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RESUMO

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo acUcares de baixa caloria que apresentam diversos
beneficios a salde humana. Sao disponibilizados comercialmente mediante producéo sintética,
por reacdo de transfrutosilacdo, utilizando enzimas microbianas como a frutosiltransferase
(FTase, E.C.2.4.1.9). Dentre os micro-organismos produtores desta enzima, o Aspergillus
oryzae IPT-301 se destaca como fonte potencialmente produtora, sintetizando FTase micelial
(aderida a biomassa celular) com atividades hidrolitica (Ar) e de transfrutosilacdo (Ar). A razéo
entre as atividades (A7/An) € um importante parametro que indica a predominancia de At sobre
An. A aplicacéo deste micro-organismo na producdo de FOS pode ser aprimorada por meio da
imobilizacdo da biomassa por processo de reticulacdo visando aumentar a estabilidade da
biomassa e possibilitar o seu reuso. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho centrou-se
na imobilizacdo da biomassa de Aspergillus oryzae IPT-301 utilizando glutaraldeido como
agente de reticulagdo e caracterizagdo quanto as suas propriedades cataliticas, assim como a
determinacdo dos parametros cinéticos e termodindmicos e avaliacdo de sua estabilidade
operacional na producdo de FOS. A biomassa catalitica foi produzida por fermentagéo
submersa aerobia, em agitador orbital do tipo Shaker e meio de cultura sintético. Os ensaios de
imobilizacdo da biomassa produzida foram realizados por planejamento experimental do tipo
DCCR 22 e o efeito de diferentes concentracBes de glutaraldeido (GLU) e pH no meio de
imobilizacdo foram avaliados. As melhores respostas foram obtidas em pH 7,9 e concentracédo
de GLU 2,1 % (v/v), com At e Ay iguais a 821 + 28 U.gl e 126 + 10 U.g?, respectivamente.
Quando comparado o ganho de atividade por unidade de massa micelial com o processo de
imobilizacéo, foi observado um aumento de 14 % na Ar, reducgéo de 40 % na Ax e aumento em
86 % da razdo (At/An). Estas mudancas nas atividades observadas ap6s a imobilizacdo sdo
benéficas por favorecerem maiores rendimentos deste biocatalisador na producdo de FOS.
Assim, as biomassas livre e imobilizada foram caracterizadas. A biomassa livre apresentou 0s
melhores resultados de atividade entre as temperaturas de 45 °C e 55 °C, enquanto as maiores
Are razdo (A1/An) para a biomassa imobilizada foram observadas entre 50 °C e 55 °C. Quanto
a influéncia do pH, ambos os biocatalisadores apresentaram maiores At e razdo (At/An) em pH
5,5. Desta forma, a temperatura de 50 °C e o pH 5,5 foram fixados para se realizar a comparacao
dos biocatalisadores nos ensaios de estabilidade operacional. Os ensaios de estabilidade frente
ao pH mostraram que ambos os biocatalisadores foram estaveis na faixa de pH entre 4,5 e 7,5.
A anélise de estabilidade térmica mostrou por meio dos parametros termodinamicos avaliados
que a imobilizacdo da biomassa proporcionou um aumento da termoestabilidade, com a
biomassa imobilizada passando a ter um tempo de meia vida a 50 °C de 5728,5 min, valor este
2,8 vezes maior que o observado para o tempo de meia vida da biomassa livre a 50 °C. A
avaliacdo da cinética enzimatica indicou que os modelos de Hill e de Michaelis-Menten se
ajustaram satisfatoriamente ao comportamento da FTase de ambos os biocatalisadores. Foi
observada a reducio de Kos, de 97,8 para 85,9 g.L ! e uma reducdo de Km, de 121,5 para 98,5
g.L! apds a imobilizagdo da biomassa catalitica, indicando um aumento da afinidade entre
enzima e substrato com a imobilizacdo. A aplicacdo dos biocatalisadores em ensaios de
estabilidade operacional mostrou que a biomassa imobilizada foi estavel ap6s 12 ciclos de
producdo de FOS (atividade relativa de 88,9 £ 2,2 % da atividade inicial), enquanto a atividade
da biomassa livre caiu ap6s 12 ciclos de producdo para aproximadamente 50 % da atividade
inicial, demonstrando assim o ganho de aplicabilidade da biomassa catalitica de Aspergillus
oryzae IPT-301 na producgédo de FOS com o processo de imobilizacdo realizado.

Palavras-chave: Frutosiltransferase micelial. Aspergillus oryzae. Reticulagdo. Glutaraldeido.
Transfrutosilacdo. Imobilizacéo. Frutooligossacarideos.



ABSTRACT

The fructooligosaccharides (FOS) are sugars of low calorie that have several benefits to human
health. They are commercially available through synthetic production, by transfructosylation
reaction, using microbial enzymes such as fructosyltransferase (FTase, E.C.2.4.1.9). Among
the microorganisms that produce this enzyme, Aspergillus oryzae IPT-301 stand out as
potentially producer source, synthesizing mycelial FTase (adhered to cellular biomass) with
hydrolytic activity (An) and transfructosylation activity (Ar). The ratio between activities
(A7/An) is an important parameter that indicates the predominance of At over An. The
application of this microorganism to the production of FOS can be improved by the
immobilization of the biomass by cross-linking process, aiming to increase the stability of the
biomass and to enable its reuse. In this context, the objective of the present work was focused
on the immobilization of Aspergillus oryzae IPT-301 biomass using glutaraldehyde (GLU) as
cross-linking agent and the characterization of the catalytic properties of the immobilized
enzyme, as well as the determination of kinetic and thermodynamic parameters of the enzyme
and avaliation of its operational stability. The catalytic biomass was produced by aerobic
submerged fermentation on shaker type orbital in synthetic culture medium. The
immobilization tests were performed by central rotatable composite design 22 and the effect of
different concentrations glutaraldehyde concentrations and pH in the immobilization were
evaluated. The best responses were obtained at pH 7.9 and concentration of GLU 2.1% (v/v),
with At and An equal to 821 + 28 U.g* and 126 + 10 U.g%, respectively. When the gain of
activity per unit of mycelial mass with the process of immobilization was compared, there was
a 14% increase in A, a 40% reduction in Axand an 86% increase of the ratio (At/An). These
changes in activities observed after immobilization are favoring higher yields of this biocatalyst
in FOS production. Thus the free and immobilized biomass were characterized. The free
biomass showed the best results of activity between the temperatures of 45 °C and 55 °C, while
the higher At and ratio (At/Ag) for the immobilized biomass were observed between 50 °C and
55 °C. As for pH influence, both biocatalysts had higher At and ratio (A1/An) at pH 5.5. Thus,
the temperature of 50 °C and pH 5.5 were set for the comparison of the biocatalysts in the
operational stability tests. The pH stability tests showed that both biocatalysts were stable in
the pH range between 4.5 and 7.5. Thermal stability analysis showed through the
thermodynamic parameters evaluated that the immobilization of biomass provided an increase
of thermostability, with the immobilized biomass having a half-life time at 50 °C of 5728,5 min,
wich is 2.8 times higher than that observed for the half-life time of free biomass at 50 °C. The
evaluation of the enzymatic kinetics indicated that the Hill and Michaelis-Menten models fit
satisfactorily to the behavior of the FTase of both biocatalysts. The reduction of Kos was
observed, from 97.8 to 85.9 g.L %, and a reduction of Km, from 121.5 to 98,5 g.L ! after the
immobilization of the catalytic biomass, indicating an increase in the affinity between enzyme
and substrate with the immobilization . The application of biocatalysts in stability tests showed
that the immobilized biomass was stable after up to 12 cycles of FOS production (relative
activity of 88.9 + 2.2 % of the initial activity), while free biomass activity fell after 12
production cycles to approximately 50% of initial activity, demonstrating the gain of
applicability of the catalytic biomass of Aspergillus oryzae IPT-301 in the production of FOS
with the immobilization process carried out.

Keywords: Mycelial fructosyltransferase. Aspergillus oryzae. Cross-linking. Glutaraldehyde.
Transfructosylation. Immobilization. Fructooligosaccharides.
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1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos mais saudaveis e com baixo valor calérico na dieta de
carboidratos tem se intensificado devido aos reflexos de uma sociedade preocupada com a
salde e qualidade de vida. Esta mudanca de hébitos alimentares tem despertado na inddstria
alimenticia o interesse pela pesquisa, desenvolvimento e producéo dos chamados edulcorantes
alternativos, os quais fazem parte da composi¢do nutricional de diversos produtos introduzidos
no mercado. Em 2015, o mercado internacional de alimentos funcionais foi estimado em cerca
de 30 a 60 bilhdes de ddlares, o que representa 3% do mercado total de alimentos (WANG,
2015). Entre os alimentos funcionais, tem-se os edulcorantes alternativos, dos quais 0S
frutooligossacarideos (FOS), produzidos a partir de reacdes de transfrutosilacdo da sacarose
devido a atuagdo de enzimas como as frutosiltransferases (FTases, E.C.2.4.1.9) se destacam por
serem prebi6ticos, ndo caloricos, ndo cariogénicos, reduzirem o colesterol total e auxiliarem na
proliferacéo das bifidobactérias no c6lon humano (VANKOVA et al., 2008). Os FOS se tratam
de um dos prebiodticos mais comumente comercializados (NOBRE et al., 2018). Ocorrem
naturalmente em frutas e hortalicas, entretanto, a sua producéo, via sintese enzimatica de origem
microbiana, € bem mais difundida industrialmente por proporcionarem menores custos de
producdo (FORTES; MUNIZ, 2010; WANG, 2015).

Diversos organismos sdo reportados na literatura como produtores da FTase, com
destaque para os fungos Aureobasidium pullulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus aculeatus e Rhodotorula diarensis (AGUIAR-OLIVEIRA e MAUGERI, 2010;
CUNHA, 2017; GHAZI et al., 2005; L'HOCINE et al., 2000;). Entre estes, o Aspergillus oryzae
IPT-301 se destaca por produzir a FTase com elevadas atividades de transfrutosilacao, na forma
extracelular e aderida ao seu micélio (biomassa). A producdo da FTase aderida ao micélio do
micro-organismo é de grande interesse de estudo por possibilitar seu uso como biocatalisador
do tipo células integras (CUNHA, 2017).

Apesar do acentuado crescimento mundial no mercado de FOS e o baixo custo da
sacarose, o0 Brasil continua importando grande parte dos frutooligossacarideos que necessita
para a aplicacdo nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Ainda ha uma caréncia no pais por
processos biotecnoldgicos adequados e prontos para a aplicacao industrial. Uma das possiveis
formas de intensificar a producdo é por meio do desenvolvimento de processos utilizando a
enzima frutosiltransferase imobilizada, uma vez que o processo de imobilizagéo pode favorecer

diversas propriedades, entre elas, 0 aumento da estabilidade fisica, possibilidade de uso da
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enzima em uma faixa mais ampla de condi¢fes operacionais e possibilidade de reuso do
biocatalisador, sendo estas caracteristicas de grande importancia para a aplicacéo industrial
(LOPEZ-GALLEGO et al., 2005a). De maneira similar, aimobilizacio de células visa aumentar
a estabilidade celular e possibilitar sua utilizagdo como biocatalisador. Podem ser promovidas
melhorias operacionais similares a imobilizacdo de enzimas, como o aumento do rendimento,
produtividade e estabilidade, tornar mais facil a separacdo entre o biocatalisador e 0 meio
reacional reduzindo os custos com a recuperacao e reciclo de células, além de diminuir as
exigéncias para armazenamento por promover uma maior estabilidade ao conjunto célula-
enzima. Em contrapartida, a imobilizacdo pode acarretar em maiores custos de investimentos,
impor limitacdes difusionais aos reagentes e produtos ou até mesmo causar desativacdo do
biocatalisador e, portanto, um estudo direcionado a cada técnica aplicada a cada micro-
organismo deve ser feito (KRASNAN et al., 2016; SHULER; KARGI, 2002). De acordo com
Canilha, Carvalho e Silva (2006) a imobilizagdo de células pode trazer mais vantagens que a
imobilizacéo de enzimas, por eliminar a necessidade de extrair a enzima do micro-organismo
para posterior fixacdo em um suporte. Com a imobilizacdo de células ocorre 0 aproveitamento
da estrutura natural em que a enzima ja esta fixada.

Entre as diversas técnicas de imobilizacdo, a reticulacdo entre as células possui a
vantagem de aproveitar a propria estrutura celular como um suporte e ndo exigir o uso de um
segundo suporte fisico, necessitando apenas de um agente quimico que promova ligacGes
cruzadas entre as células, como o glutaraldeido (MIGNEAULT et al., 2004a). Fazendo uso de
glutaraldeido para reticulacdo de lipase aderida ao micélio de Aspergillus flavus, Long et al.
(1996) obtiveram um aumento da estabilidade térmica e da resisténcia da enzima a extragéo por
agua, possibilitando o reuso da biomassa reticulada por até 13 ciclos sem queda de atividade.
Resultados similares também foram obtidos por Sun et al. (2010b) no estudo da metandlise para
producdo de biodiesel. Por meio da reticulagdo da biomassa de Rhizopus oryzae com
glutaraldeido, foi obtido um aumento da estabilidade das células, de forma que o micro-
organismo, que antes apresentava apenas 10 % da atividade inicial ap6s 10 ciclos, passou a
apresentar alta atividade na metandlise para producéo de biodiesel por até 15 ciclos de producao
sem consideravel queda de atividade.

A imobilizacdo da FTase na forma micelial ja foi estudada por alguns autores. Chien,
Lee e Lin (2001) estudaram a imobilizacdo micelial de Aspergillus japonicus em gluten
resultando em um biocatalisador com rendimento satisfatorio na producdo de FOS e estavel em
operacdes de longa duragdo. Ganaie et al. (2014) estudaram a imobilizagdo da FTase micelial

de Aspergillus flavus NFCCI 2364 em quitosana e alginato, a qual tornou possivel o reuso da
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biomassa de Aspergillus flavus para a producdo de FOS. Uma abordagem similar a esta foi
realizada por Huang et al. (2016) com o micro-organismo Aspergillus aculeatus, também
tornando possivel o reuso do biocatalisador na producdo de FOS. Todos estes trabalhos
realizaram a imobilizacdo da biomassa por meio da técnica de aprisionamento
(encapsulamento). Alguns autores buscaram a imobilizagdo da biomassa através da colonizacéo
do micro-organismo em suportes durante a etapa de fermentagdo, como os trabalhos de
Mussatto et al. (2009) e Castro et al. (2017). Ndo foram encontrados trabalhos estudando a
aplicacdo da técnica de reticulacdo da biomassa celular em um processo que tenha como
objetivo a producdo de FOS. Além disso, ndo hé trabalhos envolvendo o estudo da imobilizagdo
da biomassa de Aspergillus oryzae IPT-301 por nenhuma técnica de imobilizacdo. Dessa forma,
a aplicacdo da técnica de reticulacdo a biomassa catalitica de Aspergillus oryzae IPT-301
concilia o uso de um método de imobilizacdo ainda ndo explorado e um micro-organismo cuja
imobilizacdo ainda ndo foi avaliada, apresentando assim a possibilidade de obtencdo de um
biocatalisador inédito para a producdo de FOS.

Portanto, diante deste contexto, este trabalho visou realizar o estudo da imobilizacao da
biomassa catalitica de Aspergillus oryzae IPT-301, rica em FTase micelial, por meio de sua
reticulacdo usando glutaraldeido como agente promotor. A biomassa imobilizada também foi
caracterizada com relacdo ao pH, temperatura e concentracdo de substrato do meio reacional,
assim como avaliada quanto as estabilidades térmica, frente ao pH e operacional para a

producdo de FOS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi imobilizar, por reticulagdo, a biomassa de

Aspergillus oryzae IPT-301, rica em FTase micelial, utilizando glutaraldeido como agente

reticulante, assim como caracterizar as propriedades cataliticas da biomassa imobilizada e

avaliar sua estabilidade operacional para a producdo de FOS a partir da sacarose.

2.2 Objetivos especificos

d)

f)

Visando atingir o objetivo geral, foram tracados os seguintes objetivos especificos:

Produzir a biomassa catalitica, rica em FTase micelial, de Aspergillus oryzae IPT-
301 por fermentacdo submersa aerobia utilizando meio de cultura sintético;
Imobilizar a biomassa microbiana produzida com glutaraldeido por meio do
processo de reticulacéo;

Avaliar os efeitos do pH e da concentracdo de glutaraldeido durante a reacdo de
imobilizacdo por meio da técnica de planejamento experimental do tipo delineado
composto central rotacional (DCCR);

Determinar e avaliar as atividades hidrolitica (An) e de transfrutosilacdo (Ar) das
biomassas livre e imobilizada, assim como a razdo entre as atividades (At/Ar) para
ambos os biocatalisadores;

Caracterizar as propriedades cataliticas e obter os parametros cinéticos e
termodinamicos para a biomassa livre e imobilizada de acordo com o melhor
resultado obtido no item iii.

Avaliar o desempenho da biomassa imobilizada (estabilidade operacional) para
diferentes ciclos em batelada visando a producéo de FOS de acordo com os melhores

resultados obtidos no item v.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo oligdbmeros de frutose com grau de polimerizagdo
variando entre 2 e 20, consistindo em uma molécula de sacarose alongada por uma cadeia de
unidades frutosil. Os FOS ocorrem mais comumente nas formas de 1-kestose (GF2), nistose
(GFs) e 1-B-frutofuranosilnistose (GF4), nos quais a unidade frutosil (F) s&o ligadas a molécula
de sacarose terminal (GF) através de ligacbes glicosidicas B-(2—1) (YUN, 1996). Por ndo
serem digeridos pela maioria das bactérias orais e intestinais, estes edulcorantes sao prebidticos,
considerados nao cariogénicos e ndo caldricos (BARBOSA, 2007). Recomenda-se a ingestdo
diaria de aproximadamente 10 g de FOS para promover seu efeito benéfico a flora intestinal.
Valores mais altos, como 20 g de FOS por dia podem resultar em efeitos indesejados como
aumento da flatuléncia e de ruidos intestinais.

OS FOS foram introduzidos no mercado primeiramente pela Meiji Seika Cia, em 1984,
no Japao, pais este que possui um dos maiores mercados comerciais de FOS. O seu valor
comercial é alto, chegando a custar cerca de U$ 200 por quilograma (PASSOS; PARK, 2003;
SILVA, 2008). Por serem dificilmente hidrolisados pelas enzimas digestivas, os FOS se tratam
de um alimento seguro para pessoas diabéticas por ndo proporcionarem um aumento no teor de
glicose sanguinea (YUN, 1996).

Como edulcorantes, os FOS demonstram sabor similar ao da sacarose; contudo, suas
propriedades funcionais destacam sua aplicabilidade na industria alimenticia. Sabe-se que as
bifidobactérias e os lactobacilos séo classificados como micro-organismos benéficos ao célon
intestinal em termos de saude e nutrigdo, promovendo uma reducdo da incidéncia de doencas
intestinais, enquanto alguns micro-organismos, como a Escherichia coli e o Clostridium
perfrigens séo classificados como prejudiciais (HIDAKA et al., 1986; WANG, 2015). Os FOS,
por serem acucares fermentados pela flora “amigavel” do célon intestinal, possibilitam a
reducdo do pH do bolo fecal e aumento do peristaltismo intestinal, combatendo a constipacédo
e auxiliando na eliminacgdo de micro-organismos patogénicos (HIDAKA; HIRAYAMA,; SUMI,
1988; PASSOS; PARK, 2003); melhoram a absorcdo de minerais pelas células da mucosa
intestinal e diminuem o nivel de colesterol total, fosfolipidios e triacilglicerois no sangue
(PASSOS; PARK, 2003; YUN; SONG, 1996).

Ao se levar em conta o equilibrio na flora gastrointestinal, pode ser acrescido ao FOS a

reducdo da pressdo sanguinea em pessoas hipertensas, reducdo da absorcdo de carboidratos e
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lipideos, aumento da digestdo da lactose, aumento da sintese de vitaminas do grupo B, aumento
da producgdo de compostos imuno estimulantes, diminuigdo da potencialidade de vérias doengas
humanas associadas com alto nimero de bactérias intestinais patdgenas (cancer, acne, cirrose
hepatica, constipacéo e alergias) (PASSOS; PARK, 2003).

Os FOS podem ser obtidos através de fontes de origem vegetal, em plantas como a
alcachofra, chicoria, banana, alho e cebola ou através da sintese enzimatica, por meio da agéo
da enzima frutosiltransferase promovendo uma reacéo de transfrutosilacdo com a sacarose
como substrato (PASSOS; PARK, 2003; SANTOS, 1998). Na Tabela 1 € possivel consultar
todos 0os micro-organismos produtores de FTase reportados pelo banco de dados BRENDA
(2018).

Tabela 1 — Micro-organismos produtores de FTase EC 2.4.1.9.

Micro-organismos

Aspergillus japonicus Lactobacillus johnsonii NCC 533
Aspergillus japonicus FCL 119T Lactobacillus reuteri
Aspergillus japonicus JN19 Lactobacillus reuteri 121
Aspergillus niger Lactobacillus reuteri TMW1.106
Aspergillus oryzae Leuconostoc citreum
Aspergillus oryzae CRF 202 Leuconostoc citreum CW2
Aureobasidium pullulans Leuconostoc citreum CW28
Aureobasidium pullulans CFR77 Paenibacillus macerans
Aureobasidium pullulans KCCM12017 Paenibacillus macerans EG-6
Aureobasidium sp. Paenibacillus macerans EG-7
Helianthus tuberosus Penicillium citrinum
Lactobacillus gasseri Penicillium citrinum FERM P-15944
Lactobacillus gasseri DSM 20604 Penicillium purpurogenum
Lactobacillus johnsonii Thermothelomyces heterothallica

Fonte: Adaptado de BRENDA (2018).

De acordo com WANG (2015), os processos enzimaticos possuem vantagens que 0S
fazem ser preferiveis para as industrias de alimentos. Devido a grande diversidade estrutural
dos FOS, a estereo e regioseletividade das enzimas séo propriedades valiosas industrialmente,
uma vez que processos baseados na sintese quimica necessitam de etapas complexas de
protecdo e desprotecdo para a preparacdo de oligossacarideos estruturalmente bem definidos.
Além disso, a maioria dos catalisadores quimicos utilizados sdo toxicos e com baixa
especificidade, limitando a aplicagcdo da rota quimica nas industrias farmacéutica e alimenticia
(FLORES-MALTOS et al., 2016)
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3.2 Sintese enzimatica de FOS por frutosiltransferase

A sintese de FOS por via enzimatica € feita basicamente por trés enzimas: as inulinases
(EC 3.2.1.7) que hidrolisam a inulina, as frutosiltransferases (FTase, EC 2.4.1.9) que transferem
grupos frutosil em moléculas de sacarose ¢ a B-frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26) que
hidrolisa a sacarose em frutose e glicose (GANAIE et al., 2014). A nomenclatura das enzimas
microbianas produtoras de FOS ainda € controversa no meio académico, sendo as FTases
muitas vezes chamadas de FFases. Entretanto, de acordo com L'Hocine et al. (2000), a
nomenclatura correta para a enzima que realiza atividade de transfrutosilacdo € FTase. Em outra
pesquisa, foi constatado que ambas as enzimas realizam atividade de transfrutosilacéo,
entretanto esta s6 ocorre com a FFase quando usado uma elevada concentracdo de sacarose,
diferentemente da FTase que apresenta a atividade de transfrutosilacdo também em
concentracOes inferiores de sacarose e, portanto, a FTase € mais susceptivel de ser utilizada
para a producdo industrial de FOS (GHAZI et al., 2006; HUANG et al., 2016).

A frutosiltransferase realiza a catalise da transferéncia de um grupo frutosil para uma
molécula de sacarose ou para uma molécula de FOS ja formada, aumentando sua cadeia. De
acordo com Antosova e Polakovic (2001), por ter baixa afinidade com a agua como aceptor, a

FTase normalmente apresenta baixas atividades hidroliticas.
3.2.1 Reacdo e atividade de transfrutosilacéo (Ar)

A FTase promove sobre o substrato sacarose uma reacdo de transferéncia de grupos
frutosil, clivando as ligacdes do tipo B-(2—1) na molécula de sacarose e transfere um grupo
frutosil para uma nova molécula de sacarose ou outra molécula de FOS, de forma que a glicose
é 0 subproduto liberado na reacdo, apresentada pela Equagdo (1) (GANAIE et al., 2014,
WANG, 2015).

GE, + GF, = GF,_, + GF,, @)
onde G e F referem-se as moléculas de glicose e frutose, respectivamente. Quando o indice n
tem o valor de um, temos a molécula de sacarose (GF). Os demais termos representam 0s
oligossacarideos formados, sendo mais comumente formados oligossacarideos apresentando 2
unidades frutosil (GF2, 1-kestose), 3 unidades (GFs, nistose) e 4 unidades frutosil (GFa4,

frutofuranosilnistose).
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A atividade de transfrutosilacdo (Ar) pode ser definida como a quantidade de enzima
capaz de produzir um micromol (1 pmol) de FOS por minuto, sendo a concentragdo de FOS
considerada a soma dos teores de 1-kestose, nistose e frutofuranosilnistose (OTTONI et al.,
2012). Outra definicdo possivel para At € a quantidade de enzima capaz de transferir 1
micromol (1 umol) de frutose por minuto (KURAKAKE; ONOUE; KOMAKI, 1996). Deste
modo, a concentracdo de FOS pode ser encontrada indiretamente, por meio do balango de massa
apresentado nas Equacoes (2) e (3).

[ART] = [G] + [F] )
[FOS] = [G] — [F] = 2[G] — [ART] @)
em que [ART], [G], [F] e [FOS] representam as concentraces de acUcares redutores totais,

glicose, frutose e frutooligossacarideos, respectivamente.

3.2.2 Reacdo e atividade hidrolitica (An)

A FFase, comumente conhecida como invertase, é a enzima mais associada a hidrélise
da sacarose e dos FOS (WANG, 2015). A reacgdo de hidrolise é caracterizada pela quebra do
polissacarideo resultando na liberacdo dos monossacarideos que constituem sua estrutura. A
hidrolise da sacarose pode ocorrer por rota enzimatica, com a transferéncia de um grupo frutosil
da molécula de sacarose para uma molécula de agua aceptora, resultando na liberacdo dos
monossacarideos para 0 meio reacional, ou ainda, a hidrolise da sacarose pode ser causada pela
acidificacdo do meio reacional.

A atividade hidrolitica pode ser definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar
a formacédo de 1 micromol (1 umol) de um dos produtos da hidrdlise, por minuto. O produto
quantificado pode ser a frutose ou a glicose (GANAIE et al., 2014; OTTONI et al., 2012).

3.2.3 Razdo (A1/An)

A razdo entre a atividade de transfrutosilacéo e a atividade hidrolitica (At/An) Se trata
de um parametro essencial para se avaliar 0 uso da enzima, uma vez que altas razées indicam
uma predominancia da atividade de transfrutosilacdo sobre a hidrolitica, o que torna maior o
rendimento final. Desta forma, deve-se buscar utilizar a frutosiltransferase em condigOes
operacionais que promovam maiores razdes At/An (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007;
HIDAKA; HIRAYAMA; SUMI, 1988; OLIVEIRA, 2007).
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De acordo com Ghazi et al. (2007), a razdo (At/An) depende de dois parametros: a
concentracdo de sacarose utilizada e as propriedades intrinsecas da enzima, ou seja, a

capacidade desta de se ligar com o nucleo6filo (receptor da frutose) e excluir a dgua.

3.3 Producéo de FOS

Os FOS ocorrem naturalmente em frutas e hortalicas (FORTES; MUNIZ, 2010). Apesar
da possibilidade de extracdo de FOS de fontes vegetais, por normalmente estarem presentes em
baixissimas concentragdes, a producdo via sintese enzimatica de origem microbiana é bem mais
difundida industrialmente por proporcionarem menor custo de produgdo (WANG, 2015).

A producéo industrial sintética de FOS iniciou-se no Japdo em 1980, sendo produzido
sob 0 nome de Meioligo® pela Meija Seika Kaisha Limited. Em sequéncia, em outros paises
tiveram inicio a produgdo e comercializacdo de FOS, em marcas como a Nutraflora® (Estados
Unidos), Actlight® (Franga), F.O.S® (Brasil), Frutafit® (Holanda), entre outras (FORTES;
MUNIZ, 2010; GANAIE et al., 2014) . FOS podem ser produzidos por meio de dois processos
distintos. O primeiro, consiste na producdo da enzima por fermentacdo, com a aplicacao
posterior da enzima, na forma livre ou imobilizada, na producéo de FOS. O segundo, consiste
na producdo de FOS sendo realizada simultaneamente ao processo fermentativo de produgéo
enzimatica. Uma vez que as condicGes 6timas de crescimento do micro-organismo podem nao
ser as mesmas condicdes 6timas de producdo do FOS, deve-se preferir o uso do processo em
duas etapas (HERNALSTEENS, 2006; OLIVEIRA, 2007).

Desta forma, a producéo industrial de FOS ¢ dada atualmente de duas formas. Produtos
disponiveis comercialmente como Raftilose® e Frutafit® sdo produzidos a partir hidrélise
enzimatica da inulina. J& Actilight® e Neosugar® sdo exemplos de FOS comerciais produzidos
por meio da reagdo enzimética de transfrutosilacdo em residuos de sacarose (OLIVEIRA,
2007).

3.4 Cinética enziméatica

3.4.1 Aspectos gerais

O estudo da cinética enzimatica possui como finalidade levantar a influéncia de diversas

condigdes de trabalho sobre a velocidade das transformagdes catalisadas por enzimas. Estas



22

condicGes de trabalho podem envolver diversas variaveis, como a temperatura de reacdo, pH
do meio, concentragéo de reagentes, enzimas, ativadores e inibidores. Desta forma, s&o obtidas
equacOes empiricas ou modelos matematicos para 0 comportamento enzimatico em funcédo dos
fatores que mais afetam sua cinética. A cinética de um grande ndmero de enzimas pode ser
descrita pelo modelo matematico de Michaelis-Menten (ALVARADO-HUALLANCO;
MAUGERI-FILHO, 2010; OLIVEIRA, 2007).

O modelo matematico de Michaelis-Menten apresenta uma relacdo de 1° ordem entre a
velocidade de formacdo do complexo enzima-substrato ([ES]) e a concentracdo enzimatica e
uma relacdo também de 1° ordem em relacdo a baixa concentracdo de substrato. Considera-se
que a etapa de formacéo e dissociacdo do complexo [ES] ocorre com grande velocidade, de
forma que a ocupacéo dos sitios ativos pelo complexo [ES] pode ser desprezada. A dependéncia
da velocidade inicial de reacdo (V) em funcéo da concentracdo de substrato (S) é apresentada
na Equacdo (4), onde Km (constante de Micahelis-Menten) mede a afinidade entre a enzima e o
substrato, representando a concentracdo de substrato na qual a velocidade de reacdo é metade
da velocidade maxima e Vmax € 0 valor da velocidade maxima de reagdo. Os valores Km € Vimax
podem ser encontrados por meio de técnicas de linearizacdo da Equacao (4), como descrito por
Lineweaver-Burk, Eadie-Hanes e Hofstee. Entretanto, ha reacbes enzimaticas que o modelo de
Michaelis-Menten ndo faz uma boa representacdo, sendo necesséario corre¢es na equacdo
cinética considerando a presenca de cooperatividade ou inibidores enzimaticos (ALVARADO-
HUALLANCO; MAUGERI-FILHO, 2010; SHULER; KARGI, 2002).

_ Vméx [S ] (4)

[ST+ Knm

As correcBes para a equacao cinética podem ser necessarias pelo fato de algumas
enzimas ndo apresentarem uma cinética na forma hiperbélica (como a apresentada no modelo
de Michaelis-Menten) e sim uma cinética que segue uma curva do tipo sigmoide. Tal fato ocorre
devido a uma ligacdo cooperativa entre o substrato e o sitio catalitico da enzima, de forma que
a ligacdo de uma molécula de substrato com a enzima traz efeitos as unies posteriores entre
substrato e enzima. Este efeito mais comumente acontece em enzimas que apresentam multiplas
subunidades e multiplos sitios ativos, denominadas alostéricas. Esta cooperatividade pode
causar um aumento da afinidade dos demais sitios ativos apds a ligacdo da primeira molécula
de substrato, sendo assim chamada de cooperatividade positiva. Todavia, uma cooperatividade
negativa ocorre quando a primeira molécula de substrato reduz a afinidade dos demais sitios
ativos (WEISS, 1997).
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O modelo de Hill é apresentado na Equacdo (5), em que Kos é a concentracdo de
substrato em que a velocidade de reacdo € metade da velocidade maxima, representando a
afinidade entre a enzima e o substrato, e n é o coeficiente de Hill (WEISS, 1997).

Vméx[S]n (5)
[ST™ + (Ko5)"

A cooperatividade da ligacdo entre enzima e substrato € indicada pelo coeficiente de

V =

Hill (n). Valores acima de 1 indicam uma cooperatividade positiva, sugerindo a presenca de
mais de um sitio de ligacdo para a enzima estudada ou até mesmo a formacéo de subunidades
multiplas da enzima, cada uma com um sitio apenas de ligacdo com o substrato. Quando o
coeficiente de Hill (n) assume valor de 1, a Equacdo (5) passa a representar uma cinética
enzimatica de Michaelis-Menten (WEISS, 1997).

3.4.2 Efeitos da temperatura na cinética enzimatica

O aumento da energia cinética das enzimas, ou seja, seu aumento de temperatura,
proporciona até certo ponto um aumento da taxa reacional. A uma temperatura muito baixa, a
movimentacdo da enzima em direcdo ao substrato € lenta prejudicando sua catéalise. Com o
aumento gradativo de temperatura, aumenta-se as colisdes entre os sitio ativos das enzimas e 0
substrato, aumentando a taxa de reacdo. Entretanto, ha uma determinada temperatura em que a
energia cinética causa perturbacGes na estrutura ideal enzimética impedindo o encaixe
especifico com o substrato, ponto este em que ocorre a desnaturacdo enzimatica. Desta forma,
cada enzima possui uma temperatura ideal em que sua taxa reacional € maxima e seu estudo ¢
de extrema importancia, tanto para a enzima livre como imobilizada (FIELDS, 2001; SHULER,;
KARGI, 2002).

Desta forma, por meio da Equacéo proposta por Arrehnius temos a ativagdo térmica e a

inativacao térmica da enzima descritas pelas Equacdes (6) e (7), respectivamente:

k, = A,. e /Rt (6)

ky=Age /e (7)
onde ka representa a constante de ativagdo térmica e kq a constante de inativagdo termica, Aa e
Aq sd0 as constantes de Arrehnius, Ea a energia necessaria para a ativacdo térmica e Ep a energia
necessaria para promover a inativacao térmica, R € a constante universal dos gasese T é a
temperatura absoluta (CORNISH-BOWDEN, 1995).
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A energia de inativacao térmica (Ep) fornece a energia necessaria para que 0 processo
de inativacdo térmica ocorra, de forma que elevados valores de Ep indicam uma maior

termoestabilidade para a enzima e sdo portanto desejaveis (CATANA et al., 2006).

3.4.3 Estabilidade térmica enziméatica

O tempo de meia vida enzimatica, t; ,,, apresentado na Equacdo (8), se trata do tempo

necessario para reduzir a atividade enzimatica a metade do seu valor original, sendo
inversamente proporcional a constante de inativacdo térmica (kd) (JAY; LOESSNER;
GOLDEN, 2005; SHULER; KARGI, 2002).
t1/2 _In2 (8)
ka
O tempo de meia vida enzimatica antes e ap6s um processo de imobilizacdo pode ser
utilizado para se determinar a eficiéncia de um protocolo de imobilizacdo por meio do fator de

estabilidade (FE) apresentado na Equagao (9), onde ty /2 imobitizada refere-se ao tempo de meia
vida da enzima imobilizada e t;,; ;;r. refere-se ao tempo de meia vida da enzima livre

(SOCCOL; FRANCA; RESENDE, 2016).

tq o s
FE = 1/2 imobilizada (9)

t1/2 tivre

Existem parametros termodinamicos, como a variagéo de entropia (AS*), entalpia (AH*)

e energia livre de Gibbs (AG*), que séo essenciais para se avaliar a estabilidade das enzimas,

tanto livres como imobilizadas. A desnaturagdo térmica da enzima consiste na sua transigéo de

um estado de menor energia para um estado de maior energia. Para que essa transi¢cdo

irreversivel seja feita, é necessario o fornecimento para a enzima, na forma de calor, de uma

quantidade minima de energia chamada de energia de inativacdo (Ep). A entalpia de ativagédo

da desnaturacdo (AHp), apresentada na Equacdo (10), fornece a quantidade de energia

necessaria para que a enzima atinja a condicdo inativada. Assim, elevados valores indicam uma

maior termoestabilidade da enzima (FERREIRA, 2017; SAQIB et al., 2010; SOUZA et al.,
2015).

AHy* = Ep —RT (10)

A energia livre de Gibbs de ativacdo da desnaturacdo (AGp*), apresentada na Equacéo

(11) se trata de outra forma de quantificar a estabilidade enzimatica. E considerada a forma

mais confiavel de se quantificar a estabilidade enzimatica, por considerar fatores entalpicos e
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entrépicos simultaneamente para expressar a espontaneidade com que a enzima se torna menos
estavel. Quando menor ou mais negativa é seu valor, maior a tendéncia da enzima a atingir sua
condigdo inativada. Assim como para a entalpia de ativacdo da desnaturacdo (AHp), altos
valores da energia livre de Gibbs de ativagdo da desnaturagédo (AGp*) indicam uma maior
estabilidade térmica da enzima (KUMAR et al., 2013; SAQIB et al., 2010).

. kqh (11)
AGD = —RT.In (kB—T>

em que h se trata da constante de Planck (11,04.1073¢ J.min?) e k5 a constante de Boltzmann
(1,38.10723 J.K1) (KUMAR et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

A entropia de desnaturacdo térmica da enzima (AS,") também pode ser calculada,
expressa pela Equacéo (12). Quanto maior a aleatoriedade no processo de inativacdo da enzima,
maior e positivo sera seu valor. Valores negativos indicam a presenca de um estado de transicao
na inativacdo enzimatica que possui maior ordenacdo ou menor aleatoriedade (KUMAR et al.,
2013; SOUZA et al., 2015).

AS,* =
D T

3.4.4 Efeitos do pH na cinética enzimatica

Algumas enzimas possuem grupos idnicos em seus sitios ativos que necessitam estar
em condicdes ideais especificas (sejam elas &cidas ou basicas) para exercer sua fungdo como
catalisador corretamente. Dessa forma, mudancas na forma dos grupos idnicos dos sitios ativos
e consequentemente na taxa reacional da enzima podem ser provocadas por mudancgas no pH
do meio reacional. Esta mudanca nos grupos idnicos dos sitios ativos da enzima também podem
afetar a estrutura tridimensional enzimatica. Em alguns casos, o substrato também pode conter
grupos idnicos, de forma que mudancas no pH afetam diretamente a afinidade entre enzima e
substrato. Portanto, existe uma faixa de pH 6timo, na qual a enzima consegue exercer
corretamente sua fungdo como catalisador. A predi¢do do pH 6timo para determinada enzima
depende de conhecimento a respeito das caracteristicas dos sitios ativos daquela enzima, de
forma que o pH 6timo geralmente é determinado experimentalmente (SHULER; KARGI,
2002).
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3.5 Imobilizagdo de enzimas e células

A tecnologia enzimatica se trata de uma alternativa cada vez mais atrativa para diversos
ramos industriais, com um mercado consumidor de enzimas em expansdo, sendo o valor de
venda das enzimas industriais no ano de 2016 estimado em 6 bilhdes de ddlares. Entretanto, o
reuso destes biocatalisadores somente é possivel quando o preparado enzimatico é estavel o
suficiente ou quando a estabilidade é alcancada por meio de técnicas de imobilizacdo. A
imobilizacdo é um termo genérico utilizado para descrever a retencdo de uma biomolécula no
interior de um reator ou de um sistema analitico (SOCCOL; FRANCA; RESENDE, 2016). A
enzima utilizada na forma livre normalmente é solGvel, o que faz com que sua recuperacéo,
apos o uso, dificilmente seja viavel economicamente. Este problema pode ser contornado com
0 uso de enzimas imobilizadas em suportes insolGveis, o que permite facilmente a separacéo do
biocatalisador do meio reacional e torna viavel seu reuso. O principal objetivo da imobilizacéo
enzimatica € a reutilizacdo industrial das enzimas para muitos ciclos de reagdo (GUISAN;
BRENA; BATISTA-VIERA, 2006). Para isso, a imobilizacdo enzimatica deve buscar
estratégias que proporcionem a manutencdo da atividade enzimatica e possibilitem aumento de
sua estabilidade (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2012). As técnicas de imobiliza¢do podem
melhorar diversas propriedades enzimaticas, como a estabilidade, atividade, reducdo da
inibicao e seletividade (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005a). Quando comparadas com as enzimas
sollveis, as enzimas imobilizadas apresentam maior robustez e maior resisténcia a mudancas
do ambiente reacional, como mudancas de temperatura, pH e presenca de solventes organicos
(SOCCOL; FRANCA; RESENDE, 2016).

De maneira similar, a imobilizacdo de células é definida como a técnica de fixacdo de
células microbianas por meio de ligagdes com um suporte sélido, aprisionamento em uma
matriz sélida, retencdo por uma membrana ou reticulagdo celular visando aumentar a
estabilidade da célula e possibilitar sua utilizagdo como biocatalisador (KRASNAN et al.,
2016). O uso da célula integra do micro-organismo como biocatalisador remove a necessidade
de uma etapa de purificacdo para obtencdo da enzima, diminuindo os passos do processo e 0
tornando mais barato e rapido (CASTRO et al., 2017). Com sua imobilizagdo, podem ser
promovidas melhoras operacionais similares a imobilizacdo de enzimas, como a facil separacéo
do biocatalisador do meio racional, possibilitando menores custos com o reuso, aumento do
rendimento, produtividade e estabilidade, além de diminuir as exigéncias para armazenamento.

A possibilidade de eliminacéo das etapas de recuperagéo e reciclo de células fazem da

imobilizacéo de células uma grande oportunidade para reducgédo de custos de um processo. De
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acordo com Whendhausen Junior (1998), a imobilizacdo de células frequentemente fornece
ainda a possibilidade de utilizac&o de altas velocidades de diluicdo sem perigo de elui¢do do
biocatalisador (washout), aumento da porcentagem de conversdo, menor inibicdo pelos
produtos formados e menor tempo reacional. Entretanto, a imobilizacdo pode acarretar em
maiores custos de investimentos, impor limitagdes difusionais aos reagentes e produtos e até
mesmo causar desativacdo do biocatalisador. Desta forma, o estudo direcionado a cada técnica
aplicada a cada micro-organismo deve ser feito e a escolha do método de imobilizacéo deve se
basear em alguns parametros, como a atividade global do derivado enzimatico, custo do
procedimento de imobilizagéo e nas propriedades resultantes do processo de imobilizagédo para
a enzima imobilizada (KRASNAN et al., 2016; MENDES, 2009; SHULER; KARGI, 2002).
Com o avanco das pesquisas sobre imobilizacdo, tem-se observado que a imobilizacao
de células pode ser mais vantajosa que a imobilizacdo de enzimas, pois elimina a necessidade
de extrair do micro-organismo a enzima para depois fixa-la em um suporte. Quando cofatores
s80 necessarios para a atividade enzimatica, a imobilizagdo da célula também é vantajosa, pois
a célula pode regenerar o cofator naturalmente (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).
Pode ocorrer o aumento da atividade celular com a imobilizacdo quando comparada com o uso
de células integras em suspensdo. Este ganho muitas vezes é atribuido ao aumento aparente da
resisténcia celular a perturbacdes ambientais, como pH ou exposicdo a concentracdes toxicas
de compostos quimicos (MUSSATTO et al., 2009). De acordo com Soccol, Franca e Resende
(2016), a instabilidade da estrutura tridimensional das enzimas quando isoladas do seu ambiente
natural € um dos principais problemas da utilizacdo de enzimas sollveis, problema este que
pode ser minimizado com o uso da enzima ja naturalmente aderida ao micro-organismo.
Muitas técnicas de imobilizac¢do de células tém sido desenvolvidas ao longo dos anos.
Em termos gerais, pode-se destacar as técnicas baseadas em adsor¢do ou ligagfes covalentes
com materiais sélidos, o encapsulamento celular entre membranas ou matrizes porosas e a
reticulacdo entre células e materiais poliméricos. Existe tambeém a possibilidade de uso da

combinagéo de dois ou mais métodos em um mesmo biocatalisador (KRASNAN et al., 2016).

3.6 Metodos de imobilizacéo de celulas

De acordo com Sheldon (2007), os métodos de imobilizacdo podem ser divididos em
trés grupos: ligacdo a um suporte, aprisionamento em matrizes poliméricas e reticulacdo entre
as proprias células. Outros autores, como Canilha, Carvalho e Silva (2006), dividem os métodos

de imobilizacdo em quatro, separando o aprisionamento celular em dois tipos: aprisionamento
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em matrizes porosas e contengdo por barreiras. Apesar de serem diversos 0s métodos ja
desenvolvidos, ndo hd um método aplicavel para toda enzima ou célula conhecida, sendo
indispensavel o conhecimento prévio das caracteristicas do suporte e dos efeitos de cada método
empregado para selecdo da técnica de imobilizacdo a ser utilizada para cada finalidade,
buscando sempre a adoc¢do de um procedimento mais simples e barato (SOCCOL; FRANCA,
RESENDE, 2016).

Formas de
imobilizagao celular

l 1

Ligagdo a suporte solido  Reticulagao Aprisionamento
Adsorgdo Ligagdo covalente Ligagdo covalente Gel Microcdpsulas Fibra

Figura 1 — Esquema dos métodos de imobilizacdo celular.
Fonte: Adaptado de Whendhausen Junior (1998).

3.6.1 Ligacdo a um suporte

a) Adsorcdo: Se trata de um método muito simples e bastante empregado. Consiste na
imobilizacdo promovida por ligacdes como interac6es hidrofdbicas, forcas de Van der Waals,
ligagBes de hidrogénio e ligacGes ibnicas entre as celulas e 0s grupos reativos do suporte
utilizado. Se trata de um método barato e que permite a regeneracdo da matriz utilizada (uso
em uma nova imobilizacdo). Esta técnica pode aproveitar da habilidade de alguns micro-
organismos se fixarem naturalmente em superficies de diferentes ambientes. Quando os poros
do suporte utilizado possuem tamanho adequado, as células em crescimento de um fungo (hifas)
podem penetrar no suporte e preencher seu espaco interno dando origem a um biocatalisador
imobilizado. Tem como principais vantagens a simplicidade da técnica, o baixo custo por ndo
necessitar de ativacdo do suporte para imobilizacdo. Quando a celula deve ser aplicada em meio
apolar, a enzima € insoltvel e ndo é necessario fortes interagdes entre a célula e o suporte para
garantir o sucesso da imobilizagdo, o0 que traz grandes vantagens ao método. As principais
desvantagens deste método residem na aleatoriedade da interacdo entre célula e suporte e a
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possibilidade de dessorcéo devido a variagdes de temperatura, pH e forga idnica (CANILHA,
CARVALHO; SILVA, 2006; COVIZZI et al., 2007; SOCCOL; FRANCA; RESENDE, 2016).

b) Ligacdo covalente: baseia-se em uma ligacdo covalente entre as células e os grupos
reativos do suporte, através de uma funcionalizag¢do do suporte para que este contenha um grupo
quimico capaz de ligar covalentemente com a célula, formando uma forte ligacdo entre célula
e suporte o que proporciona uma grande rigidez na estrutura enzimatica. O nimero de ligacdes
covalentes formadas depende da densidade de grupos reativos por unidade de area do suporte,
da reatividade dos grupos funcionais presentes, do estado de protonacdo dos mesmos e da
especificidade dos grupos ativos do suporte. Possui como maior limitacdo a potencial
toxicidade para a célula de alguns agentes quimicos utilizados comumente para ativacdo do
suporte, tornando a selecdo das condic¢des para imobilizacdo mais dificil que em outros métodos
de imobilizacdo. Entretanto, este método pode apresentar a vantagem de aumentar a resisténcia
enziméatica quanto a variacdo de pH, temperatura e presenca de solventes organicos e
possibilitar o reuso enzimatico (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; SHELDON, 2007;
SOCCOL; FRANCA; RESENDE, 2016)

3.6.2 Aprisionamento

a) Envolvimento em matrizes porosas: se trata do método mais utilizado na imobilizagdo
de células, por apresentar baixa toxidez. Consiste no confinamento fisico de um aglomerado
celular em uma matriz polimérica, cujos poros sdo menores que as células contidas no seu
interior, impedindo o arraste das células, porém permitindo o fluxo de substratos e produtos
para o interior da matriz para que ocorra a interagao entre enzima e substrato. A imobilizacao
de células microbianas em géis de alginato é bastante aplicada em processos fermentativos,
apesar das limitacGes de transferéncia de massa e a baixa resisténcia fisica apresentada elo
biocatalisador obtido. No método de envolvimento em matrizes porosas, a difusdo do substrato
e produto pode consistir na maior limitagdo encontrada (BORZANI et al., 2001; COVIZZI et
al., 2007).

b) Contencao por barreiras: consiste na retencdo das células sob membranas, possibilitando
a contengdo de uma quantidade maior de células em relacdo a imobilizacdo em matrizes

porosas. A diferenca deste método para o envolvimento em matrizes porosas € que na contencdo
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por barreiras as células ficam apenas envoltas por uma membrana e ndo h4 material entre as
celulas envolvidas pelas membranas. Desta forma, neste método também é imprescindivel se
utilizar membranas que ndo dificultem o fluxo de substrato e produto para que ndo sejam
impostas limitacdes difusionais ao uso do biocatalisador (BORZANI et al., 2001; COVIZZI et
al., 2007).

3.6.3 Reticulacédo entre as celulas

O processo de reticulacdo pode ser definido como um processo no qual um polimero ou
material celular torna-se uma rede tridimensional densa por meio de ligagfes variadas, como
ligacGes de hidrogénio, ligacbes ibnicas ou covalentes (HOU; DI VONA; KNAUTH, 2012). A
reticulacdo entre as células consiste na formacgdo de um aglomerado celular, de forma natural
ou induzida artificialmente por meio de agentes quimicos que promovam ligacdes cruzadas
entre as células, chamados de agentes de reticulacdo (agentes cross-linking). Este método possui
a vantagem do baixo custo por ndo exigir o uso de um suporte sélido para a imobilizacdo e
proporcionar alta estabilidade enzimatica (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; CRUZ et
al., 2012; SOCCOL; FRANCA; RESENDE, 2016). A eficiéncia de uma reacgéo de reticulacdo
depende da concentracdo e tipo de agente de reticulacdo, do pH do meio reacional, da
temperatura e do tempo de reagdo (tempo de contato). As novas ligacOes impostas pela
reticulacdo podem melhorar a estabilidade enzimatica mas também podem causar distor¢des no
sitio catalitico da enzima (KOMESU et al., 2009). Efeitos positivos a atividade enzimatica
foram observados por Sun et al. (2010b), que recomendam a reticulacao das células de Rhizopus
orizae IFO 4697 para melhorar a estabilidade operacional das células.

Entre os agentes utilizados para promover a reticulacéo, o glutaraldeido se destaca por
reagir rapidamente com aminas primarias e, consequentemente, com proteinas (MIGNEAULT
et al., 2004b).

3.6.3.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido, dialdeido linear de 5 carbonos, € um reagente muito popular na
imobilizacdo de proteinas, podendo ser utilizado como pré tratamento na ativacdo de suportes
fisicos ou na formacéo da reticulagéo entre proteinas, atuando como um agente de reticulagdo
(cross-linking) (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005b). E um agente reticulante que normalmente

é aplicado para formacéo de redes de polipeptideos e proteinas devido a reatividade de seus
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grupos aldeidos em formar bases de Schiff com o grupo amino das proteinas. Apesar de seu
uso, de acordo com Migneault et al. (2004b), ndo ha concordéncia a respeito de suas espécies
reativas que de fato participam de todo o processo de reticulacdo protéica, de forma que o
glutaraldeido pode reagir com diversos grupos funcionais de proteinas, como aminas, tiol, fenol
e imidazol pois as cadeias laterais mais reativas dos aminoacidos sdo nucledfilos. Foi observado
que o glutaraldeido reage com grupos tiol apenas na presenca de um grupo amino primario,
enguanto reage com grupos amino reversivelmente em uma ampla faixa de pH (acima de pH
3,0), com destaque para a faixa de pH entre 7,0 e 9,0, na qual apenas uma pequena
reversibilidade é observada (MIGNEAULT et al., 2004b).

A reticulacdo de proteinas normalmente envolve grupos amino de residuos de lisina uma
vez que 0S grupos amino ndo protonados sdo muito reativos como agentes nucleofilos. A
maioria das proteinas contém muitos residuos de lisina na superficie da proteina. Além disso,
normalmente estes residuos da lisina ndo estdo envolvidos no sito catalitico enzimatico,
portanto é possivel uma preservacdo da conformacdo protéica por meio da reticulacdo
(AVRAMEAS, 1969; MIGNEAULT et al., 2004b). Ao seu trabalhar com a reticulacéo
micelial, de acordo com Monsan (1978) as reacdes ocorrem entre grupos aldeidos do
glutaraldeido e grupos aminos das células, também resultando na formag&o de grupos de imina
(bases de Schiff) e mudanca de cor da biomassa.

A imobilizacdo com glutaraldeido pode ser feita para muitas enzimas, em uma larga
faixa de condicGes, determinadas de acordo com os resultados obtidos muitas vezes por meio
da tentativa e erro. Diversos fatores devem ser analisados para garantir a insolubilidade da
enzima e consequente sucesso da imobilizacdo, como a proporcdo entre concentracao
enzimatica e de glutaraldeido, o pH, a temperatura e o tempo reacional. Alguns autores
sugerem, ao término da reacdo de imobilizagdo com glutaraldeido, uma etapa de reducgéo das
bases de Schiff reversiveis em ligaces de aminoécidos secundarias mais estaveis e reducdo dos
grupos de aldeido nédo reagidos para grupos inertes. Ambas as reducdes podem ser promovidas
por meio da reacdo com borohidreto de sodio (NaBH.) (MIGNEAULT et al., 2004b; RUEDA
etal., 2016).

Com o uso do glutaraldeido no processo de reticulagéo da lipase aderida ao micélio de
Aspergillus flavus, Long et al. (1996) obtiveram um aumento da estabilidade enzimatica,
aumentando sua estabilidade térmica com o processo de reticulagdo e tornando a enzima
significativamente mais resistente & extragdo por 4gua quando comparada & biomassa livre. Foi
observado também uma pequena reducdo da atividade enzimatica, atribuida as limitacGes

difusionais ao substrato e produto originadas pelas ligacdes cruzadas entre as enzimas. Com o
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processo de reticulacdo com glutaraldeido adotado foi possivel o reuso da biomassa por até 13
ciclos sem queda da atividade enzimatica.

Sun et al. (2010a) estudaram o efeito do glutaraldeido sobre células de Rhizopus oryzae
na metandlise de Oleos renovaveis para a producdo de biodiesel, relatando um aumento da
estabilidade das células e aumento da tolerdncia ao metanol, atribuida a diminuicao da perda de
lipase para o meio reacional gracas a atuacdo do glutaraldeido como agente reticulante.
Resultados similares foram obtidos por Szczesna-Antczak et al. (2004) para a lipase micelial
de Mucor circinelloides, para o qual o processo de reticulagdo com glutaraldeido foi
considerado o mais eficiente para estabilizacdo dos pellets formados quando comparados com
a estabilizacdo em alginato de célcio e alcool polivinilico, também testados pelos autores.

3.8 Imobilizacdo da FTase

Na literatura pode-se encontrar registros da imobilizacdo da frutosiltransferase,
extracelular ou aderida a biomassa.

Uma producdo continua de FOS foi estudada por Yun e Song (1996), por meio de
frutosiltransferase extracelular imobilizada em uma resina com alta porosidade chamada Diaioa
HPA 25®, obtendo um biocatalisador com maior resisténcia a varia¢fes de pH e com atividade
de transfrutosilacdo similar a enzima livre. Nao houve alteracdo dos valores de temperatura e
pH 6timos para aplicacdo na producdo de FOS com a imobilizacdo. O biocatalisador foi
aplicado em uso continuo por até trinta dias com uma queda de apenas 8% da atividade de
transfrutosilacéo inicial.

Chien, Lee e Lin (2001) estudaram a imobilizacdo da biomassa de Aspergillus japonicus
por envolvimento em glaten visando a producdo de FOS. Foi obtido um biocatalisador estavel,
o qual foi aplicado em um reator de leito empacotado. Foi observado uma reducéo da velocidade
de reacdo de producdo de FOS com a imobilizagédo (a nova velocidade de reacdo passou a ser
proxima a 70% da velocidade de reacédo catalisada pelo micélio sem tratamento), associada a
possiveis limitacfes difusionais do substrato impostas pelo glaten.

Ghazi et al. (2005) estudaram a imobilizacdo por ligacbes covalentes de
frutosiltransferases comerciais em um polimero a base de polimetacrilato (Sepabeads® EC).
Foi obtido um biocatalisador com alta estabilidade mecénica, relativa facil producdo com
atividade de transfrutosilagdo maxima de 25 U.gt.

Platkova et al. (2006) estudaram o uso de diversos suportes comerciais na imobilizacao

de FTase extracelular obtida de Aureobasidium pullulans. Neste estudo, foram comparados 0s
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efeitos da imobilizagdo por duas diferentes rotas. A primeira, baseou-se na ligagéo covalente
direta entre suportes ativados e a FTase. A segunda, baseou-se na ligacdo entre os suportes
ativados e a FTase tratada previamente com glutaraldeido para a formagédo de uma reticulacao
entre as enzimas. N&o foi observado em nenhum dos biocatalisadores estudados melhoras
operacionais com o uso do glutaraldeido. Como resultado principal do trabalho, foi obtido um
aumento da estabilidade de armazenamento para a enzima imobilizada diretamente em
Amberlite IRA 900®. FTase também obtida de Aureobasidium pullulans foi imobilizada em
um copolimero de acrilato de butilo e dimetacrilato de etilenoglicol por Onderkova, Bryjak e
Polakovic (2007). O suporte foi previamente ativado com glutaraldeido. Este processo resultou
em um biocatalisador fisicamente estavel, capaz de suportar até 11 ciclos de 1 hora de produgéo
de FOS sem grande gueda da Ar.

Kamimura et al. (2009) criaram um biocatalisador a partir da FTase extracelular de
Pichia pastoris em uma mistura de gelatina, alginato de sodio e cloreto de célcio, possibilitando
0 reuso da enzima. Entretanto este método resultou em uma consideravel queda de atividade,
passando a apresentar apenas 20 % da atividade da enzima livre (25 U.mL™) apoés a
imobilizacao.

A habilidade do Aspergillus japonicus ATCC 20236 de colonizar diversos materiais
sintéticos durante a etapa de fermentacéo foi explorada por Mussatto et al. (2009), realizando a
imobilizacdo in situ por absor¢do da biomassa em diversos materiais (espuma de poliuretano,
esponja de aco inoxidavel, fibra vegetal, pedra-pomes, peneiras moleculares de zeélito e
espuma de vidro). Como melhor resultado, a absor¢cdo micelial em fibra vegetal tornou possivel
obter uma producdo de FOS similar a producdo obtida com a biomassa livre, entretanto tornou
mais facil a separagéo entre o biocatalisador e o meio reacional e proporcionou um aumento da
razdo At/An, passando de 3,2 para 4,8 com o processo de imobilizagao.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) imobilizaram por adsorc¢ao, FTase extracelular de
Rhodotorula sp. em minerio de nidbio resultando em um biocatalisador com conversao similar
a enzima livre, razdo (At/An) proxima a 1,6 e tempo de meia vida de 24 dias a 50 °C, desta
forma, viabilizando o reuso da enzima na producéo de FOS.

Ganaie et al. (2014) estudaram a imobilizacdo da FTase aderida a biomassa de
Aspergillus flavus NFCCI 2364 em quitosana e alginato pelo método de envolvimento. Foi
obtida uma Ar maxima de 45 U.mL"! para a biomassa imobilizada com alginato, enquanto a
biomassa livre sem tratamento apresentou uma Ar maxima de 40 U.mL®. A biomassa
imobilizada com quitosana apresentou uma At maxima de 30 U.mL™ Foi observado também

uma maior estabilidade ao pH na biomassa imobilizada com alginato em relagdo a biomassa
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imobilizada com quitosana e livre. O biocatalisador imobilizado em alginato foi capaz de
manter mais de 50 % de sua atividade inicial ap6s aplicado em 15 ciclos de 24 horas de
producdo de FOS, enquanto o a biomassa imobilizada em quitosana apresentou uma grande
queda de atividade ap6s o 5° ciclo. Desta forma, foi concluido que a imobilizacdo da biomassa
tornou possivel o reuso de Aspergillus flavus para a produgdo de FOS. Em uma pesquisa mais
recente, Huang et al. (2016) realizaram a imobilizagdo por envolvimento em alginato do micro-
organismo Aspergillus aculeatus M105, obtendo um biocatalisador capaz de ser aplicado na
producdo de FOS por até 15 ciclos.

Castro et al. (2017) estudaram a imobilizacdo da biomassa de Aureobasidium pullulans
em diversos suportes (subprodutos sintéticos, agroindustriais e materiais minerais). A
imobilizacdo ocorreu in situ por absorcao do micélio durante a etapa de fermentacdo. Em todos
0s suportes estudados ocorreu a absorcdo da biomassa, com destaque para a espuma de
poliuretano reticulado, fibra de poliéster e 1& de fibra de vidro, que absorveram as maiores
quantidades de células.

N&o foi encontrado na literatura relatos da aplicacdo da técnica de reticulacdo para
imobilizacdo da FTase aderida a biomassa. Desta forma, o uso do glutaraldeido em um processo
de reticulagdo micelial se apresenta como um interessante método de imobilizacdo a ser
explorado para a FTase aderida a biomassa de Aspergillus oryzae IPT-301, uma vez que as
vantagens proporcionadas por este método de imobilizacdo nunca foram exploradas para este

micro-organismo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Producéo da biomassa catalitica

4.1.1 Micro-organismo e condicdes de cultivo

Para a producéo da biomassa catalitica, contendo a enzima FTase micelial, foi utilizada a
cepa do fungo Aspergillus oryzae IPT-301, doada pelo Laboratdrio de Biotecnologia Industrial
do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (LBI/IPT-SP). O pellet contendo
aproximadamente 5 g de esporos liofilizados do micro-organismo, foi ressuspenso em 10 mL
de &gua destilada estéril e aliquotas de 70 pL foram inoculadas em meio sélido contendo (em
%, m/v): agar batata dextrose (KASVI®) 2,0, glicerina (Isofar®) 2,5, extrato de levedura
(Synth®) 0,5 e glicose (Dinamica®) 2,5. Apo6s incubacdo por 7 dias a 30 °C em incubadora
refrigerada do tipo B.O.D. (Tecnal®, modelo TE-371), os esporos produzidos foram coletados,
por meio de raspagem utilizando al¢a de Drigalski, em 10 mL de solucédo constituida por NaCl
(Dindmica®) 0,95 % (m/v) e Tween-80 (Dinamica®) 0,1 % (v/v). A suspensdo obtida foi
homogeneizada com solucdo de glicerina (Isofar®) 20,0 % (m/v), cujo volume foi variavel, de
modo ajustar a concentragio de esporos para aproximadamente 1 x 107 esporos.mL?,
quantificado com auxilio de uma camara de Neubauer (Newoptics®), seguido de
armazenamento sob refrigeracdo a -12 °C (CUNHA, 2017).

4.1.2 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para a fermentacdo e producdo da biomassa catalitica foi
constituido por (em %, m/v): sacarose (Synth®) 15,0, extrato de levedura (Synth®) 0,5, NaNOs
(Dinamica®) 0,5, KH2POs (Synth®) 0,2, MgS04.7H>O (Dindmica®) 0,05, MnCl.4H.0
(Synth®) 0,03 e FeS04.7H20 (Synth®) 0,001. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,5
com solugdo de NaOH (Synth®) 0,01 mol.L™. Foram distribuidos 50 mL deste meio de cultura
em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL e autoclavados a 120 °C e 2,022 atm durante 15
minutos (CUNHA, 2017).

4.1.3 Fermentacgéo submersa
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Foram inoculados 500 pL de suspensdo de esporos (1 x 107 esporos.mL™t) em 50 mL de
meio de cultura descrito no topico 4.1.2. A fermentacédo foi realizada em agitador orbital do
tipo shaker (Tecnal®, modelo TE-4200) a 30 °C e 200 rpm por um periodo de 64 h. O contetdo
total do frasco Erlenmeyer foi filtrado em papel do tipo Whatman n°1 com diametro de 90 mm
e a biomassa, retida no papel (torta), foi armazenada, sob refrigeracdo, em placas de Petri.
Visando reduzir a perda de atividade da enzima micelial, buscou-se realizar as etapas de

imobilizacéo e reacdo enzimatica imediatamente apds a coleta da biomassa (CUNHA, 2017).

4.2 Imobilizagdo da biomassa catalitica

4.2.1 Otimizacao das atividades enzimaticas em funcéo do pH de imobilizacdo e concentracao

de glutaraldeido

Para se investigar os efeitos dos parametros (i) concentracdo de glutaraldeido e (ii) pH
do meio reacional, durante os ensaios de imobilizacdo da biomassa catalitica (micélio), sobre
as atividades hidrolitica (An), de transfrutosilacdo (Ar) e a razdo entre ambas (A1/An), realizou-
se um planejamento experimental do tipo delineado composto central rotacional 22. Para os
estudos de planejamento, foram selecionados os valores de pH entre 6,40 a 9,40 e concentragdes
de glutaraldeido entre 1,20 e 3,00 % (v/v) como niveis principais. Assim, elaborou-se uma
matriz de experimentos (Tabela 3) composta por 12 ensaios. As analises estatisticas foram
efetuadas pela Analise de Variancia (ANOVA) mediante auxilio do software Statistica® versédo
7.0®. Os volumes de solucbes tampdo e de glutaraldeido, adicionados em cada ensaio para

atingir as concentracOes necessarias, foram calculados e estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Volumes de tampdo tris-acetato 0,2 mol.L? e glutaraldeido 25 % (v/v) adicionados

para realizacdo dos ensaios de otimizacdo das atividades enzimaticas.

Volumede  Volume de Volumede  Volume de
Ensaio glutaraldeido = Tampdo |Ensaio glutaraldeido = Tampéo

(uL) (mL) (uL) (mL)
1 480 9,52 7 840 9,16
2 1200 8,8 8 840 9,16
3 480 9,52 9 840 9,16
4 1200 8,8 10 840 9,16
5 332 9,668 11 840 9,16
6 1348 8,652 12 840 9,16

Fonte: do autor.
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Tabela 3 - Matriz de experimentos contendo valores codificados e reais.

Valores codificados Valores reais
Ensaio Concentra,géo de Conce(;gcragao
Glutargll /(i?)do (%, PH Glutaraldeido pH
(%, (viv))

1 -1 -1 1,2 6,4
:23 Extremidades +11 +11 1?2 gj
4 +1 +1 3 9,4
5 -1,414 0 0,83 79
6 . 1,414 0 3,37 79
7  Fatoriais 0 1,414 2,1 5,78
8 0 1,414 2,1 10,01
9 0 0 2,1 79
10 Centrais 0 0 21 79
11 0 0 2,1 7,9
12 0 0 2,1 79

Fonte: do autor.

4.2.2 Imobilizacao da biomassa catalitica (micélio) com glutaraldeido

Os ensaios de imobilizacdo da biomassa catalitica (micélio) foram realizados de acordo
com a adaptacdo dos métodos descritos por Vescovi et al. (2016) e Sun et al. (2010b). Em um
tubo, adicionou-se 0,1 g de micélio dmido (biomassa) oriundo da fermentacédo (topico 4.1.3),
seguido da adicdo de solugdo aquosa de glutaraldeido 25 % (v/v) (VETEC®) previamente
dissolvido em solugdo tampéo tris-acetato 0,2 mol.L™? totalizando um volume reacional de 10
mL (o pH, o volume de glutaraldeido adicionado e, consequentemente, a concentragao de
glutaraldeido foram definidos de acordo com o planejamento experimental descrito no topico
4.2.1). A reacdo de imobilizag&o foi realizada a 25 °C, 200 rpm durante 60 minutos em agitador
orbital do tipo shaker (Tecnal®, modelo TE-4200) e finalizada, por mais 30 minutos, a partir
da adicdo de 100 pL de borohidreto de sodio (NaBH4) (NEON®), previamente dissolvido em
solugdo 0,001 mol.L* de hidréxido de sédio (NaOH) (Dindmica®), a uma concentragdo de 100
g.L 1. Ao término desta etapa, o tubo contendo o meio reacional foi imerso em banho de 4gua
e gelo e a amostra filtrada em papel do tipo Whatman n°1 com diametro de 90 mm. A biomassa

imobilizada, retida no papel (torta), foi lavada abundantemente com A&gua destilada e
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armazenada sob refrigeracdo para ensaios posteriores de atividade enzimatica, caracterizagéo e

avaliacdo do seu reuso para a producéo de FOS.

4.3 Atividade enzimatica e quantificacdo de acUucares

4.3.1 Determinagao das atividades hidrolitica e de transfrutosilagcdo miceliais

Definiu-se uma unidade de atividade de transfrutosilacdo (A1) como a quantidade de
enzima necessaria para produzir um micromol (1 pmol) de FOS por minuto nas condicdes
ensaiadas, sendo a concentracdo de FOS considerada a soma dos teores de 1-kestose, nistose e
frutofuranosilnistose. JA& uma unidade de atividade hidrolitica (An) foi definida como a
guantidade de enzima capaz de liberar um micromol (1 pmol) de frutose por minuto sob as
condices reacionais do ensaio (CUERVO-FERNANDE?Z et al., 2004, 2007; GANAIE et al.,
2014; OTTONI et al., 2012)

As concentragfes de acucares, obtidas durante os ensaios de reacdo enzimatica, foram
calculadas pelas Equacdes (13), (14) e (15) (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2004).

[ART] = [F] + [G] (13)
[F] = [ART] - [G] (14)
[FOS] = [G] = [F] = 2[G] — [ART] (15)

em que [ART], [F], [G] e [FOS] representam as concentracfes de agUcares redutores totais,
frutose, glicose e FOS, respectivamente, expressas em pmol.L™.

Em um tubo de 15 mL foi adicionado 0,05 g de micélio imido juntamente com 1,2 mL
de tampéo tris-acetato (Synth®) 0,2 mol.L ! e pH 5,5. Iniciou-se a rea¢do enzimatica pela adi¢o
de 3,7 mL de solucdo de sacarose P.A. (Synth®) 63,6 % (m/v) previamente termostatizada a
50 °C até atingir equilibrio térmico (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; OTTONI et al.,
2012)

A reacdo foi conduzida por 60 min a 50 °C e 190 rpm em banho Dubnoff (Bunker®,
modelo NI 1232) e interrompida pela fervura (dgua em ebuli¢do) durante 10 min, seguida por
banho de agua e gelo (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; OTTONI et al., 2012). Ao
término, o meio reacional foi centrifugado e o sobrenadante utilizado para a determinacéo das
concentragdes de acucares redutores totais e glicose pelos métodos DNS (topico 4.3.2) e GOD-
PAP (topico 4.3.3), respectivamente. Posteriormente, com a concentracdo destes acucares, foi

possivel determinar as concentragdes de frutose pela Equagéo (14) e de FOS pela Equacdo (15).
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As atividades miceliais de transfrutosilacdo (Ar) e hidrolitica (Ay) foram calculadas,

respectivamente, pelas Equacdes (16) e (17).

B [FOS]. Vg (16)
L tR.m.mef

_ [Fl.v 17)
Ay =——
tR.m. mef

em que [FOS] representa a concentragio de FOS em umol.L™, [F] representa a concentragéo
de frutose em pmol.L !, Vz o volume do meio reacional em litros (L), t5 0 tempo da reagdo em
minutos (min), m a massa de micélio imido em gramas (g) e m,¢ 0 teor de massa seca presente

no micélio umido.

4.3.2 Determinacdo da concentracdo de acUcares redutores totais (ART)

A concentracdo dos agUcares redutores totais (ART), presentes no meio reacional, foi
determinada pelo método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), adaptado de Miller (1959),
conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragao (2013).

A solucdo DNS (Reagente A) foi preparada pela dissolucdo de 10,0 g de 4acido
3,5-dinitrosalicilico (C7HsN207) (Dindmica®) em 200,0 mL de solucio 2 mol.L™ de hidroxido
de sodio (NaOH) (Dinamica®). Paralelamente, foi preparada 500 mL de uma solu¢do aquosa
(Reagente B) constituida por 600 g¢.L! de tartarato duplo de sodio e potassio
(KNaC4H406.4H20) (Dindmica®). Apods a dissolugdo, ambos os reagentes (A e B) foram
misturados e o volume final da mistura aferido para 1,0 L em baldo volumeétrico.

A quantificacdo dos ART foi realizada pela adigéo, em tubo de ensaio, de 1,0 mL da
amostra oriunda da reacdo enzimaética, em 1,0 mL da solucdo preparada (Reagentes A + B) sob
agitacdo vigorosa. A reacao foi conduzida em banho maria a 100 °C por 10 min e interrompida
por resfriamento em banho de agua e gelo por 5 min, seguido pela adi¢do de 8,0 mL de agua
destilada.

Posteriormente, aliquotas do meio reacional foram analisadas com auxilio de
espectrofotometro (Edutec ®, modelo EEQ901A-B) a 540 nm, visando obter as absorbancias
e, consequentemente, determinar as concentracfes dos ART mediante auxilio da curva analitica
obtida para 0 método DNS (Figura 19, Apéndice A).

O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtencdo do branco, porém,
substituindo a amostra, oriunda da reacao enzimatica de transfrutosilacao, por 4gua destilada.
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4.3.3 Determinacéo da concentracao de glicose

A concentracdo de glicose, presente no meio reacional, foi determinada pelo método
GOD-PAP, conforme utilizado no trabalho de Oliveira (2007), Vega e Zuniga-Hansen (2011),
Ganaie et al. (2014) e Cunha (2017). O método consiste em um kit enzimatico contendo glicose
oxidase (GOD), peroxidase (POD), 4-aminofenazona (4-AF), tampéo fosfato pH 7,0 e 4-
hidroxibenzoato.

A oxidacdo da glicose pela glicose oxidase produz perdoxido de hidrogénio, oxidado por
meio da peroxidase que, em conjunto com o 4-AF e o0 4-hidroxibenzoato, produzem coloracédo
rosacea ou vermelha (BOBBIO; BOBBIO, 2005; WONG; WONG; CHEN, 2008). O kit
enzimatico utilizado no presente trabalho foi da marca Laborlab®.

A quantificacdo da glicose no meio reacional foi realizada pela adicdo, em tubo de
ensaio, de 40 pL da amostra, oriunda da rea¢do enzimatica, em 4 mL de solucéo reagente (Kit
enzimatico). A reacédo foi conduzida em banho Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232) a 37 °C
por 5 minutos. A coloracdo final foi analisada com auxilio de espectrofotometro (Edutec®,
modelo EEQ901A-B) a 505 nm, visando obter as absorbancias e, consequentemente,
determinar as concentracgdes de glicose, por meio da curva analitica obtida para 0 método GOD-
PAP (Figura 20, Apéndice A).

O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtengdo do branco, porém,

substituindo a amostra, oriunda da reacdo enzimatica, por dgua destilada.

4.3.4 Determinacao do teor de massa efetiva (m,r)

Para obtencdo do teor de massa efetiva presente no micelio umido (me¢), pesou-se 0,15
g das biomassas umida livre (obtido no topico 4.1.3) e imobilizada (obtido no topico 4.2.2) e
manteve-se essas amostras em estufa (ProLab®) a 60 °C até a obtengdo de massa constante. O
procedimento foi realizado em quadruplicata, tanto para a biomassa livre como para a biomassa
imobilizada. Os valores obtidos foram utilizados para célculo da fragdo de massa efetiva
presente nas amostras de micélio tmido em cada biomassa. O mer calculado para cada amostra

foi aplicado nas Equaces (16) e (17) para obtencdo das atividades enzimaticas.
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4.4 Caracterizacao das biomassas cataliticas livre e imobilizada

4.4.1 Influéncia da temperatura do meio reacional nas atividades hidrolitica e de

transfrutosilacéo

Uma vez determinada as melhores condi¢bes de imobilizacdo da biomassa (topico
4.2.2), cuja FTase micelial exibiu, respectivamente, 0s menores e maiores valores de atividades
hidrolitica e de transfrutosilacdo, foram realizados estudos para verificar os efeitos da
temperatura do meio reacional sobre a atividade enzimatica.

Os ensaios de atividade foram realizados pela adicdo, em tubo Falcon, de 0,05 g de
biomassa (livre ou imobilizada) em solucdo constituida por 1,2 mL de tampdo tris-acetato
(Synth®) 0,2 mol.L, pH 5,5 e 3,7 mL de solucéo de sacarose P.A. (Synth®) 63,6 % (m/v).
Foram avaliadas as temperaturas nos valores de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 65 °C, com intuito
de se determinar a temperatura de méxima atividade de transfrutosilacdo da FTase presente nas
biomassas livre e imobilizada. Os ensaios foram conduzidos em triplicata e as atividades

enzimaticas determinadas conforme método descrito no topico 4.3.1.

4.4.2 Ensaios de estabilidade térmica das biomassas cataliticas livre e imobilizada e

determinacdo dos parametros termodinamicos

Uma vez determinada as melhores condi¢cBes de imobilizagdo da biomassa (topico
4.2.2), cuja FTase micelial exibiu, respectivamente, 0s menores e maiores valores de atividades
hidrolitica e de transfrutosilacéo, foram realizados estudos de estabilidade térmica da biomassa
catalitica. Os ensaios foram conduzidos por meio da adicdo, em tubo Falcon, de 0,05 g de
biomassa (livre ou imobilizada) em solugdo constituida por 1,2 mL de tampéo tris-acetato
(Synth®) 0,2 mol.Lt e pH 5,5. O tubo foi acondicionado em agua termostatizada. Foram
avaliadas as temperaturas de 30, 40 e 50 °C durante intervalos de tempo de 1, 2, 3,6, 9, 12e 25
horas. Ap0s o repouso, as atividades enzimaticas foram determinadas conforme método
descrito no topico 4.3.1.

Mediante os resultados experimentais obtidos, foram calculados a constante de
inativacdo térmica (kq) e o tempo de meia-vida (t;,;) conforme as Equagtes (7) e (8),
respectivamente. Com a determinacgdo de kq para as temperaturas avaliadas, foi calculada a

energia de inativagdo térmica (Ep) por meio da Equacéo (7) e, posteriormente, as variacdes de
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entalpia padrido (AHp"), energia de Gibbs (AGp*) e entropia (ASp’) para a inativagdo térmica,
por meio das Equacdes (10), (11) e (12), respectivamente, descritas no topico 3.4.3.

4.4.3 Influéncia do pH do meio reacional nas atividades hidrolitica e de transfrutosilacéo

Uma vez determinada as melhores condi¢cBes de imobilizagdo da biomassa (topico
4.2.2), cuja FTase micelial exibiu, respectivamente, 0s menores e maiores valores de atividades
hidrolitica e de transfrutosilacdo, foram realizados estudos para verificar os efeitos do pH do
meio reacional sobre a atividade enzimatica.

Os ensaios de atividade foram realizados pela adi¢do, em tubo Falcon, de 0,05 g de
biomassa (livre ou imobilizada) em solucdo constituida por 1,2 mL de tampdo tris-acetato
(Synth®) 0,2 mol.L™? e 3,7 mL de solugdo de sacarose P.A. (Synth®) 63,6 % (m/v). Foram
avaliados valores de pH iguais a 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 e 7,5 com intuito de se
determinar o pH de méxima atividade de transfrutosilagdo da FTase presente nas biomassas
livre e imobilizada. Os ensaios foram conduzidos em duplicata e as atividades enzimaticas

determinadas conforme método descrito no tdpico 4.3.1.

4.4.4 Ensaios de estabilidade ao pH das biomassas cataliticas livre e imobilizada

Foram adicionados, em tubo Falcon, 0,05 g de biomassa (livre ou imobilizada) em 1,2
mL de tampéo tris-acetato (Synth®) 0,2 mol.L* em pH 3,5, 4,5, 5,5, 6,5, 7,5 € 8,5 por 24 horas
a 4 °C. Apos os diferentes tempos de repouso, foi adicionado, no mesmo tubo, 3,7 mL de
solugdo de sacarose P.A. (Synth®) 63,6 % (m/v), pré-aquecida a 50 °C, e determinadas as

atividades enzimaticas (topico 4.3.1). Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.4.5 Influéncia da concentracéo de substrato e determinacéo dos parametros cinéticos

O efeito da concentragdo de sacarose (substrato) na cinética enzimaética foi avaliado por
meio da adicdo de 0,05 g de biomassa (livre ou imobilizada) em 1,2 mL de tampa&o tris-acetato
(Synth®) 0,2 mol.L*, pH 55 e 3,7 mL de solugdo de sacarose P.A. (Synth®) com
concentracgdes de 10, 20, 35, 50, 63,6 e 80 % (m/v), obtendo-se, apos a mistura, as concentracdes
finais no meio reacional de 75,5, 151,0, 264,3, 377,5, 480,2 e 604,1 g.L 1. Os experimentos

foram realizados em duplicata e as atividades enzimaticas determinadas conforme método
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descrito no tépico 4.3.1. Com os resultados obtidos, foram estimados os parametros cinéticos
apresentados no topico 3.4.1.

4.5 Avaliacdo da estabilidade operacional das biomassas cataliticas livre e imobilizada
visando a producéo de FOS

Ap0s obtida a melhor condicdo de imobilizacdo (tdpico 4.2.2) e realizados 0s ensaios
de caracterizacdo das propriedades cataliticas da biomassa (micélio) imobilizada (topico 4.4),
avaliou-se a estabilidade operacional dos biocatalisadores na producéo de frutooligossacarideos
(FOS). Para isso, 0,05 g de biomassa (livre ou imobilizada) contendo a enzima FTase foi
adicionada em meio reacional contendo 3,7 mL de solugdo de sacarose P.A 63,6 % (m/v)
(Synth®) e 1,2 mL de tampao tris-acetato 0,2 mol.L™? (Synth®). A reac&o foi conduzida por 60
minutos a 190 rpm, sob condicbes de temperatura e pH previamente definidos conforme
métodos descritos nos tdpicos 4.4.1 e 4.4.3, respectivamente. Ao final de cada ciclo reacional,
o0 biocatalisador foi removido do meio por filtracdo e lavado com 100 mL de &gua destilada
para a remocao das moléculas de reagentes e/ou produtos do seu microambiente. Apds estas
etapas, o biocatalisador foi introduzido em um novo meio reacional. Assim, foram elaborados
graficos de atividade enzimatica em funcdo do nimero de ciclos reacionais. Os experimentos

foram realizados em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudos de imobilizacdo da biomassa catalitica

Neste tOpico sdo descritos os resultados obtidos nos ensaios de imobilizacdo da
biomassa e otimizacdo das atividades enzimaticas (transfrutosilacéo e hidrolitica) em funcéo do
pH de imobilizacéo e concentracdo de glutaraldeido, bem como a comparacao das atividades

enzimaticas antes e ap6s a imobilizacéo.

5.1.1 Otimizacao das atividades enzimaticas em funcé@o do pH de imobilizacdo e concentracao

de glutaraldeido por planejamento experimental

Foi aplicado um planejamento experimental do tipo delineado composto central
rotacional 22, com quatro pontos centrais para avaliacdo do erro puro, a fim de investigar 0s
efeitos do pH e da concentracdo de glutaraldeido durante a etapa de imobilizacdo sobre as
atividades enzimaticas da FTase micelial presente na biomassa imobilizada.

Os niveis utilizados, com os valores codificados e reais e suas respectivas respostas para
as atividades de transfrutosilacdo (Ar), hidrolitica (An) e razéo entre as atividades (At/Aw) estdo
apresentadas na Tabela 4. Todas as respostas foram analisadas estatisticamente mediante
aplicacdo do modelo quadratico com interacdo. Nas condi¢des estudadas, os valores de At
variaram entre 357,38 U.g! e 844,08 U.g™! e 0s pontos centrais apresentaram baixa variacdo, o

que indica uma boa reprodutibilidade do processo.
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Tabela 4 - Matriz do delineamento e respostas para otimizagdo da imobilizagéo da biomassa.

Valores Codificados (Reais) Respostas

Concentracéao de

. H de

-1(1,2) -1 (6,4) 558,54 176,46 3,17
1(3) -1(6,4) 464,46 150,08 3,09
-1(1,2) 1(9,4) 554,85 199,23 2,78
1(3) 1(9,4) 357,38 156,15 2,29
-1,414 (0,83) 0(7,9) 675,85 282,38 2,39
1,414 (3,37) 0(7,9) 594,54 199,31 2,98
0(2,1) -1,414 (5,78) 420,69 149,00 2,82
0(2,1) 1,414 (10,01) 363,46 8346 435
0(2,1) 0(7,9) 785,85 118,92 6,61
0(2,1) 0(7,9) 809,31 13554 5,97
0(2,1) 0(7,9) 844,08 134,46 6,28
0(2,1) 0(7,9) 843,31 116,23 7,26

Ar: atividade de transfrutosilacéo;
An: atividade hidrolitica

Fonte: do autor.

5.1.1.1 Atividade de transfrutosilagdo (Ar)

Na Tabela 5 observou-se, com excecao dos termos linear do pH e da interacao entre as
duas variadveis (concentracdo de glutaraldeido x pH de imobilizacdo), que os demais efeitos
foram significativos para o modelo quadratico na atividade de transfrutosilacdo (Ar) da
biomassa imobilizada, a um nivel de significancia de 5 % (p<0,05). O Diagrama de Pareto
(Figura 2) indica que a um nivel de significancia de 0,05, apenas os termos linear do pH e o de
interacdo entre as duas variaveis (concentracao de glutaraldeido x pH) ndo foram significativos.

Desta forma, estes termos foram excluidos do modelo gerado, apresentado pela Equagéo (18).

Ar = 820,63 — 50,81. ([GLU]) — 100,17. ([GLU])? — 221,73. (pH)? (18)
em que At refere-se a atividade de transfrutosilacdo da biomassa imobilizado, [GLU] e pH

representam a concentracao de glutaraldeido e o pH na etapa de imobilizag&o, respectivamente.
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Tabela 5 - Efeitos estimados, erro padrdo e p-valor para avaliacdo dos efeitos da
concentracdo de glutaraldeido e pH na atividade de transfrutosilacdo apds a etapa
de imobilizacdo da biomassa.

Variaveis Efeitos Estimados Erro Padréao p-valor
Média 820,64 18,47 0,000
[GLU] (L)* -101,63 26,12 0,008
[GLU] (Q)™ -200,36 29,21 0,0005
pH (L) -47,93 26,12 0,116
pH (Q)™ -443,48 29,21 0,000005
[GLU] x pH -51,69 36,94 0,21

* L refere-se ao termo linear do modelo estatistico

**Q refere-se ao termo quadréatico do modelo estatistico

Fonte: do autor.

PH(Q) |

Concentracdo de Glutaraldeido(Q)

Concentracdo de Glutaraldeido(L)

pH(L)

1Lby2L |

-56,850982

-3,89052

-1,83459

-1,39926

.-15;1838 ]

p=,05

Figura 2 - Diagrama de Pareto para as variaveis concentracdo de glutaraldeido e pH na atividade

de transfrutosilacdo da biomassa imobilizada.

Fonte: do autor.

O Teste F, dado pela Equacdo (19), possibilitou verificar se 0 modelo explica uma

quantidade significativa da variagcdo dos dados experimentais. O valor calculado pela Equagéo

(19) foi comparado com o valor tabelado de uma distribuicdo de frequéncia de referéncia (Foraus
de liberdade do modelo; Graus de liberdade do desvio; Nivel de significéncia) (RODRlGUES; IEMMA, 2009)-
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Quadrados Médios da Regressao (19)

Teste F =
este Quadrados Médios dos Residuos

Na Tabela 6 é apresentada a analise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico
com interacdo aplicado para a atividade de transfrutosilacdo (At) da biomassa (micélio)
imobilizada. O ajuste do modelo foi avaliado por meio do coeficiente de determinacdo de erro
(R?). Cerca de 95,84 % da variabilidade das respostas observadas podem ser explicadas pelo
modelo ajustado pela Equacéo (18), valor este muito satisfatorio, uma vez que valores acima
de 90 % sdo considerados como muito bons (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 6 - Resultado da analise de variancia para a regressdo quadratica com interacdo para a
avaliacdo dos efeitos de pH e concentracdo de glutaraldeido na atividade de

transfrutosilacdo da biomassa (micélio) imobilizada.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = _valor
Variacéo Quadrados liberdade Médio cale b
Regressao 356113,50 3 118704,5 61,44 <0,0001
Residuos 15455,60 8 1931,95

Falta de ajuste 13053,60

Erro Puro 2402,10
Total 371569,10 11

R2= 0,958 F3;8;0,05 =4,07

Fonte: do autor.

Como o coeficiente de variacdo explicada foi elevado e o valor tabelado de F para nivel
de significancia de 5 % foi de 4,07, inferior ao valor de 61,44 obtido com o modelo, pode-se
afirmar que a quantidade de variacdo devido ao modelo é maior que a variacdo nao explicada
e, portanto, 0 modelo pode ser considerado valido. Desta forma, o0 modelo de regressédo pode
ser utilizado para se gerar a superficie de resposta (Figura 3-A) e a curva de contorno (Figura
3-B). Observou-se a formacdo de uma regido 6tima em que foram obtidos os maiores valores
para as atividades de transfrutosilacdo, entre as regites de pH 7,5 e 8,3 e concentracdo de
glutaraldeido de 1,65 % a 2,3 % (V/v).



48

(A) (B) 3,37
3
100° =
o>
g o
fﬂ Z g0l 'S, o
27 ° ST 21
3 g 0 5
2% 4 8w
] =
28 S S B > 800
Z 20 o a Bl <740
3 Il <640
e 1,2 I <540
[ ] <440
Q"*g(::” 0,83 [ ]<340
e 578 64 7,9 94 1001 52 20
pH I <40

Figura 3 - Atividade de transfrutosilacdo em funcdo da concentracdo de glutaraldeido e do pH

durante a etapa de imobilizacdo: (A) superficie de resposta e (B) curva de contorno.
Fonte: do autor.

5.1.1.2 Atividade hidrolitica (Aw)

Na Tabela 7 observou-se que o pH de imobilizacdo ndo apresentou nenhum termo
significativo, bem como nédo foi significativo o termo de interacdo entre as duas variaveis.
Foram significativos apenas os termos dos efeitos da concentracdo de glutaraldeido, linear e
quadratico, na atividade hidrolitica da biomassa (micélio) imobilizada, a um nivel de

significancia de 5 % (p < 0,05), conforme mostrado pelo Diagrama de Pareto apresentado na
Figura 4.

Tabela 7 - Efeitos estimados, erro padréo e p-valor para avaliagdo dos efeitos da concentragédo de
glutaraldeido e pH na atividade hidrolitica apés a etapa de imobilizacdo da biomassa.

Variaveis Efeitos Erro -valor
Estimados Padrao P
Meédia 126,2875 10,35 0,00002
[GLU] (L)” -46,7347 14,64 0,019
[GLU] (Q)™ 110,5287 16,37 0,0005
pH (L)" -15,9619 14,64 0,32
pH (Q)™ -14,0862 16,37 0,42
[GLU] x pH -8,35 20,70 0,7

* L refere-se ao termo linear do modelo estatistico

**Q refere-se ao termo quadréatico do modelo estatistico

Fonte: do autor.
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Concentracdo de Glutaraldeido(Q) | .6,75264-
Concentracdo de Glutaraldeido(L) | -3,19222
PH(L) -1,09028
pH(Q) } -,860585
1Lby2L } -.403297
.p:IDS .

Figura 4- Diagrama de Pareto para as variaveis concentracdo de glutaraldeido e pH na atividade
hidrolitica da biomassa (micélio) imobilizada.
Fonte: do autor.

Desta forma, os termos ndo significativos foram eliminados do modelo gerado,

representado pela Equagéo (20).

Ay = 120,65 — 23,367. ([GLU]) + 56,67. ([GLU])? (20)
em que An refere-se a atividade hidrolitica da biomassa imobilizada e [GLU] representa a
concentracdo de glutaraldeido na etapa de imobiliza¢do da biomassa.

Na Tabela 8 é apresentada a analise de variancia (ANOVA) para o modelo quadréatico
com interagdo aplicado para a atividade hidrolitica da biomassa imobilizada. O ajuste do
modelo foi avaliado por meio do coeficiente de determinacgéo de erro (R?). Cerca de 88,14 %
da variabilidade das respostas observadas podem ser explicadas pelo modelo ajustado pela

Equacdo (20), valor este que também pode ser considerado satisfatorio.
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Tabela 8 - Resultado da andlise de variancia para o0 modelo quadratico com interacdo para a
avaliacdo dos efeitos de pH e concentragdo de glutaraldeido na atividade hidrolitica da
biomassa imobilizada.

Graus
Fonte de Variacéo Sgglar:c?gs Iib(g(re da Qlﬁggiaodo Fealc p-valor
Regressao 25780,46 dze 12890,23 33,44  <0,0001
Residuos 3468,78 9 385,42
Falta de ajuste 3160,95
Erro Puro 307,83
Total 29249,24 11
R2=0,8814 F2:9:0,05 =4,26

Fonte: do autor.

Considerando o elevado valor do coeficiente de variagéo explicada e que o valor de F
calculado para o modelo foi de 33,44, superior ao valor de 4,26 para F tabelado a um nivel de
significancia de 5 %, pode-se usar o modelo para explicar os dados experimentais. Desta forma,
o modelo de regressao desenvolvido foi representado graficamente por meio da superficie de
resposta (Figura 5-A) e sua curva de contorno (Figura 5-B). De acordo com os resultados
obtidos, observou-se que o pH da imobilizacdo nédo afetou a atividade hidrolitica. Os valores
mais baixos de atividade hidrolitica foram determinados na regido cujas concentracfes de

glutaraldeido estiveram compreendidas entre 2,0 % a 2,5 % (v/v).
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Figura 5 - Atividade hidrolitica em funcdo do pH e da concentragéo de glutaraldeido durante a
etapa de imobilizacdo: (A) superficie de resposta e (B) curva de contorno.
Fonte: do autor.

5.1.1.3 Razdo entre as atividades de transfrutosilacéo e hidrolitica (At/An)

Ao se avaliar os valores obtidos para a resposta razdo (At/An) pode-se concluir, por
meio do teste de aderéncia de Shapiro-Wilk quanto a normalidade da populacdo (RODRIGUES;
IEMMA, 2009), que os resultados obtidos ndo constituem uma distribuicdo normal
(distribuicdo de Gauss). Como o planejamento experimental baseia-se em estatistica
paramétrica e, portanto, € fortemente dependente da normalidade dos dados analisados,
resultados provenientes de uma andlise feita por um delineamento central composto rotacional
ndo seriam confiaveis para a resposta razdo (At/Aw). Desta forma, somente foi possivel a
analise pontual das respostas obtidas.

Ao se analisar a Tabela 4, foi possivel observar que os maiores valores obtidos para a
resposta razdo (At/An) séo de 6,61; 5,97; 6,28 e 7,26; todos obtidos quando a concentracao de
glutaraldeido utilizada foi de 2,1 % (v/v) e o pH utilizado foi de 7,9. CondicGes estas em que
também foram obtidas as maiores atividades de transfrutosilacdo e as menores atividades
hidrolitica, ja avaliadas nos tdépicos 5.1.1 e 5.1.2, respectivamente. Desta forma, pode-se
concluir que ao se avaliar a resposta razdo (At/Ar), as condicdes de 2,1 % (v/v) de concentragédo
de glutaraldeido e pH 7,9 podem ser consideradas as melhores condi¢fes de imobilizagdo entre

todas as condicdes estudadas.
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5.1.2 Comparacdo das atividades enzimaticas antes e ap6s a imobilizacdo da biomassa
catalitica

Uma vez estabelecidas as condi¢des 6timas de concentracédo de glutaraldeido e pH para
a etapa de imobilizacéo, realizou-se um ensaio a fim de se comparar possiveis mudancas nas
atividades enzimaticas (transfrutosilacéo e hidrolitica) apds imobilizacdo da biomassa. Assim,
a imobilizacdo foi conduzida em triplicata nas condi¢c6es 6timas obtidas (pH 7,9 e 2,1 % (v/v)
de glutaraldeido) e as atividades da biomassa imobilizada foram quantificadas. Obtiveram-se
também as atividades da biomassa livre (sem adicéo de glutaraldeido) apds sua incubagdo em
pH 7,9 por 90 minutos (tempo este igual ao tempo de incubacdo da biomassa imobilizada). Os
valores para as atividades, para ambos as condic¢des, assim como a relacdo entre as biomassas

imobilizada e livre, estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de atividades enzimaticas (transfrutosilacao e hidrolitica) para as biomassas
livre e imobilizada.

Condicéo At (U.g?) A (U.g?) AT/AH
779,73 122,61 6,36
Biomassa livre 653,31 75,52 8,65
708,09 115,55 6,13
Atividade média 713,61 + 63,40 104,56 £ 25,40 7,05+1,39
819,92 64,46 12,72
Biomassa imobilizada 810,49 58,11 13,95
821,06 65,08 12,62
Atividade média 817,16 + 5,80 62,55 + 3,86 13,09 + 0,75

Relagéo de biomassa
1,14 0,60 1,86
(Imobilizada / livre)

Ar: atividade de transfrutosilacdo; Ax: atividade hidrolitica.
Fonte: do autor.

Observa-se que todos os valores das atividades de transfrutosilacdo determinados para
a biomassa imobilizada foram maiores que os valores da mesma atividade obtidos para a
biomassa livre, indicando que, com a imobilizacdo da biomassa (micélio) com glutaraldeido,
foi possivel obter um ganho de aproximadamente 14% na atividade. De acordo com Lopez-

Gallego et al. (2005¢), a presenga do glutaraldeido pode, muitas vezes, aumentar a estabilidade
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enzimaética, tornando a enzima menos vulneravel a perda de atividade ao longo de uma reagé&o.
Desta forma, é possivel que a imobilizacdo tenha aumentado a estabilidade da enzima, fazendo
com que esta retenha sua atividade por mais tempo em relacdo a enzima presente na biomassa
livre (sem imobilizacdo), resultando em valores finais superiores de atividade de
transfrutosilacdo. A reticulacdo da biomassa com glutaraldeido muitas vezes ocorre por meio
de ligacOes entre grupos amino das células e os grupos aldeidos por meio da formacéao de bases
de Schiff (grupos imina) (MIGNEAULT et al., 2004b; MONSAN, 1978). Estas ligacdes podem
ainda se estender aos grupos amino de residuos de lisina presente em muitas proteinas, de modo
que a reticulagdo do conjunto enzima e biomassa pode aumentar a estabilidade enzimatica,
proporcionando até mesmo um aumento da resisténcia da enzima a extragao por dgua durante
0 processo de lavagem do micélio, reduzindo as perdas da enzima por arraste, assim como
observado por Long et al. (1996) durante a imobilizacdo por reticulacdo de lipase aderida ao
micélio de Aspergillus flavus. Desta forma, a biomassa imobilizada apresenta At maior que a
biomassa livre possivelmente devido ao fato do processo de reticulacdo reduzir as perdas de
FTase por arraste durante o processo de lavagem realizado em ambos os biocatalisadores antes
dos ensaios de atividade.

Todos os valores obtidos para a atividade hidrolitica foram inferiores aos exibidos, para
a mesma atividade, pela biomassa livre (Tabela 9), indicando, portanto, que a imobilizagdo da
biomassa do fungo possibilitou reduzir em 40 % a hidrolise enziméatica das moléculas de
sacarose. De acordo com Hidaka, Hirayama e Sumi (1988) e Cuervo-Fernandez et al. (2007),
ocorre uma competicdo entre a molécula de agua e da sacarose na transferéncia do grupo
frutosil, competicdo esta dependente da afinidade entre enzima e substrato. Assim, a redugéo
da atividade hidrolitica apos a imobilizacdo da biomassa pode ser explicada por um aumento
da afinidade entre a enzima e o substrato (sacarose) como aceptor causadas por alteragdes na
estrutura enzimatica. Esta mudanca de afinidade faz com que se torne mais frequente as reacdes
de transferéncia de um grupo frutosil para uma molécula de sacarose apos a reticulagéo,
aumentando a atividade de transfrutosilacéo e reduzindo a transferéncia de grupos frutosil para
0 meio aquoso (atividade hidrolitica). De acordo com Mattiasson e Hahn-Hagerdal (1982), o
processo de imobilizagdo celular pode reduzir a atividade da &dgua devido ao aumento de sua
pressdo osmatica no interior das células apos a imobilizagcdo. Assim, as concentracgdes alteradas
de metabolitos desencadeiam caminhos metabolicos alternativos, podendo aumentar a
produtividade de uma determinada substancia, similar ao que ocorre com os lactobacilos que
aumentam a producdo de diacetil e reduzem a producdo de lactato quando a presenca da agua
no interior das células é reduzida (TROLLER; STINSON, 1981). Como a FTase micelial



54

apresenta, concomitantemente, atividades de transfrutosilacdo e hidrolitica, a reducdo da
presenca da agua no interior celular reduz a atividade hidrolitica e esta redugdo favorece
maiores rendimentos para a producdo de frutooligossacarideos (HIDAKA et al., 1988;
MARESMA et al., 2010; OLIVEIRA, 2007).

Todos os valores obtidos para a razdo (At/An) da biomassa imobilizada mostraram-se
superiores aos valores obtidos para a biomassa livre (Tabela 9), o que indica que a imobilizagéo
da biomassa com glutaraldeido proporcionou o aumento da razao entre as atividades da FTase
presente na biomassa imobilizada. Uma vez que a razdo (A7/Ar) depende, além da concentracéao
de sacarose, da afinidade da FTase com a sacarose como aceptora, é possivel que houve um
aumento da afinidade entre a enzima e a sacarose devido a reticulacdo com glutaraldeido,
proporcionando um aumento na razdo (At/An). Este ganho de atividade, aproximadamente 86
%, é vantajoso em termos de processo, uma vez que ha maior predominancia da atividade de
transfrutosilacdo sobre a atividade hidrolitica, tornando possivel maiores rendimentos voltados
a producdo de frutooligossacarideos (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; GHAZI et al.,
2007; HIDAKA; HIRAYAMA; SUMI, 1988; OLIVEIRA, 2007).

5.1.3 Determinacdo do teor de massa efetiva (mer) no micélio imido

Na Tabela 10 estéo dispostos os resultados obtidos nos ensaios de determinacéo do teor
de massa seca presente no micélio imido. Foi determinado como teor de massa efetiva (mer) a
fracdo de biomassa presente na amostra de micélio imido nas condicdes livre e imobilizada.
Os valores medios obtidos foram utilizados nas Equacdes (16) e (17) para o célculo das

atividades enzimaticas.

Tabela 10 — Resultados obtidos na determinacéo do teor de massa presente no micélio imido.

Massa Umida Teor de massa

Condicéo @) Massa seca (g) seca (%) mes
0,1507 0,0196 13,04
. 0,1603 0,0194 12,10
Livre 0,1951 0,0241 12,35 01270006
0,1508 0,0202 13,40
0,1486 0,0186 12,52
- 0,142 0,0195 13,73
Imobilizado 0.1684 0,0207 12.29 0,130 + 0,007
0,1678 0,0227 13,53

Fonte: do autor.
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5.2 Estudos de caracterizagdo das biomassas cataliticas livre e imobilizada

Neste topico, sdo apresentados os resultados de caraterizacdo enzimatica da FTase
microbiana presente nas biomassas livre e imobilizada. Foram investigados a influéncia da
temperatura, pH e concentracao de substrato do meio reacional, as estabilidades térmica e frente

ao pH e obtidos valores para 0s parametros cinéticos e termodindmicos.

5.2.1 Influéncia da temperatura do meio reacional nas atividades hidrolitica e de

transfrutosilacao

Foi avaliado a influéncia da temperatura do meio reacional nas atividades enzimaticas,
conforme descrito no Topico 4.4.1. Analisando a Figura 6, 0 aumento da temperatura
proporcionou um aumento na atividade de transfrutosilacdo, possivelmente este aumento deve-
se a0 maior numero de colisdes entre os sitios ativos da enzima e o substrato em elevadas
temperaturas (FIELDS, 2001; SHULER; KARGI, 2002). Para as temperaturas de 60 °C e 65
°C, também houve um aumento da atividade hidrolitica, resultado este atribuido a faixa de
temperatura Otima para a hidrolise enzimatica das moléculas de sacarose (60°C a 65 °C),
conforme reportado nos trabalhos de Almeida et al. (2005) e Ganaie, Lateef e Gupta (2014).

Quanto ao comportamento da razédo entre as atividades (At/Ar) foi observado que, para
as temperaturas compreendidas entre 30 °C e 55 °C, a razdo se manteve relativamente alta
(maior que 6,0), com valor maximo de 9,44 + 0,82 para a temperatura de 50 °C. Por outro lado,
para as temperaturas de 60 °C e 65 °C, notou-se uma reducdo expressiva da razdo (At/An)
devido ao aumento da atividade hidrolitica (ALMEIDA et al., 2005; SCHUURMANN et al.,
2014). Ressalta-se que, apesar dos elevados valores de atividade de transfrutosilagéo obtidos
para as temperaturas de 60 °C e 65 °C, estas ndo sdo consideradas temperaturas étimas para a
atividade da FTase uma vez que, para as mesmas temperaturas, tem-se maiores atividades
hidroliticas e, consequentemente, baixos valores de razdo (At/ An). Portanto, para a biomassa
livre, a melhor condicdo para a atividade de transfrutosilacdo ocorreu para a faixa de
temperatura compreendida entre 45 °C e 55 °C, justificada pelos maiores valores de razdo
(AT/AR).
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Figura 6- Influéncia da temperatura nas atividades hidrolitica (An), de transfrutosilacdo (A) e
razdo (At/An) da FTase aderida a biomassa livre. Meio reacional constituido por
solucéo de sacarose 48,02 % (m/v) e solugio tampéo tris-acetato 0,2 mol.L™%, pH 5,5.
Fonte: do autor.

O comportamento da FTase presente na biomassa imobilizada esta ilustrado na Figura
7. Foi observado que, assim como para a biomassa livre, houve um aumento das atividades
hidrolitica e de transfrutosilacdo ocasionado pela aumento das temperaturas do meio reacional.
Em maior parte, os valores das atividades de transfrutosilacdo da biomassa imobilizada
superaram os Vvalores obtidos para a biomassa livre. Entretanto, verificou-se uma reducdo da
atividade de transfrutosilagdo a 65 °C, diferentemente do observado, na mesma temperatura,
para a biomassa livre. Enquanto a biomassa imobilizada exibiu aumento da sua atividade de
transfrutosilacdo até 60 °C com reducéo a 65 °C, a biomassa livre manteve a atividade elevada
para as mesmas temperaturas. Portanto, reagdes de transfrutosilagdo, utilizando a biomassa
imobilizada, sdo favorecidas para uma faixa de temperatura compreendida entre 50 °C e 55 °C
devido aos elevados valores de raz&o (A1/An), tornando possivel obter maiores rendimentos na
producdo de FOS (HIDAKA et al., 1988; MARESMA et al., 2010; OLIVEIRA, 2007).

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com aqueles alcangados por
Cunha (2017) em que se obteve a maxima atividade de transfrutosilagio (entre 260 U.g™ e
333,88 U.g ) para uma faixa de temperatura de 45 °C a 60 °C utilizando biomassa livre de

Aspergillus oryzae IPT-301. Ganaie et al., (2014), por sua vez, com 0 encapsulamento da
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biomassa de Aspergillus flavus NFCCI 2364 em alginato de sodio, obtiveram um aumento da
temperatura Otima para a enzima FTase micelial, em que elevadas atividades de
transfrutosilacio (45 U.mL™) foram obtidas para temperatura de 60 °C, enquanto a FTase
oriunda desta mesma biomassa apresentou na forma livre maior atividade de transfrutosilacédo
a50°C (35 U.mL™Y).

/) Atividade de transfrutosilacéo
;[ ] Atividade hidrolitica

1400{ + Raz&o (At/Ah) 116
1200 4 1"

- 412
= 1000 - 7 L ~
=T } } {10%
o 800 * T Z <
go! T 7 e
& . 1 18 o
o - A g
'S 600 % N
= - 1 Z @
< | 7; % 16

a004 P/ % 1.

200 - T 42

0 clll /will Wil il ol & 0
T T T T T T T T T T T T

Temperatura (°C)

Figura 7- Influéncia da temperatura nas atividades hidrolitica (Aw), de transfrutosilacdo (At) e
razdo (At/An) da FTase aderida a biomassa imobilizada. Meio reacional constituido
por solugéo de sacarose 48,02 % (m/v) e solugdo tampao tris-acetato 0,2 mol.L?, pH
5,5.

Fonte: do autor.

Hirayama, Sumi e Hidaka (1989) em seus estudos de caracterizagdo enzimatica
obtiveram as maiores atividades de transfrutosilacio (419,32 U.g?) para uma faixa de
temperatura de 50 °C a 60 °C, para a biomassa seca de Aspergillus niger ATCC20611.
Resultados similares foram obtidos por Cuervo-Fernandez et al. (2004), com 60 °C como a
temperatura 6tima para producéo de FOS, obtendo maior atividade de transfrutosilagdo (cerca
de 1000 U.g™h) utilizando a biomassa imida de Aspergillus sp 27H. Ning et al. (2010) também
obtiveram a 60 °C as maiores atividades de transfrutosilacio (80 U.gt) para a biomassa imida

de Xanthophyllomyces dendrorhous.
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Quando avaliado o comportamento da razdo entre atividades (A1/An) para a biomassa
imobilizada (Figura 7), foram obtidos valores maiores que 8,0 para as temperaturas
compreendidas entre 30 °C e 55 °C, com valor maximo de razéo igual a 14,38 = 1,19 a 50 °C.
Com excecdo do ocorrido na temperatura de 65 °C, todos os valores de razdo (At/An)
observados para a biomassa imobilizada foram maiores que o0s obtidos para a biomassa livre na
mesma temperatura.

O aumento da razéo (At/Anx) a 50 °C, de 9,44 + 0,82 (biomassa livre) para 14,38 + 1,19
(biomassa imobilizada), é expressivo em termos de aplicacdo deste biocatalisador. Nos estudos
de Cuervo-Fernandez et al. (2007) foram listadas razGes entre atividades (At/Awx) de 16
linhagens distintas de Aspergillus modificadas geneticamente para a producao de FOS. O maior
valor encontrado foi de 13,72 para a biomassa catalitica de Aspergillus niger ATCC 20611,
valor este inferior ao obtido no presente trabalho (14,38 + 1,19). Além disso, no mesmo estudo,
0s autores reportaram uma razdo (At1/An) de 10,86 para a biomassa catalitica de Aspergillus
oryzae IPT-301. Os resultados mostram, portanto, que a técnica de imobilizacdo de biomassa
microbiana por meio da reticulacdo com glutaraldeido é favoravel ao aumento e reducdo das
atividades de transfrutosilacdo e hidrolitica, respectivamente.

Com base nos resultados obtidos, a temperatura de 50 © C para o meio reacional foi
selecionada para se realizar ensaios de estabilidade operacional com as biomassas cataliticas
livre e imobilizada visando a producéo de FOS.

5.2.2 Estabilidade térmica das biomassas cataliticas livre e imobilizada e determinacdo dos

parametros termodinamicos

Os estudos de estabilidade térmica das biomassas cataliticas livre e imobilizada foram
realizados para trés diferentes temperaturas. Os parametros, obtidos a partir de resultados
experimentais dispostos nas Figuras 8, 9 e 10, como o tempo de meia vida (t12), o fator de
estabilidade (FE), a quantidade minima de energia para que ocorra a inativacdo (Ep) e as
variacoes de entalpia de desnaturacdo (AH*), energia livre de Gibbs (AG*) durante a inativacéo
térmica e de entropia (AS*) associada a desnaturacao térmica estdo disponiveis na Tabela 11.
Os dados das curvas de desnaturacdo térmica (Figuras 8 e 9) foram ajustados por meio de
modelo exponencial e Ep foi obtido pelo ajuste linear da Equacao de Arrhenius (Figura 10).
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Figura 8- Curvas de inativacdo térmica para a atividade de transfrutosilacédo residual da FTase
aderida a biomassa (micélio) livre.
Fonte: do autor.
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Figura 9- Curvas de inativacdo térmica para a atividade de transfrutosilacéo residual da FTase
aderida & biomassa (micélio) imobilizada.

Fonte: do autor.
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Figura 10- Ajuste linear de Arrhenius para a determinacdo da energia de inativacdo (Ep) da
FTase presente nas biomassas cataliticas livre e imobilizada.

Fonte: do autor.

Tabela 11 — Pardmetros cinéticos e termodindmicos para a FTase presente nas biomassas livre
e imobilizada, incubada em diferentes temperaturas.
Temperatura (°C)

Parametros FTase 30 20 50
N L 0.95 0.97 095
| 0,94 0.96 0,92
Ke (i) L 0,000057 0,00014 0,00034
d | 0,000017 0,000044 0,00012
bz (i) L 122681 48813 2020,8
12 | 40534.9 15682,1 57285
Fator de
estabilidade (FE) 3,3 3.2 2.8
L 73.44
Ep (kJ/mol) | 79.63
. L 70.92 70.83 70.75
AHp" (ki/mol) | 77.11 77.03 76.94
. L 109.26 110,55 111,79
AGp" (kifmol) | 112,27 113,59 114,59
. L -0,13 013 -0,13
AS* (kJfmol.K) | -0.12 012 -0,12

L: FTase aderida a biomassa livre; |: FTase aderida a biomassa reticulada.

Fonte: do autor.
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Por definicdo, o tempo de meia vida representa o tempo em que a enzima perde 50 %
de sua atividade inicial a uma dada temperatura, de forma que quanto maior o seu valor, maior
¢ a capacidade da enzima em resistir a uma determinada temperatura por mais tempo (SOUZA
et al., 2015). Com o processo de imobilizacao, foi obtido um aumento do tempo de meia vida,
com valores positivos para o fator de estabilidade (FE) em todas as temperaturas investigadas,
indicando maior estabilidade da biomassa imobilizada. Para as temperaturas avaliadas, notou-
se maior estabilidade térmica para as biomassas imobilizadas quando comparadas as biomassas
livres, isto é, foram obtidas biomassas com valores de 3,3, 3,2 e 2,8 vezes mais estaveis para as
temperaturas de 30 °C, 40 °C e 50 °C, respectivamente.

O valor do tempo de meia vida reduziu com o aumento da temperatura para as biomassas
livre e imobilizada devido ao aumento da desnaturacdo da enzima. A 30 °C foi obtido para o
tempo de meia vida da enzima imobilizada (40534,9 min) um valor aproximadamente 7 vezes
maior que o obtido para a enzima imobilizada a 50 °C (5728,5 min).

De acordo com a andlise realizada, pode-se observar que a imobilizacdo proporcionou
um aumento da energia de inativacdo térmica (Ep) da FTase. Desta forma, a reticulacdo da
biomassa com glutaraldeido possibilitou uma melhoria na termoestabilidade da enzima
micelial, uma vez que é necessario fornecer uma maior quantidade de energia térmica para que
a enzima seja inativada apds a imobilizacdo. Esta melhora na termoestabilidade enzimética
também ficou evidenciada ao se analisar os parametros termodinamicos obtidos. Para a variacdo
da entalpia de desnaturacdo térmica (AH*), foram obtidos maiores valores para a FTase micelial
da biomassa imobilizada do que para a enzima da biomassa livre em todas as temperaturas
analisadas. Altos valores para a variagcdo da entalpia de desnaturacdo térmica (AH*) estdo
diretamente associados a uma elevada estabilidade térmica da enzima (SAQIB et al., 2010;
SOUZA et al., 2015). A extensdo da inativagao também depende da variagdo de entropia (AS*)
associada a desnaturacao térmica, que expressa a quantidade de energia envolvida na transicéo
do estado nativo da enzima para um estado inativado da enzima. Conforme mostrado na Tabela
11, todos os valores de AS* foram negativos para a FTase micelial aderida as biomassas livre e
imobilizada, o que indica que houve uma reducdo do grau de aleatoriedade com a inativacéo
enzimética. De acordo com Saqib et al. (2010) algumas enzimas, na inativagdo térmica, podem
apresentar um estado de transicdo mais ordenado, de forma que AS* apresenta valores
negativos e indica que este ndo é um processo natural, demandando energia (Ep) para se levar

a enzima ao estado de desnaturagéo.
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Os valores obtidos para a variacdo de energia livre de Gibbs (AG*) foram levemente
maiores para a FTase micelial aderida & biomassa imobilizada. Este pardmetro consiste na
forma mais precisa e confiavel de se avaliar a estabilidade de uma enzima, por considerar
simultaneamente as contribuicdes da entalpia e da entropia. Quanto menor ou negativo for seu
valor, pode-se considerar que mais espontaneamente a enzima torna-se menos estavel e se
desnatura. Desta forma, 0 aumento da energia livre de Gibbs (AG*) com a imobilizacdo indica
que a enzima aumentou sua estabilidade térmica com o processo de reticulacdo com
glutaraldeido. Além disso, pode-se observar que a FTase apresentou valores de energia livre
de Gibbs (AG*) superiores a 100 kJ/mol tanto na forma livre como imobilizada, portanto, dentro
do intervalo de valores (100 a 115 kJ/mol) descritos em literatura para varias enzimas
consideradas termoestaveis (SAQIB et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

Desta forma, ap6s a analise de todos os parametros avaliados neste topico, pode-se
afirmar que a imobilizagdo da biomassa microbiana por reticulacdo possibilitou maior

estabilidade térmica da FTase micelial, além do aumento de seu tempo de meia vida.

5.2.3 Influéncia do pH do meio reacional nas atividades hidrolitica e de transfrutosilacéo

Foi avaliado a influéncia do pH do meio reacional nas atividades enzimaticas, conforme
descrito no Topico 4.4.3. A Figura 11 apresenta os resultados obtidos para a biomassa livre.
Pode-se observar que na condicao mais acida (pH 3,5), a atividade hidrolitica foi predominante
e apresentou seu maior valor (707 + 102 U.g). De acordo com Oliveira (2007), em condicoes
de pH inferior a 4,0 a atividade hidrolitica pode ser atribuida a hidrdlise acida da sacarose, 0
que justifica os elevados valores de atividade hidrolitica obtidos nestas condices.

A atividade de transfrutosilacdo se mostrou estdvel em condicdes de pH entre 4,5 e 6,0,
apresentando nesta faixa um valor médio de 707 + 140 U.g™%, com um valor méaximo de 803 +
34 U.g! para pH 5,5 apresentando uma queda de atividade em condigBes de pH superior a 6,5.

Foi observado a presenga de uma regido com maiores valores de razdo (At1/An) entre
pH 5,5 e 7,5, com um méximo de 7,49 + 0,36 na condicdo de pH 5,5. A queda na razdo (At/Ar)
nas condi¢cdes mais acidas de pH se deve, possivelmente, a ocorréncia da hidrolise acida da

sacarose em conjunto com a atividade hidrolitica elevada (OLIVEIRA, 2007).
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Figura 11- Influéncia do pH nas atividades hidrolitica (An), de transfrutosilacdo (Ar) e razéo
(A1/An) da FTase aderida a biomassa livre. Meio reacional constituido por solugdo
de sacarose 48,02 % (m/v) e solugdo tampéao tris-acetato 0,2 mol.L™, a 50 °C.

Fonte: do autor.

Na Figura 12, pode-se observar o comportamento da FTase aderida a biomassa
imobilizada. Verificou-se que a atividade hidrolitica apresentou maximo valor (1174 + 257 U.g"
1Y na condigdo mais acida (pH 3,5). Os altos valores de atividade hidrolitica obtidos nas
condicdes de pH 3,5 e 4,0 podem ser atribuidos a ocorréncia da hidrolise acida da sacarose
(OLIVEIRA, 2007). Com relagdo a atividade de transfrutosilagéo, foi observado um valor
maximo (1492 + 111 U.g™) para pH 5,5 do meio reacional. Observou-se, ainda, a presenca de
uma faixa 6tima entre pH 5,0 e 7,0, com uma atividade de transfrutosilacdo média de 1234 +
159 U.g! e uma predominancia da atividade de transfrutosilacdo sobre a atividade hidrolitica,
confirmando assim essa regido como a regido 6tima. Ao se comparar as atividades de
transfrutosilacdo da biomassa livre (Figura 11) com as atividades da biomassa imobilizada
(Figura 12), nota-se que a atividade de transfrutosilacéo apresentada pela biomassa imobilizada
foi maior em todos os valores de pH avaliados. Este fato mostra que o processo de reticulagdo
micelial minimizou os efeitos de queda de atividade da FTase devido a influéncia do pH,

possivelmente por tornar a enzima menos susceptivel as variagbes das forcas ibnicas do meio
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reacional, devido as novas ligacGes cruzadas presentes entre enzima e micélio geradas no
processo de reticulagdo da biomassa (LONG et al., 1996; SHULER; KARGI, 2002).
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Figura 12- Influéncia do pH nas atividades hidrolitica (An), de transfrutosilacdo (A) e razéo
(AT/AH) da FTase aderida a biomassa (micélio) imobilizada. Meio reacional
constituido por solucdo de sacarose 48,02 % (m/v) e solucdo tampao tris-acetato
0,2 mol.L%, a 50 °C.

Fonte: do autor.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com aqueles alcangados por
Cunha (2017) em que obteve para a FTase presente na biomassa Umida de Aspergillus oryzae
IPT-301 uma faixa 6tima de atividade de transfrutosilacdo entre os valores de pH de 4,5 € 6,0,
com uma atividade de transfrutosilagio méaxima (333,88 U.g!) em pH 5,5. Cuervo-Fernandez
et al. (2004) obtiveram em suas pesquisas um méximo de atividade de transfrutosilagdo para a
biomassa Umida de Aspergillus oryzae 27H também na condigéo de pH 5,5 (900 U.g}), com a
enzima B-frutofuranosidase apresentando estabilidade em uma faixa compreendida entre pH
50¢e6,5.

Valores proximos foram obtidos por Ganaie et al. (2014) para a biomassa de Aspergillus
flavus NFCCI 2364, apresentando uma faixa étima de pH entre 5,0 e 7,0, com um maximo em

pH 6,0 (40 U.mL1). Apds um processo de imobilizagdo dessa biomassa em alginato de sodio,
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a enzima apresentou um aumento da estabilidade em pH basico, sendo estavel na faixa de pH
compreendido entre 5,0 e 8,0 e passando a apresentar atividade de transfrutosilagdo méxima em
pH 7,0 (45 U.mL™).

Em seus estudos, Ning et al. (2010) reportaram um maximo de atividade de
transfrutosilacdo para a B-frutofuranosidase presente na biomassa Umida de Xanthophyllomyce
dendrorhous na condicéo de pH 7,0 (15 U.g™), valor de pH este superior ao apresentado por
outros micro-organismos produtores de B-frutofuranosidase, como o Aureobasidium pullulans
e Aspergillus niger, que apresentaram pH 6timo de 5,0 e 5,5, respectivamente. Em uma revisao
a respeito das caracteristicas das enzimas produtoras de FOS, Ganaie, Lateef e Gupta (2014)
trazem um levantamento do pH 6timo da FTase purificada oriunda de 7 distintos micro-
organismos e para todos o pH de maior atividade de transfrutosilacdo esteve entre 5,0 e 6,5.

Quanto a razédo (At/An), foi observado uma regido entre pH 5,5 e 7,0 em que os valores
se mostraram elevados, com um méximo de 19,97 + 3,74 em pH 6,5. Para pH 5,5, o valor obtido
para a razéo (A1/An) foi de 19,33 £ 2,68, valor este expressivamente maior que o reportado por
Cuervo-Fernandez et al. (2004), de 11,25, para a FTase micelial de Aspergillus oryzae. Nos
estudos de Ning et al. (2010), a maior razdo (At/An) (5,27) para a biomassa de
Xanthophyllomyces dendrorhous foi obtida em em meio reacional de pH 8,0. A razéo (A1/An)
obtida no presente trabalho (19,33 + 2,68) é superior a todas as razdes listadas por Cuervo-
Fernandez et al. (2007) em seus estudos a respeito de 16 linhagens distintas de Aspergillus, no
qual foi apresentada como maior razdo (At1/An) o valor de 13,72. Desta forma, os resultados
obtidos mostram, novamente, que a imobilizacdo da biomassa catalitica de Aspergillus oryzae
IPT-301 favorece o aumento da razdo (At/An) e consequentemente favorece a produgéo de
FOS.

Com base nos resultados obtidos, o pH 5,5 do meio reacional foi selecionado para os
estudos de estabilidade operacional por exibir a maior atividade de transfrutosilagcdo e

apresentar razao elevada entre as atividades (At/An).

5.2.4 Efeito do pH na estabilidade das biomassas cataliticas livre e imobilizada

O efeito do pH na estabilidade das biomassas cataliticas livre e imobilizada foi avaliado
para as atividades de transfrutosilacdo utilizando uma faixa de pH compreendida 3,5 e 8,5,
conforme método descrito no Topico 4.4.4.

Os resultados obtidos estdo dispostos na Figura 13. Foi observado que ambos os

biocatalisadores se mostraram estaveis (atividades relativas superiores a 80 %) para os valores
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de pH de 4,5 a 7,5, apresentando uma pequena queda da atividade em pH 8,5. Na condicdo de
pH 3,5, as biomassas livre e imobilizada apresentaram atividade de transfrutosilagdo nula, ndo
sendo, portanto, estaveis nesta condi¢do. Enzimas estaveis a uma ampla faixa de pH fornecem
vantagens por reduzir custos com estocagem e ser vidvel para aplicacdo em processos
industriais (XU et al., 2015).
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Figura 13- Estabilidade da FTase micelial presente nas biomassas cataliticas livre e imobilizada
frente ao pH. Incubagio por 24 horas em solucéo tampao tris-acetato 0,2 mol.L ™t a 4
°C.

Fonte: do autor.

Nos estudos de Cunha (2017), a FTase micelial de Aspergillus oryzae IPT-301, presente
na biomassa livre, mostrou-se estavel para faixa de pH de 6,0 a 8,0, com atividade residual
superior a 80 % (atividade de transfrutosilacdo a 100 % de 189 + 38 U.g}). Huang et al. (2016)
reportaram a estabilidade da FTase micelial de Aspergillus aculeatus M105 para uma faixa
ampla de pH (5,0 a 11,0), em que a atividade residual manteve-se acima de 80 %. Em uma
revisao a respeito das caracteristicas das enzimas produtoras de FOS, Ganaie, Lateef e Gupta
(2014) descreveram a estabilidade de FTases miceliais de Aspergillus niger (AS0023),
Aspergillus oryzae CFR 202 e Aspergillus niger para faixas de pHde 4,5a11,0,50a7,0e5,5
a 6,5, respectivamente.
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5.2.5 Efeito da concentragdo de substrato nas atividades das biomassas cataliticas livre e

imobilizada e determinacao dos parametros cinéticos

O efeito da concentragdo de substrato (75,5 a 604,1 g.L™) nas atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo foi avaliado conforme método descrito no topico 4.4.5. Na Figura 14 pode-se
observar os resultados obtidos para a biomassa livre. A atividade de transfrutosilacdo se
mostrou sensivel a mudanca e concentracdo do substrato, apresentando uma faixa de maior
atividade (acima de 600 U.g™?) entre as concentragdes de 264,3 e 480,2 g.L* de sacarose, com
uma pequena queda para a concentracdo 604 g.L™*. Valores relativamente baixos de atividade
de transfrutosilagdo também foram obtidos para as concentracdes de 75,5 e 151 g.L? de
substrato. Desta forma, pode-se diminuir a concentracdo de sacarose utilizada para até 377,5
g.Lt sem perdas de atividade de transfrutosilagao.
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900 - - ~ 14
¢ Razdo (A/AL)
800 - T
_ {12
700 - i %

1 &> 4 10
=; 600 % 7 | ~
S,

- | 7z <
= 500 - % ¢ ? 18 &
&)
; gy H
- 400 48 lur]
= N
< 300 - 1 X
] 44
200 - ]
100 - ﬂ {_‘ 12
0 Y T _I—‘ T ﬂ_‘ T T T T ,‘I T T - 0
0 100 200 300 400 500 600

Concentragio de sacarose (g/L)

Figura 14- Influéncia da concentragcdo de substrato nas atividades hidrolitica, de
transfrutosilacéo e na raz&o entre atividades (At1/An) da FTase micelial aderida a
biomassa livre. Meio reacional constituido por solugdo de sacarose a diferentes

concentragdes e solugdo tampao tris-acetato 0,2 mol.L™ pH 5,5 a 50 °C.
Fonte: do autor.
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Com relacdo a atividade hidrolitica, foram obtidos menores valores para baixas
concentragdes de sacarose (75,5 e 151 g.LY), com um minimo de 36,9 + 4,2 U.g? na
concnetragéo de 75,5 g.L ™ de sacarose e, para concentrages mais elevadas do substrato, foram
obtidas as maiores atividades hidroliticas, de aproximadamente 80 U.g™.

A razdo (At/An) apresentou seu maior valor (9,9 * 2,8) para a concentragéo de sacarose
de 151 g.L™ . Entretanto, para esta concentracdo, a atividade de transfrutosilagdo se mostrou
inferior as atividades apresentadas em concentracfes mais elevadas. Entre as faixas de
concentracio de substrato de 264,3 e 480,2 g.L* foi obtida uma razdo média de 8,2 + 0,7.

A cinética enzimatica da transfrutosilacdo da biomassa catalitica livre foi avaliada de
acordo com os modelos de Hill e de Michaelis-Menten por meio do software Origin® 2017. O
ajuste ao modelo de Hill apresentou um coeficiente de determinacdo de erro (R?) de 0,940,
indicando que o modelo explica 94,0 % das variacGes da velocidade de transfrutosilacdo para a
FTase micelial livre. O ajuste ao modelo de Michaelis-Menten apresentou um coeficiente de
determinacdo de erro (R?) de 0,910 (Tabela 12) e, portanto, ajustou-se de modo menos
satisfatorio aos dados que o modelo de Hill. Ambos os ajustes estdo representados na Figura
15.

Na Tabela 13 podem ser vistos os valores dos parametros cinéticos obtidos pelo modelo
de Hill. O valor de 2,33 para o coeficiente de Hill (n) indica uma cooperatividade positiva, ou
seja, ocorre um aumento da afinidade dos demais sitios ativos da enzima com o substrato apos

a reacdo da primeira molécula de substrato com um sitio ativo.

Tabela 12 — Coeficiente de determinacdo de erros obtidos para diferentes modelos
cinéticos enzimaticos para a FTase micelial aderida a biomassa livre.

Coeficiente de

Modelo Determinacéo (R?)
Hill 0,940
Michaelis-Menten 0,910

Fonte: do autor.
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Figura 15- Comparacédo dos resultados experimentais e previstos pelos modelos cinéticos de
Hill e Michaelis-Menten para a FTase micelial aderida a biomassa livre.

Fonte: do autor.

Tabela 13 — Pardmetros cinéticos para a FTase micelial aderida a biomassa livre

Parametros Modelo de Mpdelo gie
. . Michaelis-
Cinéticos Hill
Menten
Vimax (U.g) 662,34 817,5
Kos (9.L) 97.8 -
Km (9.L7) - 121,5
n 2,33 -

Fonte: do autor.

O efeito da concentracdo de substrato sobre as atividades da biomassa imobilizada
também foi avaliado e os resultados estdo apresentados na Figura 16. O comportamento da
atividade de transfrutosilacdo foi similar ao apresentado pela biomassa livre, com uma regido
de maiores atividades (acima de 750 U/g) entre as concentracdes de 264,3 e 480,2 g.L ! de
sacarose. As menores atividades de transfrutosilacdo apresentadas foram para as menores
concentracdes de substrato avaliadas, sendo de 392,03 U.g™* e 544,6 U.g™* para as concentracoes

de 75,5 € 151,0 g.L?, respectivamente.
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O comportamento exibido pela atividade hidrolitica da biomassa imobilizada foi
diferente do apresentado pela biomassa livre. Assim como observado por Zeng et al. (2016), a
atividade hidrolitica aumentou com a diminuicdo da concentracdo de substrato, sofrendo uma
grande reducdo com o0 aumento da concentracdo de substrato. Para baixas concentracdes,
atividades hidroliticas foram altas, com um maximo de 174,4 U.g™! para a concentracio de 151,0
g.Lt. Com o aumento da concentrago, este valor foi reduzido, apresentando um minimo de
56,7 U.g™ na concentragio de 480,2 g.L™. Nesta concentracdo consequentemente foi obtida a
maior razdo (At/An), de 15,1 + 3,3.
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Figura 16- Influéncia da concentracdo de substrato nas atividades hidrolitica, de
transfrutosilacdo e na razédo entre atividades (A1/An) da FTase micelial aderida
a biomassa imobilizada. Meio reacional constituido por solucdo de sacarose a
diferentes concentrag@es e solucdo tampao tris-acetato 0,2 mol.L™* pH 5,5 a 50
°C.

Fonte: do autor.

A cinética enzimética da FTase micelial aderida a biomassa imobilizada também foi
avaliada de acordo com o0 modelo de Hill, o qual apresentou um coeficiente de determinacéo de
erro (R?) de 0,957, indicando que o modelo explica 95,7 % das variacdes da velocidade de
transfrutosilacdo para a FTase micelial livre. O modelo cinético de Michaelis-Menten também
foi ajustado aos dados experimentais, sendo obtido também um alto valor de coeficiente de

determinacéo de erro (R2 de 0,954) (Tabela 14). Ambos os ajustes estdo representados na Figura
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17. De acordo com Ghazi et al. (2007), € comum o modelo de Hill apresentar um bom ajuste
aos dados quando se trabalha com enzimas que transferem grupos frutosil. Uma vez que o
modelo de Hill é adequado quando ha um efeito causado pela primeira ligacdo entre sitio
catalitico e a enzima sobre os demais sitios cataliticos e tal fato ocorre mais comumente em
enzimas que apresentam mais de um sitio catalitico e multiplas subunidades (WEISS, 1997), o
ajuste do modelo de Hill ao comportamento da FTase j& poderia ser esperado uma vez que,
segundo alguns autores, a FTase € mais comumente encontrada na forma dimeérica (AGUIAR-
OLIVEIRA et al., 2011; LUSCHER et al., 1996). Os parametros cinéticos obtidos para o

modelo de Hill e para 0 modelo de Michaelis-Menten podem ser vistos na Tabela 15.
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Figura 17 — Comparacéo dos resultados experimentais e previstos pelo modelo cinético de Hill
e Michaelis-Menten para a FTase micelial aderida a biomassa imobilizada.

Fonte: do autor.

Tabela 14 — Coeficiente de determinacdo de erros obtidos para diferentes modelos
cinéticos enzimaticos para a FTase micelial aderida & biomassa imobilizada

Coeficiente de

Modelo Determinacéo (R?)
Hill 0,957
Michaelis-Menten 0,954

Fonte: do autor.
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Tabela 15 — Pardmetros cinéticos para a FTase micelial aderida a biomassa imobilizada

Parametros Modelo de M9d6|0 _de
R . Michaelis-
Cinéticos Hill
Menten
Vmax (U.g™1) 833,08 956,06
Kos (9.LY) 85,9 -
Km (g.L ) - 98,5
n 1,67 -

Fonte: do autor.

Assim como o ocorrido para a FTase presente na biomassa livre, o coeficiente de Hill
obtido para a FTase presente na biomassa imobilizada (1,67) foi positivo e indica, portanto, um
comportamento cooperativo positivo, ou seja, a primeira molécula de sacarose que reage com
a enzima causa um aumento da afinidade entre o resto dos sitios ativos e o substrato. O fato do
coeficiente de Hill ser maior para a FTase aderida a biomassa livre do que para a imobilizada,
indica que a cooperatividade na biomassa imobilizada é menor. Portanto sdo menores 0s erros
de um modelo que desconsidera essa cooperatividade, o que justifica 0 melhor ajuste obtido
pelo modelo cinético de Michaelis-Menten para a FTase aderida a biomassa imobilizada (0,954)
do que para a biomassa livre (0,910).

Ao se comparar os resultados obtidos, pode-se observar que o valor de Kos obtido para
a biomassa livre (97,8 g.L™?) foi superior ao obtido para a biomassa imobilizada (85,9 g.L ™),
indicando que houve um aumento da afinidade com o substrato com o processo de reticulagédo
com glutaraldeido. Ao se comparar as constantes de Michaelis-Menten obtidas, pode-se
observar que o K, obtido para a biomassa livre (121,5 g.L™) é superior ao encontrado para a
biomassa imobilizada (98,5 g.L 1), o que também indica um aumento da afinidade com o
substrato obtido apds o processo de imobilizacdo (SHULER; KARGI, 2002). Este aumento de
afinidade com a sacarose pode explicar as mudancas de atividade encontradas ap0s 0 processo
de reticulagdo. O aumento da atividade de transfrutosilagdo e reducdo da atividade hidrolitica
(e consequentemente aumento da razdo At/An) pode ser provocado pelo aumento da afinidade
entre a FTase micelial e a sacarose. Assim, ha um aumento da transferéncia de grupos frutosil
para a molécula de sacarose como aceptora (atividade de transfrutosilacdo) e reducdo da
transferéncia de grupos frutosil para 0 meio aquoso (atividade hidrolitica). Em termos de
processo, este aumento da afinidade entre substrato e enzima obtido com a imobiliza¢do da

biomassa aumenta o rendimento possivel do processo e torna mais vantajoso o0 uso da enzima
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na producdo de FOS. Este fato é corroborado pelas maiores velocidades maximas de producédo
de FOS obtida para a biomassa imobilizada em ambos os ajustes (833,08 U.g™! e 956,06 U.g™)
em comparagio com a biomassa livre (662,34 U.g' e 817,5 U.g) (GHAZI et al., 2007;
HUANG et al., 2016; SOUZA et al., 2015).

5.3 Estudos de estabilidade operacional

5.3.1 Avaliacdo da estabilidade operacional das biomassas cataliticas livre e imobilizada

visando a producéo de FOS

A avaliacdo da estabilidade operacional das biomassas cataliticas livre e imobilizada foi
realizada conforme método descrito no tdpico 4.5, durante 12 ciclos consecutivos (modo
batelada). As condicGes reacionais foram estabelecidas para aplicagdo dos biocatalisadores de
acordo com os resultados de caracterizagdo descritos no Tépico 5.2. Os resultados obtidos para
a atividade relativa de transfrutosilacdo em funcdo do numero de ciclos avaliados estdo
disponiveis na Figura 18.

Foi possivel observar que os perfis de atividade de transfrutosilacdo para as biomassas
livre e imobilizada apresentaram comportamentos distintos. Ao decorrer de 12 ciclos, verificou-
se que a biomassa imobilizada perdeu pouca atividade atingindo, ao término de 12 ciclos,
atividade relativa de 88,9 + 2,2 %. Por outro lado, a biomassa livre sofreu uma queda acentuada
de atividade alcancando, ao final dos ciclos avaliados, atividade relativa de 50,3 + 3,9 %.
Resultados similares foram obtidos por Sun et al. (2010a), que obtiveram um grande aumento
da estabilidade operacional apds a reticulacdo de Rhizopus oryzae com glutaraldeido, de forma
gue 0 micro-organismo, que antes apresentava apenas 10 % da atividade inicial apos 10 ciclos,
passou a apresentar alta atividade na metandlise para producgdo de biodiesel por até 15 ciclos de
producéo sem consideravel queda de atividade.

Os resultados indicam que um dos principais objetivos de um processo de imobilizacdo
foi atingido de maneira satisfatoria, pois a estratégia adotada de imobilizagdo proporcionou a
manutencédo da atividade enzimética e o aumento da estabilidade operacional do biocatalisador
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2012). O uso da biomassa imobilizada por reticulagdo com
glutaraldeido aumentou o potencial de reuso da biomassa catalitica, 0 que de acordo com
Ganaie et al. (2014) ¢ fator chave na redugdo de custos no uso industrial de um biocatalisador
na producgéo de FOS por diminuir a necessidade de producdo de biomassa. De acordo com

Komesu et al. (2009), a obtencdo de um biocatalisador estavel que possa ser utilizado em
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bateladas sequenciais sem grande perda de eficiéncia catalitica pode viabilizar, a um custo mais
acessivel, seu uso em bioprocessos industriais. Com a reticulagdo possivelmente ocorreu a
formacéo de ligacbes entre o aldeido e grupos amino da proteina e da biomassa celular que
provocaram um aumento da interacéo entre enzima e biomassa e sdo associadas ao aumento da
estabilidade enzimatica (FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,, 2012; MONSAN, 1978). De
acordo com Long et al. (1996) e Sun et al. (2010a), o aumento da estabilidade operacional da
biomassa catalitica apds o processo de reticulacdo com glutaraldeido pode ser associado a
reducdo da perda de enzimas durante o processo de lavagem da biomassa apds cada ciclo,
oriunda de uma maior resisténcia a extracdo da enzima por agua que também € proporcionada
pelas novas ligagdes impostas pela reticulagéo.

Desta forma, com os resultados obtidos fica evidenciado o ganho de aplicabilidade do
biocatalisador na producdo de FOS com o processo de imobiliza¢do da biomassa catalitica de

Aspergillus oryzae IPT-301 por reticulagdo com glutaraldeido adotado neste trabalho.
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Figura 18- Avaliacédo da estabilidade operacional das biomassas livre e imobilizada ao decorrer
de 12 ciclos batelada, totalizando 12 horas de reacdo de transfrutosilacdo. Meio
reacional constituido por 3,7 mL de solucdo de sacarose 63,6 % (m/v) e 1,2 mL de
solugdo tampao tris-acetato 0,2 mol.L™ pH 5,5, a 50 °C.

Fonte: do autor.
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6 CONCLUSOES

A biomassa catalitica de Aspergillus oryzae IPT 301, rica em FTase micelial, foi
produzida por fermentacdo submersa aerobia em meio de cultura sintético.

Por meio da otimizacdo das condigdes de imobilizacdo, ficou evidenciado que o uso de
2,1 % (v/v) de glutaraldeido em pH 7,9 na reagdo de imobilizacdo da biomassa resultou nas
melhores respostas para a imobilizagéo, proporcionando com a biomassa imobilizada um ganho
de 14 % na atividade de transfrutosilacao, reducdo de 40 % na atividade hidrolitica e aumento
em 86 % da razdo (A1/An) quando comparada com a biomassa livre (sem imobilizagédo). Assim,
estas condicOes reacionais na imobilizagcdo foram definidas para continuidade do trabalho nas
etapas de caracterizacdo da biomassa imobilizada.

Na avaliacdo da influéncia da temperatura nas atividades enzimaticas, a biomassa livre
apresentou maiores razdes (At/Ax) com alta atividade de transfrutosilacdo entre as
temperaturas de 45 e 55 °C, enquanto a biomassa imobilizada apresentou, entre as temperaturas
de 50 e 55 °C, as melhores respostas de atividade de transfrutosilacdo e razdo (A1/An), sendo
assim definida a temperatura de 50 °C como a melhor condi¢do reacional para se comparar
ambos os biocatalisadores nos ensaios de estabilidade operacional.

A andlise da estabilidade térmica dos biocatalisadores mostrou por meio dos parametros
termodinamicos obtidos que a imobilizacdo micelial proporcionou um aumento na energia
necessaria para a inativacdo térmica da FTase, aumentando sua termoestabilidade. Assim, em
todas as temperaturas avaliadas foi obtido um aumento no tempo de meia vida enzimatica pos
imobilizagéo, consequentemente foi observado um Fator de estabilidade positivo, com a enzima
passando a ser 2,8 vezes mais estavel a 50 °C ap0s o processo de imobilizacdo da biomassa.

Quando avaliada a influéncia do pH nas atividades enzimaticas, a biomassa livre
apresentou maiores razdes (At/An) na faixa de pH entre 55 e 7,5, enquanto as maiores
atividades de transfrutosilacdo foram obtidas entre o pH 4,5 e 6,0. Os melhores resultados para
a biomassa imobilizada foram obtidos entre o pH 5,5 e 7,0, com a maior razdo (At/An) e
atividade de transfrutosilagcdo em pH 5,5. Desta forma, o pH de 5,5 foi definido como a melhor
condicédo reacional para se comparar ambos os biocatalisadores nos ensaios de estabilidade
operacional.

Os biocatalisadores livre e imobilizado se mostraram estaveis (atividade relativa
superior a 80 %) entre o pH 4,5 a 7,5. Os ensaios de avaliacdo do efeito da concentragdo de
substrato no meio reacional enziméatico mostraram que ambos os biocatalisadores se ajustaram

satisfatoriamente ao modelo cinético de Hill e ambos apresentam uma cooperatividade positiva
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entre enzima e sitios cataliticos. Com a determinacdo dos parametros cinéticos, foi possivel
observar um aumento da afinidade com o substrato quando avaliado o modelo de Hill, com o
Ko,s diminuindo de 97,8 g.L™ para 85,9 g.L ! ap6s a imobilizacdo da biomassa, sendo também
observado um aumento no valor de Vmax com a imobilizagéo, de inicialmente 662,34 U.g™* para
833,08 U.gl. A avaliagdo por meio da cinética de Michaelis-Menten também apontou um
aumento da afinidade entre enzima e substrato, com o Km diminuindo de 121,5 para 98,5 g.L™
e a velocidade maxima de producdo de FOS aumentando com a imobilizacdo da biomassa,
passando de 817,5 para 956,06 U.g™.

Por fim, a aplicacdo dos biocatalisadores nos ensaios de estabilidade operacional
mostrou que ocorreu um aumento da estabilidade da biomassa com a imobilizagdo, com esta
apresentando 88,9 + 2,2 % da atividade relativa apds 12 ciclos de producdo de FOS. Ja a
biomassa livre apresentou apenas 50,3 + 3,9 % da atividade inicial apds 12 ciclos de producéo
de FOS, ficando evidenciado o ganho de aplicabilidade da biomassa catalitica de Aspergillus
oryzae IPT-301 na producéo de FOS com o processo de imobilizagdo da biomassa catalitica

por reticulacdo com glutaraldeido.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante das conclusdes obtidas, propdem-se algumas sugestdes para a continuidade deste

trabalho. Sao elas:

a) Awvaliar a influéncia dos parametros (i) tempo de reacdo, (ii) temperatura e (iii)

agitacdo nos estudos de imobilizacdo da biomassa microbiana por reticulagéo.

b) Caracterizar, por técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV), possiveis
modifica¢bes da biomassa microbiana apo6s processo de imobilizacdo por reticulagdo

com glutaraldeido;

c) Aplicar outras técnicas de imobilizacdo da biomassa microbiana reticulada, como

estudos de encapsulamento em alginato visando a producgédo continua de FOS.

d) Implementar o uso da biomassa microbiana imobilizada (reticulada com

glutaraldeido e encapsulada em alginato) em reator de leito fixo.
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APENDICE A - Curvas analiticas
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Figura 19 — Curva analitica obtida pelo método DNS (&cido 3,5-dinitrosilicilico) para a
determinacéo das concentracdes de aclcares redutores totais (ART).
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Figura 20 — Curva analitica obtida pelo método GOD-PAP para a determinacdo das
concentracgdes de glicose (G).
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