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RESUMO

A tagatose ¢ um edulcorante natural e funcional raro, com poder adogante semelhante a sacarose,
e que ndo adiciona calorias ao alimento. Sua produgdo pode ser por via quimica ou enzimatica,
ambas utilizando galactose como matéria-prima. O presente trabalho objetivou hidrolisar
quimicamente a K-carragenana extraida da macroalga Hypnea musciformis a fim de produzir
D-galactose e posteriormente converté-la em D-tagatose com L-arabinose isomerase.
Inicialmente, foram avaliados os efeitos da temperatura e concentragao de acido sulfurico sobre
a geragdo de agucar redutor e galactose por meio da hidrélise acida da k-carragenana extraida
da macroalga. Em seguida, a galactose foi submetida a bioconversdo enzimatica a tagatose.
Como resultados, a temperatura e concentracdo de 4cido no modo linear apresentaram efeitos
significativos e positivos para a geragdo de agucar redutor e galactose, bem como as suas
interagdes. O teor maximo de aglicares redutores foi de 7,0 g.L™! nos hidrolisados, enquanto de
galactose e glucose foram de 1,4 e 0,2 g.L!, respectivamente. Surpreendentemente, os
resultados sugeriram ainda uma concentragdo de 1,7 g.L-1 de tagatose nos hidrolisados. Quanto
ao teste enzimatico, ndo foi observada uma conversdo de D-galactose em D-tagatose pela
enzima utilizada, devido a presenga de tagatose no hidrolisado. Portanto, foi possivel concluir
que a «k-carragenana extraida de H. musciformis se mostrou uma fonte de galactose para
obtenc¢do de tagatose por via quimica e enzimatica. Todavia, mais estudos sdo necessarios a
fim de elucidar o mecanismo de producdo quimica e enzimatica da tagatose a partir de

galactanas de macroalgas marinhas.

Palavras-chave: Sintese quimica; Acido sulfarico; Galactose; Algas Vermelhas; Galactanas



ABSTRACT

Tagatose is a natural, functional, rare sweetener, with sweetness equivalent to sucrose, and non-
caloric. The production of D-tagatose can be chemical or enzymatical, both using galactose as
feedstock. The present work aimed to chemically hydrolyze k-carrageenan extracted from
Hypnea musciformis to produce D-galactose and then convert it into D-tagatose using L-
arabinose isomerase. Initially, the effects of temperature and sulfuric acid concentration on the
generation of reducing sugar and galactose through the acid hydrolysis of k-carrageenan
extracted from the macroalga were evaluated. Then galactose was subjected to enzymatic
bioconversion to tagatose. As results, the temperature and concentration of acid in the linear
mode had significant and positive effects for the generation of reducing sugar and galactose, as
well as their interactions. The maximum content of reducing sugars was 7.0 g.L-1 in the
hydrolysates, while the galactose and glucose were 1.4 and 0.2 g.L-1, respectively.
Surprisingly, the results further suggested a concentration of 1.7 g.L-1 tagatose in the
hydrolysates. Regarding the enzymatic assay, a conversion of D-galactose into D-tagatose was
not observed by the enzyme, due to the presence of tagatose in the hydrolyzate. Therefore, it
was possible to conclude that k-carrageenan extracted from H. musciformis was shown to be a
source of galactose for chemical and enzymatic production of tagatose. However, further
studies are needed to elucidate the mechanism of chemical and enzymatic production of

tagatose from marine macroalgae galactans.

Keywords: Chemical synthesis; Sulfuric acid; Galactose; Red algae; Galactans
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1 INTRODUCAO

1.1 Edulcorantes

Edulcorantes sdao aditivos alimentares utilizados para conferir sabor doce aos
alimentos. Alguns destes compostos possuem alto poder adogante, chegando a ser 13000
vezes mais doce que a sacarose. Os edulcorantes podem ser divididos em duas classes:
Caloricos (bulk sweeteners) que conferem calorias ao produto além do sabor doce e Nao
Caloricos (intense sweeteners) que conferem sabor doce, porém sem calorias, com
excecdo do aspartame, que confere 4 kcal por grama de produto por ser composto por
aminoacidos (DUARTE et al., 2017; GRENBY, 1991).

Inicialmente, adogantes artificiais eram usados exclusivamente em alimentos para
diabéticos, doentes cronicos caracterizados por apresentarem altos niveis de glucose
sanguinea devido a resisténcia a insulina ou caréncia relativa de insulina. A insulina ¢ um
horménio produzido no pancreas, responsavel pelo transporte de glucose da corrente
sanguinea para as células, onde ¢ usada como energia. A falta ou ineficiéncia da insulina
em um diabético resulta na permanéncia da glucose no sangue — hiperglicemia, causando
danos teciduais. Nesses casos, a redu¢do do consumo de agucar ¢ recomendada (IDF,
2016; BALAKUMAR; MAUNG-U; JAGADEESH, 2016).

Por outro lado, a escassez de agucar verificada durante a Segunda Guerra Mundial
e as mudangas no conceito de estética promovendo a magreza, também encorajaram
pessoas saudaveis a substituirem agucar por adogantes artificiais. Atualmente a demanda
por produtos alimenticios de baixa caloria e com menor adicdo de agucar vem
aumentando significativamente, e a medida que esta demanda cresce, aumenta a proje¢ao
de vendas de edulcorantes. A exemplo disso, a taxa de crescimento anual de vendas de
bebidas, produtos de confeitaria, panificacdo e sorvetes com reducdo de agucar foi de
3,4%, 4,9%, 3,8%, e 3,2% respectivamente, nos anos subsequentes de 2012 a 2015
(DIOGO et al., 2013; SYLVETSKY; ROTHER, 2016).

A Tabela 1 apresenta os principais edulcorantes disponiveis no mercado
atualmente, tanto os de mesa quanto os utilizados na industria de alimentos, bem como
as suas caracteristicas como aporte caldrico, natureza, poder adogante, tipo de produgdo

e estrutura quimica.
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Figura 1 — Caracteristicas e estrutura quimica dos principais edulcorantes disponiveis no mercado.
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A D-Tagatose (a-D-tagato-2,6-piranose) ¢ um edulcorante natural e funcional por
promover o crescimento da microbiota intestinal. E considerado seguro, ndo apresenta
gosto residual e, portanto, pode ser aplicado em diferentes produtos da industria de
alimentos, incluindo suplementos alimentares dietéticos de baixa caloria. Possui também
propriedades aplicaveis na area médica, como anti-hiperglicemiante aliviando sintomas
da diabetes. A tagatose, uma hexocetose natural rara, ¢ um isomero da galactose e ocorre
naturalmente em goma de Sterculia setigera e em pequenas quantidades em produtos
lacteos (LEVIN, 2002; OH, 2007; PATEL et al., 2017) Apesar da ampla possibilidade de
aplicagdes e das propriedades benéficas a saude, a tagatose atualmente sé ¢ produzida

industrialmente por uma empresa europeia, a Damhert (damhert.be).

1.2 Biotecnologia na Indistria de Edulcorantes

Os edulcorantes podem ser produzidos de 3 maneiras: extraidos de fontes naturais,
produzidos quimicamente ou biotecnologicamente. Um exemplo de edulcorante extraido
de fontes naturais ¢ a Stévia (PURKAYASTHA et al., 2016). As folhas da planta Stevia
rebaudiana (Bertoni) apresentam componentes de sabor doce, os glicosideos de steviol,
sendo o conjunto destes glicosideos chamado de Stévia. Porém produtos a base de plantas
podem apresentar limitagdes de escalabilidade. Para obtencdo de wuma produgao
sustentavel, ¢ sugerido o desenvolvimento de métodos biotecnoldgicos de produgdo, que
envolvam cultura de células vegetais ou fermentag@o microbiana por exemplo (PHILIPPE
etal., 2014).

Ja como exemplos de edulcorantes produzidos quimicamente sdo relatados o
acesulfame-K, a sacarina e o ciclamato, os quais sdo sais com estruturas quimicas
semelhantes, porém variam em dogura. Uma qualidade atribuida a estes edulcorantes € a
estabilidade, porém conferem um sabor residual amargo. Apesar da sua producao quimica
ser mais barata, apresenta dificuldades na recuperagdo do produto e formagdo de
subprodutos indesejaveis (CHAUBEY et al., 2013; GRENBY, 1991; MOKHTARUDDIN
etal., 2017).

O xilitol e o manitol também sdo produzidos quimicamente por hidrogenagao
catalitica de D-xilose pura e de uma mistura de frutose e glucose, respectivamente, sob
altas temperatura e pressao. Com relacdo ao manitol, o rendimento ¢ de 25% de manitol
e 75% de sorbitol. J& a producdo de sucralose também envolve processos complexos,

incluindo sintese de sucrose-6-acetato, clorinacdo e desacetilacdo, sendo a sintese de
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sucrose-6-acetato uma etapa chave para a produgdo de sucralose. Entretanto, as condi¢des
de reacdo do método quimico sdo complicadas.

Por outro lado, a produgdo biotecnolégica de xilitol vem se mostrando
potencialmente atrativa para substituir o processo quimico, uma vez que ocorre sob
condi¢cdes muito mais brandas e utiliza residuos industriais e misturas de a¢icares como
matéria-prima (DASGUPTA et al., 2017). Recentemente, a produgdo enzimdtica de
manitol a partir de frutose tem chamado atencdo de pesquisadores, devido a
especificidade da enzima e a pureza dos produtos gerados (KOKO et al., 2016). E pela
alta eficiéncia e especificidade, enzimas vém sendo utilizadas para produzir sucralose
(JIE et al., 2017).

Com relagdo a tagatose, a producdo industrial a partir de lactose ocorre em duas
fases, a primeira sendo enzimatica e a segunda quimica. Na primeira fase, a lactose ¢
hidrolisada enzimaticamente em glucose e galactose em propor¢des iguais, € na segunda
fase, a galactose ¢ convertida em tagatose (MANZO, 2013) por isomeriza¢do quimica
descrita em patente, usando hidroxido de célcio (Ca(OH)2) como agente complexante,
sob condicdes alcalinas (pH 12) (BEADLE; SAUNDERS; WAJDA JR, 1991). Este
processo tem algumas desvantagens, como a dificuldade de purificagdo, geracdo de
residuos quimicos e formacao de subprodutos.

Assim sendo, para a producdo de tagatose, a bioconversao tem sido explorada,
principalmente a isomerizag¢ao de D-galactose em D-tagatose promovida pela enzima L-
arabinose isomerase (LIANG et al., 2012; RHIMI et al., 2011).

Diante do exposto, o desenvolvimento de sistemas biotecnologicos e suas
aplicagdes em processos industriais vém abrindo novos horizontes para a biotecnologia
industrial (WANG et al., 2009). A engenharia metabdlica também vem contribuindo com
a utilizagdo de microrganismos como plataformas para producdo comercial de
metabolitos de relevancia, por meio do aumento da expressao de genes de interesse e
inibicao de genes indesejaveis (TANIGUCHI; OKANO; HONDA, 2017). Ferramentas
biotecnoldgicas como a engenharia metabdlica e a biologia sintética podem ser aliadas na

aplica¢do de enzimas na produc¢do industrial de edulcorantes (CHOI; HAN; KIM, 2015).

1.2.1 Aplicagdo da L-Arabinose Isomerase na producdo de Tagatose

L-arabinose isomerase (L-Al EC 5.3.1.4) ¢ uma enzima utilizada industrialmente

para a producdo in vitro de D-tagatose usando D-galactose como substrato. Encontrada
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em muitos microrganismos, L-Al ¢ responsavel pela conversdao de L-arabinose em L-
ribulose, podendo reconhecer a D-galactose (Fig. 1) pela sua conformac¢do molecular
similar, entretanto com afinidade por L-arabinose até 10 vezes maior (MEI et al., 2016;

MEN et al., 2014).

Figura 2 — Isomerizagdo de L-arabinose em L-ribulose e isomerizagdo de D-galactose

em D-tagatose catalisados pela L-Al

H
OH 0.
OH HO
H CH,OH
H OH H H
L-arabinose L-ribulose
CH,OH
CH,OH o CH,0H
OH HO
H OH
H H
D-galactose D-tagatose

Fonte: MEI et al. (2016)

Atualmente a fonte de galactose utilizada como substrato para a enzima L-Al
produzir D-tagatose ¢ a lactose proveniente de soro de leite. Para isto, a lactose ¢
hidrolisada pela enzima B-galactosidase [EC 3.2.1.23] (XU et al., 2014). Esta hidrolise
gera proporcdes iguais de glucose e galactose, sendo a glucose um subproduto indesejado,

visto que ¢ calorica e ndo pode ser consumida por diabéticos.

1.3 Galactanas de macroalgas marinhas vermelhas como fonte de galactose

As macroalgas vermelhas, organismos multicelulares fotossintetizantes e
bentdnicos, sdo encontradas principalmente em aguas tropicais. Apresentam clorofila a e
pigmentos acessorios como ficobiliproteinas (R-ficoeritrina e R-ficocianina) em seus
cloroplastos. Sua parede celular ¢ composta por polissacarideos como pectina, celulose e
galactanas sulfatadas com propriedades espessantes, gelificantes e estabilizantes
(ficocolodides) como o agar e as carragenanas (FLEURENCE; LEVINE, 2016).

Os teores de polissacarideos das macroalgas secas podem alcancar até 76% do seu

peso, tornando esses organismos uma excelente fonte alternativa de carboidratos. Em
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comparagdo com biomassas terrestres, apresentam dentre outras vantagens, uma
eficiéncia fotossintética 6-8% maior; pouca ou nenhuma lignina em sua composi¢do, o
que tem facilitado a extragdo e o pré-tratamento de polissacarideos; e a possibilidade de
cultivo eficientemente no mar, sem utilizar irrigacdo para sua producdo e terras
cultivaveis que competem com a produgao de alimentos (FERNAND et al., 2016; JUNG
etal., 2013; LEHAHN; INGLE; GOLBERG, 2016; RODRIGUES et al., 2015)

De acordo com os tipos de galactanas (homopolissacarideos de galactose)
biossintetizadas pelas macroalgas marinhas vermelhas, 4gar e carragenanas, as espécies
sao classificadas em agarofitas e carragenofitas, respectivamente. O principal
componente do agar ¢ a agarose (Fig. 2), composta por D-galactose e 3,6-anidro-L-
galactose com ligagdes a-1,3- e B-1,4- alternadas. Ja a agaropectina, correspondente a
menor fracdo do dgar, ¢ composta por D-galactose com ligacdes B-1,3- e f-1,4- e ndo
contribui para a propriedade gelificante do polissacarideo (RIOUX; BEAULIEU;
TURGEON, 2017; YUN; CHOI; KIM, 2015).

Figura 3 — Estrutura quimica representando a unidade repetitiva da agarose

ROH,C
OR
0
o RO

0 =0
’ R ro o,

CH,OR
R =H: SO; or CH;4

n

Fonte: autoria propria

As carragenanas sdao galactanas sulfatas que se diferenciam do agar por
apresentarem apenas unidades enantioméricas D-galactose unidas por ligagdes a-1,3- e
B-1,4- alternadas. O padrdo de sulfatacdo e a presenca de 3,6-anidro-D-galactose por
dimero tem relagdo direta com as propriedades fisico-quimicas e reologicas dessas
moléculas e, portanto, as classes mais utilizadas comercialmente sdo: Kappa (x), lota (1)
e Lambda (M) carragenanas, cujas estruturas quimicas estdo mostradas na Fig. 3

(BARBEYRON et al., 2000; NECAS; BARTOSIKOVA, 2013).
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Figura 4 — Estruturas quimicas representando as unidades repetitivas de a) k-carragenana;

b) t-carragenana e c) A-carragenana
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Fonte: autoria propria

A k-carragenana apresenta a menor quantidade de éster sulfato por dimero (no
carbono 4 da unidade A) além da presenca de 3,6-AG, caracteristicas que contribuem para
a formacao de um gel rigido e quebradico. A A-carragenana apresenta a maior quantidade
de éster sulfato (no carbono 4 da unidade A e nos carbonos 2 e 4 da unidade B) e ndo
apresenta 3,6-AG, caracteristicas estruturais que impedem a formacdo de gel. A -
carragenana apresenta 2 grupos éster sulfato por dimero (no carbono 4 da unidade A e no
carbono 2 da unidade B) e presenca de 3,6-AG contribuindo para a formacao de um gel
mais fraco e elastico (MICHON et al., 2005; YUN et al., 2016).

No litoral brasileiro sdo encontradas espécies de macroalgas vermelhas agarofitas
como as do género Gracilaria, especialmente G. cervicornis (MARINHO-SORIANO et
al., 2006)G. cornea (COURA et al., 2017) e G. birdiae (BEZERRA; MARINHO-
SORIANO, 2010) e carragenofitas, dentre elas as espécies Solieria filiformis (DE
ARAUJO et al., 2011) e Hypnea musciformis (BRITO et al., 2016).

A macroalga marinha vermelha da espécie Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.
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Lamouroux, mostrada na Figura 4, ¢ biossintetizadora de x-carragenana (ARMAN;
QADER, 2012). H musciformis ¢ a espécie mais conhecida do género Hypnea, e esta
distribuida nos oceanos Atlantico, Indico e Pacifico. Vem sendo explorada
comercialmente no Brasil, e ¢ considerada uma espécie importante economicamente
devido seu alto rendimento de k-carragenana, crescimento rapido e tolerancia a diferentes

condigdes ambientais (COSENZA et al., 2014; SCHMIDT et al., 2012).

Figura S — Hypnea musciformis

Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae

Ordem: Gigartinales

Familia: Hypneaceae

Género: Hypnea

Espécie: Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.

Lamouroux

Fonte: autoria propria

Carneiro et al. (2014) estudaram a composi¢do centesimal de H musciformis seca
e obtiveram os seguintes resultados: 14,17% = 1,28 de umidade, 14,14% + 1,23 de cinzas,
17,12% + 0,99 de proteinas, 0.33 £ 0.01% de lipidios e 54,24% + 0,57 de carboidratos.

Essa composicdo centesimal ¢ similar em diferentes espécies de algas vermelhas,
mostrando altos teores de cinzas, proteinas e carboidratos quando comparadas as plantas.
Por esses motivos, esses organismos vém sendo objetos de estudos que visam,
principalmente, a hidrélise da biomassa algacea para obtencdo de meios nutritivos ricos
em carboidratos fermentesciveis para diferentes finalidades, incluindo a produgdo de
compostos quimicos de alto valor agregado e biocombustiveis (SHOBANA et al., 2017).

Polissacarideos provenientes de macroalgas podem ser eficientemente
hidrolisados por acidos diluidos, como acido sulfurico (H2SO4) e acido cloridrico (HCI).
A hidrolise da biomassa algacea com acido sulfurico provoca uma alteracdo na parede

celular desses organismos tornando possivel a obtencdo de oligdmeros e carboidratos
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simples. Além disso a geragdo de componentes toxicos, como S-hidroximetilfurfural (5-
HMF), acido levulinico e acido formico, tem sido baixa quando comparada a materiais
lignoceluldsicos, provocada principalmente por condigdes de hidrolise mais brandas. Os
fatores chave para uma hidrdlise dcida otimizada sao temperatura de reagao, concentragao
de acido, concentracdo de biomassa e tempo de reagdo (MATEO et al., 2014; PARK et
al., 2012, 2014; WEI; QUARTERMAN; JIN, 2013).

Ja os processos de hidrolise das galactanas previamente extraidas da biomassa
algacea tém como objetivo disponibilizar oligo ou monossacarideos para uso direto ou
posterior, em processos de conversdo biologica ou enzimatica. Consideradas pré-
tratamentos, as hidrdlises podem ser classificadas em despolimerizagdes quimica ou
enzimatica. A hidrélise enzimatica de galactanas ¢ seletiva em relacdo a produgdo de
carboidratos, porém ainda ¢ menos acessivel industrialmente devido ao alto custo
associado. J4 a hidrolise quimica desses polissacarideos ¢ bem adequada para processos
de escala industrial (AGBOR et al., 2011; PATEL; CHAPLA; SHAH, 2017)

Assim sendo, essas galactanas vem sendo hidrolisadas com diferentes finalidades.
Sun et al. (2015) hidrolisaram quimicamente k-carragenana comercial de grau alimenticio
para caracterizacdo estrutural e andlise da atividade antioxidante dos oligossacarideos
gerados. As condi¢des de hidrélise foram 1% de k-carragenana, 0,1 M de HCI a 60 °C
por 4 h e obtiveram uma variedade de carboidratos com diferentes massas moleculares,
incluindo monossacaridios (3,6-anidro-D-galactose e D-galactose), tri-, penta-, hepta- e
nona-sacarideos.

Kaminska-Dworznicka et al. (2015) hidrolisaram k-carragenana comercial (1%)
com HCl e H2SO4 (pH 3) para aplicacdo na produgao de sorbet visando avaliar o efeito
de oligossacarideos no processo de recristalizacdo. Apos 3 h de hidrolise com HCI a
massa molecular inicial do polissacarideo foi reduzida em 13 vezes, e apés 1,5 h de
hidroélise com H>SO4 a massa molecular inicial foi reduzida 10,5 vezes.

Kalitnik et al. (2013) estudando a atividade antiviral de oligossacarideos
provenientes da hidrolise da x-carragenana de Chondrus armatus, observaram que as
condi¢des de hidrolise dessa galactana (1%) com 0,1 N de HCI por 4h a 60°C e 24h a
37°C gerou majoritariamente carboidratos de massas moleculares entre 1,2 e 3,0 kDa,
dentre eles D-galactose e 3,6-anidro-D-galactose (respectivamente 20 e 10% do peso seco
inicial).

Diante disso, até o presente momento ndo ha na literatura relatos da producao de

edulcorantes a partir de polissacarideos de macroalgas marinhas. Apesar das macroalgas
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pardas possuirem manitol em sua composi¢do, um edulcorante natural pouco calorico
com varias aplicagdes na industria de alimentos, ele ndo é explorado a partir dessa fonte

pois sua extragdo nao ¢ um processo lucrativo (ZELIN et al., 2017).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obter D-tagatose a partir dos produtos da hidrélise acida da k-carragenana
extraida da macroalga vermelha Hypnea musciformis, por bioconversdo utilizando a

enzima L-arabinose isomerase.

2.2 Objetivos Especificos

*  Extrair a k-carragenana da macroalga Hypnea musciformis,

*  Obter uma condicdo otimizada de hidrélise acida para geragao de altos teores de

acucar redutor e galactose a partir da k-carragenana extraida de H. musciformis;

*  Obter D-tagatose por bioconversao da galactose proveniente da hidrolise da «-

carragenana, utilizando a enzima L-arabinose isomerase.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Processamento e Padronizacao da Macroalga

A alga marinha da espécie Hypnea musciformis foi colhida em cordas de cultivo
localizadas a aproximadamente 300 metros da costa, na praia de Flecheiras (03°13°06”S
—39°16°47” W), municipio de Trairi, Ceard, mantidas pela Associacdo de Produtores de
Algas de Flecheiras e Guajiru (APAFG) em parceria com o Laboratério de Lectinas e
Carboidratos (CARBOLEC) e o Laboratério de Aplicagdes Biotecnologicas de Algas e
Plantas (BioAP), ambos localizados no Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular (DBBM), da Universidade Federal do Ceara (UFC).
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A alga umida foi transportada para o BioAP, onde foram retiradas epifitas, lavadas
exaustivamente com agua corrente seguida de dgua destilada e secas a 25°C. A alga seca
(10% de umidade) foi triturada em moinho elétrico e as particulas padronizadas entre 0,2

e 0,8 mm (20 a 80 mesh).

3.2 Extracio e padronizaciao da k-carragenana de H. musciformis

A alga H. musciformis foi submetida a extracdo da k-carragenana segundo a
metodologia descrita por Rodrigues e colaboradores (2011). Um becker contendo a
macroalga seca e triturada e dgua destilada na concentracdo de 1,5% (m/v) foi mantido a
temperatura de 80°C e agitagdo constante (370-400 rpm) durante 4 horas. Apds esse
periodo, o homogenato foi filtrado em malha de nylon de trama fina e o residuo solido foi
submetido a uma reextracao nas mesmas condi¢des. Os carboidratos presentes no filtrado
foram precipitados com etanol 96° GL na proporgao 1:1 (v/v) por um periodo de 24 horas.
O precipitado foi separado por filtragdo em malha de nylon de trama fina e posteriormente
seco em estufa de circulagdo de ar a temperatura de 25 °C. Apoés triturado em moinho
elétrico, o carboidrato foi denominado k-carragenana e padronizado em 0,2 mm (80

mesh).

3.3 Efeito da concentracio de acido e temperatura de reacdo sobre a obtencio de

ART e galactose a partir da hidrolise acida da k-carragenana de H.musciformis

Um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) de duas varidveis
independentes e 3 niveis, com 3 pontos centrais, foi utilizado para avaliar os efeitos da
concentragdo de acido sulfurico e temperatura sobre a produgdo de aglcares redutores
totais e galactose a partir da hidrolise da k-carragenana de H. musciformis. As hidrolises
foram conduzidas em volume 30 mL de solucao acida com 2% de k-carragenana por 20
minutos em banho-maria digital termostatizado (Nova Instruments).

A Tabela 1 mostra os valores codificados (e reais) das variaveis independentes e a ordem

randomica dos ensaios.
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Tabela 1 — Matriz de ensaios com os valores codificados (e reais) das varidveis
independentes, trés pontos centrais (C) e ordem randomica dos ensaios realizados para a

hidrolise acida da k-carragenana de H. musciformis.

Concentragao de

Experimento H2S04 Temgega)ltura
M)
10 (C) 0 (0,60) 0 (70,0)
6 0 (0,60) +0 (91,2)
7 -a (0,03) 0 (70,0)
2 +1 (1,00) -1 (55,0)
4 +1 (1,00) +1 (85,0)
1 -1 (0,20) -1 (55,0)
3 -1 (0,20) +1 (85,0)
5 0 (0,60) -0 (48,0)
9(©) 0 (0,60) 0 (70,0)
11 (C) 0 (0,60) 0 (70,0)
8 +a (1,17) 0 (70,0)

Fonte: autoria propria

Apods a reacdo de hidrolise, cada hidrolisado (n = 11) foi centrifugado para
separagdo do residuo so6lido da macroalga. Os sobrenadantes foram analisados quanto
aos teores de Acticares Redutores Totais (NELSON, 1944; SOMOGY], 1945), galactose,
glucose e tagatose por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os resultados de ART e galactose obtidos nos hidrolisados de k-carragenana de H.
musciformis sob as condigdes reacionais estabelecidas pelo DCCR foram avaliados
através da aplicagdo de Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) e Analise de
Residuos para obtenc¢do das condigdes de hidrolise que contribuem para os maiores

rendimentos de bioconversao.

3.4 Determinac¢ao dos teores de Acucar Redutor Total (ART) nos hidrolisados

A determinacdo dos teores de acgucar redutor total nos hidrolisados da «-
carragenana de H. musciformis seguiu a metodologia Somogyi-Nelson (1945). Em um
tubo de ensaio foram adicionados 200 pL. de amostra, 160 pL do “reagente Somogyi I” e
40 pL do “reagente Somogyi II”’. A mistura foi aquecida a 100 °C em banho maria por 5
minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente foi adicionado 200 pL do “reagente
de Nelson” e 2,4 mL de 4gua destilada para proceder a leitura da absorbancia em

espectrofotometro a 540 nm.
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3.5 Determinacao dos teores de monossacarideos nos hidrolisados

A determinagao dos teores dos monossacarideos glucose, galactose e tagatose nos
hidrolisados da k-carragenana de H.musciformis foi realizada utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em sistema Waters (Walters, Milford, MA, EUA)
equipado com detector de indice refrativo Waters 2414 com duas colunas diferentes,
coluna 1 para determinagao de glucose e coluna 2 para determinagdo de galactose e
tagatose. 1) Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), onde o eluente utilizado
foi &cido sulfurico 5 mM em 4gua ultrapura (Simplicity 185, Millpore, Billeria, MA, EUA)
a um fluxo de 0,5 mL/ min a 65 °C e tempo de corrida de 30 minutos; e 2) REZEX RCM
Monossacarideo (Allcrom, Sdo Paulo, SP, Brasil), na qual o eluente utilizado foi agua
ultrapura (Simplicity 185, Millpore, Billeria, MA, EUA) a um fluxo de 0,6 ml/min a 65 °C
e tempo de corrida 25 min. A quantificacdo destes compostos foi realizada através das
areas dos picos observados nos cromatogramas convertidos através de uma curva padrao

construida para cada composto analisado.

3.6 Obtencao da enzima L-arabinose isomerase

O extrato enzimatico neste estudo foi produzido através da engenharia genética,
onde o gene produtor da enzima L-Al contido na cepa de Enterococcus faecium foi
expresso em Escherichia coli, BL21. Os trabalhos de clonagem e expressdo foram
realizados em parceria com o Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia-
LemBiotech e a Universidade Nacional do Litoral (UNL), em Santa Fé, Argentina. A cepa
recombinante foi reativada em placa contendo meio Luria-Bertani (LB) + ampicilina por
24 horas a 37°C. As colonias selecionadas das placas, foram transferidas para o inoculo,
contendo meio LB e mantidas em agitacdo (200 rpm) a 20 °C, 16 horas. Posteriormente,
adicionou-se o agente indutor IPTG (isopropiltiogalactosideo) 0,5mM, mantendo o
processo fermentativo a 30 °C, 200 rpm por 17 horas (overnight).

As células obtidas de E. coli (BL21), foram concentradas por centrifuga¢do, a 4°C,
7000 g, lavadas, ressuspendidas em tampao (Tris-HCl 50 mM pH §; NaCl 150 mM) e
armazenadas em congelador a -18 °C. Programou-se o sonicador Qsonica Q500, com
ponta de sonicac¢do padrdo de 19 mm, a 20 KHz, por 3 minutos com intervalos de 10

segundos. O processo foi repetido 3 vezes, para que houvesse completa ruptura celular.
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Todo o processo foi realizado em banho de gelo. Ao final, o extrato foi centrifugado a

15000 g, e o sobrenadante contendo o extrato enzimatico foi armazenado em congelador.

3.7 Bioconversao enzimatica de galactose em D-tagatose

A metodologia cisteina-carbazol-acido sulfurico, desenvolvida por Dische e
Borenfreund (1951), e a CLAE utilizando coluna REZEX RCM Monossacarideo
(Allcrom, Sao Paulo, SP, Brasil), foram utilizadas para avaliar a atividade da L-arabinose
isomerase na bioconversao da galactose, presente no hidrolisado da k-carragenana de H.
musciformis, em D-tagatose. O hidrolisado foi previamente dialisado contra agua
destilada e concentrado por ultrafiltracdo em membrana (Amicon Ultra-15 Centrifucal
Filter Devices) a 5000 g por 30 minutos.

Em um microtubo foi adicionado 100 pL de enzima em tampao fosfato e 400 uL.
do hidrolisado contendo galactose. No branco foi utilizado apenas tampao fosfato em
substitui¢do da enzima. A reag¢do foi mantida a 50 °C por 1 h. Uma aliquota foi retirada
para analise de CLAE.

A reagdo foi diluida 1:200 e uma aliquota de 250 uL foi retirada, adicionada de
50uL de cisteina 1,5%, 1,4 mL de 4cido sulfurico 70% e 50 puL de carbazol 0,12%. Foi
deixado para reagir por 15 minutos e a absorbancia foi medida em espectrofotometro a

560 nm.

3.8 Analises estatisticas

A elaboracdao do DCCR, a obten¢do dos modelos matematicos preditivos e a
constru¢do das SR (utilizando erro puro) foram realizados com o auxilio do software
Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.). Para a decisdo estatistica, foram considerados
significativos os valores de “p” menores que 0,05 (nivel de significancia de 95%). As
avaliagdes de significancia dos niveis dos fatores e as interagdes entre os fatores foram
realizadas empregando Analise de variancia (ANOVA) e Teste t (distribui¢cdo de Student).
Foram elaborados modelos matematicos preditivos considerando os efeitos dos fatores
sobre as variaveis resposta estudadas. A qualidade do ajuste dos modelos gerados foi

avaliada por meio do coeficiente de determinagio R>.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao da k-carragenana de H. musciformis

O rendimento da extracdo aquosa da k-carragenana de H. musciformis foi de 45,75%
com base na biomassa da macroalga seca, corroborando com Rodrigues e colaboradores
(2011), que obtiveram 44,77% utilizando a mesma metodologia. A reextracdo conduzida
com a mesma metodologia ndo obteve k-carragenana, indicando que o méaximo ja havia

sido extraido na primeira extracao.

4.2. Efeito da temperatura e concentracdo de acido sobre os teores de ART nos
hidrolisados acidos de k-carragenana de H. musciformis

A Tabela 2 exibe os teores de ART preditos ¢ observados nos hidrolisados da «-
carragenana de H. musciformis obtidos sob diferentes condi¢des reacionais segundo o
DCCR. Os resultados observados foram muito proximos dos preditos, indicando que os
erros de execucdao foram muito reduzidos. A maior concentragdo de ART foi de 7,004
g.L'!, obtida no experimento 4, com temperatura de 85 °C e 1,0 M de 4cido sulfirico,
enquanto o menor teor de ART foi 0,441 g.L"! no hidrolisado sob a condigdo de 55 °C e
0,2 M de H2SO4. A média e o desvio padrao da média de ART obtidos dos 3 ensaios
relacionados ao ponto central foi de 3,198 + 0,34 g.L"!, sugerindo a reprodutibilidade do

experimento.
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Tabela 2 — Teores de ART preditos e observados nos hidrolisados de k-carragenana de H.

musciformis obtidos sob diferentes condi¢des reacionais segundo o DCCR.

‘ . ART (g.Lh
Experimento  Temperatura (°C) [H2SO4] (M) Preditos Observados
1 55,0 0,20 0,077 0,441
2 55,0 1,00 2,275 2,565
3 85,0 0,20 3,982 4,206
4 85,0 1,00 6,861 7,004
5 48,0 0,60 0,997 0,697
6 91,2 0,60 7,048 6,900
7 70,0 0,03 0,733 0,455
8 70,0 1,17 4,350 4,157
9(0) 70,0 0,60 3,193 3,089
10 (C) 70,0 0,60 3,193 3,585
11 (C) 70,0 0,60 3,193 2,921

(C): Pontos Centrais.

Fonte: autoria propria

Os efeitos da temperatura e da concentracdo de H>SO4 para a geragdo de ART pelo
processo de hidrolise acida da k-carragenana da macroalga H. musciformis estdo

mostrados na Figura 6.

Figura 6 — Efeitos da temperatura e concentracdo de H>SO4 na produgdo de ART nos

hidrolisados de k-carragenana de H. musciformis para p = 0,05

(1) Temperatura (L) !17,4393‘
(2) Acido (L) 10,42585
Temperatura (Q) 2,943524
Acido (Q) -2,21591
1L*2L 0,987549
p=0,05

Fonte: autoria propria
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De acordo com o grafico de Pareto da Figura 5, a variavel independente que mais
afetou, de forma positiva, a geracdo de ART foi a temperatura. Porém, um aumento
quadratico na temperatura ndo tem efeito significativo na geracao de ART. A concentragdo
de H>SO4 se comportou da mesma forma, afetou de forma positiva a geragao de ART em
modo linear, porém o modo quadratico nao mostrou efeitos significativos.

As varidveis consideradas nesse estudo foram explicadas por um modelo

matematico quadratico (Equacao 1) onde o teor de ART foi dado em fungdo de X; e X».

Y =1,13837178 - 0,140832967*X; + 0,00189537037*X,? + 3,5971636*X -
2,00651042*X5% + 0,0283333333*X;*X, Eq. (1)

onde Y é o teor de ART (g.L"), X; é a Temperatura (°C) e Xz é concentracio de 4cido (M).

Os valores de Fcalculado @ partir da regressao foram Fregressio = 317,93 € Fraita de ajuste
= 1,57, sendo o primeiro maior que o tabelado e o segundo menor como mostrado na
Tabela 3. O valor de Fregressio maior que o tabelado indica que a regressdo foi significativa
e explica os resultados obtidos com base nos fatores estudados no intervalo de confianca

95%, € 0 Fralta de ajuste menor que o tabelado indica que o modelo tem bom ajuste.

Tabela 3 — Andlise de variancia do modelo matematico para a geracdo de ART por meio

da hidroélise acida da k-carragenana de H. musciformis.

— Soma Graus de Média
Fonte de Variagao Quadratica Liberdade Quadratica Feal Feal/Frab
Regressao 50,6587 5 50,6587 317,9393 62,9582
Residuos 0,79667 5 0,15933
Falta de ajuste (FA) 0,55961 3 0,18654 1,57369 0,0821
Erro Puro (EP) 0,23707 2 0,11853
R? 0,98000

F0.05;5,5 = 5,05; F(0,05,3;2) = 19,16
Fonte: autoria propria

O valor do coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,98, indicando um bom ajuste
do modelo a resposta avaliada. Esse resultado foi reforcado pela grande diferenca ente os
Fealculados € Frabelados €xpresso em Feal/Fiap. A significancia estatistica do modelo observada
a partir da andlise de variancia foi confirmada pela distribui¢do normal dos residuos

apresentados entre os valores experimentais e tedricos, exibidos no Grafico 1.

31



Grafico 1 — Correlacao entre os valores preditos € observados experimentalmente para a

variavel resposta ART obtidos nos hidrolisados de k-carragenana de H. musciformis.
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Fonte: autoria propria

Dessa forma, pode-se verificar pela distribui¢do apresentada no grafico que os
valores obtidos nos experimentos, representados pelos circulos azuis, estavam proximos
dos valores preditos, representados pela linha vermelha. Esse resultado mostra desvios
positivos e negativos na mesma propor¢do, ndo sendo observado comportamento
tendencioso.

A metodologia de superficie de resposta definiu as condi¢cdes mais adequadas que
maximizam a geracdo de ART. Os graficos de superficie de resposta e curvas de contorno
para a variavel reposta ART indicaram a influéncia da temperatura e da concentracao de acido

na hidrolise acida (H2SO4) de k-carragenana de H. musciformis (Figura 7).

Figura 7 — Influéncia da temperatura e da concentragao de H2SO4 sobre a geragdo de ART
em hidrolisado acido de x-carragenana de H. musciformis. (a) Grafico de superficie de

resposta e (b) Curva de contorno.
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Fonte: autoria propria
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A curva de contorno mostrou uma superficie bidimensional cuja resposta ¢
expressa por um diagrama de diferentes cores que mostram concentragdes de ART
superiores a 2 g.L'! e inferiores a 8 g. L1,

Pela analise da Figura 7b foi possivel observar areas referentes a mesma
concentragdo de Ac¢ucares Redutores Totais, mas que foram correspondentes as faixas de
concentragdes de acido e temperaturas diferentes, significando, por exemplo, que para se
atingir uma mesma concentracio de ART (>8 g.L!), é possivel utilizar diferentes
combinagdes dos fatores concentragao de acido/temperatura (M/°C) de 0,8/95 ou 1,4/90.
Dessa forma, pode-se escolher quais parametros utilizar considerando outros aspectos de
processos produtivos, como o custo ou corrosdo de equipamentos.

O maior teor de ART, obtido no experimento 4 do delineamento (acido sulftrico
1,0 M, 85°C), foi de 7,0 gL', o que representa 35% da concentra¢io inicial de
carragenana. Um aumento no teor de ART ndo significa um aumento direto na
concentragdo de monossacarideos, mas em um maior grau de hidrdlise, pois além dos
monossacarideos, oligosacarideos também sdo gerados na hidrdlise. Por isso, se faz
necessaria uma analise mais acurada da composi¢ao de monossacarideos dos hidrolisados.

Kim e Lee (2016) estudaram a influéncia da temperatura ¢ do tempo de hidrolise
de k-carragenana (1%) na geragcdo de ART utilizando diversos acidos diluidos (0,1 M). A
maior concentragio de ART (17,14 g.L!) obtida foi utilizando 4cido férmico a 120°C por
120 min, porém essa condi¢io de hidrdlise gerou 4,74 g L' de HMF.

A obtengdo de ART também foi avaliada apos a hidrdlise acida de biomassa
algacea por Sudhakar et al. (2017) quando hidrolisou quimicamente a alga Gracilaria
edulis com 4cido sulfirico 1% (v/v), a 121°C por 15 min, e obteve 16,56 g.L'! de ART.
Porém a biomassa em questdo ¢ formada por dois polissacarideos principais, celulose e
galactanas, e sua hidrolise gera glucose e galactose respectivamente, diferentemente do
presente trabalho, que estuda a hidrolise da galactana purificada, obtendo principalmente

galactose como produto de hidroélise.

4.3 Efeitos da temperatura e concentracio do H2SO4 sobre o teor de Galactose e
Tagatose nos hidrolisados acidos da k-carragenana de H. musciformis

A andlise dos teores de galactose nos hidrolisados da k-carragenana de H.

musciformis mostrou a presenga de outros monossacarideos como apresentados na Tabela

4.
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Tabela 4 — Composi¢ao monossacaridica dos hidrolisados acidos da k-carragenana de H.

musciformis.

Exp Temp (°C) [H2S04] (M) Glucose (g.L'!) Galactose (g.L') Tagatose (g.L ")

1 55,0 0,20 0,114 0,076 1,625
2 55,0 1,00 0,227 0,619 1,648
3 85,0 0,20 0,130 0,115 1,666
4 85,0 1,00 0,244 1,458 1,617
5 48,0 0,60 0,167 0,360 1,653
6 91,2 0,60 0,228 0,859 1,629
7 70,0 0,03 0,060 0,068 1,724
8 70,0 1,17 0,218 0,868 1,692
9(©) 70,0 0,60 0,173 0,327 1,666
10 (C) 70,0 0,60 0,199 0,363 1,634
11 (C) 70,0 0,60 0,144 0,345 1,624

(C): Pontos Centrais
Fonte: autoria propria

Além de galactose e tagatose, teores de glucose também foram observados. As
concentracdes de galactose variaram entre 0,06 a 1,45 g.L"! e as de glucose foram menores,
variando de 0,06 a 024 gL' A presenca de glucose nos hidrolisados sugere a
contaminagdo da K-carragenana extraida de H. musciformis por pequenas concentracdes
de celulose. Ja as elevadas concentragdes de tagatose observadas nos hidrolisados, as
quais foram mais constantes, variando entre 1,61 e 1,72 g.L! ndo eram esperadas. O
experimento 4, onde foi observada a maior concentragdo de ART (7 g.L'!) apresentou
0,24 g.L'! de glucose, 1,45 g.L! de galactose e 1,61 g.L! de tagatose, correspondendo a
3,42, 20,71 e 23,00% dos monossacarideos, respectivamente. Esses resultados sugerem a
presenca de oligossacarideos remanescentes no hidrolisado, fato que implica na
ampliacdo dos niveis das variaveis considerados no DCCR para otimiza¢ao das condi¢des
de hidrdlise da k-carragenana visando a obtengao de altos teores de monossacarideos. Por
outro lado, a presenca de tagatose no hidrolisado ja foi um bom resultado, visto que nao
ha relatos na literatura desse tipo de producdo.

Os efeitos das varidveis independentes sobre a geracao de galactose pelo processo

de hidrélise da k-carragenana da macroalga H. musciformis estao mostrados na Figura 8.
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Figura 8 — Efeitos da temperatura e concentragao de H>SO4 na producao de galactose nos

hidrolisados de k-carragenana de H. musciformis para p = 0,05

(2) Acido (L) - 59,26676
(1) Temperatura (L) 31,10666
1*2(L) 22,22222
Temperatura (Q) 18,39199
Acido (Q) 9,051599
p =0,05

Fonte: autoria propria

Todas as variaveis independentes, sejam lineares, quadraticas ou a interagdo,
afetaram de forma positiva a geragdo de galactose, o que indica que aumentos dessas
varidveis refletirdo em maior concentra¢do de galactose. Os fatores considerados nesse
estudo foram explicados por um modelo quadratico (Equagao 2) onde o teor de galactose

foi calculado em fungao de X e Xo.

Y = 3,44360459 -0,0934858953* X1 + 0,000619166667* X2 -1,90462369%X, +
0,428515625%X,2+ 0,0333333333*X,*X, Eq. (2)

onde Y é a Concentragio de Galactose (g.L!), X; é a Temperatura (°C) e X, é
concentragdo de HoSO4 (M).

Os valores de Fealculados @ partir da regressao foram Fregressio = 113,28 € Fraita de ajuste
=78,69, sendo ambos maiores que os Fs tabelados 5,05 e 19,16 respectivamente. O valor
de Fregressio maior que o tabelado indica que a regressdo foi significativa e explica os
resultados obtidos com base nas varidveis estudadas no intervalo de confianga 95%, ¢ o

FrFalta de ajuste maior que o tabelado indica que o modelo necessita de ajuste.
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Tabela 5 — Andlise de variancia do modelo matematico para a geracao de galactose por

meio da hidrdlise acida da k-carragenana de H. musciformis.

Fogte de Soma' Qraus de Médigt Feal  Feal/Fiab
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 1,74772 5 1,74772 113,2845 22,43258
Residuos 0,077139 5 0,015428

Falta de ajuste 0,076491 3 0,025497 78,69393 4,107199
Erro Puro 0,000648 2 0,000324

R? 0,95720

F0.0s:5:5=5,05; F0.05:3:2 = 19,16
Fonte: autoria propria

O valor do coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,95, indicando um bom ajuste
do modelo a resposta avaliada. A significancia estatistica do modelo observada a partir da
analise de variancia foi confirmada pela distribui¢ao normal dos residuos apresentados

entre os valores experimentais e teoricos, exibidos no Grafico 2.

Grafico 2 — Correlacdo entre os valores preditos e observados experimentalmente para a
varidvel resposta Geragao de Galactose obtidos nos hidrolisados de k-carragenana de H.

musciformis.
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Fonte: autoria propria

Dessa forma, foi possivel verificar pela distribui¢do apresentada no grafico que os
valores obtidos nos experimentos, representados pelos circulos azuis, estavam proximos

dos valores preditos, representados pela linha vermelha. Esse resultado mostra desvios
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positivos e negativos na mesma propor¢do, nao sendo observado comportamento
tendencioso.

A metodologia de superficie de resposta definiu as condigdes mais adequadas que
maximizam a geracdo de galactose. Os graficos de superficie de resposta (Figura 9a) e
curvas de contorno (Figura 9b) para a varidvel reposta concentracdo de galactose
indicaram a influéncia da temperatura e da concentragao de 4cido na geracao de galactose

apos a hidrélise de H. musciformis.

Figura 9 — Influéncia da temperatura e da concentracdo de H>SO4 sobre a geracdo de
galactose em hidrolisado 4cido de k-carragenana de H. musciformis. (a) Grafico de

superficie de resposta e (b) Curva de contorno.

a) b)

Acido (M)

V) ORI

W-25
<23
=138
=13
=08
Bl =03 3
<02 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 o5 =<08

Temperamra R <-

Fonte: autoria propria

A curva de contorno mostrou uma superficie bidimensional cuja resposta foi
expressa por um diagrama de diferentes cores que mostraram concentragdes de galactose
superiores 4 0,3 g.L! e inferiores 4 2,5 g.L"!, os quais representaram os valores reais. A
maior concentracido de galactose obtida no presente trabalho foi de 1,45 g.L™! com 4cido
sulfurico 1,0 M, a 85°C.

Kim e Lee (2016) estudaram a influéncia da temperatura e do tempo de hidrélise
de k-carragenana (1%) na geracao de D-galactose utilizando diversos &cidos diluidos (0,1
M). A maior concentracio de D-galactose (8,23 g.L'!) obtida foi utilizando 4cido
cloridrico a 120°C por 60 min, porém essa condi¢do de hidrolise gerou 2,14 g.L"! de HMF.

Meinita, Hong e Jeong (2012) hidrolisaram Kappaphycus alvarezii (10%) com 0,2
M de H2SO4 a 130°C por 15 min e obtiveram 23,87 gL' de galactose, porém esta
condi¢do também gerou 4,85 g.L' de HMF. Porém a biomassa em questio é formada por

dois polissacarideos principais, celulose e galactanas, e sua hidrolise gera glucose e
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galactose respectivamente, diferentemente do presente trabalho, que estuda a hidrolise da
galactana purificada, obtendo principalmente galactose como produto de hidrdlise. Estes
resultados apontam que o modelo pode ser melhorado para aumentar a geracdao de

galactose.

4.4 Bioconversao de galactose proveniente da hidrélise acida da k-carragenana de
H. musciformis em tagatose pela enzima L-arabinose isomerase

Os perfis cromatograficos do hidrolisado de k-carragenana de H. musciformis de
maior teor de monossacarideos antes e apos a atividade enzimdtica da L-arabinose
isomerase estdo mostradas na Figura 10. Os respectivos teores de galactose ¢ tagatose

estdo mostrados na Tabela 8.

Figura 10 — Perfil cromatografico do hidrolisado de k-carragenana de H. musciformis, (a)
antes da reacdo enzimatica e (b) depois da reagdo enzimatica. (== ) galactose; (===»)

tagatose.

a)

Fonte: autoria propria
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Tabela 6 — Composi¢do monossacaridica do hidrolisado acido de x-carragenana de H.
musciformis de maior teor de monossacarideos antes e ap6s a atividade enzimatica da L-

arabinose isomerase.

Galactose (g.L!) Tagatose (g.L )
Antes 0,0378 1,5298
Apos 0,1774 1,3927

Fonte: autoria propria

Uma etapa prévia a bioconversdo enzimatica, de concentracdo do hidrolisado,
mostrou a formacdo de um precipitado, o qual foi removido por centrifugacio.
Posteriormente, a determinacdo dos teores de monossacarideos por CLAE mostrou que o
precipitado se tratava de galactose, uma vez que houve uma reducio no seu teor inicial
no hidrolisado.

Apds o ensaio colorimétrico para quantificacdo da tagatose foi verificada
coloracdo indicativa da presenga de tagatose, mesmo na auséncia da L-arabinose
isomerase, se mostrando, portanto, inconclusivo. No entanto, esse resultado corroborou
a presencga de tagatose nos hidrolisados ja observada por meio da CLAE. Além disso, de
acordo com os teores de galactose e tagatose observados apds a bioconversdo foi
observado um aumento no teor de galactose, sugerindo a inversdo da atividade enzimatica,
uma vez que o meio continha maior concentragdo de tagatose e menor de galactose. A
reacdo inversa da enzima L-arabinose isomerase, produzindo galactose a partir de
tagatose, contribui ainda mais para os indicios de obtencdo desse edulcorante apenas por
meio da hidrolise quimica da k-carragenana de H. musciformis. Porém novos estudos

serdo necessarios para confirmar essa hipotese.

5. CONCLUSAO

A hidrolise 4cida da k-carragenana extraida da macroalga H. musciformis gerou
galactose, glucose e tagatose, no entanto estudos posteriores sdo necessarios para
confirmar a producao do edulcorante. Além disso, a bioconversdo da galactose presente
no referido hidrolisado por meio da L-arabinose isomerase pode aumentar o rendimento

de producdo da tagatose.
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