilizados nos sete ensaios do estudo univariavel para a imobilizagao de
células de S. plymuthica e conversao de sacarose em isomaltulose.

Testes % Alginato % ALMP % Gelatina % TG CaCl,
(m:m) (m:v) (m:v) (m:v) (mol/L)

1 1,5 0 0 4 04

2 0,3 0,4 0 5 0,1

3 0,3 1,6 0 5 0,1

4 1,2 1,6 0 5 0,1

5 24 1,6 0,8 5 0,1

6 1,5 1 4 5 0,1

7 1,5 0 2 5 0,1

A Tabela 32 e a Figura 22 ilustram os valores em porcentagem de

conversao de sacarose em isomaltulose das quatro bateladas, conversdao média
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das bateladas, conversdo média das ftriplicatas dos sete ensaios do estudo
univariavel dos efeitos da concentragdo de ALMP, alginato de sddio, gelatina,
CaCl,; em solugdes esterilizadas por autoclavagem, e TG na imobilizagado de S.
plymuthica. Neste estudo foi obtido melhor média de conversdo de sacarose em
isomaltulose (72,66%) no ensaio 7, utilizando-se células de S. plymuthica
imobilizadas com 1,5% (m:m) de alginato de sédio 14000 cP Sigma-A7128, 0% de

ALMP, 2% (m:v) de gelatina, 5% (m:v) de TG e 0,1mol/L de CaCl,.

Observou-se que € possivel utilizar a ALMP na composigdo da matriz de
imobilizagdo, porém o resultado final da conversdo de sacarose em isomaltulose
independe da presencga deste sacarideo quando as células de S. plymuthica séao

imobilizadas em alginato de sodio, gelatina e TG nas condigdes otimizadas.

Recentemente a aplicagdo de ALMP foi estudada por SANDOVAL-
CASTILLA e colaboradores (2010) como matriz alternativa de microencapsulagao
de Lactobacillus casei para adicdo em bebida lactea como probiético. Foram
estudadas matrizes de imobilizacdo formadas por alginato, ALMP e misturas de
alginato-ALMP nas proporgdes de 1:2, 1:4 e 1:6. Os autores concluiram que o
alginato contribuiu significativamente para a esfericidade dos granulos e a ALMP
contribuiu positivamente com a estabilidade e resisténcia mecanica dos granulos.
Foi observado que quanto maior a concentracdo de pectina maior a dureza e
resisténcia mecanica dos granulos e isso implicou diretamente em maior

capacidade de retencdo das células.
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Tabela 32. Porcentagem de conversdao de sacarose em isomaltulose durante
quatro bateladas de 24 horas, conversdo meédia das quatro bateladas, conversao
meédia das triplicatas em cada ensaio e desvio padrao dos valores obtidos nas
triplicatas dos 7 ensaios para estudo univariavel do efeito da concentracdo de
ALMP, alginato, gelatina, CaCl, em solugdes autoclavadas, e TG na imobilizagao
de células de S. plymuthica (A, B e C séo as triplicatas de cada um dos sete
ensaios).

% de conversao de sacarose em

. Média Média Desvio
Ensaios isomaltulose
Batt:lada Batezlada Batt;lada Battzlada Bateladas Ensaio Padrio
1A 80,96 79,42 75,03 33,49 67,23
1B 82,93 79,95 69,78 24,73 64,35 64,33 2,91
1C 79,89 80,51 66,11 19,13 61,41
2A 80,89 79,58 76,02 58,33 73,70
2B 80,86 79,50 71,05 23,34 63,69 67,31 5,55
2C 80,78 82,07 71,22 24,14 64,55
3A 81,31 83,73 70,60 33,58 67,31
3B 81,40 78,96 61,81 22,46 61,16 64,24 3,07
3C 80,83 80,05 69,45 26,67 64,25
4A 79,18 78,78 72,46 33,32 65,94
4B 80,96 80,01 60,76 18,91 60,16 63,52 3,00
4C 81,06 79,00 69,06 28,78 64,47
5A 81,20 78,03 66,56 20,58 61,59
5B 79,23 79,01 65,46 17,85 60,39 62,34 2,42
5C 79,84 78,65 71,78 29,89 65,04
6A 81,13 78,80 68,69 27,29 63,98
6B 81,12 80,72 74,73 56,09 73,16 68,70 4,60
6C 79,75 79,06 77,45 39,52 68,94
7A 79,96 80,82 76,04 56,71 73,38
7B 80,39 79,07 75,88 60,37 73,93 72,66 1,74
7C 80,96 79,04 76,04 46,66 70,67
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Figura 22. Conversao de sacarose em isomaltulose obtidos nos 7 ensaios em
triplicata durante quatro bateladas de 24 horas para estudo dos efeitos da
concentragao de ALMP, alginato, gelatina, CaCl, em solugbes autoclavadas, e TG
na imobilizagdo de S. plymuthica ATCC 15928.
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A Tabela 33 e a Figura 23 ilustram as porcentagens de conversao de
sacarose em isomaltulose por quatro bateladas, média das quatro bateladas,
meédia das triplicatas para os sete ensaios do estudo univariavel do efeito da
concentracdo de ALMP nao esterilizada, alginato de sdédio, gelatina e CaCl,
esterilizados por autoclavagem e TG. Os resultados foram muito semelhantes aos
obtidos no estudo anterior no qual a ALMP utilizada no processo de imobilizagao
celular foi esterilizada por autoclavagem, isso indica que o tratamento térmico
desse polissacarideo n&o interferiu na imobilizagdo das células de S. plymuthica e

conversao de sacarose em isomaltulose.

SANDOVAL-CASTILLA e colaboradores (2010) observaram que quanto
maior a concentragdo de pectina maior a dureza e resisténcia mecanica dos
granulos e isso implicou diretamente em maior capacidade de retengdo das
células. Segundo os autores, esse resultado indica as diferengas existentes entre
as ligagbes cruzadas da rede polimérica formada no alginato de calcio, pectato de

calcio e alginato-pectato de calcio.

CONTESINI e colaboradores (2012) estudaram a imobilizacdo da
glicosiltransferase de Erwinia sp. em ALMP e gordura (manteiga e acido oléico).
As microcapsulas de glicosiltransferase imobilizadas em ALMP e gordura que
foram liofilizadas apresentaram conversao de sacarose em isomaltulose superior a
60% enquanto as microcapsulas nao liofilizadas apresentaram conversao de 30%

de sacarose em isomaltulose na primeira batelada.
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Tabela 33. Porcentagem de conversdo de sacarose em isomaltulose durante
quatro bateladas de 24 horas, conversdo meédia das quatro bateladas, conversao
meédia das triplicatas em cada ensaio e desvio padrao dos valores obtidos nas
triplicatas dos 7 ensaios para estudo univariavel do efeito da concentracdo de
ALMP nao autoclavada, alginato, gelatina, CaCl, em solugbes autoclavadas e TG
na imobilizagdo de células de S. plymuthica (A, B e C sao as triplicatas de cada
um dos sete ensaios).

% de conversédo de sacarose em isomaltulose Média Média Desvio

Ensaios Bate1lada Batezlada Batt;lada Batilada Bateladas Ensaio Padrio
1A 80,62 76,80 64,23 36,08 64,43

1B 80,11 79,35 63,88 35,88 64,80 63,78 1,46
1c 80,17 76,89 59,71 31,63 62,10

2A 82,52 80,03 70,47 49,04 70,51

2B 81,90 77,91 65,11 42,22 66,78 68,63 1,87
2C 81,26 79,88 68,10 45,18 68,60

3A 81,64 74,17 56,64 34,71 61,79

3B 81,89 78,61 65,52 38,92 66,23 66,24 4,46
3c 81,58 79,21 71,21 50,81 70,70

4A 81,04 78,22 65,87 37,78 65,72

4B 80,72 77,48 64,52 40,02 65,68 64,96 1,28
4C 81,69 75,62 61,54 35,09 63,48

5A 80,93 77,04 68,08 43,20 67,31

5B 80,98 76,58 65,49 39,47 65,63 66,89 1,11
5C 81,19 77,47 67,99 44,27 67,73

6A 80,73 78,31 68,95 46,39 68,60

6B 80,76 78,92 69,38 49,37 69,61 68,69 0,87
6C 82,24 77,76 60,76 50,73 67,87

7A 77,39 70,32 62,68 51,92 65,58

7B 82,30 78,48 70,95 35,63 66,84 66,21 0,89
7C 80,62 76,80 64,23 36,08 64,43
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Figura 23. Porcentagem de converséo de sacarose em isomaltulose obtidos nos 7
ensaios em triplicata, durante quatro bateladas de 24 horas para estudo dos
efeitos da concentragdo de ALMP nao autoclavada, alginato, gelatina, CaCl, em
solugdes autoclavadas e TG na imobilizagao de S. plymuthica ATCC 15928.
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4.2.4 Conversao de sacarose em isomaltulose e trealulose por células
imobilizadas de S. plymuthica em alginato com gelatina e TG em

processo continuo, utilizando coluna de leito empacotado

Os materiais e procedimentos empregados para a obtencéo dos resultados

abaixo estao descritos no item 3.3.4.

Foram realizados seis testes de conversdo de sacarose utilizando-se
granulos de células de S. plymuthica (34% de massa celular umida) imobilizadas
em matriz contendo 1,7% de alginato de sédio 14000cP Sigma®-A7128, 0,5% de
gelatina Vetec® e 3,5% de transglutaminase, em colunas de leito empacotado em
processo continuo, variando-se a temperatura (25 e 27°C) e o fluxo de substrato
solugdo de 35% de sacarose (agucar cristal) (0,2; 0,3; 0,5 e 0,65mL/min) como
descrito no item 3.3.4. A cada 12 horas de conversao foram retiradas amostras
para analise de carboidratos por HPLC como descrito no item 3.2.1.1. A Figura 25
mostra os resultados de conversdo de sacarose em isomaltulose, trealulose,
glicose e frutose na Coluna 1, mantida por 200 horas com fluxo de substrato
0,3mL/min a 25°C. Nas primeiras 10 horas de processo foram obtidos 68,9% de
conversao sacarose em isomaltulose e 6,7% de trealulose, sendo que a partir de
17 horas de processo observou-se um aumento para 75,7% de conversao de
sacarose em isomaltulose. Esse aumento provavelmente deve-se ao fato de que
ap6s algumas horas de circulagdo de substrato, aumentou o contato efetivo do

substrato com o micro-organismo imobilizado. A taxa de conversao diminuiu
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lentamente, sendo que por volta de 144horas foi obtido 57,8% de isomaltulose. A
taxa de conversao de sacarose em trealulose foi mantida constante apresentando
média de 7,3% apods 200 horas de processo. A Figura 24 ilustra as células de S.
plymuthica imobilizadas em matriz de alginato, gelatina e TG, empacotadas em

coluna encamisada.

Figura 24. Granulos de células de S. plymuthica imobilizadas dispostas em coluna
de leito empacotado.

Durante o processo de conversao de solucdo 35% de sacarose em
isomaltulose e trealulose foram formados glicose e frutose em concentragdes

inferiores a 8% que estéo representados também nas Figuras 25-30.
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Figura 25. Conversao de solucédo 35% de sacarose em isomaltulose, trealulose,
glicose e frutose pelas células imobilizadas de S. plymuthica em matriz de 1,7% de
alginato de sddio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em processo continuo a 25°C e
fluxo de substrato de 0,3mL/min (Coluna 1).

A Figura 26 mostra os resultados de conversdo de solucédo 35% de
sacarose em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose pelas células imobilizadas
em matriz de 1,7% de alginato de sddio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG, obtidos
na Coluna 2, mantida por 200 horas com fluxo de substrato 0,2mL/min a 25°C.
Nas primeiras 10 horas de processo foram obtidos 61,0% de conversdo da
sacarose em isomaltulose e 5,8% de trealulose, sendo que a partir das 30 horas
observou-se um aumento para 75,5% de conversao de sacarose em isomaltulose.
Essa taxa de conversao foi mantida com ligeiro declinio sendo obtido 50,6% de
isomaltulose apds 200 horas de uso continuo das células imobilizadas. Dentre as

condicdes estudadas esta foi a que apresentou maior estabilidade de conversao
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de sacarose em isomaltulose, como também as mais altas taxas de converséo. A
taxa de conversao de sacarose em trealulose foi mantida constante apresentando

meédia de 7,4% apds 200 horas de processo.
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Figura 26. Conversdo de solucéo 35% de sacarose em isomaltulose, trealulose,
glicose e frutose pelas células imobilizadas de S. plymuthica em matriz de 1,7% de
alginato de sodio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em processo continuo a 25°C
com fluxo de substrato de 0,2mL/min (Coluna 2).

A Figura 27 mostra os resultados de conversdo de solucédo 35% de
sacarose obtidos na Coluna 3, mantida por 200 horas com fluxo de substrato
0,5mL/min a 25°C. Nas primeiras 24 horas de processo foram obtidos 61,6% de
isomaltulose e 5,7% de trealulose. Essa taxa de conversao foi mantida constante
até cerca de 80 horas, a partir deste observou-se declinio da taxa de conversao de
sacarose em isomaltulose, sendo que, apds 170 horas de uso continuo das

células imobilizadas foi obtido 42,7%. O fluxo de substrato empregado neste teste
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provavelmente foi muito alto, dificultando a reagdao da enzima com o substrato ou

aumentando a lixiviagao das células da matriz de alginato de calcio com gelatina e

TG.
80
70
=]
o
: o \—'\‘\
2 40 Toe—
(0]
: 30 -
-]
¥ 20
10
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Horas
=—@—|somaltulose =ll=Trealulose Sacarose =>¢=Glicose === Frutose

Figura 27. Conversao de solugcdo 35% de sacarose em isomaltulose, trealulose,
glicose e frutose pelas células imobilizadas de S. plymuthica em matriz de 1,7% de
alginato de sdédio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em processo continuo a 25°C
com fluxo de substrato de 0,5mL/min (Coluna 3).

A Figura 28 mostra os resultados de conversdo de solucédo 35% de
sacarose em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose obtidos na Coluna 4,
mantida por 200 horas com fluxo de substrato 0,65mL/min a 25°C. Nas primeiras
24 horas de processo foram obtidos 51,0% de conversdo de sacarose em
isomaltulose e 4,3% de trealulose. Essa taxa de conversao foi mantida constante

até 120 horas de uso continuo das células imopbilizadas, a partir dai observou-se
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declinio da taxa de conversido de sacarose sendo obtido 25% de isomaltulose

apoés 200h de processo.

Observou-se que o aumento do fluxo de substrato de 0,5mL/min (Figura 26)
para 0,65mL/min (Figura 28) resultou em diminuigcdo de conversdo de sacarose

em isomaltulose.
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Figura 28. Conversdo de solugdo 35% de sacarose em isomaltulose, trealulose
glicose e frutose pelas células imobilizadas de S. plymuthica em matriz de 1,7% de
alginato de sodio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em processo continuo a 25°C
com fluxo de substrato de 0,65mL/min (Coluna 4).

A Figura 29 mostra os resultados de conversdo de solugédo 35% de
sacarose em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose obtidos na Coluna 5,
mantida por 200 horas com fluxo de substrato 0,3mL/min a 27°C. Nas primeiras 72

horas de utilizagdo continua da coluna de células imobilizadas de S.plymuthica
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foram obtidos uma média de 48,95% de conversdo sacarose em isomaltulose e
2,4% de trealulose, sendo que, a partir deste periodo observou-se acentuado
declinio da taxa de conversao de sacarose em isomaltulose. Dentre as condi¢cdes
estudadas esta foi a que apresentou menor estabilidade de conversao de
sacarose em isomaltulose, como também as menores taxas de conversdo. O
aumento de dois graus na temperatura de reagao apresentou alta influéncia na
conversao de sacarose em isomaltulose, comparado com o ensaio realizado a

25°C e utilizando o mesmo fluxo de substrato (0,3mL/min) (Figura 25).
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Figura 29. Conversdo de sacarose em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose
pelas células imobilizadas de S. plymuthica em matriz de 1,7% de alginato de
sédio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em processo continuo a 27°C com fluxo de
substrato de 0,3mL/min (Coluna 5).
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A Figura 30 mostra os resultados de conversao de solugéo 35% de sacarose
em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose obtidos na Coluna 6, mantida por
200 horas com fluxo de substrato 0,2mL/min a 27°C. Nas primeiras 18 horas de
processo foram obtidos 60,3% de conversdo da sacarose em isomaltulose e 5,9%
de trealulose. Essa taxa de conversao foi mantida com ligeiro declinio até cerca de
100 horas com 54,8% de isomaltulose seguido por acentuado declinio da taxa de
conversao de sacarose em isomaltulose, sendo que, apés 200 horas de uso

continuo das células imobilizadas foi obtido 30% de isomaltulose.
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Figura 30. Conversdo de sacarose em isomaltulose, trealulose, glicose e frutose
pelas células imobilizadas de Serratia plymuthica em matriz de 1,7% de alginato
de sdédio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em processo continuo a 27°C com fluxo
de substrato de 0,2mL/min (Coluna 6).

A Tabela 34 apresenta os valores médios de isomaltulose, trealulose,

glicose e frutose obtidos a partir de solugado 35% de sacarose nas seis colunas de
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células imobilizadas em matriz de 1,7% de alginato de calcio, 0,5% de gelatina e
3,5% de TG testadas a 25 e 27°C utilizando-se diferentes fluxos de substrato ao
longo de 200 horas. Observou-se que o aumento da temperatura de 25 para 27°C
causou efeito negativo nas taxas de conversao, visto que as Colunas 3 e 4, cujo
processo foi mantido a 27°C apresentaram resultados cerca de 40% inferiores aos
resultados obtidos nas Colunas 1 e 2 para a conversao de sacarose em
isomaltulose utilizando-se os mesmos fluxos de substrato. Observou-se que o
aumento do fluxo de sacarose também apresentou efeito negativo sobre as taxas
de conversao, resultando em reducgao de estabilidade da conversdo de sacarose

em isomaltulose ao longo do tempo.

No processo continuo um menor fluxo de substrato, reflete em maiores
taxas de conversao, provavelmente devido ao maior tempo de contato entre
substrato e enzima, um fluxo mais elevado poderia carregar as células causando
desprendimento da matriz de imobilizacdo, com isso reduzindo a estabilidade do
processo. Pode-se considerar também, que em um fluxo elevado ocorre a
passagem de substrato pelas vias mais livres, enquanto em fluxo mais lento, torna
possivel a entrada do substrato nos poros da matriz de imobilizagdo, aumentando

as possibilidades de contato e conversao da sacarose em isomaltulose.
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Tabela 34. Médias das taxas de conversdo de sacarose em isomaltulose,
trealulose, glicose e frutose pelas células imobilizadas de S. plymuthica em matriz
de 1,7% de alginato de sddio, 0,5% de gelatina e 3,5% de TG em colunas de leito
empacotado, em processo continuo por 200 horas.

Fluxo e temperatura do substrato sacarose 35%

Ac 0,3mL/min 0,2mL/mina 0,5mL/min 0,65mL/min 0,3mL/min 0,2mL/min
gucares a 25°C 25°C a 25°C a 25°C a 27°C a 27°C

Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3 Coluna 4 Coluna5 Coluna6

% média de conversédo de solugido 35% de sacarose em isomaltulose

Isomaltulose 63,2 64,0 53,6 42,7 34,8 46,1
Trealulose 7,3 7.4 50 3,9 3.4 4,6
Sacarose 17,5 16,7 35,4 48,6 41,7 29,1
Glicose 3,9 4,0 3,1 2,7 2,8 3,8
Frutose 3,5 3,6 2,8 23 21 3,0

KAWAGUTI E SATO (2010a) estudaram o efeito da concentragdo de
substrato sacarose (agucar cristal) (35 a 55% m/v) e do fluxo (0,5 a 1,0mL/min) na
conversao de sacarose em isomaltulose, em processo continuo, utilizando-se
coluna empacotada de células de Erwinia sp. imobilizadas em alginato de calcio.
Os melhores resultados de conversao de sacarose em isomaltulose (63,2%) foram

obtidos utilizando 35% de sacarose e fluxo de 0,6mL/min.

AHN et al. (2003) utilizaram células imobilizadas da linhagem Erwinia
rhapontici ATCC 29283 para converter sacarose em isomaltulose. A suspensao
celular 40% (m/v) foi misturada com igual volume de solugéo 5% de alginato de
sodio e gotejadas em solucédo de CaCl, 0,15 M para formar os granulos contendo
células imobilizadas; e posteriormente foram dispostas em colunas encamisadas

(50 x 180 mm) a 30°C, com circulagdo de solucdo de sacarose 55%. Foram
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testadas temperaturas a 27°C, 30°C e 33°C e os rendimentos iniciais de
isomaltulose foram respectivamente, 79%, 89% e 85% e diminuiram para 67%,

79% e 57% apos 60 dias, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

As células livres de Serratia plymuthica ATCC 15928, produtora de
glicosiltransferase, converteram a sacarose (solugdo 35% (m:v)) em 79% de
isomaltulose, 8,2% de trealulose, 4,8% de frutose, e 4,9% de glicose, sendo que

2,9% da sacarose nao foi hidrolisada.

A conversao de sacarose em isomaltulose utilizando-se células livres de S.
plymuthica ATCC 15928, em processo em batelada, foi favorecida utilizando-se
solucdo de sacarose 30% e temperaturas de 25 - 30°C, obtendo-se altos valores
de conversao em isomaltulose (79 - 78,9% respectivamente), apos 75 minutos de

reacao.

As células de S. plymuthica ATCC 15928 imobilizadas em alginato de sédio
B de alta viscosidade (14.000 cP Sigma-A7128) e C (20.000 cP Sigma-180947)
apresentaram os melhores resultados de conversdo de sacarose em isomaltulose,
comparados com as células imobilizadas em alginato de sédio A (250 cP Sigma A-
2158), D (Fluka 71240) e E (Synth A1089.01AF). A utilizacdo do alginato de sédio
B, selecionado para a imobilizagdo, apresentou vantagens como maior facilidade
de dissolucdo, melhor fluidez na tubulagdo da bomba peristaltica e obtencao de

particulas mais homogéneas em relagao ao alginato de sodio C.
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A adigdo da enzima TG na suspensdo celular de S. plymuthica ATCC
15928 e alginato de sddio na etapa de imobilizagao celular resultou em melhora na
estabilidade da conversdo de sacarose em isomaltulose, comparada com as

células imobilizadas somente com alginato de calcio.

Utilizando-se células de S. plymuthica ATCC 15928 imobilizadas em
condicdes otimizadas (1,7% de alginato de sédio (Sigma® A-7128)), 0,25 mol/L de
CaCl, (Sinth® P.A.), 0,5% de gelatina (Vetec® P.A), 3,5% de transglutaminase
(ACTIVA TG-BP® - Ajinomoto Interamericana Industria e Comércio Ltda.),
concentragdo de massa celular umida de S. plymuthica 33,5% (m:v), solugao 35%
de sacarose (m:v), e temperatura de 30°C foi obtido taxa de conversdo média de
71,04% de sacarose para isomaltulose por 4 bateladas, sendo que na primeira
batelada a taxa de converséo foi de 75,82% apresentando ligeiro declinio nas

bateladas seguintes.

Utilizando-se 7g de células imobilizadas de S. plymuthica ATCC 15928 em
alginato de calcio-gelatina-TG e solugao 35% de sacarose, foram obtidos 140mL
de xarope com taxa média de 71,04% em isomaltulose e 6,2% em trealulose apds

4 bateladas de 24h.

No processo continuo de conversdo de sacarose em isomaltulose por
células imobilizadas de S. plymuthica em alginato de calcio com TG e gelatina
foram obtidas altas taxas de conversao e boa estabilidade, por 200 horas, sendo
obtido, na melhor condigdo (25°C e fluxo de substrato 0,2mL/min) concentragao

média de 64,0% de isomaltulose e 7,4% de trealulose e outros agucares.
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Utilizando-se as células de S. plymuthica imobilizadas em alginato de
calcio-gelatina-TG em processo continuo, o aumento da temperatura de 25 para
27°C e o aumento do fluxo de 0,2 para 0,655mL/min apresentou efeito negativo,
reduzindo as taxas de conversdo de sacarose em isomaltulose e a estabilidade

das células imobilizadas.

A adigdo de pectina de baixo teor de metoxilacdo (ALMP) na suspenséo
celular contendo alginato de sodio, gelatina e TG, para a imobilizagdo de S.
plymuthica ATCC 15928 nao resultou em aumento significativo da estabilidade das

células imobilizadas e da conversao de sacarose em isomaltulose.
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7 ANEXOS

7.1 Estudo do efeito da concentracao de proteinas (autoclavada
ou nao) e da TG na imobilizagao e estabilidade das células de
S. plymuthica ATCC 15928 em alginato de calcio e conversao

de sacarose em isomaltulose.

7.1.1 MATERIAL E METODOS

7.1.1.1 Efeito da concentracao de gelatina e de caseina (autoclavada
ou ndo) na imobilizagcdo e estabilidade das células de S.
plymuthica ATCC 15928 em alginato de calcio com TG e
conversao de sacarose em isomaltulose.

Para o estudo dos efeitos da concentragdo de caseina (0, 1 e 2%) e de
gelatina (0, 1 e 2%) (autoclavadas ou n&o) na imobilizagdo das células de S.
plymuthica foram fixadas as concentragdes de alginato de sédio (2%), massa

celular 30%, cloreto de calcio (2%) e transglutaminase (0,5%).

Foram realizados 10 ensaios em duplicata como mostra a Tabela 35. As
fontes protéicas gelatina e caseina foram testadas nas concentragdes 0, 1 e 2%,
sendo que nos ensaios de n°2 ao n°5 as solugbes de caseina e gelatina foram
autoclavadas durante 15 minutos a 121°C, enquanto que nos ensaios n°7 ao n°10
as solugbes de proteinas nao foram autoclavadas. As solugdes de alginato de

sédio, cloreto de calcio e utensilios necessarios para a pesagem e dissolugéo da
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fonte protéica e preparacédo da suspensado de massa celular e imobilizacdo foram

autoclavadas por 15min a 121°C.

As amostras de 8mL de solugéo de alginato de sédio e caseina ou gelatina,
esterilizadas (Tabela 35) foram adicionadas a beéqueres contendo 4mL de
suspensao 30% de massa celular umida de S. plymuthica (m:v) na proporgéo 2:1
(v:v). As suspensdes foram gotejadas em solugao esterilizada de CaCl, 2% para
formar granulos de aproximadamente 3 mm de diédmetro, os quais foram mantidos
imersos na mesma solugdo a 5°C por 15 horas. Apds esse periodo os granulos
foram lavados com agua destilada, previamente esterilizada para a remog¢ao do
excesso de CaCl,. Todas as etapas foram realizadas em condi¢cbes assépticas. As
amostras de granulos contendo células imobilizadas foram transferidas
assepticamente para frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solugéo
35% (p/v) de sacarose (agucar cristal) e incubados em agitador rotatério a 50 rpm,
a 27°C. As amostras de 50 mL de solugao de acucares foram retiradas a cada 24
horas e substituidas por novas amostras de solugao de sacarose 35%. As células
imobilizadas foram reutilizadas por 3 bateladas. A conversao de sacarose em
acgucares redutores foi estimada pela determinacdo de acgucares redutores como

descrito no item 7.1.1.1.1.
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Tabela 35. Parametros utilizados no estudo dos efeitos da adigcdo de caseina ou
gelatina e da etapa de autoclavagem no processo de imobilizacdo das células de
S. plymuthica em alginato de calcio e TG.

Alginato Massa

Ensaio de iédio Celular (éIécI):iact,o(‘;‘I) ? TG(%) Ge(lf/': )' na Ca(s;)ina Autoclavagem
(%) (%)
1 2 30 2 0,5 - - Sim
2 2 30 2 0,5 1 - Sim
3 2 30 2 0,5 2 - Sim
4 2 30 2 0,5 - 1 Sim
5 2 30 2 0,5 - 2 Sim
6 2 30 2 0,5 - - Néo
7 2 30 2 0,5 1 - Néo
8 2 30 2 0,5 2 - N&o
9 2 30 2 0,5 - 1 N&o
10 2 30 2 0,5 - 2 Nao

7.1.1.1.1 Determinagao de agucares redutores

Os acgucares redutores formados foram determinados pelo método de
Somogyi-Nelson (1945), utilizando-se glicose como padrdo. Para o ajuste do
espectrofotdmetro (Beckman DU-70, Beckman-Coulter, Inc., Fullerton, CA, EUA),
foi utilizado um “branco” substituindo-se 50 yL de amostra por 50 yL de agua

destilada na mistura de reacéo.

147



7.1.1.2 Estudo do efeito da concentragao da gelatina (autoclavada ou
nado) e TG na imobilizagdo e estabilidade das células de S.
plymuthica ATCC 15928 em alginato de calcio e conversao de
sacarose em isomaltulose.

Para o estudo dos efeitos da concentracdo da gelatina (0,5 e 1,0%)
(autoclavada ou n&o) da transglutaminase (0,0, 0,5 e 1,5%) na imobilizacdo das
células de S. plymuthica em alginato de calcio, foram fixados as concentrag¢des de
alginato de sodio, massa celular umida de S. plymuthica e cloreto de s6dio em 2%,
30% e 2% (m:v) respectivamente (Tabela 36). Foram realizados oito ensaios em
duplicata sendo que nos ensaios 1 a 4 as solugdes de gelatina foram autoclavadas
a 121°C por 15 minutos enquanto que nos ensaios de 5 a 8, as solugdes de
gelatina n&o foram autoclavadas. As células imobilizadas foram reutilizadas por 3
bateladas. A conversdo de sacarose em acucares redutores foi estimada como

descrito no item 7.1.1.1.1.
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Tabela 36. Parametros utilizados no estudo da determinacdo dos efeitos da
concentracédo de gelatina (autoclavada ou ndo) e TG no processo de imobilizagdo
das células de S. plymuthica em alginato de calcio.

Alginato Massa

Ensaio de s6dio  Celular Cloretode TG  Gelatina  Autoclavagem

(%) (%)  cdlcio (%) (%) (%) da gelatina
1 2 30 2 05 05 Sim
2 2 30 2 0,5 1 Sim
3 z 30 2 1 0,5 Sim
4 2 30 2 1 1 Sim
5 2 30 2 0,5 0,5 Nzo
6 2 30 2 0,5 1 Nzo
! 2 30 2 1 0.5 NZo
8 2 30 2 1 1 N&o
9 2 30 2 0 05 Sim
10 2 30 2 0 1,0 Sim

7.1.1.3 Caracterizagcao da gelatina e alginato de sdédio quanto ao
potencial zeta

O potencial zeta, ou seja, a carga elétrica disponivel, das solugbes (1%
m:m) de gelatina e alginato de soédio foi avaliado através do instrumento de
distribuicdo de mobilidade eletroforética de particulas Zetasizer (Malvern,
Worcestershire, UK), do pH 3 até o pH 8. Foram preparadas amostras em
duplicata de gelatina, gelatina autoclavada e alginato de sdédio. Os resultados

foram expressos como médias seguidas dos seus desvios padroes.
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7.1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.2.1 Efeito da concentragdo de gelatina e de caseina e da etapa de
autoclavagem das solugdes de proteinas na imobilizagdo das
células de S. plymuthica em alginato de calcio com TG.

Observou-se que a esterilizacdo das solugdes de caseina e gelatina por
processo de autoclavagem a 121°C por 15 minutos ndo causou interferéncia na
imobilizagdo das células de S. plymuthica em alginato de calcio utilizando a TG
como agente reticulante. Na Tabela 37 e Figura 31 observa-se resultados
similares de conversédo de sacarose em agucares redutores entre os ensaios de 2
a 5 (onde as fontes protéicas caseina e gelatina sofreram esterilizagao por
autoclavagem a 121°C por 15 min) e os ensaios de 7 a 10 (Que nao sofreram
esterilizacdo). O procedimento de esterilizacdo em autoclave foi testado para
garantir que as alteragdes sofridas pelas fontes protéicas durante o tratamento
térmico nao representassem significativa alteracdo na matriz de imobilizagcao ou

no resultado de conversao de sacarose em isomaltulose.

O processo de esterilizagdo dos materiais e reagentes € importante para
aumentar a estabilidade microbiolégica do processo de conversao, que € realizado

em condi¢des assépticas por trés ou mais bateladas de 24 horas.

A eficiéncia da imobilizacdo das células nessas condicdes foi avaliada pela

formacdo de acucares redutores durante a conversdo de sacarose em
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isomaltulose. Verificou-se que a adicdo de 1% de gelatina na suspensao celular
contendo alginato de sodio e TG (ensaio 2) resultou em melhor resultado de
conversao de sacarose em isomaltulose apos reutilizagao das células imobilizadas

durante trés bateladas (Figura 31).

A adicdo de gelatina na mistura de suspenséao celular, alginato de sédio e
TG provavelmente contribui para o fortalecimento do gel e maior estabilidade das
células imobilizadas, visto que os ensaios 1 e 6 realizados sem a adigao de fonte
proteica apresentaram as menores taxas de conversdo (58,62 e 58,38 mg de
agucares redutores/mL), enquanto o ensaio numero 2 (com gelatina 1%)

apresentou maior taxa de conversao com 111,98 mg de acucares redutores/mL.

Interagbes entre proteinas e polissacarideos desempenham um papel
importante na estrutura e estabilidade de alimentos. O controle e a manipulagao
dessas interagcbes macromoleculares sao essenciais para o desenvolvimento de

novos produtos e processos na area de alimentos (YE, 2008).
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Tabela 37. Média dos resultados dos agucares redutores da primeira a terceira
batelada dos ensaios de conversao de sacarose em isomaltulose para estudo do
efeito da concentracdo de caseina ou gelatina e da etapa de autoclavagem das
solugdes de proteinas na imobilizagao das células de S. plymuthica em alginato de
calcio com TG.

Acucares Acucares
Ensaio redutores (mg/mL) | Ensaio redutores (mg/mL)
1 58,62 6 58,38
2 111,98 7 93,53
3 95,17 8 105,43
4 78,69 9 107,73
5 91,05 10 101,63

Ensaios de 1 a 5 utilizagdo de solugdes de proteinas esterilizadas por autoclavagem.

Ensaios de 6 a 10 utilizagdo de solugdes de proteinas nao esterilizadas.

A Figura 31 ilustra os agucares redutores formados na conversdo de
sacarose em isomaltulose utilizando-se granulos de células de S. plymuthica
imobilizadas com alginato de calcio, preparados com solu¢gdes de gelatina ou
caseina esterilizadas por autoclavagem a 121°C por 15 min (ensaios 1 a 5) e ndo
esterilizadas (ensaios 6 a 10) e TG, durante trés bateladas. No ensaio numero 2,
foi obtido altas taxas de formacédo de agucares redutores e também tendencia de
estabilidade do processo. Nos ensaios 1 e 6 em que ndo foram adicionadas
gelatina ou caseina, respectivamente no processo de imobilizagdo, os granulos de
células imobilizadas somente em alginato de célcio e TG apresentaram rapido

declinio de conversao de sacarose em acgucares redutores.
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Figura 31. Estudo do efeito da concentragéo de caseina e gelatina e da etapa de
autoclavagem das solugdes de proteinas na imobilizagdo das células de S.
plymuthica em alginato de calcio e TG, na conversdo de sacarose em acgucares
redutores, durante trés bateladas de 24 horas.

A matriz formada de alginato-gelatina para a imobilizagdo de S. plymuthica
apresentou maior facilidade de manuseio e representou resultados de conversao

de sacarose em isomaltulose até 30% superior aos da matriz alginato-caseina.
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7.1.2.2 Efeito da concentracao de gelatina e TG e da etapa de
autoclavagem da solugao de gelatina na imobilizagdo das
células de S. plymuthica em alginato de calcio.

Neste estudo foi aplicado somente a gelatina como fonte proteica, tendo em
vista os resultados apresentados no item 7.1.2.1 e a maior facilidade de
dissolugcéo e menor custo comparado com a caseina. A Tabela 38 ilustra a média
de acgucares redutores obtidos a partir de solucdo 35% de sacarose. Os ensaios
foram acompanhados por trés bateladas para estudo dos efeitos da concentracao
de gelatina (autoclavada ou ndo) na imobilizagao das células de S. plymuthica em
alginato de calcio e TG. Nos ensaios 3 e 7 em que foram utilizados TG 1% e
gelatina 0,5% foram obtidos os maiores valores de conversao de sacarose em

agucares redutores (282,60 e 336,40mg/mL) respectivamente.

O processo de autoclavagem da gelatina aplicado nos ensaios de 1 a 5 e
nos controles 9 e 10 ndo representou diferenga significativa para o resultado de
conversao de sacarose em isomaltulose e tendo em vista a maior seguranga
microbiolégica do processo, a autoclavagem da fonte proteica foi adotada como

parte do protocolo de preparo para a imobilizacao celular.
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Tabela 38. Média dos acucares redutores da primeira a terceira batelada de
conversao de sacarose em isomaltulose para estudo do efeito da concentragao de
gelatina (autoclavada ou n&do) e TG na imobilizacdo das células de S. plymuthica
em alginato de calcio.

Acucares redutores Acucares
Ensaio (mg/mL)) Ensaio redutores (mg/mL)
1 281,50 5 269,47
2 240,77 6 253,73
3 282,60 7 336,40
4 260,40 8 227,13
9 216,07 10 229,73

Na Figura 32, pode-se observar que os ensaios de numero 3 e 7
apresentaram maior estabilidade de conversdao durante as trés bateladas
estudadas em relacdo aos outros processos. Os ensaios 3 e 7 continham a menor
concentracdo de gelatina e a maior concentragcdo da enzima TG (0,5 e 1%

respectivamente) dentre os niveis estudados.
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Figura 32. Estudo do efeito da concentragdo de gelatina (autoclavada ou n&o) e
TG da solugdo de gelatina na imobilizagdo das células de S. plymuthica em
alginato de calcio, na conversdo de sacarose em agucares redutores durante trés
bateladas de 24 horas.

7.1.2.3 Caracterizagdao da gelatina e alginato de sédio quanto ao
potencial zeta

O potencial zeta permite determinar a quantidade de cargas em solucédo do
polissacarideo e das proteinas, podendo, assim, ser identificado se existe
possibilidade de ocorrer interagado eletrostatica entre os materiais. Ao analisar o
potencial zeta da gelatina, gelatina autoclavada e alginato de sddio, segundo o
item 7.1.1.3. observou-se que as duas primeiras apresentam potencial negativo no
pH das matrizes de imobilizagdo estudadas (pH 5-6) sendo que o alginato de

sodio apresentou maior carga negativa em relagao a gelatina. O ponto isoelétrico
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(pl) encontrado experimentalmente para a gelatina autoclavada (4,42) e para nao
autoclavada (4,62) indicando que em valores pH superiores a estes a gelatina
apresenta carga negativa (Gelatina tipo B). Observou-se que nédo houve diferenga
significativa de carga independente do tratamento térmico de esterilizagao. Apesar
de a proteina e o polissacarideo apresentarem cargas negativas no pH de

trabalho, pode-se observar que a intensidade de carga é bastante diferente.

Para proteinas e polissacarideos que exibem cargas opostas pode ocorrer
interacbes eletrostaticas, coacervagdo complexa ou separagdao de fases
associativa, dando origem a complexos de proteina/polissacarideo. Neste caso as
misturas exibem duas fases distintas, uma proteina/polissacarideo e a outra do

solvente (YE, 2008).
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