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RESUMO — A L-arabinose isomerase (L-Al) ¢ um biocatalisador utilizado para a
conversdao de D-galactose em D-tagatose por um processo de isomerizagdo. A D-
tagatose tem propriedades adocantes e caracteriza-se por possuir um sabor similar
ao da sacarose (agucar convencional), facilitando sua aceitacdo pelos
consumidores. Portanto, o seu uso pode trazer beneficios como: a redugdo dos
sintomas associados com o diabetes tipo II, hiperglicemia, anemia, hemofilia e o
auxilio no controle de peso, devido ao seu baixo teor caldrico. Diferentes
microrganismos estdo descritos na literatura como produtores da L-Al e ¢
necessario um profundo estudo para saber-se qual a melhor forma para a produgao
desse adogante em uma escala industrial. Anteriormente, estudou-se 15 cepas e
dessas foram escolhidas 5 (as que apresentaram caracteristicas mais adequadas
para produgdo da L-Al). Este trabalho, destina-se a determinar qual das 5 cepas
bacterianas escolhidas apresenta melhor producao da L-Al para a conversdo de D-
galactose em D-tagatose. Das 5 cepas analisadas, aqui chamadas de L3, L7, L9,
L13 e L14, a que mostrou-se melhor produtora do biocatalisador foi a L14 com
uma atividade enzimatica de 0,0078 U/mL.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos ¢ evidente uma grande busca pela reducao do consumo de calorias por
parte da populacdo motivado principalmente pela tentativa de uma reeducagao alimentar voltada
para a atenuacdo dos problemas de satide causados pelo aumento de peso. Muitos destes
problemas estdo associados a ma alimentacdo e consumo elevado de agucares com alto valor
calorico. Assim, neste estudo, avaliou-se a producao de um biocatalisador, a L-arabinose, para a
obtencdo de um adogante de baixo valor caldrico, D-tagatose, a partir da D-galactose.

A D-tagatose ¢ um adocante de baixo teor caldrico e, entre os substitutos naturais de agucar,
¢ o mais semelhante em sabor e as propriedades fisicas de sacarose, tornando sua aceitacdo e
abrangéncia mais faceis. A dogura da D-tagatose ¢ similar a da sacarose (de 92%), quando se
comparam solugdes a 10%. Porém, a primeira apresenta um valor caldrico bastante inferior
(apenas 38% das calorias), portanto a D-Tagatose pode ser utilizada como um adogante baixo-
calorico. (Kim e Oh, 2005). Estudos fisiologicos do indice glicémico tém demonstrado que esse
1sdmero nao ocasiona nenhum aumento dos niveis de glicose no sangue, sendo, portanto, seguro
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para pacientes diabéticos, e, ao contrario da sacarose, ndo promove a carie dentaria. (Cheng et
al., 2010; Zehener 1988; Marzur 1989; Livesey & Brown 1996; Buemann et al.1999).

Virios métodos tém sido estudados para a producdo de D-tagatose. Ela pode ser produzida
a partir de D-galactose por meio de rota quimica utilizando um catalisador de célcio, mas este
processo quimico apresenta algumas desvantagens, tais como complexas etapas de purificagdo,
geracdo de residuos quimicos e formagao de subprodutos. (Kim e Oh, 2005). Atualmente, vem
sendo realizados diversos estudos para a produgdo desse adogante e para a sua fabricacdo em uma
escala industrial através de bioprocessos relacionados a conversdes enzimaticas. Descobriu-se
que através da enzima L-arabinose isomerase esse processo € possivel e de maneira vantajosa
(Rollini e Manzoni 2005; Ishida Kamiya e 1997; Kim et al. 2006), pois ele ocorre mediante uma
reacdo de isomerizagdo da D-galactose.

Neste estudo objetivou-se encontrar uma cepa em seu estado nativo, ou seja, que nao
recombinante, adequavél a um processo industrial de produgdo da enzima que sera utilizada na
fabricacdo do adogante. Avaliou-se os testes mediante atividade enzimatica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos

As cepas de Lactobacillus utilizadas foram isoladas previamente e gentilmente cedidas do
Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia — LemBiotech, situado na Universidade
Federal do Ceara. Na Tabela 1 temos as espécies estudadas. As cepas foram isoladas de fontes
diferentes.

Tabela 1 — Cepas Microbianas

Linhagem Identificacao Origem
L3 Lactobacillus sp. Cana de acucar
L7 Lactobacillus plantarum Queijo coalho
L9 Lactobacillus plantarum Queijo coalho
L13 Lactobacillus sp. Molho de Pimenta
L14 Lactobacillus plantarum Molho de Pimenta

2.2. Descricao do Cultivo

Primeiramente as cepas foram inoculadas isoladamente por um periodo de 24 horas em
meio de cultivo MRS. Preparou-se entdo um meio MRS modificado, em que a glicose
constituinte ¢ substituida por arabinose 5g/L, e para esse foi transferido caldo do inoculo na
proporcao de 3% v/v. Esse meio ficou em fermentagdo por 24 horas a 37° C e agitacdo de 130

rpm.
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2.3. Processos para obtencio da enzima

Terminado o periodo de fermentagdo os caldos foram centrifugados a 4° C, em rotagao
de 6500rpm por 30 minutos para que as células produzidas fossem separadas do meio e
tratadas adequadamente para a obtencao da enzima, que estava no meio intracelular.

Ap0s a centrifugagdo e descarte do caldo obtido, as células foram resuspendidas em
tampao fosfato de potassio S0mM, pH 7 e acrescentou-se lisozima na propor¢ao de 1mg/mL
para o rompimento das paredes celulares das cepas. Deixou-se este sistema em agitagdo de
130 rpm a 37 °C por 3 horas para que a lisozima agisse de maneira eficaz. Posteriormente as
células foram rompidas com o uso do ultrassom de ponteiras. Durante todo o processo de
sonicacdo as células foram mantidas a baixas temperaturas para evitar o superaquecimento
das células e uma possivel desnaturacao da enzima.

Acabado este processo a amostra foi centrifugada a 4 °C e 6500 rpm por 30 minutos e
neste caso o precipitado ¢ descartado e o liquido sobrenadante, que contém a enzima liberada
continuard sendo tratado.

Realizou-se a precipitagdo salina com sulfato de amoénio 80% m/v por 24 horas na
geladeira. Terminado esse tempo a solucdo foi centrifugada a 4 °C e 6500 rpm por 30 min
para que a enzimado extrato enzimatico fosse precipitada. O precipitado obtido foi
resuspendido em 40 mL de tampao e entdo dessalinizado passando-o por uma coluna de
dessalinizagao.

2.4. Métodos para leitura da atividade

A atividade da (L-AlI) foi determinada utilizando como substrato uma solugdo de 0,5 M
de D-galactose (Sigma) em tampao Fosfato 50 mmol.L-1 pH 7,0 suplementado com MnCl,
0,01 M. As amostras foram incubadas a 50 °C sob constante agitacdo. A quantidade de D-
tagatose foi avaliada mediante o ensaio colorimétrico pelo método Carbazol-Cisteina-Acido
sulfurico (Dische e Borenfreund, 1951). A leitura foi realizada em espectrofotometro segundo
Manzo et al., 2010.

Na equagdo 1 temos o célculo da atividade enzimatica.

[TAG) (M) Vi (mL)

ap U _
AE( /mL)_ Ve (mL)«t(min) (1)

3. RESULTADOS E DISCURSOES

Neste trabalho realizaram-se diversas analises a fim de se determinar qual das cepas em
estudo produzia a L-Al de maneira mais satisfatoria para o processo de obten¢do da D-tagatose.
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Os testes foram realizados variando-se a concentragdo de galactose, ora S00mM, ora 250mM. Na
Figura 1 temos os resultados dos testes.

Figura 1 — Atividades com 500 mM e 250 mM de D-galactose.
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Verifica-se na Figura 1 que a atividade enzimatica para todas as cepas em estudo, foi maior
quando utilizou-se concentracdo de D-galactose igual a 500mM. E pdde-se ver também que
nessas condicdes as cepas L3 e L14 foram as que apresentaram melhor resultado, observando-se
uma atividade de 0,0045 U/mL e 0,0057 U/mL, respectivamente. Realizou-se uma nova
fermentacdo apenas com as cepas L3 e L14 e entdo novos testes para se determinar enfim qual a
melhor cepa a ser utilizada. Esses resultados sdo mostrados na Figura 2.

Figura 2 — Atividade L3 e L14 com D-galactose 500 mM.
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Na Figura 2 podemos ver a confirma¢do dos dados obtidos na Figura 1, ¢ possivel ver
claramente que a cepa L14 apresenta uma melhor conversio de D-galactose em D-tagatose.
Inferimos entdo que esta ¢ a cepa mais adequada a ser utilizada na producdo do biocatalisador a
ser utilizado na bioconversao de D-galactose em D-tagatose.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho concluiu-se que a L14 foi, dentre as estudadas, a cepa com maior potencial
para a bioconversdo de D-galactose em D-tagatose ¢ que a concentracao de galactose de 500mM ¢
a mais adequada para a bioconversao.
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