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RESUMO

Os frutooligossacarideos (FOS) sao acucares prebidticos e, portanto, benéficos a
saude e nutricdo humana. Esses acucares apresentam baixo teor calérico e podem
ser consumidos por pessoas diabéticas, além de ser grande potencial de aplicacdo na
industria alimenticia podem ser substitutos por aclcares convencionais. A sintese
enzimatica de FOS ocorre pela atividade de transfrutosilacdo (A1) em moléculas de
sacarose, por meio da enzima microbiana frutosiltransferase (FTase, E.C. 2.4.1.9),
sendo que as FTases podem ser produzidas a partir do fungo Aspergillus oryzae IPT-
301 por meio do cultivo celular submerso. Deste modo, este trabalho teve como
objetivo estudar a imobilizacdo da frutosiltransferase em pecas de Oxido de zinco
(ZnO) por meio da adsorcao fisica. Os parametros de imobilizagdo em 6xido de zinco
apresentaram um rendimento de imobilizacdo de 38,00% e uma atividade recuperada
de 3,22%. O estudo do efeito de concentracdo mostrou que a maior atividade foi
atingida para concentracéo de 600 g. L* de substrato, tendo ajuste ao modelo de Hill.
O ensaio de estabilidade ao pH indicou que o biocatalisador apresenta maiores
estabilidades em pH entre 6,0 e 6,5. A estabilidade térmica do biocatalisador néao foi
expressiva em comparagdo a enzima soltvel; portanto, apresentou tempo de meio-
vida em 1,70 vezes que a enzima sollvel a 30°C. A enzima imobilizada apresentou
estabilidade ao armazenamento com atividade relativa acima de 75% ap0s 2 dias. Os
estudos de caracterizacao fisico-quimico comprovaram a imobilizacdo da enzima na
superficie do suporte, corroborando com uma imobilizacao satisfatéria da FTase.

Palavras-chave: frutosiltransferase; Aspergillus; imobilizacdo; O6xido de zinco;
caracterizacdo enzimatica.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are prebiotic sugars and therefore beneficial to human
health and nutrition. These sugars have a low caloric content and can be consumed
by diabetic people, in addition to having great potential for application in the food
industry, they can be substitutes for conventional sugars. The enzymatic synthesis of
FOS occurs through the activity of transfructosylation (At) in sucrose molecules,
through the microbial enzyme fructosyltransferase (FTase, E.C. 2.4.1.9), and FTases
can be produced from the fungus Aspergillus oryzae IPT-301 by submerged cell
culture medium. Thus, this work aimed to study the immobilization of
fructosyltransferase in pieces of zinc oxide (ZnO) through physical adsorption. The
immobilization parameters in zinc oxide showed an immobilization yield of 38.00% and
a recovered activity of 3.22%. The concentration effect study showed that the highest
activity was achieved for a concentration of 600 g. L™ of substrate, having fit to the Hill
model. The pH stability test indicated that the biocatalyst has greater stability at pH
between 6.0 and 6.5. The thermal stability of the biocatalyst was not significant
compared to the soluble enzyme; therefore, it presented a half-life of 1.70 times that
of the soluble enzyme at 30°C. The immobilized enzyme showed storage stability with
relative activity above 75% after 2 days. The physical-chemical characterization
studies confirmed the immobilization of the enzyme on the surface of the support,
corroborating with a satisfactory immobilization of the FTase.

Keywords: fructosyltransferase; Aspergillus; immobilization; zinc oxide; enzymatic
characterization.
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1. INTRODUCAO

FOS sao oligossacarideos constituidos de 1-kestose, nistose e frutofuranosil
nistose; esses acucares podem ser encontrados em vegetais, podendo ser produzidos
pela hidrolise enzimética da inulina, sendo encontrados em baixas concentracdes ou
por meio da reacdo de transfrutosilacdo da sacarose por enzimas especificas, como
a frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001; FARIA et al.,
2021; PASSOS; PARK, 2003). Dentre as diversas vantagens a saude humana,
destaca-se sua atuacéo como agentes de controle do colesterol, além de poderem ser
consumidos por diabéticos. Os FOS tém grandes perspectivas de substituicdo do
acucar convencional, pois seu poder adocante é de 40 a 60% vezes maior em relacéo
a sacarose (CUNHA et al., 2019; KUMAR; DUBEY, 2019).

Segundo Reports and Data (2020) estima-se que, entre 0os anos de 2019 e
2027, h& perspectiva de crescimento da producdo de FOS em 10,4% ao ano, além de
alcancgar um faturamento de U$$ 3,88 bilhdes no ano de 2027. Porém, atualmente ndo
ha tecnologia desenvolvida no mercado nacional que torne viavel a producdo em
grande escala devido aos custos operacionais (SOUZA et al., 2017).

As enzimas apresentam excelentes perspectivas como biocatalisadores e
diversas vantagens, como baixo tempo de reacdo e menor producdo de residuos
quando comparados aos catalisadores quimicos. Entretanto, o uso de enzimas livres
nao é viavel industrialmente, ja que oferecem baixa estabilidade e estdo presentes em
baixa quantidade quando soluveis, além de dificuldades em fazer o reuso da mesma.
Uma opcédo para contornar esses obstaculos € a sua imobilizacdo, a qual minimiza
esses problemas ocasionados com o uso da enzima livre, tornando os custos mais
acessiveis e diminuindo etapas de purificacdo e refinamento do produto (CARVALHO;
CANILHA; SILVA, 2006; THANGARAJ; SOLOMON, 2019).

Um biocatalisador heterogéneo consiste em uma enzima soluvel imobilizada
em um material de suporte, tendo em vista que a técnica de imobilizacdo elimina
processos de separacdo do produto de interesse, além de oferecer resisténcia a
solventes e estabilidade aos agentes desnaturantes como temperatura e pH, podendo
ser utilizadas em processos continuos (CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006). Para
uma melhor performance do biocatalisador heterogéneo, a escolha do material, deve-
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se considerar as interacdes entre enzima e 0 suporte, para uma maior retencao e
atividade enzimatica.

Diversos tipos de materiais estao disponiveis no mercado, e podem vir a ser
testados experimentalmente. Alguns fatores que interferem na eficiéncia da
imobilizacdo de enzimas incluem a flexibilidade conformacional, grupos funcionais na
superficie do suporte, estabilidade de imobilizacéo, hidrofilia e hidrofobia e presencas
de aditivos (LIU et al., 2021).

Assim, para o presente trabalho, visando intensificar a produgéo dos
frutooligossacarideos e propor uma metodologia em escala industrial, imobilizou-se a
enzima frutosiltransferase (FTase) extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 em
pecas ceramicas de 6xido de zinco. Além disso, buscou-se um biocatalisador robusto
e estavel em meio os parametros de desnaturacdo da enzima, como temperatura,
concentracdo e armazenamento. Vale evidenciar que esses estudos foram os
primeiros obtidos para a FTase de Aspergillus oryzae ITP-301 adsorvida em Oxido de
zinco, um semicondutor com elevada estabilidade quimica e térmica, apresentando
uma continuidade nos estudos dessa enzima e para insercdo Nnos pProcessos

biotecnoldgicos em escala piloto e industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os frutooligossacarideos s@o acgucares prebidticos que apresentam algumas
vantagens em relacdo ao acucar convencional, dos quais destacam-se 0s baixos
niveis de colesterol, serem ndo carcinogénicos, reducédo da absorcédo de lipideos e
carboidratos, prevenindo céaries e o cancer de colon, entre outros (BOUHNIK et al.,
1996; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; PASSOS; PARK, 2003).

Estudos demonstram que a ingestao de baixa dose de frutooligossacarideos (5
gramas por dia) proporciona um crescimento seletivo de bifidobactérias que atuam na
microbiota. Outra caracteristica deste acucar é o baixo indice glicémico e apresentam
baixo valor calorico (1,5 kcal/ grama) (KHANVILKAR; ARYA, 2015).

A composicdo dos frutooligossacarideos € dada por oligbmeros de frutose
como a l-kestose (GF2), nistose (GFs) e frutofuranosil nistose (GF4), no qual as
unidades de frutosil (F) séo ligadas na posicdo 8 (2—1) da molécula de sacarose
(YUN, 1996; OJWACH et al., 2020). Os FOS apresentam viscosidade maior que a
sacarose devido ao maior peso molecular dos oligossacarideos; além disso, sao
altamente higroscopicos e possuem alta solubilidade em agua (KHANVILKAR; ARYA,
2015; KUMAR; DUBEY, 2019). A Figura 1 demonstra a estrutura quimica das
principais moléculas constituintes do FOS.

Figura 1 - Moléculas dos principais frutooligossacarideos: 1-kestose (A), nistose (B) e frutofuranosil
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O FOS, por meio da inulinase, contém grau de polimerizacédo de 2 a 10, em que
normalmente se encontra de grau 5 e sédo presentes em diversos alimentos, como
alcachofra, chicoria, banana, alho, cebola, entre outros (KUMAR et al, 2018; SANTOS,
2002). A concentragdo de frutooligossacarideos em fontes naturais varia de 0,15% a
0,75% (KHANVILKAR, ARYA, 2015; SANTOS, 2002). A producédo deste acuUcar
nesses alimentos se da por meio da hidrélise enzimatica da inulina, utilizando a
enzima inulinase, sendo formado subprodutos como a frutose e glicose (CUNHA,
2017; MUTANDA et al., 2014).

Diante do rendimento baixo por meio da enzima inulinase, a alternativa para
producdo destes frutooligossacarideos é a partir de enzimas especificas como a
frutosiltransferase (EC 2.4.1.9), que € capaz de transferir grupos frutosil para
moléculas de sacarose, formando assim cadeias maiores (ANTOSOVA; POLAKOVIC,
2001; CUNHA et al., 2019).

Em sua maioria, os FOS podem apresentar maior poder adocante em relacéo
aos acucares convencionais, de aproximadamente 40% a 60%, além de apresentar
alta solubilidade por nao cristalizarem (CUNHA, 2017; MUTANDA et al., 2014).

2.1. FRUTOSILTRANSFERASE (FTase)

As enzimas sao proteinas de alto peso molecular que variam entre 15000 até
milhdes de Daltons, conhecidas por atuarem como catalisadores biologicos altamente
seletivos e ativos (ZDARTA et al., 2018; SHULER; KARGI, 2002). Assim como 0s
catalisadores convencionais, uma enzima possibilita que uma reacdo ocorra mais
rapidamente caso ndo houvesse um catalisador no meio, acelerando a velocidade de
reacdo por meio da queda da energia de ativacdo, tornando a reacgao
termodinamicamente espontanea (CUESTA et al., 2015).

Segundo a classificacdo da Comissdo de Enzimas (EC) do Comité de
Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-
IUBMB), estas sao classificadas em 6 classes, aprensentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacao das enzimas estabelecida pela NC-IUBMB.

Classificacao e Catalisam

classes

EC 1 — Oxido-redutases = Reacdes de Oxido-reducao ou troca de elétrons

EC 2 — Transferases Reacao de transferéncia de grupos reativos
EC 3 — Hidrolases Reacdes hidroliticas
EC 4 — Liases Reacdes por oxidacao ou hidrélises
EC 5 — Isomerases Reacao de isomerizacéo
EC 6 — Ligases Reacao derivacéo da unido de dois componentes

Fonte: Adaptado de CUESTA et al. 2015.

Dentre as diversas classificacdes de enzimas, a FTase (EC 2.4.1.9) pode ser
classificada como transferases ja que seu mecanismo de reacdo se da por meio de
transferéncia de grupos frutosil para a molécula de sacarose, produzindo os
frutooligossacarideos (FARIA et al., 2021; GANAIE et al., 2014; GARCIA et al., 2021;
GONCALVES et al., 2020). Segundo FARIA et al. (2021), a enzima FTase apresenta
baixa atividade hidrolitica, caracterizando a baixa afinidade com a agua; além disso,
apresentando altos rendimentos de producéo de frutooligosacarideos (FOS).

Alguns microorganismos sao utilizados para sintese dessa enzima, a saber:
Aspergillus sp., Aureobasidium sp., Pencillium sp. e Fusarium sp. Diversos estudos
relatam que o Aspergillus oryzae IPT — 301 obtém alto poder de producao da FTase
(CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007; GANAIE et al., 2014; MUSSATO; MANCILHA,
2007). Cunha et al. (2019) produziram a enzima frutosiltransferase extracelular a partir
do micro-organismo Aspergillus oryzae IPT-301, destacando um alto poder de
producdo da enzima com os parametros de cultivo de celular a 200 rpm, pH 5,5, 30°C

durante um tempo total de 72 horas.

2.1.1. Atividade de Transfrutosilagdo (Ar)

A atividade de transfrutosilacdo promovidas pela enzima frutosiltransferase,
consistena na transferéncia de grupos frutosil para a molécula de sacarose ou de outro
frutooligossacarideo (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001). Dessa forma, esta reacéo
consiste em clivar as ligagdes do tipo 3-(2—1) da molécula de sacarose que liga a
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metade frutosil a outra de glicosil, transferindo o grupo frutosil para uma molécula

aceptora, que pode ser a sacarose ou molécula de FOS, produzindo a glicose como
subproduto (ANTOSOVA; POLAKOVIC, 2001, CUNHA et al., 2019; FARIA et al.,
2021; GARCIA et al.,, 2021; YUN et al.,, 1996). A Figura 2 ilustra a reacdo de

transfrutosilacao.

Figura 2 - Esquema da reacdo de transfrutosilacao

ne,

. )

H
[
]

Sacarose [(2—1)- B-D-frutosil]n [(2—1)- B-D-frutosil]n+1 Glicose

Fonte: Adaptado de Cunha (2017)

Faria et al. (2021) e Cunha et al. (2019) definem a atividade de transfrutosilacéo
como a quantidade de enzima necessaria para transferir um micromol (1 pumol) de

frutose transfrutosilada por minuto sob condi¢des experimentais definidas.

2.2. CINETICA ENZIMATICA

A cinética enzimatica € o estudo de fatores que influenciam a velocidade de
reacao que sao catalisadas por enzimas, diversos fatores sdo capazes de alterarem
a cinética enzimética como o pH, temperatura, concentracdo de reagentes e das
enzimas, presenca ou nédo de ativadores e inibidores. Desta forma, para descrever o
comportamento e a influéncia que essas variaveis impactam a cinética da reacao,
alguns modelos matematicos e equacfes empiricas sado obtidas como resposta
(ALVARADO-HUALLANCO; MAUGERI-FILHO, 2010; WEISS, 1997).
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O modelo de Hill é apresentado na Equacéo 1, em que V € a taxa de reacao,
Kos é a concentragdo de substrato em que a velocidade de reacdo é metade da
velocidade méxima, representando a afinidade entre a enzima e o substrato, Vmax é a
velocidade maxima de reacéo, [S] € a concentragcédo do substrato e n é o coeficiente
de Hill (WEISS, 1997).

_ Vinax [S]" 1
U BT+ (Kog)" @

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

Para o entendimento do efeito da concentracdo de substrato na cinética
enzimatica, no qual a concentracdo da enzima nao sofre variacdo, pode-se observar
gue a velocidade de reacéo sera diretamente proporcional a concentracao, ou seja, a
baixas concentracdes, a velocidade sera igualmente baixa. Quando se tem o aumento
da concentracdo de substrato, a velocidade de reacdo também é crescente. Todavia,
ha um limite desse aumento de velocidade com a concentracdo, de acordo com a
saturacéo de substrato na enzima (ARAUJO et al., 2022; FARIA et al., 2021).

2.3. ESTABILIDADE ENZIMATICA
2.3.1. Influéncia da temperatura na cinética enzimatica

A temperatura do meio reacional influencia diretamente a energia cinética da
enzima e dos componentes presentes no meio, sendo que com 0 aumento da
temperatura, aumentarad a energia cinética que é responsavel pelas colisdes,
ocasionando um maior contato entre substrato e sitio ativo da enzima, decorrendo em
uma maior taxa reacional. Conjuntamente, a enzima pode ser desnaturada em

temperaturas muito altas. Desse modo, ha uma temperatura 6tima (para cada enzima,
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seja ela livre ou imobilizada) na qual se desenrola a maxima taxa reacional (CUNHA
et al., 2019; FARIA et al., 2021; KUMAR et al., 2013; SILVA et al., 2021)

A Lei de Arrhenius descreve a relagao entre a constante de velocidade k e a
temperatura do sistema, em funcdo da ativacdo como da desativacao térmica da

enzima, essas estao representadas pelas Equacdes 2 e 3, respectivamente.

—E

kA:AA_eR_fq (2)
—E
kD:AD_eR_’IP (3)

em que ka e ko sdo as constantes de ativacao e desativacao térmicas, Aa e Ab sdo as
constantes de Arrhenius, Ea é a energia requerida para promover a ativacdo térmica
e Ep a energia necessaria a desativacao térmica, R representa a constante universal
dos gases (8,314 J. molt. K1) e T a temperatura absoluta (K) (ARAUJO et al., 2022;
MIRANDA et al., 2014).

Sadana e Henley (1987) estudaram um modelo matematica para estimar os
parametros de inativacdo térmica, por meio do ajuste aos dados experimentais da
atividade residual versus tempo de incubacdo da enzima. O modelo matematico é

apresentado pela Equacéo 4.

A
1= Q- adexpexp (kpt) + & (4)
0

em que A/Ao é a atividade residual adimensional, a1 é o parametro do modelo, ko é a
constante de desativacéo térmica de primeira ordem (min') e t, o tempo de incubacéo
(minutos).

Outros parametros termodinamicos sao utilizados como tempo de meia-vida

(t2) e o fator de estabilidade (FE), descritos pelas Equacdes 5 e 6, respectivamente.

_ Inln2 5
- kD ()

t

N| =
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t% imobilizada
FE = =——— (6)

t%solﬁvel

O tempo de meia-vida enzimética é o tempo necessério para reduzir a atividade
enzimatica a metade do seu valor inicial, sendo inversamente proporcional a constante
de desnaturacéo térmica (FARIA et al., 2021; MIRANDA et al., 2014; PERNA et al.,
2017; SAQID et al., 2010). Ja o fator de estabilidade (FE), utilizado para estabelecer
a eficiéncia da imobilizacéo, considera o tempo de meia vida antes e apds 0 processo
de imobilizacdo (ARAUJO et al., 2022; FARIA et al., 2021).

A desnaturacdo enzimatica se da pela transicdo de um estado menor de
energia para outro de maior energia, para que ocorra a transicao irreversivel, &
necessario uma quantidade de energia minima, caracterizada como energia de
desnaturacdo minima (Ep). A variacdo de entalpia de ativacdo da desnaturacéo
(AHD), calculada pela Equacéo 7, equivale a energia necessaria para a desnaturacao
da enzima. Assim, altos valores de entalpia apontam uma maior termoestabilidade
enzimatica (FARIA et al., 2021; KUMAR et al., 2013; SAQID et al., 2010; SOUZA et
al., 2015).

Outros dois parametros para analisar a termoestabilidade enzimatica séo a
energia livre de Gibbs (AGp) e a entropia (ASp). A energia livre de Gibbs é o paramtro
de mais confidvel para se analisar a termoestabilidade enzimética, devido que este
engloba entalpia e entropia para determinar a espontaneidade da perda de
estabilidade da enzima. H& uma tendéncia maior de desnaturagdo da enzima para
valores menores e mais negativos de energia de Gibbs. Assim, valores elevados
apontam uma maior estabilidade térmica da enzima (KUMAR et al., 2013; SAQIB et
al., 2010).

AG, = —RT Inl (k”h) 8
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em que T corresponde aos valores experimentais para a temperatura (K), R € a
constante universal dos gases ideais (8,314 J. mol. K1), h refere-se a constante de
Planck (11,04 x 10726 J. min'!) e ko a constante de Boltzmann (1,38 x 10722 J. K*%)
(FARIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020; KUMAR et al., 2013; SILVA et al.,
2021; SOUZA et al., 2015).

A entropia de ativagdo da desnaturacdo térmica da enzima (ASD) é descrita

pela Equacéo 9.

AHD - AGD

. ©)

ASD =

A desnaturacao térmica das enzimas também resulta num aumento da entropia
(ASp). Isto resulta em valores positivos para a entropia da reacdo de desnaturagéo,
pois a aleatoriedade ou desordem é aumentada na transicdo do estado fundamental
para o estado intermédio instavel (FARIA et al., 2021; SAQID et al., 2010).

2.3.2. Efeitos do pH na atividade enzimética

Os sitios ativos das enzimas apresentam grupos idnicos, que podem ter seu
pH tanto acido como basico. Cada enzima possui caracteristicas proprias e esse pH
deve estar em uma faixa adequada do meio reacional, para que sua fungcdo como
catalisadoras seja eficiente. A enzima em uma faixa inadequada de pH, pode sofrer
mudanca em seu formato tridimensional. Levando em consideragéo as caracteristicas
da enzima e substrato, possui uma faixa de pH que seja essencial para maxima taxa
reacional enzimatica (ARAUJO et al., 2022; FARIA et al., 2021).

O estudo do pH e sua dependéncia € de muita importancia para a deducéo da
natureza quimica dos grupos enzimaticos que possuem relagdo com a cinética.
Mudancas no pH afetam a atividade enzimatica, pois enzimas s&o moléculas proteica
anféteras e possuem, principalmente em sua superficie, grupos basicos e acidos em
grande quantidade, que apresentam elevada sensibilidade a constantes de ionizacao
e pH do meio (FARIA et al., 2019; SHULER, 2002). Essas mudancas fazem que os
grupamentos do sitio ativo encontrem a melhor forma quimica para interagir com o

substrato. Ha uma faixa ideal de pH, no qual a velocidade de reagéo catalitica se da
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em seu maximo, o que leva em consideracdo caracteristicas do sitio ativo, como
nimero e tipo de grupos ionizaveis (ARAUJO et al., 2022; FARIA et al., 2019;
SHULER; KARGI, 2002).

2.4. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A tecnologia de imobilizacdo de enzimas € composta por um conjunto de
técnicas, entretanto, o principal objetivo é o aprisionamento da enzima em um suporte
solido insoluvel no meio, podendo ser aderida de forma fisica ou quimica. O material
de suporte deve apresentar algumas propriedades para performance da estabilidade
da enzima, como bem sua imobilizacdo. Pode-se destacar propriedades como
estabilidade térmica e quimica, insolubilidade no meio reacional, afinidade com a
enzima por meio de forgcas intermoleculares, biocompatibilidade, apresentar grupos
reativos, além de biodegradavel, custo e disponibilidade (MENDES et al., 2011,
ZDARTA et al., 2018).

Devido a desnaturacdo da enzima que ocasiona a mudanca na estrutura
tridimensional da proteina, ocasionadas pela mudanca de ligacBes covalentes e
promovendo a perda de atividade catalitica, algumas variaveis promovem essa
desnaturacao das enzimas, como o pH, temperatura, agitacdo, solventes organicos,
entre outros fatores intrinsecos do meio (CUNHA et al., 2019; FARIA et al., 2021).
Assim, uma alternativa para a producdo de FOS é a utilizacdo de enzimas
imobilizadas, a fim de se obter reducdo de custos e otimizar parametros que facam
com que a enzima se torne mais estavel e robusta em comparacdo com aquelas
livres, com uma boa alternativa e tecnologia de imobilizagcdo (MENDES et al., 2011).

Os métodos de imobilizacdo sdo agrupados em: confinamento
(encapsulamento e microencapsulamento), adsor¢do (fisica ou idnica), ligagédo
covalente e ligagdo cruzada entre suporte e enzima (DALLA-VECCHIA,
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; ZDARTA et al., 2018). A Figura 3 demonstra 0s

métodos de imobilizagéo de enzimas.
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Figura 3 - Métodos de imobilizacdo de enzimas.

Métodos de Imobiliza¢do de Enzimas
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Fonte: Adaptado de Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi, (2004).

Diante dos diversos métodos de imobilizacdo de enzimas, o método de
adsorcao fisica, utilizados para imobilizar a FTase em 6xido de zinco — tema desta

pesquisa - esta detalhado no topico 2.4.1.

2.4.1. Adsorcao Fisica

A adsorcdo fisica € a técnica mais simples de imobilizacdo e com menor custo
em relacdo a outras metodologias, ja ocorre por meio das interacdes fisicas geradas
pelo suporte e enzima, podendo incluir interacbes de forcas de Van der Waals,
interacdes idnicas e ligagbes de hidrogénio (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; JESIONOWSKI et al., 2014; THANGARAJ; SOLOMON, 2019).

Devido a ligacdo ser caracterizada como ligacdes fracas, geralmente né&o
alteram a estrutura conformacional da enzima, porém, ocorrem problemas como a
lixiviagdo da enzima do suporte, diminuindo assim, seu rendimento de imobilizagéo
durante o processo de adsorcdo (JESIONOWSKI et al., 2014; MOHAMED et al.,
2015).

Além disso, pode-se citar que, em geral, a adsorcdo fisica & de facil
aplicabilidade e tem grande potencial comercial devido a sua simplicidade, baixo custo
e por reter altas cargas enzimaticas (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004,
MOHAMED et al., 2015). Segundo Mohamed et al. (2015), o suporte com alta carga
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de substratos ou produtos podem apresentar problemas como a distor¢do da cinética
devido aos fenbmenos de particdo ou difusdo; ou seja, atingindo a saturacdo do
suporte e alterando-se a parametros de estabilidade como pH.

Khoshnevisan et al. (2011) estudou a imobilizacdo de celulase em
nanoparticulas supermagnéticas de FesO4 pelo método de adsorcéo fisica, obtendo
eficiéncia de imobilizacdo de aproximadamente 95%, além de obter maior estabilidade
em relacdo ao pH, ja em relacdo a temperatura teve pontos de menor estabilidade e
atividade durante as 3 horas de teste e posteriormente aumentando-se sua
estabilidade e atividade catalitica até 5 horas.

Faria et al. (2019) estudaram a imobilizacdo da FTase de Aspergillus oryzae
IPT-301 em silica gel e esponja vegetal, concluindo que h& grande potencial de
potencial de producdo de frutooligossacarideos. O estudo demonstra que 0s
rendimentos de imobilizacéo e e atividades recuperada de 85% e 9,07% para silica

gel e 34% e 83,64% para esponja vegetal, respectivamente.

2.5. TIPOS DE SUPORTES

Para selecdo do método e do material do suporte a ser utilizado para a
imobilizacdo, os parametros que caracterizam um bom suporte séo a: elevada area
superficial especifica, afinidade pela agua, estabilidade quimica, resisténcia
mecanica, porosidade, custos de aplicacdo, toxicidade dos reagentes e tamanho
meédio de particulas (LIU et al., 2021; SOUZA, 2017).

Em termos de imobilizagdo de enzimas, 0s suportes ou carreadores podem ser
compreendidos em diferentes materiais, como por exemplo, materiais organicos,
inorganicos ou compositos (MENDES et al., 2011; ZDARTA et al., 2018). Geralmente,
0S suportes inorganicos tém maior resisténcia térmica e mecéanica quando
comparados aos suportes organicos; aléem disso, estes suportes podem agir como
inibidores de crescimento de bactérias e fungos, por ndo se tratarem de substratos
(ZUCCA; SANJUST, 2014)

Dentro dessa classificagdo pode-se enquadrar, segundo sua morfologia,
podendo ser materiais porosos, nao porosos e podem ainda possuir estrutura em gel.
Os materiais porosos podem ser enquadrados quando o didmetro dos poros varia

entre 2 a 50 nm; isso traz consigo uma vantagem por apresentar alta area superficial
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especifica, permitindo também a acomodacao da enzima nos poros, ocasionando uma
protecdo a enzima (ZDARTA et al., 2018; MOHAMED et al., 2015). Ja em suportes
Nao porosos a enzima se interage somente na superficie do suporte, facilitando a
interagdo com o substrato, entretanto, normalmente ndo apresentam problemas
difusionais (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MENDES et al., 2011).

Dentre os diversos materiais estudados como suportes para enzimas, nos quais

séo classificados em orgéanicos, inorganicos e compasitos/ hibridos, pode-se citar:

i) Suportes inorganicos: silica-gel, 6xido de zinco, Fe20s, entre outros.

i) Suportes organicos: materiais lignocelulésicos, polimeros naturais ou
polimeros sintéticos (alcool polivinilico, poliacido latico, polietilenoglicol,
entre outros).

iil) Suportes hibridos: combinacdo de materiais (inorganicos/ organicos,

organicos/ organicos, inorganico/ inorganico).

2.5.1. Oxido de Zinco (ZnO)

Oxido de zinco (ZnO) é um material inorganico e soélido idnico; apresenta
propriedades semicondutoras entre a banda GAP de 3,37 eV e energia de excitacao
de 60 meV (BASKOUTAS, 2018; SHAH et al., 2015). Segundo Shah et al. (2015), o
oxido de zinco € um material que apresenta alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade.

As estruturas cristalinas do 6xido de zinco podem ser encontradas em
diferentes formas: wurtzita, blenda de zinco e sal-gema, sendo a wurtzita (Figura 4)
sua forma mais estavel termodinamicamente (OZGU, U et al., 2005). Possui ampla
gama de aplicabilidade devido as suas vantagens, como biosensores,
fotocatalisadores, suportes de enzimas, sensores de gas, entre outros (SRIVASTAVA;
GUSAIN; SHARMA, 2013).
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Figura 4 - Estrutura cristalina do ZnO (wurtzita)
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Fonte: Adaptado de Ozgii ET AL., (2005)

Antony, Balachandran e Mahanan (2016) estudaram a imobilizacdo da enzima
diastase a-amilase em nanoparticulas de 6xido de zinco por meio da adsorgéo via
interacdo eletroestatica com o grupo funcional hidroxila. Os resultados da enzima
imobilizada foram melhores em comparagcdo com a enzima livre em termos de
temperatura e rendimento de imobilizacdo de 64,21. Além disso, a enzima imobilizada
manteve sua atividade inicial em 70% depois de 30 dias enquanto a livre desnaturou

em 7 dias.

2.6. IMOBILIZACAO DA FTASE

Poucos estudos foram desenvolvidos e reportados na literatura sobre a
imobilizagdo da enzima frutosiltransferase (FTase) visando a producdo de
frutooligossacarideos (FOS).

Oliveira et al. (2020) reportaram um rendimento de imobilizac&do de 94,84% da
enzima comercializada Pectinex Ultra SP-L em suporte de nanoparticulas de FesO4 e
quitosana por meio de ligagédo covalente promovida a partir do glutaraldeido, retendo
até 86% da atividade de transfrutosilacdo depois de 6 ciclos de reuso da enzima. Além
disso, os mesmos estudaram por meio de planejamento de experimentos as variaveis
como as concentracdes de glutaraldeido, tempo de contato e de reacao, concluindo
os melhores parametros de concentracdo de glutaraldeido, tempo de ativacéao e de
contato, apresentaram os valores de 3% v/v, 180 minutos e 30 minutos,

respectivamente.
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Garcia et al. (2021) estudaram a reticulacdo da biomassa catalitica do
Aspergillus oryzae IPT-301 com glutaraldeido com o objetivo de producédo de FOS.
Os resultados se mostraram atrativos, devido que as células integras obtiveram
razdes de atividade de transfrutosilagdo superiores a enzima livre. O ensaio
operacional, apos 12 ciclos de reuso da enzima imobilizada e livre, obtiveram
resultados de 88,90% e 50,30% de atividade enzimatica inicial.

Ojwach et al. (2020) utilizou Aspergillus niger sp. XOBP48 para producgéao de de
FTase extracelular com o objetivo de estudar a purificacdo da enzima para producéo
de frutooligossacarideos, sendo que o estudo demonstrou alto poder producdo de
FOS purificando a enzima em coluna de cromatografia com atividade especifica de
1219,17 U/ mg.

Yun e Song (1996), realizaram a imobilizagdo da FTase em uma resina de alta
porosidade (Diaioa HPA 25®). O biocatalisador obteve maior resisténcia a variacdes
de pH. Ja em relacado a atividade de transfrutosilacdo obtiveram resultados similares
a enzima livre. Além disso, em relacdo a temperatura e pH ndo houve mudancas;
portanto, a enzima foi conduzida em processo continuo para avaliacdo obtendo
resultados satisfatérios com reducdo de 8% da atividade de transfrutosilacdo inicial
apos 30 dias.

Ansari et al. (2012) analisaram B-galactosidase de Aspergillus oryzae em
nanoparticulas de prata funcionalizadas e ndo funcionalizadas em glutaraldeido,
sendo assim, ndo obtiveram mudanca no pH étimo de atividade enzimatica, porém, o
suporte funcionalizado obteve 93% de atividade enzimatica, enquanto o outro sem ser
funcionalizado obteve 81% de atividade enzimética.

Por fim, Faria et al. (2021) estudaram a FTase extracelular produzida pelo
Aspergillus oryzae IPT-301, a imobilizag&o foi realizada por meio de silica-gel, sendo
gue a atividade transfrutosilagéo otimizada por meio de planejamento de experimentos
em fungcdo do pH e temperatura da reacdo, onde a atividade de transfrutosilagao
relativa obteve valores de 97,09% a 100% e baixas atividades hidroliticas, no pH 5,5
e temperatura em torno de 45°C a 50°C.
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3. IMOBILIZACAO DA FRUTOSILTRANSFERASE DE ASPERGILLUS
ORYZAE IPT-301 EM OXIDO DE ZINCO PARA PRODUCAO DE
FRUTOOLIGOSSACARIDEOS

Imobilizacdo da frutosiltransferase de Aspergillus oryzae IPT-301 em

oxido de zinco para producéo de frutooligossacarideos

Resumo

Os frutooligossacarideos (FOS) sédo acUcares prebidticos de baixa caloria e que
podem ser consumidos por pessoas diabéticas. A sintese dos frutooligossacarideos
ocorrem por meio da reacdo de transfrutosilacdo catalisadas pela enzima
frutosiltransferase (FTase, E.C. 2.4.1.9), de Aspergillus oryzae IPT-301. Deste modo,
o presente trabalho teve como objetivo estudar o processo imobilizacdo da FTase
extracelular por meio da adsorc¢ao fisica, utilizando 6xido de zinco como suporte, para
producdo de FOS. Foram realizados testes de imobilizacdo, por adsorcéo fisica, na
temperatura de 35 °C, pH 5,5, durante 8 horas, com agitacdo de 175 rpm, com massa
de suporte e volume de caldo fermentado na proporcdo de 1:10, respectivamente.
Avaliou-se as estabilidades térmica, de concentracédo de substrato, e frente ao pH e
armazenamento. Os parametros de imobilizacdo em éxido de zinco apresentou um
rendimento de imobilizacdo de 38,00% e a atividade recuperada de 3,22%. O estudo
do efeito de concentracdo mostrou que as maiores atividades foram atingidas para
concentragdes entre 470 g. Lt a 700 g. L, tendo ajuste ao modelo de Hill. Os ensaios
de estabilidade ao pH indicaram que o biocatalisador heterogéneo foi estavel frente a
faixa de pH entre 6,0 e 6,5. O ensaio conseguinte indicou que ndo houve um aumento
expressivo da estabilidade térmica do biocatalisador heterogéneo frente ao sollvel,
portanto, o tempo de meia-vida da enzima FTase imobilizada em 1,70 vezes, para a
temperatura de 30°C, em relacdo ao biocatalisador na sua forma livre. A enzima
imobilizada apresentou estabilidade ao armazenamento por até 2 dias, sendo que a
FTase apresentou maiores estabilidades em relacdo a enzima solavel. Ao caracterizar

0 suporte de 6xido de zinco foi possivel comprovar a adsor¢cdo da enzima em sua
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superficie, desta forma, foi possivel concluir que a FTase extracelular foi imobilizada

satisfatoriamente em 6xido de zinco.

Palavras- chaves: Frutosiltransferase. Aspergillus. Imobilizagdo. Oxido de Zinco

(Zn0O). Caracterizacdo Enzimatica

Introducéo

Nos tempos atuais a atencdo para melhores habitos alimentares tem
despertado o interesse das industrias de alimentos, principalmente nos acucares
prebiéticos por promover diversos beneficios a salde humana. Os
frutooligossacarideos tém se mostrado grandes potenciais para a nutricdo como
agentes de controle do colesterol, baixa caloria, ndo carcinogénico, prevencao do
cancer de célon, além de serem possiveis para o consumo por pessoas diabéticas
(Kumar e Dubey 2019; Cunha et al., 2019; Cuervo-Fernandez et al., 2007).

Os frutooligossacarideos séo oligbmeros de frutose compostos de 1-kestose
(GF2), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4 em que as unidade de frutosil (F) séo
ligadas na posicao 8 (2—1) da sacarose, o que os distingue de outros oligbmeros (Yun
e Song 1996; Ojwach et al., 2020). Estes podem ser encontrados em duas formas,
extraindo através de vegetais como alcachofra, alho, cebola, entre outros. Outra via
mais viavel e mais cotidiana sédo por meio de enzimas biocataliticas para producéo de
FOS (Cunha et al., 2019).

A reacao de transfrutosilacdo consiste na clivagem das ligacdes do tipo 8 (2—1)
da molécula de sacarose que liga a metade frutosil a outra de glicosil, transferindo o
grupo frutosil para uma molécula aceptora, que pode ser a sacarose ou molécula de
FOS, produzindo a glicose como subproduto (Antosova e Polakovic 2001; Perna et
al., 2018). Por definicgdo, uma unidade (1 U) de atividade enzimatica de
transfrutosilacéo foi definida como a quantidade de enzima que produz um micromol
(1 pmol) de frutose transfrutosilada por minuto (Cuervo-Fernandez et al., 2007; Cunha
et al., 2019; Faria et al., 2021).

A enzima frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) é classificada no grupo das

transferases que sdo capazes de transferir grupos de frutosil para a molécula de
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sacarose, sintetizando-se os frutooligossacarideos (Faria et al., 2021; Garcia et al.,
2021; Gongalves et al., 2020; Ganaie et al., 2014). Dentre os diversos tipos de de
micro-organismos que sintetizam essa enzima como o Aspergillus sp., Aureobasidium
sp., Pencillium sp. e Fusarium sp, diversos estudos relatam que o Aspergillus oryzae
IPT — 301 obtém alto poder de producdo da enzima frutosiltransferase (Cuervo-
Fernandez et al., 2007; Ganaie et al., 2014; Mussato e Mancilha 2007). Cunha et al.,
(2019) estudou a enzima frutosiltranferase extracelular produzida a partir do micro-
organismo Aspergillus oryzae IPT-301, obtendo resultados relevantes da atividade de
transfrutosilacdo com parametros a 200 rpm, pH 5,5, 30°C durante um tempo total de
64 horas de cultivo celular.

Devido a desnaturacdo da enzima que ocasiona a mudanca na estrutura
tridimensional da proteina, promovidas pela mudanca de ligacbes covalentes e a
perda de atividade catalitica, sendo assim, algumas variaveis promovem essa
desnaturacao das enzimas, como o pH, temperatura, agitacdo, solventes organicos,
entre outros fatores intrinsecos do meio (Cunha et al., 2019; Faria et al., 2021). A
imobilizagdo de enzimas tem objetivo do aumento da estabilidade frente a estas
variaveis, sendo um grande aliado para producdo de biocatalisadores e considerada
uma técnica promissora para implementacéo da producdo em escala industrial.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2011) reportaram que a frutosiltransferase
imobilizada em minério de niébio por meio da adsorc¢éao fisica apresentou estabilidades
térmicas maiores em relagdo a enzima livre. O estudo demonstra que a enzima
imobilizada a pH 6,0 e abaixo de 51°C apresenta os melhores resultados, em
contrapartida, a enzima livre apresentou menor estabilidade.

Diante das diversas técnicas de imobiliza¢do de enzimas, a adsorcéo fisica tem
se destacado devido a sua simplicidade e menor custo, esta que por meio se da pelas
interacdes fisicas entre suporte e enzima podem incluir ligagdes interacdes de forcas
de Van der Waals, interag@es idnicas e ligacdes de hidrogénio (Dalla-Vecchia et al.,
2004; Jesionowski et al., 2014; Thangaraj e Solomon 2019). Devido a ligacéo ser
caracterizada como ligagcbes fracas, geralmente ndo alteram a estrutura
conformacional da enzima, porém, ocorre problemas como a lixiviacdo da enzima do
suporte, diminuindo assim, seu rendimento de imobilizagdo durante o processo de

adsorcao (Jesionowski et al., 2014; Mohamed et al., 2015).
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Faria et al., (2020) imobilizaram FTase de Aspergillus oryzae IPT-301 em silica
gel e esponja vegetal por meio da adsorcdo fisica, obtendo rendimentos de
imobilizacéo e atividades recuperada de 85% e 9,07% para silica gel e 34% e 83,64%
para esponja vegetal, concluindo que os suportes sao promissores para produgao de
frutooligossacarideos.

Dentre os diversos materiais inorganicos para 0 uso como suporte de enzimas,
o0 Oxido de zinco apresenta grande potencial para aplicagdo como suporte de
biocatalisadores, devido a sua alta biocompatibilidade e biodegradabilidade (Patel et
al., 2016). O oxido de zinco pode ser encontrado em diferentes estruturas cristalinas
como a wurtzita, blenda de zinco e sal-gema, entretanto, a wurtzita € a estrutura
cristalina termodinamicamente estavel (Ozgur et al., 2005). Sendo que este material
apresenta diversas aplicabilidade como biossensores, fotocatalisadores, suportes de
enzimas, sensores de gas, entre outros (Srivastava, Gusain e Sharma 2013).

Antony, Balachandran e Mahanan (2016) estudaram a imobilizacdo da enzima
diastase a-amilase em nanoparticulas de 6xido de zinco por meio da adsorgéo via
interacdo eletroestatica com o grupo funcional hidroxila. Os resultados da enzima
imobilizada foram melhores em comparacdo com a enzima livre em termos de
temperatura e rendimento de imobilizacdo de 64,21%, além disso, a enzima
imobilizada manteve sua atividade inicial em 70% depois de 30 dias enquanto a livre
desnaturou em 7 dias.

Husain et al., (2011) imobilizou B-galactosidase de Aspergillus oryzae em ZnO
e nanoparticulas de ZnO, resultando em uma maior estabilidade em relacdo a enzima
livre, promovendo um grande potencial de aplicacdo para imobilizacdo de enzimas.

Neste contexto, esse trabalho tem como objetivo imobilizar a enzima
frutosiltransferase de Aspergillus oryzae IPT-301 em Oxido de zinco por meio da
adsorcdo fisica para producdo de frutooligosacarideos, além disso, avaliou-se a
estabilidade da enzima imobilizada frente ao pH, temperatura, armazenamento e

caracterizacao fisica e quimica do biocatalisador.

Materiais e Métodos

Sintese e reuso do material de suporte
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Os suportes de 6xido de zinco foram obtidos a partir de parceria com a
professora Dra. Sylma Carvalho Maestrelli e o Laboratdrio de Materiais — LABMAT da
Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL/MG, Campus Avancado de Pocgos de
Caldas. A rota de processamento das pecas porosas de ZnO envolveu a preparacéo
de barbotina seguida da técnica de réplica, onde utilizou-se espuma de poliuretano
comercial como material a ser replicado, conforme Faria et al (2022).

Para a reutilizagdo, os suportes foram lavados abundantemente com &agua
destilada. Em seguida, foram colocados em forno mufla (EDG Equipment 3000 3P-S)

a 300°C a uma taxa de aquecimento de 5°C/ min durante 2 horas.

Producao e imobilizacdo da enzima extracelular microbiana

Producado da enzima e micro-organismo

Para a produgéo da enzima FTase extracelular, foi utilizada a cepa do fungo
Aspergillus oryzae IPT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (LBI/IPT-SP). O meio de
cultura sintético, utilizado para o cultivo celular do micro-organismo e da enzima
frutosiltransferase, foi constituido por: sacarose comercial (150 g. L), extrato de
levedura (5,0 g. L), NaNOs (5,0 g. L), KH2POa4 (2,0 g. L), Mg2S04.7H20 (0,5 g. L
1), MnCl2.4H20 (0,3 g. L ') e FeS04.7H20 (0,01 g. L'Y), em pH 5,5.

Foram distribuidos 50 ml do meio de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer de
250 ml e autoclavados a 120 °C e 1 atm durante 20 minutos (CUNHA et al., 2019).
Apos a esterilizacdo do meio de cultura, inoculou-se 500 uL da suspenséao de esporos
com concentracdo de 107 esporos m.L. Sendo assim, iniciou-se o cultivo celular
submerso, no qual foi conduzido em agitador orbital do tipo Shaker (Tecnal®, modelo
TE-4200) a 30 °C e 200 rpm por um tempo de 64 horas (Cunha et al., 2019; Goncalves
et al.,, 2020; Faria et al.,, 2021; Silva et al., 2021). Ao término do cultivo celular
submerso, o meio de cultura constituido pela frutosiltransferase extracelular foi

utilizada para estudos posteriores de imobilizagcao da enzima e de estabilidades.
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Ensaio de imobilizacdo enzimatica

Os ensaios de imobilizagdo da FTase extracelular foram realizados segundo
Faria et al. (2021). Foi adicionada de forma proporcional a massa do suporte (6xido
de zinco) juntamente com o volume de caldo permeado (contendo FTase extracelular),
na proporc¢ao de 1:10, respectivamente. Os suportes foram mantidos previamente em
estufa de secagem a 60 °C durante 24 horas.

A imobilizac&o foi realizada sob agitacdo de 175 rpm e 35 °C conduzidas em
Banho Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232) durante 8 horas. Ao término da
imobilizacdo, coletou-se aliquota de 0,1 ml do sobrenadante para monitorar a
atividade final de transfrutosilacdo do caldo enzimético. Em seguida, as amostras
foram filtradas a vacuo, utilizando a bomba a vacuo TE-058 (Tecnal®) e a torta retida
(derivado suporte/ enzima) foi submetida aos ensaios de atividade enzimatica para
determinar os parametros de imobilizacdo. Ao término das atividades enzimaticas, o
derivado foi filtrado e lavado abundantemente com agua destilada e levados a estufa
a 60 °C durante 24 horas, com o objetivo de determinar sua massa seca.

Parametros de Imobilizacéo

Para a andalise do método e do material do suporte utilizado para a imobilizagéo,
deve-se fundamentar em parametros para viabilidade do método de imobilizacédo e
suporte utilizado. Entretanto, Ferreira et al., (2018) prop8e alguns parametros para
esta analise. A atividade recuperada (AR) esta relacionada do quanto da atividade

inicial fornecida foi aproveitada pelo suporte, sendo calculada pela equacgéo 1.

Ap. .
AR (%) = —Z;’”"fﬁfjj" (1)
0

Em que AR é a atividade recuperada (%); At imobiizado € atividade aparente do
derivado imobilizado (U. g* do suporte); Ato é a atividade oferecida no inicio da
imobilizagdo (U. mIt da proteina); e Atr é a atividade no sobrenadante no final da

imobilizacdo (U. mlt da proteina).
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O rendimento de imobilizacdo (RI) € a relacdo entre a atividade enzimatica
imobilizada pela atividade inicialmente oferecida ao suporte, demostrado pela

equacgao 2:

“To 7Ty )

Caracterizacao fisica e quimica do suporte

A morfologia do 6xido de zinco, in natura e reutilizado, foi observada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) mediante o microscopio eletrénico (Zeiss
EVO MA-10, Alemanha), com tenséo de aceleracédo de 20 kV e distancias de 10 mm
e 21 mm. As amostras do material de suporte foram depositadas sobre uma fita de
carbono em um porta amostras (stub) e foram recobertas por uma fina pelicula de liga
de ouro-paladio por meio do processo de sputtering, com o uso de um mini Sputter
Coater, modelo POLARON EMITECH SC7620. As analises foram realizadas pelo
Laboratdrio de Biotecnologia Industrial do IPT-SP. Foi relizada a Espectroscopia por
Energia Dispersiva (EDS), que visa analisar a composi¢ao elementar em determinada
area do material.

A caracterizacao das ligacdes quimicas e estrutura do suporte, na presenca e
auséncia da enzima imobilizada, foi determinada por Espectroscopia no Infravermelho
por Transformada de Fourier (FT-IR) usando Espectrometro (Agilent Technologies
Cary 630, EUA) operado para uma faixa de 600 a 4000 cm™. As andlises foram

realizadas no Laboratério de Engenharia de Materiais da UNIFAL-MG.
Caracterizagdo bioquimica da enzima frutosiltransferase

Avaliacdo do efeito da concentragdo de substrato e determinagdo dos parametros

cinéticos

As atividades de transfrutosilagdo da enzima imobilizada em 6xido de zinco

foram determinadas em meio reacional constituido por 3,7 ml de solugéo de sacarose
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em diferentes concentracdes (200 g.L?, 300 g.Lt, 400 g.L %, 470 g.L?, 500 g.Lt, 600
g.L 1t e 700 g.L %) a 50°C, com 1,2 ml de tampéo tris-acetato 0,2 mol.L* e pH 5,5. Ao
meio reacional foi adicionado o biocatalisador e as atividades foram determinadas
mediante procedimento e condi¢cdes experimentais, onde o experimento foi conduzido
em triplicata. O modelo de Hill (Equacéo 3) foi utilizado para determinar os parametros

cinéticos (Vmax , Kos € n).

_ Vmax [S]n 3
S BT+ (Kog)" ®)

onde v é a taxa de reagdo, Vmax € a taxa de reagdo maxima alcangada pelo sistema,
na concentracdo de substrato saturado (U. g1), [S] é a concentracdo de sacarose (g.
L), Ko,s € a constante de dissociacédo aparente (g. L) e n é o coeficiente de Hill.

Ensaios de estabilidade enziméatica frente ao pH

O biocatalisador foi incubado, na auséncia de substrato, em tampé&o tris acetato
0,2 mol.L't em diferentes pH (4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5), durante 24 horas a 4 °C. Ao
término da incubacdo, as atividades de transfrutosilacdo foram determinadas sob
condicBes experimentais padrdo. Os experimentos foram conduzidos em triplicata
(FARIA et al., 2021).

Ensaios de estabilidade térmica e parametros termodinamicos

A FTase extracelular soltvel e imobilizada em 6xido de zinco, foram incubadas em
tampao tris-acetato 0,2 mol.L'! , pH 5,5, na auséncia de substrato, para uma ampla
faixa 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 24 h), imediatamente resfriadas em banho
de agua e gelo por 5 min e as atividades enzimaticas residuais foram determinadas
sob condi¢des experimentais padrdo. A constante de desativacdo térmica de primeira
ordem (ko, em min-t) foi estimada por meio do ajuste do modelo de Sadana e Henley

(1987) (Equacgéao 4) aos dados experimentais de atividade residual versus tempo de
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incubacédo (Perna et al., 2017; Silva et al., 2021). A energia de ativacédo (Ep, em kJ.
molt) para a desnaturacéo térmica das enzimas sol(ivel e imobilizada foi determinada
pelo grafico de In (ko) versus 1/T. O tempo de meia vida (tv2, em min), o fator de
estabilidade (FE) e as variagdes de entalpia (AHb, em kJ. mol?), energia de Gibbs
(AGp, em kJ. mol?) e entropia (ASp, em kJ. mol?. K1) de ativacéo para a desnaturagéo
térmica enzimatica foram determinadas pelas seguintes equacdes (Saqib et al., 2010;
Souza et al., 2015; Goncalves et al., 2020; Faria et al., 2021; Silva et al., 2021).

A
T =(1— ay)expexp (kpt) + a4 4)
0

. Inin?2 )
1 =
2 kD
t% imobilizada
FE = 21— (6)
t1
Esoluvel
kp h
AGD = —RT Inln (kb_T> (8)
AH, — AG
ASp = ——— (9)

Em que A/Ao é a atividade residual adimensional, a1 € o parametro do modelo,
ko é a constante de desativacéo térmica de primeira ordem (min? ), t € o tempo de
incubacao (min), T é a temperatura experimental (K), R é a constante universal dos
gases (8,314 J. moll. K1), h é a constante de Planck (11,04 x 1036 J. min') e ko é a

constante de Boltzmann (1,38 x 10722 J. K1),
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Ensaio de estabilidade frente ao armazenamento

O biocatalisador foi incubado em solucédo tampéo tris-acetato a 0,2 mol. Lt e
pH 5,5, na auséncia de substrato e sob refrigeracdo a 4°C. O ensaio foi conduzido ao
decorrer de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, ao final suas atividades de transfrutosilacdo foram
determinadas a partir de condicdes experimentais padrdes. Os experimentos foram
realizados em triplicata (FARIA et al., 2021).

Métodos analiticos

Ensaio de atividade enzimatica padréao

As atividades de transfrutosilacdo da FTase extracelular foram realizadas
segundo Cuervo-Fernandez et al. (2007); Faria et al. (2021) e Cunha et al. (2019).
Foram adicionados 0,1 ml do caldo enzimatico (contendo a FTase) ou 1 peca do
biocatalisador em meio reacional constituido por 3,7 ml de solucdo de sacarose
comercial (Unido®) (63,6 %, m/v) e 1,2 ml de tampé&o tris-acetato (Synth®) 0,2
mol.Lt, pH 5,5. A reacdo enzimatica foi conduzida em banho Dubnoff (Bunker®,
modelo NI 1232) com agitacéo de 190 rpm e temperatura de 50 °C durante 60 minutos.

Para encerrar a reacao enzimatica imergiu-se o meio reacional em agua em
ebulicdo durante 10 minutos, seguido por resfriamento em banho de gelo durante 5
minutos, visando a inativacdo enzimatica. O meio reacional foi filtrado a vacuo e a
quantificacdo das concentracdes dos acUcares redutores totais (AR) e glicose por
meio dos métodos colorimétricos do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e GOD-PAP®,
respectivamente (Cunha et al., 2019; Faria et al., 2021). As atividades enzimaticas da
enzima soluvel e do derivado (suporte/ enzima), foram calculados a partir das

equacles 10 e 11:

. Fel. V,
Agoluvel — [Vt] - R (10)
E-“R
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[F¢]. Ve
m.tg

derivado _
At =

(11)

Em que [F] é a concentracéo de frutose transfrutosilada (umol. L), Vr 0 volume
do meio reacional (L), tr 0 tempo de reagao (min), Ve o volume do caldo fermentado

utilizado na reacdo enzimatica (ml) e m é a massa seca do derivado (g).

Analise de carboidratos

A partir das concentracdes de acucares redutores (AR) e glicose (G),
determinou-se as concentracdes de frutose (F) e frutose transferida (Ft) no meio de

reacao, segundo as equacoes (12) e (13) (Faria et al., 2021; Cunha et al., 2019).

[F] =[AR] - [G] (12)

[Fr] = [G] = [F] (13)

Resultados e Discussodes

Caracterizacao fisico-quimica do biocatalisador e parametros de imobilizacéo

A Figura 1 mostra os suportes utilizados para a imobilizacdo da enzima FTase
gue foram sintetizadas em formato cilindrico com massa média de 0,50 grama e com
dimensdes aproximadas de 0,50 x 0,50 cm de altura e diametro, respectivamente.

Observou-se que o 6xido de zinco reutilizado (a) obteve um aspecto mais
escuro em relacédo ao in natura (b), fato que se deve ao processo de reutilizacdo do
suporte. Algumas das hipoteses da coloragdo do 6xido de zinco reutilizado séo
incrustagcbes do processo de reuso em sua superficie, sendo corroborado na

microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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Figura 1 - Integridade do suporte de a) 6xido de zinco reutilizado e b) 6xido de zinco in natura
Fonte: do autor

Os testes de imobilizacdo possibilitaram a determinacéo dos parametros de
imobilizacdo enzimatica, como: rendimento de imobilizacdo (RI) e atividade
recuperada (AR) para o Oxido de zinco. Para calcular o rendimento de imobilizacédo
foram consideradas a atividade transfrutosilacéo inicial e final do caldo permeado
contendo a FTase e, para o calculo de atividade recuperada utilizou a atividade de
transfrutosilagcéo oferecida pelo derivado (suporte/ enzima). Os dados estao dispostos

na Tabela 1.

Tabela 1 - ParGmetros de imobilizacdo da FTase em 6xido de zinco ap6s 8 horas de imobilizag&o.

RI (%) AR (%)

Zno® 38,00+0,11 3,22+0,04

@) os testes de imobilizagdo foram conduzidos a 35°C, pH 5,5 e 175 rpm, com a proporc¢édo de 1:10

(massa de suporte: volume de caldo contendo a FTase).

O biocatalisador ofereceu um rendimento de imobilizacdo de 38,00% e
atividade recuperada de 3,22%, onde a atividade recuperada foi cerca de 10 vezes
menor do que o rendimento de imobilizacdo, fato que pode ser atribuido pelas
mudancas conformacionais da enzima ou pela dessor¢éo da enzima da superficie do
suporte devido ao processo reacional. Os resultados foram similares ao reportado por
Faria et al., (2021) que imobilizaram frutosiltransferase de Aspergillus oryzae IPT-301
em silicia gel nas mesmas condi¢cdes reacionais, com 85% de rendimento de

imobilizagdo e 9% de atividade recuperada.
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Husain et al., (2011) imobilizaram B-galactosidase de Aspergillus oryzae em
ZnO e nanoparticulas de ZnO, sendo que o rendimento de imobilizacdo resultou em
60% e 85%, respectivamente.

El-Shishtawy et al., (2021), estudaram a imobilizacdo da catalase em
nanoparticulas de oxido de zinco com citosana com variacdo de concentracdo do
oxido de zinco, os resultados demonstram que a imobilizacdo da catalase com 20%
de 6xido de zinco e 2% de citosana resultaram em um rendimento de imobilizacdo de
37%.

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) referentes a
morfologia das amostras do suporte 6xido de zinco in natura e reutilizado, estédo
dispostas na Figura 2. Observa-se que pela Figura 2a os poros do material séo
distribuidos homogeneamente e interconectados com um tamanho médio de 0,50 mm.
A interconeccdo e a morfologia dos poros sdo fundamentais no desempenho da
imobilizacdo de enzimas, oferecendo altas cargas enzimaticas adsorvidas na
superficie do material. Os poros altamente ordenados e a superficie quimica uniforme
favorece facilidade nos métodos de adsorcédo, além de prever os comportamentos da
enzimas durante a imobilizacédo (Zhao et al., 2006; Califano et al., 2019).

Hu et al.,, (2021) estudaram a comparacdo da imobilizacdo de zedlitas
convencionais e zedlitas com macroporos ordenados para imobilizacéo lipase a partir
do Aspergillus niger para producdo de biodiesel, a imobilizacdo em um material
macroporoso demonstrou atividades superior e estabilidade térmica maiores em
relacdo ao material com microporos.

A Figura 2b demonstra que a técnica de processamento adotada para a
obtencao de elevada porosidade (técnica de réplica), atendeu as necessidades e que,
apesar da elevada porosidade, o material apresentou baixo trincamento, 0 que
favorece maior resisténcia mecéanica.

A Figura 2c apresenta uma heterogeneidade no tamanho dos gréos
constituintes da microestrutura; observa-se que as condi¢cdes de queima permitiram
gue a amostra passasse pelas trés etapas de sinterizacdo. Observa-se ainda um
crescimento anisotropico dos gréos, sem a presenca de fase liquida ou vitrea

observavel na microestrutura final da peca. Além disso, as condi¢cfes de queima, cujo
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objetivo ndo era controlar o crescimento dos graos, mas sim promover a sinterizagao,
conferindo-lhe maior resisténcia mecanica e porosidade, foi bem sucedida.

Diante da Figura 2d do 6xido de zinco reutilizado € possivel observar diversos
residuos provenientes de processos anteriores de imobilizacdo, sendo estes, fixados
a superficie do 6xido de zinco. Em comparacdo com a Figura 2a, 0s poros sao bem
mais definidos em relac&o ao reutilizado, com a hipotese de desgaste ou deterioracao
dos poros durante o processo de imobilizacdo e do tratamento do suporte para o seu
reuso.

A presenca desses residuos na superficie do material que estéo dispostos em
novelos (Figura 2e), que por hipétese sdo caracteristicos de sais, sendo formados
durante o aquecimento, tendo em vista que estes sao provenientes do caldo contendo
a FTase. Com a aproximacdo em 10000 vezes (Figura 2f) ha presenca de um material
filamentoso que pode ser proveniente do meio de cultura utilizado, sendo
provavelmente hifas filamentosas ou debris celular, que séo dejetos do processo do
cultivo celular submerso, como reportado por Faria et al., (2021) e Dias et al., (2022).

Com o aumento da micrografia em 2500 vezes nos residuos sdo apresentados
a partir Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) que foi utilizada concomitante
ao MEV, a Figura 3 demonstra os perfis elementares presentes no material.

Na Figura 3a é apresentado a composicdo elementar do oxido de zinco in
natura, foi obtido em uma maior composi¢cdo em zinco e oxigénio corroborando para
a sintese bem sucedida do suporte, em contrapartida, o 6xido de zinco reutilizado
(Figura 3b) apresentou elementos presentes nas incrustacdes na superficie do
material com presenca de manganés, aluminio, magnésio e potassio, que por sua vez,
sdo provenientes do meio de cultura sintético utilizado para o cultivo celular do A.
oryzae IPT-301. Diante de ambas Figuras 3a e 3b, ha presenca de ouro e paladio que
€ devido ao recobrimento para o MEV.

Com base na andlise da Espectrofotometria de Transformada de Fourier (FT-
IR) dos suportes reutilizado e in natura, na presenca e na auséncia da enzima foram
coletados comprimentos de ondas para se entender os grupos funcionais desses
suportes, conforme mostrado na Figura 4. A analise de FT-IR foi performado na faixa
de 600 - 4000 cm™.
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De acordo com Patel et al., (2016), os comprimentos de onda mais baixos entre
446 - 630 cm™ correspondem a ligacdes do metal-oxigénio (ZnO). Assim, observa-se
que bandas visiveis no comprimento de onda entre 600 — 630 cm™® nos suportes sem
enzima sao caracteristicas desta ligacao.

Jayarambabu, Kao e Prabhu (2015) reportaram que a absorcédo devido ao
estiramento da ligacdo ZnO foi observado entre os comprimentos de onda de 731,9 a
608,6 cm™. Na faixa de comprimento de onda de 4000 - 630 cm™ ndo houveram
absorcdo espectral que evidencie ligacbes caracteristicas de outros materiais,
portanto, pode-se concluir que os suportes utilizados obtiveram nenhuma presenca de
agua ou impurezas detectaveis pelo FT-IR.

Nos espectros das amostras de 6xido de zinco in natura (linha azul) e éxido de
zinco reutilizado (linha verde), contendo a enzima FTase imobilizada, nota-se bandas
visiveis entre 3000 a 3500 cm™ que sdo vibragbes caracteristicas das ligacdes dos
grupos O-H e -NH, sendo grupos presentes na enzima (Husain et al., 2011).

Uma acentuada banda de 1636 cm pode ser atribuida a ligacdo O-H da
absorcdo de agua na superficie do 6xido de zinco, além de ser caracteristicas de
vibracdes intensas dos grupos amidas, caracterizando o alongamento das C-O e C—
N, 0 que corrobora a presencga da enzima imobilizada no 6xido de zinco (Faria et al.,
2020).

Diante disso, os picos referentes a 1634 e 630 cm™ pertencem as vibracdes de
alongamento e deformacédo da ligacao metal — oxigénio, além disso, a absorcédo de
1068 cm corresponde a interacdo do grupo -CO da enzima com o 6xido de zinco
(Abdullah et al., 2018; Selvarajan et al., 2015).
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Figura 3 - Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) da superficie do 6xido de zinco in natura (a) e

da superficie do residuo do 6xido de zinco reutilizado (b).
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Figura 4 — Espectro FT-IR do éxido de zinco in natura (linha preta), 6xido de zinco in natura apés a

imobilizacdo da FTase (linha azul), 6xido de zinco reutilizado (linha vermelha) e 6xido de zinco

reutilizado apos a imobilizagdo da FTase (linha verde).
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Influéncia da concentracdo de sacarose na atividade enzimatica e parametros
cinéticos

O efeito da concentracdo de sacarose nas atividades de transfrutosilacdo da FTase
imobilizada em éxido de zinco € mostrado na Figura 5.

100
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40 -

Atividade Relativa (%)
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Figura 5 — Efeito da concentragdo de substrato na atividade de transfrutosilagdo da FTase extracelular
de A. oryzae IPT-301 imobilizada em 6xido de zinco. Condi¢des reacionais: tampao tris-acetato 0,2 mol
L (pH 5,5), com velocidade de agitacdo de 190 rpm a 50 °C durante 60 min, para as concentragdes de
sacarose de 200, 300, 400, 470, 500, 600 e 700 (g. L). A atividade de transfrutosilagdo méaxima (5,01
+ 0,05 U. g?) foi definida como 100% de atividade relativa.

A maior atividade de transfrutosilagéo (Ar) foi observada para a concentracao
de sacarose de 600 g. L, sendo que os maiores valores foram em concentracées
superiores a 400 g. L1, em contrapartida, a concentracdo de substrato a 200 g. L
apresentou a menor atividade de transfrutosilacdo, sendo explicado pela insuficiéncia
de substrato para maximizar a performance da atividade de transfrutosilacdo (Cunha
et al., 2019; Faria et al., 2021).

Alvarado-Huallanco e Maugeri (2011) produziram frutooligossacarideos a partir
da FTase de Rhodotorula sp; os estudos concluiram que para concentracdes acima
de 70% de sacarose, ocorre efeitos da inibicdo pelo substrato. Similarmente, foi
observado que a imobilizacdo da FTase extracelular em 6xido de zinco houve reducéo

da atividade de transfrutosilacdo na concentracdo de 700 g. L.
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Segundo Mohamed et al., (2015) o suporte com alta carga de substratos ou
produtos podem apresentar problemas como a distorcdo da cinética devido aos
fendmenos de particdo ou difuséo, ou seja, atingindo a saturacao do suporte.

Os parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Hill para a FTase extracelular

adsorvida fisicamente em 6xido de zinco estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros cinéticos para a FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada em 6xido
de zinco.

Parametros )
o Modelo de Hill
Cinéticos
Vmax (U. g%) 4,71 £0,91
Ko (g. L) 345,58 + 52,30
n 4,11+£2,11
R? 0,92

O modelo de Hill foi ajustado aos dados experimentais de atividade de
transfrutosilacdo da FTase extracelular imobilizada em 6xido de zinco para obtencéo
dos parametros cinéticos, sendo que o ajuste esta disposto na Figura 6. O coeficiente
de determinacgdo encontrado foi de R? = 0,92, o que demonstra alta acuracidade para
0 ajuste do modelo aos valores de Ar.
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Figura 6 — Ajuste do modelo cinético de Hill aos dados experimentais de atividade de transfrutosilacao

da enzima FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada em 6xido de zinco.

O parametro Ko,s € a concentragdo de substrato na qual a velocidade de reacdo
€ a metade da velocidade maxima, desta forma, quanto maior o seu valor menor sera
a afinidade entre o substrato e sitio ativo da enzima (Faria et al., 2019). Os estudos
demonstram que o ajuste por modelo de Hill resultou em Kos = 345,58 + 46,78 (g.LY),
o0 alto valor de Kos da enzima pode ser explicada pelas mudancas conformacionais da
enzima, que diminuiram a probabilidade de formar um complexo substrato-enzima ou
a acessibilidade do substrato aos sitios ativos da enzima (El-Shishtawy et al., 2021).

Aratjo et al., (2022) estudaram os parametros cinéticos da imobilizacdo da
FTase de A. oryzae IPT-301 por meio ajuste dos dados experimentais no modelo de
Hill, cuja os valores de Kos (g. L?) foram 221,14 + 13,00 e 205,9 + 4,72 em
polihidroxibutirato puro e funcionalizado com glutaraldeido, respectivamente.

El-Shishtawy et al., (2021) estudaram a imobilizacdo da catalase em dois tipos
de suportes, sendo, citosana/ ZnO e citosana/ ZnO/ Fe203, conferindo valores acima
de 200 mM para os imobilizados e da enzima soltvel com valor de 91,28 mM, portanto,
foi observavel o aumento na velocidade maxima de reacdo na catalase imobilizada.

Outro parametro cinético é a velocidade maxima que descreve a velocidade de
reacdo quando a enzima esta completamente saturada do substrato. O valor obtido
de 4,71 + 0,82 (U. g1) foi menor que o reportado por Aradjo et al., (2022) (8,023 + 0,45
U g1) que imobilizou em polihidroxibutirato puro e maior que Faria et al., (2021) (1,45
+ 0,03 U g?) que imobilizou FTase em silica gel. Algumas hipéteses podem ser
explicadas para estes valores de Vmax como a diminui¢cdo dos sitios ativos e o aumento
da camada limite de transferéncia de massa que resultou em uma menor velocidade
de reacdo (Chiang et al., 1997; Faria et al., 2021; Araujo et al., 2022).

Cunha et al., (2019) ajustaram o perfil cinético com o modelo de Michaelis-
Menten para a enzima frutosiltransferase extracelular, no qual resultaram em Vmax =
16,23 U. mI't e Km = 50,41 g. L%, 0o que sugere que a enzima sollvel possui alta
afinidade com o substrato, além de demonstrar atividades maiores ao demonstrado
neste trabalho.

Com relacédo ao coeficiente de Hill (n), o valor apresentado na Tabela 2 de 4,11

+1,89 de 6,38 £ 2,35, que corresponde a cooperatividade positiva entre os sitios ativos
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da enzima e as moléculas de substrato, no qual depende do tipo e da forca da
interacdo entre os multiplos sitios ativos e das moléculas de substrato, sendo
reportado esse comportamento em enzimas com mais de um sitio catalitica e multiplas
subunidades (Weiss 1997).

Estabilidade térmica da enzima soluvel e imobilizada

As estabilidades térmicas da FTase soluvel e imobilizada foram determinadas
na faixa de temperatura de 30°C a 60°C, durante um periodo de 24 horas. As Figuras
7 e 8 demonstram a atividade relativa durante a incubacdo da enzima soluvel e
imobilizada, respectivamente.

A FTase imobilizada mostrou retencdo de atividades relativas maiores que a
FTase soluvel diante de todos os testes de incubacéo. A atividade de transfrutosilacao
(A1) com maior retencdo foi observada para as enzimas incubvadas a 30°C. Na
temperatura de incubacao de 30°C a FTase mostrou atividade relativa de 66% e 68%
depois de 24 horas de incubagdo para as enzimas solluvel e imobilizada,
respectivamente. Na temperatura de incubacao de 40°C, pode-se observar o mesmo
comportamento de valores proximos de atividades relativas, sendo, 58% de retencao
para a FTase soluvel e 61% para a FTase imobilizada, ambas depois de 24 horas.
Entretanto, observou-se um potencial de incubacado a temperaturas de 50°C e 60°C,
depois de 24 horas, a enzima imobilizada mostrou atividades relativas de 43% e 44%,
respectivamente. E a enzima solUvel apresentou 31% e 33% para as mesmas
temperaturas.

Os parametros termodindmicos da FTase imobilizada e solavel foram
calculados a partir das Figuras 7 e 8. Os parametros de constante de desnaturacao
térmica (ko) e energia de desativacdo térmica (Ep) foram obtidos a partir da
linearizacdo da Equacao 4, além disso, os parametros de ti2, FE, AHp, AGp e ASp,

disposto na Tabela 3.
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Figura 7 - Perfil de estabilidade térmica da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 sollvel ao decorrer
de 24 horas para diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C). A reacao enzimatica ocorreu
em meio reacional constituido por solugdo de sacarose 47 % (m.v!) em tampé&o tris-acetato (pH 5,5)
0,2 mol.L%, com velocidade de agitacdo de 190 rpm a 50 °C durante 60 min. A atividade méaxima de

transfrutosilagéo foi definida como 100% da atividade relativa.
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Figura 8 - Perfil de estabilidade térmica da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada em
Oxido de zinco ao decorrer de 24 horas para diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C). A
reacdo enzimatica ocorreu em meio reacional constituido por solucdo de sacarose 47 % (m. v-1) em
tampao tris-acetato (pH 5,5) 0,2 mol. L1, com velocidade de agitacdo de 190 rpm a 50 °C durante 60

min. A atividade maxima de transfrutosilacéo foi definida como 100% da atividade relativa.
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O tempo de meia vida (t12) é definido como o tempo requerida para sua
atividade originial cair para 50% em uma dada temperatura. Sendo assim, um maior
tempo de meia vida indica que o biocatalisador pode ser utilizado por um longo periodo
de tempo (Saqgib et al., 2010; Oliveira et al., 2020). Os resultados da Tabela 3
demonstram que o tu2ha um decréscimo progressivo com o0 aumento da temperatura.
O fator de estabilidade da FTase imobilizada a 50°C foi de 1,8 em relacdo a enzima
solavel.

A energia de ativacdo para denaturacdo térmica (Ep) é a energia minima que
deve ser fornecida a enzima solUvel (estado nativo) para denaturar, desta forma,
valores maiores indicam que uma maior termoestabilidade enzimética (Sagib et al.,
2010; Faria et al., 2021). Os ensaios de estabilidade térmica apontaram que o
biocatalisador heterogéneo nado apresentou um aumento expressivo ha
termoestabilidade enzimatica em comparacao a enzima sollvel. A energia de ativacédo
de denaturacéo térmica foi de de 16,46 kJ. mol para o biocatalisador heterogéneo e
15,38 kJ. mol* para o biocatalisador soltvel.

Além disso, pode-se observar que os valor de entalpia (AHbp), energia livre de
Gibbs (AGpb) e entropia (ASp) foram relativamente proximos, como demonstrado com
Ep. Sendo assim, valores maiores de AHp indicam maiores estabilidades térmicas. A
energia livre de Giibs (AGp) descreve as contribuicbes entalpicas e entrépicas, sendo
um dos paradmetros mais assertivos para o estudo da termoestabilidade enzimatica
(Saqui et al., 2010; Araujo et al., 2022).

Silva (2021) avaliaram a termoestabilidade enzimatica da FTase solUvel obtida
através do cultivo celular submerso com o fungo Aspergillus oryzae IPT-301 para a
faixa de 30°C 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 da FTase imobilizada em silica gel
pura, comparando com a enzima livre nas faixas de temperatura de 30°C a 60°C
durante 17 horas, e obteve que o processo de imobilizacdo aumentou a estabilidade
da enzima, apresentando maiores valores de tempo de meia vida (t12), de energia de

denaturacéo térmica (Ep) e de energia livre de Gibbs (AGb).
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Tabela 3 - Parametros termodindmicos para a FTase extracelular soltvel (S) e imobilizada em 6xido de

zinco (1), obtidos para diferentes temperaturas de incubagéo.

Temperatura (°C)

Parametro FTase
30 40 50 60
S 0,91 0,97 0,98 0,99
RZ
I 0,99 0,98 0,99 0,98
S 6,78 x10°% 7,45x10% 9,11x10%® 11,70x 103
ko (mint)
I 3,98x10° 4,29x10% 5,19x10% 7,23x10°3
S 102,23 93,04 76,09 59,24
ti2 (min)
| 174,16 161,57 133,55 95,87
Fator de
- 1,7 1,7 1,8 1,6
estabilidade (FE)
S 15,38
Eb (kJ mol?)
I 16,46
S 12,86 12,78 12,69 12,61
AHp (kJ mol?)
I 13,94 13,85 13,77 13,69
S 97,19 100,24 102,98 105,56
AGp (kJ mol?)
I 98,53 101,67 104,49 106,89
S -0,278 -0,279 -0,279 -0,279
ASp (kJ mol?)
I -0,279 -0,280 -0,281 -0,280

Efeito do pH na atividade enzimatica

A estabilidade da FTase imobilizada em Oxido de zinco frente ao pH foi
investigada em varios pH e esta disposta na figura 7. Foi observado que a enzima foi
estavel e manteve sua atividade relativa maior no pH 6,0, onde se manteve estavel
com atividade relativa de acima de 90% no pH 6,5. Entretanto, a estabilidade do pH
da FTase em oOxido de zinco diminuiu com a diminuicdo do valor do pH, como

observado na figura 7.
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Figura 9 - Estabilidade da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada em 6xido de zinco apés
24 horas de incubagéo a 4°C em tris-acetato (0,2 mol. L) para diferentes valores de pH. Condicdes
reacionais: solucdo de sacarose 47 % (m v) em tampéo tris-acetato 0,2 mol L' (pH 5,5), com
velocidade de agitagdo de 190 rpm a 50 °C durante 60 min. A atividade enzimatica maxima (3,06 + 0,21

U g?) a pH 6,0 foi definida como 100% de atividade relativa.

Wei e Chatterton (2001) reportaram que as enzimas frutosiltransferases
apresentam ponto isoelétrico em torno de 5,02 a 5,96. As particulas de ZnO
apresentam ponto isoelétrico de aproximadamente 9,5 que é adequado para a
adsorcéo fisica de enzimas com baixo ponto isoelétrico, como a frutosiltransferase,
sendo assim, maiores intera¢des entre o suporte e enzima serao promovidas, que por
sua vez, favorecendo melhor estabilidade & enzima. A FTase imobilizada em 6xido de
zinco exibiu maior estabilidade nos pHs mais alcalinos. Em contrapartida, Husain et
al., (2011) estudou o efeito do pH e p-galactosidase em Oxido de zinco e
nanoparticulas de éxido de zinco, tendo como maior estabilidade no pH de 4,5. O pH
do meio influencia diretamente na atividade catalitica da enzima, modificando a
distribuicdo de cargas da proteina, do substrato e dos produtos. Desta forma, o
deslocamento do pH 6timo para regides alcalinas podem ser explicados pelos grupos
presentes na enzima e dos grupos funcionais do suporte (Verma et al., 2013).
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Faria et al., (2021) reportaram maior estabilidade da FTase extracelular de A.
oryzae IPT-301 imobilizada em silica gel para uma faixa de pH compreendida entre
5,0 e 6,5, com atividade relativa superior a 95 % em pH 6,0.

Silva et al., (2021) estudaram o efeito do pH na FTase extracelular na faixa de
3,5 a 8,5, onde a enzima se demonstrou com maior estabilidade no pH 5,5 e em pH
6,5 sua atividade relativa foi para aproximadamente 60%. Um estudo da estabilidade
ao pH da celulase em nanoparticulas de 6xido de zinco no pH 7,5 a 12, mostrou alta
estabilidade superior a 80% no que tange o pH de 7,5 a 9,5, indicando um grande
potencial de aplicacdo de imobilizacdo de enzimas em o6xido de zinco (Srivastara et
al., 2016).

Verma et al.,, (2013) estudaram a estabilidade frente ao pH da enzima (-
glucosidase de Aspergillus niger e foi observado um pH 6timo de 6,0 para imobilizacao

em nanoparticulas magnéticas.

Estabilidade de armazenamento da FTase imobilizada

A estabilidade de armazenamento da FTase imobilizada em 6xido de zinco foi
determinada durante 4 dias de armazenamento a 4°C em solucdo tampao de tris-
acetato. Os resultados demonstram que a enzima imobilizada em 6xido de zinco se
manteve a uma taxa de caimento da atividade relativa de 15% comparado ao dia
anterior, sendo que esta taxa permaneceu até o segundo dia de armazenamento.

Silva et al., (2021), estudaram a estabilidade de armazenamento da FTase
extracelular de A. oryzae IPT-301 sob as mesmas condicbes experimentais e
constataram que a enzima sollvel reteve apenas 45,6 % de sua atividade inicial nas
primeiras 9 horas de armazenamento. ApOs este periodo, a atividade de
transfrutosilacao continuou diminuindo até atingir aproximadamente 35 % da atividade

inicial apds 96 horas de incubacéao.
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Figura 10 - Estabilidade de armazenamento da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada
em oxido de zinco. Condi¢des reacionais: solugdo de sacarose 47 % (m v-t) em tampdo tris-acetato 0,2
mol L1 (pH 5,5), com velocidade de agitagcao de 190 rpm a 50 °C durante 60 min. A atividade enzimatica
maxima (3,84 + 0,31 U g*) foi definida como 100% de atividade relativa.

Em comparagdo com o trabalho de Silva et al., (2021) que estudou o
armazenamento da FTase extracelular solluvel é possivel observar que a queda de
atividade de transfrutosilacdo € mais acentuada durante as 9 horas incubacéo nas
mesmas condi¢des, atingindo uma atividade 45% ap0s 24 horas de incubacéo, sendo
assim, a enzima imobilizada em 6xido de zinco apds 24 horas permaneceu em uma
atividade relativa de aproximadamente 82%.

Uma maior estabilidade ao armazenamento do biocatalisador promove 0 uso
deste em escala industrial, fator importante para reducéo de custos e maior eficiéncia
(Araujo et al., 2022).

Conclusdes

A partir dos resultados apresentados, constatou-se que a FTase extracelular foi
imobilizada por adsorcéo fisica, de forma satisfatéria em 6xido de zinco durante 8
horas, 175 rpm e a 35°C, com rendimento de imobilizacdo de 30,00% e atividade
recuperada de 3,22%.



53

Os estudos de caracterizacéao fisica dos suportes in natura e reutilizado, como
demonstrado nos espectros de FT-IR indicam a presenca de FTase adsorvida na
superficie de ambos os suportes, além de que, o MEV apresenta incrustacdes na
superficie do suporte reutilizado.

A partir da caracterizacdo enzimatica, o ensaio para a avaliacdo do efeito da
concentragdo de substrato apontou que concentragées entre 470 g. Lt a 700 g.L* de
sacarose apresentaram as melhores condi¢gbes para a atividade de transfrutosilacao,
sendo 600 g.L! a condicdo 6tima. Em relacdo a cinética da FTase imobilizada em
oxido de zinco, o modelo ajustado foi de Hill. Quanto a estabilidade frente ao pH, a
imobilizacdo aumentou a faixa em que a FTase € estavel, sendo que de 6,0 a 6,5 a
atividade relativa permaneceu acima de 90%. A estabilidade térmica da enzima
também aumentou com o processo de imobilizacdo, de modo que o tempo de meia
vida da enzima foi maior em até 1,70 vezes para 0 estudo de estabilidade a
temperatura de 30°C. Outro estudo realizado foi a estabilidade ao armazenamento,
indicando a possibilidade de armazenagem do biocatalisador heterogéneo, sem a
perda de atividade de transfrutosilacdo, em até 2 dias, onde a atividade relativa

permaneceu acima de 70%.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A FTase extracelular foi imobilizada por adsorcao fisica, de forma satisfatoria
em 6xido de zinco num periodo de 8 horas, a uma temperatura de 35°C e 175rpm,
com 30% de rendimento de imobilizacéo e 3,22% de atividade recuperada.

Os suportes in natura e reutilizado indicam a presenca de FTase adsorvida, que
foi demonstrado nos espectros de FT-IR nos estudos de caracterizagéo fisica. Foi
demonstrado também que o MEV apresenta incrustacées na superficie do suporte
utilizado.

O ensaio para a avaliacdo do efeito da concentracdo de substrato, através da
caracterizacdo enziméatica, obteve condicdo de maior atividade de transfrutosilacdo na
concentragdo de substrato de 600 g. L, além disso, a enzima apresentou atividades
maiores de 70% na faixa de concentracdo de 470 g. Lt a 700 g. L't. O modelo de Hill
foi utilizado na cinética da FTase imobilizada em o6xido de zinco. Em relacdo a
estabilidade e pH, obteve um aumento na imobilizacdo a faixa em que a FTase é
estavel, sendo que a atividade relativa se manteve acima de 90% com o pH mais
alcalinos. Ocorreu também o aumento da estabilidade térmica com o processo de
imobilizacdo, sendo que o tempo de meia vida da enzima foi 1,70 vezes maior em
uma temperatura a 30°C. A estabilidade ao armazenamento também foi uma variavel
estudada, sendo que em até 2 dias, a atividade relativa permaneceu acima dos 70%,

sem a perda de atividade de transfrutosilacao.
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