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1 – INTRODUÇÃO

Através de métodos biotecnológicos e enzimáticos
é possível obter monossacarídeos, dissacarídeos,
oligossacarídeos e polissacarídeos derivados da
sacarose, de importância para a indústria de alimentos
e farmacêutica. Uma das transformações possíveis con-
siste na conversão da sacarose em isomaltulose atra-
vés do uso de glicosiltransferase microbiana [12].

A isomaltulose (6-0-α-D-glicopiranosil-D-frutofura-
nose) é um dissacarídeo redutor, isômero estrutural
da sacarose (2-0-α-D-glicopiranosil-D-frutofuranose),
encontrado naturalmente no mel e no caldo de cana-
de-açúcar. A isomaltulose, também conhecida como
palatinose, possui um sabor adocicado suave e proprie-
dades físicas e organolépticas muito similares às da
sacarose. A solubilidade da isomaltulose é aproxima-
damente a metade da sacarose, o que facilita a sua
separação na etapa de cristalização [11].

Devido ao baixo potencial cariogênico, a isomaltulose
é utilizada comercialmente na produção de doces e go-
mas de mascar. A cárie dentária é a mais prevalente doen-
ça entre a população humana civilizada. A microbiota oral
é constituída de microrganismos que geram ácidos atra-
vés da degradação de carboidratos, levando a formação
das cáries. A produção de ácidos pelo Streptococcus mutans
é menor a partir de isomaltulose, quando comparado com
a utilização da sacarose. A isomaltulose é também em-
pregada na produção de isomalte, um açúcar-álcool for-
mado por quantidades equimolares de dois isômeros
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RESUMO
A glicosiltransferase de Erwinia sp D12 é capaz de converter a sacarose em isomaltulose (6-o-α-glicopiranosil D-frutofuranose), um
açúcar alternativo que apresenta baixo potencial cariogênico, e que pode ser utilizado em chocolates, gomas de mascar e balas. A
isomaltulose é também utilizada na produção de isomalte, uma mistura de açúcar álcool, de baixo valor calórico e baixo potencial
cariogênico. No estudo da influência dos componentes do meio de cultivo, na produção de glicosiltransferase, em frascos agitados, foi
obtido maior atividade da enzima (12,8 unidades de atividade/mL do meio de cultura) em meio de cultura A constituído de melaço 12%
(p/v) de sólidos solúveis totais, peptona 4% (p/v) e extrato de carne 0,4% (p/v). No estudo do efeito do tempo e da temperatura na
fermentação da linhagem de Erwinia sp D12, em fermentador New Brunswick de 3L, contendo meio de cultura A, foi obtida maior
atividade de glicosiltransferase (15,6 unidades de atividade/ mL de meio de cultura) na fase exponencial de crescimento após 8 horas
de fermentação a 30ºC. Na produção de isomaltulose a partir da sacarose utilizando-se células de Erwinia sp D12 imobilizadas em
alginato de cálcio, estudou-se o efeito da temperatura (25 – 35ºC) e da concentração de substrato (12,5 – 60% p/v). Foi obtido um
rendimento em torno de 50% de isomaltulose, com soluções de sacarose entre 20-30% (p/v) a 35ºC. Concentrações em excesso de
sacarose (ao redor de 40% p/v) afetaram a atividade da célula imobilizada, diminuindo a conversão de sacarose em isomaltulose. O
xarope de isomaltulose foi purificado através de cromatografia de troca iônica e o eluato cristalizado por abaixamento de temperatura.
Os cristais apresentaram 91,39% de isomaltulose.
Palavras-chave: isomaltulose; glicosiltransferase; Erwinia sp D12; imobilização celular.

SUMMARY
PRODUCTION OF ISOMALTULOSE FROM ENZYMATIC TRANSFORMATION OF SUCROSE, USING Erwinia sp D12 IMMOBILIZED WITH
CALCIUM ALGINATE. The glucosyltransferase of Erwinia sp D12 is able to convert sucrose into isomaltulose (6-0-α-D-glucopyranosyl-D-
fructofuranose), an alternative sugar which presents low cariogenic potential, and can be used to produce chocolate, chewing gum and
candy. The isomaltulose is also used to produce isomalt, a mixture of alcohol-sugar with a low caloric value and low cariogenicity power.
In the study of the influence of the components of the culture medium in the glucosyltransferase production in flasks under shaking
conditions, the highest activity (12.8 units of activity /mL of culture medium) was obtained in culture medium A, containing molasses
12% (p/v) of the total soluble solid, peptone 4% (p/v) and meat extract 0,4% (p/v). In the study of the effects of time and temperature
on the fermentation of Erwinia sp D12 in a 3L New Brunswick fermentor containing culture medium A. the highest glucosyltransferase
activity (15.6 units of activity /mL of culture medium) was obtained during the exponential growth phase after 8 hours of fermentation
at 30ºC. In the production of isomaltulose from enzymatic transformation of sucrose by Erwinia sp D12 cells immobilized in calcium
alginate, the effects of the temperature (25–35ºC) and substrate concentration (12,5–60%) were evaluated, the yield of isomaltulose
was approximately 50%, from sucrose solutions ranging from 20 to 30% at 35ºC. Excess of sucrose affected the activity of the
immobilized cell, decreasing conversion of sucrose into isomaltulose. The syrup obtained was purified through Ion Exchange Chroma-
tography, and the crystallization of eluent by the decreasing temperature. The obtained crystals presented 91,39% of isomaltulose.
Keywords: isomaltulose; glucosyltransferase; Erwinia sp; Cells Immobilization.
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[α-D-glicopiranosil 1,6 manitol (GPM) + α-D-glicopiranosil
1, 6 sorbitol (GPS)], de baixo valor calórico, baixa carioge-
nicidade e baixa higroscopicidade, utilizado em produtos
dietéticos e formulações farmacêuticas [16].

A isomaltulose apresenta também uma grande apli-
cação industrial na obtenção de polímeros e surfactantes,
representando uma fonte alternativa de produção des-
tes compostos, pois atualmente os mesmos são produ-
zidos pela indústria petroquímica, gerando riscos de con-
taminação ambiental [13]. Uma outra aplicação da
isomaltulose consiste na obtenção de oligômeros de
isomaltulose (IBOs), que atuam como prebióticos, esti-
mulando a proliferação de bifidobactérias da microbiota
intestinal [10].

Existem várias linhagens de microrganismos descri-
tas na literatura que promovem a conversão de sacarose
em isomaltulose através da enzima glicosiltransferase,
sendo que o primeiro registro foi do Protaminobacter rubrum
em 1958 (Weidenhagen & Lorenz, citados por SHARPE,
STODOLA & KOEPSELL) [17].

Os microrganismos têm sido utilizados como
biocatalisadores para obtenção de determinadas subs-
tâncias, uma vez que possuem grande poder de multi-
plicação e de adaptação às variadas situações nutricio-
nais, modificando seu metabolismo de acordo com o
suprimento ou a carência de nutrientes do meio, o que
permite uma ampla flexibilidade em sua utilização [6].

Tendo em vista a ampliação das vantagens do em-
prego de células como biocatalisadores, têm-se estuda-
do meios de se dispor os microrganismos em uma forma
insolúvel ao substrato, ou seja, imobilizados em um
suporte sólido. A imobilização é um procedimento van-
tajoso, pois permite o uso contínuo das células, previne
contaminações de produtos com as células, estabiliza a
biocatálise e mantém as células igualmente distribuí-
das no reator de maneira que cada molécula de enzima
é provida com igual suprimento do substrato [6].

 O trabalho teve como objetivo o estudo da produção
de glicosiltransferase pela Erwinia sp D12 e a aplicação
do microrganismo na conversão da sacarose em
isomaltulose utilizando-se células imobilizadas em
alginato de cálcio.

2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Estudo da produção de glicosiltransferase
pela linhagem Erwinia sp D12

2.1.1 – Efeito da concentração de sacarose ou
de melaço e de peptona do meio de cultura na
produção de glicosiltransferase pela linhagem
Erwinia sp D12

Para verificar a influência da concentração de saca-
rose ou de melaço do meio de cultura na produção de
glicosiltransferase, foram utilizados meios de cultura
constituídos de peptona 1% (p/v), extrato de carne 0,4%
(p/v) e concentrações de sacarose 0-10% (p/v) ou de
melaço 0-10% (p/v) de sólidos solúveis totais e, poste-

riormente, concentrações de melaço variando de 0 a
20% (p/v) de sólidos solúveis totais. Os frascos
Erlenmeyer de 50mL contendo 10mL de meio de cultura
foram inoculados com 1mL de cultura de 15 horas
(2,38x1010 UFC/mL). Os frascos foram incubados em
agitador rotatório a 200rpm a 30ºC por 6, 15 e 24 horas.

No estudo da influência da concentração de peptona,
foram utilizados meios de cultura constituídos de mela-
ço 12% (p/v) de sólidos solúveis totais, extrato de carne
0,4% (p/v) e concentrações de peptona variáveis entre 0
a 10% (p/v). Os frascos Erlenmeyer de 125mL contendo
30mL de meio de cultura foram inoculados com 3mL de
cultura de 15 horas (2,38x1010 UFC/mL) do microrganis-
mo Erwinia sp D12. Os frascos foram incubados em agi-
tador rotatório a 200rpm a 30ºC por 15 horas. Para a
extração da glicosiltransferase intracelular, foram usa-
dos 10mL de meio de fermentação, o qual foi centrifugado
a 11.000 x g, por 15 minutos, a 5ºC. As células obtidas
foram lavadas duas vezes com água destilada e,
ressuspendidas, em 20mL de tampão citrato-fosfato
0,05M e pH 6,0. Posteriormente, a suspensão celular foi
resfriada a 5ºC, submetida ao rompimento por ultra-som
durante 20 segundos a 60Hz, 200W, centrifugada a 11.000
x g durante 15 minutos a 5oC e a atividade de
glicosiltransferase foi determinada no sobrenadante.

2.1.2 – Determinação da atividade de glicosil-
transferase

A atividade de glicosiltransferase foi determinada
através do aumento do poder redutor de uma solução
contendo sacarose, como descrito por NAGAI-MIYATA
et al. [15] e UEKANE [20], com modificações. A mistura
de 450µL da solução de sacarose 4% (p/v) em tampão
citrato-fosfato 0,05M pH6,0 e 50µL de solução enzimá-
tica foi incubada a 35ºC por 20 minutos. Os açúcares
redutores formados foram determinados pelo método
de SOMOGYI-NELSON [18], utilizando-se glicose como
padrão. Para o ajuste do espectrofotômetro, utilizou-
se um “branco” substituindo 50µL de amostra por 50µL
de água destilada na mistura de reação. Este teste foi
realizado em triplicata. Uma unidade de atividade (UA)
de glicosiltransferase foi definida como a quantidade
de enzima que libera um µmol de isomaltulose/minu-
to/mL do extrato enzimático a partir de sacarose sob
as mesmas condições do ensaio.

2.1.3 – Estudo da influência do tempo de fer-
mentação, alteração de pH do meio de cultura,
na produção de glicosiltransferase pela linha-
gem Erwinia sp D12, a 28ºC, 30ºC e a 32ºC

O cultivo foi realizado em fermentador New Brunswick
Bioflo II de 3 litros, ao qual adicionou-se assepticamen-
te 200mL do inóculo, preparado pelo cultivo do microrga-
nismo em 2 frascos de Erlenmeyer de 500mL contendo
100mL de meio de cultivo A (1,11x1010 UFC/mL) consti-
tuído de peptona 4% (p/v), extrato de carne 0,4% (p/v) e
de melaço 12% (p/v) de sólidos solúveis totais durante 8
horas em agitador rotatório a 200rpm e 30oC, ao frasco
de cultura contendo 1.800mL de meio de cultivo A previ-
amente esterilizado em autoclave. O cultivo foi realiza-
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do a 28ºC, 30ºC e a 32ºC, mantendo-se aeração de 1vvm
(volume de ar/volume de meio de cultivo/minuto) e agi-
tação de 200rpm. Foram retirados amostras de 20mL de
meio de cultura de 2 em 2 horas durante 24 horas e,
posteriormente, as amostras de 36 e 48 horas de fer-
mentação para a determinação dos parâmetros: pH do
meio de cultura, crescimento celular (g massa celular
seca/L) e atividade de glicosiltransferase.

2.2 – Imobilização da massa celular

 Para a obtenção da massa celular a linhagem
Erwinia sp D12 foi cultivada em fermentador de 3 L, em
meio de cultivo A, durante 8 horas a 30oC como descri-
to anteriormente. Após fermentação, a massa celular
foi recuperada por centrifugação a 11.000 x g durante
15 minutos a 5oC e lavada três vezes em condições
assépticas, com água destilada esterilizada. Uma sus-
pensão contendo 20% (p/v) de células úmidas foi mis-
turada com uma solução 1% (p/v) de alginato de sódio
(Sigma), de alta viscosidade contendo 0,1% (v/v) de
Tween 80 na proporção de volume de 1:2 (v:v). A mistu-
ra foi homogeneizada com agitador magnético e goteja-
da com auxílio de uma bomba peristáltica, em uma so-
lução 2% (p/v) de cloreto de cálcio para formar pequenas
esferas de 3mm de diâmetro, que foram mantidas
imersas na mesma solução por 24 horas em tempera-
tura de geladeira (5ºC). Antes de serem utilizadas, as
esferas foram lavadas com água destilada, para a re-
moção do excesso de cloreto de cálcio. Todas as etapas
foram realizadas em condições assépticas.

2.3 – Estudo da produção de isomaltulose

2.3.1 – Efeito da concentração do substrato e
da temperatura na transformação enzimática
da sacarose em isomaltulose utilizando-se cé-
lulas imobilizadas de Erwinia sp

Amostras de 40g de células imobilizadas foram
transferidas para colunas encamisadas (20cm de com-
primento x 2,5cm de diâmetro). Foram testadas solu-
ções de sacarose na faixa de 12,5 a 60% (p/v) e tempe-
raturas na faixa de 25º a 35ºC. As soluções de sacarose
foram injetadas no sentido ascendente numa vazão de
21,88mL/h. A conversão de sacarose para isomaltulo-
se foi acompanhada durante 24 horas. Posteriormente,
foi testada a conversão de sacarose em isomaltulose
nas temperaturas de 35ºC a 40ºC, utilizando-se con-
centrações de sacarose na faixa de 20 a 30% (p/v), na
qual verificou-se um rendimento satisfatório de iso-
maltulose.

• Determinação da conversão de sacarose em
isomaltulose

As análises dos carboidratos foram realizadas atra-
vés de cromatografia líquida de troca iônica de alta efi-
ciência, utilizando-se um cromatógrafo líquido Dionex
DX 300, contendo uma coluna carbo Pac PA1 (250 x
4mm) e integrador Dionex 4400. A fase móvel consistia
de hidróxido de sódio 150mM degaseificado com hélio

e, foi utilizada a uma vazão de 1mL/minuto em tempe-
ratura ambiente. As amostras foram identificadas, atra-
vés do tempo de retenção, por comparação com padrões
de sacarose, isomaltulose, glicose e frutose. Os açúca-
res analisados apresentaram os seguintes tempos de
retenção, em minutos: glicose (3,10), frutose (3,34),
sacarose (5,06) e isomaltulose (6,32).

2.3.2 – Planejamento experimental e análise
estatística

Para verificar a influência da concentração de subs-
trato e da temperatura na transformação enzimática da
sacarose em isomaltulose, pelas células imobilizadas
de Erwinia sp D12, utilizou-se um planejamento ba-
seado na Metodologia de Superfície de Resposta. As
variáveis independentes estudadas foram as seguin-
tes: concentração de sacarose (12,5 – 60% p/v) e tem-
peratura (25 – 35ºC). Foram realizados onze ensaios,
quatro do fatorial completo, quatro do planejamento
estrela e três repetições no ponto central.

Todos os cálculos estatísticos usados na análise
dos resultados, foram realizados com o emprego de pro-
gramas computacionais (STATISTICA versão 5.0), utili-
zando-se o “Experimental Design”. A qualidade do ajuste
de modelos polinomiais foi expressa pelo coeficiente
de determinação R2, e sua significância estatística de-
terminada pelo teste F. A superfície de resposta foi cons-
truída a partir da equação de regressão.

2.4 – Purificação do xarope de isomaltulose

O xarope obtido através da conversão enzimática
da solução de sacarose 30% (p/v), a 35ºC, utilizando-
se células imobilizadas de Erwinia sp D12, foi purifica-
do através de cromatografia de troca aniônica em colu-
na Dowex MSA1 (30cm de comprimento e 4cm de
diâmetro), previamente tratada com hidróxido de sódio
3% (p/v) e lavada com água deionizada até pH 11. O
fluxo utilizado foi de 8mL de xarope por minuto. Em
seguida o xarope foi purificado através de cromatogra-
fia de troca catiônica em coluna Dowex 88 (30cm de
comprimento e 4cm de diâmetro), previamente ativada
com ácido clorídrico 7% (v/v) e lavada com água
deionizada até pH 3,0. Para finalizar o processo de pu-
rificação, o xarope foi eluído em uma coluna contendo
a mistura das resinas descritas acima na proporção
(1:1). A ausência de íons no xarope foi confirmada atra-
vés de espectrômetro de chama.

2.5 – Cristalização da isomaltulose

Após a deionização, o xarope foi concentrado a cer-
ca de 70% (p/v) a 52,7ºC, num rotavapor RE 120 e, rea-
lizou-se um de perfil de cristalização, variando-se len-
tamente a temperatura de 40ºC a 10ºC. Para a execução
do perfil, o xarope foi colocado em um banho-maria,
inicialmente a 40ºC, e submetido a agitação constante.
O banho-maria foi programado para abaixar 5ºC/hora
entre 40ºC e 35ºC e 2ºC/hora entre 35ºC e 25ºC e, fi-
nalmente, 3ºC/hora entre 25ºC e 10ºC, finalizando-se
assim a cristalização. Os cristais de isomaltulose fo-
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ram coletados por centrifugação contínua a 3300rpm
por 10 minutos, em centrífuga de bancada, adaptada
com cesto de nylon. Os cristais foram borrifados com
água gelada (5ºC), durante a centrifugação. A secagem
dos cristais de isomaltulose foi efetuada a 80ºC em
estufa a vácuo por 1 hora. O processo de cristalização
foi realizado de acordo com a metodologia empregada
por XYROFIN et al. [21], com modificações.

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 – Efeito da concentração de sacarose ou de me-
laço e de peptona do meio de cultura na produção
de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia sp
D12

Verificou-se um aumento na atividade da enzima
glicosiltransferase, em função do aumento da concen-
tração de melaço e sacarose no meio de cultura, em
todos os tempos de fermentação analisados (Tabela 1).
Acredita-se que as linhagens produtoras de
glicosiltransferase promovam a isomerização ou
transglicosilação da sacarose em isomaltulose, como
um método de sequestrar irreversivelmente carbono e
energia numa forma menos usada pela planta hospe-
deira e por outros microrganismos as quais poderiam
competir pela sacarose. Esta hipótese baseia-se no fato
de que in vitro a atividade de invertase de leveduras foi
inibida pela isomaltulose, prevenindo assim a utiliza-
ção da sacarose [1].

No meio de cultura contendo sacarose, o aumento
da atividade da glicosiltransferase não foi tão efetivo
quanto no meio contendo melaço (Tabela 1), provavel-
mente pelo fato do melaço ser um composto complexo
contendo sais minerais, vitaminas e outros nutrientes
que estimulariam o crescimento microbiano. Para veri-
ficar a influência de concentrações ainda maiores de
melaço, um novo experimento foi realizado, utilizando-
se concentrações de melaço 0-20% (p/v) de sólidos so-
lúveis totais. Nas condições experimentais utilizadas,
a linhagem Erwinia sp D12 apresentou maior atividade
de glicosiltransferase (12,46 unidades de atividade/mL
de meio de cultura), quando utilizou-se melaço na con-
centração de 12% (p/v) de sólidos solúveis totais e após
15 horas de fermentação (Tabela 2). Acima desta con-
centração a atividade diminuiu sendo que, utilizando-
se melaço na concentração de 16% (p/v) de sólidos so-
lúveis totais no meio de cultura, não foi observada
produção de glicosiltransferase, provavelmente devido
à inibição do crescimento microbiano em altas concen-
trações de açúcares. O efeito inibitório de concentra-
ções elevadas de substrato está relacionado, em célu-
las vivas, a fenômenos osmóticos que resultam em
plasmólise. As possíveis razões para o fenômeno são a
repressão na síntese de enzima e a desidratação dos
sistemas enzimáticos, devido à perda de água da célula
ou à inibição do transporte de nutrientes para o seu
interior. A célula viva polui o seu ambiente com produ-
tos do seu metabolismo até cessar o crescimento e,
eventualmente, perder a sua viabilidade, fenômeno co-

nhecido como inibição pelo produto [6]. Os resultados
obtidos (Tabelas 1 e 2) demonstram que o melaço de
cana é uma excelente fonte alternativa de carbono no
meio de cultivo, pois além de diminuir os custos de
produção de isomaltulose (valor comercial inferior ao
da sacarose), também contribuiu para aumentar a ati-
vidade enzimática.

TABELA 1. Influência da concentração de sacarose (0-10%
p/v) ou de melaço (0-10% p/v de sólidos solúveis totais)
no meio de cultivo na produção de glicosiltransferase
pela linhagem Erwinia sp D12 em diferentes tempos de
cultivo

TABELA 2. Influência da concentração de melaço (0-20%
p/v de sólidos solúveis totais) no meio de cultivo na
produção de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia
sp D12 em diferentes tempos de fermentação

Em relação à fonte de nitrogênio do meio de cultu-
ra, verificou-se que o aumento da concentração de
peptona estimula a produção de glicosiltransferase até
atingir um ótimo de produção (12,80 unidades de ativi-
dade/mL de meio de cultura), provocando, posterior-
mente, uma diminuição da atividade em concentrações
acima da ideal (Tabela 3). O estímulo a produção de
glicosiltransferase, deve-se ao fato de que a peptona é
fonte de nitrogênio favorecendo o crescimento celular
por fornecer elementos essenciais a biossíntese de
proteínas, enzimas e bases nitrogenadas.

A fonte de nitrogênio do meio de cultivo pode ser
orgânica ou inorgânica, mas de acordo com HUANG,

Concentração de 

melaço ou sacarose 

(% p/v) 

Atividade de glicosiltransferase 

(unidade de atividade/mL de meio de cultura) 

 6 horas 15 horas 24 horas 

 Melaço Sacarose Melaço Sacarose Melaço Sacarose 

0 - - - - - - 

2 3,32 3,73 2,44 3,50 3,02 3,94 

4 4,66 5,08 4,45 3,88 4,76 4,82 

6 6,30 4,90 6,69 5,60 5,80 5,13 

8 7,93 5,74 7,77 6,10 7,50 5,52 

10 9,08 6,69 8,67 5,90 8,50 6,80 
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HSU & SU [9], as células de Klebsiella planticola apre-
sentam maior atividade de glicosiltransferase em meios
contendo fonte de nitrogênio orgânica.

TABELA 3. Influência da concentração de peptona no meio
de cultivo, na produção de glicosiltransferase pela li-
nhagem Erwinia sp D12 em diferentes tempos de fer-
mentação

* Massa celular seca

3.2 – Estudo da influência do tempo de fermenta-
ção, alteração de ph do meio de cultura, na produ-
ção de glicosiltransferase pela linhagem Erwinia
sp D12, a 28ºC, 30ºC e a 32ºC

A atividade enzimática da glicosiltransferase de
Erwinia sp D12 é influenciada pela temperatura e pelo
tempo de fermentação. A maior atividade apresentada
(15,61 unidades de atividade/mL de meio de cultura) foi
a 30ºC em 8 horas de fermentação, coincidindo com a
fase exponencial do seu crescimento, caracterizando a
enzima como um metabólito primário. Após 48 horas de
fermentação a 30ºC a atividade diminuiu para 9,40 uni-
dades de atividade/mL de meio de cultura (Tabela 4).

TABELA 4. Influência da temperatura e do tempo de fer-
mentação na atividade da glicosiltransferase de Erwinia
sp D12, durante a fermentação em um meio contendo
melaço 12% (p/v) de sólidos solúveis totais, extrato de
carne 0,4 % (p/v) e de peptona 4% (p/v)

* Massa celular seca

Estes resultados foram compatíveis com EGERER
[7], que também observou um aumento na atividade da

enzima sacarose mutase, também conhecida como glico-
siltransferase, de Protaminobacter rubrum, em 8 horas
de fermentação, na fase logarítmica de crescimento
celular. O autor sugeriu que este fato pode ser explica-
do pela formação periplásmica da sacarose mutase du-
rante o crescimento celular e pela mudança estrutural
das proteínas nas fases finais de crescimento e nas
células velhas.

Em temperaturas acima (32ºC) ou abaixo (28ºC) da
ideal, verificou-se uma diminuição da atividade sendo
esta mais pronunciada a 32ºC, devido ao fato da enzima
ser termossensível [2]. O pH do meio de fermentação
manteve-se entre 5 e 6 durante todo o período da fer-
mentação nas três temperaturas testadas, sugerindo
pouca produção de ácido como sub-produto.

3.3 – Efeito da concentração de substrato e da tem-
peratura no rendimento de isomaltulose utilizan-
do-se célula imobilizada de Erwinia sp D12

Na Tabela 5 estão apresentados os resultados do
rendimento de isomaltulose (variável dependente), ob-
tidos nos ensaios.

TABELA 5. Resultados dos ensaios de conversão de sacaro-
se em isomaltulose utilizando-se células imobilizadas de
Erwinia sp D12, realizados de acordo com o Planejamen-
to Experimental

C: ensaio no ponto central.

Analisando-se os efeitos das duas variáveis inde-
pendentes, temperatura e concentrações de sacarose,
foram obtidos os valores de 6,65 para a estimativa do
efeito da temperatura e – 3,62 para o estudo do efeito
da concentração de sacarose. Estes resultados indi-
cam que quando a temperatura variou de 25 a 35ºC ocor-
reu um aumento médio no rendimento de isomaltulose
de 6,65 e quando a concentração de sacarose variou de
12,5 para 60% (p/v) observou-se uma redução média de
3,62 no rendimento de isomaltulose. De acordo com a
Tabela 5, obteve-se um rendimento de 56,4% de iso-
maltulose utilizando-se 19,4% (p/v) de sacarose a
33,5ºC, enquanto que com uma concentração de saca-
rose de 60,0% (p/v) a 30ºC, obteve-se um rendimento
de 31,3% de isomaltulose. Verificou-se que o rendimen-

Ensaios Temperatura 

(ºC) 

Concentração de 

sacarose (% p/v) 

Rendimento de 

isomaltulose (%) 

1 26,5 19,4 40,3 

2 33,5 19,4 56,4 

3 26,5 53,1 29,1 

4 33,5 53,1 30,1 

5 25,0 36,2 47,2 

6 35,0 36,2 51,5 

7 30,0 12,5 46,8 

8 30,0 60,0 31,3 

9 (C) 30,0 36,2 39,9 

10 (C) 30,0 36,2 39,9 

11(C) 30,0 36,2 40,4 

 

28ºC 30oC 32oC 

Tempo de 

fermentação 
Atividade 

U/mL 

Massa 

celular* 

(g/L) 

PH 
Atividade 

U/mL 

Massa 

celular* 

(g/L) 

pH 
Atividade 

U/mL 

Massa 

celular* 

(g/L) 

pH 

0 0,64 0,50 5,78 1,80 0,50 5,58 0,86 0,40 5,86 

2 0,68 0,86 6,03 2,20 1,05 5,75 1,14 0,83 5,85 

4 2,73 1,95 5,86 5,07 2,56 5,60 3,26 1,55 5,61 

6 13,1 3,48 5,60 14,5 4,33 5,56 3,30 1,55 5,33 

8 13,6 3,79 5,56 15,6 4,47 5,69 5,62 3,00 5,63 

10 13,9 3,80 5,57 13,9 4,62 5,55 5,76 2,89 5,46 

12 11,2 3,74 5,48 12,7 4,97 5,42 4,88 3,35 5,36 

14 13,0 3,56 5,42 11,6 4,85 5,35 4,82 3,15 5,32 

16 13,2 3,92 5,39 11,2 4,87 5,31 5,03 3,36 5,28 

24 11,3 4,08 5,32 11,2 3,28 5,24 4,88 3,22 5,25 

36 9,14 4,11 5,31 10,9 3,75 5,20 5,51 3,90 5,61 

48 10,5 4,18 5,32 9,40 3,60 5,12 5,62 4,01 5,57 
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to de isomaltulose tende a aumentar com a diminuição
da concentração de sacarose e com o aumento da tem-
peratura, na faixa experimental estudada. O efeito de
interação entre temperatura e concentração de sacaro-
se foi significativo e negativo, ou seja, a interação não
favorece a produção de isomaltulose (Tabela 6).

TABELA 6. Estimativa dos efeitos da temperatura e da con-
centração de substrato na conversão de sacarose em iso-
maltulose

(L)= linear; (Q)= quadrático.

A análise de variância dos resultados dos ensaios
está apresentada na Tabela 7.

TABELA 7. Análise de variância do rendimento de isomal-
tulose utilizando-se células imobilizadas de Erwinia sp
D12 em função da concentração de substrato e da tem-
peratura

SQ = soma quadrática; GL = número de graus de liberdade; QM = quadrado médio;
F = F calculado; F 5% = valores críticos de F ao nível de 5%.

Analisando-se a Tabela 7 pode-se verificar que a
regressão foi significativa (p ≤ 0,05), pois o valor de F
calculado foi maior que o tabelado, mas não foi preditiva
pois o valor obtido não foi superior a seis vezes o valor
de F calculado. O modelo apresentou também falta de
ajuste significativa (p ≤ 0,05). Porém, o erro experimen-
tal não foi significativo.

O modelo obtido foi o seguinte: Y= 196.679686 –
13.071999X + 1.942440Z + 0.270200X2 – 0.064095XZ –
0.006354Z2, onde X= temperatura; Z= sacarose e Y=
rendimento de isomaltulose.

O modelo apresentou um coeficiente de determi-
nação (R2) de 0,8725 a p ≤ 0,05, ou seja, pelo menos
87,25% da variação do rendimento de isomaltulose foi
explicado pelo modelo.

FIGURA 1 – Curva de contorno referente ao rendimento de
isomaltulose a partir da transformação enzimática da
sacarose.

Através da curva de nível obtida para o rendimento
de isomaltulose (Figura 1) constatou-se que na faixa
de 20 a 30% (p/v) de sacarose, o rendimento de
isomaltulose situa-se em torno de 50% de conversão,
influenciado pelo aumento da temperatura. Verificou-
se também que concentrações em excesso de sacarose
(ao redor de 40% p/v) afetam a atividade da célula imo-
bilizada devido ao efeito inibitório. Em função dos re-
sultados, testou-se um novo experimento em fatorial
completo, utilizando-se concentrações de 20 a 30% (p/v)
de sacarose e temperaturas de 35 a 40ºC, cujos resul-
tados demonstraram, que o aumento da temperatura
não teve efeito significativo no rendimento de isomal-
tulose, mas houve um efeito significativo (p < 0,05) da
concentração da sacarose (Tabela 8), ou seja, quanto
maior a quantidade de sacarose, maior o rendimento
de isomaltulose na faixa experimental estudada sendo
que este aumento não foi na mesma proporção para
cada acréscimo na quantidade de sacarose, ocorrendo
uma maior variação em concentrações maiores de
sacarose (Figura 2).

FIGURA 2. Rendimento de isomaltulose em função da con-
centração de sacarose utilizando-se células imobilizadas
de Erwinia sp D12

Esta influência da concentração de sacarose na ati-
vidade de glicosiltransferase também foi verificada no
experimento desenvolvido por TATE & LYLE [19], com
células imobilizadas de Erwinia raphontici e concentra-
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ções de sacarose de 12,5 a 60% (p/v) a 30ºC. Os auto-
res obtiveram maior produção de isomaltulose (1,18g
produto/massa de células/hora) utilizando 35% (p/v)
de sacarose com uma vida média de 415 horas, sendo
que usando 55% (p/v) de sacarose a conversão dimi-
nuiu chegando a 0,82g produto/massa de células/hora,
mas a vida média aumentou para 4000 horas.

TABELA 8. Análise de variância do rendimento de isomal-
tulose utilizando-se células imobilizadas de Erwinia sp
D12 em função da concentração de substrato (20-30%
p/v) e da temperatura (35-40oC), para o experimento fa-
torial completo

SQ = soma quadrática; GL = número de graus de liberdade; QM = quadrado médio;
F = F calculado; F 5% = valores críticos de F ao nível de 5%.

De acordo com CHEETHAM [5], o excesso de con-
centração de sacarose possui poder inibitório sobre a
célula imobilizada, mas pode aumentar a estabilidade
da mesma. Portanto, o aumento na estabilidade da cé-
lula imobilizada com o aumento da concentração da
sacarose compensa a diminuição da atividade, uma vez
que a produtividade da coluna contendo microrganismos
imobilizados aumenta. Alta concentração de sacarose
promove um equilíbrio entre isomaltulose e sacarose
favorecendo a formação de isomaltulose, pois a enzima
é sacarose específica ocorrendo uma estabilização pelo
produto ou pelo produto e substrato, reduz a formação
de gases e ácidos como subprodutos, reduz a atividade
de proteases endógenas e tende a inibir a divisão celu-
lar, prevenir a contaminação microbiana devido a fenô-
menos osmóticos e facilita a recuperação do produto,
pois diminui o volume do líquido processado.

Os resultados obtidos foram compatíveis com
XYROFIN et al. [21], que também verificaram que a
transformação enzimática da sacarose em isomaltulo-
se através de células imobilizadas de Protaminobacter
rubrum, Serratia plymuthica e de Erwinia rhapontici em
DEAE–celulose modificada é influenciada pela tempe-
ratura, concentração de sacarose e fluxo do substrato
através da coluna. Os autores constataram que a rea-
ção é preferivelmente efetuada em uma coluna empa-
cotada a 30ºC com solução de sacarose 25% (p/v) em
fluxos lentos (0,02-0,12 volume do leito por hora). Tem-
peraturas de 35 a 45ºC comprovaram ser parcialmente
inativantes, e temperaturas acima de 55ºC inativaram
totalmente a células de Protaminobacter rubrum em 24
horas. A concentração de sacarose deve ser mantida
preferivelmente entre 25 e 35% (p/v). Observou-se que
concentrações de sacarose acima de 55% (p/v) redu-
zem de modo significativo a conversão em um curto
período de tempo. Os melhores resultados com células
de Protaminobacter rubrum: isomaltulose 79%, trealulose
0,9%, frutose 0,4%, glicose 0,6% e sacarose 18,5%, fo-

ram obtidos quando utilizou-se solução de sacarose 25%
(p/v) a 30ºC e com um fluxo de 0,08 volume do leito por
hora. Células de Serratia plymuthica produziram: isomal-
tulose 80%, trealulose 7,5%, frutose 5,5%, glicose 3%
e as de Erwinia rhapontici produziram: isomaltulose 79%,
trealulose 15%, frutose 0,5% e glicose 0,5%, quando
utilizaram soluções de sacarose a 25% (p/v) a 30ºC com
fluxos de 0,12 e 0,02 volume do leito por hora, respec-
tivamente.

Através da análise cromatográfica realizada de acor-
do com o item “Determinação da conversão de sacaro-
se em isomaltulose”, detectou-se também glicose, fru-
tose, sacarose e outros açúcares, que podem ser
trealulose, isomaltose e isomelizitose, durante a con-
versão enzimática da sacarose em isomaltulose. De
acordo com CHEETHAM [3], a enzima que catalisa a
conversão de sacarose em isomaltulose é sacarose es-
pecífica, mas catalisa uma reação não seletiva, produ-
zindo simultaneamente isomaltulose e trealulose. FUJI
et al. [8], detectaram trealulose, isomaltose e
isomelizitose como subprodutos da síntese de isomal-
tulose a partir da sacarose por Serratia plymuthica, e
XYROFIN et al. [21] detectou isomaltulose e trealulose
utilizando células imobilizadas de Protaminobacter rubrum,
Serratia plymuthica e Erwinia rhapontici.

3.4 – Purificação e cristalização da isomaltulose

A presença dos íons cloreto, sódio e cálcio no xaro-
pe obtido após conversão enzimática da sacarose utili-
zando-se células imobilizadas de Erwinia sp D12, foi
devido ao processo de imobilização celular, no qual é
utilizado alginato de sódio e cloreto de cálcio. Devido à
seletividade da resina catiônica para alcalinos e alcali-
nos terrosos, a mesma foi eficiente na eliminação dos
íons sódio e cálcio, enquanto que a aniônica eliminou
o cloreto. Após a purificação, o xarope apresentou pH
8,0, resistividade de 300.000ohm/cm demonstrando uma
baixa condutividade e ausência de cloreto, sódio e cál-
cio. CHEETHAM et al. [4] utilizou resina aniônica
(Amberlite IRA 93) e uma catiônica (Amberlite 200) e
MEITO SANGYO et al. [14] utilizou resina IR 120b e
IRA-411 (Organo Co.) para a deionização do xarope. De
acordo com XYROFIN et al. [21] a isomaltulose pode
ser purificada por troca iônica, através da remoção de
impurezas e produtos secundários.

Após a deionização do xarope, concentração e cris-
talização, os cristais recuperados foram analisados por
HPLC e apresentaram 91,39% de isomaltulose. Esta
porcentagem de isomaltulose foi obtida através de ape-
nas um processo de cristalização, podendo obter um
produto mais puro se o mesmo for recristalizado.
CHEETHAM [4], obtiveram cristais contendo 99% de
isomaltulose após dois processos de cristalização. A
obtenção de cristais de isomaltulose do xarope é facili-
tada pela menor solubilidade deste açúcar (37g/100mL
de água a 20ºC) comparada com a sacarose [11]. Duran-
te o processo de cristalização, deve-se efetuar lenta-
mente o abaixamento da temperatura para não ocorrer
a formação de cristais gomosos e finos, que podem ser
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perdidos na lavagem durante a centrifugação, diminuin-
do o rendimento.

4 – CONCLUSÕES

O melaço é uma excelente fonte alternativa de car-
bono e energia para o meio de cultivo da Erwinia sp
D12, pois estimula a atividade de glicosiltransferase e
reduz o custo do processo.

A produção máxima de glicosiltransferase pela li-
nhagem de Erwinia sp D12 é obtida na fase exponencial
de crescimento após 8 horas de cultivo a 30ºC, em meio
de cultivo contendo melaço 12% (p/v) de sólidos solú-
veis totais, peptona 4% (p/v) e de extrato de carne 0,4%
(p/v). Temperaturas acima ou abaixo da ideal diminu-
em a atividade.

O rendimento de isomaltulose utilizando-se con-
centrações de sacarose em torno de 20-30% (p/v) a 35ºC
é de 45 a 50% sendo que nesta faixa experimental,
quanto maior a concentração de substrato, maior o ren-
dimento de isomaltulose.
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