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RESUMO

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo acucares prebidticos de baixa caloria que apresentam
diversos beneficios a salde humana. H& um grande interesse na aplicagdo de FOS como
substitutos dos edulcorantes convencionais, 0 que torna necessario o desenvolvimento de
processos, em escala industrial, de producdo destes componentes, desenvolvidos no Brasil.
Estes acUcares podem ser produzidos pela reacdo de transfrutosilacdo da sacarose, catalisada
por enzimas microbianas como a frutosiltransferase (FTase E.C.2.4.1.9), de Aspergillus oryzae
IPT-301. Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de
imobilizacdo da enzima FTase microbiana extracelular, utilizando silica-gel como suporte, para
producdo de FOS. Para tanto, foram realizados testes de imobilizacéo, por adsorcao fisica, em
diferentes temperaturas (20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C), durante 6 horas, com agitacdo de 175
rpm, 10 mL de caldo fermentado pH 5,5, contendo a enzima microbiana extracelular, e 1,0 ¢
de silica-gel. Apds obter os perfis cinéticos de adsorcdo, foi realizado um planejamento
experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 variando a
temperatura e pH do meio reacional, com o intuito de definir as condi¢des 6timas de reagdo
para a enzima imobilizada. Em acrésccimo, para a caracterizacdo do biocatalisador imobilizado,
foram realizados ensaios de estabilidade frente ao pH, estabilidade térmica, avaliagdo da
influéncia da concentracdo de substrato na reacdo enzimatica e ensaios de estabilidade
operacional. Os perfis cinéticos de imobilizacdo indicaram que a atividade de transfrutosilacdo
(A¢), presente no caldo fermentado, decresceu com o aumento do tempo de imobilizagéao e que,
0 maior rendimento de imobilizacéo, cerca de 85 %, foi obtido para uma temperatura de 35 °C.
A partir do planejamento experimental, foi possivel definir as condi¢des 6timas de reacdo para
a enzima imobilizada obtendo-se valores de pH e temperatura iguais a 55 e 50 °C,
respectivamente. A avaliacdo da concentracdo de substrato indicou que as melhores condi¢bes
para a reacao enzimatica foram alcancadas para concentragdes de sacarose compreendidas entre
400 a 600 g.L* e a cinética enzimatica foi melhor ajustada ao modelo cooperativo de Hill. Além
disso, os ensaios de estabilidade ao pH mostraram que a enzima imobilizada foi estavel (A,
relativa préximo a 100 %) na faixa de pH entre 5,0 e 6,5 e, a analise de estabilidade térmica
mostrou, por meio dos parametros termodinamicos avaliados, que a imobiliza¢&o proporcionou
um aumento na energia necessaria para a desativacdo enzimatica, aumentando sua
termoestabilidade, de modo a aumentar o tempo de meia vida da enzima FTase imobilizada em
2,5 vezes, para a temperatura de 30°C, em relacdo ao biocatalisador na sua forma livre. Dos
ensaios de estabilidade operacional, constatou-se que a enzima pode ser reutilizada por 2 ciclos
batelada consecutivos sem perdas de atividade. Ao caracterizar o suporte silica-gel foi possivel
comprovar a adsorcdo da enzima em sua superficie. Portanto, a partir dos estudos de
imobilizacdo e caracterizacdo foi possivel concluir que a FTase extracelular foi
satisfatoriamente imobilizada em silica-gel.

Palavras-chave: Frutosiltransferase. Imobilizagdo. Silica-gel. Caracterizagdo Enzimaética.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are low-calorie prebiotic sugars that present several benefits for
human health. There is a growing interest in the application of FOS as substitute for
conventional sweeteners, which makes it necessary to develop processes, in industrial-scale,
for the production of these components, developed in Brazil. They are produced by
transfructosylation reaction of sucrose, catalyzed by microbial enzymes such as
fructosyltransferase (FTase E.C.2.4.1.9), from Aspergillus oryzae IPT-301. Thus, the present
work focused on the studies of the immobilization process of the enzyme extracellular microbial
FTase, using silica gel as support, for the production of FOS. For this purpose, immobilization
tests were performed, by physical adsorption, at different temperatures (20 ° C,25°C,30°C
and 35 ° C) for 6 hours, with agitation of 175 rpm, 10 mL fermented broth pH 5.5, containing
the extracellular microbial enzyme, and 1.0 g of silica gel. After obtaining the adsorption Kinetic
profiles, a central composite design (CCD) 22 was performed, varying the temperature and pH
of the reaction medium, in order to define the optimal reaction conditions for the immobilized
enzyme. Besides these studies, to characterize the immobilized biocatalyst, tests were carried
out for stability to pH, thermal stability, evaluation of the influence of substrate concentration
on the enzymatic reaction and operational stability tests. The kinetic immobilization profiles
indicated that the transfructosylation activity (Ar), present in the fermented broth, decreased
with the increase of the immobilization time and that the highest immobilization yield, about
85% was obtained for an immobilization temperature of 35 °C. From the experimental design,
it was possible to define the optimal reaction conditions for the immobilized enzyme, obtaining
pH and temperature values of 5.5 and 50°C, respectively. The evaluation of the substrate
concentration indicated that the best conditions for the enzymatic reaction were reached for
sucrose concentrations between 400 and 600 g.L™* and enzymatic kinetics were better fitted to
the cooper Hill model. In addition, pH stability assays showed that the immobilized enzyme
was stable (4, relative to about 100%) in the pH range of 5.0 to 6.5 and the thermal stability
analysis showed, by means of the thermodynamic parameters evaluated, that immobilization
provided an increase in energy required for enzymatic deactivation, increasing its
thermostability, so as to increase the half-life of the FTase enzyme immobilized at 2.5 times
relative to the biocatalyst in its free form. From the operational stability tests, it was verified
that the enzyme can be reused for 2 consecutive batch cycles without loss of activity. By
characterizing the silica gel support, it was possible to prove the adsorption of the enzyme on
its surface. Therefore, from the immobilization and characterization studies it was possible to
conclude that extracellular FTase was satisfactorily immobilized on silica gel.

Keywords: Fructosyltransferase. Immobilization. Silica gel. Enzymatic characterization.
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1 INTRODUCAO

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo oligossacarideos encontrados principalmente em
alguns produtos de origem vegetal (HARTEMINK; VANLAERE; ROMBOUTS, 1997). Sao
acucares ndo convencionais, e devido a suas caracteristicas funcionais, aspectos fisiologicos e
propriedades fisicas, sua utilizagdo nas industrias alimenticia e farmacéutica vem aumentando
gradativamente (SPIEGEL et al.,1994).

Ademais, devido ao aumento da preocupacéo da sociedade com a saude e qualidade de
vida, acentuou-se a busca por alimentos mais saudaveis com baixo valor calérico. Dessa forma,
alimentos funcionais, especialmente prebioticos e probioticos, estdo sendo acrescentados a
dieta humana, a fim de forneceram nutricdo basica e salde por meio de mecanismos nao
previstos pela nutricdo convencional (SAAD, 2006).

Tais oligossacarideos apresentam propriedades funcionais, anticancerigenas, atuam no
controle do colesterol e dos triglicerideos, colaboram no tratamento de enfermidades como
anemia, osteoporose, hipertensdo, diabetes, intolerdncia a lactose e insuficiéncia renal
(PASSOS; PARK, 2003; SIQUEIRA et al., 2008). Além disso, apresentam propriedades nao
cariogénicas e baixo teor caldrico, visto que a digestdo enzimatica animal ou humana dessas
moléculas ndo € possivel (CABRAL et al., 1993; SANTOS, 2002; STEINBERG et al., 2002;
YUN, 1996).

Vale ressaltar que, segundo FORTES (2006), os FOS ndo possuem cor ou odor, ndo
provocam sensacao de secura na boca nem precipitam, sdo capazes de melhorar o flavour nos
alimentos e aprimorar suas caracteristicas fisico-quimicas. Tais oligossacarideos proporcionam
sabor semelhante e cerca de 40 a 60% do poder edulcorante da sacarose (BORNET, 1994).

Assim, os FOS podem ser substitutos da sacarose. E, por apresentarem maior
viscosidade e estabilidade térmica em solucdo, quando em mesma proporcao gue a sacarose,
despertam grande interesse na industria, sendo utilizados como componentes de produtos
funcionais (ANDERSSON et al., 1999; MARX et al., 2000; RIVERO-URGEL e
SANTAMARIA-ORLEANS, 2001; SPIEGEL et al., 1994).

FOS podem ser produzidos de forma relativamente simples e sdo obtidos
comercialmente pela hidrolise enzimatica de inulina ou pela reacdo enzimatica de
transfrutosilacdo da sacarose. Eles sdo produzidos principalmente pela acdo enzimaética da
frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9), da B-frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26) e da
inulinase (EC 3.2.1.7) (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001; MONSAN; PAUL, 1995;
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MUTANDA et al., 2014). As enzimas citadas sdo de origem vegetal e microbiana, no entanto,
enzimas microbianas séo mais aplicadas, haja vista o ciclo de vida curto dos micro-organismos,
baixo custo de producdo da enzima e auséncia de sazonalidade (HERNALSTEENS, 2006).

Na etapa da sintese de FOS, uma forma possivel de intensificar a producdo do agucar
pode ser o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos utilizando a FTase extracelular
imobilizada em suportes, enzima esta previamente recuperada do meio fermentado mediante
filtracdo a vacuo. A imobilizacdo consiste, basicamente, no processo em que se fixa a enzima
de interesse em um suporte para gque sua atividade catalitica ndo seja afetada negativamente, ou
seja, € uma forma de protegdo contra condigdes adversas do meio (CANILHA; CARVALHO;
SILVA, 2006).

O uso de enzimas imobilizadas, na condicdo de biocatalisadores heterogéneos, torna
possivel 0 seu reuso em processos continuos, elimina a necessidade de separacdo entre as
enzimas e os produtos obtidos, além de poder aumentar, consideravelmente, a estabilidade
enzimatica. Permite ainda, o reaproveitamento do material, a utilizagdo do complexo enzima-
suporte em diferentes solventes, pHs e temperaturas e, principalmente, reduz o custo de
operacdo. Tais caracteristicas possibilitam uma grande vantagem operacional quando
comparado ao uso das enzimas livres (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; SHELDON,
2007).

Vale ressaltar que, na literatura, ndo foram encontrados relatos da imobilizagdo da
FTase, por adsorcdo, em silica-gel, sendo estas alternativas interessantes a serem exploradas,
visto que as vantagens proporcionadas por este suporte e método de imobiliza¢do ndo foram

exploradas para a FTase extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301.



16

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo estudar o processo de imobilizagéo, por adsorgéo,

da enzima frutosiltransferase (FTase) extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301, utilizando

silica-gel como suporte, para producdo de frutooligossacarideos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

Produzir a enzima FTase extracelular microbiana por fermentacdo submersa utilizando
meio de cultura sintético;

Imobilizar a enzima FTase extracelular, separada do meio fermentado, em silica-gel
com carga enzimatica elevada e atividade de transfrutosilacao;

Obter os perfis cinéticos de imobilizacao e determinar a temperatura de imobilizacéo,
visando obter FTase imobilizada com elevada atividade de transfrutosilagéo;
Determinar os parametros de imobilizacdo: atividade oferecida (AQO), rendimento de
imobilizacéo (RI), atividade desaparecida (AD) e atividade recuperada (AR);
Caracterizar as enzimas imobilizadas quanto aos efeitos do pH e temperatura 6timos do
meio reacional por planejamento de experimentos;

Avaliar os efeitos da concentragdo de substrato (sacarose) do meio reacional na
atividade de transfrutosilacdo e obter os parametros cinéticos da enzima;

Avaliar as estabilidades térmica, operacional e frente ao pH da enzima FTase
extracelular imobilizada e obter seus parametros termodinamicos;

Produzir frutooligossacarideos (FOS), em pequena escala, mediante avaliacdo de reuso
da enzima imobilizada;

Caracterizar, fisicamente, o suporte silica-gel para a imobilizacdo de FTase extracelular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FOS: DEFINIGAO E CARACTERISTICAS

Os FOS séo oligbmeros de frutose com grau de polimerizacao entre 2 e 20, 0 que 0s
define como oligossacarideos de cadeia curta. Eles consistem em uma molécula de sacarose, a
qual é alongada por uma cadeia de unidades de frutosil, que sdo conectadas por ligacbes
glicosidicas e possuem estrutura genérica GFn, em que G se refere a molécula de glicose, F de
frutose e n ao numero de unidades do grupo frutosil (YUN et al.,, 1990). Nesses
oligossacarideos, 1 ou 4 moléculas de frutose estio ligadas na posigdo f—(2—1) da sacarose e

0s principais componentes dos FOS sdo: kestose, nistose e 1-frutosilnistose, conforme ilustrado
pela Figura 1.

(A) oo (B) G o (C) 75§ (D) 55

g A . ' A - 7

: " "- » I l. . ) o

Sac2

(E) 2 en(F)

K O " A ."\.',.,“ " A

KA, ROA :\"._/". LKA RO
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Figura 1 - Estruturas quimicas da sacarose e dos principais frutanos: (A) sacarose, (B) kestose,
(C) nistose, (D) frutofuranosilnistose, (E) 6-kestose, (F) 6,6-nistose, (G) neokestose,
(H) neonistose e (I) neofrutofuranosilnistose.

Fonte: Cunha (2017, p.18).
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Uma vez que FOS sdo polimeros de frutose, com ligacGes do tipo frutosil-frutose, estes
sdo denominados frutanos, sendo o termo FOS empregado para descrever misturas de frutanos
de cadeia curta sintetizados a partir da sacarose (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001). Na
natureza, existem diversos tipos de frutanos, os quais podem ser distinguidos por meio das
ligacGes glicosidicas entre os residuos de frutose.

Segundo Roberfroid (2007) e Saad (2006), oligofrutoses e FOS s&o termos sinbnimos
para denominar frutanos com grau de polimerizacdo inferior a 10. No entanto, o termo
oligofrutose é mais comum na literatura para descrever inulinas de cadeia curta

Por ndo serem absorvidos no intestino delgado, os FOS chegam ao intestino grosso, de
forma a exercer suas propriedades funcionais estimulando o crescimento de microflora
benéfica, o que os classifica como alimentos prebioticos (GIBSON, et al., 2004; LASKIN,
1985; PASSOS; PARK, 2003; TOMOMATSU, 1994).

De acordo com Fortes e Muniz (2009) alimentos prebidticos sdo ingredientes
seletivamente fermentéveis que permitem modificacbes especificas na composicdo e/ou
atividade da microbiota gastrointestinal, sendo benéficos a salde e ao bem-estar. Para
considerar um alimento como prebidtico, ele deve ser resistente a acidez gastrica, nao sofrer
hidrélise por enzimas de mamiferos e ndo ser absorvido pelo trato gastrointestinal, bem como
favorecer o crescimento de bactérias intestinais benéficas a satde humana (ROBERFROID,
2007).

Dentre os alimentos que possuem propriedades prebioticas estdo os edulcorantes, dos
quais 0s mais estudados e consumidos sdo 0s oligossacarideos. Esses oligossacarideos sdo
carboidratos formados por residuos de monossacarideos ligados por ligagbes glicosidicas,
apresentando grau de polimerizacdo entre 2 a 10. Tais substancias sdo encontradas em diversos
produtos naturais, ou podem ser obtidas por processos quimicos ou enzimaticos.

Naturalmente, os FOS podem ser encontrados em algumas frutas, vegetais e alimentos
com alta reserva de carboidratos como aspargos, beterraba, chicéria, alho, cebola, alcachofra
de Jerusalem, trigo, banana, mel, cevada, tomate e centeio (MUSSATO; MANCILHA, 2007;
SANGEETHA et al., 2005; YUN, 1996).

De acordo com estudos realizados por Mutanda et al. (2014), FOS podem ser
produzidos por meio de acdo de enzimas com atividade de transferéncia dos grupos frutosil, de
modo a alongar a molécula de sacarose ou podem ser obtidos por hidrolise enzimatica da
inulina. Em qualquer uma dessas vias de obtengdo de FOS, sdo formados frutose e glicose
como subprodutos (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001).
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Neste processo, os FOS sé&o obtidos pela acdo das enzimas usadas diretamente como
biocatalisadores, as quais, em condi¢des Otimas de atividade, podem ser empregadas sem a
preocupacao do efeito destas sobre 0 micro-organismo produtor.

Sendo assim, a producéo de FOS por enzimas com elevada atividade de transfrutosilacéo
deve ser realizada em duas etapas. Na primeira, otimiza-se o processo fermentativo para que 0s
micro-organismos produzam as maximas quantidades de enzimas com elevada atividade de
transfrutosilacdo, as quais ap0s a separacgdo e recuperacdo do caldo fermentado, serdo usadas
na etapa posterior. Na segunda etapa, utilizando pardmetros 6timos para sua atividade, as
enzimas livres ou imobilizadas, sintetizam os FOS a partir de meios reacionais ricos em
sacarose, utilizada como substrato (CHIEN et al., 2001).

A producdo de FOS por via sintética iniciou-se no Japdo, em 1980, por Meija Seika
Kaisha Limited, com o nome de Meioligo®. Em seguida, mais paises comecgaram a produzir
FOS em grande escala e comercializa-los por diferentes marcas, como Nutraflora® (Estados
Unidos), Raftilose (Bélgica), Actlight® (Beghin-Meiji Industries, Franca) e F.O.S® (Nutramed
Produtos Funcionais, Brasil) (FORTES; MUNIZ, 2009; GANAIE et al., 2014; HARTEMINK
etal., 1997).

Esses produtos eram constituidos de uma mistura de FOS de graus de polimerizacao
entre 2 a 6. Entretanto, os FOS comercializados s&o exclusivamente do tipo inulino-FOS,
apresentando baixo grau de polimerizacao, de 3a 9 (CRITTENDEN; PLAYNE, 1996).

Contudo, Vega e Zuninga-Hansen (2011) relataram gque hd uma pequena quantidade de
FOS de cadeia curta, visto que as enzimas capazes de os produzir ndo sdo comercialmente
disponiveis. Em meio aos FOS de cadeia curta, a 1-kestose possui maior poder edulcorante.
Sendo assim, xaropes compostos por 1-kestose podem substituir a sacarose em dietas
caracteristicas para diabéticos (YUN, 1996).

Na literatura é possivel constatar que, os FOS sdo estaveis em pH entre 4,0 e 7,0 g,
também, sua viscosidade em solucgdo e estabilidade térmica sdo superiores as da sacarose, em
mesmas proporgdes. Por exemplo, a 25°C e concentragéo de 20%, a viscosidade da solucdo de
FOS ¢é cerca de 6 vezes maior que a viscosidade da solucdo de sacarose (CRITTENDEN;
PLAYNE,1996).
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3.2 ENZIMAS E FTASE: DEFINICAO, CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS

Enzimas sdo proteinas capazes de catalisar reacdes quimicas. Sdo biodegradaveis,
atoxicas e atuam em condicdes especificas de temperatura e pH (ASGUER et al., 2014,
COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). Elas podem ser de origem vegetal, animal e
microbiana. As enzimas microbianas, provenientes de fungos e leveduras, apresentam maior
interesse industrial devido a facilidade de ampliacdo de escala e a grande variedade microbiana,
0 que possibilita diversos estudos na area (SANTOS, 2012).

No geral, as enzimas podem sofrer desnaturacdo pela acdo da temperatura, ou seja,
ocorrem alteracBes em sua conformacao tridimensional, inativando-as. A estabilidade térmica
da enzima esta relacionada com a resisténcia a desnaturacdo pela acdo da temperatura e é
avaliada por meio de parametros termodinamicos (SAQIB et al., 2010).

Dessa forma, a quantificacdo de enzima presente em um processo em termos absolutos
(massa, miligramas) pode considerar uma certa quantidade de enzima inativa. Logo, 0
parametro mais apropriado € a atividade da enzima, que é medida por unidades de atividade
(V) e € definida pela quantidade de enzimas que catalisa a transformacéo de 1 pmol de substrato
por minuto de reagdo (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IUB), as enzimas sdo classificadas em
seis classes de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacao das enzimas estabelecida pela IUB.

Classificacao Reacdo que catalisam Enzimas
Reac0es de dxidoreducao.
Transferéncia de atomos de O e Hidrogenase; Oxidase;
1. Oxido-redutases H ou elétrons de um substrato Peroxidase; Hidroxilases;
para o outro. Oxigenases.

Aminotransferases;

Reac0es de transferéncia de Acetiltransferase; Cinases;
2. Transferases grupos especificos de um Fosforilases;
composto para o outro. Frutosiltransferase.
. L e Lipases; Proteases;
3. Hidrolases Reacdes hidroliticas. P

Amilases; Pectinases.
Reac0es reversiveis, ndo
hidroliticas, de remocao de
4. Liases grupos da molécula de Descarboxilases; Aldolases.
substrato.

Reacdo de isomerizacéo.
Transformam isdmeros entre si

5. lsomerases . Glicose-isomerase.
(cis e trans).

Reacdo de sintese de novos
6. Ligases compostos, derivados da juncédo Piruvato carboxilase.
de duas moléculas.
Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2002).

Conforme essa classificacdo, a enzima frutosiltransferase (FTase), estudada nesse
trabalho, é classificada como uma Transferase. As enzimas dessa classe catalisam a
transferéncia de um atomo ou grupo de atomos entre duas moléculas, entretanto ndo liberam
agua ou oxigénio, que sdo caracteristicas de uma reacdo de hidrolise ou oxi-reducdo
(CHAPLIN; BUCKE, 1990; SHULER, 2002).

As enzimas empregadas na sintese de FOS sdo: as inulinases (EC 3.2.1.7), enzimas
capazes de hidrolisar a inulina, as frutosiltransferases (FTase, EC 2.4.1.9), que transferem
grupos frutosil para moléculas de sacarose e as B-frutofuranosidases (FFase, EC 3.2.1.26), que
hidrolisam a sacarose em glicose e frutose. Tais enzimas sdo oriundas de fontes microbianas
ou vegetais (GANAIE et al., 2014).

Enzimas com atividade de transfrutosilacao estdo presentes em algumas plantas, como
por exemplo: aspargos, alcachofra de Jerusalem, chicoria, cebola, batata doce, mas também
podem ser produzidas por micro-organismos (GOTO et al., 1995; YUN, 1996). Devido as

condicBes sazonais, ha uma limitacdo na quantidade de enzimas produzidas por plantas, assim
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as enzimas microbianas sio mais apropriadas para aplicagdo industrial (ANTOSOVA;
POLAKOVIC, 2001; HERNALSTEENS, 2006).

A FTase é capaz de catalisar a transferéncia de um grupo frutosil, tanto de uma molécula
de sacarose quanto de um frutoligossacarideo, em casos em que FOS com cadeias maiores ja
estdo formados. Tal enzima apresenta baixa afinidade pela 4gua como aceptor, o que implica
em uma baixa atividade hidrolitica, bem como a possibilidade obtencdo de altos rendimentos
de producio de FOS, mesmo utilizando solugdes diluidas de substrato (ANTOSOVA;
POLAKOVIC, 2001).

A atividade de transfrutosilacdo das FTases se deve a sua agédo na ligagéo p (2—1) da
molécula de sacarose, deste modo, transferindo uma molécula de frutose para um aceptor, que
pode ser outra molécula de sacarose, levando a formacéo de FOS e liberando uma molécula de
glicose no meio reacional (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001; GANAIE et al. 2013; MUNIZ-
MARQUEZ et al. 2016).

Comparando treze cepas de fungos produtores de FTase com atividade de
transfrutosilacdo, Cuervo-Fernandez et al. (2007) reportaram que o fungo Aspergillus oryzae
IPT-301 produziu enzimas com maior atividade de transfrutosilacdo, 17 U.mL™, e a terceira
maior razao entre as atividades de transfrutosilacdo (At) e hidrolitica (Aw), igual a 5,2, para a
enzima extracelular.

Otimizando a composi¢do do meio de cultura visando a produgdo de enzimas com
elevada atividade de transfrutosilacdo a partir do cultivo de Aspergillus oryzae IPT-301 em
agitadores orbitais tipo shaker, Ottoni et al. (2012) reportaram a sacarose como a melhor dentre
as fontes de carbono analisadas, verificando que sua concentracdo tem influéncia direta na

producdo de biomassa e na atividade da enzima.
3.2.1 Atividade de transfrutosilacao (Av)
Segundo o banco de dados ExplorEnz da International Union of Biochemistry and

Molecular Biology (IUBMB, 2016), a reacdo promovida pela FTase (EC 2.4.1.9) € a

transferéncia de grupos frutosil, conforme esquematizado na Figura 2.



23

+
H VHO “

H H
oHOH oH OH H *1An

Sacarose [(2—1)-B-p-frutosil], [(2—1)-B-D-fructosil], Glicose

Figura 2 - Esquema da reacgdo de transfrutosilacao.
Fonte: Cunha (2017, p. 25).

A reagdo de transfrutosilagdo sobre a sacarose consiste em clivar as ligagdes do tipo -
(2—1), que liga a metade frutosil a metade glicosil da molécula, e transfere o grupo frutosil de
um doador ativado para uma molécula aceptora apropriada, que pode ser sacarose ou outras
moléculas de FOS e como subproduto € liberada uma molécula de glicose (ANTOSOVA et al.,
2008; JUNG et al., 1989; YUN et al., 1996).

Segundo Ghazi et al. (2006) e Feng et al. (2005), as transglicosidases sao enzimas que
transferem o residuo de glicosil ou frutosil para outro acglcar aceptor (reacdo de transferéncia),
mas também podem utilizar a agua como aceptor nucledéfilo, do intermediario glicosil-enzima
(reacdo de hidrolise).

Normalmente, na transglicosilacdo os FOS de cadeia curta obtidos sdo potenciais
substratos da reacdo, e também podem ser degradados pela acdo da B-frutofuranosidase
(ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001; MONSAN; PAUL, 1995).

Ottoni et al. (2012) e Cuervo-Fernandez et al. (2007) definem a atividade de
transfrutosilacdo (A:;) como a quantidade de enzima que produz um micromol de FOS por
minuto. Desta forma, a concentracdo de FOS € constituida por 1-kestose, nistose e
frutofuranosilnistose. J& Ganaie e Gupta (2014) definem como a quantidade de enzima
necessaria para liberar um micromol de glicose por minuto.

Outros estudos propdem que a atividade de transfrutosilacéo é a quantidade de enzima
necessaria para transferir um micromol de frutose por minuto (CHEN; LIU, 1996; HAY ASHI
etal., 1990; KURAKAKE et al., 1996; VEGA; ZUNIGA-HANSEN, 2011).

Sendo assim, a concentragdo de frutose transferida é obtida indiretamente pelo seguinte

balango de massa:
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[ART] = [F] + [G] 1)
[F] = [ART] - [G] )
[Fe] = [G] = [F] = 2[G] — [ART] ©)

Em que [ART], [F], [G] e [F;] representam as concentragdes de agucares redutores totais,
frutose, glicose e frutooligossacarideos, respectivamente, expressas em pmol.L™.
Com a concentracdo de frutose transfrutosilada (F;) obtida pela Equagdo 3, é possivel

calcular a atividade de transfrutosilagao (At) da FTase extracelular, por meio da Equagéo 4.

[Ft]VR
_ 4
t trRV enzimatico ( )
Em que [F,] representa a concentracdo de frutose transfrutosilada (umol.L™), Vr 0 volume do
meio reacional (L), tr 0 tempo de reagdo (min) e Venzimatico O Volume do caldo fermentado

utilizado na reacdo enzimatica (mL).
3.2.2 Atividade hidrolitica (An)

A hidrolise da sacarose pode ocorrer por rota enzimatica ou por acidos diluidos,
promovendo a liberacdo de glicose e frutose, que sdo 0s monossacarideos constituintes da
sacarose. Esta reacdo é denominada como inversao da sacarose (WANG, 2015), e esté ilustrada

na Figura 3.

+ HO — Hoow
H
CH
CH H
n
[(2—1)-B-D-frutosil],, Agua [(2—1)-B-D-fructosil],,, Frutose

ou Sacarose ou Glicose

Figura 3 - Esquema da reacéo de hidroélise de sacarose ou FOS.
Fonte: Cunha (2017, p. 27).

A enzima que catalisa a hidrélise da sacarose e dos FOS ¢ a B-frutofuranosidase (FFase)
(E.C. 3.2.1.26), conhecida como invertase (WANG, 2015).
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Sendo assim, a atividade hidrolitica (An) esta relacionada com a quantidade de enzima
necessaria para catalisar a formacéo de um dos produtos da hidrolise por minuto.

De acordo com Cuervo-Fernandez et al. (2007); Ottoni et al. (2012), a atividade
hidrolitica é a quantidade de enzima necessaria para liberar um micromol de frutose por minuto,
enquanto que Ganaie e Gupta (2014) definem como atividade hidrolitica a quantidade de
enzima necessaria para liberar um micromol de glicose por minuto.

Dessa forma, é possivel obter atividade hidrolitica (An) da FTase extracelular, por meio
da Equacéo 5.

[F]Vg

(%)

h = tRV enzimatico
Em que [F] representa a concentracdo de frutose (umol.L™), Vk 0 volume do meio reacional
(L), tr 0 tempo de reagdo (min) e Venzimatico O Volume do caldo fermentado utilizado na reagédo

enzimatica (mL).

3.2.3 Razdo AJ/An

Arazdo Ad/Anindica a predominéncia da atividade de transfrutosilacéo sobre a atividade
hidrolitica, visto que ha competicdo entre a hidrolise e a transfrutosilacdo nos processos de
sintese de FOS, sendo desejavel elevados valores de Ai/An para maior eficiéncia na producao
de FOS. Sendo assim, deseja-se que a FTase seja empregada em condi¢fes operacionais que
apresentem maiores valores de razdo A/An (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; HIDAKA;
HIRAYAMA; SUMI, 1988; OLIVEIRA, 2007). Segundo Ghazi et al. (2007), a razdo Av/An
esta relacionada com a concentracdo de sacarose utilizada na reacdo e com propriedades
intrinsecas da enzima, como sua capacidade de se ligar com o nucledéfilo (receptor da frutose)

e excluir a agua.

3.3 CINETICA ENZIMATICA

A cinética enzimatica é estudada com o intuito de avaliar como diferentes condicGes de
processo influenciam na velocidade das reacOes catalisadas por enzimas, como a temperatura
de reacgdo, o pH, a concentracdo de reagentes, de enzimas, além da presenca ou auséncia de
ativadores e inibidores. Diante disso, para descrever a resposta enzimatica aos fatores que

afetam sua cinética, equagcfes empiricas ou modelos mateméticos sdo obtidos. E um dos
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modelos matematicos, conhecido por descrever a cinética de diversas enzimas, € o modelo de
Michaelis-Menten (ALVARADO-HUALLANCO; MAUGERI-FILHO, 2010; OLIVEIRA,
2007).

Tal modelo apresenta relacdo de 1° ordem entre a velocidade de formacao do complexo
enzima-substrato ([ES]) e a concentragdo enzimatica e outra relacdo de 1° ordem em relagdo a
concentracdo de substrato. Nesse modelo, é feita uma consideracdo de que a etapa de formacao
e dissociacdo do complexo [ES] ocorre com grande velocidade, a fim de desprezar a ocupacgéo
dos sitios ativos pelo complexo [ES].

Sendo assim, a relacdo da velocidade inicial de reacdo (V) com a concentragéo de substrato (S)
e a validade da aplicacdo do modelo cinético de Michaelis-Menten sdo demonstradas pela
Equacéo 6.

— Vméx[s]
V= [S]+Km ()

Em que Km (constante de Micahelis-Menten) descreve a afinidade entre a enzima e o substrato
e representa a concentracdo de substrato na qual a velocidade de reacdo é metade da velocidade
maxima e Vmax é a velocidade méxima de reacao.

Esses valores, Km e Vmax, podem ser obtidos linearizando a Equagéo 6, como proposto
por Lineweaver-Burk, Eadie-Hanes e Hofstee. No entanto, algumas reaces enzimaticas nao
sdo bem representadas pelo modelo de Michaelis-Menten, o que implica em correcdes na
equacdo cinética, de modo a considerar a presenca de inibidores ou cooperatividade
(ALVARADO-HUALLANCO; MAUGERI-FILHO, 2010; SHULER; KARGI, 2002).

No modelo de Michaelis-Menten, as enzimas apresentam cinética hiperbolica, logo,
guando a cinética ndo apresenta essa forma e segue uma curva do tipo sigmoide, sdo necessarias
corre¢des na equacao. Isso acontece devido a uma ligagdo entre o substrato e o sitio ativo da
enzima, o que afeta as proximas unides entre substrato e enzima. Tal fato € comum em enzimas
com multiplas subunidades e multiplos sitios ativos, definidas como alostéricas. Esta
cooperatividade pode ser positiva, quando aumenta a afinidade dos demais sitios ativos depois
da ligacdo da primeira molécula de substrato. Contudo, pode ser negativa quando a primeira
molécula de substrato reduz a afinidade dos demais sitios ativos (WEISS, 1997).

Um modelo que considera a cooperatividade é o modelo de Hill, representado pela
Equacéo 7.

_ Vimax [S]n
TSI+ (Ko 5)™ (7)
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Em que Kos € a concentracdo de substrato em que a velocidade de reacdo € metade da
velocidade maxima, indicando a afinidade entre a enzima e o substrato, e n € o coeficiente de
Hill (WEISS, 1997).

O coeficiente de Hill (n) representa a cooperatividade da ligagdo entre enzima e
substrato. A cooperatividade € positiva quando n assume valores maiores do que 1, indicando
a presenca de mais de um sitio de ligacdo na enzima ou a possibilidade de formacéo de
subunidades multiplas da enzima, cada uma com um sitio de ligacdo com o substrato. Quando
o valor do coeficiente de Hill (n) € 1, a Equagdo 7 passa a representar uma cinética de Michaelis-
Menten (WEISS, 1997).

3.3.1 Efeitos da temperatura na cinética enzimética

Ao aumentar a temperatura, bem como a energia cinética das enzimas, a taxa reacional
também aumenta até certo ponto. Em baixas temperaturas, as enzimas movimentam-se
lentamente em direcdo ao substrato, o que compromete a catalise. Ja 0 aumento gradativo da
temperatura, favorece as colisGes entre os sitios ativos das enzimas e o substrato, de forma a
aumentar taxa de reacdo. Entretanto, em uma certa temperatura a estrutura enzimatica pode ser
alterada, ou seja, ocorre a desnaturacdo da enzima, o que impede o encaixe especifico com o
substrato. Sendo assim, existe uma temperatura ideal para cada enzima, na qual a taxa reacional
€ méaxima, seja para a enzima livre ou imobilizada (FIELDS, 2001; SHULER; KARGI, 2002).

Para o estudo dessa temperatura, destaca-se a Equacdo de Arrehnius, em que estdo
descritas a ativacdo térmica e a desativacdo térmica da enzima pelas Equacbes 8 e 9,

respectivamente:
_Ea/
k, =A,.e /RT (8)

kd = Ad' e_ED/RT (9)

Em que ka representa a constante de ativagdo térmica e kq a constante de desativacéo térmica,
Aa e Aq s80 as constantes de Arrehnius, Ea a energia necessaria para a ativagdo térmica e Ep a
energia necessaria para promover a desativacédo térmica, R é a constante universal dos gases e
T ¢é a temperatura absoluta (MIRANDA et al., 2014).

A energia de desativacdo termica (Ep) € a energia necessaria para a desativacao térmica
da enzima. Dessa forma, deseja-se valores altos de Ep, por sugerirem maior termoestabilidade
para a enzima (CATANA et al., 2006).
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3.3.2 Estabilidade térmica enzimatica

O tempo de meia vida enzimatica, t;/,, explicitado pela Equagdo 10, € o tempo
necessario para reduzir a atividade enzimética a metade do seu valor original, e é inversamente
proporcional & constante de desativacdo térmica (kq) (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005;
SHULER; KARGI, 2002).

t1/2_In2 (10)
“kq

Para determinar a eficiéncia de imobilizagdo por meio do fator de estabilidade (FE)
(Equacédo 11), é considerado o tempo de meia vida da enzima antes e ap6s um processo de

imobilizacdo, em que t; /2 imobitizaaa F€Presenta o tempo de meia vida da enzima imobilizada e

t1/2 Livre O tempo de meia vida da enzima livre (SOCCOL; FRANGA; RESENDE, 2016).

FE = t1/2 imobilizada (11)

t1/2 livre

A variacdo de entropia (AS*), entalpia (AH*) e energia livre de Gibbs (AG*), séo
parametros termodindmicos fundamentais para a avaliacdo da estabilidade das enzimas, livres
ou imobilizadas. Quando ocorre a desnaturacdo térmica da enzima, ha uma transicdo de um
estado de menor energia para um estado de maior energia. Para ocorrer essa transi¢cdo, de forma
irreversivel, é preciso fornecer uma quantidade minima de energia, em forma de calor, para a
enzima, denominada energia de desnaturacdo (Ep). A entalpia de ativacdo da desnaturagédo
(AHDp) esta descrita pela Equacdo 12 e representa a energia necessaria para a desnaturagdo da
enzima. Dessa forma, altos valores de entalpia indicam uma maior termoestabilidade da enzima
(FERREIRA, 2017; SAQIB et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

A energia livre de Gibbs de ativacdo da desnaturacdo (AGp*), representada pela
Equacgéo 13 é considerada a forma mais confiavel para quantificar a estabilidade enzimatica,
pelo fato de considerar entalpia e entropia para determinar a espontaneidade da perda de

estabilidade da enzima. Valores menores e mais negativos de energia livre de Gibbs,
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evidenciam maior tendéncia de desnaturacdo da enzima. Desse modo, valores elevados indicam
uma maior estabilidade térmica da enzima (KUMAR et al., 2013; SAQIB et al., 2010).

AGp® = —RT.In (}%’;) (13)

Em que h se trata da constante de Planck (11,04.1073% J.min) e k5 a constante de Boltzmann
(1,38.10723 J.K'1) (KUMAR et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

A entropia de desnaturacéo térmica da enzima (AS, ™) pode ser quantificada por meio da
Equacdo 14. Esse fator esta relacionado com a aleatoriedade do processo de desnaturacdo da
enzima, de forma que, quanto maior a aleatoriedade, maior e positivo serd o valor da entropia
de desnaturacdo térmica da enzima. (KUMAR et al., 2013; SOUZA et al., 2015).

* AHp*—AGp*
- T

AS, (14)

3.3.3 Efeitos do pH na cinética enzimatica

Geralmente, as enzimas possuem grupos ibnicos em seus sitios ativos, 0s quais precisam
estar em condicdes ideais especificas, acidas ou bésicas, para atuarem, de forma satisfatoria,
como catalisadores. Assim, possiveis alteracfes na forma desses grupos iénicos podem variar
a taxa reacional da enzima e uma das causas dessas alteraces € a mudanca do pH do meio
reacional, o que também pode alterar a estrutura tridimensional da enzima. Além disso, o
substrato também pode apresentar grupos iénicos. Portanto, mudanc¢as no pH do meio afetam
diretamente a afinidade entre enzima e substrato e, existe uma faixa de pH 6timo, em que a
enzima é capaz de exercer corretamente sua funcdo de catalisador. Para definir a faixa de pH
6timo para certa enzima, deve-se considerar as caracteristicas de seus sitios ativos, o que,
normalmente, é definido de forma empirica (SHULER; KARGI, 2002).

3.3.4 Efeitos da concentracdo dos substratos na cinética enzimética
Ao estudar a influéncia da concentracdo de um substrato na atividade de uma

determinada enzima, as demais condigOes de ensaio séo fixadas e analisa-se como a atividade

varia em relacdo a concentragdo desse substrato. Inicialmente, com o aumento da concentragéo
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de substrato, aumenta-se a velocidade da reacdo. Todavia, quando a concentracdo de substrato
é relativamente alta a concentragdo de enzima, a velocidade da reacdo ndo aumenta mais e a
enzima pode estar saturada de substrato (FONTES, 2005).

3.4 ENZIMAS IMOBILIZADAS

De acordo com Bickerstaff (1997) e Rosevear (1984), a imobilizacdo é uma técnica que
consiste em confinar a enzima, com atividade catalitica de interesse, em um sistema, de forma
que ela ndo migre para 0 meio onde se encontram o substrato e produto. Este sistema é
denominado biorreator e é composto pela enzima e pelo suporte, no qual ela esta aderida fisica
ou quimicamente.

Resumidamente, a imobilizacdo é o confinamento da proteina em um suporte sélido,
insolGvel tanto em meio aquoso quanto em solventes organicos. Tal técnica é considerada uma
das ferramentas mais eficientes para alterar a seletividade, atividade, especificidade e
estabilidade das enzimas (MATEO et al., 2007).

Geralmente, enzimas livres sdo sensiveis a solventes, agitacdo, temperatura, pH, dentre
outros fatores. Além disso, a utilizacdo de enzimas solUveis apresenta dificuldades como o alto
custo de producéo e purificacdo, a instabilidade da estrutura tridimensional ao isolar a enzima
de seu ambiente, a perda de atividade devido as condi¢es do processo e inibicdo pelo substrato
ou produto. Esses fatores implicam em um tempo de meia-vida operacional curto, bem como
um alto custo. Ademais, 0 emprego de enzimas sollveis, em meio aquoso (catalise
homogénea), pode causar contaminagdo do produto desejado e podem ndo ser recuperadas do
meio reacional (KRAJEWSKA, 2004).

Dessa forma, a imobilizacdo ¢ um recurso utilizado para melhorar a estabilidade
enzimatica e possibilitar aplicacdo em larga escala, bem como em processos continuos.
Ademais, ha possibilidade de reutilizacdo das enzimas, diminuicdo do custo operacional e
facilidade de separacéo do biocatalisador (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).

Vale ressaltar que, o uso de enzima livre implica na presenca do biocatalisador no meio
reacional, o que pode gerar alteracdo de flavor e ser um fator de riscos alérgicos, quando
presentes em produtos finais como alimentos e medicamentos. Além disso, ndo é possivel
reaproveitar a enzima, portanto sempre é necessaria uma nova batelada de biocatalisador
(SANGEETHA et al., 2005).
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Shuler e Kargi, (1992) apresentam algumas vantagens da utilizacdo de enzimas
imobilizadas, sendo elas: altas concentragcdes por espaco e alta produtividade por volume;
reutilizacdo do suporte e reducao de custos com o processo continuo; em alguns casos, melhor
desempenho do biocatalisador e auséncia de riscos de mutacdo genetica. Outras vantagens da
imobilizagdo de enzimas sdo: o aumento da resisténcia a mudangas do ambiente reacional,
influéncias de temperatura, pH e solventes organicos, possibilidade de reutilizacdo do
biocatalisador; facil separacdo do catalisador e do produto, bem como a facilidade de
interrupcdo da reacdo ao atingir determinado grau de conversdao (BRADY; JORDAN, 2009;
MENDES et al., 2011). Sendo assim, a imobiliza¢&o tem sido cada vez mais utilizada visando
0 emprego industrial.

No entanto, deve-se considerar o custo do suporte e do método de imobilizacéo, a
estabilidade do derivado imobilizado e a possibilidade de perdas de atividade, ja que outros
materiais particulados, como células, também podem ser imobilizados no suporte e dificultar
0 alcance do substrato ao sitio reativo (BRODELIUS; MOSBACH, 1982; HULST;
TRAMPER, 1989).

Tanto o método de imobilizacdo de enzimas quanto o suporte a ser escolhido, dependem
das caracteristicas da enzima e das condi¢cGes de uso do sistema. Portanto, é importante
conhecer a reacdo, as condi¢cdes do meio reacional, as variagfes causadas na estabilidade
enzimatica, pH e outros fatores. Sendo assim, 0 método e o suporte mais adequado sdo aqueles
que fornecem a melhor atividade recuperada apos a imobilizacdo, bem como maior estabilidade
térmica e maior faixa de pH de atuacdo enzimética (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; MENDES et al., 2011; SANTOS, 2012).

Vale ressaltar que, a utilizacao de aditivos ou solventes durante a imobilizagcdo tem sido
muito estudada, com o intuito de melhorar a eficiéncia do processo (GOGOI et al., 2006).
Como exemplo, tem-se a resina de troca iénica, Dowex que foi utilizada como suporte de
imobilizagdo da lipase de Pseudomonas fluorescens (POLLARD; WOODLEY, 2007). O
processo foi realizado sem um pré-tratamento do suporte, resultando em baixa adsorcdo. Ja
com adicdo de 50% de um solvente polar, como etanol ou iso-propanol, a adsor¢do aumentou
consideravelmente, para 96-97%. Montero et al. (1993) também observou melhoria no
processo de imobilizacdo com adicdo de solvente, o que indica que o solvente polar é capaz de
“absorver” moléculas de agua do suporte, de forma a facilitar a adsor¢éo da enzima.

Na literatura ha relatos da imobilizagdo da FTase extacelular, como por exemplo, o

estudo de Yun e Song (1996) sobre a producdo continua de FOS, em que a enzima foi
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imobilizada em uma resina com alta porosidade denominada Diaioa HPA 25®. Como
resultado, foi obtido um biocatalisador com maior resisténcia a variagdes de pH, com
possibilidade de reutilizacdo por ate trinta dias e queda de 8% da atividade de transfrutosilacédo
inicial. Além disso, os valores de temperatura e pH 6timos para a reacdo de sintese de FOS,
foram inalterados com a imobilizacao.

Outro estudo sobre a imobilizagdo da FTase extracelular foi realizado por Kamimura et
al. (2009). A enzima foi produzida a partir de Pichia pastoris e imobilizada em uma mistura
de gelatina, alginato de sddio e cloreto de calcio, possibilitando sua reutilizacdo, com retencao
de 20% da atividade inicial. Aguiar Oliveira e Maugeri (2010), também imobilizaram a FTase
extracelular de Rhodotorula sp., por adsorcdo, em minério de nidbio, de forma a produzir um
biocatalisador com conversdo semelhante a enzima livre, razdo entre as atividades (Ad/An) de
aproximadamente 1,6 e tempo de meia vida de 24 dias a 50 °C, possibilitando o reuso da enzima

na producao de FOS.

3.5 METODOS DE IMOBILIZACAO

Enzimas podem ser imobilizadas por diversos métodos, sendo que ndo existe um
método ou suporte de imobilizacdo que seja adequado para todas as enzimas. Cada enzima
apresenta diferentes caracteristicas fisico-quimicas, assim como os substratos e produtos, que
também apresentam propriedades e aplicacGes unicas. Desse modo, as condi¢cOes ideais de
imobilizacdo para determinada enzima sdo determinadas empiricamente, testando-se diferentes
métodos, em busca de se obter maior retengdo da atividade enzimatica, estabilidade operacional
e durabilidade (KRAJEWSKA, 2004).

Além disso, todos os métodos apresentam vantagens e desvantagens e a escolha deve
ser baseada em parametros como: atividade global do biocatalisador, caracteristicas de
regeneracao e inativacao, custo do procedimento de imobilizacéo, toxicidade dos reagentes de
imobilizacdo, estabilidade operacional, propriedades hidrodindmicas e caracteristicas finais
desejadas para a enzima imobilizada (ILLANES, 2012; MENDES et al, 2011).

De modo geral, os métodos de imobilizagdo sdo agrupados em: por confinamento da
enzima (encapsulamento e microencapsulamento), por ligacdo em superficie sélida (adsorcéo
fisica, covalente e i0nica) e por ligacdo cruzada da enzima com um material insoltvel
multifuncional (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; DALLA-VECCHIA;
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NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MENDES et al., 2011;). Um esquema dos métodos é
apresentado pela Figura 4.

Meétodos para Imobilizagdo de Enzimas

Encapsulagao Ligagdo
| I Por ligagio
Em matriz Em membrana Por adsor¢do Covalente
(fisica ou i6nica) I
JogL | |
:]..[ Microcapsulas  Entre membranas @ No suportc Por hgacao cruzada

entre a enzima

amrr i~ macroscopicas &5 B
{ GIo)1 [
\©/ 000 x
~- e s hoA A

Figura 4 - Métodos de imobilizacao de enzimas.
Fonte: Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, (2004).

3.5.1 Adsorcdo fisica

A adsorcdo, método de imobilizacdo estudado neste trabalho, é um dos mais utilizados,
haja vista sua simplicidade. Nesse método, a enzima € imobilizada em um suporte solido por
interacdes de Van der Waals, ligacGes de hidrogénio ou ligacBGes idnicas e 0 processo é
favorecido pela agitacdo suave do sistema. Todavia, a enzima pode ser dessorvida do suporte
por variagcbes de temperatura, pH e forca i6nica (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; MENDES et al., 2011).

Apesar da baixa estabilidade de enzimas imobilizadas por adsorcéo devido as fracas
forcas de interacdo entre enzima e suporte, 0 método de adsorcdo é um dos métodos mais
aplicados por ser simples e apresentar baixo custo em relagdo a outros métodos, como por
exemplo, a ligacdo covalente (WISEMAN, 1985).

Como vantagens da imobiliza¢do por adsorcdo pode-se citar a facilidade da técnica, o
baixo custo devido a ndo necessidade de ativacdo do suporte e a possibilidade de reutilizar o
suporte depois de varios reciclos. Outro ponto positivo € que a adsor¢do provoca pouca
alteracdo na estrutura conformacional da enzima, pois nesse processo a enzima é
espontaneamente imobilizada em uma orientagdo preferencial e energeticamente favoravel

(ZHOU et al., 2012). Ja como desvantagens, destacam-se a aleatoriedade da interacdo enzima-
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suporte e a possibilidade de dessor¢édo da enzima, em casos de variagdes de temperatura, pH e
forca idnica (ARICA et al, 2009; BRADY; JORDAN, 2009; GUIDINI et al, 2010; MENDES
et al, 2011). Entretanto, existem técnicas que visam reduzir a dessorcao da enzima, sendo elas:
a modificacdo quimica do suporte, a reducdo do tamanho de seus poros ou a reticulacdo da
enzima no interior dos poros (REIS; WITULA; HOLMBERG, 2008). Ainda, em outros
estudos, ha sugestdes de que a hidrofobizacdo do suporte pode reduzir a lixiviagdo e melhorar
a atividade enzimatica (SERRA et al., 2008).

A eficiéncia da adsorcdo de determinada enzima, na superficie de um suporte, esta
relacionada a diversos parametros como tamanho da proteina, area superficial do adsorvente,
porosidade e tamanho dos poros (MANECKE, 1972). Outro fator relevante € a concentracdo
da enzima, uma vez que a quantidade de enzima adsorvida por quantidade do suporte aumenta
a medida que a concentracdo de enzima aumenta, até atingir a saturacdo do adsorvente
(DEREWENDA et al., 1992).

No geral, o processo de imobilizacdo por adsorcéo € realizado a temperatura constante
e isotermas de adsorcdo sdo obtidas, as quais podem seguir as equagdes de Langmuir ou
Freundlich (DEREWENDA et al., 1992).

Oliveira (2007) estudou a imobilizacdo a FTase extracelular de Rhodotorula sp., por
adsorcdo, em suporte sélido &cido inorganico composto por niébio e grafite, e obteve eficiéncia
de imobilizacdo de 97,76%. Outro estudo sobre adsorcéo fisica foi realizado por Sugahara e
Varéa (2014), que estudaram a imobilizacdo da lipase de Beauveria bassiana, em silica-gel,

obtendo um rendimento de imobilizacédo de 94,8%.

3.6 TIPOS DE SUPORTES

O bom desempenho da enzima imobilizada esta relacionado, principalmente, ao suporte,
e, apesar de existirem diversos materiais que podem ser utilizados, deve-se considerar as
caracteristicas da enzima e das condices de uso do biocatalisador imobilizado (MILITIE et al.,
2009).

Assim, a escolha do suporte deve considerar caracteristicas como: estabilidade frente
aos parametros de processo; baixa desnaturagéo; funcionalidade quimica; resisténcia mecanica;
retencdo da atividade enzimatica inicial; durabilidade e capacidade de reutilizagdo;
compatibilidade aceitavel com a enzima e substrato; custo e facilidade de manuseio
(CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006). Além disso, deve-se levar em conta a area
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superficial, permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e
composicdo, e natureza hidrofilica/hidrofébica do suporte (CANILHA; CARVALHO; SILVA,
2006; MENDES et al., 2011).

Caso a afinidade da enzima com o suporte ndo seja estavel o suficiente, € possivel que
haja perda de enzima para 0 meio, no decorrer do processo. E, caso a afinidade da enzima com
0 suporte seja maior do que com o substrato, pode-se comprometer a eficiéncia do processo.
Logo, deve-se considerar o tipo do reator, substrato, produto e 0s parametros de processo
(LASKIN, 1985).

Os suportes podem ser classificados, quanto a sua morfologia, em porosos, ndo porosos
e de estrutura em gel (MATEO et al., 2007; MENDES et al., 2011).

Os materiais porosos apresentam elevada area superficial interna disponivel para a
imobilizacdo de enzimas. Todavia, o didmetro dos poros deve ser suficientemente grande para
acomodar a enzima e permitir o acesso do substrato (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004). Deve-se atentar, também, as limitacGes difusionais, visto que o substrato
precisa se difundir da solucéo para a superficie externa, e, também para o interior dos poros do
suporte, onde ha grande parte de moléculas do catalisador. Além disso, as enzimas no interior
dos poros podem ser protegidas de condigdes adversas do meio reacional (DALLA-VECCHIA,;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MATEO et al., 2007).

Em suportes ndo porosos, as moléculas de enzima acomodam-se apenas na sua
superficie externa, o que facilita a interacdo do substrato com o catalisador. Contudo, a pequena
area superficial pode ser uma desvantagem (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004; MATEO et al., 2007).

Diversos materiais, sintéticos ou naturais, podem ser utilizados como suportes, 0s quais
sdo classificados em organicos e inorganicos.

a) Suportes organicos: polimeros naturais, polimeros sintéticos e proteinas.
b) Suportes inorganicas: minerais, como areia e celite; manufaturados como 6xidos metalicos,
ceramicas e géis de silica, etc.

Nesse trabalho, o suporte estudado ¢ a silica-gel, um suporte inorganico e mesoporoso
(CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).
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3.6.1 Silica-gel

A silica (SiO2) € um material com alto potencial de aplicagcdo para imobilizacéo,
principalmente devido a possibilidade de modificacdo da superficie deste suporte, o qual possui
estabilidade térmica, estabilidade mecénica e seguranca toxicoldgica (CARVALHO; LIMA;
SOARES, 2015; SOARES et al., 2006).

A silica pode ser obtida de forma natural ou sintética, sendo micro, meso ou
macroporosa, cristalina ou amorfa. Além disso, esse material apresenta propriedades polares,
que sdo sitios de adsorcdo apropriados para imobilizacdo de enzimas, o que implica em
estabilidade quimica e térmica ao biocatalisador imobilizado (BENVENUTTI et al.; 2009).

E possivel adquirir a silica comercialmente ou produzi-la por diferentes técnicas, como
por exemplo a técnica sol-gel que é a mais utilizada para imobilizacdo de enzimas (SOARES
et al., 2006).

Diferentes grupos podem ser ligados quimicamente a superficie da silica. Dentre eles,
0s compostos organosilicios, que sdo capazes de alterar as caracteristicas superficiais como
hidrofilicidade e hidrofobicidade. O principal objetivo desses tratamentos € evitar limitagdes
de transferéncia de massa, de forma a melhorar o processo de difusdo de substratos e produtos
(CRUZ et al., 2010).

A técnica sol-gel é o método de preparacdo de silica mais utilizado, no qual ocorre a
hidrolise, policondensacao e a gelacdo dos solventes, permitindo a coexisténcia de espécies
organicas e inorganicas no sistema, seguido pela secagem convencional ou por meio
pressurizado (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Sendo assim, se a
secagem for a temperatura ambiente, forma-se uma rede porosa de silica, denominada xerogel.
E, em caso de secagem por meio pressurizado, a silica seca é definida como aerogel
(BARBOSA et al., 2014).

Vale destacar que, na superficie da silica-gel existem grupos OH (hidroxilas) ligados
guimicamente, que agem como pontos reacionais com o0s grupos de ativagdo do suporte ou
diretamente com os grupos de ligagdo da enzima (LIU et al., 2010). Essas hidroxilas podem
ser centros de adsor¢cdo molecular ou centros de reagédo, os quais formam ligacGes Si-O-X,
quando interagem com adsorventes que formam ligac6es de hidrogénio ou interagdes doador-
receptor (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).

Os grupos OH da superficie sdo divididos conforme a Figura 5, na forma livre — OH

formando os poros na particula de silica (a), grupo siloxano = Si — O — Si = (b), grupo silanol
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livre = SiOH (¢), silanois associados = Si(OH)2 (d) e silandis vicinais ou germinal por meio de
ligacdo de hidrogénio (e) (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).
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Figura 5 - Estrutura da silica e os grupamentos presentes.
Fonte: Carvalho; Lima; Soares, (2015).

Gaspari et al. (1999) estudou a imobilizagdo de inulinase, uma das enzimas utilizadas
na sintese de frutooligossacarideos, em diferentes suportes. Sendo estes: quitina, alginato de
sodio e de célcio, membrana de didlise e silica de porosidade controlada, em que silica se
mostrou mais apropriada, uma vez que tal suporte apresentou maior estabilidade e resisténcia
fisica comparado aos demais. Baciu et al. (2005) também utilizou silica porosa obtendo alto
rendimento de imobiliza¢do, no entanto, ao reutilizar o biocatalisador apresentou perdas de
60% da atividade inicial. Sugahara e Varéa (2014) estudaram diversos suportes para a
imobilizacdo por adsorcdo da lipase extracelular de Beauveria bassiana, sendo que o
adsorvente mais adequado foi a silica-gel, com rendimento de imobilizacdo de 94,8%.

Além disso, autores como Canilho et al. (2013), Yu et al. (2013), Gustafsson et al.
(2012) e Wang et al. (2011) estudaram a imobilizacéo de lipase de diferentes fontes em silica
mesoporosa, por adsor¢do fisica, 0 método de imobilizacdo estudado neste trabalho. E,
(SOLEIMANI; KHANI; NAJAFZADEH, 2012), estudaram a imobiliza¢ao da a-Amilase, em
nanoparticulas de silica, também por adsorcdo. Dessa forma, a silica é vista como um dos

suportes inorganicos mais empregados para imobilizacdo de enzimas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUCAO DA ENZIMA EXTRACELULAR MICROBIANA

4.1.1 Preparo do inéculo: micro-organismo e condicdes de cultivo

Para a producdo da enzima FTase extracelular, foi utilizada a cepa do fungo Aspergillus
oryzae IPT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial do Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de S&do 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 uL foram inoculadas em meio sélido, preparado em
placa de Petri, contendo (em %, m/v): agar batata dextrose (KASVI®) 2,0, glicerina (Isofar®)
2,5, extrato de levedura (Synth®) 0,5 e glicose (Dindmica®) 2,5. Apds incubagdo por 7 dias a
30 °C em incubadora refrigerada do tipo B.O.D. (Tecnal®, modelo TE-371), 0S esporos
produzidos foram coletados, por meio da raspagem com al¢a de Drigalski, em 10 mL de solucéo
constituida por NaCl (Dinamica®) 0,95 % (m/v) e Tween-80 (Dindmica®) 0,1 % (v/v). A
suspensdo obtida foi homogeneizada com solugdo de glicerina (Isofar®) 20,0 % (m/v), cujo
volume foi variavel, de modo a ajustar a concentracdo de esporos para aproximadamente 1 X
107 esporos.mL?, quantificada com auxilio de uma camara de Neubauer (Newoptics®), seguido
de armazenamento sob refrigeracdo a -12 °C (CUNHA, 2017).

4.1.2 Fermentacdo submersa: meio de cultura e producdo de FTase extracelular

Para o cultivo do micro-organismo e producdo de FTase extracelular, preparou-se meio
de cultura sintético (pH 5,5) constituido por (em %, m/v): sacarose (Synth®) 15,0, extrato de
levedura (Synth®) 0,5, NaNOs (Dindmica®) 0,5, KH2PO4 (Synth®) 0,2, MgS04.7H.0
(Dindmica®) 0,05, MnCl2.4H,O (Synth®) 0,03 e FeS04.7H.0 (Synth®) 0,001. Foram
distribuidos 100 mL deste meio de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL e estes,
autoclavados a 120 °C e 1 atm durante 20 minutos (CUNHA, 2017). Ap0s a esteriliza¢do do
meio, inoculou-se 1 mL de suspensio de esporos com concentragdo de 1 x 107 esporos.mL™?
(Topico 4.1). Dessa forma, iniciou-se a fermentacdo submersa, o qual foi conduzida em
agitador orbital do tipo Shaker (Tecnal®, modelo TE-4200) a 30 °C e 200 rpm ao decorrer
64 h do processo (CUNHA, 2017; GARCIA, 2018). O conteudo total do frasco Erlenmeyer foi
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filtrado a vacuo em papel do tipo Whatman n°1 com diametro de 90 mm e o permeado, caldo
filtrado contendo a enzima FTase extracelular, foi armazenada, sob refrigeracdo. Visando
reduzir a perda de atividade enzimatica, buscou-se realizar as etapas de imobilizacéo e reacédo

da enzima produzida imediatamente apds a coleta do permeado (CUNHA, 2017).

4.2 IMOBILIZACAO DA ENZIMA EXTRACELULAR MICROBIANA

4.2.1 Imobilizacdo da FTase extracelular microbiana em silica-gel

A imobilizacdo de FTase extracelular em silica-gel foi realizada mediante adaptacdo dos
métodos descritos por Sugahara e Varéa (2014) e Alves et al. (2017). Um volume de 10 mL de
caldo fermentado filtrado, contendo FTase extracelular, foi adicionado em tubo tipo Falcon,
juntamente com 1,00 g de silica-gel comercial, adquirida da Sigma-Aldrich® (area superficial
de 500 m2.g! e tamanhos de poro e de particula iguais a 60 A e 63-200 pm, respectivamente),
e mantida previamente em estufa de secagem a 60 °C por 24 h.

Os tubos foram mantidos sob agitacdo de 175 rpm em banho Dubnoff (Bunker®,
modelo NI 1232) e a imobiliza¢do foi monitorada por um periodo de 6 horas. Durante esse
periodo, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante visando acompanhar as atividades
enzimaticas de transfrutosilacdo e hidrolitica ao longo do tempo. A temperatura do processo de
imobilizacdo foi variada em 20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C, a fim de se obter os perfis cinéticos
de imobilizacéo.

Ao término da imobilizag&o, foi realizada filtracdo a vacuo, utilizando a bomba de vacuo
TE-058 (Tecnal®) e a torta retida (suporte contendo a enzima imobilizada) foi armazenada sob
refrigeracdo para ensaios posteriores de atividade e caracterizacdo enzimatica (pH, temperatura
e concentracdo de sacarose do meio reacional), além de estudos de estabilidades térmica,
operacional e frente ao pH para a enzima imobilizada.

Vale ressaltar que, para cada temperatura, os ensaios de imobilizagcdo foram realizados
em triplicata e, um tubo tipo Falcon contendo apenas caldo fermentado, foi submetido sob as
mesmas condic¢les experimentais, a fim de monitorar a atividade enzimatica da FTase contida

no caldo, sem contato com o suporte, durante 6 horas de processo.
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4.2.2 Pardmetros de imobilizacdo enzimética

Para avaliar o desempenho da imobilizacéo, séo definidos alguns parametros, sendo um
deles a atividade oferecida (A0) (Equacgédo 15), que quantifica a atividade inicial da enzima
livre oferecida para o processo de imobilizacgéo.

A0 =V x A, (15)

em que V é o volume (em mL) utilizado de caldo fermentado contendo a enzima livre e A; € a
atividade de transfrutosilacio (em U.mL™) da Ftase extracelular livre.
Outro parametro avaliado foi o rendimento de imobilizacdo (RI), que quantifica o

percentual de enzima imobilizada, calculado pela Equagao 16.

RI (%) = 2224 X 100 (16)

ti

em que a A;; representa a atividade de transfrutosilacdo (em U) do sobrenadante antes da
imobilizacdo e A, representa a atividade de transfrutosilagédo (em U) do sobrenadante apos o
processo de imobilizacdo. Desse modo, a atividade desaparecida (AD), pode ser obtida pela

Equacdo 17.

Finalmente, foi obtido o parametro atividade recuperada (AR) que indica o quanto da

atividade inicial foi aproveitada pelo suporte, sendo calculado pela Equacéo 18.
— Au
AR (%) = — X100 (18)
em que A;4 € a atividade de transfrutosilagdo (em U) do derivado (RAMOS et al.,2015).

4.3 ENSAIOS ANALITICOS

4.3.1 Determinacdo das atividades de transfrutosilagdo e hidrolitica da enzima livre e

imobilizada
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Os ensaios de atividade da FTase extracelular foram realizados de acordo com as
condigdes estabelecidas por Cuervo-Fernandez et al. (2007). Foram adicionados 0,1 mL da
solucdo enzimatica (FTase livre) ou 1 g de suporte (contendo a FTase imobilizada) em meio
reacional constituido por 3,7 mL de solucdo de sacarose comercial (Unido®) (63,6 %, m/v) e
1,2 mL de tampéo tris-acetato (Synth®) 0,2 mol.L™?, pH 5,5.

As reacles enzimaticas foram conduzidas por 60 minutos em banho Dubnoff (Bunker®,
modelo NI 1232) com agitacdo de 190 rpm e temperatura controlada de 50 °C. Para findar a
reacao, os tubos foram colocados em banho termostatizado (agua em ebuli¢cdo) por 10 minutos,
seguido por resfriamento, por 5 min, em banho com &gua e gelo, visando a inativagdo da
enzima.

Ao término dos ensaios de atividade, a solucdo, oriunda do meio reacional, foi diluida
com agua destilada para a quantificacdo das concentracGes dos aclcares redutores totais (ART)
e glicose por meio dos métodos colorimétricos do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER,
1959, VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO, 2013) (Tépico 4.3.2) e GOD-PAP® (CUNHA,
2017; GANAIE et al., 2014; OLIVEIRA, 2007; ZUNIGA-HANSEN, 2011), (T6pico 4.3.3),
respectivamente. Finalmente, as atividades de transfrutosilacdo (At) e hidrolitica (An) foram
obtidas por meio das Equacg0es 4 e 5, respectivamente, utilizando-se as concentracgdes de frutose
e de frutose transfrutosilada, obtidas pelo seguinte balangco de massa (CHEN; LIU, 1996):

[FI = [ART] - [C] (19)

[Fd = [G] - [F] (20)

De acordo com as condicdes experimentais, uma unidade (1U) de atividade enzimatica
de transfrutosilagéo foi definida como a quantidade de enzima que produz um micromol (1
pmol) de frutose transfrutosilada por minuto, ao passo que uma unidade (1U) de atividade
hidrolitica foi definida como a quantidade de enzima que libera um micromol (1 pumol) de
frutose por minuto (CUERVO FERNANDEZ et al., 2007; GANAIE; GUPTA, 2014; OTTONI
etal., 2012).

4.3.2 Determinacdo da concentragdo de agUcares redutores totais (ART)
A concentracdo dos agucares redutores totais (ART), presentes no meio reacional, foi

determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), adaptado de Miller (1959),

conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragéo (2013).
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A solucdo DNS (Reagente A) foi preparada pela dissolugdo de 10,0 g de acido
3,5-dinitrosalicilico (C7HsN207) (Dindmica®) em 200,0 mL de solucio 2 mol.L™ de hidréxido
de sddio (NaOH) (Dinamica®). Paralelamente, foi preparada 500 mL de uma solucdo aquosa
(Reagente B) constituida por 600 @.L' de tartarato duplo de sodio e potéssio
(KNaCsH1406.4H20) (Dindmica®). Apds a dissolugdo, ambos os reagentes (A e B) foram
misturados e o volume final da mistura aferido para 1,0 L em baldo volumétrico.

A quantificacdo dos ART foi realizada pela adicdo, em tubo de ensaio, de 1,0 mL da
amostra oriunda da reacdo enzimatica, em 1,0 mL da solucéo preparada. A reacao foi conduzida
em banho maria a 100 °C por 10 min e interrompida por resfriamento em banho de &gua e gelo
por 5 min, seguido pela adicdo de 8,0 mL de agua destilada.

Posteriormente, triplicatas de aliquotas do meio reacional foram analisadas com auxilio
de espectrofotdmetro (Edutec ®, modelo EEQ901A-B) a 540 nm, visando obter as absorbancias
e, consequentemente, determinar as concentragcdes dos ART mediante auxilio da curva analitica
obtida para 0 método DNS (Figura 13, Apéndice A).

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

substituindo a amostra, oriunda da reacdo enzimatica de transfrutosilacdo, por agua destilada.

4.3.3 Determinacéo da concentracao de glicose (G)

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

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

A quantificagdo, em triplicata, da glicose no meio reacional foi realizada pela adicéo,
em tubo de ensaio, de 35 pL da amostra, oriunda da reacdo enzimatica, em 3,5 mL de solucéo
reagente (kit enzimatico). A reacao foi conduzida em banho Dubnoff (Bunker®, modelo NI
1232) a 37 °C por 5 minutos. A coloracdo final foi analisada com auxilio de espectrofotdmetro

(Edutec®, modelo EEQ901A-B) a 505 nm, visando obter as absorbancias e, consequentemente,
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determinar as concentragdes de glicose, por meio da curva analitica obtida para 0 método GOD-
PAP (Figura 14, Apéndice A).
O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtencdo do branco, porém,

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

4.4 CARACTERIZACAO DA ENZIMA FTASE EXTRACELULAR IMOBILIZADA

4.4.1 Avaliacéo dos efeitos do pH e da temperatura na rea¢do enzimatica

Com o intuito de se avaliar os efeitos das variaveis pH e temperatura do meio reacional
nas atividades de transfrutosilacdo e hidrolitica da FTase extracelular imobilizada em silica-
gel, foi realizado um planejamento experimental do tipo delineado composto central rotacional
22 (DCCR). Foram avaliados os intervalos de temperatura de 40 °C a 60 °C e pH de 4,5 a 6,5
baseando-se nas condi¢des Otimas de temperatura e pH para a enzima FTase livre, obtidas por
Cunha (2017). Portanto, foi construida a matriz de experimentos, composta por 11 ensaios
(Tabela 2).

Tabela 2 - Matriz de experimentos para execucdo do planejamento experimental do tipo
delineado composto central rotacional 22 (DCCR)

Valores codificados Valores reais
Ensaios Tem;(aoecl:’?tu ra oH Tem?oeé?tu ra oH
1 -1 -1 43 4.8
2 1 -1 57 4.8
3 -1 1 43 6,2
4 1 1 57 6,2
5 -1,41 0 40 55
6 1,41 0 60 5,5
7 0 -1,41 50 4,5
8 0 1,41 50 6,5
9 0 0 50 5,5
10 0 0 50 5,5
11 0 0 50 55

Fonte: Da autora.

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados conforme descritos no Topico
4.3.1, variando a temperatura e o pH do meio reacional. Apds a execucdo dos experimentos,
realizaram-se as analises estatisticas com o auxilio do software Statistica® versdo 7.0 (StatSoft.

Inc. 2007, USA). O modelo para a superficie de resposta foi ajustado para duas variaveis
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resposta (Y): atividade recuperada de transfrutosilacdo (em %) e atividade recuperada
hidrolitica (em %) da enzima FTase extracelular. As funcBes de resposta de segunda ordem
para os fatores foram expressas pela Equacdo (21) e as diferencas foram consideradas

significativas com valores de p < 0,05.

Y =fo+pr A+ 2B+ P2 AB + i1 A% + By B (21)

em que A e B representam os niveis dos fatores temperatura (°C) e pH, respectivamente,
enquanto que fo, S1, P2, P12, P11 € P22 representam os valores dos coeficientes estimados pelo

modelo estatistico.

4.4.2 Avaliacdo do efeito da concentracdo de substrato e obtencéo dos parametros cinéticos

Para a avaliacdo dos efeitos da concentracdo de substrato na cinética enzimatica, as
reacOes envolvendo a FTase extracelular imobilizada em silica-gel foram conduzidas em
triplicata utilizando, como meio reacional, uma solucéo constituida por 1,2 mL de tampdo tris-
acetato 0,2 mol.L pH 5,5 e 3,7 mL de solugdo de sacarose (substrato) com concentracdes de
200 g.L%, 300 g.Lt, 400 g.L?, 470 g.L%, 500 g.L" e 600 g.Lt. Ao meio reacional, foi
adicionado 1,0 g de suporte contendo a enzima imobilizada e as atividades enziméticas de
transfrutosilacdo e hidrolitica foram determinadas conforme método descrito no Topico 4.3.1.
A partir dos resultados obtidos, também foram estimados os parametros de reacdo, por meio de

ajustes de modelos cinéticos, utilizando-se o software OriginPro 2016®.

4.4.3 Ensaios de estabilidade enzimatica frente ao pH

Os efeitos da estabilidade frente ao pH das enzimas extracelular livre e imobilizada
foram avaliados para valores de pH 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 € 6,5. Para estes ensaios, as enzimas foram
incubadas a 4 °C, durante 24 h, em solucédo tampéo tris-acetato (Synth®) 0,2 mol.L™?, para os
diferentes pH especificados. Ao término da incubag&o, as atividades enzimaticas das enzimas
livre e imobilizada foram quantificadas, em duplicata, conforme método descrito no Tdpico
4.3.1.
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4.4 .4 Ensaios de estabilidade térmica

Os efeitos da estabilidade térmica da enzima extracelular livre e imobilizada foram
avaliados para temperaturas de 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60°C. Para tanto, as enzimas foram
incubadas em diferentes periodos (1h, 2h, 4h, 6h e 17h), em banho termostatizado
Novatecnica®, e 0s ensaios de atividades enzimaticas foram realizados conforme método

descrito no Tépico 4.3.1.

4.4.5 Ensaios de estabilidade operacional

A reacdo de transfrutosilacdo da sacarose foi realizada, em duplicata, a 50 °C em tubo
do tipo Falcon, pressdo ambiente e agitacdo mecanica de 190 rpm. O sistema reacional manteve
a mesma composicao descrita no Tépico 4.3.1: 1 g de silica-gel contendo a enzima FTase
extracelular imobilizada (biocatalisador), 3,7 mL de solugédo de sacarose 63,6% (m/v) e 1,2 mL
de solucgdo tampéo tris-acetato 0,2 mol.L™ pH 5,5. Ao término de cada ciclo de reagdo (6 ciclos
consecutivos), o biocatalisador foi retirado do meio reacional, por filtragdo a véacuo, e

introduzido em um novo meio reacional.

4.5 CARACTERIZACAO FISICA DO SUPORTE SILICA-GEL

Primeiramente, foi realizada a analise de Difracdo de raios X (DRX). Essa analise foi
realizada utilizando-se o equipamento Bruker D8 Advance ECO, em que a amostra de silica-
gel sem a enzima foi acondicionada em um porta-amostras polimérico e levada ao equipamento.
Para tanto, foi empregada a radiacdo K-alfa do cobre (A = 0,15402nm), passo de 0,02° e 20 de
5a 90°. Para a obtencdo de imagens da superficie do suporte foi feita a analise de microscopia
eletronica de varredura (MEV) utilizando-se o equimento Phillips XL30 FEG. Os materiais em
forma de pos (silica-gel e silica-gel recoberta com enzima) foram depositados sobre uma fita
de carbono em um porta-amostras de aluminio, a fim de se evitar alteracdes na silica recoberta
com a enzima. Apds esse procedimento inicial, um filme de ouro foi evaporado. A voltagem de
aceleragcdo utilizada foi de 25kV. A andlise de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier) foi realizada, para investigar a composicdo da amostra, com a

utilizacdo do equipamento Agilent Cary 630 FTIR Spectometer (varredura de 600 a 4000 cm®
1)_
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIS CINETICOS DE IMOBILIZACAO DA FTASE EXTRACELULAR EM
SILICA-GEL

A fim de estudar a imobilizacdo da FTase extracelular em silica-gel, primeiramente
foram realizados ensaios de imobilizacdo, de acordo com o procedimento descrito no Tépico
4.2.1. Dessa forma, para descrever o comportamento da atividade de transfrutosilagéo (A4;) da
enzima livre presente no sobrenadante ao decorrer do tempo de imobilizacdo, foram obtidos os

perfis cinéticos de imobilizacao para as temperaturas de 20 °C, 25 °C, 30 °C e 35°C (Figura 6).
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Figura 6 - Perfil cinético de imobilizacdo de FTase extracelular em silica-gel comercial em
funcéo do tempo: monitoramento da atividade de transfrutosilacdo no sobrenadante.
Fonte: Da autora.

Da Figura 6 foi possivel verificar que, para todas as temperaturas investigadas, a
atividade de transfrutosilacéo (A4;), monitorada para o sobrenadante, diminuiu com o aumento
do tempo de imobilizacdo, indicando que a enzima foi satisfatoriamente adsorvida ao suporte.
Além disso, observou-se que a atividade de transfrutosilagdo (4,) da amostra controle (enzima
livre sem contato com o suporte) se manteve praticamente constante ao decorrer das seis horas
de imobilizacdo, apresentando apenas uma pequena queda devido a instabilidade da enzima
livre, visto que as enzimas possuem baixa estabilidade quando removidas de seu ambiente
natural (CHAPLIN; BUCKE, 1990; SHULER, 2002), e que a FTase extracelular, por ndo estar
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protegida pelo micélio (biomassa microbiana), estd mais suscetivel a ndo realizar
satisfatoriamente suas fungdes (SCHUURMANN et al., 2014).

Apesar da reducdo da atividade em todas as temperaturas avaliadas, notou-se que,
conforme houve o aumento de energia térmica no sistema, a queda de A; no sobrenadante
mostrou-se expressivamente mais acentuada, evidenciando que o aumento da temperatura
favoreceu o processo de imobilizacdo. Esse fato ja era esperado, uma vez que em processos de
adsorcéo, a temperatura afeta a constante de velocidade de adsorcéo, de modo que um aumento
na temperatura pode aumentar a energia cinética e, consequentemente, a mobilidade das
espécies a serem adsorvidas (JIMENEZ; BOSCO; CARVALHO, 2004). Ademais, o0 aumento
da temperatura aumenta a taxa de difusdo das moléculas a serem aderidas ao suporte, devido a
diminuicdo na viscosidade da solucdo, e também pode causar uma desobstrucdo de poros no
interior do suporte, permitindo a difusdo de moléculas maiores (DOGAN; ALKAN;
DEMIRBAS, 2006). Sendo assim, a velocidade de varios processos fisico-quimicos aumenta
consideravelmente com a temperatura (ALMEIDA, 2005).

Dos ensaios realizados para a obtencao dos perfis cinéticos de imobilizacao, também foi
possivel determinar o rendimento do processo para cada uma das temperaturas avaliadas por
meio da Equacdo 16 (Tépico 4.2.2). Os calculos foram realizados baseando-se na atividade de
transfrutosilacdo inicial e final do caldo fermentado, e os valores obtidos estdo dispostos na
Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimentos de imobilizacéo.

Temperatura Rendimento de
(°C) imobilizagéo (RI) (%)
20 31+20
25 57+12
30 73+ 15
35 85+6

Fonte: Da autora.

A partir desses resultados, observou-se que o rendimento foi mais alto para maiores
temperaturas de imobilizacdo, comprovando o que foi constatado pela Figura 6. Além disso,
pela Figura 6, foi possivel verificar que, principalmente para as temperaturas mais altas, a queda
de atividade € mais acentuada no inicio do processo de imobilizacdo e que, no decorrer do
tempo, a diminuicdo de atividade € mais lenta, o que demonstra possivel saturacdo do suporte,
assegurando que ndo é necessario estender o processo de imobilizagdo por mais tempo.

Oliveira (2007) obteve resultados expressivos ao imobilizar a FTase extracelular de
Rhodotorula sp., por adsor¢do, em suporte solido acido inorganico composto por nidbio e
grafite, atingindo eficiéncia de imobilizacdo de 97,76 %. Nesse estudo também foram testados



48

outros suportes, sendo um deles a silica enxertada com zirconio. Primeiramente, foi utilizado o
método de adsorcdo com rendimento de 80 %; entretanto, apds 72 horas, sob refrigeracéo, a
atividade caiu para 5 % da atividade inicial. Ao realizar a imobilizacéo por ligacdo covalente,
alcancou-se rendimento de 70 %, porém, quando submetido a 72 h de refrigeracdo, a atividade
caiu para 35 % do valor inicial.

A adsorcao fisica também foi empregada em diferentes trabalhos envolvendo a enzima
lipase. Destaca-se 0 estudo realizado por Paula et al. (2008) em que a lipase de Candida rugosa
foi imobilizada em matriz hibrida de polissiloxano alcool polivinilico, com rendimento de
imobilizacdo de 96,50 %. Ferreira (2017) estudou a imobilizacdo da lipase de Geotrichum
candidum em diversos suportes e por diversos métodos, sendo que para a imobilizacdo por
adsorcéo fisica em silica aerosil®, foi obtido um rendimento de imobilizacdo de 100% para a
enzima purificada. Outro estudo realizado foi a imobilizacdo da lipase extracelular de
Beauveria bassiana por adsorcéo, em silica-gel, em que Sugahara e Varéa (2014) obtiveram
um rendimento de 94,8% e sugeriram que altos valores de rendimentos estao relacionados com
a estrutura em po fino e vasta area de adsorcao da silica-gel.

Similarmente, foram obtidos os perfis cinéticos de imobilizacdo para a atividade
hidrolitica (A4y), presente no sobrenadante (Figura 7).
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Figura 7 - Perfil cinético de imobilizacdo de FTase extracelular em silica-gel comercial em
fungéo do tempo: monitoramento da atividade hidrolitica no sobrenadante.
Fonte: Da autora.
O comportamento da atividade hidrolitica (4;) ao decorrer do tempo de imobilizagdo
foi diferente em relagdo ao comportamento da atividade de transfrutosilacéo (A;). Nesse caso,
para todas as temperaturas avaliadas, a atividade relativa permaneceu entre 90% e 100% com

o0 tempo, apresentando pequenos acréscimos na primeira hora de imobilizagéo.
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Tal resultado suporta o fato de que h, possivelmente, diferentes enzimas presentes no
caldo fermentado, e que a FTase, enzima com atividade de transfrutosilagdo (CUNHA, 2017),
apresentou maior afinidade pelo suporte. Isso indica que houve maior afinidade da silica-gel,
na condicdo de suporte, pela enzima FTase, fato este que permite presumir até mesmo a
purificacdo da enzima durante o processo de imobilizacéo.

AntoSova e Polakovi¢ (2001) reportaram que a principal diferenga entre as enzimas
frutosiltransferase (FTase) e B-frutofuranosidase (FFase) € que a FTase possui alta atividade
de transfrutosilacdo, alta afinidade pela sacarose ou FOS como aceptores de grupos frutosil e
menor afinidade com a agua. Como essas enzimas possuem atividades hidroliticas e de
transfrutosilacéo, € dificil separa-las e classifica-las, uma vez que as duas atividades podem
ocorrer concomitantemente em uma mesma enzima de uma mesma fonte. No entanto,
L’Hocine et al. (2000) e Hayashi et al. (1990) isolaram essas enzimas e constataram que a
FFase apresentou apenas atividade hidrolitica, e que a FTase apresentou apenas atividade de
transfrutosilacéo.

Vale ressaltar que, as alteracdes graficas na primeira hora de imobilizacdo (Figura 7)
retratam as flutuacdes iniciais do processo, ocasionadas pelos ajustes de temperatura e agitacdo
do sistema. Além disso, como a FTase estd sendo adsorvida em silica-gel, 0 aumento da
atividade hidrolitica pode ser explicado como uma compensacdo da perda de atividade de
transfrutosilacdo no caldo fermentado, uma vez que ha uma diminui¢do da competicao entre as

enzimas com as atividades de transfrutosilacéo e hidrolitica.

5.2 CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

Apds os estudos de imobilizacdo, avaliou-se a caracterizacdo da FTase imobilizada em
silica-gel. Para tanto, definiu-se a temperatura de imobilizacdo de 35 °C, conforme observado
na Figura 6 e Tabela 3, adotando-se um periodo de imobilizacdo de 6 h e velocidade de agitacdo
de 175 rpm.

5.2.1 Efeitos do pH e temperatura do meio reacional sobre as atividades da enzima

imobilizada

Com o intuito de se avaliar os efeitos do pH e temperatura do meio reacional sobre as

atividades da enzima FTase extracelular imobilizada, foi realizado um planejamento
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experimental do tipo delineado composto central rotacional 22, com trés repeticbes no ponto
central. Os experimentos foram executados de acordo com o Tdpico 4.4.1, visando otimizar as
condicdes da reacao.

Sendo assim, adotou-se como fatores as varidveis: temperatura e pH e, como resposta,
as atividades de transfrutosilacéo (Ay) e hidrolitica (An). Como os ensaios foram realizados com
a FTase provenientes de diferentes fermentagdes, as atividades foram escritas em termos de

atividade recuperada (AR) (Equacéo 18), e os resultados estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4 — Matriz do planejamento experimental e respostas.

Valores Codificados (Reais) Respostas
Tem;()oeg;ltu ra oH A (%) An (%)
-1 (43) -1 (4,8) 4 3
1(57) -1 (4,8) 2 5
-1 (43) 1(6,2) 6 3
1(57) 1(6,2) 5 4
-1,41 (40) 0 (5,5) 10 2
1,41 (60) 0(55) 10 1
0 (50) -1,41 (4,5) 2 4
0 (50) 1,41 (6,5) 5 3
0 (50) 0(55) 10 2
0 (50) 0(55) 10 1
0 (50) 0(55) 10 1

At atividade de transfrutosilacéo;
An: atividade hidrolitica

Fonte: Da autora.

Apos obter as respostas do planejamento experimental, foi feita a analise estatistica com
0 auxilio do software Statistica® versdo 7, adotando-se como nivel de significancia (o = 5%),
e, portanto, nivel de confianca de 95%.

Primeiramente, foi feita a anélise para a atividade de transfrutosilacdo, gerando tabela
de efeitos (Tabela 5), diagrama de Pareto (Figura 8), analise de variancia - ANOVA (Tabela 6),
superficie de resposta e curvas de contorno (Figura 9).

De acordo com a Tabela 5 e com a Figura 8, é possivel notar que o Unico efeito
significativo para a atividade de transfrutosilacdo é o pH quadratico, pois essa variavel
apresentou p-valor = 0,002, que € menor que 0,05. Esse resultado mostra que o pH é a variavel

que mais influencia na resposta e comprova o que foi reportado na Tabela 4, visto que para
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alteracbes no valor da temperatura, a atividade sofreu pequenas variacdes, ao passo que
mudancas no valor do pH geraram variagcfes expressivas na variavel resposta em questdo. Isso
se relaciona ao fato de que variacdes no valor de pH podem alterar a conformacéo enzimatica,
0 que implica em alteragdes dos sitios ativos. Assim, mudancas no valor de pH influenciam no
equilibrio de ionizacdo de grupos &cidos e basicos, de forma a afetar a distribuigdo de cargas da
enzima, da superficie do suporte, e consequentemente, as interacOes eletrostaticas entre grupos
da proteina e do suporte (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1993; PEREIRA et al., 2015).

Tabela 5 - Efeitos estimados, erro padréo e p-valor para avaliacdo dos efeitos da temperatura e
do pH na atividade de transfrutosilagdo da FTase extracelular imobilizada.

Variaveis Efeitos Estimados Erro Padréo p-valor
Média 10,00 0,95 0,000
Temperatura (L) -0,75 1,17 0,549
Temperatura (Q)* -1,25 1,39 0,410
pH (L) 2,31 1,17 0,105

pH Q)™ 7,75 1,39 0,002
Temperatura X Ph 0,50 1,65 0,775

* L refere-se ao termo linear do modelo estatistico

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

Fonte: Da autora.
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Figura 8 - Diagrama de Pareto para as variaveis pH e temperatura na atividade de
transfrutosilacdo da FTase imobilizada.
Fonte: Da autora.
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Dessa forma, foi gerado o seguinte modelo estatistico (Equagdo 22) para a atividade de

transfrutosilacdo (A4;).
A, = 10,0 — 0,375T — 0,625T2 + 1,155pH — 3,875pH? + 0,250TpH (22)

Para avaliagdo do ajuste do modelo, tem-se o coeficiente de determinacéo de erro (R?),
0 qual nessa analise demonstrou que 87,80 % da variabilidade das respostas podem ser
explicadas pelo modelo da Equacao 22. Esse valor pode estar relacionado com as variagdes nos
processos de fermentacao, no entanto, como pode ser observado pela Tabela 4, ndo ha variacéo
nos pontos centrais, 0 que indica reprodutibilidade do processo.

Posteriormente, foi realizada a anélise de variancia — ANOVA (Tabela 6) do modelo
apresentado e o Teste F (Equacdo , o qual tem por finalidade verificar se 0 modelo explica uma
guantidade significativa da variacao dos dados experimentais (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Quadrados Médios da Regressao (23)
Quadrados Médios dos Residuos

Teste F =

Tabela 6 - Andlise de variancia para a avaliacdo dos efeitos de temperatura e pH na atividade
de transfrutosilacdo da FTase extracelular imobilizada.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacio quadrados liberdade médio calc p-valor
Regressao 98,48 5 19,69 7,19 0,025
Residuos 13,69 5 2,73
Falta de ajuste 13,69
Erro puro 0
Total 112,18 10

R2= 0,878 Fs:5:0,05 = 5,05

Fonte: Da autora.

O valor calculado pela Equacdo 23, representado na Tabela 6, foi comparado com o
valor tabelado de uma distribuicdo de frequéncia de referéncia (Faraus de liberdade do modelo: Graus de
liberdade do desvio; Nivel de significancia). S€Ndo assim, o valor de F tabelado para nivel de significancia
de 5 % foi de 5,05, menor do que o valor calculado, ou seja, 0 modelo pode ser considerado
valido e pode ser utilizado para a construgdo das superficies de resposta e curvas de contorno,

as quais foram geradas e podem ser visualizadas na Figura 9.
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Figura 9 - Atividade de transfrutosilacdo em funcdo da temperatura e do pH: (A) superficie de
resposta e (B) curvas de contorno.
Fonte: Da autora.

A superficie de resposta permitiu definir as melhores condicdes para a reacdo tendo a
enzima imobilizada como biocatalisador, as quais foram pH 5,5 e temperatura de 50 °C,
condicGes Otimas estas similares as obtidas para rea¢des envolvendo a FTase extracelular livre,
como reportado por Cuervo-Fernandez et al. (2007), Ottoni et al. (2012), Cunha (2017) e Perna
et al. (2018).

Sugahara e Varéa (2014), estudaram a imobilizacdo da lipase extracelular de Beauveria
bassiana, utilizando treze diferentes protocolos experimentais de imobilizacdo, obtendo como
método mais apropriado a adsorcao fisica, utilizando silica-gel como suporte. Os pesquisadores
constataram que a imobilizacdo ndo alterou as condi¢Ges 6timas de pH e temperatura do meio
reacional para a atividade lipolitica.

Posteriormente foi realizada a analise estatistica para a atividade hidrolitica, a qual esta
demonstrada pela tabela de efeitos (Tabela 7), diagrama de Pareto (Figura 10) e pela Anova
(Tabela 8).
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Tabela 7 - Efeitos estimados, erro padréo e p-valor para avaliacdo dos efeitos da temperatura e
do pH na atividade hidrolitica da FTase extracelular imobilizada.

Variaveis Efeitos Estimados Erro Padréo p-valor
Média 1,33 0,64 0,094
Temperatura (L) 0,39 0,79 0,637
Temperatura (Q)** 0,79 0,94 0,438
pH (L) -0,60 0,79 0,479
pH (Q)” 2,79 0,94 0,031
Temperatura x pH -0,50 117 0,673

* L refere-se ao termo linear do modelo estatistico

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

Fonte: Da autora.

2,967101
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Figura 10 - Diagrama de Pareto para as variaveis pH e temperatura na atividade hidrolitica da
FTase extracelular imobilizada.
Fonte: Da autora.

(2)pH(L) - 763516

(1)Temperatura (°C)(L) 501 5189

1Lby2L 447257

A partir da Tabela 7 e da Figura 10, observou-se que, apenas o pH quadréatico foi
significativo para a atividade hidrolitica. Analogamente a atividade de transfrutosilacéo, a
alteracdo do pH do meio reacional interferiu nos resultados.

Do mesmo modo, obteve-se o modelo estatistico para a atividade hidrolitica (4p),

representado pela Equacgéo 24.

Ap = 1,33 + 0,198T + 0,395T2 — 0,30pH + 1,39pH? — 0,25TpH (24)
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A anélise da Anova (Tabela 8) indicou que ndo é possivel criar superficie de resposta
para a variavel resposta atividade hidrolitica, visto que o modelo proposto ndo foi validado. De
acordo com o Teste F (Equacéo , o valor calculado, demonstrado na Tabela 8, é menor que o
valor de F tabelado para nivel de significancia de 5 %, além de que o coeficiente de
determinacdo de erro (R?) relata que 66,30 % da variabilidade das respostas podem ser
explicadas pelo modelo da Equacédo 24. Sendo assim, a superficie de resposta ndo representaria

fielmente os dados experimentais.

Tabela 8 - Analise de variancia para a avaliacao dos efeitos de temperatura e pH na atividade
hirolitica da FTase extracelular imobilizada.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacao quadrados liberdade médio cale p-valor
Regressao 12,29 5 2,46 1,97 0,237
Residuos 6,25 5 1,25
Falta de ajuste 5,58
Erro puro 0,66
Total 18,54 10

R2= 0,663 Fs:5:0,05 = 5,05

Fonte: Da autora.

Além da andlise estatistica, o estudo da influéncia da temperatura e pH na atividade
enzimatica, permitiu comprovar que a enzima imobilizada aumentou, consideravelmente, a
razao entre as atividades de transfrutosilacéo e hidrolitica, sendo que para a condi¢do 6tima de
reacao para a enzima imobilizada (50 °C e pH 5,5) arazdo aumentou em até 10 vezes, conforme
indicado na Tabela 9.

Vale ressaltar que, uma analise feita por um delineamento central composto rotacional
ndo seria confidvel para a resposta razdo (Av/An), uma vez que pelo teste de aderéncia de
Shapiro-Wilk (RODRIGUES; IEMMA, 2009), tais resultados ndo representam uma
distribuicdo normal (distribuicdo de Gauss), além de que o planejamento experimental é
fundamentado em estatistica paramétrica e, consequentemente, dependente da normalidade dos
dados analisados (GARCIA, 2018). Sendo assim, foi feita uma analise pontual das respostas
obtidas.
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Tabela 9 — Razdo entre as atividades enzimaticas antes e depois da imobilizagéo.
Condicdes de ensaio — Meio

reacional Ar/An
Temperatura Antes da Depois da
(°C) PH imobilizacdo  imobilizagéo
43 4,8 0,98 1,41
57 4,8 0,78 0,35
43 6,2 0,98 1,88
57 6,2 0,47 0,73
40 5,5 0,35 1,78
60 55 0,45 7,10
50 4,5 0,47 0,23
50 6,5 0,68 1,31
50 55 0,68 2,48
50 55 0,45 4,72
50 55 0,35 2,36

Fonte: Da autora.

Esses resultados presumem a ocorréncia de uma possivel purificacdo da enzima durante
0 processo de imobilizacdo (adsorcdo) em silica-gel, prevista pelo Topico 5.1. Também pdde-
se notar que, mesmo obtendo altos rendimentos de imobilizacdo (Tépico 5.1.), a atividade
recuperada foi baixa. Esse fato pode estar relacionado com a porosidade do suporte e a
possibilidade de o substrato ndo atingir os sitios ativos, considerando que a solugdo de sacarose
é viscosa, e que, para suportes hidrofilicos como a silica-gel, pode haver formacéo de agregados
e de estruturas tridimensionais entre as particulas do suporte, podendo causar uma limitagéo
difusional do substrato ao sitio catalitico da enzima imobilizada, conforme reportado por
Ferreira (2017), que ao imobilizar a lipase em silica aerosil® obteve rendimento de
imobilizacdo de 100% e atividade recuperada de 3,8%. Entretanto, a baixa recuperacao de
atividade pode ser compensada pela possibilidade de reuso da enzima imobilizada.

Esse fato também sugere a hipdtese de trabalhar com a silica-gel funcionalizada, uma
vez que alteracOes na superficie do suporte podem colaborar para o processo de difusdo de
substratos e produtos. Ademais, foi realizado um estudo, por Soares et al. (2001), sobre a lipase
de Candida rugosa imobilizada em silica de porosidade controlada, previamente ativada com
glutaraldeido, o qual mostrou que o tempo de meia vida da lipase imobilizada em silica ativada
aumentou cinco vezes quando comparado com a silica sem aditivos. Da mesma forma, Barbosa

et al. (2016), conseguiu aumentar o rendimento de imobilizacdo, por encapsulagéo, de 37%
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para 87%, ao modificar a silica aerogel com liquido idnico prético. Gustafsson et al. 2012
estudou trés tipos de silica mesoporosa para a imobilizagdo da lipase por adsor¢éo fisica, com
diferentes tamanhos (1000, 300 e 40 nm) de particula e mesma area superficial, de forma a
avaliar o tamanho de particula que proporcionasse a obtencdo de um biocatalisador com maior
atividade lipolitica, sendo a silica com 300 nm mais adequada para a imobiliza¢do, de modo
que a enzima imobilizada foi quatro vezes mais ativa do que a enzima livre.

Platkova et al. (2006) avaliaram o uso de diversos suportes comerciais na imobilizagédo
de FTase extracelular de Aureobasidium pullulans e comparam os efeitos da imobilizacdo por
ligacdo covalente direta entre suportes ativados e a FTase, e por ligagdo entre 0s suportes
ativados e a FTase tratada previamente com glutaraldeido para a formacao de uma reticulacdo
entre as enzimas. Nesse estudo, melhoras operacionais ndo foram observadas com o uso do

glutaraldeido, no entanto, aumentou-se a estabilidade de armazenamento do biocatalisador.

5.2.2 Efeito da concentracdo de substrato e obtencdo dos pardmetros cinéticos

Nos estudos anteriores, o substrato (solucdo de sacarose) foi utilizado na concentracéo
de 63,67 % (m/v), condicdo definida para a reagcdo com a FTase extracelular livie (CUNHA,
2017). Entretanto, para dar continuidade a caracterizagdo da enzima imobilizada, fez-se
necessario variar as concentrac@es de substrato a fim de investigar o efeito da concentracdo de
substrato nas reacfes enzimaticas com o biocatalisador imobilizado. Esse procedimento foi

realizado de acordo com o Topico 4.4.2 e os resultados estdo dispostos na Figura 11.
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Figura 11 - Influéncia da concentracdo de substrato nas atividades de transfrutosilacao,
hidrolitica e na razdo entre atividades (4,/A;) da FTase extracelular imobilizada.
Fonte: Da autora.

Foi possivel notar que, para as concentragdes de sacarose entre 400 g.L e 600 g.L%, a
atividade de transfrutosilacdo (A4;) permaneceu constante e com valores mais altos do que os
valores de atividade para as demais concentracBes estudadas do substrato. Para as
concentracdes de 200 g.Lt e 300 g.L !, a atividade apresentou os menores valores entre 0s
demais, uma vez que, nesse caso, hd pouco substrato para que a reagdo ocorra de forma
satisfatoria. Hidaka et al. (1988) e Jung et al. (1989) estudaram a FTase de Aspergillus niger e
constataram que, a formacdo de FOS em altas concentracdes de sacarose, proximas a 50
%(m/v), € favorecida, porém a baixas concentracbes de sacarose a acdo hidrolitica é
predominante. Para o valor de 600 g.L, a atividade de transfrutosilagio comecou a decrescer,
0 que demonstra a possibilidade de saturacdo dos sitios ativos do biocatalisador e inibicdo pelo
substrato.

Dessa forma, as melhores condigdes para a reagcdo enzimatica envolvendo a FTase
extracelular imobilizada ocorrem em concentragdes de sacarose de 400 g.L™* a 600 g.L%, sendo
que a concentragdo de 470 g.L ™ apresentou a maior atividade de transfrutosilacéo (A,) e a maior
razdo (A./Ay). E importante destacar que a concentragdo inicialmente utilizada (solugdo de
sacarose (63,67%, m/v), ao ser ajustada para 0 meio reacional equivale a concentracdo de
substrato de 470 g.L%, a qual se mostrou mais adequada para o melhor desempenho da enzima
imobilizada, da mesma forma que para a FTase extracelular livre (CUNHA, 2017). Além disso,

Cunha (2017), ao avaliar a concentragdo de substrato para a FTase extracelular livre, verificou
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que a atividade de transfrutosilacdo apresentou baixa variagdo para a faixa de concentracao de
296,0 a 592,0 g.L ! e presumiu-se a presenca majoritaria de FTase no caldo fermentado, uma
vez que em baixas concentracdes de sacarose, a FTase possui elevada atividade de
transfrutosilacdo, enquanto que a B-frutofuranosidase possui apenas atividade hidrolitica.

Para a avaliagdo da cinética enzimética da atividade de transfrutosilagdo da FTase
extracelular imobilizada, foi feio um ajuste, segundo o modelo de Hill, utilizando o software
Origin® 2017, o qual pode ser visualizado pela Figura 12. O coeficiente de determinacédo de
erro (R?) foi de 0,96, logo, tal modelo explica 96,0 % das variacdes da atividade de

transfrutosilacdo para a enzima imobilizada.

s Dados experimentais da enzima extracelular imobilizada
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Figura 12 — Modelo de Hill para a FTase extracelular imobilizada.
Fonte: Da autora.

Na Tabela 10 estdo dispostos os valores dos parametros cinéticos obtidos pelo modelo
de Hill. De acordo com tal modelo, a concentracdo de substrato em que a atividade recuperada
é a metade da atividade recuperada maxima € dada pelo coeficiente Kos= 233,8 g.L ™ 0 que
indica que para atingir a metade da atividade recuperada maxima, é necessaria uma
concentragio de substrato de 233,8 g.L aproximadamente metade da concentragio de
substrato que proporciona méaxima velocidade de reagdo (470 g.L™). O valor de 3,2 para o
coeficiente de Hill (n) representa uma cooperatividade positiva, indicando que a afinidade dos

demais sitios ativos da enzima com o substrato aumenta apos a reagdo da primeira molécula de
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substrato com um sitio ativo. Ghazi et al. (2007) relatam que o modelo de Hill normalmente
apresenta um bom ajuste aos dados provenientes de estudos com enzimas que transferem grupos
frutosil. O modelo de Hill é apropriado quando ha efeito da primeira ligacdo entre sitio catalitico
e a enzima sobre os demais sitios cataliticos e € comum que isso ocorra em enzimas que
apresentam mais de um sitio catalitico e multiplas subunidades (WEISS, 1997). Dessa forma,
0 ajuste do modelo de Hill ao comportamento da FTase ja era de se esperar, visto que a FTase
¢ frequentemente encontrada na forma dimérica (AGUIAR-OLIVEIRA et al.,, 2011;
LUSCHER et al., 1996).

Tabela 10 — Parametros cinéticos para a FTase extracelular imobilizada.

Parametros cinéticos Modelo de Hill
ARmax (%) 10,30
Kos (9.LY) 233,8
n 3,2

Fonte: Da autora.

Diferentemente da FTase extracelular imobilizada, a cinética da enzima livre, estudada
por Cunha (2007), se ajustou ao modelo de Michaelis-Menten. Aguiar-Oliveira e Maugeri
(2010) ao imobilizar a frutosiltransferase de Rhodotorula sp., por adsor¢do, em minério de
niébio, também obtiveram uma cinética correspondente a inibicdo por substrato. Tal
comportamento é comum em enzimas imobilizadas, devido a limitacBes difusionais e efeitos
de particdo de protons (CHIANG et al., 1997).

5.2.3 Estabilidade frente ao pH da FTase extracelular livre e imobilizada
O efeito do pH na estabilidade das enzimas livre e imobilizada foi avaliado para as

atividades de transfrutosilacdo a uma faixa de pH de 4,5 a 6,5, conforme descrito no Topico

4.5.3. Os resultados obtidos podem ser visualizados pela Figura 13.
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Figura 13 - Estabilidade da FTase extracelular livre e imobilizada frente ao pH.
Fonte: Da autora.
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A partir da Figura 13, foi possivel observar que a enzima imobilizada apresentou
atividades relativas superiores a 80 % na faixa de pH avaliada, sendo que a menor atividade
ocorreu em pH 4,5 e para os demais valores de pH a atividade relativa permaneceu constante,
0 que mostra a estabilidade do biocatalisador imobilizado nessa faixa. Tal resultado é atrativo,
uma vez que enzimas estaveis a uma ampla faixa de pH tém como vantagens a reducéo de custo
com estocagem e sdo viaveis para aplicacao industrial (XU et al., 2015). Ao imobilizar a FTase
extracelular de Rhodotorula sp. em minério de Nidbio, Oliveira (2007) obteve picos de maxima
atividade em pH 4,5 e 6,0, explicando tal variacdo de comportamento por meio da carga
negativa do suporte.

A enzima livre também apresentou a menor atividade relativa em pH 4,5, o que indica
que a FTase extracelular, produzida por Aspergillus oryzae IPT-301, € sensivel a meios acidos.
Ademais, a enzima livre apresentou menor estabilidade quando comparada com a enzima
imobilizada, visto que apenas para o pH 6,0 a atividade relativa foi maior que 80%. Portanto, o
processo de imobilizagdo conferiu maior estabilidade da FTase extracelular frente ao pH de
incubacéo, o que era esperado, visto que enzimas quando expostas a determinadas condicgdes
de pH podem ser desnaturadas, sendo a imobilizacdo uma maneira eficaz de aumentar a
estabilidade enzimatica, tanto operacional como de armazenamento, pois o confinamento da
enzima a protege de alteragfes em sua conformacdo (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).
Da mesma forma, nos estudos realizados por Cunha (2017), a FTase extracelular de Aspergillus
oryzae IPT-301, presente no caldo fermentado, mostrou-se pouco estavel, com atividade

relativa de transfrutosilacdo menor que 80 % para a faixa de pH investigada, apresentando
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maxima atividade relativa de transfrutosilacdo em pH 6,0. Nos estudos de El-Beih et al. (2009),
a FTase extracelular de Cryptococcus sp. LEB-V2, apresentou estabilidade em pH 4,5. Anwar
et al. (2008), estudaram a FTase produzida por Lactobacillus johnsonii, a qual foi estavel na

faixa de pH de 4,5 a 6,0, com atividades relativas acima de 85 %.

5.2.4 Estabilidade térmica da FTase extracelular livre e imobilizada

A estabilidade térmica das FTase extracelular livre e imobilizada foi estudada conforme
0 Topico 4.4.4, para quatro diferentes temperaturas. A partir dos resultados experimentais,
representados pelas Figuras 14 e 15, foi possivel obter os parametros: tempo de meia vida (t12),
fator de estabilidade (FE), quantidade minima de energia para inativacao do biocatalisador (Ep)
e as variagoes de entalpia (AH*), energia livre de Gibbs (AG*) e entropia (AS*), os quais estdo
dispostos na Tabela 11. Para esses dados, foi feito um ajuste linear e a energia de inativagédo
térmica (Ep) foi definida por meio da Equagdo de Arrhenius (Figuras 16 e 17).
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Figura 14 - Curvas de inativacdo térmica para a atividade de transfrutosilacéo relativa da FTase
extracelular livre.
Fonte: Da autora.
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Figura 15 - Curvas de inativagdo térmica para a atividade de transfrutosilacéo relativa da FTase
extracelular imobilizada.

Fonte: Da autora.
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Figura 16 — Ajuste linear de Arrhenius para a determinacdo da energia de desativacdo (Ep) da
FTase extracelular livre.

Fonte: Da autora.

O ajuste da Figura 16 apresentou um coeficiente de correlacdo R2 = 0,90 e a Equacéo

25 foi utilizada para obter a energia de inativagéo térmica (Ep) para enzima livre.

InK, = 8,22 — 4791,11.- (25)
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Figura 17 — Ajuste linear de Arrhenius para a determinacdo da energia de desativacdo (Ep) da
FTase extracelular imobilizada.
Fonte: Da autora.

O ajuste da Figura 17 apresentou um coeficiente de correlacdo R? = 0,96 e a Equacéo

26 foi utilizada para obter a energia de inativacdo térmica (Ep) para enzima imobilizada.

InK, = 14 — 6832,22.- (26)



65

Tabela 11 - Pardmetros termodinamicos para a FTase extracelular livre e imobilizada,
incubada em diferentes temperaturas.

Pardmetros FTase Temperatura (° C)
30 40 50 60
R2 L 0,98 0,99 0,99 0,98
I 0,97 0,96 0,99 0,97
- L 40 115 168 165
K, (min ) x 10°
I 16 49 102 118
. L 1743,7 602,7 412,6 420,1
t, , (min)
I 4309,1 1409,7 679,6 587,4
Fator de
estabilidade (FE) 2,5 2,3 1.6 L4
E,, (ki/mol) L 39.8
I 56,8
. L 37,28 37,20 37,11 37,03
AHp (kJ/mol)
I 54,28 54,20 54,11 54,03
. L 104,34 105,10 107,52 110,99
AGp (kJ/mol)
I 106,62 107,31 108,86 111,91
. L -0,22 -0,22 -0,22 -0,22
ASp " (kJ/mol.K)
I -0,17 -0,17 -0,17 -0,17

Fonte: Da autora.

Da Tabela 11, foi observado que o tempo de meia vida (t12) aumentou com 0 processo
de imobilizacdo, conforme indicado pelos valores do fator de estabilidade (FE), para todas as
temperaturas estudadas. Esse fato indica maior estabilidade da FTase extracelular imobilizada,
visto que o tempo de meia vida € determinado pelo tempo em que a enzima perde 50 % da sua
atividade inicial em uma determinada temperatura, e quanto maior esse valor, maior a
capacidade da enzima em resistir a temperatura durante um maior periodo de tempo (SOUZA
et al., 2015). Dessa forma, € possivel dizer que a enzima imobilizada apresentou estabilidade
de 2,5, 2,3, 1,6 e 1,4 vezes maior do que a estabilidade da enzima livre em relacdo as
temperaturas avaliadas: 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C, respectivamente. Observou-se também que
o tempo de meia vida diminuiu com o aumento da temperatura, tanto para a enzima livre quanto
para a enzima imobilizada, ou seja, a desnaturagdo da FTase extracelular ocorre mais

rapidamente com o aumento da temperatura.
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Adicionalmente, com a imobilizagdo, houve um aumento da energia de desativacao
térmica (Ep), o que evidencia uma melhoria na termoestabilidade da enzima imobilizada, pois
para que a proteina seja desnaturada, é necessario fornecer uma maior quantidade de energia
térmica. Ao analisar os parametros termodinamicos, também foi possivel notar a melhoria da
estabilidade térmica enzimética. Para todas as temperaturas, a variacdo da entalpia de
desnaturacdo térmica (AH*), apresentou maiores valores para a FTase extracelular imobilizada
do que para a enzima livre e, altos valores para a variacdo da entalpia de desnaturacdo térmica
(AH*) indicam uma elevada estabilidade térmica da enzima (GARCIA, 2018; SAQIB et al.,
2010; SOUZA et al., 2015). A varia¢ao de entropia (AS*) associada a desnaturacao térmica
representa a quantidade de energia envolvida na transi¢cdo do estado nativo da enzima para o
estado de desnaturacdo. De acordo com a Tabela 11, os valores de AS* para a FTase extracelular
livre e imobilizada foram negativos para todas as temperaturas, o que mostra uma reducéo do
grau de aleatoriedade causada pela desnaturacdo da enzima. Para algumas enzimas, a
desnaturagdo térmica leva a um estado mais ordenado, de modo que a variacdo de entropia
(AS*) apresente valores negativos, 0 que indica que o0 processo nao é natural e demanda energia
(ED) para gue a enzima atinja o estado de desnaturacdo (GARCIA, 2018; SAQIB et al., 2010).

A energia livre de Gibbs (AG*) é 0 parametro mais preciso e confidvel para avaliar a
estabilidade térmica de uma enzima, pois considera, simultaneamente, as contribui¢des das
energias entalpica e entropica. Quanto menor ou negativo o valor de AG*, mais
espontaneamente ocorre a desnaturacao da enzima e, portanto, a proteina é considerada menos
estavel. Os valores da energia livre de Gibbs (AG*), conforme Tabela 11, foram maiores para
a enzima imobilizada, indicando que houve aumento da estabilidade térmica com o processo de
imobilizacdo. Também foi possivel notar que a FTase, nas formas livre e imobilizada,
apresentou valores de energia livre de Gibbs (AG*) entre 100 e 115 kJ.mol™, intervalo descrito
na literatura para enzimas consideradas termoestaveis (GARCIA, 2018; SAQIB et al., 2010;
SOUZA et al., 2015).

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) imobilizaram a FTase extracelular, de Rhodotorula
sp., em minério de nidbio e conseguiram aumentar o tempo de meia vida da enzima em até 2,3
vezes. Sugahara e Varéa (2014) imobilizaram a lipase de Beauveria bassiana, em silica-gel, e
verificaram que o processo de imobilizagdo aumentou a estabilidade térmica enzimatica, visto
que para 1 hora de incubacéo, a enzima imobilizada reteve 64,7% da atividade inicial, ao passo
que a livre reteve 40,6%. Soares et al. (1999) caracterizaram a lipase de Candida rugosa

imobilizada em silica de porosidade controlada, por ligagdo covalente, e, para uma faixa de
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temperatura de 40°C a 60°C, concluiram que a imobilizacdo aumentou a estabilidade térmica
daenzima. Simdes et al. (2011) também estudaram a imobilizacao da lipase de Candida rugosa,
por ligacdo covalente, em uma matriz hibrida SiO»>-quitosana e constataram que a imobilizagdo
proporcionou um aumento da estabilidade térmica enzimatica, de modo a aumentar o tempo de
meia vida da enzima em 8,6 vezes.

Apo6s a andlise dos parametros avaliados neste topico, é possivel concluir que a
imobilizacdo da FTase extracelular, em silica-gel, aumentou a estabilidade térmica da enzima,

bem como seu tempo de meia vida.
5.2.5 Estabilidade operacional: avaliagdo do reuso da enzima imobilizada

Apds definir as condi¢bes Gtimas para 0 meio reacional da enzima imobilizada (pH,
temperatura e concentracgao de substrato), foi realizado o teste de estabilidade operacional para
avaliar a possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador. Tal procedimento foi executado em
duplicata (Tépico 4.4.5) até o sexto ciclo de reacdo, a fim de evitar grandes perdas de massa do

catalisador. Os resultados estao dispostos na Figura 18.
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Figura 18 - Avaliacdo da estabilidade operacional da FTase imobilizada em 6 ciclos batelada.
Fonte: do autor.

Ao analisar a Figura 18, observou-se que até o segundo ciclo reacional a enzima
manteve a atividade de transfrutosilacéo (A4;) constante, apresentando queda no terceiro ciclo e

permanecendo constante, novamente, até o quinto ciclo, com cerca de 45% da atividade inicial.



68

No sexto ciclo a atividade voltou a cair, atingindo 33% da atividade inicial. Essas quedas de
atividade enzimatica podem estar relacionadas ao fato de que ha perda de material no momento
da filtracdo a vacuo, uma vez que as particulas podem ser arrastadas durante esse processo. Tais
resultados indicam que, até dois ciclos operacionais a enzima imobilizada pode ser utilizada
sem perdas de atividade, ao passo que ate o quinto ciclo pode ser utilizada com menor atividade
e a partir do sexto pode ndo ser interessante a utilizacdo do biocatalisador, devido a baixa
atividade.

No entanto, para processos continuos, a possibilidade de reutilizar a enzima € uma
vantagem, j& que, mesmo com quedas na atividade, ha economia de tempo, insumos e redugdo
de custos, 0 que é atrativo para processos industriais.

Ao imobilizar a lipase extracelular de Beauveria bassiana, por adsorcdo fisica, Sugahara
e Varéa (2014) reutilizaram o biocatalisador por quatro vezes em reacdes de esterificagdo com
80,8% da atividade inicial. Soares et al (1999) imobilizaram a lipase de Candida rugosa, por
ligacdo covalente, em silica de porosidade controlada, obtendo resultados atrativos para
processos continuos, visto que o biocatalisador foi reutilizado em vinte ciclos, apresentando
gueda no quarto ciclo, mas com atividade expressiva até o vigésimo ciclo. Yun e Song (1996)
estudaram a producdo continua de FOS pela acdo da frutosiltransferase extracelular imobilizada
em uma resina de alta porosidade (Diaioa HPA 25®), em que o biocatalisador foi utilizado por
até trinta dias com queda 8% da atividade de transfrutosilacdo inicial. Tais resultados
evidenciam a importancia da imobilizacdo para possibilidade de reutilizacdo de

biocatalisadores.
5.3 CARACTERIZACAO FiSICA DO SUPORTE SILICA-GEL
5.3.1 Difracdo de raios X (DRX)
A partir dessa andlise, foi gerada a Figura 19, que corresponde ao difratograma da silica-

gel pura. No difratograma gerado, ndo foi observado nenhum pico de difragéo, o que caracteriza

0 material (suporte) como estritamente amorfo.
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Figura 19 - Difratograma da silica-gel pura.
Fonte: Da autora.

5.3.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia
eletronica de varredura (MEV)

A partir da analise FTIR, foram obtidos os espectros de infravermelho da silica-gel pura

e da silica-gel recoberta com enzima, os quais podem ser visualizados pela Figura 20.

4 | —— Silica Enzima
] —— Silica pura
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Figura 20 - Espectro de infravermelho por transformada de Fourier das amostras de silica-gel
pura e silica-gel com enzima.
Fonte: Da autora.
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O espectro de infravermelho da silica pura e da enzima apresentaram bandas nas regides
de 1050 cm, 970 cm™ e 800 cm™. Os modos 1050 e 800 correspondem as vibragdes assimétrica
e simétricas de Si-O-Si, respectivamente (AN et al., 2010; GAO et al., 2009; LIOU; LIN, 2012).

Ja o espectro da silica-gel com a enzima apresentou duas regifes ativas no
infravermelho, que ndo sdo encontradas na amostra de silica pura: 3300 cm™ e 1630 cm™. A
banda na regido de 3300 cm™ pode corresponder ao estiramento de grupos N-H (aminas) da
enzima, enquanto que a banda na regifo de aproximadamente 1630 cm™ pode estar ligada a um
conjunto de vibragdes de grupamento amida (estiramento C-O, estiramento C-N e dobramento
de N-H). Porém, a banda na regido de 3300 cm™ alarga-se desde 3700 cm™ a aproximadamente
3000 cm™, cuja intensidade normalizada é superior a da banda de 1630 cm™. Segundo
SOCRATES (2001), a banda correspondente ao grupamento amida deveria ser mais intensa, 0
gue nao € observado na Figura 20. A intensificacdo da banda correspondente ao estiramento N-
H (aminas) pode estar associada a uma sobreposicao de bandas, incluindo estiramento O-H em
aproximadamente 3270 cm™,

As imagens geradas pela analise MEV podem ser visualizadas a seguir, nas Figuras 21
e 22.
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Figura 21 — Micrografia da silica sem enzima.
Fonte: Da autora.

Nas Figuras 21 (a) e 21 (b), observa-se o particulado de silica-gel, cujas particulas

apresentam tamanhos em torno de 150 a 200 um. O detalhamento na Figura 21 (c) mostra uma
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superficie rugosa, corroborando seu elevado valor de area superficial (500 m2.g?). Tal
superficie pode favorecer a adsorcdo da enzima.

O particulado de silica-gel com enzima é muito semelhante ao da silica-gel sem enzima,
como é possivel observar na Figura 22 (a). Entretanto, ao se detalhar sua superficie (Figura 22
(b)), constata-se a presenca de uma estrutura dispar da rugosa superficial da silica-gel pura.
Com um nivel maior de detalhamento (Figuras 22 (c-d)) é possivel notar uma alteracdo na

superficie do suporte, que pode estar relacionada a imobilizacdo da enzima.
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Figura 22 - Micrografia da silica com enzima.
Fonte: Da autora.
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6 CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados, foi possivel constatar que a FTase extracelular foi
imobilizada, de forma satisfatoria, em silica-gel, e que a temperatura foi favoravel ao processo
de adsorcéo, sendo a melhor temperatura de imobiliza¢do 35°C, com rendimento de 85%.

Além disso, por meio de um planejamento experimental do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR), foram determinadas as melhores condicdes de reacdo para a enzima
imobilizada, sendo 50 °C e pH 5,5 os valores de parametros que maximizaram a atividade de
transfrutosilacdo da enzima imobilizada.

Tanto o estudo dos perfis cinéticos de adsorcdo quanto os dados de recuperacdo de
atividade enzimatica, mostraram que o processo de imobilizacdo aumentou a atividade de
transfrutosilacdo em relacdo a atividade hidrolitica da FTase.

Ainda sobre a caracterizacdo enzimaética, foi realizado um estudo sobre a concentracdo
de substrato ideal para as reagdes com a enzima imobilizada, que deve estar entre os valores de
400 a 600 g.L*. Em relacéo a cinética da FTase imobilizada em silica-gel, o modelo que melhor
se ajustou aos dados foi 0 modelo de Hill.

Quanto a estabilidade frente ao pH, a imobilizacdo aumentou a faixa em que a FTase é
estavel, sendo que de 4,5 a 6,5 a atividade relativa permaneceu acima de 80%.

A estabilidade térmica da enzima também aumentou com o processo de imobilizacao,
de modo que o tempo de meia vida da enzima foi maior em até 2,5 vezes para o estudo de
estabilidade a temperatura de 30°C.

Outro estudo realizado foi a estabilidade operacional, indicando a possibilidade de
reutilizacdo da enzima imobilizada, sem perda de atividade de transfrutosilacdo, em até dois
ciclos e, ap6s a queda de atividade no terceiro ciclo a atividade se manteve constante até o
quinto ciclo. Tal resultado € atrativo para processos industriais, uma vez que com a imobilizacéo
é possivel reutilizar a FTase extracelular.

Ademais, foi realizada a caracterizagdo do suporte silica-gel, o que comprovou a

adsorcdo da enzima FTase extracelular em sua superficie.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuidade desse trabalho, sdo propostas as seguintes sugestoes:

e Avaliar os parametros: pH e agitacdo durante o processo de imobilizacao;
e Estudar a imobilizacdo da FTase extracelular em silica funcionalizada e em diferentes

suportes organicos e inorganicos.
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APENDICE A - Curvas analiticas
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Figura 23 - Curva analitica obtida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosilicilico) para a
determinacdo das concentracGes de acUcares redutores totais (ART).
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Figura 24 - Curva analitica obtida pelo método GOD-PAP para a determinacdo das
concentracgdes de glicose (G).
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