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RESUMO 

 

A D-Tagatose é um açúcar raro com baixo valor calórico, similar a sacarose possuindo 

92% do seu poder de dulçor, porém com apenas 38% do valor calórico, aproximadamente 

1,5 Kg.cal-1. É considerado um agente anti-hiperglicemante, devido a sua baixa absorção 

e metabolização pelo organismo humano. Além disso, possui vários benefícios, como o 

seu alto potencial antidiabético para o tratamento de diabetes tipo II e efeito prebiótico. 

A D-Tagatose pode ser produzida através do método enzimático a partir da D-Galactose 

utilizando como biocatalisador a enzima L-arabione isomerase, A enzima L-AI utilizada 

nesse trabalho foi obtida de Enterococcus faecium expressa em Escherichia coli. Com o 

intuito de otimizar a produção de D-Tagatose, por processos biológicos, a reação de 

isomerização foi estudada. Realizou-se um planejamento experimental do tipo 2³ com 3 

repetições no ponto central para analisar e encontrar as melhores condições de pH, 

temperatura e concentração inicial de substrato que promovem a maior conversão de D-

Galactose em D-Tagatose. Além disso, técnicas alternativas, como o uso do ultrassom e 

do tampão borato, também foram analisadas. A concentração de D-Tagatose produzida 

foi determinada pelo método colorimétrico utilizando espectrofotômetro. Os resultados 

mostraram que existe uma forte influência da temperatura e do pH sob a reação 

enzimática. O planejamento experimental resultou no ponto ótimo de produção de D-

Tagatose nas condições de 55 °C, pH 5,6 e concentração de substrato de 164 mM, obtendo 

um rendimento de 29,77 %. Também observou-se que o ultrassom aumentou o efeito da 

temperatura na reação. Além disso, o trabalho aponta que a reação enzimática de 

isomerização da D-Galactose em D-Tagatose ocorre na faixa de temperatura na qual o 

processo é não espontâneo. Com isso, conclui-se que as condições reacionais são capazes 

de alterar a velocidade da reação enzimática apesar do seu equilíbrio já é bem definido. 

 

Palavras-chave: adoçante, D-Tagatose, L-Arabinose Isomerase, isomerização, D-

Galactose  

  



 

 

 

ABSTRACT 

 

D-Tagatose is a rare sugar with a low caloric value, similar to sucrose, which has 92% of 

sweetness, but only 38% of the caloric value, approximately 1.5 kg.cal-1. It is considered 

an antihyperglycaemic agent, due to its low absorption and metabolism by the human 

organism. In addition, it has several benefits, such as its high antidiabetic potential for the 

treatment of type II diabetes and prebiotic effect. D-Tagatose can be produced by the 

enzymatic method from D-Galactose using as the biocatalyst the enzyme L-arabione 

isomerase. The L-AI enzyme used in this work was obtained from Enterococcus faecium 

expressed in Escherichia coli. In order to optimize the production of D-Tagatose by 

biological processes the isomerization reaction was studied. An experimental design of 

type 2³ with 3 replicates at the central point was carried out to analyze and find the best 

conditions of pH, temperature and initial concentration of substrate that achieve the 

highest conversion of D-Galactose in D-Tagatose. In addition, alternative techniques, 

such as the use of ultrasound and borate buffer were also analyzed. The concentration of 

D-Tagatose produced was determined by the colorimetric method using 

spectrophotometer. The results showed that there is a high influence of temperature and 

pH on the enzymatic reaction. The experimental design resulted in optimum D-Tagatose 

production at 55 ° C, pH 5.6 and substrate concentration of 164 mM reaching a yield of 

29,77 %. It can also be seen that ultrasound increased the effect of temperature on the 

reaction. In addition, the work indicates that the enzymatic reaction of D-Galactose 

isomerization in D-tagatose occurs in the temperature range in which the process is non-

spontaneous. Thus, it is concluded that the reaction conditions are capable of altering the 

speed of the enzymatic reaction, but its equilibrium is well defined. 

 

Keywords: sweetener, D-Tagatose, L-Arabinose isomerase, isomerization, D-Galactose 

 

  



 

 

 

 LISTA DE FIGURAS  

 

Figura 1 –  Representação bidimensional das hexoses D-Frutose, D-Tagatose e D-

Galactose.................................................................................................... 18 

Figura 2 –  Fluxograma simplificado do processo de produção de D-Tagatose....... 20 

Figura 3  –  Representação da estrutura molecular da ECAI..................................... 23 

Figura 4 –  Representação do perfil da atividade catalítica de algumas enzimas em 

função do pH.............................................................................................. 26 

Figura 5 –  Representação da temperatura ótima para a atividade da enzima........... 27 

Figura 6  –  Fluxograma do processo de produção do extrato enzimático................. 31 

Figura 7  –  Sistema de concentração Amicon®Pro Merck Millipore...................... 33 

Figura 9  –  Fluxograma representativo do processo de produção da D-Tagatose a 

partir da reação de isomerização da D-Galactose por rota enzimática....... 36 

Figura 8  –  Sistema utilizado para a realização dos ensaios de solubilidade............ 38 

Figura 10 –  Banho ultrassônico................................................................................. 39 

Figura 11 –  Curva de solubilidade da lactose comparando os dados experimentais 

(■) com os dados obtidos por Brito (2007) (●).......................................... 41 

Figura 12 –  Curva de solubilidade da D-Galactose em soro de leite........................... 43 

Figura 13 –  (A) fração molar e (B) coeficiente de atividade de D-Galactose em soro 

de leite em função da temperatura.............................................................. 44 

Figura 14 –  Perfil eletroforético do extrato enzimático (A) produzido por Sousa 

(2015). 1- Padrões de peso molecular e 8, 9, 10- Extrato transformado 

pela cepa E.coli BL21 (DE3) com o plasmídeo PET 29a(+) P 209 

induzidas por IPTG; (B) produzido neste trabalho. 1 – Marcador de baixo 

peso molecular e 2 - Amostra do extrato enzimático produzido; (C) 

produzido por Manzo et al. (2019). 1 – Extrato bruto e 8 – Marcador 

padrão de peso molecular........................................................................... 46 

Figura 15 –  Perfil eletroforético. 1– Marcador; 2 – Extrato enzimático filtrado;  3 

– Extrato enzimático bruto e 4 – Extrato enzimático concentrado............. 47 

Figura 16 –  Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional 

para as reações ocorrendo a 40 °C (■), 50 °C(●) e 60 °C(▼). Reação 

ocorrendo com concentração de substrato 500 mM e pH 5,6.................... 49 



 

 

 

Figura 17 – (A) Rendimento obtido para as reações ocorrendo a 40 °C (■), 50 °C(●) 

e 60 °C(▲) e (B) atividade de isomerização para as reações a 40, 50 e 

60°C........................................................................................................... 49 

Figura 18 –  Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional 

para as reações ocorrendo com substrato D-Galatose 500 mM (■), D-

Galatose 250 mM (●) e D-Galatose 250 mM sendo alimentada após 35 

horas de reação com D-Galatose 250 mM (▲). Reação a 55°C, 

concentração de substrato 164 mM e pH 5,6............................................. 51 

Figura 19 –  Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional 

para: (A) reação a 55 °C, concentração de substrato de 164 mM, pH 5,6 

(■) e pH 4,0 (●); (B) reação a 55 °C, concentração de substrato de 655 

mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●); (C) reação a 55 °C, concentração de 

substrato de 164 mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●); (D) reação a 55 °C, 

concentração de substrato de 655 mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●)................ 53 

Figura 20 –  Gráfico de Pareto para os efeitos lineares e quadráticos do modelo 

obtido para o planejamento experimental.................................................. 54 

Figura 21 – Gráfico de contorno para a resposta obtida do planejamento 

experimental.............................................................................................. 57 

Figura 22 –  (A) Concentração de D-Tagatose produzida e rendimento obtido em 

função do tempo reacional para as reações em pH 7,0 (■) e em pH 5,6(●) 

e (B) atividade de isomerização para as reações em pH 5,6 e pH 7,0. 

Reação a 55°C, concentração de substrato 164 mM.................................. 58 

Figura 23 –  Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional 

para reação ocorrendo em banho termostático (■) e em banho 

ultrassônico (●). Reação a 55°C, concentração de substrato 164 mM e pH 

5,6............................................................................................................... 59 

Figura 24 –  (A) Rendimento obtido ao longo do tempo reacional para a reação com 

extrato concentrado (2,40 U.mL-1) (■) e para a reação com extrato bruto 

(1,27 U.mL-1) (●). (B) Concentração de D-Tagatose produzida ao longo 

do tempo reacional para a reação com extrato concentrado (■) e para a 

reação com extrato bruto (●). Reação a 55°C, concentração de substrato 

164 mM e pH 

5,6............................................................................................................... 60 



 

 

 

Figura 25 –  Atividade de isomerização para reação com extrato bruto (1,27 U.mL-

1) e extrato concentrado (2,40 U.mL-1). Reação a 55°C, concentração de 

substrato 164 mM e pH 5,6......................................................................... 61 

Figura 26 –  Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional 

para a reação utilizando D-Galactose em tampão acetato de sódio (■) e 

em tampão borato (●)................................................................................. 63 

Figura 27 – Cromatograma para (A) reação em tampão borato e (B) reação em 

tampão acetato de sódio. Tempo de retenção da D-Galactose: 15 minutos; 

Tempo de retenção da D-Tagatose: 20 minutos.......................................... 64 

Figura 28 –  Gráfico de van't Hoff para a reação de isomerização da D-Galactose 

em D-Tagatose........................................................................................... 65 

Figura 29 –  Variação da energia livre de Gibbs para a reação de isomerização em 

função da temperatura................................................................................ 66 

  



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 –Exemplos de microrganismos mesófilos, termófilos e 

hipertermófilos capazes de produzir a L-Arabinose Isomerase........  22 

Tabela 2  –  Planejamento Experimental com os fatores e níveis naturais.......... 35 

Tabela 3  – Dados estatísticos da curva de solubilidade da D-Galactose em 

soro de leite. ......................................................................................  43 

Tabela 4  – Atividade, atividade específica e concentração de proteínas do 

extrato enzimático produzido neste trabalho e  anteriormente por 

membros do grupo GpBio. ...............................................................  

 

 45 

Tabela 5 –  Atividade enzimática, atividade específica e concentração de 

proteínas do extrato bruto, concentrado e filtrado............................. 47 

Tabela 6  – Planejamento Experimental com efeitos e seus níveis naturais, 

resposta e rendimento obtido para cada experimento......................... 52 

Tabela 7 – Valores de Fcalculado e Ftabelado para os efeitos utilizados no 

planejamento experimental................................................................ 55 

Tabela 8 – Coeficiente de determinação (R²), ajustado (aj) e predito (pred) e 

valor S para o modelo obtido. ...........................................................  56 

Tabela 9  – Concentração de D-Tagatose produzida para reação sem reuso e 

com o reuso do extrato enzimático. Reação a 55°C, concentração de 

substrato 164 mM e pH 5,6. .............................................................  62 

Tabela 10 –  Concentração de D-Tagatose obtida no precipitado para substrato 

em tampão borato e tampão acetato de sódio..................................... 64 

Tabela 11  – Valores aparentes de Keq, ∆H, ∆S e ∆G em função da 

temperatura.......................................................................................  66 

 



 

 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

 

GRAS   Generally Recognized As Safe 

FDA   US Food and Drug Administration 

L-AI   L-Arabinose Isomerase 

IRSR   International Society of Rare Sugars 

ECAI  L-Arabinose Isomerase de Escherichia coli 

Keq  Constante aparente de equilíbrio  

∆H   Variação de entalpia de van’t Hoff 

∆S   Variação de entropia 

∆G   Variação de eenergia livre de Gibbs 

T  Temperatura 

LB  Meio de cultura Luria-Bertani 

O/N  Overnight 

IPTG  Isopropil-1-thio-β-D-galactopiranosídeo 

SDS  Dodecil sulfato de sódio 

HPLC   High Performance Liquid Chromatography 

Xg  Fração molar de D-Galactose 

g  Coeficiente de atividade da D-Galactose 

  



 

 

 

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .........................................................................................  16 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ................................................................  18 

2.1 D-Tagatose: características, aplicações e produção ...............................  18 

2.2 L-arabinoese isomerase: características e aplicações. ...........................  21 

2.3 Equilíbrio químico: reação enzimática e condições do meio que 

alteram a velocidade de reação ................................................................  24 

2.3.1 Efeito do pH................................................................................................ 25 

2.3.2 Efeito da temperatura................................................................................. 26 

2.3.3 Parâmetros termodinâmicos...................................................................... 27 

3 METODOLOGIA .....................................................................................  29 

3.2 Produção da L-AI e obtenção do extrato enzimático ............................  29 

3.2.1 Micro-organismo........................................................................................ 29 

3.2.2 Preparo do Inóculo..................................................................................... 29 

3.2.3 Condições de cultivo................................................................................... 29 

3.2.4 Preparo do extrato enzimático................................................................... 30 

3.3 Caracterização do extrato enzimático .....................................................  32 

3.3.1 Quantificação de proteínas........................................................................ 32 

3.3.2 Análise de massa molar.............................................................................. 32 

3.3.3 Atividade do extrato enzimático................................................................. 32 

3.3.4 Concentração do extrato enzimático.......................................................... 33 

3.4 Estudo da reação de conversão de D-Galactose em D-Tagatose ..........  34 

3.4.1 Ensaios preliminares: efeito da temperatura na reação............................ 34 

3.4.2 Planejamento Experimental...................................................................... 34 

3.5 Curva de solubilidade da D-Galactose ....................................................  37 

3.6 Efeito do ultrassom ...................................................................................  38 

3.7 Efeito da concentração do extrato enzimático........................................  39 

3.8 Reuso do extrato enzimático ....................................................................  39 

3.9 Efeito do tampão borato ...........................................................................  40 



 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÕES ............................................................  41 

4.1 Curva de solubilidade da D-Galactose ....................................................  41 

4.2 Caracterização do extrato enzimático .....................................................  45 

4.2.1 Concentração do extrato enzimático......................................................... 46 

4.3 Reação de conversão de D-Galactose em D-Tagatose ...........................  48 

4.3.1 Estudos preliminares: efeito da temperatura na reação enzimática......... 48 

4.3.2 Planejamento Experimental...................................................................... 51 

4.4 Efeito do Ultrassom...................................................................................  58 

4.5 Efeito da concentração do extrato enzimático........................................  59 

4.6 Reuso do extrato enzimático ....................................................................  61 

4.7 Efeito do uso do tampão borato ...............................................................  62 

4.8 Parâmetros termodinâmicos ....................................................................  65 

5 CONCLUSÕES .........................................................................................  68 

6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS ..................................  69 

 REFERÊNCIAS......................................................................................... 70 

 APÊNDICE................................................................................................ 78 

 

  



16 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A relação entre dieta e incidência de doenças crônicas tem levado a mudança 

nos hábitos alimentares e a busca por estilos de vida mais saudáveis. Além disso destaca-

se o potencial dos alimentos para manter ou melhorar o estado de saúde dos 

consumidores. Esses alimentos são chamados de alimentos funcionais. 

Alimentos funcionais são definidos como aqueles que fornecem benefícios 

adicionais aos da alimentação ao consumidor, podendo reduzir o risco de doenças, 

entretanto não podem ser destinados ao tratamento de doenças agudas ou à utilização de 

cuidados paliativos (BALDISSERA et al., 2011; JONES, 2002).  

Dentro do mercado de alimentos funcionais, pode-se destacar a busca por 

adoçantes de baixa caloria visando a substituição da sacarose presente na alimentação. 

Existe uma extensa diversidade de adoçantes e edulcorantes menos calóricos no mercado, 

entretanto, ainda não foi produzido um adoçante que apresente tanto as propriedades 

similares às da sacarose, em termos de doçura, sabor, cor e odor quanto um baixo valor 

calórico.  A D-Tagatose surge então como uma alternativa promissora. 

A D-Tagatose é um monossacarídeo, epímero 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 substância segura (MEN et al., 

2014; XU et al., 2016). Por ser um substituto da sacarose, possuindo sabor e poder de 

doçura semelhantes, porém com menos valor calórico, a D-Tagatose pode ser utilizada 

na indústria de alimentos, na produção de bebidas, sucos de frutas, doces, entre outros. 

(GUO et al., 2018; XU et al., 2011).  

A D-Tagatose é produzida através da reação de isomerização da D-Galactose 

por rota química utilizando catalisador de cálcio, possuindo assim algumas desvantagens, 

como produção de subprodutos indesejáveis, geração de rejeito químico e necessidade de 

complexas etapas de purificação do produto. Assim, a produção de D-Tagatose a partir 

de D-Galactose, por rota enzimática, usando L-arabinose isomerase (L-AI) como 

biocatalisador tem sido estudada intensivamente nos últimos 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 produção de D-Tagatose via rota enzimática ainda possui 

algumas desvantagens, como por exemplo, uma baixa produtividade para escala industrial 
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(SHIN et al., 2016). As enzimas não são plenamente utilizadas em escala industrial devido 

à instabilidade de suas estruturas ocasionada, principalmente, pela crescente utilização 

desses biocatalisadores em condições desnaturantes (pH e temperaturas extremas, forte 

agitação e presença de solventes orgânicos) (RODRIGUES, 2009; SOUSA, 2015) .  

Visando amenizar os percalços da rota enzimática e aumentar a conversão da 

reação de isomerização de D-Galactose em D-Tagatose vários estudos sobre a 

modificação genética da enzima L-arabinose isomerase foram realizados. O estudo da 

modificação 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 modificação 

genética da L-AI com o intuito de aumentar a produção de D-Tagatose, a reação ainda 

possui um baixo valor de conversão. Uma outra alternativa é então realizar o estudo das 

condições reacionais e do equilíbrio da reação, algo que é pouco abordado na literatura.  

Neste contexto, o trabalho tem como objetivo o estudo das condições da 

reação de isomerização de D-Galactose em D-Tagatose utilizando a L-arabinose 

isomerase como biocatalisador visando o aumento do rendimento dessa reação. Para isso, 

serão estudados os efeitos do pH, temperatura e concentração inicial de substrato sob o 

equilíbrio da reação através de um planejamento experimental juntamente com uma 

abordagem termodinâmica dos resultados obtidos. Além disso, serão avaliadas rotas 

alternativas, como, por exemplo, o uso do ultrassom e da presença de tampão borato na 

reação. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 D-Tagatose: características, aplicações e produção 

 

A D-Tagatose é uma cetohexose natural, encontrada nos componentes da 

goma exsudada da árvore de cacau, Sterculia Setigera, e também detectada como um 

componente de um oligossacarídeo em líquenes da espécie Rocella (GUO et al., 2018; 

KAWAMURA, 2004). A D-Tagatose é um monossacarídeo, epímero da D-frutose, 

diferencia-se apenas pela posição do grupo hidroxila no quarto carbono, e isômero da D-

Galactose (ROY et al., 2018; WANARSKA; KUR, 2012), como apresentado na Figura 1 

abaixo. 

 

Figura 1 – Representação bidimensional das hexoses D-Frutose, D-Tagatose e D-

Galactose. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

De acordo com (SALONEN et al., 2012), a D-Tagatose passou a ser 

comercializada nos Estados Unidos em 2003 como um adoçante de baixa caloria. A D-

Tagatose não possui sabor residual e apresenta 92% do poder de dulçor quando 

comparada com a sacarose, porém com apenas 38% do valor calórico, aproximadamente 

1,5 Kg.cal-1 (FUJIMARU; PARK; LIM, 2012; JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017; 

LAKSMI et al., 2018; MEN et al., 2014; SON et al., 2018). 
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Segundo (KIM, 2004) a D-Tagatose possui efeito similar à sacarose e 

carameliza durante o cozimento obtendo a escurecimento desejado em alguns produtos 

alimentícios. Além disso, pode ser utilizada na forma de aditivos alimentares como 

edulcorantes, texturizador, estabilizador e umectantes. Considerando os seus benefícios 

nutricionais, pode ser usada em cereais, refrigerantes diets, sorvetes, iogurtes e 

suplementos dietéticos (KAWAMURA, 2004). 

A D-Tagatose possui vários benefícios para saúde. Por ser pouco absorvida e 

metabolizada pelo organismo humano, a D-Tagatose possui alto potencial antidiabético 

para o tratamento de diabetes tipo II, causando perda de peso e aumento da ligoproteína 

de alta densidade, sendo assim, considerado um agente anti-hiperglicemante (Donner et 

al., 2010). Possui efeito prebiótico regulando a flora intestinal, prevenção de cáries 

dentárias, tratamento de obesidade, baixo colesterol e prevenção do câncer 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 faz parte do grupo de açúcares raros, de acordo com a 

International Society of Rare Sugars (ISRS), e é o primeiro açúcar, que não provem do 

processo sucroalcooleiro, a ser produzido industrialmente (GUERRERO-WYSS; 

DURÁN AGÜERO; ANGARITA DÁVILA, 2018; XU et al., 2018). 

A D-Tagatose é convencionalmente produzida através da rota química ou da 

rota enzimática utilizando como substrato a D-Galactose. A D-Galactose pode ser obtida 

através da hidrólise da lactose pura ou em materiais ricos em lactose, como o soro do 

leite, o qual é um subproduto de baixo custo das indústrias de laticínios e encontra-se em 

grandes quantidades (DRABO; DELIDOVICH, 2018; WANARSKA; KUR, 2012).  

Ainda de acordo com Wanarska e Kur (2012) o método químico para a 

produção de D-Tagatose foi desenvolvido e patenteado por Biospherics Incorporated 

(USA). No método químico, segundo a patente, a D-Galactose pode ser isomerizada em 

D-Tagatose com hidróxido de cálcio e na presença de cloreto de cálcio como catalisador. 

Sob condições fortemente alcalinas e a uma temperatura relativamente baixa, o hidróxido 

de cálcio forma um complexo insolúvel com D-Tagatose. O tratamento da suspensão com 

ácido, preferencialmente dióxido de carbono, liberta a D-Tagatose do complexo. O sal de 

cálcio insolúvel é então removido por filtração. Os íons restantes são eliminados por 
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cromatografia de troca iónica. O xarope bruto é então concentrado e a D-Tagatose pura é 

recuperada por cristalização (BIOSPHERIES INCORPORATED, 1991). 

Percebe-se então, que a produção de D-Tagatose pelo processo químico 

produz grande quantidade de subprodutos, necessitando assim de complexas etapas de 

purificação e alto custo de tratamento de efluentes (GUO et al., 2018; LIU et al., 2014; 

SOUSA, 2015). Por isso, o uso do método químico tem sido limitado, atraindo assim o 

interesse pelo método enzimático como uma alternativa viável. 

O processo enzimático é um método viável e apresenta muitas vantagens 

sobre a isomerização química, tais como condições de reação mais brandas, menor 

formação de subprodutos indesejáveis, potencial para melhoria do catalisador via 

evolução molecular, alta especificidade, eficiência e sustentabilidade (KIM, 2004; 

ZHANG et al., 2017). No método enzimático a D-Tagatose é produzida a partir da D-

Galactose utilizando como biocatalisador a enzima L-arabione isomerase, a qual mostrou 

a maior eficiência para D-Tagatose.(KIM et al., 2014, 2017; PATEL et al., 2017b; SHIN 

et al., 2016).   

Em ambos os métodos utilizados, a produção de D-Tagatose a partir da 

isomerização da D-Galactose é normalmente constituída por duas etapas: 1) A hidrólise 

da lactose em uma mistura equimolar de Galactose e Glicose e 2) A isomerização da D-

Galactose em D-Tagatose. Esse mecanismo é exemplificado no fluxograma da Figura 2. 

 

Figura 2 - Fluxograma simplificado do processo de produção de D-Tagatose. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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Em 2007, a Nutrilab, uma subsidiária belga da empresa Damhert, iniciou a 

produção enzimática de D-Tagatose utilizando a enzima L-arabinose isomerase (L-AI) 

como catalisador. No entanto, os custos de produção ainda limitam o uso de D-Tagatose 

(BOUDEBBOUZE; MAGUIN; RHIMI, 2011). Diante disso, há a necessidade de tornar 

a produção de D-Tagatose mais viável economicamente.  

 

2.2  L-arabinoese isomerase: características e aplicações. 

 

L-arabinose isomerase (L-AI; EC 5.3.1.4) é uma enzima intracelular capaz de 

catalisar reversivelmente a reação de isomerização de L-arabinose em L-ribulose. Essa 

enzima também é comumente conhecida como D-Galactose isomerase devido a sua 

capacidade de isomerizar, in vitro, D-Galactose em D-Tagatose (RHIMI et al., 2009; XU 

et al., 2011). 

Diversos estudos mostram que a L-arabinose isomerase utilizada no processo 

de produção de D-Tagatose pode ser obtida a partir de vários microrganismos mesófilos, 

termofílicos e hipertermofílicos, dentre os quais pode-se citar cepas de Escherichia coli, 

Bacillus halodurans, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Geobacillus 

thermodenitrificans, Thermus sp. IM6501, (PATEL et al., 2017a; WANARSKA; KUR, 

2012). Mais de 30 tipos de L-AI foram identificados e caracterizados, e aproximadamente 

metade destes foram relatados nos últimos 05 anos (XU et al., 2018). A Tabela 1 a seguir 

apresenta alguns microrganismos nos quais a L-AI pode ser obtida. 

A maioria das L-arabinose isomerases conhecidas necessitam de íons 

metálicos bivalentes, tais como, Mn2+, Co2+, Mg2+, Ba 2+, sendo o Mn 2+ e o Co 2+, os 

metais que possuem um maior efeito sobre a produção de D-Tagatose, aumentando 

significativamente a atividade e estabilidade térmica (JUNG; KIM; OH, 2005; MANZO 

et al., 2013; RHIMI; BEJAR, 2006; SOUSA, 2015).Os íons metálicos desempenham um 

papel importante, pois permitem a atividade catalítica e melhoram a estabilidade 

estrutural das L-AIs (XU et al., 2018). 

 

  



22 

 

 

 

Tabela 1 – Exemplos de microrganismos mesófilos, termófilos e hipertermófilos capazes 

de produzir a L-Arabinose Isomerase. 

 Microrganismos Referência 

Mesófilos Escherichia coli 

Bacillus halodurans 

Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus fermentum 

(YOON; KIM; OH, 2003) 

(LEE et al., 2005a) 

(CHOUAYEKH et al., 2007) 

(XU et al., 2011) 

Termófilos 

 

 

Geobacillus stearothermophilus, 

Geobacillus thermodenitrificans 

Bacillus stearothermophilus US100 

Bacillus stearothermophilus 

IAM11001 

Alicyclobacillus Acidocaldarius 

Anoxybacillus flavithermus 

Thermus sp. IM6501 

Acidothermus cellulolytics 

Thermoanaerobacter mathranii 

Thermoanerobacter 

saccharolyticum 

 

(LEE et al., 2005b) 

(KIM; OH, 2005) 

(RHIMI; BEJAR, 2006) 

(CHENG; MU; JIANG, 

2010) 

(LEE et al., 2005b) 

(LI et al., 2011) 

(YOON; KIM; OH, 2003) 

(CHENG et al., 2010) 

(JØRGENSEN; HANSEN; 

STOUGAARD, 2004) 

(HUNG et al., 2014) 

Hipertermófilos 

 

Thermotoga neapolitana 

Thermotoga maritima 

(KIM et al., 2002) 

(LEE et al., 2004) 

FONTE: Elaborada pela autora.  
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A L-arabinose isomerase (L-AI) é uma enzima não comercial, portanto, a 

grande maioria das L-AI são recombinantes, produzidas artificialmente a partir de genes 

clonados na tentativa de selecionar as melhores linhagens produtoras de L-AI envolvendo 

a expressão recombinante dos genes L-AI em hospedeiros favoráveis (CHOUAYEKH et 

al., 2007; JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017; LI et al., 2011; LIANG et al., 2012; 

SOUSA, 2015).   

De acordo com Xu e colaboradores (2018), espera-se que a enzima L-AI se 

torne a segunda aldose isomerase mais adequada para aplicação industrial assim como a 

D-xilose isomerase (XU et al., 2018). 

Vários estudos mostram que Escherichia coli expressando L-AI, originária 

de outras cepas bacterianas, tem sido usada como hospedeira para produção de D-

Tagatose (CHENG; MU; JIANG, 2010; LI et al., 2011; SHIN et al., 2016; XU et al., 

2011).  

A Escherichia coli é considerada um hospedeiro dominante na produção de 

proteínas recombinantes por possuir uma produção protetora vantajosa, rápida, barata e 

de alto rendimento, assim como uma genética bem caracterizada e variedade de 

ferramentas moleculares disponíveis (COSTA et al., 2014; DEMAIN; VAISHNAV, 

2011; FELIX, 2018). A Figura 3 a seguir, mostra a representação da superfície molecular 

da L-Arabinose isomerase de Escherichia coli (ECAI). 

 

Figura 3 - Representação da estrutura molecular da ECAI. 

 

FONTE:  MANJASETTY E CHANCE (2006) 
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A ECAI possui uma arquitetura hexamérica (dímero de trímeros), em cada 

trímero os monômeros estão representados por cores diferentes, conforme visto na Figura 

3. A unidade assimétrica da ECAI apresenta três subunidades que exibem estruturas 

gerais essencialmente idênticas e que estão relacionadas por simetria, assumindo a forma 

de triângulo equilátero. 

A superfície externa do trímero aponta resíduos nas fendas entre as interfaces 

das subunidades adjacentes coincidindo com as três interfaces, localizados nas regiões de 

loops possibilitando ajustes estruturais que modulam a geometria da entrada do substrato 

no sítio ativo (FELIX, 2018; MANJASETTY; CHANCE, 2006). 

A enzima utilizada neste estudo foi produzida através do auxílio da 

engenharia genética, onde o gene produtor da enzima L-AI contido na cepa de 

Enterococcus faecium foi expresso em Escherichia coli, BL21. 

Apesar da L-arabinose isomerase ser a enzima mais viável para produção de 

D-Tagatose a partir de D-Galactose pela via enzimática, a taxa de conversão dessa reação 

não é alta o suficiente para escala comercial (CHOI et al., 2016). Por isso, além do estudo 

das técnicas de engenharia genética visando aumentar a seletividade e a produtividade da 

L-AI, se faz necessário também a avaliação das condições operacionais da reação de 

isomerização. 

 

2.3  Equilíbrio químico: reação enzimática e condições do meio que alteram a 

velocidade de reação 

 

Equilíbrio químico é o estado de um sistema reacional no qual não ocorrem 

variações na composição do mesmo ao longo do tempo. Portanto, a reação química atinge 

o equilíbrio quando as velocidades das reações direta e inversa se igualam, e as 

concentrações dos reagentes e produtos permanecem inalteradas (PAULA, 2018). Porém, 

esse estado de equilíbrio é vulnerável a alguns fatores que podem alterar uma dessas 

velocidades e, consequentemente, modificar as concentrações de reagentes e/ou produtos, 

provocando o deslocamento do equilíbrio (PAULA, 2018). 

De acordo com Schmidell e colaboradores (2001) uma reação química pode 

ser analisada quanto à sua termodinâmica ou à sua cinética. A termodinâmica estuda a 

viabilidade e a reversibilidade das reações, partindo das análises de energia e dos estados 
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inicial e final de uma transformação. Porém, nada informa sobre a velocidade com que a 

transformação ocorre. Essa informação é fornecida pela cinética. Nos parâmetros 

termodinâmicos, os organismos não podem interferir, sua intervenção se dá 

exclusivamente sobre o aspecto cinético, ou seja, sobre a velocidade das reações (LIMA 

et al., 2001; SCHMIDELL et al., 2001).  

A velocidade das reações pode ser explicada pela teoria das colisões que 

estabelece que, para reagir, as moléculas presentes em uma solução devem colidir entre 

si e que a colisão deve levá-las a adquirir uma quantidade mínima de energia que lhes 

permita atingir um estado reativo, chamado estado de transição. Essa quantidade de 

energia é definida como energia de ativação (SCHMIDELL et al., 2001). 

Ainda segundo Schmidell e colaboradores (2001) a redução no valor da 

energia de ativação pode ser obtida pela presença de catalisadores. Os catalisadores 

biológicos são proteínas chamadas enzimas e as reações catalisadas por enzimas têm 

velocidades muito altas, entre 106 a 1012 vezes maiores que as reações não catalisadas e 

algumas ordens de grandeza maiores que as reações catalisadas por catalisadores 

inorgânicos (LIMA et al., 2001). 

A estrutura e a forma dos sítios ativos da enzima podem ser afetadas por 

quaisquer agentes capazes de provocar mudanças conformacionais na estrutura proteica, 

tornando assim, a atividade enzimática dependente do meio no qual a enzima se encontra, 

destacando o pH e temperatura (LEHNINGER, 2002). 

 

2.3.1 Efeito do pH 

 

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH para o qual a sua atividade 

é máxima, no qual a velocidade da reação diminui à medida que o pH se afasta desse 

valor ótimo, que é característico para cada enzima. A influência do pH sobre a catálise 

enzimática é exercida sobre os grupos dissociáveis de vários aminoácidos. Existe uma 

concentração hidrogreniônica que propicia um determinado arranjo de grupos protonados 

e desprotonados que leva a molécula de enzima à conformação ideal para exercer seu 

papel catalítico (LOURENÇO, 2004; SCHMIDELL et al., 2001). 

Por outro lado, quando o substrato contém grupos ionizáveis, as variações de 

pH também poderão afetar sua carga. A eficiência da catálise dependerá de encontrarem-
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se, enzima e substrato, com conformação e carga adequadas para permitir sua interação 

(FURLONG, 2000; SCHMIDELL et al., 2001). 

Todas as enzimas possuem um intervalo no qual o pH é ótimo e favorece a 

atividade enzimática. O ponto ótimo não depende somente do pH, mas também da força 

iônica e do tipo de tampão utilizado (AEHLE, 2007). A Figura 4 a seguir mostra alguns 

exemplos do perfil da atividade enzimática em função do pH. 

 

Figura 4 -  Representação do perfil da atividade catalítica de algumas enzimas em função 

do pH. 

 

FONTE: Adaptado de Aehle, 2007. 

 

2.3.2 Efeito da temperatura 

 

A influência da temperatura sobre a cinética da reação enzimática deve ser 

entendida em duas fases distintas: em princípios, aumentos de temperatura levam a 

aumentos de velocidade de reação, por aumentar a energia cinética das moléculas 

componentes do sistema, aumentando a probabilidade de choques efetivos entre elas 

(NASCIMENTO, 2010; SCHMIDELL et al., 2001) 

Temperaturas mais altas levam à desnaturação da enzima, ou seja, à perda de 

sua estrutura nativa, catalítica, por alterarem as ligações químicas que mantêm sua 

estrutura dimensional. A temperatura que provoca desnaturação varia para cada enzima, 
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mas comumente, está pouco acima de sua temperatura ótima (LEHNINGER, 2002; 

SCHMIDELL et al., 2001). 

Segundo Aehle (2007) a dependência da velocidade de reação com a 

temperatura forma um ponto ótimo porque a temperatura favorece o efeito da 

termodinâmica sobre a reação aumentando a taxa de reação, como mostrado na linha 1 na 

Figura 4, porém esse aumento é seguido de uma queda devido a desnaturação da enzima, 

como mostrado na linha 2 na Figura 5. A temperatura ótima geralmente ocorre entre 40 e 

60 °C (AEHLE, 2007). 

 

Figura 5- Representação da temperatura ótima para a atividade da enzima. 

 

FONTE: Adaptado de Aehle, 2007. 

 

2.3.3 Parâmetros termodinâmicos 

 

Vários critérios podem ser estabelecidos para descrever um sistema em 

equilíbrio. A primeira e segunda lei da termodinâmica indicam que um sistema tende a 

caminhar para um estado de mínima energia e máxima entropia. Estas condições devem 

ser, portanto, satisfeitas para um sistema atingir o equilíbrio.  

Para a reação de isomerização de D-Galactose em D-Tagatose, pode-se 

considerar que alcançou-se o equilíbrio quando a produção de D-Tagatose não mostra 

alterações significativas na concentração ao longo do tempo para uma dada temperatura. 
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Considerando, a reação em uma única etapa, a constante de equilíbrio Keq, pode ser 

calculada através da equação:  

 

𝐾𝑒𝑞 =
[𝑇𝑎𝑔]𝑒𝑞

[𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐]𝑒𝑞
                (1) 

 

Onde: Keq é a constante de equilíbrio, [Tag]eq e [Galac]eq são as concentrações 

de D-Tagatose e D-Galactose, respectivamente, no equilíbrio.  

A constante de equilíbrio Keq pode ser calculada em várias temperaturas. A 

dependência de Keq em reação a temperatura pode ser expressa de acordo com a equação 

de van’t Hoff como: 

 

𝑙𝑛𝐾𝑒𝑞 = −
∆𝐻

𝑅𝑇
+

∆𝑆

𝑅
                 (2) 

 

Onde: ∆H é a variação de entalpia de van’t Hoff (J.mol-1), ∆S é a variação de 

entropia (J.mol-1.K-1), R é a constante dos gases (8,3145 J.mol-1.K-1). 

A variação da energia livre de Gibbs para uma reação ocorrendo em 

condições diferentes das condições padrões, pode ser determinada por: 

 

∆𝐺 = ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆                (3) 

 

Deve-se perceber que uma mistura reacional tem uma tendência espontânea 

a evoluir no sentido da diminuição da energia livre de Gibbs. O estado de equilíbrio 

corresponde a um valor mínimo para ∆G. A espontaneidade de um processo pode ser 

avaliada através da variação da energia livre que acompanha o processo. 
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3 METODOLOGIA 

 

Toda a parte experimental deste trabalho foi realizada nos laboratórios 

pertencentes ao GpBio – Grupo de pesquisa em processos biotecnológicos, localizados 

no Departamento de Engenharia Química da Universidade Federal do Ceará, Fortaleza-

CE. 

 

3.1  Produção da L-AI e obtenção do extrato enzimático 

 

3.1.1 Micro-organismo 

 

A cepa utilizada neste estudo foi produzida através do auxílio da engenharia 

genética, onde o gene produtor da enzima L-AI contido na cepa de Enterococcus faecium foi 

expresso em Escherichia coli, BL21. Os trabalhos de clonagem e expressão foram realizados 

em parceria com o Laboratório de Ecologia Microbiana e Biotecnologia-LemBiotech da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) e a Universidade Nacional do Litoral (UNL), em Santa 

Fé, Argentina. 

 

3.1.2 Preparo do Inóculo 

 

O meio de cultura Luria-Bertani, LB, (composição por litro: 10g triptona, 5g 

extrato de levedura e 5g NaCl) com pH ajustado para 7,0 foi utilizado para o crescimento 

celular. O mesmo foi esterilizado em autoclave à 121°C por 15 minutos. Em seguida, com o 

meio de cultura em temperatura ambiente, adicionou-se o antibiótico adequado para a seleção 

das bactérias transformadas, a ampicilina, com concentração final de 100μg/mL. As células 

cresceram em 10 mL LB+Ampicilina e mantidas sob agitação em agitador orbital (Tecnal – 

TE 422) a 37 °C e 200 rpm overnight (O/N) em frasco Erlenmeyer de 50 mL. 

 

3.1.3 Condições de cultivo 

 

Após o período de crescimento das células, 5 mL da cultura O/N foram 

transferidos e inoculados em frasco Erlenmeyer contendo 500 mL de meio de cultura 
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LB+Ampicilina.  Incubados a 37 °C, 200 rpm até atingir a DO600  entre 0,8 - 1,0. A indução 

foi realizada adicionando ao meio IPTG (Isopropil-1-thio-β-D-galactopiranosídeo) com 

concentração final de 0,5 mM. Após a adição do indutor, a incubação foi mantida a 20 °C, 

200 rpm por 16 h. 

Em seguida, as células foram centrifugadas a 7000g, 4 °C por 30 min. O pellet 

foi lavado com solução de NaCl 0,1M e em seguida centrifugadas novamente a 7000g, 4 °C 

por 30 min. O pellet foi armazenado em freezer a -80°C. 

 

3.1.4 Preparo do extrato enzimático 

 

Para realizar a lise celular, o pellet foi ressuspendido no tampão de ressuspensão, 

Tris-HCl 50 mM pH 8 suplementado com NaCl 150 mM. As células foram submetidas à 

sonicação em gelo utilizando ponteira ultrassônica com amplitude de 30%, pulsos de 03 

segundos on e 03 segundos off por um tempo de 04 minutos. Repetiu-se o processo 04 vezes. 

Após a lise celular, centrifugou-se o lisado por 15000 g, 4 °C por 30 min. Filtrou-se o 

sobrenadante em membrana 0,45 μm e o mesmo foi armazenado em geladeira.  

 A Figura 6 a seguir mostra a representação do processo de produção da enzima 

L-AI e obtenção do extrato enzimático.  
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Figura 6 - Fluxograma do processo de produção do extrato enzimático. 

 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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3.2  Caracterização do extrato enzimático 

 

3.2.1 Quantificação de proteínas 

 

A concentração de proteína presente no extrato enzimático foi determinada 

pelo método colorimétrico de Bradford, usando albumina de soro bovino (BSA) como 

padrão (BRADFORD, 1976).  

 

3.2.2 Análise de massa molar  

 

As eletroforeses se realizaram em géis de acrilamida (SDS-PAGE) em 

condições de desnaturação na presença de SDS de acordo com o método de Schagger e 

Jagow (1987), que utiliza tricina como íon carreador para separar proteínas muito 

pequenas. As proteínas foram visualizadas por coloração com Coomassie Blue G-250 

(SCHÄGGER; VON JAGOW, 1987). As amostras foram preparadas por 

desnaturalização com 1% de SDS, 2,5% de mercaptoetanol, a 100 ºC durante 10 minutos.  

 

3.2.3 Atividade do extrato enzimático 

 

A determinação da atividade enzimática da L-AI seguiu a metodologia de 

(HUNG et al., 2014). Utilizou-se como substrato uma solução de D-Galactose 500 nM 

em tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,6 suplementado com MnCl2 0,01M. As 

amostras contendo 0,4 mL de substrato e 0,1 mL de extrato enzimático foram incubadas 

a 50 ºC por 1h. A quantidade de D-Tagatose foi avaliada mediante o ensaio colorimétrico 

pelo método ácido sulfúrico cysteína-carbazol (DISCHE; BORENFREUND, 1951). A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro a 560 nm. A curva de calibração utilizada 

encontra-se no Apêndice A.1. Uma unidade (U) de atividade da L-AI foi definida como 

a quantidade de enzima necessária para produzir 1 μmol de D-Tagatose em 01 minuto nas 

condições de ensaio.  

A atividade enzimática da enzima pode ser escrita conforme a Equação 4: 
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𝐴𝐸(𝑈
𝑚𝐿⁄ ) =

[𝑇𝐴𝐺](𝑚𝑀)∗𝑉𝑟(𝑚𝐿)

𝑉𝑒(𝑚𝐿)∗𝑡(min)
         (4) 

 

Onde AE é a atividade enzimática (U. mL-1) para a enzima livre, [TAG] é a 

concentração de D-Tagatose (mM), obtida através da curva calibração de D-Tagatose, Vr 

é o volume de reação (mL), Ve é volume de enzima (mL) e t é o tempo de reação (min). 

 

3.2.4 Concentração do extrato enzimático 

 

O extrato enzimático obtido como descrito no item 4.1.4 deste trabalho foi 

concentrado utilizando tubo de filtração com membrana de celulose com corte no peso 

molecular de 30 kDa (sistema de concentração Amicon® Pro da Merck Millipore, Figura 

7). A centrifugação foi utilizada como força motriz para a filtração. O extrato enzimático 

foi centrifugado a 7000 g, 4 °C por 30 min.  

Para avaliar se houve a concentração do extrato enzimático foram feitos a 

quantificação de proteínas, análise de massa molar e cálculo da atividade enzimática para 

amostras do extrato enzimático antes da filtração, filtrado e do concentrado. 

 

Figura 7 – Sistema de concentração Amicon®Pro Merck Millipore. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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3.3  Estudo da reação de conversão de D-Galactose em D-Tagatose 

 

A reação enzimática foi realizada em batelada utilizando como substrato uma 

solução de D-Galactose 500 mM em tampão acetato de sódio suplementado com MnCl2 

0,01 M. A relação entre quantidade de substrato e atividade enzimática foi mantida 

constante em cada ensaio realizado, ou seja, a quantidade de extrato enzimático utilizado 

foi constante. A reação de isomerização da D-Galactose em D-Tagatose ocorreu em 

temperatura constante por um período de 72 horas, na qual foram retiradas amostras em 

intervalos de tempo pré-determinados para avaliar a conversão à medida que a reação ia 

ocorrendo. Todos os ensaios foram realizados em duplicada. 

 

3.3.1 Ensaios preliminares: efeito da temperatura na reação 

 

Tendo em vista analisar o comportamento da reação enzimática frente à 

diferentes temperaturas e determinar o intervalo que favorece a reação, ensaios 

preliminares foram realizados. Os ensaios ocorreram como descritos no item 3.4. deste 

trabalho nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C. A concentração de D-Tagatose produzida 

foi determinada através de cromatografia líquida de alta eficiência, HPLC (high 

performance liquid chromatography), utilizando cromatógrafo equipado com detector de 

índice de refração e com a coluna Rezex™ RCM –Monossacarídeos Ca2+ (8%).  Água 

ultrapura foi utilizada como fase móvel a uma vazão de 0,5 mL.min-1, 85 °C e volume de 

injeção de 20 µL. 

 

3.3.2 Planejamento Experimental 

 

Após a realização dos ensaios preliminares, com a finalidade de otimizar a 

produção de D-Tagatose por processos biológicos, realizou-se um planejamento 

experimental para analisar e encontrar as melhores condições de pH, temperatura e 

concentração inicial de substrato que promovem a maior conversão de D-Galactose em 

D-Tagatose.  
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O planejamento experimental escolhido foi do tipo 2³ com 3 repetições no 

ponto central. A Tabela 2 abaixo mostra o planejamento experimental com os níveis 

naturais e as condições nas quais os experimentos foram realizados. 

 

Tabela 2 – Planejamento Experimental com os fatores e níveis naturais. 

 

 

Experimento 

 

 

Tratamento 

Efeito Fatorial 

Temperatura (°C) 
Concentração de 

Galactose (mM) 
pH 

1 0 25 164 4 

2 Temp 55 164 4 

3 Conc 25 655 4 

4 Temp*Conc 55 655 4 

5 pH 25 164 5,6 

6 Temp*pH 55 164 5,6 

7 Conc*pH 25 655 5,6 

8 Temp*Conc*pH 55 655 5,6 

9 Pto central 40 410 4,8 

10 Pto central 40 410 4,8 

11 Pto central 40 410 4,8 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

A quantidade de D-Tagatose produzida foi avaliada mediante o ensaio 

colorimétrico pelo método ácido sulfúrico cysteína-carbazol (DISCHE; 

BORENFREUND, 1951). A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 560 nm. Após 

quantificada a D-Tagatose, pode-se então determinar o rendimento da reação de 

isomerização da D-Galactose em D-Tagatose. A Figura 9 a seguir mostra o fluxograma 

do processo de obtenção da D-Galactose. 
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Figura 8 – Fluxograma representativo do processo de produção da D-Tagatose a partir da 

reação de isomerização da D-Galactose por rota enzimática. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

O rendimento da reação de isomerização de D-Galactose em D-Tagatose foi 

determinado através da razão entre a quantidade de produto obtido e a quantidade que 

teoricamente seria obtida (conversão reacional de 100%). O rendimento pode ser obtido 

como descrito na Equação 5 abaixo: 

 

𝑟𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =
[𝑇𝑎𝑔]

[𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐]𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
∗ 100              (5) 
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Onde:  [Tag] é a concentração de D-Tagatose produzida (mM) e [Galac]inicial 

é a concentração inicial de D-Galactose (mM) utilizada como substrato. 

Após determinadas as condições ótimas nas quais ocorre o maior rendimento 

da reação de isomerização, realizou-se alguns testes em condições alternativas com o 

objetivo de aumentar a produção de D-Tagatose. Os testes realizados são descritos a 

seguir. 

 

3.4 Curva de solubilidade da D-Galactose 

 

A curva de solubilidade da D-Galactose foi determinada com o intuito de 

investigar a concentração máxima de D-Galactose que pode ser obtida a partir do soro de 

leite. O procedimento para a obtenção dos pontos da curva de solubilidade consistiu na 

adição de uma pequena quantidade de massa de soluto a um reator de vidro encamisado, 

provido de agitador tipo hélice, contendo uma solução de soro de leite na concentração 

de 5 g.L-1. Ao adicionar a massa, a temperatura do sistema foi mantida constante e deixou 

a mistura em agitação por um tempo de 20 minutos ou até total dissolução dos cristais de 

soluto na solução. Repetiu-se o processo de adição de soluto na solução até alcançar o 

ponto de saturação para aquela determinada temperatura.  

Uma vez atingida a saturação, aumentava-se a temperatura e repetia-se o 

procedimento até a solução ficar novamente saturada. A curva de solubilidade foi avaliada 

no intervalo de temperatura de 5 a 75 °C, variando de 10 em 10 °C.  

A quantidade de massa adicionada para cada temperatura foi anotada. Todos 

os ensaios foram realizados em duplicata. A partir destes dados, os pontos das curvas 

experimentais foram plotados e a curva foi traçada.  

A Figura 8 a seguir mostra o sistema utilizado para a realização do estudo da 

solubilidade. 
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Figura 9 –Sistema utilizado para a realização dos ensaios de solubilidade. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

3.5  Efeito do ultrassom 

 

A cavitação gerada pelo ultrassom é um fenômeno físico baseado no processo 

de criar, aumentar e implodir cavidades de vapor e gases, promovendo assim, a ativação 

de reações químicas (SANTOS, 2009). Neste contexto, o uso do ultrassom foi 

incorporado com intuito de avaliar o efeito do mesmo no equilíbrio da reação de 

isomerização de D-Galactose em D-Tagatose. 

A reação enzimática foi realizada em batelada em banho ultrassônico (Figura 

10). Uma solução de D-Galactose em tampão acetato de sódio 50 mM suplementado com 

MnCl2 0,01 M foi utilizada como substrato e a reação de isomerização da D-Galactose 

em D-Tagatose ocorreu em temperatura constante (55°C) por um período de 6 horas. 

Foram retiradas amostras em intervalos de tempo pré-determinados. As condições de pH, 

temperatura e concentração inicial de substrato utilizadas foram obtidas através do 

planejamento experimental como descrito no item 3.4.2 deste trabalho. 

 



39 

 

 

Figura 10 – Banho ultrassônico.  

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

3.6  Efeito da concentração do extrato enzimático 

 

Com o propósito de verificar se a concentração da enzima influência na 

produção de D-Tagatose, realizou-se um novo teste de conversão. A reação enzimática 

foi realizada em batelada em banho termostático utilizando como substrato uma solução 

de D-Galactose em tampão acetato de sódio 50 mM suplementado com MnCl2 0,01 M 

nas condições de pH, temperatura e concentração inicial de substrato obtidas no 

planejamento experimental como descrito no item 3.5.2 deste trabalho. A reação foi 

mantida em temperatura constante (55°C) por um período de 24 horas, no qual foram 

retiradas amostras em intervalos de tempo pré-determinados. 

 

3.7  Reuso do extrato enzimático 

 

Alguns ensaios foram feitos com o propósito de avaliar a reutilização do 

extrato enzimático. A reação enzimática foi realizada em batelada em banho termostático 

utilizando como substrato uma solução de D-Galactose em tampão acetato de sódio 50 

mM suplementado com MnCl2 0,01 M. As condições de pH, temperatura e concentração 

inicial de substrato utilizados na reação enzimática foram obtidas através do planejamento 
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experimental como descrito no item 3.5.2. deste trabalho. A reação foi mantida em 

temperatura constante de 55°C por um período de 24 horas. Ao fim da reação uma 

amostra foi retirada para determinação da quantidade de D-Tagatose produzida.  

A enzima foi capturada através de filtração com membrana de celulose com 

corte no peso molecular de 30 kDa. 

 Iniciou-se uma nova reação enzimática utilizando como extrato enzimático a 

enzima capturada na filtração. A nova reação também foi mantida em temperatura 

constante de 55°C por um período de 24 horas. Ao fim da reação uma amostra foi retirada 

e em seguida determinou-se a quantidade de D-Tagatose produzida através do método 

colorimétrico. 

 

3.8  Efeito do tampão borato 

 

Borato [B(OH)4
-] tem sido usado visando aumentar o rendimento das reações 

enzimáticas de isomerização para a produção de cetoses (KIM et al., 2008; KIM; KIM; 

OH, 2013; LIM; KIM; OH, 2007; ZHANG; JEYA; LEE, 2010). Além disso, borato 

mostrou formar um complexo mais forte com a D-Tagatose do que com a D-Galactose 

(SALONEN et al., 2013).  

Com a finalidade de analisar o efeito do tampão borato na produção de D-

Tagatose, realizou-se a reação na presença de tampão borato. A solução de D-Galactose 

164 mM utilizada na reação foi feita em tampão borato 595 mM, pH 7,95 e suplementada 

com MgCl2 5mM. A reação de isomerização da D-Galactose em D-Tagatose ocorreu em 

temperatura constante de 55 °C por um período de 72 horas, na qual foram retiradas 

amostras em intervalos de tempo pré-determinados. A concentração de D-Tagatose 

produzida foi determinada através do método colorimétrico. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

4.1  Curva de solubilidade da D-Galactose 

 

Não foi possível encontrar dados na literatura sobre a solubilidade da D-

Galactose em soro de leite e para a solubilidade em água só foi possível obter dados para 

um pequeno intervalo de temperatura. Então, com a finalidade de comparar os dados 

experimentais obtidos e validar o método utilizado realizou-se a curva de solubilidade da 

lactose em água, uma vez que é possível encontrar vários estudos sobre a solubilidade da 

lactose. A Figura 11 a seguir mostra a comparação dos dados obtidos neste trabalho com 

os resultados descritos por Brito (2007). 

 

Figura 11 – Curva de solubilidade da lactose comparando os dados experimentais (■) com 

os dados obtidos por Brito (2007) (●). 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

 Pode-se perceber, a partir da análise da Figura 11, que os dados obtidos 

neste trabalho se assemelham aos resultados descritos por Brito (2007), o que nos permite 

concluir que o método utilizado para obtenção das curvas de solubilidades é eficaz e 

consegue descrever o comportamento da solubilidade, quando comparado com dados já 
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reportados na literatura. Dessa forma, realizou-se os experimentos para construção da 

curva de solubilidade da D-Galactose em soro de leite. 

 

A D-Galactose, utilizada como substrato para a reação enzimática da 

produção de D-Tagatose, pode ser obtida através da hidrólise da lactose presente no soro 

de queijo. O soro de leite possui em sua composição uma concentração de lactose entre 

44 e 56 g. L-1. 

Com o intuito de definir os limites de concentração que seriam utilizando no 

planejamento experimental, optou-se por partir do soro leite com alta concentração de 

lactose (56 g. L-1).  Então, considerando uma hidrólise total da lactose, na qual toda a 

lactose é convertida em uma mistura equimolar de glicose e galactose, temos que para o 

soro de leite com concentração de lactose de 56 g.L-1 é possível obter uma concentração 

de D-Galactose de 29,55 g.L-1, cerca de 164 mM, em termos de molaridade. Esse valor 

foi então estabelecido como o limite inferior do planejamento experimental. Para o limite 

superior, definiu-se uma concentração quatro vezes maior, ou seja, 117,82 g.L-1 de D-

Galactose ou 655 mM em termos de molaridade. Esse valor foi definido tendo como 

finalidade analisar se altos valores de concentração de D-Galactose conseguiriam 

alcançar maiores conversões, uma vez que estudos anteriores do grupo utilizando uma 

concentração de D-Galactose de 500 mM alcançaram resultados significantes.  

Para verificar se os limites definidos anteriormente poderiam ser obtidos a 

partir de uma concentração do soro de leite, construiu-se a curva de solubilidade da D-

Galactose em soro de leite.  

A Figura 12 a seguir apresenta o comportamento da solubilidade da D-

Galactose em soro de leite e na Tabela 3 encontra-se a análise estatística da curva.  
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Figura 12- Curva de solubilidade da D-Galactose em soro de leite. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Tabela 3 – Dados estatísticos da curva de solubilidade da D-Galactose em soro de leite. 

Fontes de 

Variação 

Grau de 

Liberdade 

Soma dos 

Quadrados 

(SQ) 

Quadrado da 

Média (QM) 
Fcalculado Valor-P 

Modelo 2 84811,05 42405,52 600,96 1,10E-5 

Erro Puro 4 282,25 70,56   

Total 6 85093,30    

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Observando os dados obtidos na Tabela 3 e na Figura 12 anteriormente 

apresentados, percebe-se que o gráfico é representativo, visto que o coeficiente de 

determinação, R², é bem próximo a 1. Sabe-se que quanto mais próximo de 1 for o 

coeficiente de determinação, tanto maior será a validade da regressão (RODRIGUES; 

IEMMA, 2014). A capacidade de solubilidade química de uma substância submetida à 

alteração de temperatura não é linear, por isso a escolha de um ajuste polinomial 

(MAGALHÃES, 2017). Além disso, como o valor do F é muito maior do que 1 e o valor-
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P é menor do que o nível de confiança  de 5%, pode-se afirmar que há diferença 

significativa entre as amostras. 

Pode-se ainda perceber a significância do ajuste obtido, uma vez que o valor 

do Fcalculado é muito maior do que o Ftabelado (6,944). 

Pode-se também representar a solubilidade através dos gráficos da fração 

molar e coeficiente de atividade da D-Galactose. Os dados utilizados para a construção 

das curvas, encontram-se no APÊNDICE A.2. A Figura 13 a seguir, mostra esses perfis. 

 

Figura 13 – (A) fração molar e (B) coeficiente de atividade de D-Galactose em soro de 

leite em função da temperatura. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

 Percebe-se que a fração molar de D-Galactose na mistura aumenta com o 

aumento da temperatura, o que indica que a solubilidade é favorecida. Além disso, a 

Figura 13 mostra que a curva para o coeficiente de atividade da D-Galactose na mistura 

segue um comportamento esperado. O coeficiente de atividade indica quanto o sistema 

se afasta da idealidade. No começo tem-se um alto valor do coeficiente de atividade visto 

que nesta conformação, normalmente a não idealidade do soluto é máxima, já que uma 

molécula do soluto está completamente envolvida pelas moléculas do solvente. Esse 

desvio da idealidade diminui ao passo que a quantidade de soluto aumenta na mistura. 
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4.2  Caracterização do extrato enzimático 

 

Com o objetivo de analisar o extrato enzimático obtido com a produção da L-

AI, determinou-se os parâmetros: atividade e atividade específica, quantidade de proteína 

e massa molecular. A Tabela 4 e a Figura 14 a seguir mostram os resultados obtidos. 

 

Tabela 4 – Atividade, atividade específica e concentração de proteínas do extrato 

enzimático produzido neste trabalho e  anteriormente por membros do grupo GpBio. 

Atividade  

(U.mL-1) 

Atividade Específica 

(U.mg-1 de proteína) 
Autor 

1,43 ± 0,06 1,70 ± 0,74 PRÓPRIA AUTORA 

- 0,75 MANZO et al., 2019 

3,01 0,097 SOUSA, 2015 

1,03 - FELIX, 2018 

2,63 0,035 FELIX, 2018 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

O extrato enzimático produzido possui uma alta atividade específica e 

atividade enzimática dentro do esperado quando comparado com resultados obtidos 

anteriormente por pesquisadores do grupo.  
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Figura 14 – Perfil eletroforético do extrato enzimático (A) produzido por Sousa (2015). 

1- Padrões de peso molecular e 8, 9, 10- Extrato transformado pela cepa E.coli BL21 

(DE3) com o plasmídeo PET 29a(+) P 209 induzidas por IPTG; (B) produzido neste 

trabalho. 1 – Marcador de baixo peso molecular e 2 - Amostra do extrato enzimático 

produzido; (C) produzido por Manzo et al. (2019). 1 – Extrato bruto e 8 – Marcador 

padrão de peso molecular. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

O extrato enzimático produzido possui características semelhantes às 

descritas por Manzo et al. (2019) e Sousa (2015), com bandas principais, sendo a mais 

significativa no peso molecular próximo a 55 KDa o que pode ser visto na Figura 14 acima. 

O perfil eletroforético, Figura 14, comprova que ocorreu a produção da enzima L-arabinose 

isomerase e que a mesma se encontra presente no extrato enzimático obtido. 

 

4.2.1 Concentração do extrato enzimático 

 

Com o objetivo de analisar se houve a concentração do extrato enzimático 

após a filtração, determinou-se os parâmetros: atividade e atividade específica, 

quantidade de proteína e massa molecular das amostras do extrato enzimático bruto, 

filtrado e concentrado. A Tabela 5 e a Figura 15 a seguir mostram os resultados obtidos. 
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Tabela 5- Atividade enzimática, atividade específica e concentração de proteínas do 

extrato bruto, concentrado e filtrado. 

Amostra 
Atividade 

(U.mL-1) 

Concentração de 

proteínas (mg.mL-1) 

Atividade Específica 

(U.mg-1 de proteína) 

Extrato 

Bruto 
1,27 ± 0,04 0,82 ± 0,14 1,55 ± 0,90 

Concentrado 2,40 ± 0,94 2,03 ± 0,47 1,18 ± 2,02 

Filtrado 0 ± 0,14 0 ± 0,05 6,25 ± 0,72 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Nota-se que houve uma concentração do extrato enzimático, visto que a 

concentração de proteínas presentes no extrato triplicou após a filtração (Tabela 6). Essa 

concentração na quantidade de proteínas pode ser comprovada através dos perfis 

eletroforéticos das amostras do extrato enzimático antes e após filtração apresentado na 

Figura 15 a seguir.  

 

Figura 15 – Perfil eletroforético. 1- Marcador; 2 – Extrato enzimático filtrado;  3 – Extrato 

enzimático bruto e 4 – Extrato enzimático concentrado. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 



48 

 

 

 

Pode-se observar que as bandas estão mais intensas no poço 4, quando 

comparadas com o poço 3, o que caracteriza a concentração das proteínas presentes no 

extrato enzimático. Já no poço 2, nota-se a praticamente ausência de proteínas nas bandas, 

o que significa que o filtrado é composto basicamente por solução aquosa. Além disso, 

percebe-se que essa concentração favoreceu a atividade enzimática, uma vez que a mesma 

praticamente dobrou de valor (Tabela 6). 

 

4.3  Reação de conversão de D-Galactose em D-Tagatose 

 

4.3.1 Estudos preliminares: efeito da temperatura na reação enzimática 

 

Com o intuito de verificar a influência da temperatura na reação de 

isomerização de D-Galactose em D-Tagatose, realizou-se ensaios variando a temperatura 

na qual a reação era mantida. O perfil de produção de D-Tagatose para cada ensaio pode 

ser visto na Figura 16 a seguir. O rendimento e a atividade de isomerização para os ensaios 

preliminares são apresentados na Figura 17. 
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Figura 16 – Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional para 

as reações ocorrendo a 40 °C (■), 50 °C(●) e 60 °C(▼). Reação ocorrendo com 

concentração de substrato 500 mM e pH 5,6. 

 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Figura 17 - (A) Rendimento obtido para as reações ocorrendo a 40 °C (■), 50 °C(●) e 60 

°C(▲) e (B) atividade de isomerização para as reações a 40, 50 e 60°C. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Nota-se que para a reação mantida a 60 °C, a enzima desnatura devido 

alterações sofrida em sua estrutura dimensional ocorridas com o aumento da temperatura, 
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fazendo com que a enzima perca sua atividade catalítica e assim, proporcionando uma 

baixa conversão de D-Galactose em D-Tagatose (Figura 16). Ainda analisando a Figura 

16, pode-se perceber que o aumento da temperatura favorece a reação, tendo uma 

temperatura ótima, na qual a produção de D-Tagatose atinge o seu máximo, porém após 

esse ponto, o aumento da temperatura leva a uma desnaturação da enzima, diminuindo a 

formação de produtos. Portanto, existe um intervalo de temperatura no qual obtêm-se uma 

melhor atividade catalítica da enzima. 

A perda da atividade enzimática para a reação mantida a 60 °C pode ser 

confirmada através da baixa atividade de isomerização, obtendo também um baixo 

rendimento, como pode ser visto nas Figuras 17 (A) e (B). 

Além disso, a Figura 17 (A) indica que o equilíbrio é alcançado após o período 

de 35 horas de reação. Então, visando promover uma perturbação do equilíbrio, realizou-

se experimento com a reação sendo alimentada com substrato no tempo o qual o equilíbrio 

é atingido.  

A reação enzimática foi realizada em batelada em banho termostático 

utilizando como substrato uma solução de D-Galactose 250 mM. A reação foi mantida 

em temperatura constante de 55 °C por um intervalo de tempo de 72 horas, na qual foram 

retiradas amostras em intervalos de tempo pré-determinados. Após 35 horas de reação, 

adicionou-se à reação quantidade de massa de substrato D-Galactose equivalente a 

concentração de 250 mM, obtendo uma concentração final de D-Galactose 

aproximadamente 500 mM, sem levar em consideração a quantidade reagida. Para 

comparar os resultados obtidos com a reação ocorrendo em batelada alimentada, realizou-

se a reação utilizando D-Galactose com concentração inicial de 250mM e 500mM. A 

Figura 18 a seguir representa o perfil de produção de D-Tagatose para as reações. 
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Figura 18 - Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional para 

as reações ocorrendo com substrato D-Galatose 500 mM (■), D-Galatose 250 mM (●) e 

D-Galatose 250 mM sendo alimentada após 35 horas de reação com D-Galatose 250 mM 

(▲). Reação a 55°C, concentração de substrato 164 mM e pH 5,6. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Analisando a Figura 18, percebe-se que a adição de substrato no decorrer da 

reação não favorece a conversão de D-Galactose em D-Tagatose, uma vez que a reação 

com concentração inicial de substrato de 500 mM obtém uma concentração de D-

Tagatose praticamente duas vezes maior do que a reação ocorrendo com a alimentação 

de substrato. Um possível motivo seria a falta de agitação no meio reacional, dificultando 

a transferência de massa. 

Com as informações obtidas nas figuras anteriores, se faz necessário um 

estudo das condições reacionais para identificar o ponto no qual tem-se a maior produção 

de D-Tagatose. Por isso, realizou-se um planejamento experimental onde variou-se os 

parâmetros temperatura, pH e concentração de substrato e seus efeitos sobre a reação 

foram analisados. 

 

4.3.2 Planejamento Experimental 

 

O intervalo de concentração de substrato utilizado no planejamento 

experimental foi obtido a partir de uma possível concentração do soro e verificados na 
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curva de solubilidade da D-Galactose em soro de leite. O intervalo de temperatura foi 

obtido através dos ensaios preliminares, já a faixa de pH utilizada no planejamento 

experimental foi baseada em estudos de Manzo et al. (2019). 

O planejamento experimental com os seus fatores, níveis e as respostas 

encontradas para cada ensaio é descrita na Tabela 6 a seguir. Os experimentos foram 

realizados em duplicata, com exceção do ponto central que foi realizado em triplicata, 

sendo um total de 19 experimentos realizados. 

 

Tabela 6 – Planejamento Experimental com efeitos e seus níveis naturais, resposta e 

rendimento obtido para cada experimento. 

Exp Tratamento 

Efeito Fatorial Resposta  

Temp 

(°C) 

Conc. 

Galactose 

(mM) 

pH 

Conc. 

Tagatose 

(mM) 

Rendimento 

(%) 

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 o aumento da concentração de substrato favorece a 

produção de D-Tagatose, porém o mesmo não acontece com o rendimento. Isso se dá 

porque o rendimento é definido como razão entre a quantidade de produto obtido e a 

quantidade que teoricamente seria obtida e o aumento da concentração de D-Galactose 

aumenta a quantidade teórica de D-Tagatose produzida, porém não altera 

significativamente a quantidade de fato obtida. 
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Além disso, é possível perceber que existe um aumento significativo na 

concentração de D-Tagatose obtida quando ocorre um aumento no pH. Esse 

comportamento é observado quando comparados os experimentos 1 e 5, 2 e 6, 3 e 7, 4 e 

8 da Tabela 7. O aumento da temperatura também favorece a produção de D-Tagatose 

(experimentos 1 e 2; 3 e 4; 5 e 6; 7 e 8 da Tabela 7). As Figuras 19 (A); (B); (C) e (D) a 

seguir mostram claramente esse comportamento.  

 

Figura 19 – Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional para: 

(A) reação a 55 °C, concentração de substrato de 164 mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●); (B) 

reação a 55 °C, concentração de substrato de 655 mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●); (C) reação 

a 55 °C, concentração de substrato de 164 mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●); (D) reação a 55 

°C, concentração de substrato de 655 mM, pH 5,6 (■) e pH 4,0 (●). 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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É notório o aumento da produção de D-Tagatose tanto com o aumento do pH 

da reação quanto com o aumento da temperatura (Figura 19). Isso ocorre provavelmente 

porque a temperatura ambiente a energia cinética das moléculas da enzima é menor do 

que em temperaturas mais elevadas, diminuindo a agitação e possibilidade de choques 

entre si que favorecem a reação. Uma baixa conversão da reação em pH 4,0 já era 

esperada com base nos estudos e resultados obtidos por Manzo et al. 2019.  

A partir dos dados apresentados na Tabela 7 e com auxílio do software 

Minitab® 18 pode-se avaliar estatisticamente os resultados obtidos. A Figura 20, mostra 

o gráfico de Pareto para os fatores utilizados no planejamento experimental.  

 

Figura 20 – Gráfico de Pareto para os efeitos lineares e quadráticos do modelo obtido 

para o planejamento experimental. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

A partir da análise do gráfico de Pareto (Figura 20) percebe-se que todos os 

fatores escolhidos influenciam na reação, uma vez que todos os efeitos cruzam a linha de 

referência (1,78). Estes fatores são estatisticamente significativos ao nível 0,05 com os 

termos do modelo atual, sendo pH e temperatura os parâmetros que mais afetam, 

comprovando o resultado visto na Tabela 7. Essa influência já era prevista, uma vez que 

as enzimas são bastante sensíveis a mudanças de pH e temperatura. 
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A Equação 3 a seguir, representa a equação de regressão obtida no software 

Minitab® 18 a partir das respostas do planejamento experimental. 

 

[𝑇𝑎𝑔𝑎𝑡𝑜𝑠𝑒] = 95,0 −  5,025 𝑇𝑒𝑚𝑝 −  15,83 𝑝𝐻 −  0,0718[𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒]   +

0,02321𝑇𝑒𝑚𝑝2 + 0,7961𝑇𝑒𝑚𝑝 ∗ 𝑝𝐻 + 0,01805𝑝𝐻 ∗ [𝐺𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒]          (3) 

 

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

da reação; Temp é a temperatura (°C) na qual a reação ocorre; pH é o pH no qual a reação 

é mantida e [Galactose] é a concentração de D-Galactose (mM) utilizada como substrato 

na reação enzimática. 

As Tabelas 7 e 8 mostram  os valores de Fcalculado e Ftabelado para os efeitos 

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

Os dados da análise de variância (ANOVA) para os dados obtidos com o planejamento 

experimental estão apresentados no APÊNDICE A. 2. 

 

Tabela 7 – Valores de Fcalculado e Ftabelado para os efeitos utilizados no planejamento 

experimental 

 
GL Valor Fcalculado Valor Ftabelado Valor-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 41,85 18,513 0,003 

Quadrado 1 22,85 18,513 0,009 

Temperatura*Temperatura 1 22,85 18,513 0,009 

Interação 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. 
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Percebe-se que todos os efeitos são significantes para um nível de confiança 

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 Fcalculado foram maiores do 

que Ftabelado. Essa significância pode ser confirmada através do coeficiente de 

determinação, R², do modelo obtido, que comprova que a equação obtida (Equação 2) 

consegue descrever bem os dados e também pode ser representativa para novos ensaios 

devido ao valor do R² (pred) ser próximo 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 determinação do modelo obtido. 

 

Tabela 8 – Coeficiente de determinação (R²), ajustado (aj) e predito (pred) e valor S para 

o modelo obtido.  

S R² R²(aj) R²(pred) 

1,61326 99,77% 99,43% 97,18% 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Com o objetivo de verificar como a variável resposta, concentração de D-

Tagatose produzida, se relaciona com as variáveis manipuladas, pH e Temperatura, 

construiu-se o gráfico de contorno, representado na Figura 21. 
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Figura 21 – Gráfico de contorno para a resposta obtida do planejamento experimental. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Analisando o gráfico de contorno (Figura 21) verifica-se que o aumento de 

pH e temperatura favorecem a produção de D-Tagatose, sendo o ponto extremo do 

planejamento experimental a condição mais favorável para a reação enzimática. Como os 

ensaios preliminares de temperatura mostraram que ocorre uma perda significativa da 

atividade catalítica da enzima a 60 °C, admitiu-se como ponto ótimo de operação a 

temperatura de 55 °C. 

 Com o intuito de verificar se um valor de pH acima de 5,6 favorece a reação, 

realizou-se um ensaio com a reação em pH 7,0. A reação foi mantida na temperatura de 

25 °C durante 72 horas. A Figura 22 a seguir mostra o perfil de produção de D-Tagatose 

para a reação em pH 5,6 e 7,0. 
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Figura 22 – (A) Concentração de D-Tagatose produzida e rendimento obtido em função 

do tempo reacional para as reações em pH 7,0 (■) e em pH 5,6(●) e (B) atividade de 

isomerização para as reações em pH 5,6 e pH 7,0. Reação a 55°C, concentração de 

substrato 164 mM. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Como houve uma menor produção de D-Tagatose para reação em pH 7,0, 

admitiu-se como ponto ótimo o pH 5,6. Pode-se perceber, com auxílio da Figura 22, que 

na reação ocorrendo em pH 7,0 tem-se uma menor atividade de isomerização ocasionando 

uma menor produção de D-Tagatose e consequentemente um menor rendimento da 

reação. Logo, assumiu-se temperatura de 55 °C, pH 5,6 e concentração de D-Galactose 

de 164 mM como as condições ótimas. Todos os ensaios a seguir foram realizados nesta 

condição.  

 

4.4 Efeito do Ultrassom 

 

Com o intuito de investigar se o ultrassom afetaria o equilíbrio da reação, 

realizou-se ensaios em banho ultrassônico e banho termostático. As reações ocorreram 

nas mesmas condições de temperatura, pH e concentração de substrato. A Figura 23 

apresenta o perfil de produção de D-Tagatose para as reações com substrato em tampão 

acetato de sódio e em tampão borato. 
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Figura 23 – Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional para 

reação ocorrendo em banho termostático(■) e em banho ultrassônico(●). Reação a 55°C, 

concentração de substrato 164 mM e pH 5,6. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Com a análise da Figura 23 é possível visualizar que o banho ultrassônico 

amplia o efeito da temperatura, visto que a enzima sofre desnaturação a 55°C, o que não 

ocorre para o banho termostático sem ultrassom. Esse efeito pode ser explicado porque 

ultrassom é um fenômeno físico baseado no processo de criar, aumentar e implodir 

cavidades de vapor e gases, denominado cavitação, e essa implosão libera grande 

quantidade de calor e pressão num curto período de tempo e em pontos localizados do 

líquido (SANTOS, 2009; MARTINES; DAVOLOS; JAFELICCI, 2000). 

 

4.5  Efeito da concentração do extrato enzimático 

 

Para verificar se o aumento de atividade enzimática obtido com a 

concentração do extrato iria afetar a produção de D-Tagatose, realizou-se uma nova 

reação enzimática utilizando o extrato concentrado. A reação ocorreu durante um período 

de 24 horas e nas condições descritas no item 4.4 deste trabalho. A Figura 24 a seguir 

mostra o comportamento da produção de D-Tagatose para a reação com o extrato 

concentrado e com o extrato bruto ao longo do tempo de reação e o rendimento obtido. 
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Figura 24 – (A) Rendimento obtido ao longo do tempo reacional para a reação com extrato 

concentrado (2,40 U.mL-1) (■) e para a reação com extrato bruto (1,27 U.mL-1) (●). (B) 

Concentração de D-Tagatose produzida ao longo do tempo reacional para a reação com 

extrato concentrado (■) e para a reação com extrato bruto (●). Reação a 55°C, 

concentração de substrato 164 mM e pH 5,6. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Analisando a Figura 24 percebe-se que o perfil de produção D-Tagatose é 

semelhante para ambos os casos, porém ocorre uma maior produção com a concentração 

do extrato enzimático. Ao final da reação, obtêm-se um rendimento de 14,90% com o uso 

do extrato bruto, enquanto que para a reação com o extrato concentrado, o rendimento 

aumentou mais do que o dobro, chegando a 33,42%. Além disso, pode-se notar que a 

concentração do extrato enzimático altera apenas a velocidade da reação, o que é 

comprovado na Figura 25 a seguir, mas não influencia no equilíbrio da reação, uma vez 

que o perfil de produção é semelhante para ambas as situações.   
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Figura 25 – Atividade de isomerização para reação com extrato bruto (1,27 U.mL-1) e 

extrato concentrado (2,40 U.mL-1). Reação a 55°C, concentração de substrato 164 mM e 

pH 5,6. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

  

Pode-se observar que a reação com o extrato concentrado possui uma 

velocidade inicial maior do que a reação com o extrato bruto, o que já era esperado tendo 

em vista que o extrato concentrado possui uma maior atividade enzimática, favorecendo 

assim a conversão de D-Galactose em D-Tagatose. 

 

4.6  Reuso do extrato enzimático 

 

A enzima L-Arabinose isomerase é uma enzima multimérica, sensível a 

mudanças no meio, uma vez que qualquer alteração na estrutura das suas subunidades 

afeta a capacidade catalítica dessa enzima. Com isso, torna-se difícil a imobilização da 

mesma. Portanto, torna-se interessante o uso de reator de membrana para a separação da 

enzima do meio reacional e assim um possível reuso da mesma. 

Diante do exposto, com o objetivo de tentar reutilizar o extrato enzimático, 

realizou-se experimento no qual ocorreu a filtração da reação enzimática em filtro de 

membrana com tamanho de corte (30 kDa), uma vez que as moléculas de D-Galactose e 

D-Tagatose são menores do que o tamanho do poro e a molécula da L-AI é maior, pode-

se ocorrer a separação e assim reutilizar a enzima. A Tabela 9 a seguir mostra a quantidade 
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de D-Tagatose produzidas com e sem reuso do extrato enzimático após 24 horas de 

reação. 

 

Tabela 9 – Concentração de D-Tagatose produzida para reação sem reuso e com o reuso 

do extrato enzimático. Reação a 55°C, concentração de substrato 164 mM e pH 5,6. 

Reação Concentração de D-Tagatose (mM) 

Sem reuso 12,11 ± 0,16 

Com reuso 10,57 ± 0,23 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

É possível observar que não ocorre um decréscimo significativo na produção 

de D-Tagatose com o reuso do extrato enzimático, portanto novos testes serão realizados 

visando determinar a quantidade de ciclos reutilizando a enzima é possível até ocorrer 

uma perda significativa na atividade catalítica da mesma. 

 

4.7  Efeito do uso do tampão borato 

 

Afim de verificar se o tampão borato favorece a produção de D-Tagatose 

realizou-se ensaios utilizando uma solução de D-Galactose preparada em tampão borato. 

A Figura 26 a seguir mostra o perfil de produção de D-Tagatose para as reações ocorrendo 

na presença de tampão borato e tampão acetato de sódio.  
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Figura 26 – Concentração de D-Tagatose produzida em função do tempo reacional para 

a reação utilizando D-Galactose em tampão acetato de sódio (■) e em tampão borato (●). 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Observa-se que a reação com substrato em tampão borato possui uma menor 

produção de D-Tagatose em solução (Figura 26). Porém, baseado nos estudos de Salomen 

(2013), o tampão borato favorece a precipitação da D-Tagatose, então é possível que a 

baixa concentração de D-Tagatose ocorra devido a mesma ter precipitado.  

Durante a reação verifica-se que existe a formação de precipitado, portanto, 

na tentativa de quantificar a D-Tagatose presente no precipitado, realizou-se um novo 

teste, no qual as reações com tampão borato e tampão acetato de sódio foram mantidas 

em temperatura constante de 55 °C por um período de 24 horas. Ao fim da reação, a 

solução reacional foi centrifugada, o precipitado então foi separado e ressuspendido em 

água ultrapura, filtrado e em seguida foi analisado em HPLC. As Figuras 27 (A) e (B) 

mostram o cromatograma para ambos os casos e a Tabela 10 mostra a quantidade de D-

Tagatose produzida. 
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Figura 27 - Cromatograma para (A) reação em tampão borato e (B) reação em tampão 

acetato de sódio. Tempo de retenção da D-Galactose: 15 minutos; Tempo de retenção da 

D-Tagatose: 20 minutos. 

 

FONTE: Elaborada pela autora 

 

É possível visualizar que os picos obtidos para a D-Tagatose (tempo de 

20,465 e 20,374 na Figura 27. (A) e (B)) são praticamente do mesmo tamanho para ambas 

as condições, o que pode ser confirmado na Tabela 10 com os valores das concentrações 

de D-Tagatose obtidos no precipitado sem levar em consideração a diluição realizada 

anteriormente para leitura no HPLC.  

 

Tabela 10- Concentração de D-Tagatose obtida no precipitado para substrato em tampão 

borato e tampão acetato de sódio. 

Tampão Utilizado Área do Pico Concentração D-Tagatose (mM) 

Tampão borato 77623 1,55 

Tampão acetato de sódio 60399 1,21 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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Percebe-se que tem um pequeno aumento na produção de D-Tagatose 

utilizando o tampão borato, porém se faz necessário o uso de um método mais eficaz para 

quantificar o efeito do mesmo. 

 

4.8  Parâmetros termodinâmicos 

 

Utilizando a equação de van’t Hoff foi possível determinar as variações 

aparentes de entalpia (∆H) e entropia (∆S) a partir do coeficiente angular e da interseção 

da reta, respectivamente, obtida através do gráfico de lnKeq versus 1/T, Figura 28 a seguir. 

 

Figura 28 - Gráfico de van't Hoff para a reação de isomerização da D-Galactose em D-

Tagatose. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

Os valores obtidos para as variações de entalpia e entropia foram 

posteriormente utilizados para calcular a variação de energia livre de Gibbs, ∆G, usando 

a equação 03. O valor de ∆G indica a espontaneidade do processo de isomerização. Um 

alto valor positivo reflete em um processo energeticamente não favorável. A Tabela 11 

mostra os valores para os parâmetros termodinâmicos obtidos no intervalo de temperatura 

estudado e indica que a reação de isomerização da D-Galactose em D-Tagatose, nesse 

intervalo, é não espontânea.  
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Tabela 11 - Valores aparentes de Keq, ∆H, ∆S e ∆G em função da temperatura. 

T (K) Keq lnKeq ∆H (kJ.mol-1) ∆S (J.mol-1) ∆G (kJ.mol-1) 

298,15 0,080 -2,5309 403, 44 105,25 89,6473 

313,15 0,1444 -1,9351   73,8603 

323,15 0,2213 -1,5081   63,3357 

328,15 0,2044 -1,5877   58,0734 

FONTE: Elaborada pela autora. 

 

O gráfico da variação da energia livre de Gibbs para a reação de isomerização 

da D-Galactose em D-Tagatose em função da temperatura é representado na Figura 29 a 

seguir. A dependência da temperatura fica evidente com a análise do gráfico. Os valores 

de ΔG foram calculados assumindo que ΔH e ΔS, determinados anteriormente, são 

constantes no intervalo de temperatura utilizado. A Figura 29 mostra que ∆G = 0 ocorre 

em 383 K (ou 110 °C), o que significa que nessa temperatura a energia dos produtos e 

dos reagentes estão em equilíbrio.  

 

Figura 29 - Variação da energia livre de Gibbs para a reação de isomerização em função 

da temperatura. 

 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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De acordo com a Figura 28, os valores de G são positivos para o intervalo de 

298, 15 a 328,15 K indicando que o processo de isomerização não é favorecido nesse 

intervalo de temperatura. A extrapolação do gráfico mostra que a reação é espontânea 

para valores acima de 110 °C (383 K). 

Percebe-se então que para a rota enzimática a reação não ocorre na faixa de 

temperatura na qual o processo é espontâneo, sendo necessário o uso de rotas alternativas 

para favorecer a produção de D-Tagatose. Porém, a rota enzimática continua 

apresentando vantagens devido ao seu baixo consumo energético e sua maior 

especificidade.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Torna-se evidente a influência da temperatura e do pH na reação enzimática, 

bem como a influência da concentração inicial de substrato no rendimento obtido, 

alcançando o ponto ótimo de produção de D-Tagatose para a reação ocorrendo nas 

condições de 55 °C, pH 5,6 e concentração de substrato de 164 mM, obtendo um 

rendimento de 29,77 %. 

Também foi observado que o uso do extrato enzimático altera a velocidade 

de reação, sendo possível obter um rendimento de 33,27 % em apenas 24 horas, ou seja, 

o tempo de reação reduz em 04 vezes.  

O uso do ultrassom na reação ampliou o efeito da temperatura sobre a enzima, 

alterando o ponto ótimo de temperatura encontrado para a reação sem ultrassom. Portanto, 

novos ensaios serão realizados afim de determinar a melhor temperatura para a reação em 

banho ultrassônico e assim verificar se o ultrassom consegue alterar a velocidade e/ou o 

equilíbrio da reação enzimática.  

Pode-se observar que é possível reutilizar o extrato enzimático através da 

separação do mesmo por membranas, o que torna viável a utilização de reator de 

membrana como rota alternativa ao processo de imobilização. 

A reação enzimática de isomerização da D-Galactose em D-Tagatose ocorre 

dentro da faixa de temperatura na qual o processo é não espontâneo (∆G > 0). Portanto, 

para a rota enzimática torna-se inviável a reação ocorrendo na faixa de temperatura na 

qual o processo é espontâneo (T > 110 °C), sendo necessário o uso de rotas alternativas 

para favorecer a produção de D-Tagatose. 

De maneira geral, conclui-se que as condições reacionais alteram a 

velocidade da reação enzimática, porém o seu equilíbrio já é bem definido e se faz 

necessário um estudo termodinâmico mais aprofundado para tentar conseguir o seu 

deslocamento. 
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Realizar o estudo do efeito do banho ultrassônico no comportamento da 

temperatura e verificar sua influência na reação de isomerização. 

Avaliar as melhores condições para utilizar o tampão borato na reação bem 

como formas de quantificar a precipitação da D-Tagatose no meio reacional. 

Determinar a quantidade possível de ciclos reutilizando a enzima na reação. 

Realizar o estudo da solubilidade da D-Tagatose, assim como o estudo 

termodinâmico. 

Realizar o estudo da influência do cofator na reação enzimática. 
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APÊNDICE 

 

APÊNDICE A.1 Curva de calibração da D-Tagatose para o método colorimétrico 

ácido sulfúrico-cisteina-carbazol. 

 

Concentração de D-Tagatose (mM) Absorbância 

0,02 0 

0,035 0,0210 

0,05 0,0320 

0,075 0,1115 

0,1 0,1615 

0,125 0,1690 

0,15 0,2600 

0,175 0,2903 

0,2 0,3355 

0,35 0,6600 

0,5 0,8440 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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APÊNDICE A.2 Dados utilizados para a determinação do coeficiente de atividade 

da D-Galactose. 

 

Temperatura (K) 
Solubilidade 

D-Galactose (g. mL-1) 

Xmolar  

D-Galactose 
Tfusão (K) R 

288,15 0,5025 0,0096 440,15 8,314 

298,15 0,883 0,0168 
  

308,15 1,923 0,0359 
  

318,15 2,742 0,0504 
  

328,15 3,636 0,0657 
  

338,15 4,2395 0,0758 
  

348,15 4,58 0,0814 
  

353,15 4,9065 0,0867 
  

FONTE: Elaborada pela autora. 

Para determinar a entalpia de fusão fusH admitiu-se que a dependência da 

temperatura não é muito alta. Portanto, podemos usar a equação a seguir: 

 

∆𝑓𝑢𝑠𝐻 = 𝑅 [
𝑇1𝑇2

𝑇1 − 𝑇2
] 𝑙𝑛 [

𝑆1

𝑆2
] 

 

Uma vez calculada a entalpia média de fusão e admitindo que a contribuição 

do Cp é negligenciável, podemos calcular o coeficiente de atividade da D-Galactose 

através da equação abaixo: 

 

𝛾𝐺 =
1

𝑥𝑠
𝑒𝑥𝑝 {−

∆𝑓𝑢𝑠𝐻

𝑅𝑇
[1 −

𝑇

𝑇𝑓𝑢𝑠
]} 
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Com isso, obtemos os seguintes dados: 

Temperatura (K) 
Xmolar  

D-Galactose 

∆𝑓𝑢𝑠𝐻 ∆𝑓𝑢𝑠𝐻𝑚é𝑑𝑖𝑜 𝛾𝐺 

288,15 0,0096 40,2656 
26,9910 

 
103,4987 

298,15 0,0168 59,4516 
 

59,3510 

308,15 0,0359 28,9194 
 

27,8014 

318,15 0,0504 24,4944 
 

19,8018 

328,15 0,0657 14,1668 
 

15,1829 

338,15 0,0758 7,5614 
 

13,1675 

348,15 0,0814 14,0781 
 

12,2661 

353,15 0,0867  
 

11,5178 

FONTE: Elaborada pela autora. 
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APÊNDICE A.3 Dados estatísticos para o modelo do planejamento experimental 

obtido no software Minitab®. 

 

 
GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P 

Modelo 6 4569,16 761,53 292,60 0,000 

Linear 3 3681,34 1227,11 471,50 0,000 

Temperatura 1 766,82 766,82 294,63 0,000 

pH 1 2805,60 2805,60 1078,00 0,000 

Conc. Galactose 1 108,92 108,92 41,85 0,003 

Quadrado 1 59,48 59,48 22,85 0,009 

Temperatura*Temperatura 1 59,48 59,48 22,85 0,009 

Interação com 2 Fatores 2 828,34 414,17 159,14 0,000 

Temperatura*pH 1 730,20 730,20 280,56 0,000 

pH*Conc. Galactose 1 98,15 98,15 37,71 0,004 

Erro 4 10,41 2,60       

Falta de ajuste 2 7,69 3,85 2,83 0,261 

Erro puro 2 2,72 1,36 * * 

Total 10 4579,57          

FONTE: Elaborada pela autora. 

 


