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ISOMALTULOSE PRODUCTION, A NEW SUCROSE SUBSTITUTE, USING MICROBIAL GLUCOSYLTRANSFERASE.
Isomaltulose, a functional isomer of sucrose, is a non-cariogenic reducing disaccharide; has a low glycemic index; selectively
promotes growth of beneficial bifidobacteria in the human intestinal microflora; and has greater stability than sucrose in some
foods and beverages. Isomaltulose is a nutritional sugar that is digested more slowly than sucrose, and has health advantages for
diabetics and nondiabetics. Immobilization techniques, especially entrapment of the cells, are widely used for conversion of sucrose
into isomaltulose. Immobilization offers advantages such as minimum downstream processing, continuous operation and reusability

of cells. Isomaltulose is currently considered to be a promising sugar substitute.

Keywords: glucosyltransferase; isomaltulose; immobilized cells.

INTRODUCAO

A industria de alimentos estd constantemente a procura de no-
vos ingredientes para melhorar os produtos existentes ou para in-
troduzir novos produtos no mercado. A sacarose € o adogante mais
utilizado na producdo de alimentos devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais. No entanto, devido ao alto valor
caldrico e as propriedades cariogénicas da sacarose, adogantes al-
ternativos t€m sido pesquisados. O Brasil é o maior produtor mun-
dial de sacarose, com uma produgdo estimada em 29,2 milhdes de
t para a safra 2006/07' e diversos produtos de interesse industrial
podem ser obtidos a partir da sacarose como, por exemplo, agticar
invertido, dissacarideos (isomaltulose e trealulose), frutooli-
gossacarideos, polissacarideos (goma xantana e dextrana), etanol,
acido glutamico, 4cido citrico etc.

Nas tltimas duas décadas houve um crescente aumento no in-
teresse da producdo de isomaltulose, também conhecida como
Palatinose® ou Lylose®, de ocorréncia natural no mel e na cana-de-
acticar em pequenas quantidades, e tem sido considerada um pro-
missor substituto da sacarose. A isomaltulose ¢ um dissacarideo
redutor, isdmero da sacarose, obtida por conversdo enzimdtica
microbiana a partir da sacarose®®. Pesquisas envolvendo a produ-
¢do de isomaltulose iniciaram-se no Japdo entre 1970-75% A
isomaltulose possui um sabor adocicado suave, apresentando cer-
ca de 50% da dogura da sacarose™, tem propriedades fisico-qui-
micas e sensoriais muito similares e, quando utilizada em alimen-
tos, como substituto da sacarose em confeitos e chocolates, nao foi
notada diferenga na dogura®!''.

A isomaltulose possui baixo potencial cariogénico, sendo uti-
lizada comercialmente no Japdo como ingrediente e substituinte
da sacarose na produ¢do de gomas de mascar, iogurtes, doces e
bebidas®. Apresenta também baixa velocidade de hidrdlise e for-
magdo de monossacarideos no organismo, sendo recomendada para
aplicagdo em alimentos e bebidas destinados a diabéticos e espor-
tistas®. A produ¢do mundial de isomaltulose foi estimada em 60.000
t/ano™.

*e-mail: kawaguti @fea.unicamp.br

O principal derivado da isomaltulose € o isomalte, um agtcar-
alcool obtido por hidrogenagdo com a formacido de uma mistura
equimolar de [6-O-(a-D-glicopiranosil)-D-sorbitol] e [6-O-(o-D-
glicopiranosil)-D-manitol], de baixo valor caldrico e ndo cariogénico.
O isomalte, também conhecido como Isomalt® e Palatinit®, tem atrai-
do a aten¢do de pesquisadores devido a sua aplicacdo industrial como
substituto da sacarose em processamento de alimentos, sendo utiliza-
do como adogante dietético, ndo cariogénico e em formulagdes farma-
céuticas'">. Muitos produtos derivados da isomaltulose possuem po-
tenciais aplicacdes industriais. Podem ser obtidos dissacarideos inter-
medidrios, polimeros como detergentes biodegraddveis e surfactantes
de interesse industrial'>'. Uma outra aplica¢do da isomaltulose con-
siste na obtencdo de oligdmeros de isomaltulose, que atuam como
prebidticos, estimulando a proliferacao de bifidobactérias da microbiota
intestinal’.

CONVERSAO DE SACAROSE EM ISOMALTULOSE POR
VIA MICROBIANA

A conversdo de sacarose em isomaltulose por via microbiana
tem atraido grande interesse comercial, pois a sintese quimica € muito
dificil. A isomaltulose [o-D-glicopiranosil-(1,6)-p-D-frutofuranose]
é obtida através da conversdo enzimética da sacarose [1-O-(B-D-
frutofuranosil)-a-D-glicopiranose], pela o-glicosiltransferase, tam-
bém conhecida como sacarose isomerase e isomaltulose sintase (EC
5.4.99.11), na qual a ligacdo 1,2-glicosidica entre a glicose e a frutose
¢é rearranjada para ligacdo 1,6-glicosidica (Esquema 1).

A enzima € produzida por diversos microrganismos como
Protaminobacter rubrum™®>, Erwinia carotovora®, Erwinia sp.
D122, Erwinia rhapontici'®®, Serratia plymuthica****, Klebsiella
planticola’® e Klebsiella sp.**. O uso de microrganismos como
biocatalisadores para obtencido de determinadas substancias tem
suas vantagens, como a alta capacidade de multiplicacdo e alta fle-
xibilidade de utilizagdo, gragas ao seu poder de adaptacdo as vérias
situacdes nutricionais, modificando seu metabolismo de acordo com
a oferta de nutrientes do meio®. Entre os sistemas de produgéo de
isomaltulose, existem os de enzima livre??? células livres®
e Células imobﬂizadaSS.S,&10,18,20.23—25,30,34—36.
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Isomaltulose
0-a-D-glicopiranosil-(1—6)-p-D-frutofuranose

Sacarose
a-D-glicopiranosil-(1—-2)-B-D-frutofuranose
Esquema 1. Conversdo de sacarose em isomaltulose por glicosiltransferase
microbiana

Microrganismos produtores de glicosiltransferase que
convertem sacarose em isomaltulose

O primeiro relato da obtengdo da isomaltulose foi em 1957, quan-
do Weidenhagen e Lorenz” relataram a conversdo de sacarose em
um novo e desconhecido dissacarideo redutor pela agdo da bactéria
Protaminobacter rubrum CBS 574.77, isolada a partir de subprodutos
de acticar de beterraba. O dissacarideo foi identificado como
isomaltulose e nomeado como palatinose, derivado de ““palatinum”,
nome da provincia alema onde o dissacarideo foi encontrado. A par-
tir deste estudo, outros trabalhos foram realizados enfocando o iso-
lamento e cultivo de microrganismos, a produgdo e caracterizagiao
da enzima e a conversdo de sacarose em isomaltulose. Lund e Wyatt*!
verificaram que a bactéria Erwinia carotovora var. atroseptica G120
produziu isomaltulose e pequenas quantidades de outros agucares,
como glicose, frutose, maltose, sacarose e seus isdmeros, como
turanose, maltulose, leucrose e trealulose (Figura 1).

A maioria dos microrganismos produtores de glicosiltransferase,
que converte sacarose em isomaltulose, foi fermentada em meio

Isomaltulose

Maltulose

Leucrose

Figura 1. Isomeros da sacarose

Produgio de isomaltulose, um substituto da sacarose 135

de cultivo contendo peptona, sacarose, extrato de levedura, extrato
de carne e sais. Tais componentes possuem alto custo, encarecen-
do a produ¢do de isomaltulose. Alguns trabalhos tém utilizado
subprodutos e residuos agroindustriais como componentes de meio
de cultivo na tentativa de diminuir o custo de fermentagdo. Tem-se
utilizado melaco de cana-de-agticar como substituto da sacarose
como fonte de carbono, dgua de maceragdo de milho como alterna-
tiva a peptona e extrato de carne e levedura, como fonte de carbono
e nitrogénio. A Tabela 1 relaciona os microrganismos produtores
de glicosiltransferase que convertem sacarose em isomaltulose, os
meios de cultivo utilizados para a fermentagdo dos microrganis-
mos e os produtos obtidos a partir de sacarose.

Caracteristicas da glicosiltransferase

A glicosiltransferase microbiana € uma enzima intracelular e
estd localizada no espaco periplasmatico das células®!%?* Nio hd
disponibilidade comercial da glicosiltransferase para a conversio
de sacarose em isomaltulose, sendo pouco os trabalhos que utili-
zam a enzima purificada para a conversdao® 2, Diversos estudos
foram realizados visando a purificagdo, caracterizagio e o esclare-
cimento do mecanismo bioquimico da conversdo de sacarose em
isomaltulose. Constatou-se que a enzima de Erwinia rhapontici
que mediava a bioconversdo de isomaltulose estava localizada no
espago periplasmadtico das células, o que facilitaria seu uso como
um biocatalisador industrial'®*. A enzima foi descrita como
sacarose especifica com um mecanismo de transglicosilacao
intramolecular em que ambos os residuos de glicose e frutose esta-
vam associadas a enzima. A reagdo, ndo sendo seletiva, formava
simultaneamente isomaltulose e trealulose a partir da re-glicosilacao
com as posicdes do carbono 6 e 1 da frutofuranose. Verificou-se
que a razdo isomaltulose/trealulose foi constante nos estdgios ini-
ciais da reagdo sob diferentes condi¢des de pH, temperatura e con-
centracdo do substrato. No entanto, apds extensa incubag@o e quando
toda sacarose foi consumida, houve uma lenta queda da concentra-
¢do de isomaltulose e um lento aumento da trealulose. Em outro
ensaio, isomaltulose e trealulose foram incubadas com enzima
purificada e células livres e verificou-se que houve formacdo de
trealulose a partir de isomaltulose e que ndo houve formagdo de
isomaltulose a partir de trealulose, sugerindo que a conversdo da
isomaltulose seria reversivel e a da trealulose, irreversivel.

As glicosiltransferases que convertem a sacarose em iso-
maltulose descritas na literatura apresentam atividade 6tima na faixa
de pH 5,0 a 6,5 e temperatura de 30 a 40 °C e sdo citadas como
sendo termossensiveis®*?*#4 A enzima ndo purificada de Serratia
plymuthica ATCC 15928 foi obtida apds centrifugacdo a 10.000
rpm, por 20 min e rompimento da massa celular em prensa-X*.
Ap0s separacdo em Bio-Gel foi obtido um grau de pureza 25 vezes
superior em relagdo a enzima ndo purificada, que apresentou ativi-
dade 6tima em pH 6,0 e a 30 °C. Park et al.®** caracterizaram a
enzima obtida da bactéria Klebsiella sp capaz de converter sacarose
em isomaltulose. A enzima purificada apresentou melhor ativida-
de entre pH 6 e 6,5 e temperatura 6tima de 35 °C.

A enzima denominada sacarose isomerase, clonada em Escherichia
coli por Wu e Birch®, apresentou atividade maxima em pH 5,0 a 30 e
35 °C. A enzima purificada apresentou K_de 399 mM eV de 423
U/mg para sacarose. A enzima converteu sacarose em isomaltulose e
trealulose na propor¢do 8:1, respectivamente. A glicosiltransferase de
Pseudomonas mesoacidophila MX-45, que produz maior propor¢do
de trealulose a partir de sacarose, foi purificada’’. A enzima apresen-
tou atividade 6tima em pH 5,8 a 40 °C, e maior estabilidade na faixa
de pH 5,1 a 6,7 e em temperaturas inferiores a 40 °C. A enzima
purificada converteu sacarose em isomaltulose e trealulose, e a razao
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Tabela 1. Microrganismos produtores de glicosiltransferase que convertem sacarose em isomaltulose, meios de fermentacdo e produtos formados

Microrganismos
produtores de
glicosiltransferase

Composi¢do do meio de cultivo
para fermentacio do
microrganismo

Rendimento (%) de isomaltulose, trealulose e outros
carboidratos utilizando-se células livres, células
imobilizadas ou glicosiltransferase em diferentes
concentragdes de sacarose

Agrobacterium
radiobacter MX-2323

Erwinia rhapontici
ATC(C29283%¢
Erwinia rhapontici
NCPPB1578%
Erwinia rhapontici
NCPPB1578%
Erwinia sp.*!

Erwinia sp.*

Klebsiella planticola
CCRC19112°

Klebsiella planticola
MX10'

Klebsiella sp.*»

Klebsiella sp.
LX3%

Pantoeae dispersa
UQ68J*#

Protaminobacter rubrum?®'

Protaminobacter rubrum

CBS574.77%
Pseudomonas

mesoacidophila MX-45%

Serratia plymuthica®

Serratia plymuthica®

Serratia plymuthica®

Serratia plymuthica®

Serratia plymuthica
ATCC15928%
Serratia plymuthica
ATCC15928%

Peptona 1%, melagco 10%, extrato de carne
0,3%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,3%
e Na,HPO,.12H,0 0,2%

Sacarose 5%, extrato de levedura 1% e

Na HPO,.12H,0

Peptona 1%, sacarose 4% e extrato de
carne 0,4%

Caseinato de peptona 0,6%, sacarose 4%,
MgNO, 0,3% e NaCl 0,5%

Melago de cana-de-agucar 15%, dgua de
maceracdo de milho 2% e extrato de
levedura comercial 1,5%

Melaco de cana-de-acticar 12%, peptona 4%
e extrato de carne 0,4%

Caldo de soja 3%, sacarose 7%, triptona
bacterioldgica 2% e NaCl 0,5%

Peptona 1%, sacarose 10%, extrato de
carne 0,3%, extrato de levedura 0,5%,
Na,HPO,.12H,0 0,2% e NaCl 0,3%
Peptona 1%, sacarose 4% e

extrato de carne 0,4%

Peptona 1%, sacarose 0,4% e extrato de
levedura 0,04%

Triptona 1,2%, sacarose 4%, extrato de
levedura 2,4%, glicerol 0,4% e
KH,PO, 0,09 mol/L

Peptona 2%, sacarose 10%, extrato de
carne 0,3%, extrato de levedura 1%,
Na,HPO, 0,4% e CaCl, 0,6%

Peptona 0,5%, sacarose 5%, extrato de
carne 0,3% e Na,HPO, 0,01M
Peptona 1%, melaco 10%, extrato de
carne 0,3%, extrato de levedura 0,5%,
NaCl 0,3% e Na,HPO,.12H,0 0,2%
Peptona 1%, sacarose 5%, extrato de
carne 0,3%, extrato de levedura 0,5%,
Na,HPO, 0,2% e NaCl 0,3%

Peptona 1%, sacarose 5%, extrato de

carne 0,3%, extrato de levedura 0,5%,
Na,HPO, 0,2% e NaCl 0,3%

Peptona 1%, sacarose 4,9%, extrato de
carne 0,25%, extrato de levedura 0,6%,
Na,HPO, 0,14% e NaCl 0,3%

Peptona 2%, sacarose 10%, extrato de carne
0,3%, extrato de levedura 1%, CaCl, 0,6% e
Na,HPO, 0,4%

Peptona 1%, sacarose 4% e extrato de
carne 0,4%

Sacarose 5%, extrato de levedura 0,75%,
KH,PO, 0,5%, MgSO, 0,04% e

(NH,),SO, 0,1%

9,9% de isomaltulose, 88,8% de trealulose e 1,4% de
sacarose utilizando-se célula livres e sacarose 20%

89% de isomaltulose utilizando-se células imobilizadas e
sacarose 55%

85% de isomaltulose e 15% de trealulose utilizando-se células
imobilizadas e sacarose 55%

~46,7% de isomaltulose utilizando-se células imobilizadas
e sacarose 30%

72,1% de isomaltulose utilizando-se

células livres e sacarose 35%

50% de isomaltulose utilizando-se células imobilizadas

e sacarose 20-30%

76-84% de isomaltulose, 14-16% de trealulose, 2-6% de
glicose e 2-3% de frutose utilizando-se células livres e
sacarose 50%

63,9% de isomaltulose, 30,2% de trealulose e 4,3% de
sacarose utilizando-se células imobilizadas e sacarose 20%

86% de isomaltulose utilizando-se enzima purificada e
sacarose 4%

87,4% isomaltulose e 11,6% de trealulose e <1% de glicose
utilizando-se enzima purificada e sacarose 4%

80,1% de isomaltulose, 4% de trealulose, 9,7% de glicose,
4,6% de frutose e 1,6% de sacarose utilizando-se células
livres e sacarose 25%

>90% de isomaltulose utilizando-se células livres e
sacarose 25%

85,9% de isomaltulose e 8% de trealulose utilizando-se
células livres e sacarose 35%

9,2% de isomaltulose, 88,4% de trealulose e 2,4% de sacarose
utilizando-se células livres e sacarose 20%

79,8% de isomaltulose, 7% de trealulose, 1,2% de isomal-
tose, 2,9% de glicose, 5,7% de frutose, 0,9% de sacarose e
2,6% de outros utilizando-se células imobilizadas e sacarose
40%

80% de isomaltulose, 7% de trealulose, 1,3% de isomaltose,
2,9% de glicose, 5,8% de frutose, 0,2% de sacarose e 2,8%
de outros utilizando-se células livres e sacarose 40%

94% de isomaltulose, 2,3% de isomaltose,

0,8% de glicose e 2,9% de frutose utilizando-se

células imobilizadas e sacarose 50%

>90% de isomaltulose utilizando-se células livres e sacarose
25%

87% de isomaltulose utilizando-se enzima purificada e
sacarose 40%

72,6% de isomaltulose, 6,6% de trealulose, 10,1% de glicose
e 10,1% de frutose utilizando-se enzima purificada e
sacarose 9%




Vol. 31, No. 1

entre os aclcares aumentou em temperaturas mais baixas. A
glicosiltransferase apresentou atividade maxima de 13,89 U/mg.

Véronése e Perlot® investigaram o mecanismo de catdlise
enzimadtica envolvendo o sitio ativo da glicosiltransferase produzi-
da por Protaminobacter rubrum, Serratia plymuthica e Erwinia
rhapontici. Diferentes monossacarideos foram utilizados na mis-
tura de reacdo para verificar o efeito inibidor ou ativador na forma-
¢do de isomaltulose. Verificou-se que a maioria dos monos-
sacarideos apresentou efeito inibitério ou nenhum efeito. O modo
de acdo da glicosiltransferase de Protaminobacter rubrum também
foi estudado’. A enzima catalisou a transglicosilacdo intramolecular
da sacarose formando isomaltulose e também a transglicosilacio
intermolecular da sacarose, para outros aceptores, formando ou-
tros derivados de sacarose.

Celestino* estudou a produgéo, purifica¢do e caracterizagio
bioquimica da glicosiltransferase intracelular de Erwinia sp. D12.
No estudo da produgdo da glicosiltransferase, em fermentador de 2
L, verificou-se que a enzima foi produzida na fase exponencial de
crescimento, sendo que a produgdo maxima foi obtida apds 3 h de
fermentagdo a 28 °C, e apds 4 h de incubagdo a 30 e 35 °C. A
enzima purificada apresentou atividade 6tima em pH 6,0 e a 40 °C.
A glicosiltransferase purificada mostrou-se termossensivel, sendo
inativada apds 1 h de tratamento a temperaturas superiores a 39 °C
e apds 3 h, a 35 °C na auséncia de substrato. A enzima mostrou-se
estavel na faixa de pH 5,7 a 6,3, ap6s 24 h de incubacdo, a 5 °C.
Utilizando-se a glicosiltransferase e solugdo de sacarose 5 e 10%
(p/v) foram obtidos 73,5 e 72,3% de isomaltulose, respectivamen-
te, apds 4 h de reacdo a 40 °C.

A a-glicosiltransferase purificada de Serratia plymutica ATCC
15928 converteu sacarose em 72,6% de isomaltulose, 6,6% de
trealulose, 10,1% glicose e 10,1% de frutose”. A enzima foi obtida
pelo rompimento celular em sonicador. O sobrenadante contendo a
enzima foi obtido por centrifugac¢do a 20.000 rpm, durante 30 min.
A conversao maxima de solugdo de sacarose 292 mM ocorreu em
pH 6,2 e a temperatura de 30 °C. A propor¢do dos produtos foi
dependente da temperatura de reagdo e o aumento da temperatura
aumentou a formacao de frutose. Verificou-se que a adi¢do de glicose
ou frutose a mistura de reagdo também alterou a propor¢do dos
produtos, sendo que a glicose atuou como inibidor competitivo.
Foi observado também que, a reversibilidade da rea¢do ocorria so-
mente com a isomaltulose e ndo com a trealulose.

IMOBILIZACAO

A primeira aplicagdo industrial utilizando-se um sistema de
células imobilizadas foi na produ¢do continua de dcido L-
aspartico®. Nos tltimos anos houve um grande aumento das pes-
quisas na drea de biocatdlise envolvendo a imobiliza¢ido de
enzimas e células inteiras de microrganismos®'*?. A imobiliza-
¢30 de microrganismos pode ser definida como qualquer técni-
ca que limita a livre migragdo das células®>* ou o confinamento
fisico ou localiza¢@o de células intactas em uma certa regido do
espago com a preservacdo de desejadas atividades cataliticas>"*.
As células imobilizadas em uma matriz podem ser protegidas
de condi¢des ambientais desfavordveis como pH, temperatura,
solventes organicos e substincias toxicas, podendo ser manipu-
ladas e recuperadas das solu¢des®’. Para aplica¢do na produ-
¢do de alimentos, a imobilizacdo de células deve ser realizada
em uma matriz GRAS (“Generally Recognized As Safe”)%. Além
de seguro, a matriz de imobilizagdo ndo pode ser de alto custo,
deve ser estdvel, reutilizdvel e permitir a imobilizagdo de altas
concentracdes de células com minimas limitagdes de transfe-
réncia de massa®.
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As técnicas de imobilizagdo de células microbianas sdo dividi-
das em quatro grandes categorias baseadas no mecanismo fisico
empregado: adsor¢do na superficie de um suporte sélido; aprisio-
namento no interior de um suporte poroso; agregacdo natural por
flocula¢@o ou induzidas com agentes de reticulacdo ou ligantes; e
contengdo fisica dentro de uma barreira®-".

Imobilizacido por adsorcio na superficie de um suporte sélido

A imobiliza¢do de células em um suporte sélido ocorre pela
adsor¢do fisica através de forgas eletrostaticas ou pela ligagao
covalente entre a membrana celular e o suporte®. A adsor¢do pode
ser induzida por agentes como 6xidos metélicos, glutaraldeido ou
aminossilanos. No entanto, para a produgdo de alimentos e bebi-
das, a adesdo natural € desejavel em substituiciio ao uso de indutores
téxicos ou instdveis. A imobiliza¢do natural € considerada uma
técnica simples e as condi¢des de realizacdo sdo suaves; no entan-
to, como ndo hd barreiras entre as células e a solugdo, o desliga-
mento e seu religamento sio possiveis devido ao estabelecimento
de um equilibrio entre células adsorvidas e livres na suspensdo®’.
Existem diferentes tipos de suportes que vém sendo utilizados atu-
almente®, tais como materiais celulésicos (madeira) e materiais
inorganicos (porcelana porosa e vidro poroso).

Agregacao celular (floculacio)

A floculagio tem sido definida como a capacidade de agrega-
¢do natural das células para formar uma grande unidade®” ou como
uma propriedade das células em suspensdo em aderir em grupos e
rapidamente sedimentar®®®. A habilidade em formar agregados pode
ser observada principalmente em fungos, leveduras e células vege-
tais. Agentes floculantes podem ser utilizados para a indu¢do da
agregacdo das células que ndo sdo naturalmente floculantes. A
floculag@o de leveduras tem sido utilizada na elaborag@o de cerve-
ja, devido a sua simplicidade e baixo custo, e ¢ um fator de grande
importancia por afetar a produtividade de fermentagdo e qualidade
da bebida”’.

Contencio fisica dentro de uma barreira

A conten¢do dentro de uma matriz pode ser realizada pelo uso
de membranas microporosas ou pela contencio das células em
microcapsulas®®. Esta técnica de imobilizacdo € utilizada quando
se requer produto livre de células, minima transferéncia de com-
postos ou quando produtos de alta massa molecular precisam ser
separados a partir do efluente’. Problemas inerentes a esta técnica
sdo as limitacdes pela transferéncia de massa e a possivel satura-
¢do da membrana pelo crescimento celular®.

Aprisionamento no interior de um suporte poroso

Os métodos de aprisionamento s@o baseados na inclusdo e re-
tengdo de células dentro de uma rigida rede ou intersticios das fi-
bras ou poros do suporte para impedir que as células se difundam
no meio circunvizinho, enquanto ainda permite a transferéncia de
nutrientes e metabélitos™. A técnica de aprisionamento de micror-
ganismos no interior de um suporte poroso € a metodologia de
imobiliza¢do mais utilizada para a conversdo de sacarose em
isomaltulose. Granulos esféricos de polimeros com diametros va-
riando de 0,3 a 3,0 mm e imobilizag¢do de biomassa sdo produzidos
utilizando-se extrusdo ou técnicas de emulsificagio, por tempera-
tura (K-carragena, gelana, agarose e gelatina) ou por ionizagdo
(alginato e quitosana)>>%*.
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O alginato ¢ um dos suportes mais utilizados para a imobiliza-
¢do de células microbianas inteiras por ser uma metodologia sim-
ples e barata; além de ser uma técnica reprodutivel que utiliza con-
di¢des suaves durante o processo de imobilizacdo®!. Os alginatos
sdo heteropolimeros lineares de dcidos carboxilicos compostos de
subunidades monoméricas de B-D-dcido manurdnico (M) e o-L-
acido gulurdnico (G) interligados por ligacdes 1,4-glicosidicas.
Estes mondmeros podem ser organizados em cadeias consecutivas
de residuos G (G),, de residuos M (M) , ou alternando residuos M
e G (MG), (Figura 2). A quantidade relativa de cada tipo de cadeia
varia entre os diferentes alginatos. Existem distintas diferencas
estruturais entre os tipos de cadeias™”. Os (MG)_ formam as ca-
deias mais flexiveis e sdo mais soliveis em valores baixos de pH.
Os (G), formam cadeias rigidas em que duas cadeias G, com mais
de seis residuos cada podem ser ligados por fons bivalentes levan-
do a formacdo de gel. Em valores de pH baixos, alginatos de alta
massa molar protonados podem formar géis acidos fracos. Nestes
géis, a maior parte sdo cadeias homopoliméricas as quais formam
jungdes, mas a estabilidade depende do conteido de cadeias G.
Géis com grande quantidade de (G), exibem alta porosidade, baixo
encolhimento durante a formagdo do gel e menor inchamento apds
secagem, no entanto, t€m maior propensdo em apresentar sinérese.
Com o aumento da quantidade de (M) , os géis tornam-se mais
macios e apresentam poros de menor tamanho.

OHq

HpOC ol

n

Figura 2. Composi¢do de alginatos: (a) cadeia de residuos de dcidos
manuronicos; (b) cadeia de residuos de dcidos gulurénicos; (c) cadeia de
residuos de dcidos manurdnicos e dcidos guluronicos alternados

Na imobiliza¢do com alginato uma suspensdo de microrganis-
mos ¢ misturada a uma solugio de alginato de sddio, suficiente para
formar um gel firme. Essa mistura é submetida a extrusdo com auxi-
lio de mangueiras e bomba peristdltica, sendo gotejada em solucio
contendo sais de fons bivalentes como cloreto de cdlcio, formando
granulos. Ap6s gelificacdo, os microrganismos sio retidos ou aprisio-
nados dentro do gel. Durante a permanéncia na solucdo salina, os
fons célcio sdo transportados para o centro da esfera e um estado de
equilibrio € atingido variando de 15 min a 12 h% (Figura 3). O tempo
depende das condic¢des experimentais como temperatura, concentra-
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Figura 3. Formagdo do gel de alginato de cdlcio: (a) homopolimeros de
unidade de dcido gulurénico em solugdo; (b) ligagdo entre as cadeias
homopoliméricas através dos tons cdlcio situados entre os grupos com carga
negativa; (c) formagdo da rede de gel com cadeias homopoliméricas unidas
através dos ions cdlcio

¢do do sal, didmetro da esfera, tipo e concentragdo de alginato, con-
centragdo da suspensdo celular. Durante o procedimento de maturagio
da esfera, em solucdo de cloreto de célcio, o aumento do volume
pode chegar a 40% em relagdo ao tamanho original®’.

Alguns aspectos durante a imobilizagdo devem ser observados
como a estabilidade mecénica, que pode diminuir com o tempo
devido a baixa concentragdo de alginato ou a grande quantidade de
células na suspensdo; limitagdes difusionais dependendo do tipo e
concentracdo do gel. Uma das principais causas do rompimento
dos granulos de alginato € a quelacdo dos fons cdlcio com outros
compostos do meio, principalmente por ions fosfato, que pode ser
minimizada adicionando-se mais fons Ca** ao meio. A atividade
das células imobilizadas depende do tamanho da superficie das
esferas, da porosidade do gel formado e das caracteristicas
hidrofilicas do suporte. A polietilenoimina ¢ uma amina polimérica
alifdtica polibdsica utilizada nas técnicas de imobilizagdo como
um constituinte menor, dando uma caracteristica hidrofilica e mai-
or for¢a mecénica as preparacdes de células imobilizadas. Pode
também ser usada como um constituinte primdrio do suporte, como
agente de reticulacdo ou ligacdo™. O glutaraldeido é empregado
como aditivo no processo de imobilizacdo, como agente de ligacio
ou reticulagdo na preparacdo de esferas de alginato de célcio™.

Shimizu et al.’ estudaram a producdo de isomaltulose por cé-
lulas imobilizadas de Serratia plymuthica NCIB 8285 em alginato
de cdlcio utilizando aditivos glutaraldeido e polietilenoimina. A
massa celular foi ressuspendida em solugdo de alginato de sédio
2% (p/v) e gotejada em solugdo de cloreto de cdlcio 0,1 N sob
agitag@o, por 2 h. Os granulos formados foram recuperados por
filtracdo e lavados com dgua. Todos os experimentos foram reali-
zados em batelada, com sucessiva reutilizacdo dos granulos e tem-
peratura préxima de 25 °C para evitar a inativacdo da o-
glicosiltransferase. A maior estabilidade durante a conversdo de
solucdo de sacarose 30% (p/p) ocorreu quando os granulos conten-
do células imobilizadas foram tratados com solucdo de
polietilenoimina 1,5% (30 g de granulos para cada 100 mL de so-
lugdo previamente neutralizada a pH 5,0-5,8 com 4cido cloridrico)
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e solucdo de glutaraldeido 1% (30 g de granulos para cada 100 mL
de solugdo, a 25 °C, por 30 min).

Em estudos comparativos, foi demonstrado que células imobi-
lizadas de Erwinia rhapontici NCPPB 1578 em granulos de gel de
alginato de célcio apresentaram estabilidade 350 vezes maior que
as células livres, alcangando-se uma meia vida de aproximadamente
8.600 h*». Apds fermentacdo em frascos agitados a 30 °C, as célu-
las foram recuperadas por centrifugacdo. Para a imobilizacdo a
suspensdo celular 20% (massa celular imida/v) foi misturada com
solucdo de alginato de sédio 5% (p/v) a pH 6,0 e gotejada em solu-
¢do de CaCl, 0,1 M pH 6,5, a temperatura ambiente para a forma-
¢do de granulos. As c€lulas imobilizadas foram dispostas em colu-
nas (200 x 15 cm), mantidas a 30 °C e alimentadas com solucéo de
sacarose 1,6 M ajustada a pH 7,0. As células imobilizadas foram
mais eficientes obtendo-se conversdo de 90% em isomaltulose. A
atividade das células imobilizadas diminuiu com o aumento da
concentracdo das células, o que normalmente ocorre em sistemas
difusionalmente limitados e também diminuiu a resisténcia meca-
nica.

Células imobilizadas de Erwinia sp. foram utilizadas para a
conversdo de sacarose em isomaltulose®. Foram utilizados diver-
sos materiais para imobilizacdo como 4gar, k-carragena, goma
xantana, poliacrilamida, no entanto, o alginato de cdlcio apresen-
tou maior eficiéncia. A massa celular foi ressuspendida em solu-
¢do de alginato de sédio 5% (p/v) para formar, no final, uma sus-
pensdo com 20% de células (p/v). A suspensdo foi gotejada em
solucdo de cloreto de célcio 0,1 M a 30 °C, contendo sacarose 15%
(p/v) com a finalidade de estabilizar a atividade enzimdtica das
células. As células imobilizadas foram dispostas em colunas (300
x 50 mm) e mantidas a 30 °C. Foi demonstrado que a estabilidade
e produtividade aumentaram com o incremento da concentracio
de sacarose, sendo que foi obtida maior producdo de isomaltulose
utilizando-se solucdo de sacarose 55% (p/v) e pH 7. Foram obtidos
cerca de 85 a 90% de conversdo inicial com meia vida de 8.500 h.

Um novo método foi descrito para a obtengiio de isomaltulose
utilizando-se células imobilizadas de Protaminobacter rubrum, em-
pregando-se 6-cloro-6-dioxi-sacarose em vez de sacarose’. As células
foram imobilizadas em gel de alginato de cdlcio. A atividade mdxima
das células imobilizadas, em pH 5,5, ocorreu em 3 h e foi proporcio-
nal a quantidade de células, sendo obtida conversdo de 18, 30 e 44%
para 10, 20 e 40 mg de células/mL de solugdo, respectivamente.

Tsuyuki et al.”® utilizaram a bactéria Klebsiella planticola MX
10 para converter sacarose em isomaltulose. A massa celular foi
misturada com solugdo de alginato de sédio 4% (p/v) na propor¢ao
1:1 (v:v) e a suspensdo celular foi gotejada em solugdo de CaCl,
0,25 M sob agitagdo, formando granulos com células imobiliza-
das. Os granulos foram mantidos na solucdo por 1 h e, posterior-
mente, lavados com dgua destilada e colocados em solucdo de
polietilenoimina 2% pH 5,6. Apds 5 min, os granulos foram sepa-
rados e misturados com solugdo de glutaraldeido 0,5% a 5 °C, por
20 min. As células imobilizadas foram separadas da solucdo de
glutaraldeido e lavadas com dgua destilada. As células imobiliza-
das tratadas com polietilenoimina e glutaraldeido converteram to-
talmente a solugido 25% de sacarose sendo obtidos 65,4% de
isomaltulose e 29,7% de trealulose.

A bactéria Klebsiella sp. LX3 produtora de enzima denomina-
da isomaltulose sintase, capaz de converter sacarose em
isomaltulose e trealulose, foi imobilizada com solucdo de alginato
de s6dio 2% (p/v) em solugdo de CaCl, 0,65% (p/v), e dispostas
em colunas de leito empacotado*. Utilizando-se solu¢do 10% de
sacarose como substrato, foram obtidos 87% de isomaltulose, 11,6%
de trealulose e 1% de glicose.

Ahn et al.* utilizaram a linhagem Erwinia rhapontici ATCC
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29283 para converter sacarose em isomaltulose. As células foram
recuperadas do meio de fermentacdo por centrifugacdo a 1.000 x
g a4 °C por 20 min e lavadas com NaCl 0,9% (p/v). A suspensdo
celular 40% (p/v) foi misturada com igual volume de solucdo de
alginato de sédio 5% (p/v). A mistura foi gotejada, com auxilio
de bomba peristaltica, em solugdo de cloreto de calcio 0,15 M
para formar as células imobilizadas. Apés permanecerem uma
noite em solucdo de cloreto de cdlcio a 4 °C, as células foram
tratadas com solucdo de sacarose 55% (p/v) a 30 °C por 2 dias.
Os granulos foram empacotados em colunas (180 x 50 cm e capa-
cidade de 300 mL) a 30 °C e alimentados com solugdo de sacarose
55% (p/v) pH 7,0. Foram testadas as temperaturas de 27, 30 e 33
°C e os rendimentos iniciais de isomaltulose foram respectiva-
mente, 79, 89 e 85% e diminuiram para 67, 79 e 57% ap6s 60
dias, respectivamente.

Moraes et al.’® verificaram que a producdo de isomaltulose a
partir de sacarose, utilizando-se células de Erwinia sp. D12 imobi-
lizadas em alginato de cdlcio em colunas de leito empacotado, foi
em torno de 50% de isomaltulose com solugdes de sacarose entre
20-30% a 35 °C. Posteriormente, Kawaguti et al.*?* estudaram a
influéncia da concentrag@o de alginato de sédio, da suspensdo de
células e aplicag¢@o de aditivos glutaraldeido e polietilenoimina na
imobilizagdo de Erwinia sp. D12 em alginato de cdlcio. As células
inteiras, recuperadas apds fermentacio, foram ressuspendidas em
agua destilada e misturadas a uma solucdo de alginato de sédio na
proporcdo 1:2. A mistura foi submetida a extrusdo com auxilio de
uma bomba peristéltica e gotejada em soluc@o de cloreto de cdlcio
para a formacdo de esferas contendo as c€lulas imobilizadas. Veri-
ficou-se que as melhores concentragdes de alginato de sédio e sus-
pensdo celular foram 2% (p/v) e 40% (massa celular dmida/v),
respectivamente. Observou-se que a melhor concentracéo de aditivo
glutaraldeido seria de 0,06% (v/v). Utilizando-se células imobili-
zadas em colunas de leito empacotado e solu¢do 35% de sacarose
foram obtidas taxas de conversdo acima de 50% por 282 h.

Outros suportes para imobilizacdo celular também tém sido
descritos. Células de Protaminobacter rubrum CBS 574.77 foram
imobilizadas em DEAE-celulose (dietilaminoetil-celulose) para
conversdo de sacarose em isomaltulose®. Para a produgdo de mas-
sa celular, as células foram ressuspendidas em 10 mL de solucdo
salina e aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em frascos de 1 L,
contendo 300 mL de meio ajustado a pH 7,0. Os frascos foram
incubados a 230 rpm por 20 h, a 30 °C. Para a imobilizag¢do da
bactéria na resina trocadora anionica, 750 mL de suspensdo con-
tendo as células foram bombeadas na coluna a uma vazio de 35
mL/h, a 25 °C. Uma solucdo de sacarose 25% (p/v), pH 7,5 e 30 °C
foi bombeada continuamente na parte inferior da coluna. Este sis-
tema permitiu a saida de CO,, proveniente da conversdo, pela parte
superior da coluna. O sistema foi mantido em operacdo por duas
semanas, sendo que a conversdo diminuiu com o tempo. O sistema
foi renovado pela adicdo de meio de cultivo esterilizado. Apds a
conversio foi obtido 79% de isomaltulose, 0,9% de trealulose, 0,9%
de frutose, 0,4% de glicose e 18,5% de sacarose.

Krastanov e Yoshida® estudaram a conversdo de sacarose em
isomaltulose por células de Serratia plymuthica imobilizadas em
quitosana. As c€lulas umidas foram ressuspendidas em solugdo de
NaCl 0,9% (p/v) e misturadas com soluc@o de acetato de quitosana
e glutaraldeido. Apds a gelatinizagdo, a mistura foi fragmentada
em pequenas particulas, lavadas com tampao fosfato 0,1 M pH 6,5
e mantidas em solucdo de NaCl 0,9% (p/v) a 4 °C por uma noite.
Utilizando as células imobilizadas em frascos erlenmeyers de 50
mL sob agitagdo verificaram o efeito da temperatura, do pH e da
concentragdo do substrato na atividade enzimdtica. Observaram que
os parametros 6timos foram temperatura 44-45 °C, pH 6,2-6,3 e
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concentragdo de substrato de 40% de sacarose, no qual foram obti-
dos 80% de isomaltulose e 7% de trealulose. Posteriormente, foi
investigada a conversdo de sacarose em isomaltulose comparando-
se 0s processos em batelada e continuo, utilizando células imobili-
zadas de Serratia plymuthica em quitosana®. No processo em
batelada foi obtida uma produtividade especifica entre 0,76 e 1,15/
h (kg de sacarose convertida’kg de biocatalisador). No processo
continuo utilizando-se colunas de leito empacotado foi estudado o
efeito da concentragdo do substrato sacarose (30-70%), da tempe-
ratura (30-60 °C) e do tempo de residéncia do substrato na produti-
vidade volumétrica (kg de produto formado/L de biocatalisador/h)
especifica do biocatalisador. A conversdo de 98-100% de solugdo
de sacarose de 30-50% foi obtida ap6s tempo de residéncia de 1,7-
3,0 h. Utilizando-se concentracdes maiores de substrato sacarose
entre 60-70% foi necessdrio maior tempo de residéncia, entre 4-5
h. Utilizando-se concentracdo de substrato de 40% foi obtido o
maior rendimento em isomaltulose de 94%, sendo obtidos meno-
res rendimentos quando foram utilizadas concentracdes abaixo de
40%. A estabilidade operacional das colunas de leito empacotado
foi de 155 dias, quando se consideraram taxas de conversdo acima
de 50%. A quantidade de produto acumulado apds o processo foi
de 1488 kg de isomaltulose produzida por dm* de biocatalisador.

APLICACOES DA ISOMALTULOSE

Os carboidratos da dieta compreendem um complexo grupo de
alimentos que possuem diversas propriedades fisioldgicas e
nutricionais”’. A sacarose € o principal agticar consumido no Brasil
e tem a desvantagem de ser cariogénico. Bactérias da placa dentdria,
principalmente Streptococcus mutans, estdo relacionadas com o
desenvolvimento de cdries dentdrias como microrganismos
patogénicos primdrios em humanos e animais. Streptococcus mutans
produz glicosiltransferase extracelular, que catalisa a sintese de
glucana extracelular soltvel e insoldvel a partir de sacarose. A sin-
tese de glucana promove a aderéncia de Streptococcus mutans as
superficies solidas, incluindo aquelas dos dentes. Estes microrga-
nismos sdo capazes de metabolizar mono e dissacarideos produ-
zindo dcidos, provocando a queda do pH da saliva e na interface
placa-esmalte dos dentes favorecendo a desmineralizacdo do es-
malte e, conseqiientemente, desenvolvendo a cdrie!*’,

O interesse na producdo de isdmeros da sacarose tem aumenta-
do devido as similaridades sensoriais e a0 menor potencial
cariogénico. A sacarose possui cinco isOmeros: trealulose, turanose,
maltulose, leucrose e isomaltulose. A isomaltulose pode ser em-
pregada na maioria dos alimentos industrializados como substituinte
da sacarose sem qualquer alteracdo nos tradicionais processos de
manufatura, sendo aplicada na confecgdo de produtos de panifica-
¢do, caramelos, frutas enlatadas, gomas de mascar, produtos a base
de chocolate, confeitos, pudins, recheios e coberturas, bebidas para
esportistas e pasta de dente”.

Cariogenicidade

Estudos com isomaltulose, como substituto da sacarose, inclu-
indo produgdo de 4cidos em placa dentdria in vivo e in vitro, pro-
ducdo de dcido em suspensdo de material de placa dentdria por
Streptococcus mutans e efeito da isomaltulose na sintese de glucana
tém sido realizados nas ultimas décadas®*®!.

Ooshima et al.'* realizaram estudos relacionados a cdrie dentdria
em ratos utilizando a isomaltulose. A atividade cariogénica foi exa-
minada em experimentos in vitro e in vivo. Em meio contendo
isomaltulose 1% (p/v), Streptococcus mutans pertencentes aos
sorotipos a, d e g ndo fermentaram o carboidrato; no entanto, os

Quim. Nova

sorotipos b, ¢, e e f fermentaram. A isomaltulose inibiu significati-
vamente a sintese de glucana insoldvel a partir da sacarose por
Streptococcus mutans. Em experimentos in vivo, ratos foram
infectados com Streptococcus mutans 6715 e alimentados com uma
dieta contendo 56% de isomaltulose e ndo desenvolveram céries
significativas quando comparados aos grupos controles, os quais
foram alimentados com sacarose, glicose, frutose ou glicose e
frutose. Os autores comprovaram que a dieta em que se substituiu
metade da sacarose por isomaltulose resultou em decréscimo no
desenvolvimento de cdries.

Foi descrito o efeito de freqiientes enxagiies com solucdo de
isomaltulose e glicose na produgdo de 4cido em placa dentdria hu-
mana®?. Apés 6 semanas e 6 enxdgiies didrios com solucdo de
isomaltulose 15% (p/v) e glicose 15% (p/v) foi observado que a
isomaltulose provocou menor queda de pH (de 7 a 6,2) em relacdo a
glicose, sendo a isomaltulose considerada menos acidogénica. Sasaki
et al.® compararam a cariogenicidade provocada por isomaltulose e
sacarose em ratos infectados com Streptococcus mutans E-49. Trés
grupos de ratos Wistar foram alimentados com dietas contendo 56%
de isomaltulose, outra contendo 56% de sacarose e uma outra com-
posta de uma mistura de 17,5% sacarose e 38,5% isomaltulose. Os
animais foram infectados com Streptococcus mutans E-49, sendo
que metade dos animais foi mantida com a dieta por 8 semanas, e a
outra metade, por 14 semanas. Somente cérie sulcal foi encontrada
nos animais alimentados com isomaltulose. O grupo alimentado com
sacarose apresentou lesdes cdries buco-lingual, sulcal e superficial,
enquanto que o grupo alimentado com a mistura de agtcares apre-
sentou menos lesdes buco-lingual em relagio aos animais alimenta-
dos somente com sacarose.

Takazoe et al.® indicaram a isomaltulose como possivel substi-
tuto da sacarose em alimentos devido a sua baixa cariogenicidade.
Foram realizados estudos incluindo producéo de dcido em placa
dentdria e efeito da isomaltulose na sintese de glucana por
Streptococcus mutans. Testes em humanos demonstraram que, apos
enxagiie da boca com solucdes de isomaltulose e sacarose 25, 40 e
50% (p/v), houve uma queda menor de pH naquelas pessoas que
utilizaram isomaltulose. No estudo da determinacdo de producio
de 4cido em suspensdes contendo placa dentdria foi observado que
a producdo de dcido foi menor na presenga de isomaltulose em
relacdo a sacarose. Foi demonstrado que a produg@o de acido foi
muito baixa na presenga de Streptococcus mutans E-49 em relacdo
a sacarose e que nenhuma glucana insoltvel foi sintetizada a partir
da isomaltulose pelo mesmo microrganismo.

Hamada* citou que cérie dentdria ¢ uma doenga multifuncional
provocada pela interagdo de trés fatores: dentes, bactérias cario-
génicas (principalmente Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus) e fermentacdo de agucares. Inicialmente ha a adesdo das
bactérias na superficie dos dentes, acompanhada pela sintese de
glucana insoldvel em dgua a partir da sacarose por via enzimatica
pela acdo de glicosiltransferases. Foi demonstrado que restri¢cdes
de sacarose em dietas ou uso de substituintes ndo fermentdveis da
sacarose influenciaram na atividade de glicosiltransferases resul-
tando em diminui¢do das cdries. Isomeros da sacarose, como
isomaltulose e trealulose, ndo sdo substratos para glico-
siltransferases dos Streptococcus e ndo sdo utilizados como fonte
de energia.

Propriedades, nutricio e metabolismo da isomaltulose

A isomaltulose possui ponto de fusdo de 123-124 °C, menor que
a sacarose (190 °C). Possui boa dogura e perfil similar ao da sacarose,
ndo deixando sabor residual. A solubilidade ¢ metade daquela da
sacarose, em temperatura ambiente. A viscosidade € ligeiramente



Vol. 31, No. 1

menor. No € higroscopica como sacarose e lactose. Resiste a hidrélise
acida (acido citrico 1,5-15%) e, desta forma, alimentos acidificados
ou com vitamina C contendo isomaltulose sdo mais estdveis que
aqueles contendo sacarose. Solucdes de isomaltulose 20% a pH 2,0
em ebuli¢do ndo sofreram hidrdlise, apds 1 h. A termo-estabilidade
é ligeiramente menor que a da sacarose''"””. A estabilidade microbiana
de produtos preparados com isomaltulose ¢ muito boa. A concentra-
¢do de insulina e frutose encontrada no plasma humano, apds a
ingestdo da isomaltulose, é aproximadamente metade daquela en-
contrada apds ingestdo da sacarose. Em todas as quantidades testa-
das, as taxas de aumento dos niveis de glicose, insulina e frutose no
sangue foram menores para isomaltulose que para sacarose. Como
resultado da menor taxa de clivagem e conseqiientemente menor
absor¢do dos monossacarideos a partir da sacarose, nenhum aumen-
to de desconforto intestinal foi observado. A isomaltulose € comple-
tamente absorvida, embora mais lentamente que a sacarose.

Kawai et al.® investigaram e compararam a concentracdo de
glicose e insulina no plasma em resposta a ingestdo de isomaltulose
e sacarose. O nivel de glicose no plasma aumentou gradualmente e
atingiu um médximo de 110,9 mg/dL apés 60 min, quando se admi-
nistraram 50 g de isomaltulose, permanecendo no mesmo nivel
ap6s 120 min. Ao se administrar em 50 g de sacarose, 0 mesmo
grupo de voluntdrios apresentou um nivel maximo de glicose no
plasma de 143,3 mg/dL apds 30 min, com acentuada queda poste-
rior. O aumento acumulativo de glicose no plasma devido a
isomaltulose foi menor quando comparada a sacarose e as altera-
¢des dos niveis da insulina no plasma acompanharam paralelamente
os niveis de glicose. Os resultados demonstraram que a isomaltulose
¢é absorvida mais lentamente que a sacarose, sendo indicada como
adogante para pacientes diabéticos. Posteriormente foi demonstra-
do em experimentos in vitro, com mucosa intestinal humana, que o
valor da digestdo da isomaltulose foi cinco vezes menor quando
comparado com a da sacarose®®. Em estudos in vivo foi demonstra-
do que a administracdo oral de isomaltulose (1 g/kg) provocou um
leve aumento na glicose e insulina do plasma. Os resultados suge-
riram que a isomaltulose pode ser utilizada como adogante caldrico
por pacientes diabéticos devido ao baixo indice glicEmico®.

Os efeitos teratogénicos e mutagénicos foram avaliados em fe-
tos de ratos Wistar alimentados com dietas contendo diferentes ni-
veis de isomaltulose (0 a 10%), do primeiro ao vigésimo primeiro
dia de gesta¢ao®. Nao foram encontrados indicios téxicos, nenhum
efeito na atuacdo reprodutiva, em andlises dos embrides, fetos,
visceras e esqueletos. A dieta contendo 10% de isomaltulose seria
equivalente ao consumo de aproximadamente 7 g/kg de peso
corpéreo/dia. O potencial toxicoldgico da isomaltulose também foi
estudado, administrando-se dietas de 0 a 10% por 13 semanas em
grupos de ratos Wistar®. Observagdes clinicas didrias evidenciaram
que peso corporal, eficiéncia na conversdo dos alimentos e consumo
de alimentos e dgua ndo foram afetados em nenhuma etapa do estu-
do. Exames oftalmoldgico, sanguineo, de urina, dos tecidos, do sis-
tema nervoso, da atividade motora e imunotoxicidade ndo revelaram
nenhuma anormalidade devido a ingestdo de isomaltulose. Foi con-
cluido que a administra¢do de isomaltulose na dieta até 10%, por 13
semanas, pode ser tolerado sem qualquer sinal de toxicidade.

Lina et al.¥ relataram que a isomaltulose é um dissacarideo de
ocorréncia natural, comercialmente produzida pela conversdo
enzimadtica a partir da sacarose e tem sido utilizada como um adocante
no Japao desde 1985. A isomaltulose € utilizada como um substituto
ndo cariogénico da sacarose em produtos para diabéticos e pré-dia-
béticos. Estudos in vivo com ratos e porcos indicaram que a
isomaltulose é completamente hidrolisada e absorvida no intestino
delgado. Foi demonstrado em estudos in vitro que diversas enzimas
intestinais (incluindo humanas) podem hidrolisar isomaltulose. A
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taxa de hidrdlise, no entanto, ¢ muito baixa quando comparada com
a da sacarose e maltose. Logo, os niveis de glicose e insulina no
plasma sanguineo em humanos, apés administragio oral, aumentou
lentamente e atingiu menor valor mdximo em relagdo a administra-
¢do da sacarose. Apds absorgao, frutose e glicose foram metabolizados
normalmente. A administragcdo de altas doses (de 7 e 8,1 g/kg de
massa corpérea/dia em ratos machos e fémeas, respectivamente) de
isomaltulose ndo resultou em efeitos adversos. Isomaltulose ndo in-
duziu toxicidade embriondria, efeitos mutagénicos ou efeitos
teratogénicos em ratas grdvidas e nenhum material toxico nos fetos
foi observado. Em estudos com pessoas sauddveis e diabéticas, altas
doses acima de 50 g foram toleradas sem sinais de desconforto in-
testinal. Com bases nestes resultados conclui-se que o uso de
isomaltulose como um adocante alternativo € tdo seguro quanto ou-
tros agucares digeriveis contendo glicose e frutose.

Producao de isomalte a partir de isomaltulose

O isomalte também conhecido como Isomalt®, Palatinit®,
palatinitol ou isomaltitol € uma mistura equimolar de [6-O-(0.-D-
glicopiranosil)-D-sorbitol] e [1-O-(a-D-glicopiranosil)-D-manitol]
e ¢ produzido por hidrogenagdo da isomaltulose™*** (Esquema
2). A dogura relativa do isomalte € cerca de 50% da sacarose e
apresenta sabor agraddvel similar ao da sacarose. Ndindayino et
al® relataram que hd um grande interesse em adogantes alternati-
vos, como mono e dissacarideos dlcoois, também chamados polidis,
em formulagdes farmacéuticas. A razdo deste interesse € a combi-
nacdo do sabor natural adocicado, contetiido caldrico reduzido e
caracteristicas ndo cariogénicas. A maioria dos polidis pode ser
consumida por diabéticos sem qualquer aumento significativo da
glicose, insulina ou concentragio de dcido latico. Dentre os polidis,
o isomalte € um agtcar-dlcool derivado da sacarose. Na primeira
etapa de obtengdo, a sacarose € convertida em isomaltulose pela
transglicosilagdo enzimdtica. Este novo agticar € considerado mais
resistente a dcidos e a agdo microbiana, pois a ligacdo o-1,6 entre
glicose e frutose ¢ mais estdvel que a ligagio o,-1,2 da sacarose.
No segundo passo do processo, o isomalte ¢ obtido pela
hidrogena¢do da isomaltulose em solucdo aquosa neutra. Além das
vantagens técnicas em comparagdo a outros polidis, o isomalte tem
a vantagem de ser similar a sacarose, muito menos higroscépico e
com melhores propriedades sensoriais®.

Isomaltulose

Ni/H,

CH,0H

H OH H

HO OH Ho CH:0H
Hi HO H

6-0-(0-D-glicopiranosil)-D-manitol 6-0-(o-D-glicopiranosil)-D-sorbitol

Isomalte

Esquema 2. Conversdo de isomaltulose em isomalte por hidrogenagdo
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Em 1985, estimou-se que a producdo de isomalte seria de apro-
ximadamente 20.000-25.000 t/ano e o prego estimado em US$ 3/kg.
O consumo de isomalte na Europa correspondia a aproximadamente
15.000 t/ano, nos Estados Unidos a 2.000-3.000 t/ano e na América
do Sul a 2.000 t/ano”’. O isomalte pode ser obtido na forma cristali-
na, nao € redutor e, ao contrario da sacarose, ¢ extremamente estavel
a hidrdlise enzimatica. Também ndo pode ser fermentado por grande
nimero de leveduras e microrganismos®*®. O isomalte ndo deixa
sabor residual e tem sido utilizado como acicar dietético em produ-
tos de confeitaria, gomas de mascar, bebidas carbonatadas e sobre-
mesas®!. O isomalte ndo € higroscdpico e o ponto de fusdo é de cerca
de 145-150 °C e ndo sofre reagdo de Maillard”. O isomalte pode
ser facilmente triturado para serem obtidos granulos de 100 wm,
propriedade que € importante para a fabricagdo de chocolates e go-
mas de mascar. O pé finamente granulado pode ser seco para uso
como adogante e pode ser moldado em tabletes'®. O isomalte refor-
ca a transferéncia de sabor aos alimentos e um efeito sinergistico
ocorre quando € combinado com outros acticares dlcoois como xilitol,
sorbitol, manitol (10%). O mesmo sinergismo € obtido quando &
combinado com outros adogantes de docura intensa como acesulfame-
K, aspartame, ciclamato e sacarina. A adi¢do de isomalte tende a
mascarar o sabor amargo metdlico residual desses adogantes. O
isomalte ndo tem efeito refrescante como outros agticares alcoois®.

CONCLUSOES

A isomaltulose, um isomero da sacarose, € um agtcar redutor
composto de uma molécula de glicose e de frutose unidas por uma
ligagdo glicosidica o-1,6, encontrada naturalmente no mel e no
caldo de cana-de-agtiicar em pequenas quantidades. A isomaltulose,
também conhecida como Palatinose®, possui um sabor adocicado
suave e propriedades fisicas e sensoriais muito similares as da
sacarose. Devido ao seu baixo potencial cariogénico € utilizada
como ingrediente e substituinte da sacarose em diversos produtos.
A partir da isomaltulose podem ser obtidos diversos compostos de
interesse industrial, sendo o mais utilizado o isomalte, um agucar
alcool obtido por hidrogenagdo, que possui baixo valor caldrico e
baixa cariogenicidade, utilizado em produtos dietéticos e em for-
mulagdes farmacéuticas. O meio mais utilizado para a conversdo
de sacarose em isomaltulose € através da glicosiltransferase pro-
duzida por algumas linhagens bacterianas. O sistema de células
imobilizadas utilizando alginato de cdlcio é o método mais utiliza-
do para a produgdo de isomaltulose, pois permite o seu uso conti-
nuo, previne contaminagdes de produtos com as células, as man-
tém igualmente distribuidas no reator, estabilizando assim o pro-
cesso de biocatdlise. Diversos estudos toxicoldgicos em animais e
clinicos em seres humanos t€ém demonstrado a seguranca da utili-
zacdo da isomaltulose sendo, portanto, um potencial substituinte
da sacarose como ingrediente em alimentos e em formulagdes far-
macéuticas.
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