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RESUMO

Frutooligossacarideos (FOS) sdo acucares prebidticos de baixa caloria, ndo
cariogénicos, podendo ser consumidos por diabéticos e, por n&o serem
hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais, promovem a seletividade das
bactérias probidticas na microbiota intestinal, auxiliando na eliminacdo de
microrganismos patogénicos e na prevengdo do cancer de colon. Sao
comercialmente produzidos por enzimas microbianas como a frutosiltransferase
(FTase, E.C.2.4.1.9) utilizando a sacarose como substrato. A imobilizagado
destas enzimas em suportes porosos, permite aumentar a estabilidade
enzimatica, reutilizar o biocatalisador e proteger a enzima decondigdes adversas
do meio reacional. Diante disso, este trabalho teve como objetivoimobilizar, por
adsorc¢ao fisica e ligagdo covalente, a FTase extracelular de Aspergillus oryzae
IPT-301 em silica gel, pura (sem tratamento) e funcionalizada com
glutaraldeido, visando obter um biocatalisador heterogéneo ativo e estavel para
a produgao de FOS. Avaliou-se as estabilidades térmica, frente ao pH de
incubagédo, operacional e de armazenamento da enzima imobilizada, bem como
os perfis cinéticos do biocatalisador. As melhores condigdes obtidas para a
imobilizagcdo de FTase em silica gel pura (35 °C, pH 5,5 e 175 rpm) e em silica
gel funcionalizada com glutaraldeido foram empregadas para se determinar o
rendimento de imobilizagdo (RI)e a atividade recuperada (AR). Para a FTase
imobilizada em silica gel pura, alcangou-se valores de Rl e AR iguais a 13 % e
10 %, respectivamente, ao passo que, para a enzima imobilizada no suporte
funcionalizado, foram obtidos Rl de 38 % e AR de 7,5

%. A enzima imobilizada em ambos os suportes apresentou comportamento
cinético descrito pelo modelo corporativo de Hill, cujos maiores valores de
atividade foram obtidos para uma faixa de concentracdo de substrato
compreendida entre 400 g L' €600 g L. A FTase imobilizada em silica gel
funcionalizada mostrou maior capacidade de reutilizagdo ao longo de 8 ciclos
reacionais consecutivos, além de exibir maiores estabilidades térmica, de
armazenamento e frente ao pH em relacdo ao biocatalisador adsorvido no
suporte puro. Os resultados obtidos sugerem um alto potencial de aplicagao da
silica gel funcionalizada como suporte de imobilizagdo de FTase para a
producao de FOS.

Palavras-chave: Aspergillus; frutosiltransferase; imobilizagdo; silica-gel;
glutaraldeido;frutooligossacarideos.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are low-calorie, non-cariogenic prebiotic sugars
that can be consumed by diabetics and, as they are not hydrolyzed by
gastrointestinal enzymes, they promote the selectivity of probiotic bacteria in the
intestinal microbiota, helping to eliminate pathogenic microorganisms and prevent
cancer of colon. They arecommercially produced by microbial enzymes such as
fructosyltransferase (FTase, E.C.2.4.1.9) using sucrose as substrate. The
immobilization of these enzymes on porous supports, allows to increase the
enzymatic stability, to reuse the biocatalyst and to protect the enzyme from
adverse conditions of the reaction medium. Therefore, this work aimed to
immobilize, by physical adsorption and covalent bonding, the extracellular FTase
of Aspergillus oryzae IPT-301 on silica gel, pure (untreated) and functionalized
with glutaraldehyde, in order to obtain an active and stable heterogeneous
biocatalyst for FOS production. The thermal stability, against the incubation,
operational and storage pH of the immobilized enzyme, as well as the kinetic
profiles of the biocatalyst, were evaluated. The best conditions obtained for the
immobilization of FTase on pure silica gel (35 °C, pH 5.5 and 175 rpm) and on
silica gel functionalized with glutaraldehyde were used to determine the
immobilization vyield (RI) and the recovered activity (AR). For the FTase
immobilized on pure silica gel, Rl and AR values equal to 13% and 10%,
respectively, were reached, while for the enzyme immobilized on the
functionalized support, an Rl of 38% and an AR of 7, were obtained. 5%. The
enzyme immobilized on both supports showed kinetic behavior described by the
Hill corporate model, whose highest activity values were obtained fora substrate
concentration range between 400 g L-1 and 600 g L-1. FTase immobilized on
functionalized silica gel showed greater reuse capacity over 8 consecutive
reactioncycles, in addition to exhibiting greater thermal, storage and pH stability
compared to the biocatalyst adsorbed on the pure support. The results obtained
suggest a high potential for the application of functionalized silica gel as an
FTase immobilization support for the production of FOS.

Keywords: Aspergillus; fructosyltransferase; immobilization; silice;
glutaraldehido;fructooligosaccharides.
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1 INTRODUGAO

A mudanga de habitos alimentares tem despertado, na industria de
alimentos, o interesse pela pesquisa, desenvolvimento e producdo de
edulcorantes funcionais, das quais constituem, atualmente, a composicao
nutricional de diversos produtos introduzidos no mercado. Os
frutooligossacarideos (FOS), desde entdo, tem melhor representado essa
classe de acucares “ndo convencionais” e, portanto, mostrado maior relevancia
industrial para a saude e nutricdo humana (CUNHA et al., 2019; FARIA et al.,
2021; GONCALVES et al., 2020).

Os FOS séao oligbmeros de frutose constituidos, principalmente, por
kestose, nistose e B-frutofuranosilnistose. Esses agucares, de baixa caloria, séo
classificados como prebidticos, ndo sédo cariogénicos, podem ser consumidos
seguramente por diabéticos, aumentam a absor¢cédo de calcio e magnésio pelo
organismo humano e, por nao serem hidrolisados pelas enzimas
gastrointestinais, promovem a seletividade bacteriana na microbiota intestinal,
auxiliando na eliminagdo de microrganismos patogénicos e na prevengao do
cancer de célon (JITONNOM et al., 2018; ZHANG et al., 2017). Os FOS, ainda,
auxiliam na redugéo dos niveis séricos totais de colesterole no tratamento de
doencgas como a anemia, hipertensao arterial e insuficiéncia renal(JITONNOM et
al., 2018; PASSOS et al., 2003).

De acordo com Wang (2015), os processos enzimaticos sdo preferidos
para a produgdo dos oligossacarideos, podendo ser produzidos mediante
reacao de transfrutosilagdo de moléculas de sacarose, catalisadas por enzimas
de origemmicrobiana como as frutosiltransferases (FTase, E.C.2.4.1.9) as quais
apresentam elevada atividade de transfrutosilagdo (CUNHA et al., 2019; FARIA
et al., 2021; FLORES-MALTOS et al., 2014; GARCIA et al., 2021; GONCALVES
et al., 2020; PERNA et al.,, 2018; SILVA et al., 2021). As FTases séao
sintetizadas, majoritariamente, por fungos dos géneros Aureobasidium,
Penicillium e Aspergillus (ANTOSOVA et al., 2001; CASTRO et al., 2017).
Especificamente, o Aspergillus oryzae IPT-301 tem sido reportado como fonte

potencialmente produtora de FTase extracelular (enzima excretada para o meio
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de cultura) com elevada atividade de transfrutosilagdo dentre as dezessete
linhagens de fungos filamentosos avaliadas (CUERVO-FERNANDEZ et al.,
2007).

A abundéncia de matéria-prima (sacarose), o alto valor agregado ao
produto de interesse (FOS) e, principalmente, o potencial de mercado
mundial de FOS, estimado em U$$ 344 milhdes com perspectiva de
crescimento de 13,1 % entre os anos de 2018 a 2022, tornam a produgao
industrial atrativa para esse agucar (MORDOR INTELLIGENCE, 2017). No
entanto, o Brasil ainda n&o oferece tecnologia eficaz para a sua produgédo em
larga escala que corresponda a demanda existente, suprida por importagoes.
Os custos relacionados a producdo enzimatica e ao rendimento reacional
continuam desafiadores frente ao escalonamento do processo. O uso de
enzimas requer a recuperacao e a reutilizacdo destas para tornar o processo
economicamente viavel (SOUZA et al. 2017).

A produgdo de FOS com FTase soluvel pode gerar altos custos de
sintese e purificacdo da enzima, instabilidade da sua estrutura tridimensional e
possivel perda de atividade devido as condigdes do processo ou inibicdo pelo
substrato ou produto. Portanto, a imobilizacdo enzimatica é feita a fim de que a
atividade catalitica da enzimanao seja afetada negativamente, deixando-a mais
protegida contra mudangas drasticas de temperatura e pH, bem como
permitindo o seu reuso em processos continuos e/ou bateladas, reduzindo a
contaminacao e o custo de operacao.

Portanto, a aplicagdo de FTases imobilizadas pode se tornar uma
alternativa promissora frente as problematicas levantadas. A imobilizag&o
consiste em confinar, fisica ou quimicamente, a enzima a um suporte sélido
insoluvel em meio aquoso ou solvente organico, obtendo-se um biocatalisador
heterogéneo (derivado) com elevada atividade, especificidade, seletividade e
estabilidade (DWEVEDI, 2016). Desta forma,a imobilizacdo tem sido considerada
a técnica mais promissora para tornar competitiva a aplicacdo de enzimas no
setor industrial (SOUZA et al., 2017).

A aplicacdo de enzimas imobilizadas permite a obtengdo de
biocatalisadores heterogéneos mais robustos e resistentes as mudangas do
ambiente reacional (aumento da estabilidade enzimatica), sua reutilizacéo e

facilidade de separagao do produto, além da possibilidade de implementar e
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conduzir processos continuos(SHELDON, 2007; SOUZA et al., 2017). Deve-se
escolher o suporte observando a maior retencdo de atividade enzimatica. E
preferivel que o material do suporte seja facilmente encontrado e que nao libere
substancias téxicas no meio reacional, bem como apresente durabilidade,
densidade, porosidade, além de facilidade para limpeza e esterilizagao
(CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).

Entre os numerosos suportes relatados para imobilizacdo de enzimas por
adsorcao, a silica gel tem sido identificada como um suporte promissor nos
processosde imobilizacdo, pois além de ser encontrada em abundancia na
natureza e se apresentar como um material de baixo custo, engloba todas as
caracteristicas de um suporte inorganico, destacando-se pela sua alta
resisténcia mecanica, estabilidade térmica e quimica e, principalmente, elevada
area superficial especifica (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).

Existem poucos estudos sobre a imobilizacdo da FTase extracelular em
suportes organicos e inorganicos. Yun et al. (1996) imobilizaram a FTase de
Aureobasidium pullulans KFCC 10542 em uma resina altamente porosa Diaion
HPA 25®. A enzima imobilizada apresentou maior resisténcia as variacdes de
pH do que aenzima soluvel e apresentou alta atividade enzimatica por 30 dias a
50 °C. Além disso,a temperatura ideal (55 °C) e o pH (5,5) para a produgéo de
FOS nao foram modificados pelo processo de imobilizagdo Ghazi et al. (2006)
relataram alta atividade operacional de enzimas comerciais com atividade de
transfrutosilacéo (Pectinex UltraSP-L e Rapidase TF) imobilizadas em suportes
a base de polimetacrilato. Platkova et al. (2006) relataram a imobilizagcao de
FTases de Aureobasidium pullulans em varios materiais comerciais. As FTases
imobilizadas no Dowex Marathon MSA (estireno- DVB macro poroso) e
Amberlite IRA 900® (estireno-DVB) apresentaram as maiores atividades
especificas (1268 U g' e 1169 U g, respectivamente). Aguiar-Oliveira e
Maugeri (2010) imobilizaram FTase extracelular de Rhodotorula sp., por
adsor¢cdo, em minério de niobio. Segundo os autores, a enzima imobilizada
apresentou alta atividadede transfrutosilacdo e estabilidades térmica e frente ao
pH satisfatérias, com conversao de 58 % de sacarose em FOS.

A superficie do suporte pode, ainda, ser funcionalizada com a insergao
de grupos reativos que reagem com o0s grupos nucleofilicos da enzima,

conferindo maiorresisténcia e rigidez a estrutura do biocatalisador heterogéneo
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perante agentesdenaturantes (calor, solventes organicos e pH extremos), além
de minimizar o fendbmeno de dessorcdo da enzima no suporte e possibilitar o
seu uso em diferentes configuragdes de reatores (MENDES et al., 2011; SOUZA
et al, 2017). O glutaraldeido € um dos reagentes mais utilizados na
funcionalizacao de suportes e/ou como braco espacador devido a simplicidade
dos métodos de ativacdo empregados e obtengdo de preparagdes enzimaticas
ativas e estaveis (BARBOSA et al., 2012; MENDES et al., 2013; PAULA et al.,
2008). A molécula de glutaraldeido reage com o suporte e a enzima, sendo
essa imobilizada com ligagdes covalentes no suporte através de reagdo com
Seus grupos aminos que se ligam, por sua vez, aos grupos aldeidos do suporte
funcionalizado (SOUZA et al., 2017).

Neste contexto, o presente trabalho propbs imobilizar a enzima FTase
extracelular de A. oryzae IPT-301 em suporte silica gel, pura e funcionalizada
com glutaraldeido, visando obter um biocatalizador heterogéneo robusto que
apresente expressiva atividade enzimatica, seletividade e especificidade, além
de elevada estabilidade, especialmente térmica e operacional, de modo a ser

empregado em diferentes configuragcbes de reatores para a sintese de FOS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Imobilizar a enzima frutosiltransferase extracelular de Aspergillus oryzae
IPT-

301 em silica gel, pura e funcionalizada com glutaraldeido, visando obter um
biocatalisador heterogéneo ativo e estavel para a produgdo de

frutooligossacarideos.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar o material de suporte, silica gel, para a imobilizacédo de FTase
extracelular por meio da analise de microscopia eletronica de varredura (MEV),
area superficial especifica (BET) e espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR);

Funcionalizar o suporte silica gel com glutaraldeido por meio da insergéo de
grupos funcionais na superficie do material visando aumentar a imobilizagdo da
enzima;

Imobilizar a enzima FTase extracelular produzida por cultivo celular submerso,
em silica gel pura e funcionalizada;

Selecionar as melhores condicbes do processo de imobilizacdo por meio da
analise das variaveis temperatura, pH e velocidade de agitagao, aplicando-se
técnicade planejamento experimental;

Imobilizar, por adsorgcao fisica e covalente, a enzima FTase extracelular em
silica gel pura e em silica funcionalizada, visando obter um biocatalisador
heterogéneocom elevada atividade de transfrutosilagao;

Determinar os parametros de imobilizagdo: rendimento de imobilizagdo (RI) e
atividade recuperada (AR);

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

Avaliar as estabilidades térmica, de armazenamento e frente ao pH de
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incubacado da enzima FTase imobilizada em silica gel, pura e funcionalizada, e

obter seus parametros cinéticos e termodinamicos;

Monitorar o desempenho do biocatalisador imobilizado em ciclos bateladas

consecutivas para avaliacdo da sua estabilidade operacional.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos, ou FOS, sao oligbmeros de frutose, formados
por unidades frutosil, encontrados em pequenas quantidades em alguns vegetais
e frutas. Pode ser obtido, também, por meio de rota enzimatica (ASQUIERI,
2020).

Apresentam diversos beneficios a saude e sdo amplamente utilizados na
alimentagdo humana, introduzidos em bebidas lacteas e leites fermentados
(AZHARI,2021). Pode ser utilizado como substituto do agucar comum, podendo
ser seguramente consumido por diabéticos. E utilizado, também, na dieta de
animais, como aditivos alimentares para suinos e aves domésticas (PASSOS et
al., 2003) e em rag¢des de cdes (SWANSON et al., 2002).

Em geral, apresentam elevada solubilidade, ndo cristalizam, nem
precipitam, bem como possuem um terco do poder adocante da sacarose
(MUTANDA, 2014). Harelatos na literatura que a viscosidade dos FOS, quando
em solugao, e sua estabilidade térmica sdo superiores ao da sacarose, para a
mesma proporgao, além de serem estaveis em faixa de pH 4-7 (URETA et al.,
2019).

Fortes (2006) reporta que os FOS possuem auséncia de cor e odor,
auséncia de precipitacdo e sensagao de secura na boca, além da capacidade
de melhorar o flavour nos alimentos e aprimorar suas caracteristicas fisico-

quimica.

3.1.1 Estrutura quimica e classificacéo

Os FOS sao constituidos por dois a dez mondmeros de sacarideos,
pertencentes ao grupo frutanos, os quais podem ser encontrados na natureza.
O termo FOS é utilizado para frutanos do tipo inulina que apresentam ou nao
um grupoterminal de glicose. Na composig¢do dos FOS, duas a nove unidades
de frutosil estaoligadas através de ligagdes glicosidicas  (2—1) e a ligagdo com

a glicose é do tipo a(1—2), como ocorre na sacarose (NASCIMENTO; A., et al.
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2019).

S&o oligbmeros de frutose, compostos por 1-kestose (GF2), nistose
(GF3) e frutofuranosil nistose (GF4), onde as unidades de frutosil (F) s&o ligadas
na posig¢ao B (2—1) da sacarose, diferenciando-o assim de outros oligdmeros
(YUN, 1996), tais oligbmeros estdo esquematizados pela Figura 1. Devido a

esta ligacéo 3 (2-1), apresentam resisténcia a digestdo (URETA et al., 2019).

Figura 1 — Moléculas de (A) Sacarose;(B) Kestose;(C) Nistose; (D) Frutofuranosil nistose

G (A)

' (D)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os frutanos s&o classificados de acordo com sua ligagao glicosidica
predominante com os residuos de frutose, sendo ligados na posigcéao B (2-1) ou
na B (2-6), sendo que ambas ligacbes podem ser encontradas na mesma
molécula (EGGLESTON; COTE, 2003).

Estudos reportados por Mutanda et al. (2014) indicaram que os FOS
podem ser produzidos por enzimas a partir do alongamento da molécula de
sacarose mediante agdo de enzimas com atividade de transferéncia dos grupos
frutosil ou via hidrdlise enzimatica da inulina por exoinulinases e endoinulinases

atuando sozinhas ou
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sinergicamente. Em ambos os casos, quantidades de frutose e glicose sdo
formadoscomo subprodutos (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001).

3.1.2 Beneficios do FOS

Devido a ligaggo B (2-1) frutosil-frutose  presente  nos
frutooligossacarideos, a digestdo deste acgucar pelo corpo humano é mais
complexa, n&do sofrendo hidrolise pelas enzimas do trato digestivo, chegando
intacto ao intestino grosso. Posteriormenteséo fermentados, levando a produgao
de &cidos laticos e acidos graxos de cadeias curtas, diminuindo o pH da
regido e ajudando na proliferagcdo da flora intestinal( MACEDO, 2020). Sendo
assim, o FOS pode ser considerado um agucar prebidticos. Lobo et al. (2006)
conduziram experimentos em ratos, no qual eram ministrados FOS 5% em suas
dietas. Com isso, analisaram que houve um aumento da absorcido de calcio e
magnésio, evidenciando um importante beneficio do oligbmero na manutengao
da saude dos 0Ssos.

De acordo com Roberfroid et al. (1998) e Tuohy et al. (2003), efeitos
positivos de ingestdo de FOS sao alcangados com doses entre 4 e 20
gramas/dia. Acima desse valor, efeitos indesejaveis sao relatados quanto ao
funcionamento do trato gastrointestinal. Para Coussement (1999), niveis de
ingestédo diarios entre 20 e 30 gramas ocasionam o inicio de desconforto no
individuo, de modo que seria recomendada dose diaria de 10 gramas.

Além das propriedades promotoras de saude, estes carboidratos também
podem ser usados para melhorar aspectos sensoriais em produtos de
panificagdo debaixo valor calérico (MILNER, 1999). Inulina e oligofrutoses sao
incorporadas em diversos produtos alimenticios, principalmente em produtos de
padaria e confeitaria, devido as suas caracteristicas reoldgicas: produtos leves e
facilmente mastigaveis; eque apresentam textura porosa que facilita a digestao
(LEITAO et al., 1984).

3.1.3 Sintese

O FOS pode ser encontrado naturalmente, em quantidade de tragos, em
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diversos vegetais, frutas e legumes, nas quais se destacam a alcachofra
Jerusalém, alho, aspargos, banana, beterraba, cebola, chicéria, tomate, trigo e
yacon (MAIORANO et al., 2008; SPIEGEL et al., 1994; YUN, 1996). Também
podem ser encontrados no mel, agucar mascavo e em tubérculos (MACEDO,
2020). Na tabela 1, Macedo (2020) demonstra a quantidade que cada alimento

possui do agucar:

Tabela 1 — Teor de FOS em algumas plantas e vegetais

Alimentos FOS (%)
Alcachofra <1
Jerusalém
Alho 3,6-6,4
Banana 0,3-0,7
Cebola 1,1-7,5
Centeio 0,51
Chicéria 5-10
Yacon 3-19

Fonte: adaptado de Macedo (2020).

O FOS pode ser obtido, também, por meio da atividade de
transfrutosilagcdo emresiduos de sacarose, e consiste tanto em cadeias lineares
como de cadeias ramificadas de oligossacarideos, com grau de polimerizagéao
variando entre 1 e 5 unidades de frutosil (HIDAKA et al., 1986). As enzimas que
realizam tal agdo séo as frutosiltransferase ou B-frutofuranosidases (BLANCH et
al., 2011). Essas enzimas podem ser produzidas por fungos Aureobasidium
pullulans, Aspergillus niger, Aspergillus japonicus, Aspergillus foetidus,
Aspergillus oryzae, Aspergillus sydowi, Fusarium oxysporum, Penicillium
rugulosum e Scopulariopsis brevicaulis, por levedura Saccharomyces cerevisiae
e por bactéria Bacillus macerans(ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001).

Estudos relatam que dentre os possiveis microrganismos produtores de
frutosiltransferases, o fungo A. oryzae destaca-se como 0 mais promissor para a
producdo da enzima em escala industrial (CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007;
MAIORANO et al., 2008).

O mecanismo enzimatico pode ser representado pela seguinte reagao
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quimica:
GFn + GFn —»GFn+1 + GFn- 1 (1)

em que GF refere-se a sacarose; G e F referem-se as unidades de
glicose e frutose, respectivamente; e n € o numero de unidades frutosil.

Os processos para obtencdo do FOS podem ser divididos em duas
etapas: a primeira consiste na fermentacao ou cultivo celular, a qual sera obtida
a enzima utilizada na segunda etapa. As enzimas produzidas (soluveis ou
imobilizadas) serdo expostas a altas concentragdes de sacarose, sintetizando
os frutooligossacarideos, caracterizando a segunda etapa do processo.
Observa-se que, tanto o processo em batelada como o continuo pode ser
aplicado para a producédo de FOS, fazendo-se o uso de solu¢des de sacarose
altamente concentradas (600-850 g/L) (YUN, 1996; CHIEN et al., 2001). FOS
produzidos através dessa rota enzimatica s&o comercializados como
Neosugar®, Meioligo®, Profeed® e Nutraflora® (FORTES, 2006).

Existem outros meios de se obter o frutooligossacarideos, como por
extracdo de plantas e leguminosas, mas estes processos nao séao
economicamente inviaveis devido ao baixo rendimento e a producido fica
dependente de sazonalidade de plantas e frutos (FORTES, 2010).
Industrialmente, o meio mais utilizado para a producdo de FOS, é através da
rota enzimatica, utilizando-se de enzimas que realizam a atividade transferase

para a producao deste acgucar.

3.2 Frutosiltransferase

As enzimas sao biocatalisadores formados por longas cadeias de
aminoacidos. Entdo, pode-se considerar uma enzima como sendo uma
proteina que realiza uma determinada atividade catalitica. Sua fungcdo &
viabilizar a atividade das células, quebrando ou juntando moléculas, através
dos seus sitios ativos (CHOUKADE, 2019). As enzimas possuem elevada
seletividade ao substrato. Umas enzimas, como exemplo, sdo especificas para
um determinado tipo de ligagdo quimicas, outras paraum determinado tipo de

isdmeros de moléculas, etc.

A classificagdo das enzimas foi organizada pela comiss&o de enzima da
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Uniado Internacional de Bioquimica, que dividiu as enzimas em seis grandes

grupos, de acordo com a fungao de cada uma. Essas classes sao mostradas na

tabela 2.
Tabela 2 — Classificagdo das enzimas

Numero Classe da enzima Tipo de reagao

1 Oxidorredutases Reacdes de oxirredugao ou
troca
de elétrons

2 Transferases Transferem grupos funcionais
entre
Moléculas

3 Hidrolases Reacdes de hidrélises

Liases Catalisam as quebras de

ligagdes covalentes e a remogao
de molécula de agua, amébnia
e gas
Carbbnico

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro
da
mesma molécula para

formarisdmero
6 Ligases Catalisam reagdes de formacgdes

de novas moléculas a partir de
duas

pré-existentes

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A frutosiltransferase (FTases, E.C. 2.4.1.9) s&o enzimas pertencentes a

classe das transferases e sao responsaveis pelas reacdes de transferéncia de

grupos frutosil na molécula de sacarose, sintetizando frutooligossacarideos
(FOS) como principal produto (CHOUKADE, 2019).

origem microbiana,

raras sao as enzimas produzidas por

Podem ser obtidas por plantas ou microrganismos. Dentre as FTases de

bactérias,

diferentemente de fungos que se destacam como produtores potenciais do
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biocatalisador. As FTases s&o enzimas que apresentam alta atividade de
transfrutosilacéo e baixa atividade hidrolitica, cuja produ¢ado de FOS a partir da
sacarose apresenta rendimentos satisfatérios, aproximadamente 55 %, para
altas concentragdes do substrato (L'HOCINE et al., 2000).

O aumento da concentragédo de glicose ao decorrer da reagéo funciona
como um inibidor para a atividade enzimatica, de forma que para se atingir
maiores rendimentos € necessario impedir a inibigao causada pelo
monossacarideo(TANRISEVEN; GOKMEN, 1999).

Os fungos utilizados para produgao microbiana em larga escala das
enzimas frutosiltransferases (FTases) sdao do género Aspergillus sp; Fusarium
sp., Aerobasidium sp., Penicllum sp. e Arthrobacter sp. (MUNIZ MARQUEZ et
al.,2016). Segundo Dominguez (et al. 2014) a fermentagcdo submersa € a mais
utilizada para a producdo desta enzima. Esta fermentacdo consiste no
crescimento do microrganismo de forma livre ou suspensa, em um meio de
cultivo liquido, com todos os sais e nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento. A fermentacdo submersa é considerada segura, de baixo
custo, com elevada producgao por volume de reator, possibilitando pleno controle
sobre os parametros que influenciam na fermentacao (DOMINGUEZ, 2014).

O fungo que se destaca na producédo da FTase é o Aspergillus oryzae,
possuindo o status de GRAS (Generally Recognize As Safe), devido a sua baixa
toxidade na produgdo de alimentos. Além disso, muitas pesquisas vém
demonstrandoa grande capacidade de produgao da FTase por este fungo devido
a elevada atividade de transfrutosilacdo exibida pela enzima microbiana
(CUERVO-FERNANDEZ et al. 2007; CUNHA et al. 2019; FARIA et al., 2021;
GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020; MAIORANO et al., 2020;
OTTONI et al. 2012; PERNA et al., 2018; SILVA et al., 2021).

3.2.1 Atividade de transfrutosilacao

A enzima frutosiltransferase realiza a reagao de transferéncia de grupos
frutosil, mas excluindo transferéncias entre agua, ou oxigénio, que caracterizaria

uma hidréliseou oxirredugao. A figura 2, ilustra a reacéo de transfrutosilagao.
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Figura 2 — Reacgao de transfrutosilagao

"R yAdn+t
o] 5 \lﬁ(\/{
KL
] = &
Sacarose [(2—1)-P-p-frutesil], [(2—1)-p-D-fructosil], Glicose

Fonte: Adaptado de Cunha (2019; p. 2).

A reacgao de transfrutosilacdo na molécula de sacarose consiste em clivar
as ligagdes do tipo B- (2—1), que liga a parte frutosil a parte 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, libera-se uma molécula de glicose (ANTOSOVA et al., 2008;
JUNG et al., 1989; YUN et al., 1996).

Segundo Ottoni et al. (2012) e Cuervo-Fernandez (2007), a atividade de
transfrutosilacdo pode ser definido como sendo a quantidade de enzima que
produz um micromol de FOS por minuto sob condigdes experimentais
estabelecidas, considerando kestose, nistose e frutofuranosilnistose como parte
integrante do FOS.

Existe outra definicdo também encontrada na literatura, na qual define a
atividade de transfrutosilacdo como a quantidade de enzima necessaria para
transferir um micromol de frutose por minuto sob condi¢gdes experimentais
estabelecidas (CHEN e LIU,1996; CUNHA et al. 2019; FARIA et al., 2021;
GONCALVES et al. 2020).

3.3 Imobilizagao de Enzimas

A imobilizagdo de enzimas tem atraido grande interesse das industrias,

principalmente pela alimenticia, mostrando ser um processo econémico e
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eficiente, mostrando em alguns casos que pode até ser reaproveitada,

utilizando o complexo enzima-suporte por mais de um ciclo (FARIA,2021).

Existem diversos problemas em se utilizar enzimas livres em escalas
industriais, como: elevacdo do custo de operacdo, fazendo-se necessario
acrescentaruma nova etapa no processo, a de purificagao do produto, bem como,
0 uso da enzimalivre apresenta uma instabilidade enzimatica, com um tempo de
meia vida mais curto. A imobilizagdo de enzimas facilita o downstream do
processamento e a recuperacao de produto melhorada.

A imobilizagdo consiste no confinamento da proteina em um suporte
sélido insoluvel em meio aquoso e em solventes organicos. Segundo Barbosa
(2014), a imobilizagdo pode possibilitar uma melhor estabilidade operacional,
uma maior facilidade em separagao do produto com o meio reacional e melhora
a eficiéncia catalitica da enzima.

Em comparagdo com as enzimas soluveis, as enzimas imobilizadas sao
mais robustas e mais resistentes a mudancas do ambiente reacional, incluindo
influéncias de temperatura, pH e solventes organicos, além de possibilitar a
utilizacado em reatorescontinua.

A imobilizagdo de enzimas esta sendo praticada usando uma variedade
de materiais e diferentes métodos. Tais métodos estdo descritos nos topicos
subsequentes.

A enzima pode ser ligada ao suporte solido ou fisicamente confinada no
interior de uma matriz e a classificagcdo do método de imobilizagdo pode ser
considerada quanto ao tipo de interagédo responsavel pela ligagado da enzima no
suporte, como meios quimicos ou fisicos, ou a natureza do suporte: poroso ou
nao-poroso (CARVALHO, 2015).

Segundo Sheldon et al. (2013), os métodos para a imobilizagdo sao
divididos em categorias: adsorgdo num suporte, ligagdo covalente em um
suporte, encapsulagao e ligagao cruzada. Estas sdo combinagbes de métodos
quimicos que envolvem a formagéo de, no minimo, uma ligagao covalente entre
os residuosterminais de uma enzima e um grupo funcional do suporte, ou entre
duas ou mais moléculas de enzima; métodos fisicos que envolvem as forcas
fisicas como adsorcgao, interacdes eletrostaticas; métodos de encapsulacdo ou

microencapsulagcdo em matrizes poliméricas.
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3.3.1 Métodos de Imobilizacao

Assim como o suporte, os meétodos de imobilizagdo dependem das
peculiaridades do material bioldégico e das condigbes de aplicagdo do sistema
imobilizado, portanto, ndo existe um método geral que pode ser usado para
qualquerprocesso. Na literatura, muitos métodos séo aplicados para contornar
0s possiveis problemas de instabilidade das enzimas frente a solventes
organicos, meétodos estes que podem ser dados a partir da imobilizagdo por
adsorgao fisica, imobilizagdo por ligacdo covalente, imobilizagdo por ligagéao
iGnica, por ligagao cruzada ou imobilizagaopor encapsulagao (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

3.3.1.1 Método de ligagéo ibnica

O método de ligagao ibnica consiste basicamente em interagdes ibnicas e
eletrostaticas da proteina com cargas opostas presentes no suporte. Neste tipo
de imobilizagdo, a energia do complexo enzima-suporte € maior do que em
outros métodos, como de adsorgdo, mas, mais fracas que as de ligagdes
covalentes.

Lipases sao capazes de serem adsorvidas espontaneamente em
solugdes aquosas com superficies hidrofobicas, devido a seu mecanismo de
ativacao interfacial, que € muito maior de que outras proteinas, possibilitando
purificar e simultaneamente imobilizar lipases por esta técnica. (FERREIRA,
2021; BRABCOVA,2013; MATEO, 2006).

3.3.1.2 Método de ligagdo covalente

O método de imobilizagéo por ligagdes covalentes, se baseia na retengao
de enzimas na superficie do suporte, via formagao de uma ligagao covalente. A
imobilizagao covalente proporciona uma ligagdo mais duradoura e evita a perda
por lixiviagdo quando entra em contato com o solvente, aumentando assim a
estabilidadea longo prazo (PAGAN et al., 2015).

E uma técnica de imobilizacdo de enzimas que envolve a modificacdo na
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superficie do suporte com agentes bifuncionais para imobilizagao eficiente e
irreversivel da enzima. Por envolver tratamento quimico do suporte, pode
ocorrer modificacdo no sitio ativo da enzima, fazendo com que esta tenha sua
atividade alterada (reduzida ou aumentada) (CARVALHO, 2015; ZHOU, 2013).

Um tipo especial de Imobilizagdo por ligagdo covalente é a imobilizagdo
por ligagao cruzada. O método de ligagéo cruzada foi inicialmente descrito para
promovercristais de proteinas a fim de se realizar estudos estruturais por raio-X.
E um métodode imobilizacao irreversivel que ndo requer o uso de suporte. As
enzimas sao ligadasumas as outras, ou as proteinas inativas, formando uma
estrutura tridimensional complexa (CARVALHO, 2015).

De acordo com Sheldon (2011), os biocatalisadores imobilizados por esta
técnica apresentam geralmente uma melhor estabilidade de armazenamento e
operacional, protegendo da denaturacao pelo calor, por solventes organicos.

Smaali (2012) imobilizou b-FFase produzida por A.awamori NBRC 4033
em quitosana, utilizando o glutaraldeido para ativar o suporte, funcionando
como agente bifuncional, e obteve uma conversao de sacarose para FOS de
53%.

Santos et al. (2012) produziram um suporte obtido pela técnica sol-gel
utilizando os precursores tetraetoxissilano (TEOS) e alcool polivinilico (PVA)
para imobilizacédo da lipase de Pseuddémonas fluorescens por ligagao covalente
utilizando o agente epicloridrina. Os resultados obtidos foram superiores aos
comparados quando se ativa com glutaraldeido, devido a uma maior presenca

de pontos com ligagdes covalentes entre enzima e suporte.

3.3.1.3 Método de encapsulagdo

O método por encapsulagdo consiste em proteger as enzimas em um
unico compartilhamento de volume definido, tendo a possibilidade de manter a
enzima comuma certa mobilidade. Os meios poliméricos reticulados devem ter
poros pequenos o suficiente para ndo permitir a passagem das enzimas, mas
oferecendo passagem livre aos substratos e produtos. Isso permite que as
enzimas permanegam na solugdo, mas que fiquem protegidas de efeitos

externos. Apesar da vantagem de ndo ocorréncia de alteracdo estrutural da
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enzima, esse método pode néo ser aplicavel em alguns casos,por exemplo, se o
substrato da enzima for grande e n&o passar pelos poros do suporte
(CARVALHO, 2013).

A FTase micelial de A. oryzae IPT-301, reticulada com glutaraldeido, foi
encapsulada em esferas de alginato de calcio. A FTase imobilizada mostrou
reciclabilidade até 3 ciclos com 92 % de atividade residual de 4 h cada.
(GONCALVES et al., 2020).

3.3.1.4 Método de adsorgao

O método de adsorgcao consiste na imobilizacdo da enzima na superficie
do suporte por ligagdes de van der Waals. Fatores como tamanho da enzima a
ser adsorvida, area superficial do adsorvente, porosidade e tamanho do poro
afetam diretamente a eficiéncia do método. A ligagao fisica € fraca e pode
ocasionar a lixiviacdo da enzima nos meios reacionais, por isso se faz
necessario estudos quantoa influéncia da porosidade do suporte neste método.
A facilidade de dessorcao leva auma facil perda enzimatica, mas isso pode ser
também visto como uma vantagem, pois permite a recuperagao do suporte apos
denaturagdo da enzima e nova imobilizagao.

Imobilizagdo por adsor¢ao apresenta operacional vantagens, como custo
relativamente baixo, simplicidade, aplicabilidade para uma ampla variedade de
enzimas e portadores, causa minimo ou nenhuma mudanga conformacional na
enzima, permitindo a retencao de alta atividade enzimatica, e a possibilidade de
reutilizar o suporte apos a inativagdo da enzima (KALANTARI et al
2017;KHARRAT et al. 2011).

Yun e Song (1996) imobilizaram FTase de Aureobasidium pullulans
KFCC 10542 em uma resina altamente porosa, Diaion HPA 25. A enzima
imobilizada mostrou maior resisténcia a variagcbes de pH do que a enzima
soluvel e mostrou alta atividade enzimatica para 30 dias a 50 °C. Além disso, a
temperatura ideal (55 °C) e pH (5,5) para a producdo de FOS nao foram
modificados pelo processo de imobilizagao.

Silva (2019) realizou experimento comparativo utilizando a adsorgao,
para avaliar a atividade de B-galactosidase em macro poros e mesoporos,

preparado porum método sol-gel a partir de um precursor de silica e uma
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dispersao de nano particulas lipidicas sélidas em uma fase de micela, para
aplicagdes como hidrdlise delactose.

Faria (2021) realizou a adsorgédo da enzima frutosiltransferase em silica
gel, avaliando a estabilidade a temperatura, pH e ao reuso, conseguindo obter

umrendimento de imobilizagdo de 85%.

3.3.2 Tipos de Suporte

A maior contribuicdo para um bom processo de imobilizagcao é dada pelo
suporte. Um bom suporte deve ter: estabilidade frente aos paradmetros de
processo; baixa denaturacdo; funcionalidade quimica; resisténcia mecanica;
retencdo da atividade enzimatica inicial; durabilidade e capacidade de
reutilizacdo; compatibilidade aceitavel com a enzima e substrato; custo e
facilidade de manuseio (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006). Além disto, o
material deve ter elevada area superficial eser poroso.

De acordo com Talbert e Goddard et al. (2012) o material utilizado como
suporte para a imobilizagdo de enzimas pode modificar a quantidade de agua
total na proximidade da enzima. Portanto a analise do suporte ser
hidrofilico/hidrofébico € fundamental, pois na etapa de preparagao de suportes
hidrofébicos a agua pode ficar retida nos intersticios porosos e,
consequentemente, ao redor da enzima imobilizada. A presenca da quantidade
minima de moléculas de agua no microambiente é necessaria para preservagao
da estrutura conformacional da enzima. Todavia, o usode suportes hidrofilicos
no processo de imobilizagdo promove a competicdo da agua entre o suporte e a
enzima durante a reacgao, influenciando no equilibrio termodindmico do sistema.

A natureza fisica do suporte influencia diretamente no rendimento de
imobilizagdo e em efeitos difusionais causados pela transferéncia de massa
entre o meio liquido e os biocatalisadores imobilizados. Essas limitagdes podem
ser na transferéncia de massa externa, que envolve a transferéncia de
reagentes/substratos do meio reacional até a superficie do suporte de
imobilizagdo, e na transferéncia de massa interna, que descreve a transferéncia
de reagentes/substratos no suporte de imobilizagéo até o sitio ativo da enzima.
Qualquer etapa da difusdo pode limitar a atividade global da enzima imobilizada.

Os suportes podem ser divididos quanto a sua morfologia como porosos e
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nao porosos e classificados de acordo com sua origem (organicos ou
inorganicos). Os suportes inorganicos, naturais ou sintéticos, sao mais
apropriados para uso industrialpor apresentarem elevada resisténcia mecanica,
estabilidade em ampla faixa de pressdes, temperaturas e valores de pH, rigidez,
resisténcia a solventes organicos e ao ataque microbiano (ZHOU, 2013).

Os materiais porosos apresentam como vantagem uma maior area
superficial interna disponivel para que a enzima se adere. Mas estes poros
devem ser suflcientemente grandes para que as enzimas consigam passar
por eles e ainda possibilitar o contato da enzima com o substrato. Nos
ultimos anos varios artigos indicam o progresso no uso de materiais
mesoporosos e suas contribuicdes correspondentes ao processo de
imobilizacdo de enzima, bem como as aplicagdes na biocatalise: silica amorfa,
organosilica, carbono mesoporosos, zedlitas, dentre outros. Ghazi et al. (2005)
estudaram a imobilizagdo por ligagdes covalentes de frutosiltransferases
comerciais em um  polimero a base de polimetacrilato
(Sepabeads® EC). Foi obtido um biocatalisador com alta estabilidade
mecanica, relativa facil producdo com atividade de transfrutosilagdo maxima de
25 U.g™

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) imobilizaram FTase extracelular de
Rhodotorula sp., por adsor¢do, em minério de nidbio. Segundo os autores, a
enzima imobilizada apresentou alta atividade de transfrutosilacédo e
estabilidades térmica e frente ao pH satisfatérias, com conversao de 58 % de

sacarose em FOS.

3.3.3 Silica-gel

A silica (SiO2) € um material multifuncional com alto potencial de aplicagao
para imobilizagao, principalmente devido a possibilidade de modificacdo da
superficie deste suporte, o qual possui estabilidade térmica, estabilidade
mecéanica e seguranga toxicologica (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015;
SOARES et al., 2006;).

As caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas da silica podem ser

descritas como naturais ou sintéticas, cristalina ou amorfa, micro, macro ou
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Mesoporos.

Pode ser obtida comercialmente ou pode ser produzida, sendo o método
sol- gel o mais utilizado para a imobilizagdo de enzimas. O método consiste na
hidrolise e poli condensagdo dos solventes, seguido pela secagem, conforme
exemplificado por Dalla-Vecchia et al. (2004). Uma rede porosa de silica é
formada e denominada xerogel, caso a secagem seja a temperatura ambiente.
Se a silica for seca por meio pressurizado é denominada de aero gel
(CARVALHO, 2015).

Na superficie da silica gel observa-se a presenga de grupos de —OH
(hidroxilas), os quais atuam como pontos de ligagdo com a enzima a ser
imobilizada e a silica, agindo como centro de adsor¢do molecular formando
ligagbes Si-O-X, capazes de formar uma ligagdo de hidrogénio com os grupos
OH ou sofrer interagbesdoador-receptor. (CARVALHO, 2015).

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

Autores como CANILHO et al. (2013) estudaram a imobilizagao de lipase
de diferentes fontes em silica mesoporosa, por adsorcao fisica, o método de
imobilizagdoestudado neste trabalho. Carvalho (et al. 2015) analisaram o uso de
silicas modificadas para a imobilizagdo de lipases, mostrando que a silica gel é

um potencialsuporte para uso de imobilizagao de enzimas.

3.3.4 Glutaraldeido

Para aumentar a adsor¢cdo da enzima no suporte, podendo aumentar a
estabilidade e até mesmo a atividade recuperada, se faz o tratamento do
suporte, modificando-o superficialmente.

Essa modificagdo ocorre por meio de adigbes de grupos funcionais
especificosna parede do suporte, que ou irdo reagir com grupos reativos do tipo
alcoxi presentesem alcoxissilanos mono, bi ou tri funcionais com os silandis da

matriz do suporte, ou irdo apresentar uma forte ligagdo entre o suporte com
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grupos funcionais presentes naenzima, acrescentando ligagées mais fortes que
as presentes no suporte. O glutaraldeido funcionaliza o suporte, adicionando-se
ligagcdes covalentes entre aenzima e o suporte (CARVALHO, 2015).

O glutaraldeido € amplamente utilizado para aumentar a hidrofobicidade
do suporte, mas um dos grandes problemas de se ativar com tal produto, é que
este podeser considerado toxico para algumas enzimas (PAULA; 2007).

O comportamento do glutaraldeido com a silica foi observado por Paula
et al. (2007) e MENDES et al. (2013) e explicado por Barbosa et al. (2012), que
mostraram que a ativagao ideal da enzima ocorre quando ha duas moléculas de
glutaraldeido porgrupo amino no suporte, gerando uma estrutura reativa com os
residuos de aminoacidos da enzima.

Garcia et al. (2021) apresentaram resultados promissores ao se reticular
com glutaraldeido a biomassa catalitica do Aspergillus oryzae IPT-301, para a
producdo de FOS. As células reticuladas mostraram uma razdo entre as
atividades superior a enzima livre em varias temperaturas, pH e concentracéo
de substrato. Os dados cinéticos sugeriram que as células reticuladas
apresentam maior afinidade substrato-enzima e taxa de transfrutosilacao do que
as células livres. Além disso, apds 12 ciclos de reacdo em batelada, a FTase
presente na célula imobilizada manteve 88,9% de seu AT inicial, demonstrando
uma estabilidade operacional consideravelmente maiordo que a FTase presente
na célula livre, que apresentou 50,3% de seu AT inicial.

Existem outros agentes funcionalizantes muito utilizado par melhorar as
caracteristicas do suporte, como por exemplo Nikolic et al. (2010) que
estudaram a imobilizagdo de Tripsina em algoddo oxidado com peroxido de
sddio, produzindo um suporte que melhorou a estabilidade de armazenamento e
também sua atividade quando imobilizada.

Brigida et al. (2007) imobilizaram Lipase de Candida antartica em fibra de
casca de <coco verde, usando como agente funcionalizante o 3-
glicidiloxipropilmetoxilano (GPTMS), posteriormente oxidando com periodato de
sodio. A enzima imobilizada apresentou uma estabilidade 363 vezes mais
estavel que a enzima livre, e ainda apresentou uma maior estabilidade térmica.

Outro agente funcionalizante muito aplicado sao os liquidos iénicos.
Estes saodivididos em duas classes: Os liquidos idnicos apréticos (LIA) que sao

aqueles considerados doadores de protons, formando ligagdes de hidrogénio, e
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os liquidos ibnicos préticos (LIP) que possuem protons de alta mobilidade e séo
resultantes da combinacdo de um acido e uma base de Bronsted e possuem
vantagens como baixo custo, simplicidade de sintese e baixa toxicidade
(ALVAREZ, 2010).

Souza (2013) utilizou LIP para na encapsulagdo da lipase de
Burkholderia cepacia pela técnica sol-gel. Neste estudo foram utilizados liquidos
iGnicos proticos baseados em monoetanolamina com diferentes comprimentos
de cadeia alquilica e em diferentes concentragdes (0,5 - 3,0% m/v). Os
rendimentos de imobilizacdo das lipases resultaram em valores elevados
quando comparados ao sistema imobilizado na auséncia de LI, com aumento da
eficiéncia catalitica em 35 vezes. O efeito positivo observado foi atribuido ao
revestimento que o LI proporcionou aos poros e a superficie do suporte
selecionado (silica), além da protecéo da estrutura da lipase durante a obtencao
do biocatalisador imobilizado, atuando como um agente estabilizador da enzima

e protetor contra a inativacao pelo alcool durante a encapsulacéo.

3.4 Imobilizagao de FTase extracelular

Poucos sdo os estudos reportados na literatura que abordam a
imobilizagdo de FTases em suportes organicos e inorganicos visando a
producado de FOS. Yun et al. (1996) imobilizaram a FTase de Aureobasidium
pullulans KFCC 10542 em uma resina altamente porosa Diaion HPA 25®. A
enzima imobilizada apresentou maior resisténcia as variacbes de pH do que a
enzima soluvel e apresentou alta atividade enzimatica por 30 dias a 50 °C.

Ghazi et al. (2005) estudaram a imobilizagao por ligagbes covalentes de
frutosiltransferases comerciais em um polimero a base de polimetacrilato
(Sepabeads® EC). Foi obtido um biocatalisador com alta estabilidade mecéanica,
relativa facil produgdo com atividade de transfrutosilagdo maxima de 25 U.g™".
Platkova et al. (2006) relataram a imobilizacdo de FTases de Aureobasidium
pullulans em varios materiais comerciais. As FTases imobilizadas no Dowex
Marathon MSA (estireno- DVB macroporoso) e Amberlite IRA 900® (estireno-
DVB) apresentaram as maiores atividades especificas 1268 U g' e 1169 U g,
respectivamente.

Oliveira  (2013) buscou imobilizar a FTase extracelular
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produzida por Rhodotorula sp. Aplicada na produgdao do FOS. A imobilizacdo
se deu em suportesoélido acido inorgénico composto por niébio e grafite, com
uma eficiéncia de aproximadamente 98%, e uma razdo de 194 U/g suporte.
Obteve-se altas atividadesenzimaticas em pH 4,5 e 6, com temperatura 6tima de
61 °C e 63°C, respectivamente.

Huallanco (2010) realizou o estudo da modelagem e simulagdo do
processo para a Ftase extracelular livre e imobilizada para diferentes tipos de
reatores. A enzimaimobilizada utilizada, foi feita pelo mesmo método de Oliveira
(2013). Os resultados mostraram que tanto a enzima livre, quanto a imobilizada,
apresentaram inibicdo pelosubstrato, em pH 4,5 e 50°C. Para reatores batelada,
obteve-se um rendimento de FOS de 50% para 14 U/mL de enzima imobilizada
e agitacdao de 45 rpm. Em reatores continuos, obteve-se um rendimento de

32,1%, utilizando 15 U/mL de enzima imobilizada, e 45 rpm para agitagéo.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) imobilizaram FTase extracelular de
Rhodotorula sp., por adsor¢do, em minério de niobio. Segundo os autores, a
enzima imobilizada apresentou alta atividade de transfrutosilacdo e
estabilidades térmica e frente ao pH satisfatérias, com conversao de 58 % de
sacarose em FOS.

Garcia et al. (2021) apresentaram resultados promissores ao se reticular
com glutaraldeido a biomassa catalitica do Aspergillus oryzae IPT-301, para a
producdo de FOS. As células reticuladas mostraram uma razdo entre as
atividades superior a enzima livre em varias temperaturas, pH e concentracéo
de substrato. Os dados cinéticos sugeriram que as células reticuladas
apresentam maior afinidade substrato-enzima e taxa de transfrutosilacdo do que
as células livres. Além disso, apds 12 ciclosde reagao em batelada, a FTase
presente na célula imobilizada manteve 88,9% de seu AT inicial, demonstrando
uma estabilidade operacional consideravelmente maiordo que a FTase presente
na célula livre, que apresentou 50,3% de seu AT inicial.

A imobilizacdo da FTase extracelular, também produzida pelo fungo
Aspergillus oryzae 1PT-301, foi estudada por Faria (2021). O suporte utilizado
para a producdo deFOS foi a silica-gel, obtendo-se o perfil de imobilizagdo para
diversas temperaturas, mantendo o pH 5,5 e a velocidade de agitacdo em 175
rpom. A atividade de transfrutosilacéo (Ar) foi otimizado pelo projeto experimental

em funcdo do pH e temperaturas da reacdo. O At da enzima imobilizada
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apresentou comportamento cinético descrito pelo modelo Hill. A FTase
imobilizada mostrou capacidade de reutilizacido por seis reacdes consecutivas

ciclos e maior pH e estabilidade térmica doque a enzima soluvel.
3.5 Parametros de imobilizagao

A selecado do método e do material utilizado para uma imobilizagdo deve
ser baseado em parametros, levando em conta a atividade do biocatalisador,
caracteristicas de regeneragao e inativagao, custos que implicara no processo,
toxidade dos reagentes utilizados na imobilizagdo e na estabilidade operacional
dele (SOUZA, 2017).

Esses parametros podem ser analisados como o calculo da atividade
recuperada, sendo determinada pela relacdo entre a atividade aparente do
derivado, o produto da atividade inicial oferecida e a concentragdo de enzima

imobilizada, dadapela equacéo 2:

Jimobilizado
AR (%)= ——%;%UT——*IN) (2)
Em que AR é a atividade recuperada (%); Uimobilizado é atividade
aparente doderivado imobilizado (U.g™! do suporte); Uo é a atividade oferecida
no inicio da imobilizagdo(U.mg-1 da proteina); e Uf & a atividade no
sobrenadante no final da imobilizagdo(U.mg-1 da proteina);
Outro parametro de grande importancia € a atividade desaparecida, que
nos mostra o quanto da enzima pode estar sendo transferida para o suporte, e é

dado pelaequacao 3:
AD =Uo-Uf (3)

O rendimento de imobilizagdo (RI), € a relagdo entre a atividade
enzimatica imobilizada pela atividade inicialmente oferecida ao suporte,
demostrado pela equacéo 4-:

_Uf-Uo

RI
Uo

* 100 (4)
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3.5.1 Selecgao e otimizagao dos parametros de imobilizacéo

Buscando a otimizacdo dos processos de adsorcdo, varios autores vém
utilizando o planejamento experimental como ferramenta (KAVAK, 2009;
RICOU- HOEFFER ET AL., 2001; SILVA, 2007, SOARES, 2019). Com base na
estatistica, essa ferramenta visa maximizar a qualidade das informagdes obtidas
acerca das interagdes e efeitos dos fatores (como pH, temperatura e agitagao)
na propriedade deinteresse (como a recuperacéo de atividade ou rendimento de
imobilizagdo) com a menor quantidade de ensaios (RICOU-HOEFFER ET AL.,
2001).

O planejamento fatorial possibilita maior eficiéncia e economia, uma vez
que adeterminacéo do efeito das variaveis mais significativas em um processo
podepromover reduc¢ao no custo operacional, melhoria na produtividade, redugao
do tempo de analise e melhor concordancia entre os valores obtidos e os

esperados.

Para o processo de imobilizagdo de FTases, Faria (2021) mostrou a
influénciada temperatura no processo de imobilizagdo. Ja Cunha (2019), avaliou
a influéncia do pH sobre a enzima, podendo modifica-la de acordo com a
acidificagdo do meio. Parametros como agitagéo, influenciam o contato fisico da
enzima com o suporte, podendo ajudar ou ndo no processo de imobilizagéo.

Estes parametros que influenciam no processo, precisam ser estudados
e otimizados, para se obter sempre os melhores resultados de imobilizacao,

padronizando todo o processo.

3.6 Estabilidade Térmica

Segundo Gomes (2007), entre os fatores que afetam a estabilidade e a
cinética das proteinas, o calor € o que mais exige modificagdes, dentro do
contexto biolégico. Estas adaptagdes vém sendo amplamente estudadas para
maior compreensdo dos mecanismos envolvidos.

A termo estabilidade de uma enzima refere-se tanto a termo estabilidade
dinamico e quanto a estabilidade cinética. Segundo Faria et al. (2021), ao

aumentar a temperatura, bem como a energia cinética das enzimas, a taxa
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reacional também aumenta até certo ponto. Em baixas temperaturas, as
enzimas movimentam-se lentamente em diregdo ao substrato, o que
compromete a catalise. Ja o aumento gradativo da temperatura, favorece as
colisdes entre os sitios ativos das enzimas e osubstrato, de forma a aumentar
taxa de reacédo (SHULER; KARGI, 2002).

O uso de uma elevada temperatura pode ocasionar no rompimento das
ligacbes nao-covalentes presente na proteina, ocasionando o desdobramento
dela. Algumas enzimas, apds o resfriamento, conseguem retomar estas
ligagbes, mas algumas n&o, sendo assim inativadas (MIRANDA et al., 2014).
Quando ocorre a denaturagdo térmica da enzima, ha uma transicdo de um
estado de menor energia para um estado de maior energia. Para ocorrer essa
transicao, de forma irreversivel, € preciso fornecer uma quantidade minima de
energia, em forma de calor, para a enzima, denominada energia de denaturagao
(ED).

Os parametros de inativagao térmica foram estimados através do modelo

de Sadana e Henley (ano 1987), para os dados de atividade relativa vs tempo.

A/Ao= (1 — a) * exp~k1*t + o (5)

Sendo A/Ao a atividade relativa, a € um parametro do modelo, e k1 é a
constante de desativacao térmica de primeira ordem.

Para o estudo desta faixa de temperatura em que a enzima nao tem suas
ligagcées rompidas, se faz necessario entender a equacédo de Arrehnius, a qual
estao descritas a desativagao na equacéo 6.

=Eq
ka = Ad.e RT (6)

Em que kd € a constante de desativagcao térmica, Ad é a constante de
Arrehnius,e Ed a energia necessaria para promover a desativacao térmica, R é
a constante universal dos gases e T € a temperatura absoluta (MIRANDA et al.,
2014).

A energia de desativagédo (Ed) é a energia necessaria para se desativar
uma enzima, entdo, quanto maior ela for, mais estavel seria a enzima. Uma
variavel que se pode estudar com a desativacdo da enzima é o tempo de meia

vida, exemplificadopela equagao 7.
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O tempo de meia vida, € o tempo necessario para que a enzima reduza
sua atividade pela metade do valor inicial (GONCALVES et al. 2020; SAQIB et
al. 2010; SIDDIQUI et al. 1997; SOUZA et al. 2015;). E possivel encontrar a
energia necessaria para comecgar a denaturar a enzima, esse parametro é
denominado de entalpia de ativagdo da denaturagdo (AHd), sendo que quanto
maior for este valor, mais estavel a enzima é. A equagdo 8 descreve esta
energia.

AHa = Ea-RT (8)

A energia de Gibbs de ativagdo da denaturagéo (AGb), representada pela
equacdo 9 ¢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, significam uma maior
tendéncia a denaturagdo, sendo desejado valores altos da energia de Gibbs
(KUMAR et al., 2013).

k.;h
AGe= —RT-n(C5) 9)
kT

Em que h se trata da constante de Planck (11,04 x 1073¢ J.min™") e kz a
constante de Boltzmann (1,38 x 10723 J.K") (KUMAR et al., 2013).

A entropia de denaturagao térmica da enzima (ASp) pode ser quantificada
pormeio da Equacao 10. Esse fator esta relacionado com a aleatoriedade do
processo de denaturagdo da enzima, de forma que, quanto maior a
aleatoriedade, maior e positivo sera o valor da entropia de denaturacao térmica
da enzima (KUMAR et al., 2013).

AHa — AGa
ASa= — (10)

3.7 Estabilidade frente ao pH
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As enzimas sao proteinas anféteros, com grandes numeros de grupos
acidos e basicos em sua superficie que sao facilmente modificaveis pela
ionizagao e pH do meio, afetando, assim, sua estrutura terciaria, bem como a
reatividade dos grupos cataliticos e seus sitios ativos. (CHAPLIN; BUCKE,
1990; SHULER, 2002).

Geralmente, as enzimas possuem grupos idnicos em seus sitios ativos,
que necessitam de condi¢cdes 6timas e especificas de pH para atuarem de
forma satisfatéria. O pH do meio influencia diretamente na reagao, modificando a
distribuicdode cargas da molécula enzimatica, do substrato, das coenzimas e
dos produtos (VERMA et al. 2019).

O pH 6timo ocorre quando a velocidade de reacéo catalitica € maxima,
sendo que este ponto se difere para cada enzima em uma determinada reacéo,
devido a caracteristicas do sitio ativo da enzima. Tal ponto apenas pode ser
encontrado de forma empirica (SHULER; KARGI, 2002).

Cunha et al. 2019 estudaram o efeito do pH para a enzima
frutosiltransferase extracelular, no qual em meios mais acidos a atividade
relativa foi inferior aos obtidosem pH de 5,5, 6 e 6,5, com uma queda acentuada
em pH mais basicos.

Faria et al. 2021 mostraram que o ponto 6timo de atividade da enzima
frutosiltransferase imobilizada em silica gel pura foi de 5,5, com a diminuigdo em

pH mais acidos e basicos que estes.

3.8 Influéncia da concentragcao de substrato na enzima Ftase imobilizada

Ao estudar a influéncia da concentracao de um substrato na atividade de
uma determinada enzima, as demais condi¢cdes de ensaio séo fixadas e analisa-
se como a atividade varia em relagao a concentragao desse substrato.

Com o aumento do substrato espera-se um aumento na velocidade de
reacdo,mas, em muitos casos, existe a possibilidade de inibicao pelo substrato,
fazendo-se com que a velocidade de reagdo da enzima estabilize-se com o
tempo, podendo fazercom que caia com o aumento da concentragao. (FONTES,
1999).

A obtencdo dos parametros cinéticos baseia-se na analise das curvas de
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progresso da reagao, obtidas por meio de ajustes de dados experimentais. Os
graficos da velocidade inicial em fungdo da concentracdo de substrato
geralmente sado os mais utilizados para se estudar o comportamento da enzima
em relacdo ao aumento do substrato. O comportamento hiperbdlico deste
grafico € bem descrito pela cinética de Michaelis-Menten. Alternativamente, um
perfil sigmoide também pode ser observadoem casos de conexao cooperativa
entre substrato e sitio ativo. A cinética cooperativaé bem descrita pelo modelo
de Hill ou modelos mais complexos como o de Koshland(FONTES, 1999).

3.8.1. Modelo de Michaelis-Menten

A modelagem hiperbdlica apresentada pelo comportamento das enzimas
em relacdo ao aumento da concentracdo do substrato, foi descrita por Michalis-
Menten (1913), ao estudarem a acdo das invertases na decomposicdo da
sacarose. Otrabalho original de Michaelis- Menten (1913) foi baseado em uma
enzima especifica que converte um unico substrato em um unico produto,
assumindo uma etapa totalmente irreversivel. Seu objetivo era determinar a
taxa de produgéao de molécula de produto (Faria, 2021).

Uma das suposi¢des iniciais do modelo é que existe um equilibrio
quimico na reacdo de formacdo do complexo enzima-substrato. Essa
proposic¢ao impde que as taxas de desenvolvimento da reacio, direta e inversa,
entre enzima e substrato para formacao do complexo transitério devem ser

iguais, como esquematizado na equagao 11.

K
S+Eo ES (11)

Essa proposigéo impde que para que haja validade da equacéo, as taxas
de desenvolvimento da reacao, direta e inversa, entre enzima e substrato para
formacaodo complexo transitorio devem ser iguais (k1 = k2=K). Tal exigéncia é
conhecida comohipétese do equilibrio, e insere uma grande restricdo a aplicagéao
do modelo (ENGEL, 1981). Em 1925, Briggs e Haldane desenvolveram uma
expressao formalmente iguala estabelecida por Michaelis-Menten, suprimindo a
hipotese do equilibrio e inserindo uma nova suposicdo mais flexivel,
denominada hipotese do estado estacionario.

Este estado estacionario propde que uma reagao enzimatica pode ser
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subdividida em duas etapas. A primeira, denominada pré-estacionaria, abrange
o periodo de tempo imediatamente seguinte ao inicio da reacdo, e é
caracterizada peloaumento da concentracdo do complexo intermediario. A etapa
subsequente é designada etapa estacionaria, a qual pressupbe que a
concentracdo do complexo enzima substrato estd quase em equilibrio, como

demonstrado no esquema a seguir.

K k3
S+EeB - E+P (12)
Sabendo-se que a relacdo entre as constantes de equilibrio é
denominada Km (constante de Michaelis-Menten para hipotese de estado
estacionario), obtém-se a equacédo 13, conhecida como equagéo cinética de
Michaelis-Menten.
Vo = Vmax *l (13)
Km + [S]
Sendo Vo a velocidade inicial, Vmax a velocidade maxima de reacéo, [S]
a concentracdo de substrato e Km € a constante de Michaelis-Menten ou
constante dosubstrato. A constante Km pode ser interpretada como uma medida
da afinidade da enzima pelo substrato quando verificada a condicdo de

equilibrio.

3.8.2. Modelo de Hill

O perfil sigmoide da velocidade inicial em fungdo da concentragdo de
substratoé observado em reagcdes onde ocorre a ligagdo cooperativa da enzima
ao substrato. Esse comportamento é exclusivamente observado quando uma
enzima é capaz de estabelecer ligagdes simultaneas com varias moléculas de
substrato (RODWELL et. al. 2015).

Hill prop6s uma modelagem adequada a uma curva de perfil sigmoide,
apresentada pela equacao 14:

[S]"

Vo =Vmax  ———u (14)
[kos] + [S]*

Sendo [ko5] a concentragdo de substrato a qual a enzima encontra-se
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hemisaturada, ou seja, com velocidade de reacao igual a metade da velocidade
maxima. O coeficiente n é o coeficiente de Hill, e uma medida do grau de
cooperatividade da enzima, o qual depende do tipo e da forca das interagdes
entre osmultiplos sitos ativos e as moléculas de substrato.

O coeficiente de Hill € um parametro empirico cujo valor depende do
numero, do tipo e da forca das interagdes entre os multiplos sitos ativos e as
moléculas de substrato. Para n igual a 1, a equagédo de Hill é reduzida ao
comportamento cinético apontado por Michaelis-Menten, indicando que ha
auséncia de cooperatividade entreenzima e substrato, com todos os sitios ativos
comportando-se independentemente. Se n € maior que 1, a enzima apresenta
cooperatividade positiva, sugerindo que a ligagdo de um substrato a um sitio
ativo aumenta a afinidade dos sitios restantes. Quanto maior o valor do
coeficiente maior o grau de cooperatividade e mais acentuadoo carater sigmoide
do diagrama da velocidade inicial em fungao do tempo. Valores de n inferiores a
1 indicam cooperatividade negativa do ligante com o sitio ativo enzimatico
(RODWELL et. al. 2016; WEISS, 1997).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Pré-tratamento e funcionalizagao do suporte de imobilizagao

A silica gel pura (Sigma-Aldrich®) foi preparada de acordo com o método
adaptado de MENDES (2011). Particulas do suporte (63 — 200 um) foram
lavadas cometanol P.A 95 % (v v'') na proporgdo de 1:5 (massa de suporte:
volume de solvente) sob agitagdo magnética branda por 6 horas a temperatura
ambiente. Uma fragdo de particulas de silica-gel lavada foi funcionalizada com
solugéo de glutaraldeido 25 % (vv-') e tamp3&o tris-acetato 0,2 mol L', pH 5,5. A
ativagao do suporte ocorreu na proporcao de 1:28 (massa de suporte: volume
de solugao) sob agitacdo magnética branda por 18 horas a 25 °C. Particulas de
silica pura e funcionalizada foram filtradasa vacuo, secas em estufa a 60 °C por
24 horas e usadas para ensaios de imobilizacdoda enzima por adsorcéo fisica e

ligacdo covalente, respectivamente.

4.2 Producgéao da enzima extracelular microbiana

4.2.1 Micro-organismo e condigdes de cultivo

Para a producao da enzima FTase extracelular, foi utilizada a cepa de A.
oryzae |PT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (IPT-SP). O pellet
contendo esporos do micro-organismo foi ressuspendido em 10 mL de agua
destilada estéril e aliquotasde 70 uL foram inoculadas em meio sélido contendo
(em %, m v''): &gar batata dextrose (KASVI®) 2,0, glicerina (Isofar®) 2,5, extrato
de levedura (Synth®) 0,5 e glicose (Dindmica®) 2,5. Apds incubagao por 7 dias a
30 °C em incubadora refrigeradado tipo B.O.D. (Tecnal®, modelo TE-371), os
esporos produzidos foram coletados por meio de raspagem utilizando alga de
Drigalski com auxilio de solugéo constituida porNaCl (Dinamica®) 0,95 % (m v)
e Tween-80 (Dinamica®) 0,1 % (v v''). A suspens&oobtida foi homogeneizada

com solugdo de glicerina (Isofar®) 20 % (m v') e ajustada a quantidade de
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esporos com auxilio de Camara de Neubauer (Newoptics®) para
aproximadamente 1x107 esporos. mL"', seguido de armazenamento sob

refrigeragdo a - 6 °C.

4.2.2 Cultivo celular submerso

A enzima frutosiltransferase extracelular foi produzida, por cultivo celular
submerso, a partir do fungo Aspergillus oryzae IPT-301 utilizando meio de
cultura sintético, pH 5,5, constituido por: sacarose comercial (150 g L"), extrato
de levedura (5,0 g L"), NaNOs3 (5,0 g L"), KH2PO4 (2,0 g L"), Mg2S04.7H20 (0,5 g
L"), MnCl2.4H20 (0,3 g L") e FeS04.7H20 (0,01 g L"). Um volume de 50 mL
do meio de cultura foi adicionado em frascos erlenmeyers, vedados com
algodao e esterilizados em autoclave por 15 minutos a 120 °C e 2,022 atm. Apéds a
esterilizacdo, os frascos foram incubados em agitador orbital do tipo shaker
(Tecnal®, modelo TE-4200), inoculando-se 500 uL de suspensao de esporos do
fungo na concentragdo de 1 x 107 esporos mL™', dando-se inicio ao cultivo
celular conduzido por 64 horas a 30 °C e 200 rpm (CUNHA et al. 2019;
GONCALVES et al. 2020; FARIA et al. 2021; SILVA et al., 2021). Ao término do
cultivo, o meio de cultura foi filtrado a vacuo e o permeado (caldo filtrado),
contendo FTase extracelular, foi utilizado para estudos posteriores de
imobilizacao e caracterizagao bioquimica das propriedades da enzima.

4.3 Ensaios de imobilizagao enzimatica

Os ensaios de imobilizacdo da FTase extracelular foram realizados de
acordo com o método descrito por Faria et al. (2021). Um volume de 10 mL de
caldo (contendoa enzima FTase extracelular), previamente filtrado a vacuo, foi
adicionado em frasco Erlenmeyer contendo 1 g do suporte silica gel puro. A
imobilizagao foi conduzida em Banho Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232) por 6
horas, mediante condigbes experimentais (temperatura, pH e velocidade de
agitacédo) definidas pela matriz de planejamento (Tabela 3). Ao término da
imobilizacdo, coletou-se 0,1 mL do sobrenadante para monitoramento da
atividade de transfrutosilagdo do caldo. Posteriormente, as amostras foram

filtradas a vacuo e a torta retida (derivado enzima- suporte) foi submetida a
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ensaios de atividade enzimatica padrdo (item 4.6.1) para o calculo dos
parametros de imobilizacdo ou armazenada para estudos subsequentes de
caracterizagao bioquimica da enzima imobilizada. Apds os ensaios de atividade
com a enzima imobilizada, o derivado foi filtrado a vacuo, lavado
abundantemente com agua destilada e levado a estufa para secagem a 100 °C
por 24 h paradeterminagcido da sua massa seca.

Os ensaios de imobilizagao, envolvendo o suporte funcionalizado, foram
realizados mediante condi¢gdes experimentais (temperatura, pH e velocidade de

agitacao).

4.3.1 Parametros de imobilizacao

Os pardmetros de imobilizacdo foram obtidos conforme descrito por
MENDES et al. (2012) e Ferreira et al. (2019). O rendimento de imobilizagao (RI)
foi calculado pelaEquacgéo (4) (topico 3.4) medindo-se o numero de unidades de
atividade de transfrutosilacdo no sobrenadante antes e apds os ensaios de
imobilizagdo. A percentagem de atividade recuperada (AR) foi calculada pela
Equacgao (2) (topico 3.4) por meio da determinagdo da atividade da enzima
imobilizada (atividade de transfrutosilagdo aparente) em relagcdo ao numero de
unidades de enzima que desapareceram do sobrenadante (teoricamente

imobilizado).

4.3.2 Planejamento experimental

A matriz de planejamento experimental (Tabela 3) foi obtida por meio do
software Protimiza Experimental Design®. Um planejamento do tipo
Delineamento Composto Central (DCC), constituido por 11 ensaios com
triplicata no ponto central (Tabela 3) foi utilizado para o estudo de trés variaveis
(fatores) de imobilizagao, sendoelas: temperatura, pH e velocidade de agitacao.
Para cada fator, foram atribuidos trés niveis, escolhidos apés uma série de
ensaios preliminares. Como variaveis respostas, foram definidos os parametros
(em %): (i) rendimento de imobilizacdo (RI) e (ii) atividade recuperada (AR),
calculados conforme item 4.5.

O modelo para a superficie de resposta foi ajustado para ambas as
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variaveis respostas (Y). As funcbes de resposta de segunda ordem para os

fatores foram expressas pela Equacido 15 e as diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p < 0,10.

Y=Bp+ B1*X1+ B2*Xp+ B3 *X3+ P12 * Xy * Xy + Bi3 xXq * X3 + Bz * Xy *x X3 (15)

em que X1, X2 e Xsrepresentam os niveis dos fatores temperatura (em °C), pH e

velocidade de agitagao (em rpm), respectivamente, enquanto Bo, B1, B2, B3, B12, 13 €

B23 representam os valores dos coeficientes estimados pelo modelo estatistico.

Tabela 3 — Matriz de planejamento experimental

VELOCIDADE DE AGITAGCAO

ENSAIO TEMPERATURA (°C) - X1 PH -X2 (RPM) —
X3
1 25(-1) 4,5(-1) 100 (-1)
2 45 (1) 4,5(-1) 100 (-1)
3 25(-1) 6,5 (1) 100 (-1)
4 45 (1) 6,5 (1) 100 (-1)
5 25(-1) 4,5(-1) 250 (1)
6 45 (1) 4,5(-1) 250 (1)
7 25(-1) 6,5 (1) 250 (1)
8 45 (1) 6,5 (1) 250 (1)
9 35 (0) 5,5 (0) 175 (0)
10 35 (0) 5,5 (0) 175 (0)
11 35 (0) 5,5 (0) 175 (0)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.4 Caracterizagao fisica e quimica do biocatalisador
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A morfologia das particulas de silica gel foi observada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) usando microscépio eletrénico (Zeiss EVO MA-
10, Alemanha), com tens&o de aceleragdo de 20 kV e distédncia de 10 mm. As
amostras foram previamente preparadas em Vap Prep 61, Sample Degas
System, secas por 2h a 60 °C e suas areas superficiais especificas foram
determinadas por fisissor¢do de nitrogénio a 77 K em analisador Micromeritics
Gemini VI, usando o método de Brunauer-Emmett-Telle (BET). A
caracterizagdo das ligagdes quimicas e estrutura do complexo enzima-suporte
(biocatalisador heterogéneo), na presenga e auséncia da enzima imobilizada, foi
determinada por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) usando Espectrometro (Agilent Cary 630, Estados Unidos) operado para
uma faixa de 650 a 4000 cm-".

4.5 Caracterizagcao bioquimica da enzima imobilizada

4.5.1 Influéncia da concentragdo de substrato na atividade enzimatica e

determinagcdodos parametros cinéticos

As atividades de transfrutosilagdo da enzima imobilizada em silica gel
pura e funcionalizada foram determinadas a 50 °C em meio reacional
constituido por 1,2 mLde tampé&o tris acetato 0,2 mol. L', pH 5,5 e 3,7 mL de
solugdo de sacarose comercial (substrato) nas concentragées de 200 g.L™", 300
g.L™", 400 g.L-", 470 g.L", 500 g.L-'e600 g.L". Ao meio reacional, foi adicionado
1,0 g de suporte, contendo a enzima imobilizada, e as atividades foram
determinadas conforme método descrito no item
4.8.1. Os parametros cinéticos (Vmaximo, Ku, Ko,5 € n) foram estimados a partir de
analises de regressao nao linear mediante ajuste dos modelos de Michaelis-
Menten (Equacgao 13) e Hill (Equacao 14) aos dados experimentais de atividade

enzimatica. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

452 Ensaios de estabilidade térmica e determinacdo dos parametros
termodinamicos

As enzimas imobilizadas em silica gel pura e funcionalizada foram
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incubadas em tampao tris-acetato 0,2 mol L-1, pH 5,5, na auséncia de substrato,
para uma amplafaixa de temperatura (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C). As amostras
foram retiradas em intervalos de tempo distintos (1 h, 2 h, 4 h e 16 h),
imediatamente resfriadas em banhode agua e gelo por 5 min e as atividades
enzimaticas residuais foram determinadas sob condigdes padrao (item 4.8). Os
experimentos foram realizados em ftriplicata. A constante de desativagao térmica
de primeira ordem (kd, em min-1) foi estimada por meio do ajuste do modelo de
Sadana e Henley (1987) (Equacédo 5) aos dados experimentais de atividade
residual versus tempo de incubacédo (PERNA et al., 2017; SILVA et al., 2021). A
energia de ativagdo (ED, em kJ mol') para a denaturagio térmica da enzima
imobilizada foi determinada pela linearizagdo da Equacdo de Arrhenius
(Equacédo 6). O tempo de meia vida (t12, em min) e as variagées de entalpia
((AHD, in kJ mol"), energia de Gibbs (AGD, in kJ mol') e entropia (ASD, in kJ
mol' K- ') de ativagdo para a denaturagdo térmica enzimatica foram
determinadas pelas Equagbes (7), (8), (9) e (10), respectivamente (FARIA et al.,
2021; GONCALVES et al., 2020; SAQIB et al. 2010; SILVA et al., 2021; SOUZA

et al., 2015) conforme descrito no item 3.5.

4.5.3 Ensaios de estabilidade frente ao pH de incubacgao

A enzima imobilizada em silica gel pura e funcionalizada foi incubada, na
auséncia de substrato, em tampao tris acetato 0,2 mol L' em diferentes pH (4,5;
5,0; 5,5; 6,0 e 6,5), durante 24 horas a 4 °C. Ao término da incubacéao, as
atividades de transfrutosilagdo foram determinadas sob condi¢gbes padrao (item
4.8.1). Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.5.4 Ensaios de estabilidade operacional

As enzimas imobilizadas em silica gel pura e funcionalizada foram
inseridas emmeio reacional contendo 3,7 mL de solucdo de sacarose comercial
63,6 % (m v'') e 1,2 mL de tamp3o tris-acetato 0,2 mol L', pH 5,5. As reagbes
enzimaticas foram determinadas sob condigdes padrao (item 4.8.1). Ao término
de cada ciclo batelada, correspondente a 1 h de reagdo, o derivado enzima-

suporte foi removido do meio reacional por filtracdo a vacuo e lavado
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abundantemente com agua destilada para a remog¢ao das moléculas de
reagentes e/ou produtos do seu microambiente. Posteriormente, o derivado
imobilizado foi reintroduzido em um novo e similar meio reacional. As atividades
de transfrutosilagdo foram avaliadas considerando a quantidade de ciclos

reacionais enzimaticos e os experimentos foram realizados em friplicata.

4 5.5 Ensaios de estabilidade de armazenamento

Os ensaios de estabilidade de armazenamento foram realizados com as
enzimas imobilizadas em silica gel pura e funcionalizada ao decorrer de 4 dias.
O derivado imobilizado foi mantido em solugdo tampé&o tris-acetato 0,2 mol L,
pH 5,5, na auséncia de substrato, sob refrigeracdo a 4 °C e suas atividades de
transfrutosilacdo foram monitoradas diariamente sob condigcdes experimentais

padrao(item 4.6). Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 Métodos analiticos

4.6.1 Determinacao das atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas de transfrutosilacdo (At) foram determinadas
conforme procedimento descrito por Cunha et al. (2019), Gongalves et al. (2020),
Fariaet al. (2021) e Garcia et al. (2021). Para isso, 1,0 g do derivado (enzima
imobilizada)ou 0,1 mL da enzima soluvel (presente no caldo) foi incubado com
3,7 mL de solugdode sacarose 63,6 % (m v') e 1,2 mL de tamp3ao tris-acetato
0,2 mol L', pH 5,5. A reacgéo foi conduzida em banho Dubnoff a 50 °C, 190 rpm
por 1 h e interrompida pelaimersao do meio reacional em agua em ebuligao por
10 min, seguido por resfriamento em banho de agua e gelo por 5 min para
inativagao enzimatica. Posteriormente, o meio reacional foi filtrado a vacuo e a
concentragdo de agucares redutores e glicose foram quantificadas (item 4.8.2).
As atividades de transfrutosilagdo (At) das enzimas solivel (At sovel) e
imobilizada (At mebiizada) - foram calculadas pelas equacgbes 16 e 17,

respectivamente.
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Asoluvel — [FrlVg (16)
T VE tr
A;‘mobilizada - [FrlVe (1 7)

m tr

em que [F1] é a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (em pymol L"), Vr
€ ovolume do meio reacional (em L), Ve € o volume de solugdo enzimatica
(caldo) (em mL), m é massa do derivado (em g) e tr € 0 tempo de reacéo (em
min).

Por definigdo, uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilagao refere-
se a quantidade de enzima que transfere um micromol (1 uymol) de frutose (Fr)
por minuto, sob condigbes experimentais estabelecidas (CUNHA et al., 2019,
FARIA et al., 2021; GARCIA et al., 2021;GONCALVES et al.,2020; SILVA et al.,
2021).

4.6.2 Quantificagao dos agucares

As concentragbes de glicose (G) e acgucares redutores (AR) foram
quantificados pelos métodos colorimétricos GOD/PAP® (kit enzimatico glicose-
oxidase) e DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico), respectivamente. As concentragdes
de frutose liberada (F) e frutose transfrutosilada (transferida) (Fr) no meio
reacional foram determinadas pelas Equagotes (18) e (19) (CHEN et al., 1996,
CUNHA et al., 2019; FARIA et al. 2021; GARCIA et al. 2021; GONCALVES et al.
2020,; SILVA et al. 2021).

[F] = [AR] - [G] (18)
[Fr] = [G] - [F] = 2[G] - [AR] (19)
4.6.2.1 Determinagao da concentragao de acgucares redutores

A concentragdo dos acgucares redutores (AR), presentes no meio

reacional, foi determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS),

adaptado de Miller (1959), conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragao
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(2013).

A solucao DNS (Reagente A) foi preparada pela dissolugdo de 10,0 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico (C7H4N207) (Dindamica®) em 200,0 mL de solugéo 2
mols L' de hidroxido de sodio (NaOH) (Dinamica®). Paralelamente, foi
preparada 500 mL de umasolugdo aquosa (Reagente B) constituida por 600 g L
'de tartarato duplo de sddio e potassio (KNaCsH406.4H20) (Dindmica®). Apos a
dissolucdo, ambos os reagentes (Ae B) foram misturados e o volume final da
mistura aferido para 1,0 L em baldo volumétrico. A quantificacdo de AR foi
realizada pela adicdo, em tubo de ensaio, de 1,0 mL da amostra oriunda da
reacao enzimatica, em 1,0 mL da solugao preparada. A reacgao foi conduzida em
banho termostatizado a 100 °C por 10 min e interrompida por resfriamento em
banho de agua 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
concentracdes de AR mediante auxilio da curva analitica obtida para o método
DNS (Figura 17, Apéndice A). O mesmo procedimento analitico foi realizado
para aobtencdo do branco, porém, substituindo a amostra, oriunda da reacéao
enzimatica detransfrutosilagéo, por agua destilada.

4.6.2.2 Determinag¢é&o da concentragdo de glicose

A concentragdo de glicose presente no meio reacional foi determinada
pelo método GOD-PAP, que consiste em um kit enzimatico contendo glicose
oxidase (GOD), peroxidase (POD), 4-aminofenazona (4-AF), tampéo fosfato pH
7,0 e 4- hidroxibenzoato. A oxidagdo da glicose pela glicose oxidase produz
peréxido de hidrogénio, que é oxidado por meio da peroxidase, que em conjunto
com 0 4-AF e o 4-hidroxibenzoato produzem coloracdo rosacea ou vermelha
(BOBBIO; BOBBIO, 2005; FARIA, 2021; WONG; WONG; CHEN, 2008). O kit
enzimatico utilizado foi da marca LaborLab®.

A quantificagcdo da glicose no meio reacional foi realizada pela adigdo, em
um tubo de ensaio, de 35 YL de amostra, obtida da reagcdo enzimatica, em 3,5
mL de solugdo reagente (kit enzimatico). A reacgdo foi conduzida em banho

Dubnoff (marca Bunker®, modelo NI 1232) a 37 °C por 5 min. Posteriormente,
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triplicatas de aliquotas do meio reacional foram analisadas com auxilio de
espectrofotobmetro (Edutec ®, modelo EEQ901A-B) a 505 nm, visando obter as
absorbancias e, consequentemente, determinar as concentragdes do acucar
mediante auxilio da curva analitica obtida parao método GOD-PAP® (Figura 18,
Apéndice A). Procedimento analitico similar foi realizado para a obtencédo do
branco, porém, substituindo a amostra, oriunda da reagdo enzimatica, por agua

destilada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serao apresentados de acordo com a caracterizagao dos
materiais silica gel pura (sem tratamento) e a silica gel funcionalizada com
glutaraldeido, através do método de BET, BJH e MEV.

Posteriormente, os parametros de imobilizacdo para a silica gel foram
analisados de acordo com a temperatura, pH e agitacao, a fim de se otimizar a
imobilizagao da Ftase extracelular.

A analise dos pardmetros de imobilizacdo: rendimento de imobilizagao e
atividade recuperada, foram analisados para a enzima Ftase imobilizada em
silica gelfuncionalizada com glutaraldeido, comparando-se os resultados com a
Ftase imobilizada em silica gel.

A fim de se avaliar a influéncia do substrato e obter-se os parametros
cinéticosda enzima imobilizada em silica gel e silica gel funcionalizada, avaliou-
se, para diferentes concentracbes de substrato, ambas imobilizacbes, através
dos modelos deMichaelis-Menten e o modelo de Hill.

Foram analisados, por fim, os ensaios de estabilidade térmica, frente ao
pH, aoreuso e aos ensaios de armazenamento as enzimas imobilizadas em silica

gel, e silicagel funcionalizada com glutaraldeido.

5.1 Caracterizagao fisico-quimica do biocatalisador imobilizado

Neste item, serdo analisadas as caracteristicas fisico-quimicas do
biocatalizador antes do processo de imobilizagdo, para as analises de MEV,
BET e BJH, e de IF-TR para os suportes apos a imobilizagdo com a enzima
Ftase.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) referentes a
morfologia de amostras de particulas de silica gel pura, antes da imobilizagao
enzimatica, sdo mostradas na Figura 3. Observou-se que as particulas do
suporte apresentaram uma faixa de tamanho compreendida entre 102 ym a 256
pm (Figura 4a). Verificou-se, ainda, particulas, na sua maioria, uniformes
(Figuras 3b-c). Com o aumento da micrografia (1000 x - Figura 3d; 2000 x -
Figura 3e; 5000 x - Figura 3f), foipossivel observar a presenga de uma superficie
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uniforme. Uma maior rugosidade nasuperficie do material suporte favorece a
adsorcdo, pois aumenta a area superficial disponivel para interagdes

inclusive, ndo especificas, da enzima (BLANCO et al.,2008).

Figura 3 — Micrografias eletronicas de amostras de particulas de silica gel
'.,:\,. - o - e N 4 ( ¥ ’

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Na Tabela 4 sao apresentados os resultados referentes as areas
superficiais especificas, assim como o tamanho e volume de poros para as
particulas de silica gelpura e funcionalizada. Pelo método BET (BRUNAUER,;
EMMETT; TELLER, 1938), observou-se uma redugdo de area superficial
especifica do suporte de aproximadamente 1,6 vezes quando particulas de
silica gel foram submetidas a funcionalizagdo e adi¢do dos grupos funcionais
especificos na parede do suporte, que reagiram com grupos reativos do tipo
alcoxi presentes em alcoxissilanos mono, bi outri funcionais e os silandis da
matriz do suporte, ou irdo apresentar uma forte ligagdo entre o suporte e os
grupos funcionais presentes na enzima, que é o caso do Glutaraldeido, que
atua através de ligagdes covalente segundo CARVALHO (2015).

Pelo método BJH (BARRET; JOYNER; HALLENDA, 1951), foram obtidos
tamanho de poro aproximadamente iguais para as particulas de silica gel pura
(56,92 A) e funcionalizada (59,04 A) (Tabela 4). Materiais que apresentam
particulas com tamanho de poro na faixa de 20 A a 500 A sdo classificados
como mesoporosos (JUSZCZAK et al., 2002). Silica gel mesoporosa, por
apresentar grande area de superficie, elevada porosidade, tamanho de poros
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definidos e grande volume de poros, proporciona versatilidade em adsorver
compostos especificos (GOMES; FURTADO; SOUZA, 2018). Os resultados de
caracterizagao fisica mostraram que o processo de funcionalizacdo nao afetou
significativamente as propriedades texturais do suporte, uma vez que a silica gel
apresenta elevada resisténcia mecanica e, principalmente, estabilidades térmica
e quimica (CANILHA; CARVALHO; SILVA,2006).

Tabela 4 — Caracterizagao de particulas de silica gel pura e funcionalizada, obtida pelos
métodosBET e BJH

Area superficial | Tamanho de Volume do
Suporte especifica (m?/g) poro poro
(A) (cm®(g)
- 319,6 56,92 7,50 x 102
Silica gel pura 9
Silica gel 198,9 59,04 3,59 x 1072
funcionalizada 3

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os espectros do FT-IR para o suporte silica gel (amostra A), e para a
Ftase imobilizada em silica gel(amostra B) e Ftase imobilizada em silica gel
funcionalizada com glutaraldeido (amostra C), contendo a FTase microbiana

imobilizada, estao dispostos na Figura 4.



60

Figura 4 — Espectro de infravermelho por transformada de Fourier das amostras A (silica gel
naauséncia da enzima), B (Ftase imobilizada em silica gel) e C (Ftase imobilizada em silica gel
funcionalizada)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Legenda : Amostra A ; Amostra B ; Amostra C -

O espectro de infravermelho da silica gel pura, funcionalizada e da
enzima apresentaram bandas nas regides de 1050 cm™!, 970 cm™' e 800 cm™,
respectivamente. Os picos de 1050 e 800 correspondem as vibragcdes
assimétrica e simétricas de Si-O-Si, respectivamente (AN et al., 2010; GAO et
al., 2009; LIOU; LIN,2012).

A silica gel pura e funcionalizada, ambos os suportes contendo a FTase
imobilizada, apresentaram duas regides ativas no infravermelho, a de 3300 cm™’
e 1630 cm™ A banda na regido de 3300 cm™' pode corresponder ao estiramento
de grupos N-H (aminas) da enzima, enquanto a banda na regido de
aproximadamente 1630 cm™' pode estar ligada a um conjunto de vibragbes 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, o quenao é observado na Figura 4.
A intensificagdo da banda correspondente ao estiramento N-H (aminas) pode
estar associada a uma sobreposicdo de bandas, incluindo estiramento O-H em

aproximadamente 3270 cm™'. Os resultados obtidos confirmam a presencga de
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grupos organicos da enzima na superficie dos suportes silica gel pura e
funcionalizada apds a imobilizagdo da biocatalisador por adsorcéo fisica e por
ligacdo covalente, respectivamente.

A silica apresenta-se em unidades tetraédricas SiOs4 distribuidas
aleatoriamente e unidas por pontes de siloxanos, Si-O-Si, em seu interior e
contém grupos silandis vicinais, Si-OH, e geminais, HO-Si-OH, dispersos na
superficie, os quais sao sensiveis as reag¢des que possibilitam as modificagdes
quimicas desta matriz. O glutaraldeido constréi ligagbes com estes grupos
siloxanos, e liga-se com o0s grupos aminos da enzima, adicionando uma ligagéo

covalente entre a enzima e o suporte (CARVALHO, 2015).

5.2 Otimizagcao dos parametros de imobilizagao

A fim de se estudar a influencia dos pardmetros de imobilizacdo e
otimiza-los, realizou-se um planejamento experimental, composto por 11
experimentos no qual o ponto central utilizado possuia a temperatura em 35 °C,
pH em 5,5 e agitacdo de 175rpm, conforme utilizado por Faria (2021).

Os parametros de imobilizagdo foram analisados de acordo com a matriz
de experimentos (Tabela 3), e os resultados do planejamento experimental
estdo dispostos na Tabela 5. Observou-se que os maiores valores de atividade
recuperada (AR) (9,67 £ 0,57 %) foram obtidos ao se imobilizar a enzima sob
condi¢des definidas pelo ponto central (35 °C, pH 5,5 e 175 rpm), mesmo
alcancando-se valores relativamente baixos de rendimento de imobilizagao
(12,33 £ 1,15 %). Para as melhores condigbes experimentais obtidas, verificou-
se que os valores dos parametros de imobilizacdo alcancados apresentaram
baixa variacdo, indicando, portanto, uma boa reprodutibilidade do processo. De
acordo com Rodrigues e lemma(2014), pontos centrais que apresentam altas
variagdes nao estdo devidamente controlados, o que influencia diretamente na
qualidade dos resultados obtidos com oplanejamento experimental. Faria (2021)
obteve valores de AR igual a 10 £ 1,06 % para Rl e de 85 + 6 % para Rl ao se
imobilizar FTase extracelular de A. oryzae IPT- 301 em silica gel, utilizando-se
de 35 °C, pH de 5,5 e uma velocidade de agitacdo de175 rpm. Ja Araujo et al.
(2021) obteve AR igual a 14 £ 0,5% e Rl igual a 41 + 0,9% para a mesma

enzima, nas mesmas condigdes experimentais de Faria (2021).
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Tabela 5 — Matriz do Delineamento do tipo composto central de 11 ensaios para as
respostasrendimento de imobilizagdo e atividade recuperada com valores dos fatores

reais e codificados

Temperatura pH Velocida Rendimento Atividade
(°C) de de Recuperada
Agitacao imobilizacao (At) (%)
(rpm) (A) (%)
1 25 (-1) 4,5 100(-1) 32,87 5,52
(-1)
2 45 (1) 4,5 100(-1) 33,92 4,52
(-1)
3 25 (-1) 6,5 100(-1) 15,36 1,57
(1)
4 45 (1) 6,5 100(-1) 21,02 2,50
(1)
5 25 (-1) 4,5 250(1) 30,32 7,01
(-1)
6 45 (1) 4,5 250(1) 29,67 4,59
(-1)
7 25 (1) 6,5 250(1) 21,33 6,92
(1)
8 45 (1) 6,5 250(1) 21,92 6,32
(1)
9 35(0) 5,5 175(0) 13,07 10,12
(0)
10 35(0) 5,5 175(0) 13,22 10,05
(0)
11 35(0) 5,5 175(0) 11,05 9,76
(0)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Nota-se que os maiores valores de rendimento de imobilizagédo (RI) foram

maiores para o pH de 4,5. Verifica-se ainda que, ao se imobilizar a enzima em

pH 4,5,a recuperacao de atividade apresenta valores abaixo ao de pH 5,5. Ja

em pH mais basicos nota-se uma queda no RI, mas ainda apresenta uma maior

atividade recuperada do que para pH de 4,5.

De acordo com Oliveira (2007), em pH mais acidos, a atividade de

transfrutosilacédo € prejudicada pela hidrolise acida da sacarose, fazendo-se

com que a enzima ndo consiga realizar a atividade de maneira satisfatoria,
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apresentando valores baixos de atividade recuperada para tais pH.

Isto mostra que um alto rendimento de imobilizagdo ndo implica em uma
alta atividade recuperada, ja que na analise do rendimento ndo leva em conta
que toda aenzima se aderiu na superficie do suporte, visto que, em seu calculo,
a enzima estudada esta presente no caldo sobrenadante, ndo no suporte ,
podendo esta, ter sedegradado devido ao pH mais acido, os sitios ativos da
enzima podem nao estar expostos ao substrato, ou podem ter sofrido
alteragdes em seus grupos ibnicos (SHULER; KARGI, 2002).

Esse fato ainda pode estar relacionado com a porosidade do suporte e a
possibilidade de o substrato ndo atingir os sitios ativos, considerando que a
solucdo de sacarose € viscosa, e que, para suportes hidrofilicos como a silica-
gel, pode haverformacao de agregados e de estruturas tridimensionais entre as
particulas do suporte,podendo causar uma limitagao 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 imobilizacio
de 100% e atividade recuperada de 3,8%. Entretanto, a baixa recuperacédo de
atividade pode ser compensada pela possibilidade de reuso da enzima
imobilizada.

Ao se aplicar o planejamento experimental do tipo DCC (Tabela 5),
buscou-se obter as variaveis (temperatura, pH e velocidade de agitagdo)
significativas para o processo de imobilizagdo da FTase extracelular em silica
gel pura. Foram considerados estatisticamente significativos os fatores ao nivel
de significancia de 10
% (p-valor < 0,10). Bioprocessos que envolvem enzimas e microrganismos
apresentam grande variabilidade e, portanto, recomenda-se aplicar niveis de
significancia mais elevados (RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Os efeitos do Diagrama de Pareto sado reflexos dos impactos das
variaveis de imobilizacdo nos parametros RI (Figura 5) e AR (Figura 6) ao se
considerar alta significancia e uma distribuicdo normal dos dados obtidos.
Observou-se que os fatorestemperatura, pH e velocidade de agitagdo nao foram
estatisticamente significativas para a faixa escolhida no estudo da imobilizagcéo
da FTase em silica gel pura e, portanto, ndo apresentaram influéncia
significativa nas variaveis respostas Rl (Y1) e AR (Y2) ao nivel de significancia
de 10 % (a =0,10).
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Figura 5 — Diagrama de Pareto obtido para a variavel resposta Rendimento de Imobilizacao (RI).

X1 -temperatura (em °C), X2 — pH de imobilizagdo e X3 - velocidade de agitacdo (em rpm)

Figura 6 — Diagrama de Pareto obtido para a variavel resposta Atividade Recuperada (AR).
X1 -temperatura (em °C), X2 — pH de imobilizagdo e X3 - velocidade de agitacdo (em rpm)
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Por meio dos resultados obtidos (Tabela 4), foram calculados os
coeficientes de regressédo para as variaveis respostas R/ e AR apresentados

nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Tabela 6 — Coeficientes de regressao para a variavel resposta Y1 (rendimento de

imobilizagao)

Fatores Coeficiente Erro t p-
de regressio Pagré Calculado valor
Média 21,73 2,89 7,51 0,0017
X1 (@) 0,75 3,39 0,22 0,8359
X2(b) -5,75 3,39 -1,61 0,1655
X3(c) 0,00 3,39 0,00 1,0000
X1. X2 0,75 3,39 0,22 0,8359
X1. X3 -1,00 3,39 -0,29 0,7829
X2. X3 1,50 3,39 0,44 0,6814

@ X1 - temperatura (em °C), ®) X2 - pH de imobilizagéo, e X3 - velocidade de agitagdo (em rpm).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Tabela 7 — Coeficientes de regressao para a variavel resposta Y2 (atividade recuperada)

FATORES  COEFICIENTE  ERRO T P-
DE PADRAO CALC  VALOR

REGRESSAO ”"g‘D
MEDIA 13,27 198 671 0,0026
X1 2,25 232 097 0,3870
X2(®) 0,25 2,32 0,11 0,0194
X3©) 4,00 2,32 172 0,1597
X1. X2 -0,50 232 022 0,8399
X1. X3 2,25 232 097 0,3870
X2. X3 3,25 2,32 1,40 0,2338

@ X1 - temperatura (em °C), ®) X2 - pH de imobilizagao, e X3 - velocidade de agitagdo (em rpm).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Com as respostas obtidas e, por meio da regressdo, foi descrito os

parametros Rl (Y1) (Equacdo 20) e AR (Y2) (Equacdo 21) previstos pelos

modelos em fung&o dasvariaveis de imobilizagao codificadas.

Y, =21,7340,75X; — 5,75 X; + 0,75 X1X; — X; X3+ 1,5 X; X3

Y, =1327—225X; 4+ 0,25 X, + 4 X3 — 0,5 X; Xo — 2,25 X1 X3 + 3,25 X, X3

(20)

(21)

Por meio da analise de variancia (ANOVA), foram verificados a validade

estatistica dos modelos gerados. Na Tabela 8 estdo dispostos os dados de

ANOVA para a variavel resposta Rl (Y1), cuja percentagem de variacao

explicada (R?) foi de 44,82 %. O valor do Fcar (0,5) foi inferior ao valor do Ftapelado

(6;16; 0,10) (2,94) invalidandoo modelo e impossibilitando a geragao da superficie

de resposta e da curva de contorno.

Tabela 8 — Dados de ANOVA para a variavel resposta RI (Y1)

FONTEDE  SOMADOS GRAUS QUADRAD Fcac  P-
VARIAGAO  QuADRADO DF o Vo
S LIBERD  MEDIO
ADE
REGRESSA 299, 6 49,9 05 0,760
0 5 88
RESIDUOS 368, 4 92,2
7
FALTA DE 366 2 183 137,3 0,007
AJUSTE
ERRO 2,7 2 13
PURO
TOTAL 668 1
0
R? = 44,82%

F tabelado (6;16; 0,10y = 2,94

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Na Tabela 9 estdo dispostos os dados de ANOVA para a variavel
resposta AR (Y2). Foi obtido uma percentagem de variagdo explicada (R?) de
63,22 % para o modelo e, assim como para a resposta Y1, o valor de Fcarc (1,1)
foi menor que o valor de Ftabelado (2,94), tonando o modelo estatistico invalido e,
portanto, sem possibilidadede geragao da superficie de resposta e da curva de

contorno.
Tabela 9 — Dados de ANOVA para a varidvel resposta AR (Y2)
FONTE DE SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO Fcac p-
VARIAGAO QUADRADOS LIBERDADE MEDIO valor
Regresséao 296 6 49,3 1,1 0,46
Residuos 172 4 43 °
Falta de 169,5 2 84,8 63,6 0,015
ajuste
Erro puro 2,7 2 1,3
Total 468,2 10

F tabelado (6;16; 0,10) =2,94
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Diante dos resultados apresentados para o planejamento experimental do

tipo DCC, pode-se concluir que nao foi possivel otimizar a imobilizacdo da
enzima FTaseextracelular em silica-gel, para os parametros de temperatura, pH
e de velocidade de agitagdo, mesmo apresentando uma influéncia do pH no
parametro de rendimento deimobilizagdo. Através dos diagramas de pareto e das
analises das tabelas ANOVA, osparametros individualmente nao influenciaram o
processo de imobilizacdo. Isto provavelmente se deve a uma acado destas
variaveis na transferéncia de massa e nas propriedades de difusdo, sendo
dependentes de todos os parametros em conjunto.

Apesar das variaveis de imobilizacdo ndo serem estatisticamente
significativas e, portanto, os modelos estatisticos ndo serem validados pelas
analises de variancia, os estudos subsequentes de imobilizacdo da FTase em
silica gel funcionalizada e de caracterizagdo das propriedades bioquimicas do

biocatalisador imobilizado foram realizados nas condi¢gdes experimentais do
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ponto central do planejamento de experimentos (35 °C, pH 5,5 e 175 rpm).
Ressalta-se que, para essas condicdes, foram obtidos os maiores valores para
o parametro AR.

De acordo com Ferreira (2017) e Faria (2021), o parametro de atividade
recuperada é de extrema importancia ao se estudar imobilizagcdo de enzimas,
pois elaindica o quanto da atividade inicial oferecida foi realmente aproveitada
pelo suporte. Além disso, o rendimento de imobilizagdo calcula o quanto de
enzima que foi retirada da atividade oferecida, mas n&o se calcula apenas as
enzimas ativas, como as inativastambém.

Por envolver tratamento quimico do suporte, a enzima pode sofrer uma
modificagdo no sitio ativo, fazendo com que esta tenha sua atividade
recuperada alterada (reduzida ou aumentada) (CARVALHO, 2015; ZHOU,
2013).

A atividade recuperada apresenta a atividade das enzimas imobilizadas
no suporte e uma carga maxima de enzima € muito desejavel e atraente do ponto
de vistaindustrial, pois permite alta atividade catalitica por volume do reator e,

consequentemente, uma atividade mais rapida (BLANCH, 1997).

5.3 Parametros de imobilizagao da Ftase imobilizada em silica gel e em

silica gelfuncionalizada com glutaraldeido

Os parametros de imobilizagao (Tabela 10) foram obtidos para a FTase
extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada nos suportes silica-gel pura e
funcionalizada com glutaraldeido, conforme condi¢gbes experimentais definidas
pelosensaios de planejamento experimental (item 5.2).

Tabela 10 — Parametros de imobilizagao calculados para a FTase extracelular adsorvida nos
suportes silica-gel pura e funcionalizada

Parametro de imobilizagao (em %)

Suporte
Rendimento Atividade Recuperada
(RI) (RA)
Silica-gel pura (") 12,33 £1,15 9,67 £ 0,57
Silica-gel 39,25 +1,72 6,76 * 0,65
funcionalizada (')

() os ensaios de imobilizagéo foram realizados a 35 °C, pH 5,5 e 175 rpm, na proporgéo 1:10

(massade suporte: volume de caldo de cultura).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Analisando a Tabela 10, verificou-se um aumento expressivo do
rendimento deimobilizacido, cerca de 3,5 vezes, ao se funcionalizar o suporte
inorganico com glutaraldeido. O aumento no valor desse parametro pode estar
associado, principalmente, com a insercdo de grupos reativos e/ou brago
espagador do aldeido na superficie das particulas da silica-gel, favorecendo a
imobilizagao, por ligagao covalente, da enzima no suporte (MATEO et al., 2007;
CHAUBEY et al., 2009; BARBOSA et al., 2012; SOUZA et al., 2017). A molécula
de glutaraldeido reage com o suporte e a enzima e esta, por sua vez, é
imobilizada covalentemente no suporte por reagdo com seus grupos aminos,
que se ligam aos grupos aldeidos do suporte, formando as bases de Schiff
(BARBOSA et al., 2012; SOUZA et al., 2017). Paula et al. (2008) reportaram
que a ativagdo ideal do suporte ocorre quando ha duas moléculas de
glutaraldeido por grupo amino no suporte, gerando uma estrutura reativacom os
residuos de aminoacidos da enzima, protegendo a proteina do ambiente e
podendo fazer com que a biomolécula se ligue mais facilmente ao suporte.

Com relagcdo aos valores calculados para a atividade recuperada da
FTase microbiana (Tabela 9), observou-se uma redugéo do parametro, cerca de
30% menor,para a enzima imobilizada em silica-gel funcionalizada. Apesar da
reagcao entre os grupos bifuncionais do glutaraldeido e grupos silandis do
suporte, favorecendo a estabilizacdo térmica e operacional das enzimas, o
reagente também pode ocasionarparcial inativagado e/ou redugdo da atividade
catalitica devido a alteragdo da conformacgao nativa do biocatalisador impostas
pelas ligagdes entre a enzima e os grupos reativos do suporte (ERDEMIR et al.,
2009).

Ressalta-se ainda que a imobilizagdo por ligagdo covalente propicia o
surgimento de ligagbes mais intensas entre a superficie do suporte e a enzima
e, por envolver varios pontos de contato, podendo ocorrer um aumento da
rigidez da estrutura da biomolécula, resultando na perda e/ou redugdo da
atividade enzimatica (SOUZA et al. 2017, CANILHA; CARVALHO, 2006). Deve-
se destacar também outros fatores que levam a redugdo da recuperacado de
atividade durante o processo de imobilizagdo, tais como o bloqueio dos sitios

ativos e as limitagdes difusionais, visto que o didametro dos poros do suporte
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pode afetar negativamente o fendbmeno de transferéncia de massa, tanto do
substrato quanto do produto (SOUZA et al., 2017; GARCIA-GALAN et al., 2011).

Vale ressaltar que Silva (2021) estudou a FTase obtida através do fungo
Aspergillus oryzae IPT-301 soluvel e obteve que este apresenta uma perda de
atividade de 50% em 6 horas de armazenamento. Devido a isso, a atividade
recuperada apresentou valores abaixo do esperado, pois muitas enzimas que

se adsorveram aos suportes, ja ndo estavam apresentando atividade.

Como notado anteriormente, o suporte ativado com glutaraldeido foi
maior do que a silica pura quanto ao tamanho de poros, assim sugere-se que a
carga proteica aceita por esse suporte também €& maior. De acordo com a
literatura o maior tamanhode poros possibilita um maior contato da enzima com
o substrato e uma maior protecdo que o suporte fornece a enzima aos meios
reacionais com condigdes mais adversas (CARVALHO, 2015).

Consonante, os dados mostram que o rendimento de imobilizacédo
determina que FTase imobilizada em silica gel funcionalizada com glutaraldeido
foi maior do que a mesma imobilizada em silica pura por adsorcao fisica. Os
parametros determinados sugerem que a proteina € mais estavel quando
imobilizada com a modificagdo do suporte, uma vez que o rendimento de
imobilizacao € de 39,25%, enquanto orendimento de imobilizacdo para a enzima

imobilizada em silica gel é de 12,33%.

5.4 Influéncia da concentragcao de sacarose na atividade enzimatica e

parametros cinéticos

Os efeitos da concentracao de sacarose na atividade de transfrutosilacado
(AT) da FTase imobilizada nos suportes silica-gel pura e funcionalizada sao
mostrados naFigura 7.

Figura 7 — Influéncia da concentracao de substrato na atividade de transfrutosilacéo para a
FTaseextracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada nos suportes silica gel pura e
funcionalizada. A atividade maxima foi definida como 100 % de atividade relativa (2,56 + 0,25
U/g). Condigbes reacionais: solugédo de sacarose 20, 30, 40, 47, 50, 60% (m.v-') em tamp&ao
tris-acetato (pH 5,5)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Legenda: Silica gel funcionalizada com glutaraldeido- ; Silica gel pura 4.

Os maiores valores de At foram obtidos para a concentragéo de sacarose
acima de 400 g L' e as atividades maximas (1,50 + 0,09 U g'e 2,06 + 0,05 g L
para as enzimas imobilizadas em silica gel pura e funcionalizada,
respectivamente) ocorreram a 470 g L™ para a enzima imobilizada em ambos os
suportes. Os menores valores de At foram alcangados para concentragbes
menores que 300 g L' do substrato. Hidaka et al. (1988), Jung et al. (1989)
reportaram diminuicdo de At de FTase Asperqgillus niger para concentragdes de
sacarose abaixo de 50 % (m v'). Fariaet al. (2021) também obtiveram baixos
valores de Atrde FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel para uma
faixa de concentragdo de sacarose compreendidaentre 200 g L-"a 300 g L-'. Os
resultados apresentados (Figura 7) corroboraram com os estudos de Cunha et
al. (2019) ao se avaliar os perfis de atividade da FTase soluvelde A. oryzae IPT-
301, sugerindo que a imobilizagdo dessa enzima microbiana nos suportes silica-
gel pura e funcionalizada nao modificou a concentragdo de substrato para a
obtencdo do maximo valor de Ar.

Para concentragdes de 600 g.L" foi verificada uma pequena redugéo da
atividade enzimatica, possivelmente ocasionada pela inibicdo dos sitios ativos
do biocatalisador pela sacarose. Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) reportaram
inibicdo pelo substrato na atividade enzimatica de FTase extracelular de

Rhodotorula sp. imobilizada por adsorcdo em suporte constituido por nidbio-
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grafite. Similarmente, Alvarado-Huallanco e Maugeri (2010) também reportaram
efeitos de inibicao pelo substrato para a FTase soluvel de Rhodotorula sp. para
concentragdes de sacarose acima de 70 % (m v').

As Figuras 8 e 9 mostram os dados das atividades de transfrutosilagao e
os ajustes dos modelos cinéticos de Michaelis-Menten e corporativo de Hill para
a determinacdo dos parametros cinéticos do biocatalisador imobilizado em

silica-gel pura e funcionalizada, respectivamente.

Figura 8 — Ajuste dos modelos cinéticos de Michaelis-Menten e de Hill aos dados
experimentais deatividade de transfrutosilagdo da enzima FTase extracelular de A. oryzae
IPT-301 imobilizada em silica gel pura
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Legenda:Atividade de transfrutosilacdo »; Modelo de Hill —; Modelo de Michaelis-Menten —.

Figura 9 — Ajuste dos modelos cinéticos de Michaelis-Menten e de Hill aos dados
experimentais deatividade de transfrutosilagdo da enzima FTase extracelular de A. oryzae IPT-
301 imobilizada em silica gel funcionalizada
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Os parametros cinéticos estimados para ambos os modelos, assim como

seusrespectivos coeficientes de determinagéao, estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros cinéticos obtidos para a FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada em
silica-gel pura (P) e funcionalizada (F)

" o Modelo cinético
Parametro cinético

Michaelis- Hill
Menten
+ +
Vmix (U g71) P 2,56 £ 0,65 1,46 £ 0,03
F 2,52+0,16 2,12+ 0,25
P 339 £160,7 186 £ 3,24
Km (g
L") F 124 £ 33,78 129 £ 34,55
P 7,11 £ 2,14
n -
F 2,18 £ 1,51
P 0,83 0,99
R2
F 0,88 0,90

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A partir da comparagcdao dos modelos e de seus coeficientes de
determinacao, foi possivel constatar que o modelo que melhor explica a atividade

enzimatica da silicagel pura e funcionalizada € o modelo de Hill (R* de 0,99 e

73
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0,9 respectivamente). Segundo Ghazi et al. (2007), enzimas com atividade de
transferéncia de grupos frutosil, em geral, sdo bem descritas pela cinética de
Hill, indicando a presenc¢a de fendmenos de cooperatividade entre enzima e
substrato.

Para ambos os suportes, nota-se um n maior que 1 no modelo de Hill,
que representa uma cooperatividade positiva, indicando que a afinidade dos
demais sitios ativos da enzima com o substrato aumenta apds a reacédo da
primeira molécula de substrato com o sitio ativo. Segundo Weiss (1997), isso
ocorre em enzimas com maisde um sitio catalitico e varias subunidades.

O baixo Vmax pode ser atribuido ao baixo transporte de massa ou
aprisionamento de moléculas de sacarose dentro dos poros da silica, o que
limita a agao do sitio ativo em moléculas de substrato (CHIANG et al. 1997).

Sabe-se que Km representa a concentragdo de sacarose a qual a
velocidade de reacdo é a metade da velocidade maxima. Os valores para o
modelo de Hill e Michaelis-Menten estdo equivalentes aos obtidos por Faria
(2021) ao estudar a imobilizagdo da FTase em silica pura (204,2 + 4,0 g. L ).
Faria (2021) ainda obteve um Vmax de 1,45 + 0,03, muito préximo ao 1,46 + 0,03
e 2,12 + 0,25 (Silica pura e funcionalizada, respectivamente) obtidos neste
trabalho.

Nota-se, ainda, um Km inferior para a enzima Ftase imobilizada em silica
gel funcionalizada com glutaraldeido, indicando uma maior afinidade entre a
enzima e o substrato, pois leva-se menos tempo para atingir-se a concentragéo
maxima.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) ao imobilizar a frutosiltransferase de
Rhodotorula sp. em minério de nidbio, obtiveram uma cinética correspondente a
inibicado por substrato, tal comportamento € comum em enzimas imobilizadas,
devidoa limitagdes difusionais e efeitos de particao de prétons (CHIANG et al.,
1997). Cunha (2019) estudou a cinética enzimatica da FTase extracelular de
Aspergillus oryzae IPT-301 livre, e constatou que a enzima segue o modelo

hiperbdlico de Michaelis-Menten.

5.5 Estabilidade térmica da enzima imobilizada em silica-gel e

imobilizada emsilica gel funcionalizada
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A estabilidade térmica da enzima FTase imobilizada em silica-gel pura e

funcionalizada foi determinada para uma faixa de temperatura compreendida

entre 30°C e 60 °C ao decorrer de 16 h de incubacdo do biocatalisador na

auséncia de substrato. As Figuras 10 e 11

mostram a atividade de

transfrutosilagdo remanescenteapds o tratamento térmico da enzima imobilizada

nos suportes silica-gel pura e funcionalizada, respectivamente.

Figura 10 — Estabilidade térmica da FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel pura
ao decorrer de 16 h de incubacéo para diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C).
Condigbesreacionais: solugao de sacarose 47 % (m v-1) em tampéo tris-acetato (pH 5,5)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Legenda: 30°C =;40°C o ;50°C A ;60°Cv.

;60°C

Figura 11 — Estabilidade térmica da FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel
funcionalizada ao decorrer de 16 h de incubacgao para diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C,
50 °C e60 °C). Condigcdes reacionais: solu¢do de sacarose 47 % (m v-1) em tampé&o tris

acetato (pH 5,5)
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A FTase imobilizada em silica-gel funcionalizada mostrou maior retengao
de atividade de transfrutosilagédo que a enzima adsorvida em silica-gel pura para
as temperaturas de incubacéo avaliadas. A maior retengcédo de At foi observada
para a FTase incubada a 30 °C. Para essa temperatura, a FTase imobilizada em
silica-gel funcionalizada apresentou atividade residual acima de 70 % apds 16 h
de incubacgado, ao passo que o biocatalisador imobilizado em silica-gel pura
mostrou atividade residual de 20 % para o mesmo tempo de incubagao.
Observou-se ainda que, apds 4h de incubacéao, para as temperaturas de 40 °C e
50 °C, a FTase imobilizada em silica-gel funcionalizada apresentou At maior que
50 %, enquanto a enzima imobilizada no suporte puro reteve apenas 30 % de
atividade. Para temperatura de 60 °C, foram observadas as maiores reducgdes
de atividade enzimatica nos tempos de incubacao avaliados, mostrando que a
FTase imobilizada por adsorcéao fisica e ligagdo covalente, sofreu denaturagéo
térmica com retengcédo de atividade de aproximadamente 10 % apos 16 h de
incubacao.

Soares et al. (1999) caracterizaram a lipase de Candida rugosa
imobilizada emsilica de porosidade controlada, por ligagdo covalente, e, para
uma faixa de temperatura de 40°C a 60°C, concluiram que a imobilizagao
aumentou a estabilidade térmica da enzima. Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010)
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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.

Ferreira (2018) estudou a estabilidade térmica para a lipase imobilizada
vinda do Geotrichum candidum para a faixa de temperatura de 35 a 50°C, e
obteve que a imobilizagdo da lipase no suporte MANAE-agarose aumentou o
tempo de meia vida em relagcdo a enzima solucdo para todas as temperaturas
estudadas. Ja Oliveira (2020) estudou a estabilidade térmica da FTase
imobilizada em nano particulas magnéticas de FesOas-quitosana, obtida através
do fungo Aspergillus aculeatus na faixa de temperatura de 20 a 80°C. Os
resultados indicaram alta termo estabilidade em temperaturas comumente
usadas para a produgao de frutooligossacarideos.

Silva (2021) avaliou a estabilidade térmica da enzima FTase soluvel
obtida através de um meio de cultivo submerso com o fungo Aspergillus oryzae
IPT-301 paraa faixa de 30 a 60°C por 8 horas, e obteve uma atividade residual
de até 80% para a temperatura de 30°C. Faria (2021) estudou a estabilidade
térmica para a mesma enzima, mas imobilizada em silica gel pura nas faixas de
temperatura de 30 a 60°C durante 17 horas e obteve uma estabilidade superior

a enzima soluvel.

As constantes de desativacdo térmica de primeira ordem (kd, em min™)
para asdiferentes temperaturas de incubac&o foram obtidas por regressdo nao-
linear a partirdo modelo de Sadana e Henley (1987), ao passo que a energia de
ativacdo para a denaturagdo térmica (Ep, em kJ mol™") foi determinada pela

linearizagdo da Equagédo de Arrhenius (Figuras 12 e 13).

Figura 12 — Determinagédo da energia de ativagdo para a denaturagao térmica (ED). A
equacaode Arrhenius de In (kd) versus (T-") foi utilizada para estimar ED da FTase extracelular de

A. oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel funcionalizada com glutaraldeido
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Figura 13 — Determinagéo da energia de ativagéo para a denaturagéo térmica (ED). A

equacao de Arrhenius de In (kq) versus (T-') foi utilizada para estimar ED da FTase extracelular
de A. oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel pura
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os parametros termodinamicos da FTase imobilizada em silica-gel pura e
funcionalizada foram calculados a partir das curvas de inativacdo térmica e

estao dispostos na Tabela 12.

Tabela 12 — Parémetros termodindmicos para a FTase imobilizada em silica gel pura e
funcionalizada para diferentes temperaturas de incubacao
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Parametros Temperatura °C
FTase 30 40 50 60
R? P 0,77 0,82 0,77 0,86
F 0,98 0,99 0,98 0,99
Ka (min™) P 0,0042 0,0049 0,0050 0,0058
F 0,0006 0,0019 0,0021 0,0096
t1/2 (min) P 164,00 141,44 136,79 118,45
F 1089,77 351,51 316,88 71,85
Eq (kJ/mol) P 8,47
F 69,15
AHg* P 5,95 5,86 5,78 5,70
(kJ/mol) F 66,6 66,5 66,46 66,38
AGqy* P 98,38 101,33 104,56 107,48
(kJ/mol) F 103,16 103,70 106,81 106,09
AS4* P -0,30 -0,30 -0,30 -0,30
(kd/mol.K) F -0,12 -0,11 -0,12  -0,11

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

O tempo de meia-vida (t1/2) € o tempo necessario para que a atividade
da enzima caia para 50% da atividade original na temperatura dada (SAQIB et
al. 2010). Um valor elevado do tempo de meia-vida € uma indicagao de que o
biocatalisador pode aguentar essa temperatura por mais tempo (GRIFFIN et al.
1984; SAQIB et al. 2010). Portanto, € um parédmetro econdmico importante na
aplicagao industrial, porque quanto maior o valor de t1 /2, maior sera o termo
estabilidade da enzima (MARANGONI, 2003; SOUZA et al. 2015).

Da tabela 9, consegue-se analisar que para todas as temperaturas,
menos 60°C, o tempo de meia vida foi superior quando se imobiliza em silica
gel funcionalizada. Este fato indica uma maior estabilidade da FTase quando
imobilizadanesta condigado. O maior tempo de meia vida, quando se imobiliza com
a silica ativada,deve-se ao fato de o glutaraldeido realizar ligagbes covalentes
com a enzima, sendo esta ligagdo mais forte que a formada quando a enzima
se liga a silica pura (ligagao por adsorgao) (FERREIRA, 2018).

Desta forma, pode-se dizer que a enzima quando imobilizada em silica
funcionalizada, apresentou estabilidade de 6,65, 2,48, 2,32 e 0,61 vezes nas

temperaturas de 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, respectivamente, em relacdo a FTase
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imobilizada na silica pura. Nota-se, também, que o tempo de meia vida cai com
o0 aumento da temperatura, indicando que a enzima sofre denaturacdo mais
rapidamente com o aumento da temperatura.

Maugieri (2011) estudou a estabilidade térmica da FTase extracelular,
obtida através de Rhodotorula sp., imobilizada em nidbio. A imobilizacao
apresentou maior estabilidade térmica comparada com a enzima livre, na
temperatura de 47 a 51°C, emum pH de 6,0. O tempo de meia vida aumentou 4
vezes quando se comparada a enzima livre.

Como se sabe, a energia de desativagédo térmica (Ed) e a quantidade
minima de energia necessaria para que a enzima se denature. Portanto, altos
valores deste parametro indica uma maior estabilidade térmica (Saqib et al.
2010; Ferreira et al. 2018). Através da tabela 9, observamos que a FTase
imobilizada em silica gel funcionalizada (69,15 kJ/mol) apresentou uma energia
de desativacao térmica 8 vezes maior que quando imobilizada em silica pura
(8,47 kdJ/mol), indicando, entdo, uma maior estabilidade térmica.

A energia de desativagao esta diretamente relacionada a entalpia de
denaturacédo (AHg*) que € um parametro termodindmico muito importante para
avaliaro total de energia necessario para denaturar a enzima, como pode ser
observado na equacéao (9) (MARANGONI, 2003). Valores altos e positivos de Ed
e AHq¢* indica alta estabilidade térmica da enzima (SOUZA et al. 2015;
FERREIRA et al. 2018). Para todas as temperaturas, notou-se um maior AHq*
para a FTase imobilizada em silica gel funcionalizada (11 vezes maior),
indicando uma maior estabilidade térmica da enzima aderida ao suporte através
da ligagao covalente.

A denaturacio térmica de uma enzima também depende da entropia do
sistema (ASq*), 0 qual expressa a quantidade de energia pela temperatura
necessariapara transitar de um estado ativo para um estado de denaturagéo da
enzima (MARANGONI, 2003; SOUZA et al. 2015). Sabe-se que a abertura da
estrutura da enzima é acompanhada de um aumento da entropia do sistema.
Porém, os valores negativos obtidos, tanto para a silica pura quanto para a
funcionalizada, indicam um estado mais ordenado da enzima (GARCIA, 2018),
indicando que o processo de denaturacido térmica nao € um processo natural,

sendo necessario uma demanda de energia (Ed) para que a enzima atinja o
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estado de denaturagao (SAQIB et al., 2010).

Além disso, o aumento da temperatura pode enfraquecer as ligagoes
polares entre a enzima e o suporte, mas fortalecem as interagdes hidrofdbicas.
Isso também pode explicar os valores negativos para ASq* obtidos, sendo que a
uma maior tendéncia da enzima se contrair devido as interagdes hidrofébicas do
que ela se denaturar devido as fracas interacdes polares em altas temperaturas
(Siddiqui et al. 1997).

A energia livre de Gibbs (AG4*) é o parametro mais confiavel para avaliar
a estabilidade térmica deum biocatalisador, pois considera as contribuicbes da
entalpiae da entropia (SAQIB et al. 2010; SOUZA et al. 2015). Valores elevados
deste parametro indicam elevada termo estabilidade, que significa um aumento
na resisténcia a denaturacdo da enzima pela temperatura. Isto pode ser
observado quando se imobiliza em silica funcionalizada, ja que apresenta valores
maiores do que quando imobilizada em silica pura. Vale ressaltar que todos os
valores de AGd* obtidos s&o positivos, indicando que a transicdo da enzima do
seu estado natural parao estado de denaturacdo ndo € um processo natural
(GONGCALVES, 2020).

Faria (2021) estudou a estabilidade térmica da FTase imobilizada em
silica gel pura, comparando com a enzima livre, e obteve que o processo de
imobilizagdo aumentou a estabilidade da enzima, apresentando maiores valores
de meia vida, de energia de denaturagédo térmica (Ed) e de energia de Gibbs
(AGd¥).

Os valores obtidos na tabela 9 indicam que a imobilizacdo da FTase em
silica gel funcionalizada com glutaraldeido aumenta a estabilidade térmica e o
tempo de meia vida quando comparada com a imobilizagdo em silica gel pura. A
presencga do glutaraldeido cria ligagdes covalentes, mais fortes que as ligagées
fisicas apresentadas pela enzima na silica pura, podendo, assim, “proteger”
mais a enzima dos efeitos da temperatura (CARVALHO, 2015).

5.6 Efeito do pH na estabilidade da enzima imobilizada

O FTase imobilizado em silica gel apresentou maior estabilidade a
variagdes de pH do que a FTase soluvel em a maioria dos valores de pH

testados. Os resultadosobtidos se encontram na figura 14.
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Figura 14 — Estabilidade da enzima FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada em
silica-gel pura e funcionalizada apds 24 h de incubacgdo a 4 °C para diferentes valores de pH.
Condigdes reacionais: solugao de sacarose 47 % (m v-1), 190 rpm, tampao tris-acetato.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Legenda: Silica gel funcionalizada com glutaraldeido- ; Silica gel pura 4.

A partir da figura 14, foi possivel observar uma maior estabilidade da
enzima imobilizada em pH de 5,5 a 6,5, obtendo-se Ar relativa acima de 80%.
Nota-se, também, que para pH mais acidos, como o de 4,5 e 5, houve uma
queda mais brusca na At, sendo esta queda mais acentuada para a enzima
imobilizada em silica gel pura,mostrando que a funcionalizagdo do suporte com
glutaraldeido confere maior estabilidade a enzima, devido as ligagdes
covalentes (Carvalho, 2015).

Geralmente, as enzimas possuem grupos idnicos em seus sitios ativos,
que necessitam de condi¢cdes 6timas e especificas de pH para atuarem de
forma satisfatéria. O pH do meio influencia diretamente na reagcdo, modificando a
distribuicdode cargas da molécula enzimatica, do substrato, das coenzimas e
dos produtos (VERMA et al. 2019). O método de imobilizagdo por ligagdes
covalentes, se baseia na retencdo de enzimas na superficie do suporte,
formando ligagdes fortes, podendo modificar as conformagbdes da enzima,
deixando-a mais protegida a pH mais indspitos (CARVALHO, 2015; ZHOU,
2013).

Tal resultado se mostra atrativo industrialmente, uma vez que enzimas
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estaveisa uma ampla faixa de pH tém como vantagens a redugéo de custo com
estocagem e sdo viaveis para aplicacdo industrial (XU et al., 2015). Oliveira
(2007) obteve picos maximos de atividade em pH 4,5 e 6, para a enzima FTase
imobilizada em minério de nidbio. A explicagao para tal variacdo se deu ao
comportamento da carga negativa dosuporte.

Cunha (2019) avaliou a influéncia do pH na atividade de transfrutosilagao
da FTase extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 e apresentou uma melhor
estabilidade a pH 6,0. Ja Faria (2021) estudou a FTase imobilizada em silica
pura e obteve uma faixa 6tima de pH entre 5,0 e 6,0.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010) estudaram a imobilizacdo de FTase de
Rhodotorula sp. por adsorgdo em minério de nidbio. A enzima imobilizada
mostrou alta atividade e boa estabilidade em Valores de pH de 4,5 e 6,0.
Onderkova” et al. (2007) relatou a estabilidade da FTase imobilizada de
Aureobasidium pullulans CCY 27-1-94 em um acrilico. Apés uma incubacio de
1 hora, a enzima mostrou atividade em pH de 3 a 6 com valor relativo de At
85%.

5.7 Estabilidade operacional da enzima imobilizada

A estabilidade operacional durante o reciclo da A FTase imobilizada em

particulas de silica gel pura e funcionalizada € mostrada na figura 15.
Figura 15 — Estabilidade operacional da enzima FTase de A. oryzae IPT-301
imobilizada em silica-gel pura e funcionalizada avaliada durante ciclos reacionais
consecutivos em batelada. A atividade maxima (3,95 + 0,23 U g') foi definida como 100 %

de atividade relativa.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Legenda: Silica gel funcionalizada com glutaraldeido Il ; Silica gel pura EZZ2.

Através da figura 15, nota-se uma queda na Ar relativa, para a enzima
imobilizada no suporte funcionalizado, do primeiro para o segundo ciclo, obtendo
umaatividade de 70%. Mas apds este ciclo, a At se mantem em uma constante
até o quintociclo, apresentando uma queda de 5% apéds ele. No final do oitavo
ciclo, a enzima imobilizada em silica gel funcionalizada apresentou uma
atividade relativamente alta, com cerca de 50 % da atividade inicial, ao ser
comparada com a Ftase imobilizada em silica gel, que apés os 8 ciclos
apresentou atividade relativa de aproximadamente 25%.

Para a FTase imobilizada em silica gel pura, nota-se uma estabilidade no
primeiro para o segundo ciclo, acompanhado de uma queda de 40% no terceiro
ciclo,estabilizando-se até o quinto ciclo e caindo novamente no sexto. Ao término
do oitavo ciclo, a FTase imobilizada em silica gel pura apresentou uma At
relativa um pouco acima de 20%.

Com isso, é possivel determinar que a funcionalizagdo do suporte com o
glutaraldeido aumenta a estabilidade enzimatica ao reuso, possibilitando de se
reutilizar o biocatalisador por até 8 ciclos sem perdas expressivas de atividade
(FARIA, 2021). Vale ressaltar que os resultados de estabilidade operacional
corroboram com os resultados de meia-vida obtidos, visto que a enzima
imobilizada no suporte funcionalizado apresentou uma menor queda na
atividade.

Arrasto de enzima €& uma das principais limitacbes da imobilizagao
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enzimatica por adsor¢ao devido a fraca interagao (van der Waals, hidrogénio e

hidrofébico forcas)

entre a enzima e o suporte. Por esta razao, a funcionalizacdo do suporte silica
gel com glutaraldeido se faz de extrema importancia, acrescentando uma
ligacao mais forte (covalente) ao biocatalisador.

Sugahara e Varea (2014) relataram a reutilizagdo da lipase extracelular
de Beauveria bassiana, imobilizada por adsorgao em silica, por quatro ciclos de
reacdo com 80,8% da atividade restante. Faria (2021) imobilizou FTase
extracelular em silicagel pura e obteve uma estabilidade de até 2 ciclos sem
perdas expressivas.

Soares et al (1999) imobilizaram a lipase de Candida rugosa, por
ligacao covalente, em silica de porosidade controlada, obtendo resultados
atrativos paraprocessos continuos, visto que o biocatalisador foi reutilizado em
vinte ciclos, apresentando queda no quarto ciclo, mas com atividade
expressiva até o vigésimociclo. Yun e Song (1996) estudaram a producgéo
continua de FOS através da FTase imobilizada em uma resina porosa, e
obtiveram uma queda de 8% em 30 dias de uso.Por fim, neste estudo pode-se
verificar que a modificagdo que o glutaraldeido apresentou na silica gel ocorreu
por meio de adi¢do dos grupos funcionais especificosna parede do suporte, que
reagiram com grupos reativos do tipo alcoxi presentes emalcoxissilanos mono,
bi ou tri funcionais e os silandis da matriz do suporte,apresentando uma forte
ligacdo entre o suporte e os grupos funcionais presentes na enzima
(CARVALHO, 2015).

5.8 Estabilidade frente ao armazenamento da enzima imobilizada

Os resultados de estabilidade frente ao armazenamento da FTase

imobilizadaem silica gel pura e funcionalizada sdo mostrados na Figura 16.
Figura 16 — Estabilidade frente ao armazenamento da FTase de A. oryzae IPT-301
imobilizada em silica gel pura e funcionalizada. A atividade maxima (6,89 + 0,75 U g) foi

definida como 100 % deatividade relativa
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
Legenda: Silica gel funcionalizada com glutaraldeido Il ; Silica gel pura 2.

Observou-se uma queda brusca na Ar relativa apés o primeiro dia de
armazenamento da enzima imobilizada em ambos os suportes, obtendo uma
atividade de transfrutosilagdo de aproximadamente 40% da atividade inicial. A
partir do segundodia a queda da atividade mostrou-se mais acentuada para a
FTase imobilizada em silica gel pura.

Ao término do quarto dia, ambos suportes apresentam baixas atividades
relativas, sendo a Ar relativa da enzima no suporte funcionalizado de 6 % e na
silica gel pura de 1,5 %. Mesmo com a elevada queda, a enzima imobilizada em
silica gel funcionalizada apresentou uma maior estabilidade frente ao
armazenamento, visto que a imobilizagdo covalente, que a silica gel
funcionalizada com glutaraldeido apresenta, proporciona uma ligacdo mais
duradoura e evita a perda por lixiviagdo quando entra em contato com o
solvente, aumentando assim a estabilidade a longo prazo (PAGAN et al., 2015).

Silva et al. (2021) estudaram o armazenamento da FTase
extracelular deAspergillus oryzae IPT-301, e mostrou que a At da enzima
soluvel reduziu em até 45 % da atividade inicial ao se armazenar o
biocatalisador por 9 horas sob refrigeracdo, ressaltando a importancia de se
imobilizar a enzima para obter maiores estabilidades. Li (2009) estudou a
imobilizagdo de b-glucuronidase em microparticulas de CaCOs encapsuladas
em alginato e apresentou atividade de 67% da atividade inicialapés 27 dias,

sendo que o biocatalizador foi armazenado em uma solugédo de 0,9 M de



87

bicalina dissolvida em tris-HCI (30 M e pH 7,0) na temperatura de 37°C.

JANG (2021) pesquisou a estabilidade ao armazenamento da enzima -
1,3-1,4- glucanase com acido poli-y-glutamico produzido por Bacillus sp. SJ-10
em diferentes temperaturas (4°C, 25°C e 50°C). Os resultados mostram que a
enzima imobilizada com poli-y-glutdmico aumentou a estabilidade quando

comparada coma enzima soluvel.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a enzima FTase
extracelular de A. oryzae IPT-301 foi satisfatoriamente imobilizada nos suportes
silica- gel pura, por adsorgédo fisica e silica-gel funcionalizada, por ligagcédo
covalente. Resultados do FTI-R mostraram que a enzima FTase extracelular foi
imobilizada nossuportes silica gel pura e funcionalizada com glutaraldeido. Ja
os resultados do MEV apresentaram que as particulas do suporte possuem na
faixa de tamanho compreendida entre 102 ym a 256 pm. Verificou-se, ainda, a
presenca de um soélido inorganico amorfo e particulas com uma superficie
uniforme e rugosa.

Pelo método BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938), observou-se
uma reducao de area superficial especifica do suporte de aproximadamente 1,6
vezes quando particulas de silica gel foram submetidas a funcionalizagdo. Ja
pelo método BJH (BARRET; JOYNER; HALLENDA, 1951), foram obtidos
tamanho de poro aproximadamente iguais para as particulas de silica gel pura
(56,92 A) e funcionalizada (59,04 A).

Estudos de planejamento de experimentos do tipo DCC mostraram que
as variaveis (temperatura, pH e velocidade de reagdo) n&o foram
estatisticamente significativas para o processo de imobilizagdo da FTase em
silica gel pura. No entanto,definiu-se o ponto central (35°C, pH 5,5 e 175 rpm) do
planejamento como condigdo experimental por fornecer os maiores valores de
atividade recuperada da enzima.

Realizou-se, também, o estudo de rendimento de imobilizagao e atividade
recuperada para a silica gel funcionalizada em glutaraldeido, em comparagao
com a FTase imobilizada em silica gel pura. A enzima imobilizada no suporte
funcionalizado apresentou um rendimento de imobilizagdo maior que a enzima
imobilizada em silicagel pura, mas, em compensagao, o suporte em sua forma
pura apresentou uma maior atividade recuperada. O glutaraldeido, apesar de
ligar-se a enzima com uma ligagao mais forte (covalente), pode ocasionar uma
modificagdo conformacional alterando a estrutura tridimensional do sitio ativo da
enzima, tornando partes da molécula enzimatica inacessiveis.

Foi realizado um estudo sobre a concentracao de substrato ideal para as

reacbes com a enzima imobilizada, que deve estar entre os valores de 400 a
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600 g.L'. Em relagdo a cinética da FTase imobilizada em silica-gel pura e
funcionalizada, o modelo que melhor se ajustou aos dados foi 0 modelo de Hill
para a silica pura e a silica gel funcionalizada.

Os ensaios de estabilidade térmica foram ajustados de acordo com o
modelo de Sadana-Hanley, e os parametros termodinamicos foram obtidos para
a FTase imobilizada em silica gel pura e funcionalizada, sendo que a enzima
imobilizada no suporte funcionalizado apresentou uma maior estabilidade a
variagdo de temperatura, um maior tempo de meia vida e uma energia de
desativacgdo oito vezes maior que a enzima imobilizada em silica gel pura.

Realizou-se os ensaios de estabilidade ao pH, e a enzima imobilizada em
silicagel funcionalizada com glutaraldeido apresentou uma maior estabilidade,
principalmente em pH mais acidos, quando comparada com a FTase
imobilizada em silica gel pura.

Com os ensaios de estabilidade operacional foi possivel observar que a
enzima imobilizada em silica gel funcionalizada com glutaraldeido apresentou
atividade de transfrutosilacdo relativa de até 50% com oito ciclos de reacéo,
enquanto a enzima imobilizada em silica gel pura apresentou atividade
recuperada de 25% da atividade inicial. Tal resultado € atrativo para processos
industriais, uma vez que com a imobilizacdo é possivel reutilizar a FTase
extracelular com uma menor perda de atividade.

A FTase imobilizada em silica gel funcionalizada apresentou uma
atividade recuperada de aproximadamente 5% apds 4 dias de imobilizagao,

sendo este numerosuperior ao da enzima imobilizada em silica gel pura.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a estabilidade de armazenamento da FTase imobilizada em
silica gel pura e funcionalizada em relagdo a diferentes temperaturas
utilizando diversosagentes estabilizantes;

Estudar a aplicacdo da FTase imobilizada em silica gel pura e
funcionalizada em reatores de leito fixo para a producdo continua de
FOS;

Estudar processos de separacdo e purificacdo da enzima FTase
extracelular para aumento da carga enzimatica durante o processo de
imobilizacao;

Estudar os efeitos da carga ibnica no processo de imobilizagédo da FTase

extracelular.
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APENDICE A - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE AGCUCARES REDUTORES
E GLICOSE

Figura 16 — Curva analitica obtida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosilicilico) para a determinagao
da concentragao de agucares redutores (AR)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 17 — Curva analitica obtida pelo método GOD-PAP para a determinagado das concentragdes

de glicose (G)

- | (6] = 16907(Abs) - 426,3 [umol/L) ®
~ 2=
3 s000 - R? = 0,998
a
=
K
o
3‘2000 !
c
g 1000 -
S

o ‘ . . v v v v

0O 005 01 015 02 025 03 035 04

Absorvancia

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).



