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RESUMO

A isomaltulose é um dissacarideo redutor, isbmero da sacarose, com propriedades
interessantes para a industria de alimentos. Este aclUcar apresenta propriedades
similares as da sacarose, entretanto, apresenta baixo potencial cariogénico e
baixo indice glicémico. A isomaltulose é produzida industrialmente através da
conversdo enzimatica da sacarose pela enzima glicosiltransferase produzida por
certas linhagens de bactérias, como Protoaminobacter rubrum e Erwinia
rhapontici. Este trabalho teve por objetivo purificar e caracterizar a
glicosiltransferase produzida pela Erwinia sp. D12 e imobilizar a glicosiltransferase
bruta em Celite e pectina de baixo teor de metoxilas (BTM). A glicosiltransferase
foi purificada por cromatografia em coluna de troca catibnica SP-Sepharose Fast
Flow, obtendo-se duas fragcdes com atividade de glicosiltransferase. A enzima da
fracdo n° 17 foi purificada cerca de 17,9 vezes, e a massa molecular foi estimada
em 65 kDa, por SDS-PAGE. A glicosiltransferase bruta e as fragbes purificadas
apresentaram atividade 6tima em pH de 6,0 a 6,5 e em temperatura de 30 a 35T
e estabilidade na faixa de pH de 5,0 a 7,0 e em temperaturas inferiores a 30C,
sendo que as fracdes purificadas apresentaram menor estabilidade. As condi¢cdes
Otimas de imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em Celite foram pH 4,0 para
adsorcdo da enzima no suporte, e quantidade de enzima de 1700 U. A
glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite, em processo de batelada e em
coluna de leito empacotado, converteu cerca de 50% de sacarose em
isomaltulose, porém a conversdo diminuiu com o tempo. O tratamento da
glicosiltransferase imobilizada em Celite com 0,1% de glutaraldeido n&o resultou
em aumento da retengdo e estabilidade da enzima. A glicosiltransferase
imobilizada em gel de pectina BTM com adicdo de gordura manteve maior
atividade de glicosiltransferase que as preparacdes de enzima imobilizada sem
gordura e liofilizadas. Quando essa preparacdo foi aplicada em processo de
batelada foi observada converséo inicial em torno de 30% com queda gradativa

nas posteriores bateladas. Em colunas de leito empacotado foi observada
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conversao de sacarose em isomaltulose maxima de 10,5% em 2 horas, sendo que

apo6s 60 horas foi igual a 3%.
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SUMMARY

Isomaltulose is a reducing disaccharide and an isomer of sucrose. Because of its
properties it is interesting for application in the food industry. This sugar shows
similar properties to sucrose, but it has low cariogenic potential and low glycemic
index. Industrially, isomaltulose is produced by conversion of sucrose using
glucosyltransferase. This enzyme is produced by few bacterial strains such as
Protoaminobacter rubrum and Erwinia rhapontici. The aims of this research were
the purification and characterization of glucosyltransferase produced by Erwinia sp.
D12 and the immobilization of the crude enzyme in Celite and low-metoxyl pectin.
The glucosyltransferase was purified using cationic exchange column of SP-
Sepharose Fast Flow and it was obtained two fractions with glucosyltransferase
activity. The enzyme found in 17" fraction was purified 17.9-fold, and showed a
molecular mass of 65 kDa, by SDS-PAGE. The crude glucosyltransferase and the
purified fractions showed optimum activity in pH of 6.0 — 6.5 and 30 — 35C and
stability in pH 5.0 to 7.0 and under 30C, and the purified preparation was less
stable than the crude enzyme. The optimum condition of the immobilization of
crude glucosyltransferase was using pH 4.0 for the adsorption of the enzyme into
the support, and amount of enzyme of 1700 U. The glucosyltransferase
immobilized on Celite was applied to the conversion of sucrose into isomaltulose in
a batch system and packed-bed reactor. A conversion rate of 50% was observed,
but this decreased over a period of hours. The treatment of the immobilized
glucosyltransferase on Celite, with 0.1% glutharaldehyde did not increase the
stability of the enzyme. The immobilization of crude glucosyltransferase in low-
metoxyl pectin with a fat addition, presented a higher activity when compared to
microcapsules without fat or freeze dried. When this preparation was applied to the
conversion of sucrose into isomaltulose, in a batch system, it was observed an
initial conversion rate of 30%. However this value decreased in further batches. In
the packed-bed reactors, the highest conversion value of sucrose to isomaltulose

was 10.5% in 2 hours, but after 60 hours the conversion was 3%.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a sacarose é 0 acgucar mais utilizado na producéo de alimentos,
devido a sua alta disponibilidade e suas propriedades sensoriais e fisico-quimicas.
Entretanto, existe um grande esforco em encontrar acucares alternativos a
sacarose para a industria de alimentos, devido as propriedades indesejaveis
desse acucar, podendo destacar seu alto poder cariogénico e alto indice
glicémico.

Dentre o0s possiveis acucares estudados, a isomaltulose (6-0-a-D-
glicopiranosil-D-frutofuranose) também chamada de Palatinose® tem sido
considerada bastante interessante. Este € um dissacarideo redutor, isbmero da
sacarose, que ndo apresenta potencial cariogénico, ndo é toxico, e sua ingestao
resulta em baixos indices glicémicos, devido a sua lenta absor¢ao.

A isomaltulose € naturalmente encontrada em baixas concentragdes no
caldo de cana e mel e € obtida industrialmente pela conversdo enzimética da
sacarose através de uma reacdo de transglicosilagdo catalisada pela enzima
glicosiltransferase (Figura 1) também chamada de sacarose isomerase ou
isomaltulose sintase. Esta enzima é encontrada em algumas espécies de
bactérias como Protoaminobacter rubrum, Serratia plymuthica, Klebsiella
planticola e Erwinia sp. D12.

Podem-se obter a partir da isomaltulose diversos outros produtos de
interesse industrial, como surfactantes e detergentes biodegradaveis. Porém o
produto que merece maior destaque devido a sua grande importancia industrial &
um acuUcar-alcool chamado de isomalte que é obtido a partir da hidrogenacédo
guimica da isomaltulose. Este poliol é constituido por uma mistura equimolar de
[6-O—(a-D-glicopiranosil)-D-sorbitol] e  [1-O—(a-D-glicopiranosil)-D-manitol].
Também é conhecido como Palatinit® e Isomalt®, sendo interessante como
substituto da sacarose por nao ser cariogénico, ndo ser toxico, ndo ser calérico e

poder ser utilizado por diabéticos.



Como ja descrito anteriormente, a isomaltulose € obtida a partir da sacarose
através de uma reagdo enziméatica, logo, um eficiente processo de imobilizagdo do
biocatalisador deve ser estudado. Técnicas de imobilizacdo de enzimas ou de
células sdo muito utilizadas nas mais diversas areas industriais, e tem como
finalidade reter o biocatalisador (enzimas ou células) em um determinado suporte
insolavel permitindo sua reutilizacdo, aumento da estabilidade, além de outras
vantagens. Dentre os processos mais citados na literatura tem-se o confinamento
de enzimas ou células através da encapsulagéo por gelificagédo idnica, utilizando
hidrogéis como pectina e alginato. Este processo € interessante, pois apresenta
baixo custo, ndo apresenta toxicidade, e a gelificacdo pode ocorrer a temperatura
ambiente ou inferiores, o que contribui para a manutencdo da atividade do
biocatalisador. Outra técnica muito relatada é a imobilizacdo de enzimas por
adsorcdo superficial em suportes insolUveis como Celite, montmorilonita k 10 e
carvdo ativo ou ainda a utilizacdo de agentes reticulantes como o glutaraldeido
gue visam uma maior retencao do biocatalizador no suporte.

Este trabalho teve por objetivo purificar e caracterizar a glicosiltransferase
produzida por Erwinia sp. D12, bem como imobilizar a glicosiltransferase bruta em
Celite e em gel de pectina de baixo teor de metoxilas para a aplicacdo na

conversao da sacarose em isomaltulose.
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Figura 1. Conversdo de sacarose em isomaltulose por glicosiltransferase
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Isomaltulose

2.1.1 Aspectos gerais

Existe um crescente interesse na descoberta de substitutos da sacarose (a-
D-glicopiranosil-1,2-D-frutofuranose) devido aos efeitos indesejaveis desse agucar
na saude humana, como a contribuicho ao ganho de peso, seu alto poder
cariogénico e alto indice glicémico (BAER, 1989; MATSUKUBO e TAKAZOE
2006). Dentre os acUcares alternativos a sacarose, a isomaltulose (a-D-
glicopiranosil-1,6-D-frutofuranose) também conhecida como Palatinose® tem se
mostrado bastante interessante. Esse aclUcar € um isbmero estrutural da
sacarose, sendo considerado nao cariogénico, encontrado em pequenas
guantidades em alimentos ricos em sacarose como cana-de-agucar, mel e
algumas frutas (STODOLA et al., 1956).

A isomaltulose possui cerca de 50% do poder adocante e propriedades
sensoriais e fisico-quimicas muito similares as da sacarose, porém apresenta
diversas vantagens. Sua solubilidade é cerca de metade da sacarose o que facilita
sua separacao na etapa de cristalizacao (TAKAZOE, 1989).

Este substituto da sacarose, além de ndo ser cariogénico, apresenta baixo
indice glicémico, o que é interessante para consumidores diabéticos; promove
seletivamente o crescimento de bifidobactérias benéficas na microflora do intestino
humano; apresenta maior estabilidade do que a sacarose em alguns alimentos e
bebidas (devido a maior estabilidade em presenca de meios acidos e estabilidade
ao metabolismo de diversos microrganismos); € menos higroscopico do que a
sacarose e pode facilmente ser convertido a uma mistura de agulcar-alcool que &
utilizado como adocante dietético e ndo cariogénico em alimentos (TAKAZOE
1989).

A isomaltulose tem sido aprovada para consumo humano, sendo entdo

usada como substituto da sacarose em diversos alimentos, bebidas e



medicamentos (LINA et al., 2002). Devido ao grupo carbonila acessivel, a
isomaltulose tem chamado a atencdo para a manufatura de bioprodutos como
polimeros e surfactantes com potenciais vantagens em relacdo aos produtos
obtidos do petrdleo (CARTARIUS et al., 2001).

A isomaltulose é atualmente produzida em reatores em coluna de escala
industrial contendo células bacterianas imobilizadas. A conversdo incompleta do
substrato, a lenta producdo e certos subprodutos sdo os principais fatores
limitantes da eficiéncia comercial (FUJII et al., 1983; SCHIWECK et al., 1991,
VERONESE e PERLOT, 1999).

2.1.2 Metabolismo da isomaltulose

Quanto a metabolizacdo da isomaltulose, um estudo do perfil de absorcéo
do agucar em comparacdo com a sacarose indicou que as velocidades de
ascensdo dos niveis de glicose, frutose e insulina depois da ingestdo da
isomaltulose sdo menores quando comparadas a ingestdo da sacarose, devido a
absorcdo mais lenta da isomaltulose no trato gastrointestinal (MACDONALD e
DANIEL, 1983).

Sabe-se que o0 consumo excessivo de carboidratos e gordura esta
relacionado com o desenvolvimento da obesidade, porém o mecanismo de
processos metabdlicos relacionados com o consumo de diferentes carboidratos e
gorduras ndo esta totalmente esclarecido. Sato et al. (2007) relataram que o
consumo de isomaltulose junto ao acido oléico € mais vantajoso em comparacao
ao consumo da sacarose com os &cidos oléico e/ou linolénico, pois resulta em
uma diminuigcdo na massa de gordura visceral, diminuicdo das células adipdcitas,
da hiperglicemia e da hiperlipidemia. Com isso os autores concluiram que a
combinacdo da isomaltulose e &cido oléico correspondem a um promissor campo

de estudo na prevencéo e tratamento da obesidade e suas complicacoes.
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A isomaltulose é digerida mais lentamente do que a sacarose e
consequentemente resultando em uma menor viabilidade para a absorcdo. Estudo
realizado por Achten et al. (2007) mostrou que a oxidagéo da isomaltulose ingerida
oralmente resultou em menor concentracéo de glicose e insulina no plasma. Com
isso foram observadas menores taxas de oxidacdo de carboidratos enddgenos e
maior oxidacdo de gordura por humanos do sexo masculino praticantes de
atividades fisicas, quando comparado com a oxidacdo da sacarose.

Um estudo realizado por Kashimura e Nagai (2007) indicou que os niveis de
glicose no sangue eram menores quando se ingere glicose ou sacarose
simultaneamente com a isomaltulose, do que quando se ingere somente um
desses dois acgucares. Nesse estudo foi avaliado se a isomaltulose suprimia a
absorcdo da glicose no intestino de ratos. Foram adicionadas na racéo,
concentracbes de 0 a 5 mM de isomaltulose e 20 mM de glicose e apoés a
alimentacdo dos ratos com a ragao foi avaliada a absorgéo da glicose. Observou-
se menor absorcdo de glicose a medida que se aumentava a concentracdo de
isomaltulose. Um possivel mecanismo que justifica esse processo € a inibicdo das
enzimas que degradam carboidratos como a sacarose, maltose e amido
(KASHIMURA et al., 2005).

Arai et al. (2007) estudaram o efeito da ingestéo da dieta liquida a base de
isomaltulose no indice glicémico. Sabe-se que a hiperglicemia pos-prandial induz
a hiperinsulinemia prolongada, o que € um fator de risco para pacientes diabéticos
do tipo dois. Assim, alimentos com baixo indice glicémico resultam em um
aumento nao téo rapido nos niveis de glicose e insulina plasmaticos pos-prandial.
Neste estudo em que sete pacientes do sexo masculino saudaveis foram
alimentados com uma dieta liquida a base de isomaltulose, o nivel de glicose,
insulina e acidos graxos livres foram reduzidos em relacdo ao grupo de pacientes

gue ndo ingeriu alimento a base de isomaltulose.



2.1.3 Toxicidade e cariogenicidade da isomaltulose

Lina et al. (1997) avaliaram a toxicidade da isomaltulose alimentando ratos
fémeas gestantes com racdo contendo 10% desse dissacarideo e observaram que
nas condi¢Oes estabelecidas ndo houve embriotoxicidade ou teratogenicidade.

Um estudo realizado para avaliar o potencial de toxicidade oral subcronica
da isomaltulose relata a administracdo do acucar em concentracdes de 2,5 a 10%
por 13 semanas em ratos, indicando que apds observagdes clinicas diarias, o
peso corpoéreo, digestdo, consumo de alimentos e agua nao foram afetados em
nenhum momento do estudo. Analises oftalmoldgicas, hematoldgicas,
histopatologicas, de urina, do peso dos oOrgdos, oObservacdes
neurocomportamentais, atividade motora e de imunotoxicidade indicaram que a
ingestdo da isomaltulose néo resulta em nenhuma anormalidade (JONKER, 2002).

Um estudo subcrénico avaliou o balangco mineral, indicando que a
isomaltulose ndo induz alteracbes aparentes, peso corporeo e peso de 0Orgaos,
guando alimentados com 30% do carboidrato por 8 semanas ou até 15% por 13
semanas em 15 ratos Wistars. Os componentes minerais de varios tecidos
também ndo sofreram nenhuma influéncia ap6s a ingestdo de isomaltulose
(KASHIMURA et al., 1990).

A isomaltulose proporciona a vantagem de apresentar um menor potencial
cariogénico em relacdo a sacarose. Sasaki et al. (1985) realizaram estudo em que
ratos Wistars foram alimentados com 56% de isomaltulose, outro grupo com 56%
de sacarose e outro grupo com uma mistura de isomaltulose e sacarose (17,5% e
38,5%, respectivamente). Todos os animais receberam por via oral uma
suspensdo da linhagem de Streptococcus mutans resistente a estreptomicina e
apos a dieta com esses carboidratos foi observado que os animais que se
alimentaram apenas com sacarose por 8 e 14 semanas apresentaram lesfes
graves nos dentes devido ao desenvolvimento de céries, enquanto os que se

alimentavam apenas com isomaltulose apresentaram lesdes insignificantes nos



dentes. Os animais que se alimentaram de uma mistura de sacarose e
isomaltulose apresentaram uma diminuicdo do desenvolvimento de carie,
indicando assim o baixo potencial cariogénico da isomaltulose. Estes autores
observaram ainda que o0s animais alimentados somente com isomaltulose
apresentaram baixa porcentagem de S. mutans nos dentes em comparagao com

0S animais alimentados com sacarose ou com a mistura desses dois carboidratos.

2.1.4 Aplicacdes da isomaltulose

Devido as vantagens da isomaltulose sobre a sacarose esse acucar tem
sido utilizado em alimentos e bebidas consideradas n&o cariogénicas e de baixo
indice glicémico, sendo assim ja comercializado em paises como Japao desde
1985.

A isomaltulose também tem sido empregada em alimentos para nutricdo
parenteral em pacientes com cancer de esdfago complicado por diabetes melitus,
gue ndo podem se alimentar por via oral e apresentam dificuldade da
metabolizacéo da glicose (FUJIWARA et al., 2007).

A isomaltulose pode ser empregada na maioria dos alimentos
industrializados como substituinte da sacarose sem alteragdo nos processos de
manufatura. Logo, esse acuUcar é aplicado na confeccdo de produtos de
panificacdo, caramelos, frutas enlatadas, gomas de mascar, produtos a base de
chocolate, confeitos, pudins, recheios e coberturas, bebidas para esportistas e
pasta de dente (IRWIN e STRATER, 1990)

Um produto de grande importancia mundial que é obtido a partir da
isomaltulose é o isomalte. Também conhecido como Isomalt®, Palatinit®, palatinitol
ou isomaltitol € uma mistura equimolar de [6-O—(a-D-glicopiranosil)-D-sorbitol] e
[1-O—(a-D-glicopiranosil)-D-manitol] obtido por hidrogenacdo da isomaltulose
(GOLDSCHER, 1997). Apresenta poder adocante de cerca de 45 a 65% da



sacarose. Em diversas aplicacbes o isomalte € usado em conjunto com outros
adocantes.

Com relacdo as suas propriedades, o isomalte é inodoro, branco, doce,
cristalino, ndo-higroscépico. Assim, na maioria de suas propriedades fisico-
guimicas o isomalte é muito similar & sacarose, porém é menos caldrico e
higroscépico e mais estavel que a sacarose 0 que permite sua variada aplicacdo
na industria alimenticia. Esse poliol ndo é redutor e, ao contrario da sacarose, €
extremamente estavel a hidrélise enzimatica, além de ndo deixar sabor residual.
Seu ponto de fusdo é de cerca de 145-150C e nédo sofre reacdo de Maillard
(STRATER, 1986).

O isomalte é parcialmente hidrolisado e absorvido no intestino grosso,
apresentando assim valor calorico menor que a metade da sacarose, sendo entédo
consumido por diabéticos sem qualquer risco de altos niveis de glicemia. Nao
apresenta potencial cariogénico por ndo ser um substrato para a formacdo de
placas ou formacdo de acidos por certas bactérias bucais. Por apresentar ligacdo
1,6 o isomalte é resistente a hidrolise acida por enzimas digestivas humanas,
sendo também estavel em meio alcalino (IRWIN, 1990).

Este acgucar-alcool é utilizado na maioria das aplicagbes da sacarose,
principalmente em produtos denominados sem acucar, light, ndo cariogénico e
permitido para diabéticos. Pode ser usado em balas, caramelos, chocolates, entre
outras aplicagdes.

O isomalte apresenta uma fraca tendéncia em se ligar com o calcio, devido
a presenca de nove grupos hidroxilicos dentro de uma molécula (IMFELD, 1983).
Assim, o isomalte pode influenciar a mineralizagdo dos dentes.

Os polidis, sendo mono e dissacarideos alcoois, apresentam grande
interesse para serem usados como adocantes em formulagdes farmacéuticas, pois
combinam o poder adogante com baixo valor calérico, além do reduzido poder

cariogénico destes compostos (NDINDAYINO et al., 1999).



2.2 Glicosiltransferase

Glicosiltransferase, também chamada de isomaltulose sintase e sacarose
isomerase (EC 5.4.99.11) é uma enzima que catalisa a conversao da sacarose em
isomaltulose (a-D-glicopiranosil-1,6-D-frutofuranose), trealulose (a-D-
glicopiranosil-1,1-D-frutofuranose) e tragos de glicose e frutose como subprodutos
(HUANG et al., 1998). E uma enzima localizada no espaco periplasmatico de
algumas linhagens de bactérias como Klebsiella planticola (HUANG et al., 1998),
Serratia plymuthica (MCALLISTER et al., 1990), Erwinia rhapontici (CHEETHAM et
al., 1985) e Erwinia sp. D12 (KAWAGUTI et al., 2006).

A reacdo enzimatica catalisada pela glicosiltransferase ocorre pela
transglicosilacdo da sacarose, sendo que O mecanismo que controla a
isomerizacdo da sacarose néo foi completamente caracterizado. Todavia, podem
ser encontrados alguns estudos que fornecem informagfes quanto a esse
mecanismo, como o trabalho realizado por Véronése e Perlot (1999) que
estudaram o mecanismo de ac¢ao da isomaltulose sintase de Serratia plymuthica.
Neste trabalho, inicialmente a enzima foi extraida das células por ultrasonicacao,
concentrada por ultrafiltracdo e posteriormente purificada por cromatografia de
filtracdo em gel usando Sephacryl S-200 HR, cromatografia de troca ibnica
utilizando o trocador aniénico Q Sepharose, cromatografia de afinidade utilizando
hidroxiapatita e ainda cromatografia de interacdo hidrofobica utilizando Phenyl-
Sepharose como fase estacionéria. A enzima apresentou ponto isoelétrico em pH
igual a 9,0 e massa molecular de 65 kDa. Foi relatado que a glicose € um inibidor
competitivo, pois pode se ligar no sitio ativo da enzima e dificultar a ligacdo da
sacarose, sendo que outros acUcares também podem atuar como inibidores
competitivos.

McAllister et al. (1990) purificaram a glicosiltransferase de Serratia
plymuthica ATCC 1592, cerca de 25 vezes, e verificaram que a enzima

apresentava pl em pH 9,0 e massa molecular igual a 79,5 KDa. A enzima
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purificada apresentou atividade 6tima a 30C e pH 6,0 e valor de Km igual a 65,3
mM de sacarose.

Park et al. (1996) estudaram a purificacdo da glicosiltransferase produzida
por Klebsiella sp. e suas propriedades bioquimicas. A enzima foi purificada cerca
de 12,1 vezes por precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia em coluna
de DEAE-Sephadex A-50 e CM-Celulose. A enzima purificada apresentou massa
molecular de 74 kDa e valores de constante de Michaelis-Menten (Km) e
velocidade maxima de reacdo (Vmax) iguais a 120 mM de sacarose e 110 g de
isomaltulose formada por min/mL, respectivamente. Os valores de pH e
temperatura 6tima foram respectivamente de 6,0 e 6,5 e 35C, e a enzima foi
completamente inativada em presenca de fons Ag+ e Hg?".

Huang et al. (1998) estudaram a producdo de isomaltulose sintase de
Klebsiella planticola e verificaram que as melhores fontes de carbono, sais
inorganicos e fonte de nitrogénio para o cultivo do microrganismo foram sacarose,
NaCl e bacto-triptona, respectivamente.

Zhang et al. (2002) estudaram a purificacdo de uma isomaltulose sintase da
linhagem de Klebsiella sp. LX3 por cromatografia de afinidade resultando em uma
enzima ainda impura, apresentando fracdo de 67 kDa e diversas fracoes de menor
massa molecular. Essas Ultimas fracbes foram entdo eliminadas apds etapa de
purificacdo em coluna semi-preparativa de filtragdo em gel Protein Pack SW. Os
autores verificaram que utilizando-se a isomaltulose sintase clonada de Klebsiella
sp. LX3 e sacarose como substrato, o pH e a temperatura afetaram a proporcao
dos monossacarideos (glicose e frutose) e dissacarideos (isomaltulose e
trealulose) formados. O aumento da temperatura promoveu a liberacdo de
monossacarideos, diminuicdo da formacéo de trealulose, todavia a proporcao de
isomaltulose néo foi influenciada significativamente.

Dentre as técnicas utilizadas para aumentar a producdo de isomaltulose
pelas bactérias produtoras de glicosiltransferase se encontram as técnicas
genéticas como a mutagénese do microrganismo relatada no trabalho realizado

por Ahn et al. (2003). Esse estudo relata a obtencédo de uma linhagem mutante de
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Erwinia rhapontici através de um processo de screening de alta eficiéncia,
resultando em uma linhagem que apresentou conversao de sacarose em
isomaltulose de 90% e produtividade de 194g.L™h™?, considerando que a
conversdo maxima de sacarose em isomaltulose da Erwinia rhapontici néo
ultrapassa 80% (YUN et al., 1992). Posteriormente os autores imobilizaram o
microrganismo em alginato de célcio e aplicaram o biocatalisador em uma coluna
de leito empacotado resultando em conversdo de sacarose em isomaltulose de
89% e produtividade de 144g.L*h™" a 30C.

Li et al. (2004) isolaram do solo uma bactéria produtora de
glicosiltransferase que converte sacarose em isomaltulose que ndo produz glicose
como subproduto. Apds testes genéticos foi observado que o microrganismo
pertencia ao género Klebsiella, porém sua espécie ainda nao tinha sido
catalogada sendo entdo classificada como uma nova espécie denominada
Klebsiella singaporensis sp. nov.

Wu e Birch (2004) estudaram um microrganismo produtor de isomaltulose
pertencente a espécie Pantoea dispersa que apresentou velocidade de conversdo
da sacarose em isomaltulose mais rapida do que os microrganismos de referéncia
Protaminobacter rubrum CBS574.77 e Erwinia rhapontici, formando menor
proporcdo de trealulose (apenas 4%). Os mesmos autores relataram
posteriormente a expressdo dos genes das enzimas sacarose isomerase
produzidas pelos microrganismos Pantoea dispersa UQ68J, Klebsiella planticola
UQ14S, e Erwinia rhapontici WAC2928, em Escherichia coli. A sacarose
isomerase da primeira linhagem se diferenciou substancialmente mostrando maior
producéo de isomaltulose ao ser expressa pela bactéria E. coli. Apos a purificacdo
a enzima apresentou atividade 6tima em pH 5,0 e temperatura de 30 a 35T,
sendo que a producao de isomaltulose em relagcéao a trealulose foi de 22:1 (Wu e
Birch, 2005).

Uma linhagem de Pseudomonas mesoacidophila MX-45 que produz a
enzima trealulose sintase pertencente a familia 13 glicosideo hidrolase, catalisa a

isomerizacdo da sacarose em isomaltulose e trealulose, como principais produtos,

12



com formacdo de glicose e frutose como produtos secundarios da reacdo
hidrolitica. Nesse trabalho foram realizados estudos cristalograficos dessa enzima
de 64 kDa, para facilitar a compreensdo da base molecular do processo de
decomposicao da sacarose, isomerizacao e a seletividade da enzima que permite
a formacédo dos diferentes produtos. Logo, a enzima foi purificada e cristalizada
(RAVAUD et al., 2005). Os mesmo autores realizaram outro trabalho em que
estudaram a estrutura tridimensional da enzima sacarose isomerase, 0 que é de
grande interesse para fornecer base para processos de engenharia de proteinas
visando a otimizacdo da producao industrial de isomaltulose (RAVAUD et al.,
2006).

Cho et al. (2007) relataram o isolamento de um microrganismo produtor de
isomaltulose de um total de 500 microrganismos a partir de alimentos tradicionais
coreanos. A bactéria identificada como Enterobacter sp. FMB-1 apresentou
conversdo da sacarose em isomaltulose maior que 90% apos dois dias. Também
foram encontrados tracos de trealulose, glicose e frutose.

Um estudo relata a producdo de frutooligossacarideos a partir de B-
frutofuranosidase fungica em sistema de leito fixo. Todavia, a solugdo de sacarose
gue nao foi convertida em frutooligossacarideo foi circulada por uma segunda
coluna empacotada com células de Protoaminobacter rubrum imobilizadas para a

conversao da sacarose resultante em isomaltulose (MARKOSYAN et al., 2007).

2.3 Imobilizacdo de enzimas ou células

A imobilizacdo de enzimas, de uma forma sucinta, corresponde a interacéo
ou ligacdo quimica da enzima com determinado suporte insolivel, ou seu
confinamento dentro de uma matriz polimérica. Na década de 1960, houve um
grande interesse na imobilizacdo de enzimas devido a possibilidade de
reutilizacdo e aumento da estabilidade, todavia o confinamento e encapsulamento

das enzimas ndo apresentaram muito sucesso, ja que ndo permaneciam retidas
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no suporte, além de existirem limitacbes quanto a transferéncia de massa,
reduzindo assim o seu desempenho. Isso foi compensado com 0s progressos no
entendimento do processo de desenvolvimento de microcdpsulas para enzimas e
a ndo necessidade de rendimentos maximos nas aplicagbes. Basicamente, as
diferencas entre o encapsulamento de enzimas e células sdo: células séo
biocatalisadores de grandes dimensfes (poucos micrdmetros) ao contrario das
enzimas (poucos nandmetros), assim, enquanto as células sao realmente
imobilizadas, as enzimas podem se difundir no suporte; as células podem se
multiplicar quando encapsuladas e a perda de determinado nimero de células
pode ser aceitavel, uma vez que elas podem aumentar durante o processo de
fermentacéo, diferentes das enzimas que podem ter sua concentragdo no suporte
diminuida, porém isso pode ser compensado com aumento de atividade em
alguns casos (PONCELET, 2006).

Em termos de aplicacdes industriais, a imobilizacdo de enzimas e/ou
células oferece diversas vantagens em relagédo a utilizacdo do biocatalisador na
sua forma livre, por exemplo, a possibilidade de reutilizacdo, maior facilidade da
separacdo do produto, aumento da estabilidade da enzima e possibilidade de
processos continuos (OLIVEIRA et al.,, 1997). Aliado as essas vantagens um
processo de imobilizacdo de enzimas pode resultar em alteracbes das
propriedades bioquimicas da enzima na forma livre como faixas de pH e
temperatura 6tima de atividade enzimatica, bem como aumento da estabilidade e
variacfes nos valores de Km e Vmax (SANJAY e SUGUNAN, 2006).

Muitos suportes organicos e inorganicos tém sido estudados para
imobilizacdo de enzimas. Suportes inorganicos apresentam algumas vantagens
como resisténcia a degradacdo microbiana, maior estabilidade térmica e menor
custo (GOPINATH e SUGUNAN, 2004).

Dentre os suportes usados para a imobilizacdo de enzimas em matriz
polimérica destacam-se polissacarideos capazes de gelificar instantaneamente em
presenca de ions, pelo processo de gelificacdo ibnica, como a pectina com baixo

teor de metoxilas (BTM) e alginato de sodio. Uma descricdo do processo de
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gelificacdo de pectina BTM e alginato corresponde ao modelo de caixa de ovo nos
guais os ions célcio formam um complexo com unidades adjacentes dos
mondmeros unindo duas cadeias do polissacarideo (BRACCINI e PEREZ, 2001).

Na conversao enzimatica de sacarose em isomaltulose, o alginato de sddio
€ 0 suporte mais utilizado na imobilizacdo de células de bactérias produtoras de
glicosiltransferase (CHEETHAM et al.,, 1985). A imobilizacdo de células em
alginato de célcio junto com aditivos, como a polietilenoimina e o glutaraldeido que
permitem a melhor fixacdo das células no gel foi bastante estudada (SHIMIZU et
al.,, 1982; KAWAGUTI et al., 2006). Todavia, para a imobilizacdo de extratos
enzimaticos, pode ser desvantajoso devido a desnaturacdo das enzimas. Por
outro lado, visando a retencdo de proteinas em hidrogéis é relatada na literatura a
adicdo de gordura (CORREA et al., 2004).

Pectina é um polissacarideo extraido da parede celular de plantas usado
industrialmente como agente gelificante e espessante, sendo a casca de frutas
citricas e da maga as principais fontes para a producéo de pectina comercial. E
constituida essencialmente por cadeias lineares de residuos de acido D-
galacturénico unidos por ligacdes a-1,4, interrompidas randomicamente por
pequenas fracbes de L-ramnose unidas por ligacbes 1,2 e cadeias laterais
formada por outros aclUcares (THAKUR et al., 1997). Este polissacarideo €
usualmente caracterizado quanto ao seu grau de metoxilas dos grupos
carboxilicos, assim solucbes aquosas de pectina com grau de esterificacao inferior
a 50% formam géis em presenca de ion calcio (IMESON, 1997). A gelificacdo
ionotropica da pectina BTM € um método simples, brando e barato, sendo o gel
formado facilmente pelo gotejamento da solucdo de pectina em solucdo ibnica
como cloreto de célcio.

Por ser considerada ndo toxica e biocompativel, a pectina € interessante
para aplicacbes em que ocorre a liberacdo controlada de drogas. Correa et al.
(2004) verificaram que a adicao de gordura vegetal hidrogenada aumenta a

capacidade de retencdo de caseina nos géis de pectina.
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A imobilizacdo de microrganismos em acetato de quitosana também tem
sido relatada para a produgdo de isomaltulose. Krastanov e Yoshida (2003)
realizaram estudo de imobilizacdo das células de uma linhagem de Serratia
plymuthica nesse material e observaram que as células imobilizadas
apresentavam alta atividade e excelente estabilidade operacional. O biocatalizador
foi capaz de converter totalmente a sacarose (solugcdo a 40%) em 80% de
isomaltulose e 7% de trealulose em uma batelada de 4 horas.

Outra técnica de imobilizacdo de enzimas bastante descrita € a adsorcéo
superficial do biocatalisador em um suporte, sendo essa a técnica mais simples de
imobilizacdo. Neste caso ocorre 0 contato do suporte com uma solucdo aquosa
contendo a enzima, garantindo que esta ira penetrar nos poros do suporte. O
volume da solucdo aquosa utilizada para o processo de imobilizagdo é apenas o
suficiente para cobrir todas as particulas. O excesso de agua é posteriormente
removido por liofilizacdo. A literatura relata diversas enzimas imobilizadas por
adsorcao como lipase (DA SILVA et al., 2008), invertase (MANSOUR e DAWOUD,
2003) e B-galactosidase (GAUR et al., 2006).

Em um processo de imobilizacdo de enzima por adsorcdo, baixas
concentragbes de enzima imobilizada resultam em baixa atividade enzimética
devido a inativacdo da enzima pelo suporte, pois pode ocorrer alteracdo
conformacional ja que existe uma grande area de interagcdo da enzima com o
suporte. Em altas concentracdes de enzima imobilizada, a transferéncia de massa
pode apresentar limitacdes (MANSOUR e DAWOUD, 2003).

Uma metodologia muito interessante e eficiente para otimizar um processo
de imobilizacdo de enzimas ou células é a metodologia de superficie de resposta
que permite avaliar diversas variaveis com um menor nimero de experimentos,
bem como as interagBes que as variaveis possam apresentar. Mundra et al. (2007)
otimizaram os parametros de imobilizacdo das células de uma linhagem de
Erwinia rhapontici NCPPB 1578 em alginato de calcio, para a producdo de
isomaltulose. As variaveis independentes do processo foram o didmetro dos

granulos, a concentracdo do alginato e concentracdo de células. Foi observado
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gue apods o processo de otimizagcdo, a conversédo da sacarose em isomaltulose foi
aumentado em 40%, alcancando uma produtividade maxima de 140mg/mL em
uma batelada de uma hora, sendo as condicbes Otimas de imobilizacao:
concentracdo do alginato de 5% (m/v), concentracdo das células de 5 g/L e

granulos de 2,25 mm de diametro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismo produtor de glicosiltransferase

A linhagem de Erwinia sp. D12 que produz a glicosiltransferase capaz de
converter sacarose em isomaltulose foi utilizada nesse trabalho. Este
microrganismo foi isolado no laboratério de Bioquimica de Alimentos, Faculdade
de Engenharia de Alimentos — UNICAMP e foi cultivado em tubos de meio de
cultivo inclinados, composto por agar nutriente e 0,5% de sacarose, durante 15
horas a 30C. Posteriormente foi adicionado vaselina estéril e os tubos foram
armazenados a 5C com repicagem a cada dois meses.

3.2 Producéo de glicosiltransferase

Para a producéao de glicosiltransferase a cultura da linhagem de Erwinia sp.
D12 foi pré-inoculada em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio
de cultivo otimizado por Kawaguti (2006) composto por melago de cana-de-agucar
(Companhia Energética Santa Eliza) (150 g/L), agua de maceracdo de milho
(Milhocina®- Corn Products do Brasil) (20 g/L), extrato de levedura Prodex Lac
SD® (Produtos Especiais para Alimentos S/A) (15 g/L), e pH ajustado para 7,5. Os
frascos foram incubados em incubador com agitagdo New Brunswick Scientific
Series 25 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA), a 200 rpm, 30C, por 15
horas. Posteriormente, aliquotas de 5 mL foram transferidas para frascos
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 45 mL do mesmo meio de cultivo estéril que
foram incubados sob agitacdo a 200 rpm, 30T, por 8 horas. Para a extracao da
glicosiltransferase, inicialmente, foi obtida a massa celular, através da
centrifugacdo do meio de cultivo a 9632 x g por 15 minutos, a 5C em centrifuga
Beckman J2-21 (Beckman-Coulter, Inc., Fullerton, CA, EUA). A massa celular foi

lavada duas vezes com agua destilada a 5C e poster iormente ressuspendida em
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agua destilada a 5C para concentracdo de 10% de massa celular umida. As
células (50 mL de suspensdo celular) foram rompidas por tratamento em
sonicador (Labline Instruments, Inc., IL, EUA) por 20 segundos a 180 — 200 W,
sendo essa etapa repetida 15 vezes, com resfriamento entre cada operagao. Apos
lise da parede celular as amostras foram centrifugadas a 9632 x g, a 5C, por 15
minutos, obtendo-se o sobrenadante denominado de extrato enzimético bruto,

utilizado para os ensaios com glicosiltransferase bruta.

3.3 Determinacao da atividade de glicosiltransferas e

A atividade de glicosiltransferase foi determinada através do aumento do
poder redutor de uma solugdo contendo sacarose (Synth®), como descrito por
Uekane (1993), com modificagdes. A mistura de 450 pL de solucdo de sacarose
10% (p/v) em solucdo tampéo citrato-fosfato 0,1 M pH 6,3 e 50 pL de solugdo
enzimatica foi incubada a 33T por 25 minutos. Os acuUcares redutores foram
determinados pelo método de Somogyi-Nelson (SOMOGYI, 1945). Foi preparado
tubo branco substituindo-se a enzima por agua destilada no sistema de reacao.
Uma unidade de atividade enzimatica de glicosiltransferase (UA) foi definida como
a quantidade de enzima que libera um pmol de isomaltulose/min/mL de enzima

sob as condicOes de ensaio estabelecidas.

19



3.4 Purificacéo da glicosiltransferase

3.4.1 Cromatografia de troca idnica

A (glicosiltransferase foi purificada por cromatografia de troca idnica em
cromatoégrafo liquido Akta Prime Plus (General Electric Company), acoplado com
detector UV. Foi utilizada uma coluna de troca catidnica contendo a fase
estacionaria SP-Sepharose Fast Flow, volume interno igual a 1 mL e dimensdes
de 0,7 cm de diametro interno e 2,5 cm de comprimento. Foi injetada aliquota de
500 pL de extrato enzimatico bruto utilizando como tampéo de eluicdo citrato-
fosfato pH 5,0 e 0,05 M. A eluicdo das proteinas retidas na coluna foi realizada
utilizando gradiente de NaCl de 0 a 1 M, fluxo de 2 mL/min e a atividade de

glicosiltransferase foi determinada nas fragbes obtidas, como descrito no item 3.3.

3.4.2 Determinacdo da massa molecular da glicosiltr  ansferase produzida
pela Erwinia sp. D12

A glicosiltransferase presente nos diferentes graus de purificacdo e os
padrbes de massa molecular, foram solubilizadas em solugcdo tampao composto
por dodecil sulfato de sodio (SDS) (2%), glicerol (10%), B-mercaptoetanol (5%),
azul de bromofenol (ABF) (0,00125%), tampao tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 (12,5%) até
a concentracdo de 1 pg/uL. Foram aplicadas 50 uL das preparacdes protéicas no
gel de poliacrilamida (12,5%) contendo 1% de SDS, sendo o tempo de corrida
eletroforética de uma hora e trinta minutos e as condic¢des elétricas iguais 120 V e
200 mA. Para a revelacao, o gel foi colocado em recipiente com solucdo fixadora
(metanol 50% e &cido acético glacial 10%) por trinta minutos. Posteriormente o gel
foi colocado em recipiente com solucéo corante de Coomassie Brilliant Blue (CBG-

250) por 2 horas e em seguida tratado com solucdo de acido acético (10%), sob
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agitacdo suave, sendo que essa solucdo foi trocada a cada 30 minutos, até

perfeita visualizacéo das bandas.

3.4.3 Determinacédo de proteinas

A concentracdo de proteinas das preparacdes enzimaticas foi determinada
pela metodologia proposta por Smith et al. (1985), utilizando albumina bovina

como proteina padrao.

3.5 Caracterizagdo da glicosiltransferase presente no extrato enzimatico

bruto e nos diferentes graus de purificacéo

3.5.1 Efeito da concentracdo do substrato na ativid  ade enzimatica

Para determinar o efeito da concentracdo do substrato na atividade da
enzima, aliquotas de 50 pL das preparagfes enzimaticas foram adicionados em
tubos contendo 450 pL de solucéo de sacarose, em diferentes concentracdes, em
solucdo tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 6,3 e a atividade enzimatica determinada
como descrito no item 3.3. A constante de Michaelis-Menten e a velocidade
maxima de reacdo foram determinadas segundo o sistema grafico de
LINEWEAVER-BURK (1934).

3.5.2 Efeito do pH e da temperatura na atividade en  zimatica

Para determinar o efeito do pH e da temperatura na atividade das
preparacfes enzimaticas foram utilizados sistemas de reagdo compostos por 450
ML de solucdo 10% de sacarose em diferentes solugcbes tampdes 0,1 M (tampéo
citrato-fosfato pH 5,00; 5,4 e 6,3 e tampao fosfato de sédio pH 7,2 e 7,50) e 50 uL
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de enzima. Os sistemas de reacdo foram incubados em diferentes temperaturas
por 25 minutos, utilizando para estes experimentos planejamentos experimentais
do tipo composto central rotacional 2° (Tabelas 2 e 3), para as diferentes
aplicacdes enzimaticas, e posteriores analises das superficies de resposta, nos
guais as duas variaveis independentes foram os valores de pH e de temperatura e
a variavel dependente a atividade enzimatica, analisada como descrito no item
3.3. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software STATISTICA®

versao 5.1.

3.5.3 Efeito do pH e da temperatura na estabilidade  enzimética

Para determinar o efeito do pH e da temperatura na estabilidade da enzima,
a mistura de 50 pL das preparacdes enzimaticas e 50 pL de diferentes solucdes
tampdes 0,1 M (tampdo citrato-fosfato pH 3,8; 4,5 e 6,4 e tampéo tris-HCI pH 8,3 e
9,0) foram pré-incubadas em diferentes valores de temperatura por uma hora.
Apos este periodo a atividade de glicosiltransferase foi determinada como descrito
no item 3.3. Foram utilizados planejamentos experimentais do tipo composto
central rotacional 2% (Tabelas 10 e 11), para as diferentes aplicacbes enzimaticas,
e posteriores analises das superficies de resposta, nos quais as duas variaveis
independentes foram os valores de pH e de temperatura e a variavel dependente
a atividade enzimatica. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no
software STATISTICA® versio 5.1.
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3.6 Aplicacdo da glicosiltransferase na converséo d a sacarose em

isomaltulose

As preparacbes enzimaticas de glicosiltransferase bruta e purificada
(fracbes n° 2 e n° 17) foram estudadas quanto ao se u potencial de converter
sacarose em isomaltulose. Foi adicionado 2 mL das diferentes preparacdes
enzimaticas a 8 mL de solucdo de sacarose em tampéao citrato-fosfato 0,1 M, pH
6,3 para a concentracao final de 10% e incubados na temperatura 6tima de 33<C.
Aliquotas foram retiradas apos 1h, 2h, 4h, 8h, 12h e 24h e a isomaltulose

formada foi analisada como no item 3.8.

3.7 Imobilizacdo da glicosiltransferase bruta
3.7.1 Imobilizag&o da glicosiltransferase bruta em Celite

3.7.1.1 Otimizagdo das condicdes do processo de imo bilizacdo da

glicosiltransferase bruta em Celite

Para o estudo de otimizacdo da imobilizacdo da glicosiltransferase presente
no extrato enzimatico bruto em Celite (Synth®) foi estudado o efeito de trés
importantes variaveis no processo: pH de adsorcdo da enzima no suporte,
quantidade de enzima e concentracdo de glutaraldeido (Sigma Aldrich®), através
de delineamento composto central rotacional 2° (Tabelas 21 e 22) e posterior
andlise das superficies de resposta, sendo a variavel dependente a porcentagem
de conversdo de sacarose em isomaltulose. Para o processo de imobilizagdo as
misturas de enzima, 10 g de Celite e 40 mL de tampéao 0,1 M, (citrato-fosfato pH
4,0 -5,6, tampéo fosfato de sédio pH 6,5 — 8,0) foram adicionadas em frascos
Erlenmeyers (100 mL). Os frascos foram colocados em agitacdo de 130 rpm por

12 horas em agitador/incubador a 5%, posteriormente as amostras de
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glicosiltransferase imobilizada em Celite foram filtradas e lavadas com 100 mL de
agua destilada gelada. Para os ensaios em que foi testado o glutaraldeido, as
amostras de enzima imobilizada em Celite, incubadas a 130 rpm por 12 horas
foram filtradas e transferidas para 40 mL de solucédo aquosa de glutaraldeido em
diferentes concentracdes por uma hora com agitacdo branda. Posteriormente, as
preparacdes foram filtradas e lavadas com 100 mL de agua destilada gelada.
Finalmente, as amostras de glicosiltransferase imobilizadas em Celite foram
adicionadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solugdo
aguosa de sacarose 10%, e incubadas a 130 rpm por duas horas e trinta minutos
a 33TC. Foram realizadas trés bateladas para avaliar a capacidade de retencdo da
enzima na Celite bem como o efeito do glutaraldeido, sendo a conversdo da
sacarose em isomaltulose analisada como descrito no item 3.8. Um segundo
planejamento foi necessério para a otimiza¢do do processo, sendo que foi definido
para todos o0s ensaios o tratamento da enzima imobilizada com 0,1% de
glutaraldeido. Nesse segundo planejamento (2%) (Tabelas 27 e 28) as variaveis
independentes foram o pH de imobilizacdo (citrato-fosfato pH 4,0 -5,5) e a
guantidade de enzima e a variavel dependente a porcentagem de isomaltulose
convertida. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software
STATISTICA® vers&o 5.1.

3.7.1.2 Otimizagcdo das condicdes de conversdo da sa carose em

isomaltulose pela glicosiltransferase bruta imobili zada em Celite

Para determinar as condi¢cdes Otimas de conversdo da sacarose em
isomaltulose pela enzima imobilizada em Celite, em sistema otimizado, foi
estudado o efeito de trés importantes variaveis no processo: pH do meio de
reacdo (tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 4,5-6,3 e tampéao fosfato de sédio 0,1 M,
pH 7,3 e 8,0), temperatura e concentracdo de sacarose, através de um

delineamento composto central rotacional 2% (Tabelas 31 e 32) e posterior anélise
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das superficies de resposta, sendo a variavel dependente a taxa de conversao da
sacarose em isomaltulose. A enzima imobilizada foi incubada a 130 rpm por duas
horas e trinta minutos junto com 50 mL de solucdo de sacarose e a taxa de
conversao foi analisada como descrito do item 3.8. Todas as analises estatisticas

foram realizadas no software STATISTICA® versdo 5.1.

3.7.1.3 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta imob  ilizada em Celite

3.7.1.3.1 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta im  obilizada em Celite na

conversao de sacarose em isomaltulose, em processo de batelada

Para o estudo da reutilizacdo da glicosiltransferase imobilizada em Celite,
amostras de 10 g de enzima imobilizada nas condi¢cdes otimizadas foram
incubadas com 160 mL de solucéo de sacarose 30% em pH 6,3 (tampéao citrato-
fosfato, 0,1 M), em frascos Erlenmeyers (500 mL), a 22 e agitacdo de 130 rpm.
A solucéo de sacarose 30% em tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 6,3 foi trocada a
cada oito horas e aliquotas coletadas para a posterior determinacdo da taxa de

conversao de sacarose em isomaltulose como descrito no item 3.8.

3.7.1.3.2 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta im  obilizada em Celite na
conversao de sacarose em isomaltulose, em coluna de leito

empacotado

Para estudo da conversédo da sacarose em isomaltulose em coluna de leito
empacotado, 10 g de Celite contendo a enzima imobilizada nas condi¢cdes
otimizadas foram transferidas para coluna de leito empacotado encamisada (2,0
cm x 8 cm). Uma solucéo de sacarose 30% (p/v) em pH 6,3 (tampéo citrato-fosfato
0,1 M) foi circulada no sentido ascendente, utilizando-se fluxo de 20 mL/h, e a

conversdao acompanhada por diferentes intervalos de tempo. A temperatura da
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coluna foi mantida a 22 e a taxa de conversdo da sacarose em isomaltulose foi

determinada como descrito no item 3.8.

3.7.2 Imobilizag&o da glicosiltransferase bruta em gel de pectina BTM

Foi estudada a imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em gel de pectina
citrica amidada com baixo teor de metoxilacdo (BTM), doada pela Industria Cp

Kelco e o efeito da adicao de fase gordurosa na retencéo da enzima.

A suspensao de 2% (m/m) de pectina em agua foi aquecida levemente até
60C em placa de aquecimento com agitacdo até completa dissolucdo e em
seguida resfriada até a temperatura ambiente. A mistura de 95 mL de suspenséao
de pectina, 5 mL de glicosiltransferase (23,39 U/mL) e 4 gotas de 06leo resina de
paprica foi homogeneizada em Ultra Turrax T-50 a 10000 rpm por um minuto. Em
seguida a solucdo foi pulverizada a temperatura ambiente através de bomba
peristaltica sobre pressdo de ar de 0,15 kgf/lcm? sendo a altura entre o
pulverizador duplo fluido (1,5 mm de diametro) e a solucdo de CacCl, (2%, m/v) de
12 cm. As microcapsulas foram mantidas em solucéo de CaCl, por trinta minutos e
em seguida filtradas em peneira (25 um) e lavadas com 400 mL de agua destilada,
a5T.

No estudo do efeito da adicdo de gordura na imobilizagdo da
glicosiltransferase, a mistura de 93 mL de suspensdo 2% de pectina, 2 g de
manteiga e acido oléico na propor¢cdo 1:1 (m:m) e 5 mL de glicosiltransferase
(23,39 U/mL) foi homogeneizada e as microcapsulas foram preparadas como

descrito anteriormente, como proposto por Correa et al. (2004) com modificagdes.
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3.7.2.1 Caracterizacdo fisico-quimica das microcdps ulas contendo

glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de pec  tina BTM

As microcapsulas foram caracterizadas com relacdo a quantidade de
proteinas pelo método de Kjedahl, umidade determinada por secagem em estufa e
eficiéncia de encapsulacédo (%E.E.) do material de recheio, calculada através da
relacdo da concentracao de proteinas totais remanescentes nas capsulas apés o
processo de cura e da quantidade de proteinas presentes na solugédo, antes da
formacédo das capsulas, expressa em porcentagem, como ilustrado na Equacéo 1.
Foi considerado que a concentracdo de proteinas presentes inicialmente, antes da
formacdo das capsulas, corresponde aquela presente em 5 mL do extrato
enzimatico bruto (15,12 mg proteina/mL).

%E.E. = [proteina encapsulada (g) x 100] (Equagéo 1)

[proteina inicial (g)]

3.7.2.2 Liofilizacdo das microcépsulas

As microcapsulas contendo glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de
pectina BTM com e sem a adicdo gordura foram liofilizadas para avaliar se o
processo de secagem resultava em uma maior retencdo da atividade enzimatica.
Inicialmente, as capsulas recém preparadas foram congeladas a -18C e
posteriormente liofilizadas por 72 horas em liofilizador Edwards Super Modulyo
(Virtis Company, NY, EUA).
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3.7.2.3 Morfologia e microestrutura das microcapsul  as

A analise morfolégica e determinacéo do diametro das microcdpsulas foram
realizadas através de microscoépio 6tico NIKON (Eclipse E800 — Japan), utilizando-
se objetiva de aumento de 10 vezes. A captacdo da imagem foi realizada pelo
software Image Pré Plus 4.0.

A microestrutura das microcapsulas liofilizadas contendo glicosiltransferase
imobilizada em gel de pectina BTM com e sem adi¢do de gordura foi analisada por
microscopia eletrénica de varredura. Inicialmente as microcapsulas foram fixadas
sobre “stubs” de aluminio por fitas metélicas de cobre e posteriormente recobertas
por uma fina camada de ouro em um evaporador (Balzers — Sputter Coater
SCDO050) 40 mA/180s, a 24T. Na sequéncia foram obse rvadas em microscopio

eletronico de varredura.

3.7.2.4 Determinacao da atividade da glicosiltransf  erase imobilizada em gel
de pectina BTM

Amostras de 20 g de microcapsulas de glicosiltransferase imobilizada em
gel de pectina BTM foram adicionadas a 100 mL de solugéo 10% de sacarose em
agua destilada e a atividade enzimatica determinada a 30C, como descrito no

item 3.3. A enzima imobilizada foi reutilizada em nova batelada a cada 30 minutos.
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3.7.2.5 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta imob ilizada em gel de pectina
BTM

3.7.2.5.1 Aplicacédo da glicosiltransferase bruta im  obilizada em pectina BTM
contendo gordura, na conversdo de sacarose em isoma  ltulose, em

processo de batelada

Neste estudo foi utilizada maior concentracdo de glicosiltransferase bruta
(50% de enzima) para a preparacdo das microcapsulas. A mistura de 48 mL de
solucdo 2% de pectina, 50 mL de glicosiltransferase bruta contendo (23,39 U/mL)
e 2% de gordura [manteiga e acido oléico, na proporcdo 1:1 (m:m)] foi
homogeneizada e as microcapsulas foram preparadas como descrito no item
anterior. Frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 20 g de microcapsulas de
glicosiltransferase imobilizada e 160 mL de solucdo 10% de sacarose em agua
destilada foram incubados a 22C com agitacdo a 130 rpm. A solucdo 10% de
sacarose foi trocada a cada 8 horas e a taxa de converséo foi determinada como

descrito no item 3.8.

3.7.2.5.2 Aplicacao da glicosiltransferase bruta im  obilizada em gel de pectina
BTM contendo gordura, na conversao de sacarose emi  somaltulose,

em coluna de leito empacotado

Amostras de 20 g de microcapsulas de glicosiltransferase imobilizada em
gel de pectina BTM contendo gordura, preparadas como descrito no item anterior
foram transferidas para coluna de leito empacotado encamisada (2,0 cm x 8 cm).
A solucdo de sacarose 10% (p/v) em agua destilada foi circulada no sentido
ascendente, utilizando-se fluxo de 20 mL/h, e a conversdo acompanhada por
diferentes intervalos de tempo. A temperatura da coluna foi mantida a 22C e a
conversao da sacarose em isomaltulose foi determinada como descrito no item
3.8.
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3.8 Anadlise dos carboidratos formados

Os carboidratos formados foram analisados em cromatografo de ions
DIONEX DX-600 (Dionex Corporation, 1228 Titan Way Sunnyvale, CA, EUA)
equipado com bomba isocrética IP25 e detector eletroquimico de ouro ED50. Foi
utilizada coluna CarboPac™ PA 1 (4 mm x 250 mm), coluna de guarda
CarboPac™ PA 1 (4 mm x 50 mm), e como fase estacionaria solucdo de hidréxido
de sodio 200 mM, com fluxo de 1 mL/min, a 20C. A analise dos carboidratos foi
realizada por comparacdo do tempo de retencdo de padrdes de frutose, glicose,
sacarose e isomaltulose (Sigma Ultra®, Sigma Chemical Co., St. Louis MO, EUA).
O padréo do carboidrato trealulose n&o esta disponivel comercialmente. De
acordo com os trabalhos descritos na literatura as glicosiltransferases de Erwinia
sp. e Klebsiella sp. convertem a sacarose em isomaltulose, e pequena
concentracdo de trealulose, glicose e frutose. Desta forma o dissacarideo formado
durante a conversdo de sacarose em isomaltulose pela glicosiltransferase de

Erwinia sp. D12 foi considerado como trealulose.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificagdo da glicosiltransferase

A purificacdo da glicosiltransferase da linhagem de Erwinia sp. D12 foi
realizada como descrito no item 3.4.1. A enzima bruta apresentou atividade
enzimatica igual a 23,39 U/mL, concentracdo de proteina igual a 10,81 mg/mL e
atividade especifica de 2,16 U/mg (Tabela 1). Apds a purificagdo por cromatografia
de troca catidnica SP-Sepharose Fast Flow, obtiveram-se duas fracdes que
apresentaram maiores atividade de glicosiltransferase (Figura 2). A fragcdo n° 2
gue corresponde as proteinas que nao interagiram com a resina de troca
catidnica, foi eluida rapidamente com tampéo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,0 e
apresentou baixa atividade de glicosiltransferase (0,489 U/mL) e alta concentracéo
de proteinas (1,53 mg/mL) (Tabela 1). A fracdo n° 17 foi adsorvida na resina, e
posteriormente eluida com NaCl 0,8 M em tampéo citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,0.
Esta fracdo apresentou atividade de glicosiltransferase igual a 1,55 U/mL e foi
purificada cerca de 17,9 vezes.

Tabela 1. Purificacdo de glicosiltransferase de Erwinia sp D12

o Atividade o
Atividade de Concentragdo » Atividade )
Etapa de Volume o . especifica Grau de Rendimento
o glicosiltransferase de proteinas ) Total o
purificacao (mL) (Unidades/mg purificacao (%)
(U/mL) (mg/mL) V)

de Proteina)

Glicosiltransferase

0,50 23,39 10,81 2,16 11,70 1,00 100,00
bruta
Fragdo n°2 1,00 0,49 1,53 0,32 0,49 0,15 4,18
Fracdo n°17 1,00 1,55 0,04 38,75 1,55 17,93 13,24
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Figura 2. Eluicdo das proteinas e atividade de glicosiltransferase apoés
cromatografia em coluna de SP-Sepharose Fast Flow

A glicosiltransferase que converte sacarose em isomaltulose foi purificada
(fracdo n° 17) utilizando um trocador catibnico como fase estacionéria. Esses
resultados estdo diferentes de alguns relatos anteriores que utilizaram trocadores
anidnicos. Celestino (1998) purificou a glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 cerca
de 28,5 vezes apos etapa de cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A-50 e
equilibrada com tampéo citrato-fosfato pH 7,0, 0,05 M. O autor relata que a enzima
foi fracamente adsorvida na resina, sendo eluida rapidamente apés a aplicacéo de
tampéao citrato-fosfato 0,05 M, pH 7,0. A preparacdo enzimatica obtida apresentou
atividade enzimatica de 8,33 U/mL, e atividade especifica igual a 41,65 U/mg. No
trabalho de Park et al. (1992) foi isolado um microrganismo produtor de
glicosiltransferase capaz de converter sacarose em isomaltulose que pertence ao
género Klebsiella sp. A enzima foi extraida por ultrassonicacdo e purificada por

precipitacdo com sulfato de aménio (80% de saturacdo) seguida de cromatografia
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de troca i6nica em coluna de DEAE-Sephadex A-50. A enzima apos etapas de

purificacdo apresentou um fator de purificagao igual 5,1.

4.2 Determinacdo da massa molecular da glicosiltran  sferase produzida pela

Erwinia sp. D12

A massa molecular da glicosiltransferase purificada da linhagem de Erwinia
sp. D12 foi determinada por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) como descrito no item 3.4.2. A Figura 3 ilustra que a fracdo n° 2
apresentou diversas proteinas indicando uma fracdo bastante impura. A fracdo n°
17 apresentou somente uma proteina correspondente a glicosiltransferase que
converte sacarose em isomaltulose. Apés comparacdo com proteinas de massa
molecular conhecida, o valor de massa molecular da glicosiltransferase presente
na fracdo n°17 foi estimado em 65 kDa (Figura 4).

A fracdo n° 2 apresentou baixa atividade de glicosiltransferase
possivelmente devido a saturacdo da coluna ocasionada pela adsor¢do da
glicosiltransferase, o que levou a eluicdo de uma pequena quantidade de enzima
impossibilitada de interagir com as cargas da resina. Outra justificativa seria que a
glicosiltransferase se apresenta como isoenzimas, com propriedades diferentes o
gue resultaria em interagcfes diferentes com a fase estacionaria. Todavia, deve-se
considerar que ndo existem relatos na literatura que indiqguem a existéncia de
glicosiltransferase como diferentes isoformas.

Os resultados obtidos estdo de acordo com relatos anteriores. Celestino
(1998), apos etapas de purificacdo observou, através de filtracdo em gel usando
Sephadex G-200, que a glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 apresentava massa
molecular de 63 kDa.

Park et al. (1996) purificaram a glicosiltransferase de Klebsiella sp., atraves
de precipitacdo por sulfato de aménio, DEAE-Sephadex A-50 e CM-celulose,

observando que a enzima apresentou massa molecular de 74 kDa.
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Figura 3. Eletroforese desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) das

glicosiltransferases das fragbes n°2 e 17
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Figura 4. Relacado entre Rf e Log da massa molecular das proteinas em gel de
SDS - poliacrilamida para a determinacdo da massa molecular da

glicosiltransferase purificada



4.3 Caracterizagdo da glicosiltransferase brutae d  as fracdes purificadas

4.3.1 Efeito da concentracdo do substrato na ativid  ade enzimética

O efeito da concentracdo do substrato sacarose na atividade de
glicosiltransferase nos diferentes graus de purificagdo, determinada como descrito
no item 3.5.1, se encontra ilustrado na Figura 5. A velocidade méxima da reacéo
(Vméx) foi 27,41, 1,37 e 2,22 umol de isomaltulose/minuto/mg de proteina para a
enzima bruta, fracdo n° 2 e fragcdo n° 17, respectiv amente. As preparacdes de
enzima bruta, fragdo n° 2 e fracdo n° 17 apresentar am valores da constante de
Michaelis-Menten (Km) iguais a 52, 54 e 49 mM de sacarose, respectivamente.

A constante de Michaelis-Menten corresponde a concentracdo de substrato
para a qual a velocidade da reacdo enzimatica € metade da velocidade maxima
(Vméax) e indica a afinidade da enzima pelo seu substrato. As trés preparacdes
apresentaram valores de Km aproximados, ou seja, para fins de aplicacdo da
enzima visando a obtencdo de isomaltulose, deve-se considerar a velocidade
maxima da reacdo. Logo, a enzima bruta, que apresenta valor de Vmax superior
as preparacoes purificadas seria mais interessante, pois resultaria na formacao de
isomaltulose mais rapidamente.

A glicosiltransferase purificada de Klebsiella sp. apresentou Km igual a 20
mM e Vmax igual a 110 ym palatinose/min/mL (PARK et al., 1996). Celestino
(1998) estudou a glicosiltransferase de Erwinia sp. D12 observando que a enzima
purificada por cromatografia de troca aniénica apresentava Vmax igual 9,81 umol

de isomaltulose/minuto/mg de proteina e valor de Km igual a 138 mM de sacarose.
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Figura 5. Efeito da concentracdo do substrato sacarose na atividade enzimatica de

glicosiltransferase nos diferentes graus de purificacao

4.3.2 Efeito do pH e da temperatura na atividade en  zimatica

O efeito do pH e da temperatura na atividade de glicosiltransferase foi
determinado como descrito no item 3.5.2. Foi utilizado para cada uma das
preparacdes um delineamento composto central rotacional 22, sendo que os niveis
estudados com os valores decodificados das variaveis se encontram na Tabela 2
e o planejamento ilustrado na Tabela 3. As varidveis independentes foram pH e
temperatura e a dependente foi a atividade enzimatica.

Observa-se na Tabela 3 que as trés preparagfes enzimaticas apresentam
perfis similares de atividade em fungcdo do pH e temperatura. Porém, deve-se
salientar que apesar das maiores atividades serem as obtidas nos pontos centrais
para todas as preparagOes, a enzima bruta apresenta maior atividade que as duas
outras fragbes. A maior atividade da glicosiltransferase bruta foi 61,51 U/mL, da
fracdo n°2 foi 3,19 U/mL e a da fragdo n°17 igual a 22,73 U/mL.
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Tabela 2. Valores decodificados utilizados no delineamento composto central

rotacional 2° para o estudo da influéncia do pH e temperatura na atividade

enzimatica da glicosiltransferase bruta, fracdo n° 2 e fracdo n°17

Nivel
Variaveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 5,0 54 6,3 7,2 7,5
Temperatura (C) 14,5 20,0 33,5 47,0 52,5

As Tabelas 4, 6 e 8, apresentam os coeficientes de regressdo das variaveis

independentes na atividade enzimatica da glicosiltransferase bruta, fracdo n°2 e

fracdo n°17, respectivamente. Observa-se que para a glicosiltransferase bruta e a

fracdo n° 2 os fatores que foram estatisticamente significativos em intervalo de

confianga de 95% (p<0,05) foram o termo quadratico da variavel pH e linear e

quadratico da temperatura, sendo que em nenhuma preparacdo estudada a

interacdo entre as variaveis pH e temperatura foi estatisticamente significativa, na

faixa estudada. J& a fracdo n° 17 apresentou como vV ariaveis estatisticamente

significativas a 90% de confianca (p<0,1), o termo linear e quadratico do pH e da

temperatura.
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Tabela 3. Delineamento composto central rotacional 22 codificado para o estudo
da influéncia do pH e temperatura na atividade enzimatica da glicosiltransferase

bruta, fracdo n°2 e fragdo n°17

Variavel o o Atividade da
Atividade da Atividade da
] S S Glicosiltransferase
Ensaio Glicosiltransferase Glicosiltransferase
pH Temperatura () . da fracdo n°17
bruta (U/mL) da fracdo n°2 (U/mL)
(U/mL)

1 -1 -1 17,34 0,57 5,88

2 +1 -1 16,34 0,44 6,93

3 -1 +1 2,33 0,96 8,24

4 +1 +1 2,50 0,69 9,53

5 -1,41 0 23,39 0,59 5,11

6 +1,41 0 19,12 1,09 11,76

7 0 -1,41 17,45 0,44 2,94

8 0 +1,41 3,07 2,02 11,90

9 0 0 61,51 2,69 22,73

10 0 0 61,51 3,19 19,13

11 0 0 56,88 2,67 21,07

12 0 0 55,37 2,96 22,59

A partir dos valores do coeficiente de regressdo pode-se obter um modelo
matematico para o planejamento de cada preparacdo, o0 que possibilita a
determinacéo da atividade em qualquer valor de pH e temperatura dentro da faixa
estudada e podendo-se assim otimizar o valor de atividade enzimatica. Entretanto,
a validacdo e verificacdo da adequagcdo dos modelos s6 foi possivel apos a
realizacdo da andlise de variancia (ANOVA), que pode ser observada nas Tabelas
5, 7 e 9 para a enzima bruta, fracdo n°2 e fragdo n°17, respectivamente. Assim a
partir da ANOVA foi realizado o teste F em que o valor de F calculado para cada
planejamento deve ser superior ao valor de F tabelado pré-determinado para que
0s modelos mateméticos sejam satisfatérios. Em todas as preparacdes os valores

de F calculados foram superiores aos valores tabelados. Outro parametro
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analisado é a porcentagem de variacdo explicada (R?) que no caso da
glicosiltransferase bruta, o valor de R? foi igual a 0,9812, indicando que 98,12%
da variacdo total para a resposta atividade enzimatica € atribuida ao modelo
matematico (Equacédo 2), enquanto que 2% nao é. No caso da Fragcdo n°2, em
que o R? é igual a 0,9290, 92,90% da variacéo é atribuida ao modelo (Equacao 3).
A fracdo n° 17 apresenta R? igual a 0,9610, sendo que para essa fracdo é

atribuido ao modelo (Equacéo 4) 96,10% da resposta.

Tabela 4. Resultados dos coeficientes de regressao no estudo da influéncia do pH

e temperatura na atividade enzimatica da glicosiltransferase bruta

Coeficiente
de Erro Padrao t(6) p
regressao
Média* 58,83 2,15 27,36 < 0,0001
(1) pH (L) -0,86 1,52 -0,56 0,5932
pH (Q) * -20,38 1,71 -11,94 < 0,0001
(2)Temperatura(L)* -6,16 1,52 -4,04 0,0068
Temperatura(Q) * -25,91 1,71 -15,17 < 0,0001
1L by 2L 0,29 2,15 0,14 0,8963

*parametros estatisticamente significativos a 95% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadratico
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Tabela 5. Andlise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura na
atividade enzimatica da glicosiltransferase bruta

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadrética Liberdade Quadratica Teste F
Regresséao 6103,43 3 2034,48 138,84
Residuos 117,23 8 14,65
Falta de Ajuste 87,09 5
Erro Puro 30,14 3
Total 6220,66 11
R®=0,9812
Foosas = 4,07

Atividade de Glicosiltransferase (U/mL) = 58,83 — 20,38.pH*— 6,16.Temperatura —
25,91.Temperatura® (Equacao 2)

Tabela 6. Resultados dos coeficientes de regresséo no estudo da influéncia do pH

e temperatura na atividade enzimatica da fragdo n° 2

Coeficiente
de Erro Padrao t(6) p
regressao
Média* 2,88 0,19 14,77 < 0,0001
(1) pH (L) 0,04 0,14 0,28 0,7910
pH (Q) * -1,11 0,15 7,21 0,0004
(2)Temperatura(L)* 0,36 0,14 2,60 0,0404
Temperatura(Q) * -0,92 0,15 -5,94 0,0010
1L by 2L -0,03 0,19 -0,18 0,8634

*parametros estatisticamente significativos a 95% de confianga

(L) parametro linear, (Q) parametro quadrético
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Tabela 7. Analise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura na

atividade enzimética da fragédo n°2

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadrética Liberdade Quadratica Teste
Regresséao 12,91 3 4,30 36,46
Residuos 0,94 8 0,12
Falta de Ajuste 0,76 5
Erro Puro 0,18 3
Total 13,09 11
R?=0,9290
Foos.as= 4,07

Atividade Glicosiltransferase (U/mL) = 2,88 — 1,11.pH? + 0,36.Temperatura —
0,92.Temperatura® (Equacao 3)

Tabela 8. Resultados dos coeficientes de regresséo no estudo da influéncia do pH

e temperatura na atividade enzimatica da fragcdo n° 17

Coeficiente
de Erro Padréo t(6) p
regressao
Média* 21,38 0,96 22,19 <0,0001
(1) pH (L)* 1,47 0,68 2,15 0,07480
pH (Q) * -6,56 0,76 -8,58 0,0001
(2)Temperatura(L)* 2,20 0,68 3,23 0,0178
Temperatura(Q) * -7,07 0,76 -9,25 < 0,0001
1L by 2L 0,06 0,96 0,06 0,9524

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadratico
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Tabela 9. Analise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura na

atividade enzimética da fragdo n°17

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadratica Liberdade Quadratica Teste
Regresséao 549,90 4 137,47 43,16
Residuos 22,29 7 3,18
Falta de Ajuste 13,85 4
Erro Puro 8,44 3
Total 572,19 11
R?=0,9610
Foos47 = 2,96

Atividade de Glicosiltransferase (U/mL) = 21,38 + 1,47.pH - 6,56.pH2 +
2,20.Temperatura — 7,07.Temperatura® (Equacéo 4)

Apés as andlises estatisticas e ajuste dos modelos para a atividade de
glicosiltransferase nos diferentes graus de purificacdo, obteve-se as superficies de
resposta e curvas de contorno para cada preparacdo enzimatica, como ilustrado
na Figura 6. Pode-se observar que o perfil de atividade enzimatica na faixa de pH
e temperatura estudada das trés preparacdes foi similar sendo a faixa otima de
atividade em temperatura de 30C a 35C e pH de 6,0 a 6,5 com pequenas
variagbes entre as trés preparacdes. Deve-se salientar que a faixa otima de
atividade é bastante estreita, sendo que em temperaturas maiores que 50T e
menores que 15C, e pH maiores que 7,5 e menores que 5,0 a atividade

enzimatica da glicosiltransferase das trés preparacbes € desconsideravel.
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Figura 6. Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade de
glicosiltransferase em funcéao do pH e temperatura de reacao

(a) Glicosiltransferase bruta; (b) Glicosiltransferase purificada da fragéo n°2 (c)
Glicosiltransferase purificada da fracdo n°17
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Esses resultados estdo de acordo com a literatura, como no trabalho de
Park et al., (1996) que estudaram a glicosiltransferase produzida pela Klebsiella
sp. e observaram que a enzima purificada, em estudo univariavel, apresentava
valores de atividade oOtima nas faixas de pH entre 6,0 e 6,5, e temperatura de
35T. Neste trabalho também foi relatado que a enzi ma era inibida por Hg** e Ag™,
porém a presenca de p-cloromercuribenzoato ndo apresentou efeito na atividade
enzimatica.

Véronese e Perlot (1999) purificaram a sacarose isomerase de Serratia
plymuthica ATCC 15928 e observaram, em estudo univariavel, que a enzima
apresentava atividade oOtima em pH 6,2 e temperatura de 30C. A enzima
purificada catalisou a conversdo de sacarose nos produtos isomaltulose,
trealulose, glicose, frutose, isomelezitose e isomaltose, sendo que a proporgao
desses carboidratos variou de acordo com o pH e temperatura de reagéo.

A isomaltulose sintase da linhagem Klebsiella sp. LX3 foi clonada,
purificada, caracterizada e apresentou atividade 6tima em pH 6,5 e 35T (ZHANG
et al., 2002).

4.3.3 Efeito do pH e da temperatura na estabilidade  enzimatica

O efeito do pH e temperatura na estabilidade das diferentes preparacdes de
glicosiltransferase foi determinado como descrito no item 3.5.3. Foi utilizado para
cada enzima um delineamento composto central rotacional 2°. Os niveis
estudados, com valores decodificados das varidveis se encontram na Tabela 10 e
o planejamento ilustrado na Tabela 11. A variaveis independentes foram pH e
temperatura de estabilidade e a dependente foi a atividade enzimatica relativa.

Os coeficientes de regressdo das variaveis independentes na atividade
enzimatica relativa das preparacbes de glicosiltransferase bruta, fracdo n° 2 e
fracdo n°17 encontram-se ilustrados nas Tabelas 12, 14 e 16, respectivamente.

Em todas as preparagcdes enzimaticas o intervalo de confianca utilizado foi de 90%



(p<0,1). A Tabela 12 indica que para a glicosiltransferase bruta os fatores
estatisticamente significativos foram o termo quadratico do pH, termo linear e
guadratico da temperatura e a interacdo entre o pH e a temperatura. Na Tabela 14
observa-se que para a (licosiltransferase da fracdo n° 2, os fatores
estatisticamente significativos foram os termos linear e quadratico do pH e da
temperatura, bem como a interacdo entre o pH e a temperatura. J4 para a
glicosiltransferase da fracdo n°17, os fatores est atisticamente significativos foram
o termo quadratico do pH, linear da temperatura, e interacdo entre o pH e a
temperatura (Tabela 16).

Os modelos mateméticos (Equacdes 5, 6 e 7) para cada preparacdo
enzimatica permitiram encontrar o valor de atividade relativa Otima para as
enzimas, bem como o valor de atividade para qualquer valor de temperatura e pH
que se encontrar na faixa estudada. Através da ANOVA que pode ser observada
na Tabela 13 para a enzima bruta, Tabela 15 para a fracdo n°2 e Tabela 17 para
a fracdo n° 17, pode-se validar os modelos, uma vez que o teste F calculado para
todas as preparacdes foi maior que o valor de F tabelado. Com relacdo aos
valores de R? o modelo obtido para a predicdo da resposta da enzima bruta, é
capaz de explicar 96,65% (Tabela 13) das variacbes das respostas. Os modelos
das fracbes n° 2 e n° 17 explicam 94,82% e 91,21% d as possiveis respostas

(atividade relativa), respectivamente.

Tabela 10. Valores decodificados utilizados no delineamento composto central
rotacional 2? para o estudo da influéncia do pH e temperatura na estabilidade

enzimatica da glicosiltransferase bruta, fracdo n° 2 e fracdo n°17 por 1 hora de

armazenamento
L Nivel
Variaveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 3,8 4,5 6,4 8,3 9,0
Temperatura (T) 15,0 20,0 32,50 45,0 50,0
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Tabela 11. Delineamento composto central rotacional 2% codificado para o estudo
da influéncia do pH e temperatura na estabilidade enzimética da glicosiltransferase

bruta, fracdo n°2 e fracdo n°17 por 1 hora de arm azenamento

Variavel Atividade Atividade Atividade
_ Relativa Relativa Relativa
Ensaio Temperatura
pH Extrato Bruto Fracdo n°2 Fracdo n°17
© (%) (%) (%)
1 -1 -1 92,57 63,59 66,45
2 +1 -1 62,04 47,10 36,82
3 -1 +1 0,25 ND ND
4 +1 +1 12,77 29,41 22,53
5 -1,41 0 0,58 ND ND
6 +1,41 0 17,79 29,56 25,40
7 0 -1,41 100 100 100
8 0 +1,41 0,81 ND ND
9 0 0 86,35 62,21 46,64
10 0 0 79,16 69,51 46,00
11 0 0 94,37 70,14 44,09
12 0 0 90,89 71,28 53,16

ND — Nao detectada
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Tabela 12. Resultados dos coeficientes de regressdo no estudo da influéncia do

pH e temperatura na estabilidade enzimatica da glicosiltransferase bruta

Coeficiente
de Erro Padrao t(6) p
regressao
Média* 87,66 5,25 16,68 < 0,0001
(1) pH (L) 0,79 3,72 0,21 0,8400
pH (Q) * -36,34 4,17 -8,71 0,0001
(2)Temperatura(L)* -35,29 3,72 -9,49 < 0,0001
Temperatura(Q)* -15,60 4,17 -3,74 0,0096
1L by 2L* 10,76 5,25 2,05 0,0864

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadratico

Tabela 13. Andlise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura na

estabilidade enzimética da glicosiltransferase bruta

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadrética Liberdade Quadratica TesteF
Regresséao 19246,01 4 4811,50 50,46
Residuos 667,41 7 95,34

Falta de Ajuste 537,98 4
Erro Puro 129,42 3

Total 19913,42 11
R? = 0,9665
Foosa7= 2,96
Atividade Relativa (%) = 87,66 — 36,34.pH*> — 3529.Temperatura -

15,60.Temperatura® + 10,76.pH.Temperatura (Equac&o 5)
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Tabela 14. Resultados dos coeficientes de regressdo no estudo da influéncia do

pH e temperatura na estabilidade enzimatica da fracdo n°2

Coeficiente
de Erro Padrao t(6) p
regressao
Média* 68,28 5,12 13,34 < 0,0001
(1) pH (L)* 6,84 3,62 1,89 0,1079
pH (Q)* -26,19 4,06 -6,44 0,0006
(2)Temperatura(L)* -27,87 3,62 -7,69 0,0002
Temperatura(Q) * -8,48 4,06 -2,09 0,0820
1L by 2L* 11,47 5,12 2,24 0,0662

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadratico

Tabela 15. Andlise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura na
estabilidade enzimatica da fracdo n°2

Fonte de Soma Graus de Média
) _ _ ) Teste F
variacao Quadrética Liberdade Quadratica
Regressao 11521,41 5 2304,28 21,98
Residuos 628,96 6 104,82
Falta de Ajuste 578,15 3
Erro Puro 50,81 3
Total 12150,37 11
R” = 0,9482
Fo.gs:5.6= 3,11

Atividade Relativa (%) = 68,28 + 6,84.pH — 26,19.pH® — 27,87.Temperatura —
8,48.Temperatura® + 11,47.pH.Temperatura (Equacéo 6)
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Tabela 16. Resultados dos coeficientes de regresséo no estudo da influéncia do

pH e temperatura na estabilidade enzimética da fragdo n°17

Coeficiente
de Erro Padrdo t(6) p

regressao
Média* 47,47 5,57 8,53 0,0001
(1) pH (L) 3,60 3,94 0,91 0,3964
pH (Q) * -17,44 4,42 -3,94 0,0075
(2)Temperatura(L)* -27,80 3,94 -7,05 0,0004
Temperatura(Q) 1,32 4,42 0,29 0,7751
1L by 2L* 13,04 5,57 2,34 0,0576

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianga

(L) parametro linear, (Q) parametro quadratico

Tabela 17. Analise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura na

estabilidade enzimética da fragdo n°17

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadratica Liberdade Quadratica Teste F
Regresséao 8913,66 3 2971,22 27,69
Residuos 858,37 8 107,29
Falta de Ajuste 811,72 5
Erro Puro 46,65 3
Total 9772,03 11
R?=0,9121
Foos:3s= 2,92
Atividade Relativa (%) = 48,52 — 17,70.pH> — 27,80.Temperatura +

13,04.pH.Temperatura (Equacao 7)
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As superficies de resposta e curvas de contorno para as trés preparagdes
enzimaticas se encontram na Figura 7. A Figura 7a indica que a glicosiltransferase
bruta mantém mais de 90% de sua atividade enzimética ap0s ser armazenada na
faixa de pH de 5,0 a 7,0, e temperatura inferiores a 30C, ap6s uma hora.
Observa-se ainda que em temperaturas maiores que 40C a enzima apresenta
menos que 50% de atividade enzimatica na faixa 6tima de pH de estabilidade,
porém nesta faixa de temperatura e em valores inferiores ou superiores de pH a
atividade pode ser quase totalmente desconsiderada. Um perfil similar €&
observado para a glicosiltransferase purificada das fracbes n°2 e 17 (Figuras 7b e
7c), porém estas se mostraram mais instaveis. A Figura 7b indica que a
glicosiltransferase purificada da fracdo n°2 manté m quase 100% de sua atividade
apos ser armazenada entre a faixa de pH de 5,7 e 6,5 por 1 hora e temperatura
menores ou iguais a 16T. Assim, em valores de temp eratura maiores que 50C
mesmo ao ser armazenada em seu pH 6timo de armazenamento a enzima
presente nessa fracdo apresenta atividade relativa muito baixa (menores que
20%). A glicosiltransferase purificada da fragdo n° 17 incubada a 15C durante 1

hora apresentou maior estabilidade na faixa de pH 5,0 - 6,0 (Figura 7c).
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Celestino (1998) observou que em estudo univariavel, a glicosiltransferase
purificada de Erwinia sp D12 apresentava estabilidade em ampla faixa de pH (5,0-
8,0) apos incubacao durante 24 horas a 5C, porém a enzima armazenada em pH
6,0 e temperaturas superiores a 45C por 1 hora, tinha sua atividade diminuida
para a metade, sendo que 0 mesmo acontecia quando a enzima era armazenada
em temperaturas maiores ou iguais a 20T por 24 hor as.

Zhang et al. (2002) relataram que a isomaltulose sintase da linhagem
Klebsiella sp. LX3 clonada apresentava-se termoestavel apoOs alteracdo nos
aminoacidos da enzima, permitindo com que sua meia-vida, a 50C, fosse

aumentada em 11 vezes.

4.4 Aplicagdo da (glicosiltransferase na conversdo d a sacarose em

isomaltulose

A glicosiltransferase das preparacdes bruta e purificadas (fragcdes n°2 e 17)
foi aplicada na conversdo da sacarose em isomaltulose, como descrito no item
3.6. Pode ser observada na Tabela 18 que a enzima bruta apresenta alta
capacidade de converter sacarose em isomaltulose, sendo quase todo o substrato
convertido em 4 horas, resultando na porcentagem maxima isomaltulose (59,52%)
formada. Observa-se que em maiores periodos de tempo de reacdo a
porcentagem de isomaltulose diminui e a de trealulose aumenta, sendo que esta
tltima chega a 42,18%, em 24h. A porcentagem de glicose formada aumenta
gradualmente até 4h, diminuindo até ndo ser mais formada em 12 e 24h de
reacdo. Ja a frutose tem sua porcentagem aumentada até 8h de reacao, porém

guando a reag&do ocorre em um maior tempo sua concentracao diminui.
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Tabela 18. Converséo da sacarose em isomaltulose pela glicosiltransferase bruta
em diferentes tempos de reacao

_ Tempo de reacao (horas)
Carboidratos (%)

1h 2h 4h 8h 12h 24h

Glicose 1,30 2,54 3,34 1,52 ND ND
Frutose 0,83 2,16 2,17 2,58 0,39 0,81
Trealulose 18,35 31,74 34,74 37,17 42,09 42,18

Sacarose 44,40 4,08 0,22 0,25 ND ND

Isomaltulose 35,12 58,47 59,52 58,46 57,52 55,14

ND — Nao detectada

As preparagdes purificadas de glicosiltransferase fragbes n° 2 e 17
apresentam perfis similares de conversdo de sacarose em isomaltulose como
pode ser observado nas Tabelas 19 e 20. A glicosiltransferase da fracdo n° 2
apresentou porcentagem maxima de isomaltulose igual a 63,78% e a fracdo n°17
igual a 63,04%. Observa-se que a glicosiltransferase presente nas duas fracdes
converteu quase toda a sacarose em 24h de reacao, resultando em valores de
conversao superiores quando comparados com a glicosiltransferase bruta. Os
valores de producdo de trealulose para essas preparagfes sdo inferiores aos
encontrados no estudo realizado com a glicosiltransferase bruta. Uma possivel
explicacdo para esse fato € que as preparacdes da fragcdo n° 2 e n° 17 néo
converteram toda a sacarose em isomaltulose, enquanto que a enzima bruta
converte quase completamente a sacarose em isomaltulose em 4 horas. Logo,
pode ser observado que os valores de trealulose encontrados no estudo realizado
enzima bruta tendem a aumentar quando a sacarose estad quase completamente
consumida e o de isomaltulose diminuir, assim como nas posteriores horas de

reacao.
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Tabela 19. Conversdo da sacarose em isomaltulose pela glicosiltransferase

purificada da fracdo n°2 em diferentes tempos de r eagao

Tempo de reacgédo (horas)

Carboidratos (%)
1h 2h 4h 8h 12h 24h
Glicose 0,47 0,82 1,18 1,67 1,87 0,44
Frutose 0,23 0,49 0,67 1,05 1,36 1,73
Trealulose 7,31 11,06 15,17 21,94 25,54 30,94
Sacarose 80,45 68,09 5485 31,61 18,75 3,11
Isomaltulose 11,70 19,53 28,07 43,84 52,08 63,78

Tabela 20. Conversdo da sacarose em isomaltulose pela glicosiltransferase

purificada da fracdo n°17 em diferentes tempos de reacao

Tempo de reacgédo (horas)

Carboidratos (%)
1h 2h 4h 8h 12h 24h
Glicose 0,59 0,74 1,23 1,63 2,48 2,45
Frutose 0,25 0,26 0,74 0,96 1,42 1,61
Trealulose 6,69 0,62 15,8 21,94 26,05 30,48
Sacarose 80,31 69,27 51,31 31,61 17,45 2,41
Isomaltulose 12,15 19,12 30,88 43,84 52,60 63,04




4.5 Imobilizacdo da glicosiltransferase bruta
4.5.1 Imobilizagéo da glicosiltransferase bruta em Celite

45.1.1 Otimizacdo das condicbes do processo de imo bilizacdo da

glicosiltransferase bruta em Celite

Com o objetivo de aplicar a glicosiltransferase bruta imobilizada para a
conversdo da sacarose em isomaltulose, foi realizado estudo de imobilizacdo da
enzima por adsor¢cdo em Celite, visando a otimizagdo do processo como descrito
no item 3.7.1.1. Para esta etapa foi utilizado um delineamento composto central
rotacional 2%, sendo as variaveis independentes o pH de adsorcdo da enzima no
suporte, quantidade de enzima e a concentragdo do agente glutaraldeido e a
variavel dependente a porcentagem de conversao da sacarose em isomaltulose.
Os niveis estudados, com valores decodificados das variaveis se encontram na
Tabela 21 e o planejamento ilustrado na Tabela 22. As analises estatisticas foram
realizadas apenas para os resultados obtidos na primeira batelada (Tabela 22),
porém para avaliar a influéncia do glutaraldeido na retencdo da enzima, foram
comparados os resultados de conversédo de todos os 17 ensaios em trés bateladas
de duas horas e trinta minutos (Tabelas 22, 23 e 24).

Inicialmente, observando as Tabelas 22, 23 e 24, pode-se notar que o
ensaio n° 13 que corresponde ao ensaio sem a adicdo do glutaraldeido, a
atividade de glicosiltransferase tende a diminuir com a realizag&do das bateladas o
gue néo é observado nos demais ensaios. Assim, foi atribuido ao glutaraldeido um
efeito positivo no processo. Também deve-se destacar que o ensaio n°3 resultou
em maior conversdo de sacarose em isomaltulose de aproximadamente 22% nas
trés bateladas. Nesse ensaio foi utilizado 870 U de glicosiltransferase, pH 5,5 e
0,1% de glutaraldeido. Observou-se que os maiores valores de conversdo da

sacarose em isomaltulose foram obtidos nos ensaios realizados com menores
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valores de pH, maiores quantidades de enzima e menores concentragfes de

glutaraldeido (Tabelas 22, 23 e 24).

Nessa etapa do estudo néo foi analisado se maiores periodos de tempo de

reagdo resultariam em maiores valores de conversdo de sacarose em

isomaltulose, pois se pretendia apenas analisar a influéncia das trés variaveis em

guestdo. Assim, em experimentos posteriores de aplicagdo um maior periodo de

tempo foi analisado.

Tabela 21. Valores decodificados utilizados no delineamento composto central

rotacional 2° para o estudo da influéncia do pH, quantidade de enzima e

glutaraldeido na imobilizag&o da glicosiltransferase bruta em Celite

L Nivel
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
pH 5,0 5,6 6,5 7,4 8,0
Enzima (U) 141 326 598 870 1055
Glutaraldeido (%) 0,00 0,10 0,25 0,40 0,50
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Tabela 22. Delineamento composto central rotacional 22 codificado para o estudo
da influéncia do pH, quantidade de enzima e glutaraldeido na imobilizacdo da

glicosiltransferase bruta em Celite; primeira batelada

Variavel
) Glicose Frutose Trealulose Sacarose Isomaltulose
Ensaio Enzima Glutaraldeido
pH (%) (%) (%) (%) (%)
(V) (%)

1 -1 -1 -1 ND ND 4,73 87,89 7,38
2 +1 -1 -1 ND ND ND 100 ND
3 -1 +1 -1 ND ND 14,07 64,01 21,92
4 +1 +1 -1 ND ND ND 98,66 1,34
5 -1 -1 +1 ND ND ND 98,49 1,51
6 +1 -1 +1 ND ND ND 100 ND
7 -1 +1 +1 0,81 ND 7,29 79,14 12,75
8 +1 +1 +1 ND ND ND 100 ND
9 -1,68 0 0 1,05 ND 11,73 67,41 19,81
10 +1,68 0 0 ND ND ND 100 ND
11 0 -1,68 0 ND ND ND 100 ND
12 0 +1,68 0 ND ND 4,60 88,18 7,23
13 0 0 -1,68 ND ND 9,91 73,40 16,94
14 0 0 +1,68 ND ND 2,14 94,38 3,25
15 0 0 0 1,45 ND 2,54 91,71 4,31
16 0 0 0 ND ND 3,62 90,20 6,18
17 0 0 0 1,5 ND 2,52 91,53 4,45

ND — Nao detectada
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Tabela 23. Delineamento composto central rotacional 22 codificado para o estudo
da influéncia do pH, quantidade de enzima e glutaraldeido na imobilizacdo da

glicosiltransferase bruta em Celite; segunda batelada

Variavel
) Glicose Frutose Trealulose Sacarose Isomaltulose
Ensaio Enzima Glutaraldeido
pH (%) (%) (%) (%) (%)
(V) (%)
1 -1 -1 -1 ND ND 5,13 87,32 7,38
2 +1 -1 -1 ND ND ND 100 ND
3 -1 +1 -1 1,06 ND 14,39 63,62 21,92
4 +1 +1 -1 ND ND 1,23 96,98 1,34
5 -1 -1 +1 ND ND ND 100,00 ND
6 +1 -1 +1 ND ND ND 100,00 ND
7 -1 +1 +1 ND ND 5,38 85,89 8,73
8 +1 +1 +1 ND ND ND 98,48 1,52
9 -1,68 0 0 0,86 ND 11,69 69,73 18,09
10 +1,68 0 0 ND ND ND 100,00 ND
11 0 -1,68 0 ND ND ND 100 ND
12 0 +1,68 0 ND ND 5,45 86,55 8,00
13 0 0 -1,68 ND ND 9,26 76,62 14,12
14 0 0 +1,68 ND ND 1,94 95,18 2,87
15 0 0 0 1,45 ND 4,20 89,47 6,33
16 0 0 0 1,19 ND 3,95 88,41 5,96
17 0 0 0 ND ND 3,36 91,52 5,11

ND — Nao detectada
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Tabela 24. Delineamento composto central rotacional 22 codificado para o estudo
da influéncia do pH, quantidade de enzima e glutaraldeido na imobilizacdo da

glicosiltransferase bruta em Celite; terceira batelada

Variavel
) Glicose Frutose Trealulose Sacarose Isomaltulose
Ensaio Enzima Glutaraldeido
pH (%) (%) (%) (%) (%)
(V) (%)

1 -1 -1 -1 ND ND 53 85,67 9,03
2 +1 -1 -1 ND ND ND 100 ND
3 -1 +1 -1 1,55 1,5 15,5 57,81 23,63
4 +1 +1 -1 ND ND ND 98,41 1,59
5 -1 -1 +1 ND ND 1,08 97,33 1,59
6 +1 -1 +1 ND ND ND 100 ND
7 -1 +1 +1 0,81 ND 6,03 82,52 10,64
8 +1 +1 +1 ND ND ND 98,85 1,15
9 -1,68 0 0 1,01 ND 12,61 66,06 20,32
10 +1,68 0 0 2,37 1,5 ND 95,04 0,09
11 0 -1,68 0 ND ND ND 100 ND
12 0 +1,68 0 ND ND 4,80 88,01 7,19
13 0 0 -1,68 ND ND 7,28 81,18 11,54
14 0 0 +1,68 0,55 1,40 2,56 91,72 3,77
15 0 0 0 ND ND 3,00 92,38 4,62
16 0 0 0 ND ND 2,69 93,20 4,29
17 0 0 1,50 ND 3,38 91,27 5,35

ND — Nao detectada

Os resultados dos coeficientes regressao se encontram na Tabela 25 e se
pode observar que no intervalo de confianca de 90% (p < 0,1) as variaveis
estatisticamente significativas no processo foram os termos linear e quadratico do
pH, linear da quantidade de enzima, linear e quadréatico do glutaraldeido, além das
interacdes da variavel pH com a variavel quantidade de enzima e do pH com o
glutaraldeido.

O modelo matemético do processo (Equacao 8) foi validado apdés a ANOVA

(Tabela 26), sendo que o teste F foi bastante satisfatério. O R? do sistema obtido
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foi 0,9337, indicando que 93,73% das respostas sdo explicadas pelo modelo

matematico criado.

Tabela 25. Resultados dos coeficientes de regressdo no estudo da influéncia do
pH, quantidade de enzima, glutaraldeido na imobilizacdo da glicosiltransferase
bruta em Celite, obtidos a partir da analise dos resultados da primeira batelada

Coeficiente
de Erro Padrao t(7) p

regressao

Média* 514 1,40 3,66 0,0080
(D)pH (L) * -5,53 0,66 -8,39 < 0,0001

pH (Q)* 1,20 0,73 1,65 0,1424
(2)Enzima (L) * 2,88 0,66 4,36 0,0033
Enzima (Q) -1,03 0,73 -1,41 0,1998
(3)Glutaraldeido(L) * -2,89 0,66 -4,38 0,0032
Glutaraldeido(Q)* 1,27 0,73 1,74 0,1245
1L by 2L* -3,05 0,86 -3,55 0,0094
1L by 3L* 1,71 0,86 1,99 0,0870
2L by 3L -0,58 0,86 -0,67 0,5222

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadratico
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Tabela 26. Analise de variancia no estudo da influéncia do pH, quantidade de
enzima e glutaraldeido na imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em Celite,

obtidos a partir da analise dos resultados da primeira batelada

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadrética Liberdade Quadratica Teste P
Regresséao 789,94 7 112,85 18,10
Residuos 56,10 9 6,23
Falta de Ajuste 53,93 7
Erro Puro 2,17 2
Total 846,04 16
R?=0,9337
Foos70 = 2,51

Isomaltulose (%) = 3,83 — 5,53.pH + 1,50.pH? + 2,88.Enzima — 2,88.Glutaraldeido
+ 1,57Glutaraldeido? — 3,05.pH. Enzima + 1,71.pH.Glutaraldeido (Equacéo 8)

As superficies de resposta e curvas de contorno podem ser observadas na
Figura 8, indicando que os melhores valores de pH para o processo de
imobilizacdo de glicosiltransferase bruta em Celite foram os inferiores, indicando
gue em pH 50 a enzima apresenta maior atividade. Na faixa estudada a
guantidade de enzima correspondente a 1055 U resultaria no maior valor de
conversdo de sacarose em isomaltulose obtida (>40%). O glutaraldeido foi
prejudicial para a atividade da enzima indicando que o melhor resultado de
conversdo de sacarose em isomaltulose foi obtido quando este agente nao foi
adicionado no processo, porém devido a manutencdo das taxas de conversdo
(Tabelas 22, 23 e 24), excetuando o0 ensaio 13 (sem tratamento), uma menor
concentragdo do agente foi definida (0,1%).

Como a variavel pH e quantidade de enzima ainda ndo foram otimizadas foi
realizado um segundo planejamento avaliando diferentes faixas das varidveis em

questao, tratando todos os ensaios com 0,1% de glutaraldeido.
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Figura 8. Superficies de resposta e curvas de contorno para a conversdo da
sacarose em isomaltulose em funcdo do pH, quantidade de enzima e
glutaraldeido, no processo de imobilizagdo da glicosiltransferase bruta em Celite,
obtidos a partir da analise dos resultados da primeira batelada

(@) em funcdo do pH e quantidade de enzima; (b) em funcdo do pH e

glutaraldeido; (c) em funcéo da quantidade de enzima e do glutaraldeido.
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Kawaguti et al. (2006) relataram a influéncia dos agentes polietilenoimina e
glutaraldeido na retencdo das células de Erwinia sp. D12 em gel de alginato de
calcio para a conversao da sacarose em isomaltulose. Os autores observaram que
apenas o glutaraldeido apresentava efeito positivo no processo, sendo encontrada
a sua concentracdo 6tima. Valores superiores ou inferiores que o 6timo (0,06%) de
glutaraldeido diminuiram bruscamente a atividade. Todavia, a polietilenoimina foi
totalmente desinteressante para o processo, indicando que a melhor conversao
era obtida quando este agente néo era adicionado.

Mundra et al. (2007) otimizaram a imobilizacdo em alginato de calcio das
células de Erwinia rhapontici NCPPB 1578 para a producdo de isomaltulose,
sendo as variaveis independentes a concentracdo da solucdo polimérica, diametro
das capsulas e concentracdo celular, observando que todas as variaveis foram
estatisticamente significativas, e o rendimento do processo aumentado em 40%.

Para o segundo delineamento composto central rotacional 2%, as variaveis
independentes foram pH e a quantidade de enzima e a variavel dependente a
porcentagem de conversdo da sacarose em isomaltulose. Os niveis estudados,
com valores decodificados das variaveis se encontram na Tabela 27 e o
planejamento ilustrado na Tabela 28. Nesta etapa foi realizada apenas uma
batelada de duas horas e trinta minutos em que foi aplicado 10 g de enzima
imobilizada e 50 mL de solugdo 10% de sacarose a 33T. Nestes experimentos
ndo foram consideradas as condicGes 6timas de reacdao, como temperatura, pH e
concentracao da sacarose que foram avaliadas posteriormente.

A Tabela 28 mostra que o maior valor de conversao (64,46%) foi obtido no
ensaio 3 que corresponde a batelada de pH igual a 4,2 e quantidade de enzima de
2155 U. Todavia, o menor valor de conversédo encontrado (32,76%) foi o ocorrido
Nno ensaio 2, uma vez que nesse ponto o valor de pH era maior (5,3) e quantidade

de enzima menor (659 U).
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Tabela 27. Valores decodificados utilizados no delineamento composto central
rotacional 22 para o estudo da influéncia do pH e da quantidade de enzima na
imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em Celite tratadas com 0,1% de

glutaraldeido

Variaveis Nivel
-1,41 -1 0 +1 +1,41
pH 4, 4,2 4,7 5,3 55
Enzima (U) 352 659 1407 2155 2462

Tabela 28. Delineamento composto central rotacional 2° codificado para o estudo
da influéncia do pH e da quantidade da enzima na imobilizacdo da

glicosiltransferase bruta em Celite

Ensaios* Variavel Glicose Frutose Trealulose Sacarose Isomaltulose

pH  Enzima (U) (%) (%) (%) (%) (%)
1 -1 -1 1,95 0,802 23,74 18,75 54,76
2 +1 -1 1,25 ND 17,28 48,81 32,76
3 -1 1 3,15 3,00 27,52 1,88 64,46
4 +1 1 2,10 0,91 25,61 18,35 53,02
5 -1,41 0 3,43 1,56 21,69 10,43 62,89
6 +1,41 0 1,68 ND 20,96 35,27 42,09
7 0 -1,41 1,82 ND 20,39 34,87 42,91
8 0 +1,41 2,41 0,95 28,31 6,57 61,78
9 0 0 2,22 1,78 25,31 14,72 55,97
10 0 0 2,21 0,96 23,25 17,33 56,25
11 0 0 2,12 ND 17,33 17,18 56,05

*Todas as preparagdes foram tratadas com 0,1% de glutaraldeido
ND — N&o detectada
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Os resultados dos coeficientes de regressdo ilustrados na Tabela 29
indicam que o0s termos lineares e quadraticos de todas as variaveis
independentes, bem como as interagcbfes entre elas foram estatisticamente
significativas, em intervalo de confianca de 95% (p<0,05).

A andlise de variancia (Tabela 30) foi realizada para verificar a adequacao
do modelo (Equacédo 9) e indicou através do teste F, que este é valido para a
predicdo das respostas em qualquer condicdo de pH e quantidade de enzima
dentro da faixa estudada. Finalmente, o R? obtido indica que o modelo em quest&o
€ capaz de predizer uma porcentagem alta das respostas obtidas no processo
(99,39%).

Tabela 29. Resultados dos coeficientes de regresséo no estudo da influéncia do
pH e quantidade de enzima na imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em Celite

Coeficiente
de Erro Padrao t(6) p
regressao
Média* 56,09 0,62 89,80 < 0,0001
(1)pH (L)* -7,87 0,38 -20,54 < 0,0001
pH (Q)* -2,10 0,46 -4,59 0,0059
(2)Enzima (L)* 7,09 0,38 18,51 < 0,0001
Enzima (Q)* -2,17 0,46 -4,75 0,0050
1L by 2L* 2,64 0,54 4,88 0,0045

*parametros estatisticamente significativos a 95% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadrético

Isomaltulose (%) = 56,09 — 7,87.pH — 2,1.pH2 + 7,09.Enzima — 2,17.Enzima +
2,64.pH. Enzima (Equacéo 9)
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Tabela 30. Andlise de variancia no estudo da influéncia do pH e quantidade de

enzima na imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em Celite

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadrética Liberdade Quadratica TesteF
Regresséao 962,65 5 192,53 164,47
Residuos 5,85 5 1,17
Falta de Ajuste 5,81 3
Erro Puro 0,04 2
Total 968,51 10
R? 0,9939
Foos:55 = 5,05

A Figura 9 ilustra que a conversdao maxima de sacarose em isomaltulose
predita pelo modelo (63,44%) foi obtida utilizando-se glicosiltransferase bruta
imobilizada em Celite na faixa de 1700-2263 U, e quando o pH do tampdo em que
a enzima foi adsorvida no suporte (processo de imobiliza¢édo) foi igual a 4,0. Deve
ser observado que a porcentagem isomaltulose formada, nunca € igual a 100%,
pois outros acucares sdo formados como a trealulose, glicose e frutose.
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Figura 9. Superficie de resposta e curva de contorno para a conversdao da
sacarose em isomaltulose em funcéo do pH e quantidade de enzima no processo

de imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em Celite
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45.1.2 Otimizacdo das condicbes de conversdéo da sa carose em

iIsomaltulose pela glicosiltransferase bruta imobili zada em Celite

As condi¢bes de reacdo para a conversdo da sacarose em isomaltulose
pela glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite nas condi¢des 6timas descritas
no item anterior, foram otimizadas como descrito no item 3.7.1.2. Foi utilizado um
delineamento composto central rotacional 23, sendo as variaveis independentes
pH, a temperatura e concentragdo do substrato sacarose e a variavel dependente
a porcentagem de conversdo da sacarose em isomaltulose. Os niveis estudados,
com valores decodificados das variaveis se encontram na Tabela 31 e o
planejamento ilustrado na Tabela 32. Amostras de 10 g de enzima imobilizada nas
condi¢Bes oOtimas foram colocadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL
de solucdo de sacarose, sendo a conversao determinada apds duas horas e trinta
minutos de reacéao.

Os resultados de conversao da sacarose em isomaltulose estao ilustrados
na Tabela 32, observando-se que o ensaio 9 (pH de 4,5, temperatura de 35T e
concentragdo de sacarose igual a 17,5%) resultou no menor valor de converséo
(9,45%), enquanto que o ensaio 12 (pH de 6,3, temperatura de 52T e
concentragdo de substrato igual 17,5%) resultou em aproximadamente 65%,
sendo o maior valor de conversdo observado. Todavia deve-se acrescentar que
apesar do ensaio em questdo apresentar a maior conversdo de sacarose em
isomaltulose, ndo foi observado todo o consumo de sacarose, enquanto que nos
ensaios dos pontos centrais (pH igual a 6,5, temperatura de 35T e concentracéo
de sacarose igual a 17,5%), toda a sacarose foi consumida, resultando em
conversdao maxima de 63%. Isso é um indicativo que a temperatura influencia
fortemente nos produtos formados pela acdo da enzima, indicando que em
temperaturas menores ocorre maior formacdo de trealulose em relacdo aos
maiores valores de temperatura. Foi observado também que em pH 5,2 ocorreu
menor formacao de trealulose do que em pH igual a 7,3. Com a maior formacéo

de trealulose, a conversao de sacarose em isomaltulose é diminuida. Resultados
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similares foram observados por Zhang et al. (2002) indicando que a temperatura
de reacdo influencia a proporcdo dos carboidratos formados pela acdo da
isomaltulose sintase da linhagem Klebsiella sp. LX3, clonada em Escherichia coli.
Os autores observaram que em temperaturas maiores como 50C a enzima
diminuia a formacéo de trealulose em quase trés vezes quando comparado com a

reacdo estudada a 25<C.

Tabela 31. Valores decodificados utilizados no delineamento composto central
rotacional 2° para o estudo da influéncia do pH e temperatura de reacdo e
concentragdo de substrato na conversdo da sacarose em isomaltulose catalisada

pela glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite

L Nivel
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
pH 4,5 5,2 6,3 7,3 8,0
Temperatura (T) 18 25 35 45 52
Sacarose (%) 50 10,0 17,5 25,0 30,0

Observa-se na Tabela 33 os valores de coeficiente de regresséo, sendo as
variaveis estatisticamente significativas (p<0,1) a 90% de confianca o termo
guadratico do pH e o termo linear e quadréatico da temperatura. Dever-se ressaltar
gue apesar da Tabela 33 indicar que o valor de p do termo linear da variavel
temperatura é maior que 0,1, esse parametro foi considerado como
estatisticamente significativo, apds desconsiderar o termo linear da variavel pH e
todas as interagOes das variaveis. A concentragcdo do substrato (sacarose) néo foi
estatisticamente significativa, o que indica que pode ser utilizada qualquer
concentragdo do substrato (na faixa estudada). O modelo matematico do processo

esta ilustrado na Equacéo 10.
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Tabela 32. Delineamento composto central rotacional 22 codificado para o estudo

da influéncia do pH e temperatura de reacdo e concentragdo de substrato na

conversdo da sacarose em isomaltulose catalisada pela glicosiltransferase bruta

imobilizada em Celite

Variavel _
) Glicose Frutose Trealulose Sacarose Isomaltulose
Ensaio oH Temperatura Sacarose (%) %) %) %) %)
(C) (%)
1 -1 -1 -1 1,57 ND 18,56 48,22 31,65
2 +1 -1 -1 2,18 ND 32,38 34,32 31,12
3 -1 +1 -1 2,73 1,28 7,96 56,87 31,16
4 +1 +1 -1 2,78 ND 15,79 46,87 34,58
5 -1 -1 +1 1,31 ND 14,23 60,35 24,12
6 +1 -1 +1 1,85 ND 29,15 40,65 28,35
7 -1 +1 +1 3,19 2,27 9,38 49,16 36,00
8 +1 +1 +1 2,61 0,96 14,25 49,21 32,97
9 -1,68 0 0 1,94 1,01 2,75 84,85 9,45
10 +1,68 0 0 3,60 0,87 26,18 31,04 38,31
11 0 -1,68 0 1,16 ND 36,07 27,04 35,64
12 0 +1,68 0 5,53 3,57 15,38 10,52 64,99
13 0 0 -1,68 2,83 1,42 36,45 ND 59,30
14 0 0 +1,68 2,74 1,45 28,96 4,34 62,51
15 0 0 0 2,95 1,84 32,54 0,55 62,13
16 0 0 0 2,85 1,96 31,43 0,65 63,11
17 0 0 0 2,95 1,93 32,76 ND 62,36

ND — Nao detectada
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A ANOVA (Tabela 34) indica que o modelo foi validado pelo teste F, sendo

que o valor de F calculado foi maior que o F tabelado. O valor de R? obtido foi

0,7322, indicando que o modelo é capaz de prever 73,22% das respostas obtidas

NO Processo.

Tabela 33. Resultados dos coeficientes de regressdo no estudo da influéncia do

pH e temperatura de reacdo e concentracdo de substrato na conversdo da

sacarose em isomaltulose catalisada pela glicosiltransferase bruta imobilizada em

Celite
Coeficiente
de Erro Padréo t(7) p
regressao
Média* 63,38 6,48 9,77 < 0,0001
(1)pH (L) 3,85 3,04 1,26 0,2464
pH (Q)* -16,53 3,36 -4,92 0,0017
(2)Temperatura(L)* 5,04 3,04 1,65 0,1419
Temperatura(Q)* -7,16 3,36 -2,13 0,0703
(3)Sacarose(L) -0,12 3,04 -0,04 0,9689
Sacarose(Q) -3,41 3,37 -1,01 0,3437
1L by 2L -0,41 3,98 -0,10 0,9200
1L by 3L -0,21 3,98 -0,05 0,9591
2L by 3L 1,69 3,98 0,42 0,6835

*parametros estatisticamente significativos a 90% de confianca

(L) parametro linear, (Q) parametro quadrético

Isomaltulose (%) = 59,03 — 15,52.pH + 5,04.Temperatura — 6,15.Temperatura®

(Equacéo 10)
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Tabela 34. Andlise de variancia no estudo da influéncia do pH e temperatura de
reacdo e concentracdo de substrato na conversdo da sacarose em isomaltulose

catalisada pela glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite

Fonte de Soma Graus de Média
variacao Quadrética Liberdade Quadratica Teste F
Regresséao 3402,27 3 1134,09 11,85
Residuos 1244,48 13 95,73
Falta de Ajuste 1243,96 11
Erro Puro 0,52 2
Total 4646,76 16
R?0,7322

Fo,05:313 = 2,56

A superficie de resposta e a curva de contorno (Figura 10) ilustram o
comportamento da enzima em diferentes valores de pH e temperatura, quando a
concentragdo de sacarose foi fixada em 30%. Observa-se que quando a reagéo €
realizada tanto na temperatura quanto nos valores de pH préximos as regides
centrais se obtém alta atividade. Através do modelo matematico pode-se obter os
valores 6timos de pH e temperatura de reacdo que foram respectivamente de 6,0
a 6,5 e 35 a 40T, sendo a concentracdo de substrat o definida em 30%. O perfil
bioquimico da glicosiltransferase imobilizada em Celite foi similar ao da enzima
bruta na sua forma solavel, (item 4.3.2, Figura 6a), indicando que o processo de
imobilizacdo néo interfere no desempenho da enzima, porém o valor de
temperatura 6tima foi levemente alterado em relacdo a glicosiltransferase bruta

livre.
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Figura 10. Superficie de resposta e curva de contorno para a conversao da
sacarose em isomaltulose em funcéo do pH e da temperatura de reacéo utilizando

glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite e concentracdo de sacarose de
30%

4.5.1.3 Aplicagéo da glicosiltransferase bruta imob  ilizada em Celite

4.5.1.3.1 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta im  obilizada em Celite na

converséao de sacarose em isomaltulose, em processo de batelada

O estudo da conversdo da sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite com e sem o tratamento com
glutaraldeido, em processo de batelada, foi realizado de acordo com item
3.7.1.3.1. A temperatura de conversdo utilizada foi de 22<C, logo ndo sendo
utilizada a faixa 6tima (35-40C), uma vez que como estudado anteriormente, a
enzima apresenta-se instavel nesta faixa de temperatura.

Como pode ser observado na Figura 11, a glicosiltransferase imobilizada
em Celite sem tratamento com glutaraldeido resultou em conversédo da sacarose
em isomaltulose, em cerca de 49%, na primeira batelada, a partir de solugdo 30%
de sacarose. O tratamento da enzima imobilizada em Celite com glutaraldeido néo
foi interessante para o processo, pois aléem de ndo aumentar a retencdo da enzima
no suporte resultou em um menor valor de conversdo da sacarose em

isomaltulose que a enzima imobilizada sem tratamento. Observou-se nas duas
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preparacdes que houve diminuicdo do grau de conversdo em 50% na segunda
batelada, chegando a valores desconsideraveis a partir da quinta batelada. Esses
resultados foram diferentes dos encontrados no item 4.5.1.1, que indicava que o
tratamento da preparacdo com glutaraldeido aumentava a retencdo da
glicosiltransferase bruta na Celite. Possivelmente isso ocorreu, pois o0 periodo de
reacdo das bateladas no item anterior (duas horas e trinta minutos) ndo foi
suficiente para se observar a nao eficiéncia do glutaraldeido no processo.

Mansour e Dawoud (2003) estudaram a imobilizacdo da invertase de
Saccharomyces cerevisiae por adsor¢cdo em Celite e poliacrilamida, observando
gue as enzimas imobilizadas apresentaram boa estabilidade operacional podendo
ser reutilizadas por até 20 ciclos de 30 minutos sem consideravel perda da
atividade enzimética.

60 - Glicosiltransferase imobilizada em Celite sem tratamento
com glutaraldeido

O Glicosiltransferase imobilizada em Celite com tratamento
com glutaraldeido

isomaltulose (%)

Conversdo de sacarose em

Batelada

Figura 11. Conversao de sacarose em isomaltulose utilizando glicosiltransferase
bruta imobilizada em Celite com e sem tratamento com glutaraldeido, em processo
de batelada
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4.5.1.3.2 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta im  obilizada em Celite na
conversdao de sacarose em isomaltulose, em coluna de leito

empacotado

O estudo da conversdo da sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase bruta imobilizada Celite, em coluna de leito empacotado, foi
realizado como descrito no item 3.7.1.3.2.

O processo utilizando coluna de leito empacotado apresentou cerca de 50%
de conversdo de sacarose em isomaltulose para as duas preparagbes com e sem
tratamento com glutaraldeido, em uma hora de processo. Entretanto, apds a
segunda hora de reacdo a taxa de conversao diminuiu rapidamente apresentando
a metade da capacidade de converséao observada na primeira hora (Figura 12). A
partir de oito horas, a converséo da sacarose em isomaltulose foi inferior a 10%. O
tratamento da glicosiltransferase imobilizada em Celite, com 0,1% de glutaraldeido
ndo resultou em aumento da estabilidade da enzima. Apos 24 horas de adicdo
continua de solucdo 30% de sacarose na coluna de glicosiltransferase imobilizada
em Celite tratadas com 0,1% de glutaraldeido e n&do tratada com glutaraldeido

foram obtidos, respectivamente, cerca de 4,98% e 6,58% de isomaltulose.
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Figura 12. Conversao de sacarose em isomaltulose utilizando glicosiltransferase
bruta imobilizada em Celite com e sem tratamento com glutaraldeido, em coluna

de leito empacotado

4.5.2 Imobilizagéo da glicosiltransferase bruta em gel de pectina BTM

4.5.2.1 Caracterizagcao fisico-quimica das microcaps ulas de
glicosiltransferase imobilizadas em gel de pectina BTM com e sem a
adicdo de gordura

A glicosiltransferase bruta foi imobilizada em gel de pectina BTM como
descrito no item 3.7.2 e caracterizada como no item 3.7.2.1. Pode ser observado
na Tabela 35 que as microcapsulas contendo a glicosiltransferase com e sem a
adicdo de gordura apresentaram algumas propriedades fisico-quimicas diferentes.
Enquanto as microcapsulas sem adi¢do de gordura apresentaram porcentagem de
umidade igual a 97,8% e proteinas igual a 1,8% em massa seca, as capsulas com
a adicdo de gordura apresentaram maior eficiéncia de encapsulagéo, o que indica
gue a presenca do material lipofilico, durante o processo de cura foi eficiente na
retencdo das proteinas totais. Em estudo realizado por Bourgeois et al. (2006) foi
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relatado que a eficiéncia de encapsulacdo do processo de imobilizacdo B-
lactamase foi igual a 75% quando preparadas com pectina amidada e 45%

guando usado pectina ndo amidada.

Tabela 35. Caracterizacao fisico-quimica das microcapsulas de glicosiltransferase

imobilizadas em gel de pectina BTM com e sem a adi¢cao de gordura

Umidade (%, m/m) Proteinas (%, m/m) E.E. %
Microcapsulas sem
97,8 1,8 52,4
gordura
Microcapsulas com
95,6 1,0 58,2

gordura

4.5.2.2 Analises microscépicas

As andlises das microcapsulas por microscopia Optica e microscopia
eletrénica de varredura foram realizadas como descrito no item 3.7.2.3. As Figuras
14 e 15 ilustram respectivamente a distribuicdo do tamanho das microcapsulas de
glicosiltransferase imobilizadas em gel de pectina BTM preparadas sem e com a
adicdo de gordura. As microcapsulas sem gorduras apresentaram diametro médio
igual a 173 um enquanto que as microcapsulas com adicdo de gorduras
apresentaram diametro médio de 196 um indicando que o acréscimo de gordura
resultou em microcapsulas um pouco maiores devido ao confinamento do material
gorduroso. As micrografias obtidas por microscopia 6ptica estdo ilustradas nas
Figuras 15-18. Pode-se observar que em todos 0s experimentos as microcapsulas
apresentaram a forma esférica e multinucleada, sendo observados granulos de
gordura nas microcapsulas preparadas com mistura de material lipofilico (Figura
16). As Figuras 17 e 18 ilustram as microcapsulas apo0s seis bateladas de
conversao da solucédo de sacarose em isomaltulose, indicando que os dois tipos

de microcapsulas apresentaram estruturas integras, ndo sendo observada
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alteracéo das cépsulas. As Figuras 19 e 20 ilustram respectivamente as estruturas
das microcapsulas de gel de pectinas BTM contendo glicosiltransferase
preparadas sem e com adicdo de gordura, liofilizadas e analisadas por
microscopia eletrbnica de varredura. Foi observado que as microcapsulas
preparadas sem adicdo de gordura apresentavam-se mais quebradicas do que

aquelas contendo gordura.

100

Porcentagem de microcapsulas

0 100 200 300 400 500 600
D, (um)

Figura 13. Distribuicdo do tamanho das microcdpsulas de gel de pectina BTM

contendo glicosiltransferase sem adicédo de 2% de gordura
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Figura 14. Distribuicdo do tamanho das microcapsulas de gel de pectina BTM

contendo a glicosiltransferase com adi¢édo de 2% de gordura

Figura 15. Microcapsulas de gel de pectina BTM recém preparadas, contendo

glicosiltransferase sem adicdo de gordura. Microscopia Optica (objetiva com

aumento de 10 vezes)
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Figura 16. Microcapsulas de gel de pectina BTM recém preparadas, contendo
glicosiltransferase com adicdo de gordura. Microscopia Optica (objetiva com
aumento de 10 vezes)

Figura 17. Microcapsulas de gel de pectina BTM contendo glicosiltransferase

preparadas sem adicdo de gordura, apos serem utilizadas em seis bateladas de
30 minutos de conversdo de sacarose em isomaltulose. Microscopia Optica
(objetiva com aumento de 10 vezes)
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Figura 18. Microcpsulas de gel de pectina BTM contendo glicosiltransferase
preparadas com adi¢do de gordura, apos serem utilizadas em seis bateladas de
30 minutos de conversdo de sacarose em isomaltulose. Microscopia Optica

(objetiva com aumento de 10 vezes)

Figura 19. Microcapsulas de gel de pectina BTM contendo glicosiltransferase
preparadas sem adicdo de gordura e liofilizadas. Microscopia eletrénica de

varredura (a - aumento de 1400 vezes; b — aumento de 1200 vezes)
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Figura 20. Microcpsulas de gel de pectina BTM contendo glicosiltransferase

preparadas com adicdo de gordura e liofilizadas. Microscopia eletronica de

varredura (a - aumento de 1200 vezes; b — aumento de 1100 vezes)

4.5.2.3 Retencdo da atividade enzimatica de glicosi Itransferase nas

microcapsulas de gel de pectina BTM

A determinacdo da atividade da glicosiltransferase imobilizada em
microcapsulas de gel de pectina BTM foi determinada como descrito no item
3.7.2.4. A Figura 21 ilustra que as microcapsulas com adicdo de gordura
mantiveram cerca de 70% e 100% da atividade de glicosiltransferase nas trés
primeiras bateladas. Na quarta e sexta batelada a atividade relativa diminuiu para
cerca de 20% e 12% respectivamente.

As microcapsulas de glicosiltransferase imobilizadas em gel de pectina BTM
preparadas sem a adicdo de gordura, microcipsulas com adicdo de gordura e
liofilizadas e as microcapsulas sem adicdo de gordura e liofilizadas apresentaram
baixa atividade enzimética na primeira batelada.

Desta forma, as microcapsulas de glicosiltransferase imobilizada em gel de
pectina BTM com adi¢éo de 2% gordura (50% de &cido oléico e 50% de manteiga)

foram selecionadas para o estudo de conversdo da sacarose em isomaltulose.
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Figura 21. Atividade enzimatica relativa das diferentes microcapsulas de
glicosiltransferase imobilizadas em gel de pectina BTM apds seis bateladas de 30
minutos

MCG - Microcpsulas com gordura; MSG — Microcapsulas sem gordura; MCGL — Microcapsulas

com gordura liofilizada; MSGL — Microcapsulas sem gordura liofilizada.

4.5.2.4 Aplicagdo da glicosiltransferase bruta imob  ilizada em gel de pectina
BTM com adig&o de gordura

4.5.2.4.1 Aplicacdo da glicosiltransferase bruta im  obilizada em gel de pectina
BTM com adicdo de gordura, na conversdo de sacarose em
isomaltulose, em processo de batelada

O estudo da converséo da sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de pectina BTM com adicdo de
gordura em processo de batelada foi realizado de acordo com item 3.7.2.5.1.

A Figura 22 ilustra os resultados de conversdo da sacarose em

isomaltulose, indicando que inicialmente a enzima imobilizada apresentou
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conversao de cerca de 29%, todavia a atividade enzimatica foi diminuida com o
decorrer das demais bateladas, resultando em cerca de 25% na segunda
batelada, sendo o valores de conversdo inferiores a 5% a partir da décima
batelada.

Bhushan et al. (2008) estudaram a imobilizacido da lipase de Arthrobacter
sp. em alginato de célcio avaliando parametros de imobilizacdo, como
concentracdo de cloreto de calcio, quantidade de enzima e tamanho do gel. Os
autores observaram que a enzima imobilizada pode ser reutilizada por até 10
ciclos de 1 hora sem perda significativa da atividade.

Kawaguti et al. (2007) estudaram a imobilizacdo de trés diferentes
preparacdes contendo a glicosiltransferase que converte sacarose em
isomaltulose produzidas pela Erwinia sp. D12. Estas foram células integras,
células rompidas contendo a enzima e a enzima extraida das células. Neste
trabalho os autores imobilizaram as preparacbes em 2% de alginato de calcio
tratados com 0,06% de glutaraldeido e aplicaram em bateladas de 24 horas na
conversdo da sacarose em isomaltulose a partir de solugdo 35% de sacarose. As
células integras imobilizadas apresentaram maior valor de conversdo na primeira
batelada (64,6%), sendo esses valores proximos aos valores obtidos com as
células lisadas (62,6%). Todavia, a enzima extraida imobilizada em alginato
apresentou, na primeira batelada, conversao de 43,1%. Nas posteriores bateladas,
a capacidade de converséo da sacarose em isomaltulose das preparacdes decaiu
significativamente chegando a cerca de 8% na segunda batelada em todas as trés
preparacdes. A partir da quarta batelada apenas a enzima extraida e imobilizada
apresentava capacidade de converter a sacarose em isomaltulose em cerca de
5%.
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Figura 22. Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de pectina BTM com adicdo de
gordura em processo de batelada

4.5.2.4.2 Aplicacdo da glicosiltransferase imobiliz  ada em gel de pectina BTM
com adicdo de gordura, na conversao de sacarose em isomaltulose,
em coluna de leito empacotado

O estudo da converséo da sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de pectina BTM em coluna de leito
empacotado foi realizado como descrito no item 3.7.2.5.2.

A Figura 23 ilustra que utilizando-se a coluna de leito empacotado contendo
glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de pectina BTM preparada com adi¢céo
de gordura foi obtido conversdo maxima de 10,5% de isomaltulose no periodo de
5 a 8 horas de circulagéo continua da solugcédo 10% de sacarose. ApoOs cerca de 15
horas de uso continuo, a conversdo de sacarose diminuiu para cerca de 7,5%
sendo que apoés 40 horas a producdo de isomaltulose diminuiu rapidamente.
Baixos valores (3%) de isomaltulose foram obtidos apds 60 horas de uso continuo

da enzima imobilizada em gel de pectina BTM com adi¢do de gordura.
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Figura 23. Conversdo de sacarose em isomaltulose utilizando-se
glicosiltransferase bruta imobilizada em gel de pectina BTM com adicdo de

gordura, em coluna de leito empacotado
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5 CONCLUSOES

A (glicosiltransferase bruta de Erwinia sp. D12 apresentou atividade
enzimatica igual a 23,39 U/mL e foi purificada por cromatografia em coluna
de SP-Sepharose Fast Flow, obtendo-se duas fragbes com atividade de
glicosiltransferase. A fracdo n° 2, ainda impura por SDS-PAGE, néo
adsorvida na coluna apresentou atividade enzimatica igual a 0,49 U/mL. Ja
a fracdo n° 17, apresentou atividade de glicosiltransferase igual a 1,55
U/mL, fator de purificacéo igual a 17,93 e massa molecular de 65 kDA por
SDS-PAGE.

Os valores de Vméax da glicosiltransferase bruta e fracdes purificadas n°2 e
n° 17 foram respectivamente iguais a 27,41, 1,37 e 2,22 pmol de
isomaltulose/minuto/mg de proteina. Os valores de Km foram 52, 54 e 49
mM de sacarose para a enzima bruta, fragdo n° 2 e fragcdo n° 17,

respectivamente.

A enzima bruta e as duas frag6es purificadas apresentaram atividade 6tima
de glicosiltransferase na faixa de pH de 6,0 a 6,5 e temperatura de 30 a
35T. A glicosiltransferase bruta apresentou baixa estabilidade térmica e a
purificacdo da enzima tornou-a mais sensivel a alteracbes de pH e

temperatura.

A glicosiltransferase bruta converteu 59,52% da sacarose (solugcdo 10%)
em isomaltulose em quatro horas, a 33C. A glicosil transferase purificada
das fracbes n°2 e n°17 converteram respectivament e 63,78% e 63,04% da
sacarose em isomaltulose ap6s 24 horas de reacdo a 33T, a partir de
solucao 10% de sacarose.
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As condi¢Bes 6timas para a imobilizacdo da glicosiltransferase bruta em
Celite foi pH 4,0 para o processo de adsorcdo usando-se quantidade de
enzima na faixa de 1700-2263 U.

A glicosiltransferase bruta imobilizada em Celite apresentou capacidade
Otima de conversao da sacarose em isomaltulose na faixa de pH entre 6,0 e
6,5 e temperatura de 35 a 40T, resultando em uma porcentagem de
isomaltulose formada superior a 60%, quando utilizado uma solucdo de
sacarose 30%.

A (dlicosiltransferase imobilizada em Celite converteu cerca de 49% da
solucdo 30% de sacarose em isomaltulose na primeira batelada. As duas
preparacbes com e sem tratamento com glutaraldeido apresentaram
diminuicdo rapida na capacidade de formacdo da isomaltulose nas
bateladas posteriores. Em coluna de leito empacotado a glicosiltransferase
imobilizada em Celite apresentou conversao inicial de cerca de 50% da
sacarose em 1 hora, mas com rapida queda chegando a cerca de 5% em
24 horas.

As microcapsulas de pectina BTM contendo a glicosiltransferase com e sem
adicdo de gordura apresentaram propriedades fisico-quimicas diferentes
entre si, sendo que as microcapsulas sem gordura apresentaram maior
concentracdo de proteinas, porém menor eficiéncia de encapsulacdo que

as preparacdes com adicao de gordura.

As microcépsulas de glicosiltransferase imobilizada em gel de pectina BTM
sem gordura apresentaram tamanho médio igual a 173 pum e as
microcépsulas de enzima imobilizada com gordura 196 um, forma esférica e
multinucleada. Na andalise de microscopia eletrbnica de varredura as

microcapsulas contendo glicosiltransferase no qual ndo foi adicionado
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gordura apresentaram-se mais quebradicas que as microcipsulas com
gordura.

As microcépsulas de glicosiltransferase imobilizada em gel de pectina BTM
com a adi¢do de gordura apresentaram retengdo da atividade enzimética,
mantendo-a por trés bateladas de trinta minutos, sem perda consideravel.
As microcdpsulas nédo liofilizadas sem adicdo de gordura, e as
microcapsulas liofilizadas com e sem a adicdo de gordura apresentaram
baixa atividade de glicosiltransferase. A adicdo de gordura contribuiu para a
manutencdo da atividade de glicosiltransferase e a liofilizacdo das
microcapsulas de enzima imobilizada resultou em perda da atividade

enzimatica.

Na conversdo de solucdo 10% de sacarose em isomaltulose, as
microcapsulas de glicosiltransferase nao liofilizadas imobilizadas em gel de
pectina BTM com adicdo de gordura converteram 30% da sacarose em
isomaltulose na primeira batelada de 8 horas, diminuindo gradativamente
com as posteriores bateladas. Em coluna de leito empacotado, a conversao
maxima de sacarose em isomaltulose foi igual a 10,5% em 2 horas, sendo

gue apos 60 horas foi igual a 3%.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Purificacdo da glicosiltransferase bruta utilizando uma coluna maior para

obtencdo de maior quantidade da enzima purificada.

Estudo de outros suportes para imobilizagcdo da glicosiltransferase ou das
células, como resinas de troca idnica e polimeros sintéticos visando sua
aplicagdo na conversdo da sacarose em isomaltulose, bem como o
aumento da estabilidade da enzima.

Estudo dos suportes Celite e gel pectina BTM para a imobilizacdo de outras

enzimas.
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