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Ravena Casemiro Oliveira *
Luciana Rocha Barros Gongalves 2

RESUMO

A D-Tagatose ¢ um acUcar raro com baixo valor calérico, similar a sacarose possuindo 92% do seu
poder de dulcor, porém com apenas 38% do valor caldrico, aproximadamente 1,5 Kg.cal-1. E
considerado um agente anti-hiperglicemante, devido a sua baixa absor¢do e metabolizacdo pelo
organismo humano. Além disso, possui varios beneficios, como o seu alto potencial antidiabético para
o tratamento de diabetes tipo 1l e efeito prebidtico. A D-Tagatose pode ser produzida através do método
enzimatico a partir da D-Galactose utilizando como biocatalisador a enzima L-arabione isomerase, A
enzima L-Al utilizada nesse trabalho foi obtida de Enterococcus faecium expressa em Escherichia coli.
Com o intuito de otimizar a producdo de D-Tagatose, por processos bioldgicos, a reacdo de isomerizagao
foi estudada. Realizou-se um planejamento experimental do tipo 23 com 3 repeti¢es no ponto central
para analisar e encontrar as melhores condigdes de pH, temperatura e concentragao inicial de substrato
gue promovem a maior conversdo de D-Galactose em D-Tagatose. A concentracdo de D-Tagatose
produzida foi determinada pelo método colorimétrico utilizando espectrofotdmetro. Os resultados
mostraram que existe uma forte influéncia da temperatura e do pH sob a reacdo enziméatica. O
planejamento experimental resultou no ponto 6timo de producdo de D-Tagatose nas condi¢fes de 55
°C, pH 5,6 e concentracdo de substrato de 164 mM, obtendo um rendimento de 29,77 %. Com isso,
conclui-se que as condigdes reacionais sdo capazes de alterar a velocidade da reagdo enzimatica apesar
do seu equilibrio ja é bem definido.

Palavras-chave: Adocante, D-Tagatose, L-Arabinose Isomerase, Isomerizacdo, D-Galactose.
INTRODUCAO

A relacdo entre dieta e incidéncia de doencas crénicas tem levado a mudanca nos habitos
alimentares e a busca por estilos de vida mais saudaveis. Além disso destaca-se o potencial dos
alimentos para manter ou melhorar o estado de saude dos consumidores. Esses alimentos sao
chamados de alimentos funcionais.

Alimentos funcionais sdo definidos como aqueles que fornecem beneficios adicionais
aos da alimentagdo ao consumidor, podendo reduzir o risco de doencas, entretanto ndo podem
ser destinados ao tratamento de doengas agudas ou & utilizacdo de cuidados paliativos
(BALDISSERA et al., 2011; JONES, 2002).
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Dentro do mercado de alimentos funcionais, pode-se destacar a busca por adogantes de

baixa caloria visando a substituicdo da sacarose presente na alimentacdo. Existe uma extensa
diversidade de adocantes e edulcorantes menos caldricos no mercado, entretanto, ainda néo foi
produzido um adogante que apresente tanto as propriedades similares as da sacarose, em termos
de dogura, sabor, cor e odor quanto um baixo valor calérico. A D-Tagatose surge entdo como
uma alternativa promissora. A D-Tagatose ndo possui sabor residual e apresenta 92% do poder
de dulcor quando comparada com a sacarose, porém com apenas 38% do valor calorico,
aproximadamente 1,5 Kg.cal. (FUJIMARU; PARK; LIM, 2012;; LAKSMI et al., 2018; MEN
et al., 2014; SON et al., 2018).

A D-Tagatose ¢ um monossacarideo, epimero da frutose e uma cetohexose natural,
classificada como GRAS — Generally Recognized As Safe pela FDA — US Food and Drug
Administration, ou seja, é considerada uma substancia segura (MEN et al., 2014; XU et al.,
2016). Por ser um substituto da sacarose, possuindo sabor e poder de docura semelhantes,
porém com menos valor calérico, a D-Tagatose pode ser utilizada na indudstria de alimentos, na
producéo de bebidas, sucos de frutas, doces, entre outros. (GUO et al., 2018; XU et al., 2011).

O trabalho tem como objetivo o estudo das condi¢des da reacao de isomerizacdo de D-
Galactose em D-Tagatose utilizando a L-arabinose isomerase como biocatalisador visando o
aumento do rendimento dessa reagdo. Para isso, serdo estudados os efeitos do pH, temperatura
e concentracdo inicial de substrato sob o equilibrio da reacdo através de um planejamento

experimental.

METODOLOGIA

O planejamento experimental escolhido para encontrar as melhores condi¢bes de
producdo da D-Tagatose foi do tipo 23 com 3 repeticdes no ponto central.

A quantidade de D-Tagatose produzida foi avaliada mediante o ensaio colorimétrico
pelo método acido sulfurico cysteina-carbazol (DISCHE; BORENFREUND, 1951). A leitura
foi realizada em espectrofotdmetro a 560 nm. Apds quantificada a D-Tagatose, pode-se entdo
determinar o rendimento da reacdo de isomerizacdo da D-Galactose em D-Tagatose. A Figura

1 a seguir mostra o fluxograma do processo de obtencao da D-Galactose.
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Figura 1 — Fluxograma representativo do processo de producdo da D-Tagatose a partir da reacdo de isomerizagdo

da D-Galactose por rota enzimatica.
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FONTE: Elaborada pela autora.

O rendimento da reacdo de isomerizacdo de D-Galactose em D-Tagatose foi
determinado através da razdo entre a quantidade de produto obtido e a quantidade que
teoricamente seria obtida (conversao reacional de 100%). O rendimento pode ser obtido como

descrito na Equacéo 1 abaixo:

rendimento (%) = __Tag] . 100 1)

[Galac]inicial

Onde: [Tag] é a concentracdo de D-Tagatose produzida (mM) e [Galac]iniciai € a
concentracdo inicial de D-Galactose (mM) utilizada como substrato.

DESENVOLVIMENTO

A D-Tagatose possui varios beneficios para saude. Por ser pouco absorvida e

metabolizada pelo organismo humano, a D-Tagatose possui alto potencial antidiabétiig 3?%5&23 _—
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tratamento de diabetes tipo Il, causando perda de peso e aumento da ligoproteina de alta

densidade, sendo assim, considerado um agente anti-hiperglicemante (Donner et al., 2010).
Possui efeito prebiotico regulando a flora intestinal, prevencao de céries dentarias, tratamento
de obesidade, baixo colesterol e prevencdo do cancer de colo (LU; LEVIN; DONNER, 2008;
SALONEN et al., 2012; XU et al., 2011). Alguns trabalhos mostram que a D-Tagatose pode
ser considerada um agente anti-biofilme e anti-halitose (LAKSMI et al., 2018; OH, 2007).

A D-Tagatose € produzida através da reacdo de isomerizacdo da D-Galactose por rota
quimica utilizando catalisador de célcio, possuindo assim algumas desvantagens, como
producédo de subprodutos indesejaveis, geracdo de rejeito quimico e necessidade de complexas
etapas de purificagdo do produto. Assim, a producdo de D-Tagatose a partir de D-Galactose,
por rota enzimatica, usando L-arabinose isomerase (L-Al) como biocatalisador tem sido
estudada intensivamente nos dltimos anos (HUNG et al., 2014; KIM et al., 2015, 2017;
LAKSMI et al., 2018; LIU et al., 2014; MEN et al., 2014; TORRES et al., 2014; XU et al.,
2011, 2012).

No entanto, a producdo de D-Tagatose via rota enzimética ainda possui algumas
desvantagens, como por exemplo, uma baixa produtividade para escala industrial (SHIN et al.,
2016). As enzimas nao sao plenamente utilizadas em escala industrial devido a instabilidade de
suas estruturas ocasionada, principalmente, pela crescente utilizacdo desses biocatalisadores em
condicgdes desnaturantes (pH e temperaturas extremas, forte agitagdo e presenca de solventes
organicos) (RODRIGUES, 2009; SOUSA, 2015).

Visando amenizar os percalcos da rota enzimatica e aumentar a conversao da reacao de
isomerizacdo de D-Galactose em D-Tagatose varios estudos sobre a modificacdo genética da
enzima L-arabinose isomerase foram realizados. O estudo da modificacdo genética da enzima
L-arabinose isomerase utilizada nesse trabalho foi realizado por Manzo e colaboradores, 2019.

Apesar de existir uma grande quantidade de estudos sobre a modificacdo genética da L-
Al com o intuito de aumentar a producdo de D-Tagatose, a reacdo ainda possui um baixo valor
de conversdo. Uma outra alternativa é entdo realizar o estudo das condi¢Ges reacionais e do

equilibrio da reacdo, algo que € pouco abordado na literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O intervalo de concentragdo de substrato utilizado no planejamento experimental foi
obtido a partir de uma possivel concentracdo do soro e verificados na curva de solubilidade da
D-Galactose em soro de leite. O intervalo de temperatura foi obtido através dos ensaios
preliminares, ja a faixa de pH utilizada no planejamento experimental foi baseada em estudos
de Manzo et al. (2019).

O planejamento experimental com os seus fatores, niveis e as respostas encontradas para
cada ensaio é descrita na Tabela 1 a seguir. Os experimentos foram realizados em duplicata,
com excecao do ponto central que foi realizado em triplicata, sendo um total de 19 experimentos

realizados.

Tabela 1 — Planejamento Experimental com efeitos e seus niveis naturais, resposta e rendimento obtido para cada

experimento.

Efeito Fatorial Resposta
Exp Tratamento Temp Conc. Conc. Tagatose | Rendimento
) Galactose pH (mM) (%)
(mM)
1 0 25 164 4 0,27 £ 0,02 0,17 £ 0,02
2 Temp 55 164 4 0,54 +0,36 0,33%+0,21
3 Conc 25 655 4 0,44+ 0,14 0,07 £ 0,02
4 Temp*Conc 55 655 4 1,12 + 0,06 0,17 +£0,01
5 pH 25 164 5,6 12,89 + 0,68 7,86 +£0,42
6 Temp*pH 55 164 5,6 48,81 £ 1,77 29,77 £1,08
7 Conc*pH 25 655 5,6 24,51 +1,25 3,74 +£0,19
8 Temp*Conc*pH 55 655 5,6 65,97 £ 1,54 10,07 £ 0,23
9 Pto central 40 410 4,8 13,38 £ 0,06 3,26 £0,01
10 Pto central 40 410 4,8 13,47+ 0,34 3,28 £ 0,08
11 Pto central 40 410 4,8 15,44 + 0,06 3,77 £0,01

FONTE: Elaborada pela autora.

Pode-se notar que 0 aumento da concentracdo de substrato favorece a producdo de
D-Tagatose, porém 0 mesmo nédo acontece com o rendimento. Isso se da porque o rendimento

é definido como razdo entre a quantidade de produto obtido e a quantidade que teoricamente
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seria obtida e 0 aumento da concentracdo de D-Galactose aumenta a quantidade teérica de D-

Tagatose produzida, porém ndo altera significativamente a quantidade de fato obtida.

Além disso, € possivel perceber que existe um aumento significativo na
concentracdo de D-Tagatose obtida quando ocorre um aumento no pH. Esse comportamento é
observado quando comparados os experimentos 1 e 5,2e 6,3 e 7,4 e 8 da Tabela 7. O aumento
da temperatura também favorece a producao de D-Tagatose (experimentos 1e2;3e4;5e6;7

e 8 da Tabela 7). As Figuras 2 (A); (B); (C) e (D) a seguir mostram claramente esse
comportamento.

Figura 2 — Concentragdo de D-Tagatose produzida em fungdo do tempo reacional para: (A) reagdo a 55 °C,
concentragdo de substrato de 164 mM, pH 5,6 (m) e pH 4,0 (e); (B) reagdo a 55 °C, concentragdo de substrato de
655 mM, pH 5,6 (m) e pH 4,0 (®); (C) reagdo a 55 °C, concentragdo de substrato de 164 mM, pH 5,6 (m) ¢ pH 4,0
(®); (D) reagdo a 55 °C, concentragdo de substrato de 655 mM, pH 5,6 (m) e pH 4,0 (o).
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FONTE: Elaborada pela autora.
E notdrio o aumento da producio de D-Tagatose tanto com o aumento do pH da

reacdo quanto com o aumento da temperatura (Figura 2). 1sso ocorre provavelmente porque a

temperatura ambiente a energia cinética das moléculas da enzima € menor do que em

temperaturas mais elevadas, diminuindo a agitacdo e possibilidade de choques entre si que
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favorecem a reagdo. Uma baixa conversdo da reacdo em pH 4,0 ja era esperada com base nos

estudos e resultados obtidos por Manzo et al. 2019.
A partir dos dados apresentados na Tabela 2 e com auxilio do software Minitab® 18
pode-se avaliar estatisticamente os resultados obtidos. A Figura 3, mostra o grafico de Pareto

para os fatores utilizados no planejamento experimental.

Figura 3 — Grafico de Pareto para os efeitos lineares e quadraticos do modelo obtido para o planejamento
experimental.
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FONTE: Elaborada pela autora.

A partir da analise do gréfico de Pareto (Figura 3) percebe-se que todos os fatores
escolhidos influenciam na reacdo, uma vez que todos os efeitos cruzam a linha de referéncia
(1,78). Estes fatores sdo estatisticamente significativos ao nivel 0,05 com os termos do modelo
atual, sendo pH e temperatura os parametros que mais afetam, comprovando o resultado visto
na Tabela 2. Essa influéncia ja era prevista, uma vez que as enzimas sdo bastante sensiveis a
mudancas de pH e temperatura.

A Equacdo 2 a seguir, representa a equacdo de regressdo obtida no software
Minitab® 18 a partir das respostas do planejamento experimental.

[Tagatose] = 95,0 — 5,025 Temp — 15,83 pH — 0,0718[Galactose] +
0,02321Temp? + 0,7961Temp = pH + 0,01805pH * [Galactose] 2

Onde [Tagatose]: é a concentracdo de D-Tagatose (mM) produzida ao f inal da

reacdo; Temp é a temperatura (°C) na qual a reacdo ocorre; pH é o pH no qual a reagdo é mantida
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e [Galactose] é a concentracdo de D-Galactose (mM) utilizada como substrato na reacdo

enzimatica.
As Tabelas 2 e 3 mostram os valores de Fcaiculado € Frabelado para os efeitos utilizados

no planejamento experimental e o ajuste do modelo obtido, respectivamente.

Tabela 2 — Valores de Fcaiculado € Fabelado para os efeitos utilizados no planejamento experimental

GL Va|0l’ Fcalculado Va|OI’ Ftabelado Va|0I’-P

Modelo 6 292,60 19,353 0,000
Linear 3 471,50 19,164 0,000
Temperatura 1 294,63 18,513 0,000
pH 1 1078,00 18,513 0,000
Conc. Galactose 1 4185 18,513 0,003
Quadrado 1 2285 18,513 0,009
Temperatura*Temperatura 1 22,85 18,513 0,009
Interacdo com 2 Fatores 2 159,14 19,000 0,000
Temperatura*pH 1 280,56 18,513 0,000
pH*Conc. Galactose 1 37,71 18,513 0,004
Erro 4

Falta de ajuste 2 2,83 0,261
Erro puro 2 * * *
Total 10

FONTE: Elaborada pela autora.

Percebe-se que todos os efeitos sdo significantes para um nivel de confianca de 5%,
visto que o Valor-P para todos os efeitos é menor do que 0,05. Isso também pode ser visto
através do teste F, uma vez que todos os valores de Fcaiculado foram maiores do que Fravelado. ESSa
significancia pode ser confirmada atraves do coeficiente de determinagdo, R?, do modelo
obtido, que comprova que a equacao obtida (Equacgéo 2) consegue descrever bem os dados e
também pode ser representativa para novos ensaios devido ao valor do R2 (pred) ser proximo a
100%. Além disso, um baixo valor de S mostra que o modelo representa bem os resultados
encontrados. A Tabela 8 a seguir apresenta os dados dos coeficientes de determinacdo do
modelo obtido.
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Tabela 3 — Coeficiente de determinacdo (R?), ajustado (aj) e predito (pred) e valor S para 0 modelo obtido.
S R? R2(aj) R2(pred)
1,61326 99,77% 99,43% 97,18%

FONTE: Elaborada pela autora.

Com o objetivo de verificar como a variavel resposta, concentracdo de D-Tagatose
produzida, se relaciona com as variaveis manipuladas, pH e Temperatura, construiu-se o grafico

de contorno, representado na Figura 4.

Figura 4 — Gréfico de contorno para a resposta obtida do planejamento experimental.
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FONTE: Elaborada pela autora.

Analisando o gréafico de contorno (Figura 4) verifica-se que o aumento de pH e
temperatura favorecem a producdo de D-Tagatose, sendo o ponto extremo do planejamento
experimental a condicdo mais favordvel para a reacdo enzimatica. Como 0S ensaios
preliminares de temperatura mostraram que ocorre uma perda significativa da atividade
catalitica da enzima a 60 °C, admitiu-se como ponto 6timo de operagdo a temperatura de 55 °C.

Com o intuito de verificar se um valor de pH acima de 5,6 favorece a reagéo, realizou-

se um ensaio com a reacdo em pH 7,0. A reacdo foi mantida na temperatura de 25 °C durante

72 horas. A Figura 5 a seguir mostra o perfil de producéo de D-Tagatose para a reacdo em pH
56¢e7,0.
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Figura 5 — (A) Concentracdo de D-Tagatose produzida e rendimento obtido em funcdo do tempo reacional

para as reagdes em pH 7,0 (m) e em pH 5,6(e) e (B) atividade de isomerizagdo para as reagdoes em pH 5,6 ¢ pH

7,0. Reagdo a 55°C, concentracdo de substrato 164 mM.
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FONTE: Elaborada pela autora.

Como houve uma menor producdo de D-Tagatose para reacdo em pH 7,0, admitiu-se
como ponto 6timo o pH 5,6. Pode-se perceber, com auxilio da Figura 5, que na reacao ocorrendo
em pH 7,0 tem-se uma menor atividade de isomerizagdo ocasionando uma menor producdo de
D-Tagatose e consequentemente um menor rendimento da reagdo. Logo, assumiu-se
temperatura de 55 °C, pH 5,6 e concentracdo de D-Galactose de 164 mM como as condicgdes

Otimas. Todos 0s ensaios a seguir foram realizados nesta condicao.

CONSIDERACOES FINAIS

Torna-se evidente a influéncia da temperatura e do pH na reacdo enzimatica, bem como
a influéncia da concentragéo inicial de substrato no rendimento obtido, alcancando o ponto
6timo de producdo de D-Tagatose para a reacdo ocorrendo nas condi¢des de 55 °C, pH 5,6 e
concentragéo de substrato de 164 mM, obtendo um rendimento de 29,77 %.

De maneira geral, conclui-se que as condicdes reacionais alteram a velocidade da reacéo
enzimética, porém o seu equilibrio ja é bem definido e se faz necessario um estudo

termodinamico mais aprofundado para tentar conseguir o seu deslocamento.
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