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RESUMO

A obtencgéo de frutooliogossacarideos (FOS) por enzimas imobilizadas abrange
dois conceitos em grande expansdo nos Ultimos anos: aplicacdo industrial de enzimas
imobilizadas e alimentos funcionais. A op¢édo de imobilizacdo é principalmente induzida
pela facilidade de controle da reacéo e possibilidade de reutilizacdo do sistema, além de
permitir escalonamento industrial. Dentre os alimentos funcionais estdo os FOS que agem
como prebibticos ao induzirem o crescimento de uma microflora desejavel e benéfica ao
organismo. As leveduras do género Rhodotorula apresentam bom potencial de
transfrutosilacdo e sua enzima extracelular recuperada do meio de cultivo por precipitacdo
com alcool anidro foi imobilizada em diferentes suportes para selecdo de uma
metodologia adequada de imobilizacdo. Os melhores resultados foram obtidos ao se
imobilizar a enzima por adsor¢cdo em suporte solido 4cido inorganico composto por niébio
e grafite, comercializado pela Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineracdo. A
eficiéncia de imobilizacéo foi de 97,76% para uma razdo de 164 U/g suporte. O perfil de
pH da enzima imobilizada foi deslocado e estendido para valores mais basicos do que o
apresentado pela enzima livre, indicando efeito causado pela carga negativa do suporte.
A adicdo de sais a 10 mM no meio de incubacdo demonstrou aumentar a estabilidade
térmica do imobilizado, especialmente para o sal CuSO,4. Em pH 4,5 e 6,0 foi observada
alta atividade enzimatica e estabilidade em diferentes temperaturas, e ambos os pHs
foram selecionados para caracterizagdo do sistema. A meia-vida da enzima imobilizada a
50°C em pH 4,5 e 6,0 foi respectivamente de 24 e 48 dias e a temperatura 6tima para
cada pH foi de 61°C e 63°C. A cinética enzimatica apresentou inibicdo pelo substrato
sacarose, efeito ndo observado com a enzima livre. Sinteses de FOS tendo sacarose a
50% como substrato inicial, foram realizadas em micro-reatores do tipo batelada nos pHs
selecionados, a conversdo de FOS obtida apresentou valores em torno de 60%, néo
muito diferentes da enzima livre. Com base nos resultados obtidos, é possivel afirmar que
a metodologia selecionada é viavel para aplicacdo da enzima imobilizada em biorreatores

para producéo de FOS.
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ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) production by immobilized enzymes encloses two
concepts that have faced great expansion in the last few years: industrial application of
enzymes and functional foods. The option for enzyme immobilization is mainly induced by
the easiness of controlling the reaction and the possibility of reusing the biocatalyst,
besides the fact of allowing industrial scale-up. Amongst functional foods, there are the
FOS for acting as a prebiotic inducing the growth of a desirable and beneficial microflora to
our organism. Yeasts from the genre Rhodotorula has demonstrated a great
transfructosilation potential and its extracellular enzyme recovered from fermented
medium by alcohol precipitation were immobilized on different supports and by different
methodologies in order to select the most adequate of them. The best results were
achieved immobilizing the enzyme by adsorption on a solid acid support consisted of
niobium ore and graphite, commercialized for Companhia Brasileira de Metalurgia e
Mineracdo. The immobilization efficiency reached 97,76% at a rate of 164 Uj/g of support.
Considering the immobilized enzyme, the pH profile changed to more basics values
comparing to free enzyme, indicating an effect caused by negative charge of the support.
Salt addition at 10 mM to incubation medium demonstrated to increase thermal stability,
especially for CuSO, salt. At pH 4,5 and 6,0 high activity and good stability were observed
in different temperatures, and both were selected for system characterization. The half-life
obtained at 50°C and pH 4,5 and 6,0 were respectively 24 and 48 days and the maximum
activities for each pH were at temperature of 61°C and 63°C. Enzymatic kinetic for the
immobilized enzyme presented inhibition by substrate concentration, effect not observed
with free enzyme. FOS synthesis with sucrose at 50% as starting substrate were
conducted in micro-reactors in both pH and the FOS conversion obtained were around
60%, similar to free enzyme. Based in these results it is possible to say that this
methodology for enzyme immobilization is viable for application in large scale bioreactors
for FOS production.
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1. INTRODUCAO

Biotecnologia, como ciéncia, abrange desde engenharia genética e de proteinas a
catalises enzimaticas; a transformacdo de uma propriedade pesquisada em produto
disponivel deve sempre levar em consideracdo fatores como custo, efeitos colaterais e
aceitacdo do consumidor alvo em relagcdo as técnicas biotecnoldgicas. O mercado global
para enzimas industriais foi estimado em $2 bilhdes em 2004 e espera-se que atinja $2,4
bilhbes até 2009. Devido a freqlientes preocupagcbes com o meio-ambiente e custo de
projetos, processos quimicos convencionais tém sido cada vez mais abandonados e
processos biotecnologicos tém sido rapidamente valorizados e indicados como seus
substitutos (THAKORE, 2004; van-BELIEN & LI, 2002; GOLDBERG et al.; 1994).

1.1. JUSTIFICATIVA

A obtencdo de enzimas de origem microbiana é bem mais aplicada e difundida do
que a de origem vegetal, isto devido ao fato de que os microrganismos tém um ciclo curto
gquando comparados com 0s vegetais e ndo apresentam sazonalidade, além do baixo custo
de obtencdo. Até o momento, sabe-se que a enzima extracelular de Rhodotorula sp.
(HERNALSTEENS, 2006) apresentou alto potencial para a sintese de frutooligossacarideos,
maior que a inulinase produzida pelo género Kluyveromyces sp. (SANTOS, 2002). Desde
2002, os frutooligossacarideos e microrganismos com alto potencial de transfrutosilacao tém
sido alvo de pesquisas no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (DEA-FEA-
UNICAMP) tendo como resultado atual as seguintes patentes: Pl 0404152-6 (MAUGERI et
al., 2004) e PI 0202602-3 (MAUGERI & PINHEIRO, 2002).

Os frutooligossacarideos, por suas propriedades funcionais tém encontrado grande
nicho de mercado e crescente aplicacdo industrial, atualmente no mercado estdo disponiveis
poucas marcas deste composto, sendo a técnica de producdo dominada pelo Jap&o. Sua
producédo industrial € normalmente realizada por enzimas imobilizadas de origem flngica,
mas enzimas livres também podem ser empregadas (SANTOS, 2002; COLLINS et al., 1997,
YUN, 1996). Como exemplo da producdo de FOS por fungos, podemos citar a patente US
Patent 20020182682 (PARK & PASTORE; 2002) de um dos laboratérios da FEA-UNICAMP,
onde é feita uma das sugestbes de trabalho para a enzima imobilizada em meio semi-sélido
composto por farelo de trigo.

A obtencdo tanto dos frutooligossacarideos como dos suportes e reagentes
comumente empregados dificulta o consumo e reproducdo das metodologias aplicadas em

outros paises. Muitas técnicas apresentam uma série de inconvenientes, como por exemplo,



etapas muito complexas a serem realizadas em larga escala ou até mesmo o uso de
reagentes perigosos. Estes inconvenientes em pequena escala (laboratério) ndo chegam a
ser um problema uma vez que sdo conduzidos por uma equipe capacitada e realizados em
condicbes controladas. O sucesso da aplicacdo de um biorreator contendo enzima
imobilizada para produgcdo de frutooligossacarideos depende da viabilidade do reator
desenvolvido, bem como de cada componente desse sistema. Dessa forma, faz-se
necessario a investigacdo de técnicas viaveis que envolvam processos simplificados e
reagentes de baixo custo. O uso de suportes que apresentem um longo tempo de
manipulacdo, tanto durante como antes e apo0s a imobilizacdo, € um fator de extrema

importancia.

1.2. OBJETIVOS

E de interesse cientifico e industrial que a aplicagcdo de suportes de baixo custo e alta
disponibilidade no Brasil em um procedimento de imobilizacdo enzimética apresente
resultados tao satisfatérios quanto os de suportes convencionais. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi pesquisar uma técnica adequada de imobilizacdo da enzima frutosiltransferase
extracelular de Rhodotorula sp. aplicada a producéo de frutooligossacarideos em biorreator,
que seja viavel economicamente e de facil reproducdo e manutencdo. Os estudos
conduzidos neste trabalho tiveram adicionalmente a importancia de fornecer conhecimentos

basicos do comportamento enzimético apés a imobilizacao.

1.3. ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO
Este trabalho foi dividido em duas etapas:
A) Testes preliminares para selecdo do suporte e metodologia adequados que
possibilitassem a caracterizagdo da enzima imobilizada. Foram avaliadas:
A.1) diferentes metodologias de imobilizac&o, e de obtenc&o e preparo dos suportes
alginato, zircénio e niébio,
A.2) caracteristicas fisicas e de estabilidade do imobilizado bem como sua viabilidade e
reprodutibilidade.
B) Estudos especificos para caracterizagdo da enzima imobilizada com o suporte e
metodologia selecionada. Foram avaliados:
B.1) comportamento bioquimico apés imobilizacao referente ao pH e adicdo de sais,
B.2) selecdo dos pHs de maior estabilidade e atividade enzimatica para avaliacéo de:
- aspectos de bioengenharia referentes a temperatura e concentracéo de substrato

- estudos de sintese em pequena escala com a enzima imobilizada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTOOLIGOSSACARIDEOS (FOS)

Os frutooligossacarideos séo oligossacarideos em que 1 ou 4 moléculas de frutose
estdo ligadas na posicdo B—(2- 1) da sacarose, seus principais componentes sédo: kestose
(GF,), nistose (GF3) e 1-frutosilnistose (GF,), onde GF corresponde a um grupo sucrosil e o
subscrito ao numero de residuos extra-sucrosil. Essas moléculas ndo sdo susceptiveis a
digestdo enzimatica animal ou humana, por essa razdo eles sdo considerados agentes ndo
caléricos e ndo cariogénicos (ndo sdo metabolizados por Streptomyces sp. presentes na
cavidade bucal e que séo as causadoras de céries e placas) além de serem bons agentes
prebioticos (CABRAL et al., 1993; YUN, 1996; SANTOS, 2002; STEINBERG et al., 2002).

Podem ser encontrados naturalmente em uma grande infinidade de vegetais, mas
nem todos séo viaveis para fins alimenticios, sendo as fontes mais conhecidas: cebola, alho,
aspargos, banana, alcachofra, tomate, banana, etc. (TANRISEVEN & ASLAN, 2005;
ROBERFROID, et al., 2001; TOMOMATSU, 1994). Comercialmente podem ser obtidos por
duas vias (PASSOS & PARK, 2003):

(1) hidrélise enzimatica da inulina, comercialmente disponiveis pela Orafit Ltda.
(Raftilosel) e pela Imperial-Suikner Unie (FrutafitlJ),

(2) reacdo enziméatica de transfrutosilacdo em residuos de sacarose, comercialmente
disponiveis pela Meiji-Seika Ltda. (Neosugarld) e Béghin Meiji Industries (Actilight).

Comercialmente no Japéo, existem o Neosugar G e o P. O tipo G apresenta 55% de
frutooligossacarideos e grau de dogura de 60% em relagéo a sacarose, ja o tipo P apresenta
95% de frutooligossacarideos e 30% de docura em relacdo a sacarose (HIDAKA &
HIRAYAMA, 1991).

2.1.1. Aplicagbes e beneficios dos frutooligossacar  ideos

A legislacdo brasileira define alimentos funcionais como aqueles que
desempenham papel metabdlico ou fisiolégico no crescimento, no desenvolvimento, na
manutencdo ou outras fungBes normais do organismo ...” (BRASIL, 1999). Os produtos
funcionais vao bem além dos efeitos prometidos pela classe dietética ou light, pois eles
apresentam em suas formulacdes componentes que exercem influéncia especifica e podem
promover melhoria de qualidade de vida ao auxiliar no tratamento de determinadas

disfungdes (KROLL, 1997; ANGELIS, 2001).



De acordo com GIBSON & ROBERFROID (1995), os prebioticos sdo ingredientes
alimentares que quando ingeridos afetam de forma benéfica o organismo uma vez que
estimula o crescimento e/ou atividade de algumas bactérias desejaveis existentes no célon
(Bifidobobacterias sp., Lactobacilus sp., etc.) e inibindo conseqiientemente populacdes de
Clostridium sp. que fazem parte da flora denominada putrefativa e indesejavel (GOLDBERG
et al.; capt. 10; 1994). Os frutooligossacarideos por ndo serem absorvidos no intestino
delgado, chegam ao intestino grosso, onde apresentam a propriedade funcional de estimular
0 crescimento da microflora benéfica sendo, portanto, classificados como prebioticos
(GIBSON, et al., 2004; PASSOS & PARK, 2003; TOMOMATSU, 1994; LASKIN, 1985).

Os prebidticos sdo amplamente comercializados no Japdo e na Europa como
adocantes funcionais e também como ingredientes na producdo de bebidas lacteas, balas,
doces, chocolates, biscoitos, geléias, pudins e goma de mascar (SANGHEETA et al., Trends
in Food Science & Technology, 2005; LASKIN, 1985). Seu consumo pode ser como
complemento alimentar ou como ingrediente de um alimento. Estudos realizados no Brasil,
assim como em outras partes do mundo, sugerem a adi¢cao destes compostos em barras de
cereais (SKLIUTAS, 2002), iogurtes (ANTUNES, 2004), sucos de frutas (FREITAS, 1999),
biscoitos (TUOHY, et al., 2001) e em produtos de panificagdo (MOSCATTO et al., 2004) etc.

Ha ainda a possibilidade de serem empregados em alimentacdo animal, com as
mesmas funcionalidades, conforme citagdo de PASSOS & PARK (2003) e TANRISEVEN &
ASLAN (2005), ou em uso cosmeético e farmacéutico (LASKIN, 1985). Estudos sobre a
aplicacdo de prebioticos em alimentagdo infanti em paises europeus (VEEREMAN-
WAUTERS, 2005; VANDENPLAS, 2002; RIVERO-URGRELL & SANTAMARIA-ORLEANS,
2001) e no Brasil (NOBREGA et al., 2004) apresentam resultados satisfatérios e
semelhantes. Da mesma forma, ha estudos sobre os beneficios da ingestdo de prebidticos
para pacientes idosos (GUIGOZ et al., 2002). Existem muitos outros estudos referentes aos
possiveis beneficios que a ingestao regular de prebidticos pode causar como: prevencgdo ao
cancer de mama (Roberfroid et al., 1998 em: TANRISEVEN & ASLAN, 2005), aumento da
absorcéo de calcio pelo organismo (GRIFFIN et al., 2002), reducéo do risco de cancer de
cblon (POOL-ZOBEL et al., 2002), além de uma série de outros beneficios (SAAD, 2006;
LOO, 2004; CUMMINGS & MACFARLANE, 2002; SCHLEY & FIELD, 2002).

De forma geral, o consumo indicado é de 8 a 10 g/dia de acordo com LASKIN
(1985) ou até mesmo de 12 a 20 g/dia (Bouhnik et al., 1996, em: FREITAS, 1999). Sabe-se,
portanto, que o0 consumo elevado destes compostos pode causar flatuléncia, dores

intestinais e diarréia devido a sua acao fermentativa e efeito osmotico (LASKIN, 1985). Os



oligossacarideos séo ainda sollUveis em agua e possuem baixo poder calérico, cerca de 0,4
a 0,6 vezes o poder adogante da sacarose, 0 que 0s torna interessantes para utilizagdo em
produtos onde o uso de sacarose € restrito. Além do poder adocgante, eles ndo séo
metabolisados pelo organismo humano, portanto ndo agindo como fonte de energia (YUN,
1996; SANTOS, 2002).

2.2 O GENERO RHODOTORULA

As leveduras do género Rhodotorula (Figura 1) podem apresentar coloracdo rosa,
vermelha ou amarela e sao responsaveis por coloragfes anormais em alimentos e alteracao
de acgucar liquido e azeitonas. S&o comumente relacionadas a producédo de carotendides
(PARK et al.; 2006), tanto de coloracdo vermelha quanto amarela, e producéo de lipideos
(SACCHETTI et al., 2005) sendo a R. glutinis muito empregada para este fim; sdo também
comuns em bebidas ndo alcodlicas (sucos de magd, laranja, etc.). Podem ser encontradas
no solo, ar, lagos, vegetais diversos, no homem e outros mamiferos. Este género inclui 3
espécies ativas: R. glutinis, R. minuta e R. mucilaginosa e sdo consideradas “leveduras
falsas” ou fungos imperfeitos, pois ndo produzem esporos sexuais (FRANCO & LANDGRAF,
2003; FRAZIER & WESTHOFF, 1991).

Em ZHENG et al. (2005), DAVOLI et al. (2004), e YECH (1996) podemos ver
aplicacdes como em processos de bio-remediacdo e producdo de biomassa a partir de
subprodutos da industria agro-alimentar e na fabricacdo de queijos, como os do tipo

cheddar, conferindo a coloracao alaranjada ao produto.

1
fonte: Laboratério de Engenharia de Bioprocessos

Figura 1. Fotomicrografia de Rhodotorula sp. (40X)

Diversos autores tém estudado a producdo dos frutooligossacarideos por diversos
fungos e bactérias, conforme citados em SANGEETHA et al. (Trends in Food Science &

Technology, 2005). E de acordo com estudos realizados no Laboratorio de Bioprocessos



(DEA-FEA-UNICAMP), a enzima deste microrganismo mostrou bom potencial de
transfrutosilagéo e sua aplicacdo tem sido indicada (HERNALSTEENS, 2006).

2.3 ENZIMAS COM ATIVIDADE DE TRANSFRUTOSILACAO

A denominacdo da enzima responsavel pela reacdo de transfrutosilacdo ainda é
conflitante, em L'HOCINE et al. (2000) pode-se encontrar uma discussdo sobre as
denominacdes B-D-frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) e a B-frutofuranosidase ou invertase (EC
3.2.1.26), nesse caso, os autores definem a nomenclatura correta como sendo (-D-
frutosiltransferase ja que inicialmente a atividade de frutosiltransferase foi identificada no
decorrer da preparacdo de invertase em altas concentracbes de sacarose. Neste mesmo
trabalho é feita a purificacdo dos dois tipos de enzima de A. niger, acima citadas.

Em RUBIO et al., (2002) a denominacdo da enzima de Rhodotorula glutinis é feita
como invertase e apresenta atividade de transfrutosilagcdo em concentragfes de sacarose a
partir de 10%. Trabalhos como os de TOMOTANI & VITOLO (2007) e EMREGUL et al.
(2006) se referem a aplicacao da invertase de fungos imobilizada, para hidrolise da sacarose
como medida preventiva a cristalizacdo de aclUcares em alimentos processados. CHEN &
LIU (1996) a denominaram como [-frutofuranosidase, de A. japonicus, cuja concentracao
6tima de sacarose foi, nesse caso, de 26,6%. YUN, (1996) apresenta para a enzima
frutosiltransferase a faixa de pH 6timo de 5 a 6,5 e de temperatura 6tima de 50 a 60C,
sendo que a reacdo é conduzida em concentracfes de sacarose acima de 60%. HIDAKA et
al., (1988) e JUNG et al., (1989) constatam que para a B—frutosiltransferase de A. niger a
formagcdo de FOS em altas concentragbes de sacarose é favorecida, porém a baixas
concentragcdes de sacarose a acdo hidrolitica é predominante. CHIANG et al. (1997)
descrevem a imobilizacdo de uma B-frutofuranosidase de A. niger e A. japonicus para
producdo de FOS a partir de meio contendo 50% de sacarose.

Muitos autores como GHAZI et al., (2005) citam a dificuldade de definicdo da
nomenclatura que muda muitas vezes dependendo da fonte de origem. Em ANTOSOVA &
POLAKOVIC (2001), encontra-se uma definicdo bastante clara entre as duas nomenclaturas.
De acordo com esse trabalho, a p-frutofuranosidase apresenta basicamente atividade
hidrolitica, mas dependendo da sua origem ela pode exibir significativa atividade de
transfrutosilagdo. A produgdo maxima de FOS € observada em altas concentragbes de
sacarose. Ja a B-D-frutosiltransferase é definida por apresentar baixa atividade hidrolitica e

alta atividade de transfrutosilagédo e a obtencdo de grandes quantidades de FOS ocorre até



mesmo em solugdes diluidas do substrato. Em trabalho recente de GHAZI et al., (2006), é
discutido que independente da fonte de origem e da denominacdo, tanto a (-D-
frutosiltransferase, quanto a B-frutofuranosidase apresentam tanto a atividade de hidrdlise
gquanto a atividade de transferase, em graus diferentes, mas que limitam a producdo de FOS
ao uso de altas concentra¢cdes de sacarose. A Tabela C do Anexo Il apresenta um resumo
das informacgdes disponiveis sobre as duas classificagdes conflitantes desta enzima, obtidas
no banco de dados enzimatico BRENDA (2007). De acordo com este banco de dados, a
Unica referéncia ao género Rhodotorula é feita com a classificagao -frutofuranosidase.

O mecanismo de acdo desta enzima depende da fonte; se a fonte for vegetal ou para
alguns microrganismos, a acdo da enzima ocorre em conjunto com uma série de outras
enzimas. Mas em outros casos, sua acao € isolada. A atividade de transferase pode ser
resumida como a transferéncia de um grupo (aldeidico, cetbnico, acil, agucar, fosforil ou
metil) de uma molécula para outra, no nosso caso, de grupos frutosil. Até o momento
existem 720 enzimas com atividade de transferases identificadas e destas apenas 90 estdo
disponiveis comercialmente (FABER, 1997; DIXON & WEBB, 1979).

2.3.1 Enzima frutosiltransferase extracelular de Rhodotorula sp.

Estudos conduzidos por HERNALSTEENS (2006) no Laboratério de Engenharia de
Bioprocessos (DEA-FEA-UNICAMP) com a enzima extracelular de Rhodotorula sp. na sua
forma livre nos forneceram os dados referentes a enzima livre para efeito comparativo. A
cinética enzimatica de transfrutosilacdo obedeceu a equacdo de Hill (equacdo 01) sendo os
valores obtidos para Vmax, Kos € h respectivamente: 236,1 pmol.mL™.min?; 299.0 g.L" e 2,2.

Sh

V=V ax W (01)

Mediante aplicacdo de metodologia de planejamento experimental, a maior atividade
enzimatica foi obtida em torno do pH 4,0 e 65C. No entanto foi observado que a maior
estabilidade enzimatica é obtida em torno do pH 5,0 e em temperaturas inferiores a 60°C. A
cinética enzimatica ndo apresentou inibi¢cdo pela sacarose, mas, de acordo com ALVARADO
(2007) observou-se inibicdo competitiva pela glicose em concentracbes acima de 75%.
Obteve-se ainda para a enzima livre os valores de meia-vida representados na Tabela 1. De
acordo com estes estudos, E,q para a atividade de transfrutosilacéo foi de 627,88 kJmol™ (R?
de 0,9374). A Figura A do Anexo | foi obtida por HERNALSTEENS (2006) e demonstra os



perfis apresentados pela enzima na sua forma livre para as duas atividades, de hidrolise e

de transfrutosilacéo.

Tabela 1. Meia-vida da enzima frutosiltransferase extracelular de
Rhodotorula sp. na forma livre

T tip
®) (h)
60 | 577,62
66 | 165,04
68 | 115,52
70 | 57,76
72 | 16,40
75 0,75

Fonte: HERNALSTEENS, 2006

2.4 ENZIMAS IMOBILIZADAS

2.4.1. Aspectos gerais

De acordo com BICKERSTAFF (1997) e ROSEVEAR (1984), imobilizacdo é a
técnica que confina uma enzima com atividade catalitica de interesse em um sistema,
prevenindo assim sua migracao para o meio, ou fase mével, onde se encontram o substrato
e produto. Este sistema, denominado biorreator, consiste da enzima fisica ou quimicamente
associada a um suporte. De acordo com MESSING (1975) um dos primeiros relatos sobre a
utilizacdo de enzimas imobilizadas € de 1916 (Nelson & Griffin; 1916) sobre a imobilizacdo
de B-D-frutofuranosidase. Na década de 50 houve consideravel difusdo dessa técnica, mas
foi a partir da década de 70 que houve grande crescimento tanto do numero de artigos
publicados como do numero de patentes registradas referentes ao emprego de enzimas
imobilizadas (ROSEVEAR, 1984). Em 1997, estimava-se que existiam cerca de 25000
enzimas na natureza, e destas, 3000 j& haviam sido identificadas e apenas 10%
encontravam-se disponiveis comercialmente (FABER,1997).

Enzimas séo catalisadores de reacdes e diferentemente da grande maioria dos
catalisadores inorganicos, possuem a vantagem de serem facilmente encontradas na
natureza e apresentarem maior atividade catalitica e alta especificidade, além de uma maior
sensibilidade ao controle catalitico. Com algumas excecbes, a purificacdo de enzimas de
tecidos, frutos, flores etc. € um processo extremante caro; elas sdo também sensiveis a
solventes, agitacdo, temperatura, pH, etc. Com base nisso, custo e instabilidade, a

imobilizacdo vem em muitos casos atuar como solugao e possivel aplicacdo em larga escala.



Uma vez imobilizada, cria-se a possibilidade de uso continuo, ou seja, bateladas multiplas de
reacdo para uma unica batelada de enzima. Como as enzimas sao sollveis, na grande
maioria dos casos, € praticamente impossivel recupera-las do meio o que encarece o
processo (van-BELIEN & LI, 2002; ARROYO, 1998; ROYER, 1980; DIXON & WEBB, 1979;
MESSING, 1975).

Outros materiais particulados, como células (HULST & TRAMPER, 1989;
BRODELIUS & MOSBACH, 1982), também podem ser imobilizadas ao invés da enzima, no
entanto, estes sistemas apresentam atividade catalitica inferior quando comparadas as
enzimas - em grande parte devido a dificuldade de o substrato alcancar o sitio reativo. Além
disso, estes sistemas sd0 menos resistentes fisica e quimicamente e a quantidade de
reacdes que ocorrem em paralelo pode impossibilitar a obtencdo de um determinado produto
(ROSEVEAR, 1984).

Outro fator relevante a utilizacdo de enzimas imobilizadas € que se estabelece um
maior controle sobre o processo, pois torna-se possivel parar a reacdo quando necessario
alterando algum parametro de reacdo ou fechando-se a vazao do biorreator, por exemplo,
onde ndo haveria qualquer contaminagdo do meio com as moléculas. O emprego de enzima
livre acarreta a inevitavel presenca do biocatalisador como parte integrante do meio (se nédo
houver uma etapa de separacdo da enzima) o que em muitos casos pode gerar alteracdo de
flavor e ainda a necessidade de uma nova batelada de biocatalisador como em trabalho
conduzido por SANGEETHA et al. (Process Biochemistry, 2005). Tracos de enzima no produto
final, em alimentos ou medicamentos, podem ainda, ser um fator de risco, ao desencadear
reacOes alérgicas em seus usuarios finais.

Baseando-se em SHULER & KARGI, (1992), podemos apresentar algumas das
vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas como por exemplo:

1- altas concentracfes por espaco e alta produtividade por volume,

2- reutilizacdo do suporte e reducdo de custos com o0 processo continuo,

3- pode, em muitos casos, promover uma melhor performance do biocatalisador,

4- nao ha riscos de mutacao genética.

Com base em todos esses argumentos, a imobilizacdo € uma técnica que vem sendo
cada vez mais convertida do ambiente laboratorial para o industrial permitindo a automacao
da producdo com um melhor controle da qualidade e reducdo de espaco fisico necessario.
Sabe-se, portanto, que ndo existem técnicas universais ou totalmente eficientes, mas sim

uma gama de possibilidades, parametros e aplicacfes.



2.4.2. Métodos de imobilizacdo enzimatica
Considerando enzimas solluveis e baseando-se em HARTMEIER (1998), FABER
(1997), WISEMAN (1985), ROSEVEAR (1984) e ROYER (1980) os métodos possiveis de

imobilizacdo séo:

2.4.2.a Retencao fisica
a) Inclusdo: as enzimas sao incluidas ou contidas em cavidades interiores ou nas
malhas de uma matriz, como por exemplo, géis de coldgeno, &gar, alginato, etc. ou fibras.
No caso dos géis, a mistura obtida pode ou ndo ser mecanicamente dispersa em particulas
de tamanhos variados. No caso das fibras, estas podem ser confeccionadas em aparatos de
certa forma muito parecidos com os de uma indastria téxtil. Exemplo: micro-esferas de
alginato em CATANA et al. (2005).

b) Microencapsulacdo: as enzimas sdo rodeadas por membranas semipermeaveis

(permeédveis apenas ao substrato e ao produto). Pode-se encapsular uma variedade de
enzimas ao mesmo tempo. Esta técnica pode vir a causar inativacdo da enzima durante a
encapsulacdo. Por exemplo: capsulas inertes de matriz de silica pelo método sol-gel em
SOARES et al. (2004).

¢) Membranas: utilizam-se membranas permeaveis ao produto final e logicamente,
nao as enzimas. Esta técnica é de grande interesse industrial. Para alguns autores, a
imobilizacdo em miscelas encaixa-se neste método. Exemplo: membrana de didlise em
GASPARI et al. (1999).

2.4.2.b Unido Quimica

d) Adsorcédo: interacdes quimicas fracas entre a enzima e a matriz como: for¢ca de
van der Waals, pontes de hidrogénio, intera¢g@es hidrofdbicas, etc. Este € o mais simples dos
métodos e um dos mais antigos, considerado por muitos autores como uma “imobilizacédo
acidental”. Exemplo: imobilizacdo em hidréxido de alumino gelatinoso por Nelson e Griffin,
1916 citado em ROYER (1980) e MESSING (1975).

e) Forcas ibnicas: a diferenca entre este método e o de adsorcdo estéd na for¢a das
ligacBes, sendo este caso a forca maior, porém ainda assim bem menor que a ligacédo
covalente. Exemplo: DAEA-celulose em MANOLOV et al. (1993)

f) Ligacdo covalente: sdo interacdes mais estaveis que as citadas nas técnicas de

adsorcdo e forca ibnica; em muitos casos necessita-se de um espacador entre a enzima e a
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matriz, conferindo uma maior mobilidade a enzima. Por exemplo: zirconio e nidébio em
CASTRO et al. (2000).

a) Efeito quelante: para alguns autores trata-se de uma ligacdo covalente parcial.

Envolve o uso de um componente metélico na ativagdo da matriz permitindo o acoplamento
direto da enzima, como por exemplo: titanio (lll) e (IV) e zircénio (V). A desorcdo pode
ocorrer facilmente. Por exemplo: silica porosa ativada com cloreto de titanio (IV) em
CABRAL et al. (1983).

b) Cross-linking: formacdo de unides intermoleculares entre as enzimas, gerando
ligacoes irreversiveis e agregados com conformacao tridimensional. Essas ligacbes podem
Ser apenas entre as enzimas ou entre a enzima e um segundo composto (chamada co-
cross-linking, como exemplo: a cristalizagcdo de enzimas e co-cross-link com albumina). O
co-cross-linking é indicado quando h efeitos difusionais causados pelo cross-linking, aplica-
se entdo uma segunda proteina ndo enzimatica como a albumina. Exemplo: glutaraldeido
citado em ROSEVEAR (1984).

2.4.2.c Métodos combinados

No caso de um Unico método ainda ndo apresentar estabilidade suficiente, pode-se
aplicar métodos em sequiéncia como cross-linking da enzima seguido da imobilizacdo ou o
cross-linking da enzima j& imobilizada. Esta pratica é indicada pois, evita-se a perda de
propriedades mecéanicas além de produzirem compostos estaveis a extremos de pH e
temperatura. Porém, o uso do cross-linking pode causar alteracbes conformacionais,
impedimento dos sitios ativos no centro do agregado, etc. Portanto, cada um dos métodos
selecionados necessita ser criteriosamente conduzido. Por exemplo: quitosana e cross-
linking com glutaraldeido em MANOLOV et al. (1993) e suportes aminados e cross-linking
com glutaraldeido (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

-o

N

a)

Figura 2. Representacdo de algumas formas de imobilizacdo enzimatica.
a) ligacdo covalente, b) fibra, c) co-croslinking, d) inclusdo em esferas de gel,
e) forgas idnicas, f) micro-encapsulagéo, g) inclusdo em filme gel, h) cross-linking.
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De acordo com ARROYO (1998), quanto mais complexo e de maior custo for o
método escolhido, mais duradouros e estaveis serdo os sistemas obtidos. WISEMAN (1985)
afirma que os métodos que envolvem for¢cas de ligagdo sdo mais fracos que os de forga

quimica. A Tabela 2 nos fornece um resumo relativo aos métodos acima citados:

Tabela 2. Comparagéo entre os diferentes métodos de imobilizacdo enzimatica

Método ~ Efeito Corss- ~ Ligacdo Forca
Caracteristica Incluséo quelante linkin Adsorcao covalente ibnica
g
Preparo Dificil Simples | Intermediario | Simples Dificil Simples
Forga de ligacdo Média Média Forte Fraca Forte Média
Ati\_/idgc_ie Baixa Alta Baixa Média Alta Alta
enzimatica
Regeneracéo Impossivel | Possivel Impossivel Possivel Dificil Possivel
Custo Médio Médio Médio Baixo Alto Baixo
Estabilidade Alta Média Alta Baixa Alta Média
Aplicabilidade Sim Sim Nao Sim N&ao Sim
Protecdo da
enzima a taque Sim Néao Néao Nao N&o N&o
microb.

WISEMAN (p. 189; 1985)

2.4.3. Suportes para imobilizac&o

A escolha do suporte deve considerar as seguintes caracteristicas:

1- estabilidade frente aos parametros de processo e ataque microbiano,
2- funcionalidade quimica,

3- durabilidade e capacidade de reutilizacédo

4- compatibilidade aceitdvel com a enzima e substrato,

5- custo,

6- facilidade de manuseio.

Se a afinidade do suporte com a enzima nado for estavel o suficiente, pode vir a
ocorrer, por exemplo, perda de enzima para o meio ao longo do processo. Ou ainda, se a
afinidade da enzima com o suporte for maior do que com o substrato a eficiéncia do
processo estara comprometida. A escolha do suporte deve ser feita ainda considerando-se o
tipo do reator, substrato e produto e os parametros de processo (LASKIN, 1985).

Os suportes classificam-se em orgénicos e inorganicos
a) Suportes organicos

» polimeros naturais: polissacarideos como celulose, amido, dextranos, &agar-agar,
agarose, alginatos etc.

* polimeros sintéticos: poliestireno, poliacrilatos, poliacrilamida, alcool polivinilico, etc.
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* proteinas : colageno, albumina, gelatina, seda, etc.
b) Matrizes inorganicas
* minerais: bentonita, pedra pomes, areia, celite, etc.
« manufaturados: 6xidos metalicos, vidro de porosidade controlada, ceramicas, géis de
silica, etc.

Dentre o0s suportes organicos, a kappa-carragena, quitosana, e alginato sao
indicados por seu baixo custo, seguranca e bom potencial de uso, apesar de apresentarem
baixa resisténcia mecéanica. O alginato € uma das matrizes orgénicas mais empregadas
conforme citacbes de HULST & TRAMPER (1989), KUEK & ARMITAGE (1985) e
CHEETHAM (1979). Nestes mesmos trabalhos sdo apresentadas as vantagens de sua
utilizacdo: baixo custo, facil manuseio, boa reprodutibilidade e uniformidade de gel. Mas
também a sua desvantagem principal € apresentada: o decréscimo de sua estabilidade
mecanica com o tempo de uso (BRUKE, 1984). Outro estudo realizado com alginato define o
método como recomendado na hidrélise de sacarose pela enzima inulinase e descreve o
procedimento de imobilizacdo da enzima (CATANA et al., 2005) e também a imobilizacéo de
micelas de Aspergillus japonicus para producéo de frutooligossacarideos (CRUZ et al, 1998).
Uma sugestao feita por BRUKE (1984) indica o uso de alginato de bario ou estréncio ao
invés dos comumente utilizados: célcio e sodio, devido a sua maior estabilidade quimica
uma vez que estes sdo facilmente sujeitos a agentes quelantes, causando ruptura do gel.

Os suportes inorganicos permitem maior variagao de parametros de processo devido
a sua maior resisténcia, quimica, fisica, térmica e microbiolégica. Num estudo realizado por
GASPARI et al. (1999) foi realizada a imobilizacdo de inulinase, uma das enzimas utilizadas
na obtencdo de frutooligossacarideos, em suportes diferentes como quitina, alginato de
sédio e de calcio, membrana de didlise e silica de porosidade controlada. A recomendacéao
nesse caso foi feita apenas para a silica de porosidade controlada, devido a uma maior
estabilidade e resisténcia fisica comparada aos outros suportes avaliados; BACIU et al.
(2005) também utilizou silica porosa com bons resultados. A silica pode ser um dos mais
indicados suportes inorganicos, porém, sua grande desvantagem € o custo, como pode ser
observado na Tabela 3.

GHAZI et al. (2005) aplicou um polimero polimetacrilado (Sephabeads® EC) na
imobilizacdo de um preparado enziméatico comercial contendo frutosiltransferase. Este
suporte também foi empregado satisfatoriamente por TANRISEVEN & ASLAN (2005) para

obtengcdo de frutooligossacarideos e por BRUINS et al. (2003) na imobilizagdo de
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B—glicosidase de Pirococus furiousus, tendo como substrato a lactose, e também BACIU et
al. (2005) na imobilizac&o da frutosiltransferase de B. subitilis.

Em muitos dos estudos acima citados, os suportes selecionados e indicados néo séao
facilmente disponiveis no Brasil, 0 que encarece muito 0 processo e 0 torna inviavel para
aplicacdo nacional. A Tabela 3 apresenta cotacdo de precos realizada em novembro de

2006 para alguns dos suportes avaliados neste trabalho.

Tabela 3. Cotacédo de alguns suportes para imobilizacdo enzimatica
(realizada em 16 de novembro de 2006)

Suporte Cotatgg/(l)(g;edla
Silica gel | 230,00
Alginato | 260,00
Oxicloreto de zirconio | 2457,00
Cloreto de zirconio (IV) | 800,00
NB340°[50,00
Fonte: Acros Organics, Merck, Vetec, Sigma, CBMM

Compostos solidos &acidos podem ser empregados como suportes biocataliticos
desde que seus sitios acidos possam atuar como centros de imobilizacdo capazes de
interagir com 0s grupos amino das enzimas. Trabalhos como o de RESHMI et al. (2007)
sobre imobilizagdo enzimatica em solidos acidos sdo escassos. Neste trabalho, foi avaliado

0 minério zircbnio, mas uma série de outros minérios podem ser empregados.

2.4.3.a Zirconio

O zircbnio € um metal azul escuro, refratario com elevada resisténcia a tracao, alta
dureza e resistente a corrosdo. Embora formas de zirconio fossem conhecidas desde os
tempos biblicos, o quimico aleméo Klaproth em 1789 isolou o 6xido chamando-o de
“zirkonertz”. Do radical arabe, o termo “zargun” tem o estranho significado de cor de ouro. E
muito empregado em reatores nucleares, lampadas para flashs fotograficos, ligas
supercondutoras com ni6bio, em vidros e ceramicas, tubos a vacuo e em locais onde
agentes corrosivos sao aplicados.

Como 6éxido, ZrO,, apresenta for¢a &cida de Hy = +1,5, podendo chegar a até Hy =
+3,3. Trata-se de um Oxido acido fraco mas sua aplicagcdo € ampla como catalisador e como
suporte catalisador. Como exemplo de sua aplicagdo na industria quimica podemos citar:

substituicdo do hidrogénio por um grupo metil, sintese de a-olefina a partir de um sec-alcool,
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isomerizacdo de 1-buteno, formacdo de 1-buteno e amobnia a partir de butanamino,
hidrogenizacéo do butadieno, sintese de metanol e iso-buteno, como suporte de MoO; para
reducdo de NO com H,; como suporte de Rh para hidrogenizagdo do CO e CO, e como
suporte de Lag gSry,C00; para completa oxidag&o do propano (TANABE et al.; 1989).

O fosfato de zircénio, obtido da zirconita brasileira, tem sua aplicacdo se tornado
cada vez mais crescente, como por exemplo, em diélise renal, como trocador idnico de agua
de refrigeracdo de reatores e procedimentos de cromatografia (CLEARFIELD, 1982;
MEDEIROS, 1994). Estudos realizados por CASTRO et al. (2000) avaliaram o niébio e o
zirconio na imobilizacdo de lipase e os melhores resultados foram obtidos com o zircbnio.

Devido a sua alta capacidade de troca ibnica, estudos como os de ZAITSEVA et al.
(2002) e ALFAYA et al. (2000) empregam o zircénio juntamente com a silica sob a forma de
um composto soélido obtido pelo método sol-gel a partir do tetrabutéxido de zirconio e do
fosfato de zircénio, respectivamente. CABRAL et al. (1983), avaliou a imobilizacdo de
enzimas como a-amilase de fungos e de bactérias, 3-D-frutofuranosidase, papaina e células
de Saccharomyces cerevisiae em suportes inorganicos ativados por solu¢des de sais de
metais como o cloreto de zirconio(lV) [ZrCl,].

Conforme citacdo em YAMAGUCHI et al. (1999), 6xido de zirconio pode ser aplicado
sob a forma de monocamadas em materiais diversos, compondo um sistema catalitico
eficiente. Essa técnica é conhecida como grafting ou enxerto, e foi aplicada também com o
niobio em: CHEN et al. (2001), PEREIRA et al. (2000), YOSHIDA et al. (1996), JEHNG &
WACHS (1993); DATKA et al. (1992). O enxerto de metais em silica tem grande aplicacao
em: processos de pré-concentracdo e andlises quimicas; suporte para HPLC; sensores
eletrogquimicos e bio-sensores, como para frutose e glicose em soro sanguineo (GUSHIKEM
& ROSATTO, 2001).

2.4.3.b Nibbio

De acordo com a mitologia grega, Niobe era filha de Tantalo e, como punic¢do por ter
comparado sua beleza com a deusa Diana, teve seus 14 filhos mortos a flechadas.
Petrificada pela dor, Niobe se transformou em uma rocha (FRANCHINI & SEGANFREDO,
2003). O minério niobio foi descoberto em 1801 por Charles Hatchett sendo inicialmente
denominado columbio (Cb); o nome nidbio foi oficialmente adotado em 1950 pela IUPAC.
Estima-se que sua concentragdo na superficie da Terra seja de 20 ppm e € encontrado
naturalmente combinado com o minério tantalo sob a forma de columbite ou tantalite. O

Brasil possui a maior reserva natural do mundo e é o maior produtor de nidébio, maior que
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Canada, Nigéria e Zaire. Este minério foi descoberto no Brasil na regido de Araxa-MG em
1953 por Djalma Guimarédes. Em 1955 foi fundada a Companhia Brasileira de Metalurgia e
Mineragédo (CBMM) e sua producéo atual é de 50 tons/més de &cido nidbico (CBMM, 2006;
NOWAK & ZIOLEK, 1999). Outro exemplo de companhia extratora deste minério seria a
Companhia Industrial Fluminense fundada em 1912 que comegou a explorar nidbio em 1960
no estado de Minas Gerais (CIF, 2006).

Muitos estudos tém sido conduzidos e ja existem diversas aplicacdes para o niébio,
devido a uma série de peculiaridades quimica e fisica como:

- em combinacdo com outros minérios apresenta incrivel resisténcia fisica,

- é extremamente resistente aos mais agressivos compostos e a corrosdo, sendo
atacado apenas por acidos minerais concentrados como HF e HF/HNO3,

- sob a forma de acido niébico ( Nb,Os.nH,O ) apresenta for¢a acida equivalente a
uma solucdo de 70% de acido sulfarico [ H, < -5,6 ] e como NbPO (fosfato de nidbio) sua
forca 4cida equivale a uma solucao de 90% do mesmo acido [ H, <-8,2],

- a presenca de agua no meio de reacao nao afeta sua forca acida, diferentemente
da grande maioria dos sélidos &cidos (TANABE et al., 1989; CHEN et al. 1984).

De acordo com BORDIGNON et al., (2006); TANABE (2003); NOWAK & ZIOLEK,
(1999); TANABE, & OKAZAKI, (1995) e TANABE et al., (1989), as aplicacbes para o niébio
sdo atualmente:

a) Efeito promotor: em pequenas quantidades, 6xidos de nidbio sdo adicionados a
conhecidos catalisadores promovendo maior atividade catalisadora e seletividade e
prolongamento da vida util do catalisador. Ex: desidrogenacédo oxidativa de alcanos, ligacéo
oxidativa de metano, remo¢do de Oxido de nitrogénio e cracking de cumenos. Ou ainda
podem ser aplicados em composi¢cdo com fibra de celulose como em CAMPOS et al. (1996).
Todas essas reacdes sao de grande importancia na industria quimica.

b) Efeito de suporte: 6xidos de nidbio podem ser satisfatoriamente empregados como
suportes para metais como Ru, Rh, Pt, Re, Ni, Cr, W, Co, V, P, Ge, Mo, Sb, Pb, Bi e Fe. Na
indUstria quimica sdo conhecidas as aplicagcdes em reacdes como de hidrogenacgéo, sintese
de metil isobutil cetona e reacfes de hidrotratamento.

¢) Catalisador solido &cido: empregado nas industrias quimicas em reac¢des como
esterificacao, hidrdlise, hidratacdo e desidratacao de alcoois, condensacao e alquilagéo.

d) Efeito fotocatalisador e propriedade redox: apresentam propriedades oxidativas e

fotosensibilidade empregadas na fotodecomposicdo da agua a H, e O..
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e) Emprego na industria naval, aeronautica, automobilistica e espacial, producao de
aco inoxidavel, fabrico de parafusos de alta resisténcia mecénica, trilhos de trem, tubulagbes
de gas, implantes cirlrgicos, lentes Opticas para instrumentos oftdlmicos, producdo de
diamantes sintéticos e aplicacdo em aceleradores de particulas subatémicas, dentre outras.

f) Suporte para imobilizacdo de enzimas: MIRANDA (2004) aplicou o niébio como
suporte para imobilizac&o de lipase e obteve bons resultados.

g) Trabalhos como os de FRANCISCO et al. (2005), mostram ainda sua aplicacdo em

eletrodos como alternativa a sensores comumente empregados.

2.4.4. Preparo dos suportes inorganicos para a imob ilizacéo

Sabe-se que a maioria dos suportes empregados em imobilizacdo por ligacdes
covalentes ndo apresenta a capacidade de reacdo direta com a enzima. Nesses casos, faz-
se necessario um procedimento de ativacdo da matriz antes de realizar a imobilizacdo da
enzima, procedimento este muitas vezes conduzido sob condicbes severas e uso de
reagentes toxicos (SOARES, 2000; LAM & MALIKIN, 1994; ROSEVEAR, 1984; ROYER,
1980).

2.4.4.a Silanizagao

A silanizacdo com y-aminopropiltrietoxisilano (y-APTS) é muito empregada no preparo
da silica (SOARES, 2000) para imobilizacdo de enzimas e foi também empregado por
MIRANDA (2004) no preparo do niébio. De acordo com Janolino & Swaisgood e Manjén &
Iborra (em BICKERSTAFF; pp. 21-26 e 41-51; 1997) a silanizacdo produz ao final, grupos
funcionais ligados a superficie inorganica do suporte por ligacdes covalentes estaveis. Apos
a silanizacao da silica, observa-se mudanca de coloragdo para vermelho-vivo, devido aos
grupos adicionados a superficie do suporte.

2.4.4.b Ativacéo

A ativacdo do suporte pode ser conduzida em seqiéncia a silanizagdo ou de forma
isolada, sendo o glutaraldeido um dos compostos mais amplamente utilizado para se
estabelecer uma ponte os grupos amino formados pela silanizacédo e o residuo de ligacao da
enzima. Em ARICA et al. (1995) a ativagdo foi feita com epicloridrina e em LOPEZ-
GALLEGO et al. (2007) é feita mencéo ao uso de glioxil ou epdxi ao invés de glutaraldeido.
A principal vantagem de se utilizar grupos aldeido na ativacdo é que sao formados grupos
moderadamente afastados da superficie do suporte o que evita, de certa forma, o
impedimento estérico da enzima além do que, a reacdo € altamente reversivel. A reacao

com glutaraldeido € normalmente conduzida em pH 7,0 como forma de evitar a
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polimerizacdo deste composto e apds a ativacdo, o suporte deve ser lavado para retirar
excesso de reagente que possa vir a se polimerizar com a enzima (MIRANDA, 2004). Nesta
etapa a coloracdo da silica que ja tenha sido silanizada muda de vermelho-vivo para
amarelo. Estudos como os de AZEVEDO et al. (2004) tem verificado a influéncia do grau de

ativacdo de um suporte no desempenho do biocatalisador imobilizado.

2.4.5. Imobilizacéo

O complexo enzima-suporte é obtido mediante uma suspensdo da enzima em
solucdo tampao adequada e o suporte. A polimeriza¢do, no caso dos suportes organicos,
ocorre por mudanca de temperatura ou adicdo de algum reagente quimico. Este tipo de
imobilizacdo requer um controle rigoroso das condi¢ces de reacao e ativacdo e a certeza de
gque a natureza quimica do suporte escolhido ndo afetara os grupos reativos da enzima
(ARROYO, 1998; HULST & TRAMPER, 1989). A kappa-carragena, por exemplo, necessita
ser aquecida a temperaturas superiores a 37T e ime diatamente resfriada, 0 que em muitos
casos pode interferir na atividade da enzima, além de ndo formar capsulas esféricas como o
alginato e necessitar de molde (HULST & TRAMPER, 1989; BRUKE, 1984).

Quando a imobilizacdo se da devido a unido quimica, como no caso das matrizes
inorganicas em um processo de imobilizagédo por ligagdes covalentes conforme descrito por
MATEO et al. (2002), a imobilizacéo ocorre em duas etapas, a primeira delas é caracterizada
por adsor¢do da enzima ao suporte, favorecida pela agitacdo suave do sistema; e a
segunda, mais lenta e especifica, € geralmente realizada em condi¢des estéticas quando se
da a formacdao das ligacfes covalentes. Este tipo de imobilizacdo é chamado de imobilizacdo
ndo-orientada. Estudos revelam que a nao-orientacdo ndo leva necessariamente a uma
6tima estabilidade conformacional da enzima (WILCHEK & MORIN, 2003; WHEATLEY &
SCHIMIDT, 1999; COLEMAN et al., 1990; SMALLA et al., 1988; GUISAN, 1988; MELANDER
et al., 1984).

GUISAN (1988) e LOPEZ-GALLEGO et al. (2007), sugerem que seja adicionada uma
terceira etapa que confere maior estabilidade ao promover uma multi-interacdo da enzima
com o suporte. A formacdo de ligacBes do tipo covalente confere estabilidade terciaria a
enzima, muitos autores defendem que a estabilizacdo quaternaria s6 é obtida com a adicdo
de metodologias de p6s-imobilizacdo que evita o primeiro passo da inativacdo enzimatica, a
dissociagdo de suas subunidades livres. O processo orientado deve, no entanto, ser
cauteloso, pois, a multi-interacdo pode vir a causar perda ainda maior de atividade ao se
dificultar o acesso do substrato aos sites cataliticos (WILCHEK & MIRON, 2003).
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Enzimas ligadas em pontos multiplos a um suporte tendem a ser mais estaveis a
alteracbes conformacionais induzidas pelo aumento da temperatura ou presenca de
solventes no meio. A grande maioria das enzimas apresenta muitos residuos de lisina em
sua superficie e normalmente, estes residuos ndo estdo envolvidos em seus sites cataliticos.
Aliado a isso, esses amino grupo superficiais sdo polares e estdo normalmente expostos ao
meio além de serem extremamente reativos em sua forma ndo protonada. Essas
caracteristicas sugerem que as multiplas ligacdes da enzima ao suporte envolvam os grupos
€e-NH, dos residuos de lisina e terminais-NH,. O ideal é que todos os residuos da enzima
permanecam em uma posicdo ideal, mesmo apds a multi-interacdo (MATEO et al., 2002;
GUISAN, 1988).

De acordo com a teoria, na auséncia de qualquer outro efeito promotor para a
formacdo de ligacBes covalentes, a presenca de um determinado sal pode aumentar
consideravelmente a retencdo de uma proteina imobilizada em um suporte. Essa técnica é
muito aplicada em cromatografia, onde a proteina ja imobilizada é submetida a gradientes de
sal que promoverdo uma maior fixagdo ou estabilidade ao sistema, evitando assim adsorgdo
indesejada (WHEATLEY & SCHIMIDT, 1999; COLEMAN et al., 1990; SMALLA et al., 1988;
MELANDER et al., 1984). E indicado também que a imobilizacdo seja conduzida em
condi¢cbes de saturacdo de substrato, produto ou outro inibidor, dessa forma, o sitio de
interesse da enzima estara protegido e ndo sera utilizado na imobilizacao, ja que o processo

de imobilizacdo em si ndo é seletivo quanto aos sitios utilizados (WOODWARD, 1985).

2.4.6. Efeitos da imobilizac&o

O suporte e a enzima ndo sao superficies complementares e logo apds a primeira
ligacdo entre eles, a enzima perde flexibilidade. Quando a enzima esta em solucao, ela se
comporta como qualquer outra molécula dispersa no meio e tem total liberdade de
movimento e acesso ao substrato, o que ndo é possivel quando esta enzima esti
imobilizada em um suporte fisico (BICKERSTAFF, 1997). Isso com certeza afetara, de
alguma forma, a eficiéncia do processo, como citado por CABRAL, et al. (1993) onde a acéo
da enzima frutosiltransferase na obtencdo de frutooligossacarideos € relativamente menor
sob a forma imobilizada do que livre no meio. Ou ainda, estudos como o de MANOLOQYV et al.
(1993), no qual a enzima pululanase imobilizada em quitosana apresentou o mesmo valor de
pH étimo, comparada com a sua forma livre; j& com relacdo a temperatura, a imobilizagéo
causou uma diminuicdo de 5°C no valor 6timo. Mas esses efeitos ndo devem ser encarados

como um fracasso da metodologia e sim avaliados e considerados no processo como um
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todo, mais uma vez cabe ressaltar que ndo existe um método totalmente eficaz para
nenhuma enzima ou suporte (HARTMEIER, 1998; FABER, 1997; WISEMAN, 1985;
ROSEVEAR, 1984; ROYER, 1980).

Apo6s a imobilizagdo, a enzima se vé envolta e presa a um sistema heterogéneo e
drasticamente diferente do ambiente onde ela é naturalmente encontrada e no qual todos os
componentes do sistema podem de alguma forma interferir em sua atividade (ARROYO,
1998; WISEMAN, 1985). O pior efeito seria a total inativacdo da enzima durante 0 processo
de imobilizacdo. O ideal é que ocorrendo a inativacdo, ela seja em propor¢cbes minimas;
MESSING (1975) recomenda que essa propor¢cdo ndo ultrapasse 20% das enzimas viaveis
do reator, ou seja, 0 autor define como vidvel uma metodologia que apresente uma eficiéncia
de imobilizacdo de até 80%. E um grande risco supor que apos a imobilizacdo todas as
enzimas estardo perfeitamente viaveis.

O importante € conhecer quanto de enzima efetivamente ativa esta disponivel no
sistema. A alteracdo da atividade da enzima pode ser afetada durante o processo de
imobilizacdo ou durante o uso do biorreator. ARROYO (1998) e ROYER (1980) citam os
tipos de efeitos que podem interferir na eficiéncia do processo:

a) efeitos difusivos = dificuldade de acesso do substrato ao sitio ativo da enzima devido

a forma como a enzima esta ligada ao suporte. Com relagdo a cinética de reacéo,
observa-se que normalmente, vy,.x N80 altera seu valor em grandes proporgdes, mas o
valor de K., aumenta consideravelmente. Isso pode ser explicado pela dificuldade de
acesso do substrato ao sitio ativo da enzima;

b) efeitos do tamanho do substrato = ocorrem quando o substrato tem peso molecular

muito elevado e ndo consegue se locomover de forma adequada até o sitio ativo, como
no caso de suporte de porosidade ndo compativel com o tamanho da molécula do
substrato;

c) efeitos de difusdo externa = quando o transporte do substrato pelo biorreator gera

camadas estagnadas ou ainda, quando o tampao escolhido n&do permite total difusdo do

substrato;

d) efeitos eletrostaticos = quando o substrato e a matriz insollvel apresentam a mesma
carga liquida, ocorrera a repulsdo do substrato, impedindo assim a atuacdo da enzima;
ou ainda quando ha repulséo especifica entre a matriz e o substrato;

e) efeitos estéricos = ocorrem quando ha mudanca na conformacédo da enzima ou em

sua natureza quimica devido a algum elemento da metodologia ou devido ao fato da

ligagdo ocorrer em sitios que comprometam a atividade enzimatica;
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f) efeitos de contorno ou microambiente = influéncia negativa do suporte ou de algum

componente do sistema como por exemplo, competicdo pelo substrato ou alteragdo de
pH causada pelo suporte levando a hidrélise do substrato.

KASCHE (1983) define ainda que o ideal para um sistema imobilizado seria um
tempo de conversdo do substrato em produto muito proximo do valor obtido com a enzima
livre. A imobilizacdo da enzima no suporte selecionado deve, ao final, manter ao maximo a
afinidade desta por seu substrato com minima degradacdo do sistema e ampliar os
parametros e possibilidades de aplicacdo (ARROYO, 1998; MESSING, 1975). Uma
metodologia ideal de imobiliza¢do permitira, portanto:

- uma distribuicdo homogénea deste biocatalizador no suporte,

- restricdo da mobilidade devido a sua insolubilizagéo,

- uso biotecnolégico em reatores e seu reaproveitamento.

A imobilizacdo de uma proteina pode, portanto, causar alteragcdes em seu estado
nativo, reduzindo consequentemente, sua atividade nos mais diferentes graus. A
preservacdo da conformacao ideal da enzima € de grande interesse quando se trata da sua
imobilizacdo e aplicagdo em biorreator. Conforme discutido anteriormente, a imobilizacdo
orientada da enzima pode aumentar consideravelmente a estabilidade do sistema, porém se
sitios reativos importantes forem utilizados pontos de ligacdo a atividade enzimética estara
seriamente comprometida. Muitos autores nesse caso sugerem que a imobilizacdo seja
conduzida em condi¢des saturadas de substrato, produto ou outro inibidor protegendo assim
que sitios importantes sejam inutilizados (WILCHEK & MIRON, 2003; WOODWARD, 1985).

Com base em todos esses argumentos, 0 complexo enzima-suporte necessita ser
avaliado quanto a interferéncia de sais ou quanto ao seu comportamento em diferentes pH,
temperatura e substrato (GHAZI et al., 2005; TANRISEVEN & ASLAN, 2005; CATANA et al.,
2005; COBOS & ESTRADA, 2003). A ligacdo da enzima ao suporte ocorre em meio a
diversos tipos de interacdes, como ja foi discutido anteriormente, e estes grupos de ligacdo
e/ou os grupos reativos reagem de forma diferenciada frente a presenca de determinados

sais e protons, uma vez que trata-se de um sistema bioativo e ndo inerte.
2.5 CINETICA ENZIMATICA
2.5.1. Aspectos gerais

Baseando-se em DORAN (2002); BLANCH & CLARK (1997); SHULER & KARGI
(1992) e DIXON & WEBB (1979), a cinética de grande nimero de enzimas pode ser predita
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pelo modelo matemético de Michaelis & Menten. Neste tipo de modelo, encaixam-se as
reacOes onde ha saturacdo a um determinado valor de substrato oferecido, ou seja, ndo ha
incremento na velocidade de reacdo independente do aumento de substrato. Porém, quando
a partir de um determinado valor, a quantidade de substrato causa inibicdo na velocidade de

reacdo, o modelo pode ser predito pela equacgéo 01:

_ V8 V
V= " H,K, oy
[S]-(1+[<Slj+Km 1+K7+H

Para altas concentracdes de substrato, tem-se que 1+§ >>_T§m_, e a equacédo 01

i
torna-se inversamente dependente da concentracdo do substrato assumindo a forma:

Vzl\fﬁ. No intervalo em que [S] € menor que o valor da constante de inibicdo, K;, a
+ i

equacao assume a forma predita pelo modelo de Michaelis-Menten podendo-se assim obter

0S parametros Vmax € Ky, O ponto onde a primeira derivada é nula indica o valor S*

correspondente ao ponto de inflexdo que possibilita o célculo de K; uma vez que:

ax d a(b - X%) - = -
y=—2 = a__\  7t) | podemos aplicar a equacéo 02 obtendo ao final:

b+x+X% dx (b+x+X%)2

—=0=S =K, .K (02)

ds e
Os parametros cinéticos podem ser obtidos através dos dados experimentais por
métodos de linearizacdo como os de Lineweaver-Burk ou Eadie-Hofstee. Cada um destes
métodos apresenta seus limites e indicagdes.
a) Equacéo de Lineweaver-Burk (J. Amer. Chem. Soc.; 56; 658; 1934, citado em:
DIXON & WEBB, 1979). Mesmo sendo o método mais empregado, sua precisdo € indicada

apenas para altos valores de substrato e para o calculo de Vyx.

1 _ K, 1 1

—=—0 =t — (03)
V Vmax [S] Vmax
~ 5 , . . 1 1 Lo
A regressdo linear obtida é do tipo: _:a'?+b’ onde a inclinacdo da reta
v S
corresponde ao termo —- e a intersec¢do com o eixo y o valor
Vmax Vmax
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b) Equacdo de Eadie-Hofstee (J. Biochem.; 26; 1406; 1932, citado em: DIXON &
WEBB, 1979). Este tipo de lineariza¢do é mais indicado para o célculo de K, pois suaviza as
imprecisdes a baixas concentracdes de substrato, porém apresenta as duas variaveis de

importancia no eixo x:
v=-K nv +V (04)
m* S max

A regresséo linear obtida é do tipo: v= —a_é +b, onde a inclinagéo da reta equivale a

Km € ainterseccao a Vimax.

2.5.2. Cinética de desnaturacado/desativacao e meia- vida
As enzimas sdo macromoléculas de proteina com uma configuragdo complexa,
porém, susceptiveis a desestabilizacdo até mesmo por forcas fracas. A desativacédo
enzimatica ou até mesmo a desnaturacao ocorre em diferentes taxas e por diferentes causas
e sdo dependentes das condi¢gdes do meio como pH, forgas ibnicas e mecéanicas, diversas
substancias etc. Muitas vezes, a cinética de desativa¢éo/desnaturacdo pode ser tdo ou mais
importante que a cinética da reacdo em si (DORAN, 2002; CORNISH-BOWDEN, 1995).
Considerando um modelo de primeira ordem de desnaturacdo enzimatica, pode-se

escrever:

% =rg = kg U; (05)
onde ryq corresponde a taxa de desnaturacdo (U/t), U, € a atividade enzimatica num
determinado momento e ky é a constante da taxa de desnaturacdo (1/t). Por integracéo,
obtemos:

Uy =Up e (06)
sendo U, a atividade enzimatica inicial e U; a atividade ap6s um periodo de tempo t.
Observa-se portanto que a atividade enzimatica decresce de forma exponencial em fungéo
do tempo.

Um paradmetro imprescindivel quando se avalia a estabilidade enzimética é a meia-
vida, ty», que corresponde ao intervalo de tempo necessério, a uma dada temperatura, para
que a enzima imobilizada tenha sua atividade reduzida a 50% da atividade inicial. Com base
em DIXON & WEBB (1979) e partindo-se da equacéo 06 temos:

In Yo |- ~|kg|t . por definicgo: [& = 05], logo:
U Ut

to
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0,6931
|n(0,5) = _|kd|.t]/2 = t]/2 = K
d

(07)

As equacdes 07 e 09 combinadas entre si, possibilitam uma nova relagdo matemética

entre a meia-vida e a temperatura, expressas pela equacgéo 08.

_ 0693 (4
Ay

O estudo da dependéncia da temperatura sobre a estabilidade enzimatica, expressa

by2 (08)

pela meia-vida, muitas vezes esbarra em certas dificuldades como um pequeno intervalo de
temperatura disponivel para execug¢do dos experimentos. A solucdo adequada em muitos
casos € a extrapolacdo dos valores a partir de uma equacgéo até a faixa desejada. Dessa
forma, partindo-se da equagdo 08, pode-se predizer a estabilidade enzimatica em

temperaturas fora da faixa de temperaturas avaliadas (DIXON & WEBB, 1979).

2.5.3. Efeito da temperatura
2.5.3.a Consideracdes gerais

Quando a temperatura do meio onde a enzima se encontra permanece na faixa
considerada ideal para a sua estabilidade, suas moléculas ocupardo uma distribuicdo
conformacional especifica, mas com o aumento da temperatura essa distribuicdo deixa de
existir afetando inclusive a afinidade pelo substrato uma vez que a habilidade de mover-se
até o substrato faz parte da sua funcionalidade. Se a temperatura € muito baixa, a enzima
move-se com muita dificuldade até o substrato e a catalise praticamente ndo ocorre; da
mesma forma, se a temperatura € muito alta perde-se a estrutura ideal e ndo ha mais
encaixe especifico com o substrato (FIELDS, 2001; DIXON & WEBB, 1979).

A estabilidade molecular é apenas uma parte da rela¢éo entre a fungdo enzimatica e
temperatura; a enzima consegue manter um determinado nivel de flexibilidade para cada
faixa de temperatura e modifica-se ao maximo permitido em busca da estabilidade, como por
exemplo, deletando ou substituindo alguns aminoacidos. Mas sabe-se que a adi¢cdo de sais
ou outros “estabilizantes” também podem contribuir para a manutencdo da estabilidade
(FIELDS, 2001; THOMPSON & EISENBERG, 1999). Observa-se que a desnhaturacdo na
maioria das enzimas € muito mais rapida que a ativacao pela temperatura. De acordo com
SHULER & KARGI (1992), o aumento de 10°C na fase de ativacéo resulta no incremento da

velocidade de reacédo de 1,8 vezes, porém na fase de desnaturacéo a reducdo pode ser de
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até 41 vezes. De acordo com DORAN (2002), E,4 normalmente assume valores elevados
para a maioria das enzimas, entre 170 e 400 kJmol™.
2.5.3.b Arrehnius

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica é de extrema importancia, tanto
para a enzima livre quanto para a imobilizada. Em baixas temperaturas, observa-se um
aumento proporcional entre velocidade de reacdo e temperatura, mas a partir de um
determinado ponto a velocidade de reacdo diminui proporcionalmente ao aumento da
temperatura. O ponto de transicdo entre estas duas inclinacbes corresponde a temperatura
Gtima para reacdo enzimética. A fase de aumento proporcional é determinada de fase de
ativacdo térmica, e a fase de declinio trata-se da inativacdo térmica ou desnaturacdo
térmica. Ambas podem ser matematicamente expressas de acordo com a equacéao predita
por Arrehnius:

ky=A, e FadRT (09)
definindo o subscrito “a” como referente a fase de ativacdo enzimética e “d” referente a
desativacdo ou ativacdo da desativacdo, podemos reescrever a equacado 09 de acordo com
a fase a que faz referéncia. Portanto, k, e kq corresponderiam a constante de ativacao ou de
desnaturacdo; A, e Aq equivaleria a constante de Arrehnius e E, e E,y a energia requerida
para promover a ativagdo térmica ou a ativacdo da desnaturacdo; R a constante dos gases
ideais e T a temperatura absoluta (CORNISH-BOWDEN, 1995).

Os dados experimentais obtidos durante acompanhamento da estabilidade
enzimatica podem ser linearizados de acordo com metodologia proposta por Arrehnius. Esta
metodologia tem sido aplicada em estudos enzimaticos como os de CATANA et al. (2007) e
COBOS & ESTRADA (2003) e consiste em estabelecer graficamente a relagéo In(ky) versus
1/T partindo-se da equagdo 09, obtendo assim uma regressdo linear dos pontos
experimentais (equacao 10). Esta regresséo permite o célculo direto do valor E,4 através da

inclinacéo da equacéo obtida.

In(kq) :{— Esd}.%ﬂn(Ad) (10)

2.5.3.c ParametrosD e z

E comum quando se trabalha com enzimas para aplicacdo industrial, expressar sua
inativacdo através de parametros muito difundidos na area microbiolégica como D e z (JAY,
1992). O valor D, ou tempo de reducdo decimal, € numericamente igual ao tempo em
minutos necessarios para que uma curva de estabilidade enzimatica ou de sobrevivéncia de

microrganismos apresente a reducdo de um ciclo log, ou seja, que a estabilidade enzimatica
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seja reduzida a 10% do valor inicial. Partindo-se da equacéo 07, substituindo t por D e
considerando U/U, = 0,1 obtemos a equagdo 11 que define matematicamente uma fungéo
para o calculo de D a partir do valor de kg.

_ 23026
= .
Enquanto o valor D representa a resisténcia a uma determinada temperatura, o valor

D (11)

z é expresso em °C e equivale a resisténcia relativa em diferentes temperaturas e permite o
calculo de binbmios tempo/temperatura equivalentes entre si. Este parametro indica o
intervalo em que a temperatura sendo aumentada, gera a reducéo de 1 ciclo log na atividade
enzimatica. Este valor pode ser obtido graficamente da relacdo gréfica log(D) versus
temperatura. A equacao da regresséo linear dos pontos permite o célculo de z, de acordo

com a equacéo 12, pelo inverso da inclinagéo.

(xz—xl):@:z:% (12)

2.5.4. Efeito do pH

As enzimas apresentam grupos iénicos especificos em seus sitios ativos sensiveis a
variagbes do pH do meio, resultando em mudancas na sua forma idnica o que se reflete
diretamente na atividade enzimética. Essas mudangcas podem inclusive interferir na
conformacéo tridimensional da enzima ou em sua afinidade pelo substrato. De acordo com
CORNISH-BOWDEN (1995), SHULER & KARGI (1992) e DIXON & WEBB (1979), existe
uma zona de maxima estabilidade, ndo necessariamente proxima ao ponto isoelétrico
contendo um valor de pH caracterizado como o 6étimo para atividade enzimética. O estudo da
dependéncia do pH é de grande importancia, pois pode deduzir a natureza quimica dos
grupos enzimaticos que participam da cinética. No entanto, muitos autores alertam para a
interpretacdo dos dados de pH e sua influéncia na cinética, uma vez que o0s pontos de
ionizacdo podem ser deslocados dependendo das caracteristicas do meio ou do suporte.

Em SHULER & KARGI (p. 76; 1992), podemos encontrar uma definicdo para a

cinética de enzimas na forma ionizada como:

V= Vmax-[s] (13)

KM'.(1+%+Q+[s]

Ao estar imobilizada em um suporte que contenha grupos funcionais ionizados, a
enzima certamente apresentara alguma alteracdo quando comparada a sua forma nativa,

uma vez que esses grupos ionizados afetam a concentragdo de ions H* nas proximidades do
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local onde a enzima encontra-se. BLANCH & CLARK (1997) e SHULER & KARGI (1992)
demonstram a diferenca entre o pH interno e externo ao micro-ambiente da enzima
imobilizada pela equagéo 14:

ApH = pHin = PHex = 0’43-ﬂ (14)

RT

sendo Z a valéncia ou carga do suporte, F a constante de Faraday, W o potencial
eletrostatico ( se W< 0, suporte carregado negativamente). Portanto, dependendo do
potencial eletrostético, o pH do micro-ambiente da enzima imobilizada pode ser diferente do
pH do meio de solug&o. Suportes carregados negativamente apresentam uma concentracao
de ions hidrogénio muito maior em sua proximidade do que no meio de solugdo. Uma
consequéncia muito importante disso € que o perfil de pH da enzimatica imobilizada em
suportes com cargas negativas tende a ser deslocada para valores de pH mais alcalinos.

TANRISEVEN & ASLAN (2005) observaram que a imobilizagdo de um preparado
enzimatico, contendo atividade de transfrutosilacdo, em um suporte acrilico ativado
modificou a curva de pH étimo da enzima. A enzima livre apresentou maior atividade na faixa
de pH entre 5,5 e 6,5 ja a enzima imobilizada apresentou uma faixa mais abrangente, de 4,5
a 7,0. Ja MIRANDA (2004) obteve com a imobilizacdo da lipase em niébio um deslocamento
do valor de pH étimo de 8,0 para 7,0.

Em trabalho de SANJAY & SUGUNAN, (2006), encontramos uma discussao sobre a
alteracéo do pH 6timo de enzimas imobilizadas em matrizes carregadas negativamente. De
acordo com o0s autores, ocorre normalmente o deslocamento do pH 6timo para valores mais
bésicos e o perfil de pH é estendido ou ampliado devido as intera¢gBes de cargas do suporte
e da enzima. Porém, os autores observaram que a enzima imobilizada por ligagbes
covalentes apresentou pH 6timo numa faixa mais acida do que a da enzima livre,
provavelmente devido as fortes ligagBes covalentes formadas. A intensidade da forca de
ligacao interfere nas interacdes intra-moleculares da enzima modificando sua conformacéo.
Porém, um valor mais &cido para o pH 6étimo apresentou o inconveniente de uma baixa

estabilidade enzimatica.

2.5.5. Termodinamica de desnaturacdo enzimatica
De acordo com CORNISH-BOWDEN & CARDENAS (2004), organismos Vivos S&0
sistemas quimicos distantes do equilibrio termodindmico, e basear-se apenas nos conceitos

termodin@dmicos para entendé-los nem sempre € aconselhavel. A compreensao dos valores
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da energia livre ou da entalpia, por exemplo, pode ter muito a dizer sobre um processo,
assim como as constantes cinéticas que sdo mais comumente analisadas.
2.5.5.a Energia Livre de Gibbs

A energia livre de Gibbs, (AG), de uma enzima € diferente para cada estado: forma
nativa e forma desnaturada, e indica quanto da conformacéao inicial ainda esta preservada ou
ativa. A desnaturacdo sO ocorre quando A(AG) assume valor negativo, indicando que o
estado atual apresenta menos energia disponivel, devido a desnaturagdo, quando
comparado com o estado inicial (MODELL & REID, 1983; DORAN; 2002).

Com base na teoria da transicdo de estado, que desconsidera o mecanismo de
interagdo entre as moléculas envolvidas numa cinética enzimatica, a colisdo entre essas
moléculas fornece energia suficiente para romper uma barreira. Essa barreira trata-se da
energia de ativagcdo para que a reacdo ocorra, e pode ser determinada através dos valores
experimentais das taxas de reacdo obtidas em diferentes temperaturas. De acordo com
BLANCH & CLARK (1997), a constante k é proporcional a concentracdo das espécies em
estado de transicao, de acordo com a equacao classica para esta teoria:

K= (kBTTjK : (15)

sendo as constantes kg de Boltzmann (1,38.102%% JK™), h de Planck’s (11,04.10°¢ Jmin) e K*

+
de concentracédo de equilibrio. Com relacdo a K* e a sua definicéo, K* =%, pode-se

assumir esta constante como a prépria constante de equilibrio da reacao e ainda, buscando

na termodinamica a definicdo da energia livre de Gibbs padréo temos:
-1
AG* =—RTIn[Ki(c°) } (16)

sendo R a constante dos gases ideais (8,314.10° kJ.mol'K™) e fazendo ¢°, a concentragéo
de estado padréo, igual a 1, e definindo k como a constante de desnaturacdo da enzima kg,
a equacao 15 em combinagc&do com a equacédo 16 resulta na equacgéo 17:
KgT ) (cact kq.h
kg =| —2— e( 26*/RT) — AG = -RTIn| 24— (17)
h kg.T
A variacdo de AG de um estado para outro prediz a taxa de reacdo, por exemplo: 0
aumento da concentragdo de substrato ligado aos sitios ativos da enzima diminui a energia

livre do sistema, ou ainda, a desnaturacdo da enzima diminui a disponibilidade de sitios
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reativos. Diz-se, portanto, que a energia livre de Gibbs é composta pela energia de ligagéo e
a energia de ativagdo (BLANCH & CLARK, 1997; DIXON & WEBB, 1979).
2.5.5.b Entalpia

Entalpia (AH) € uma forma de energia chamada de funcdo de estado por depender
basicamente do estado em que a variavel se encontra e ndo do caminho percorrido até o
estado atual. Por esse motivo, a variacdo da entalpia de um processo é medida
hipoteticamente tomando etapas da reacdo. Quando a etapa final absorve muito mais
energia do que o estado inicial, o valor de AH sera positivo - o que normalmente acontece
em processos de desnaturacdo enzimatica (DORAN, 2002; MODELL & REID, 1983).

Dos conceitos de termodinamica, obtemos a relagdo entre a energia livre de Gibbs,
entalpia e entropia, conforme equacéo 18:

AG = AH -AST (18)
Conhecendo a equacéo 17, podemos substituir AG e obter a equagéo 19:

~AH+AST ~DH  +AS
_ kg T — —

R.T h e RT e R (19)

Kqg

Para resolucdo desta equacdo, deve-se assumir que AS ndo varia com a
temperatura; e conforme demonstrado em DIXON & WEBB (1979):

dlnkd:1+AH :AH+RT (20)
dT T RT?  RT?
Esta equacao pode ser comparada com a equacao empirica de Arrehnius (eq. 09):
dinky _ Eq
—— d - _"ad 21
dT  RT? )

Em combinacdo, as equacdes 20 e 21 fornecem a equacao final para céalculo da

entalpia através da energia de ativagdo da desnaturacgéo:

E,, _AH+RT
= —~AH=E..-RT 22
RT2  RT2 ad (22)

2.5.5.c Entropia
A entropia (AS) de um sistema aumenta com o0 aumento da temperatura, indicando
que as moléculas estdo mais agitadas e que ha menos ordem, além de ocorrer a quebra de
nameros consideraveis de ligacdes fracas como pontes de hidrogénio. Os grupos polares
vao perdendo a capacidade de ordenar as moléculas de agua e a liberdade dos grupos
apolares expostos pelo desdobramento da proteina aumenta o sentido de desordem
(DORAN, 2002; MODELL & REID, 1983).
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Voltando a equacao 18, podemos obter a relacdo o célculo da entropia através dos
valores de entalpia e energia livre:
_AH-AG
==

AS (22)

2.6. CONSIDERACOES SOBRE LARGA ESCALA

O design de um biorreator requer informacdes solidas sobre a cinética enzimatica e
as caracteristicas do suporte envolvido (SHULER & KARGI, 1992; BLANCH & CLARK,
1997). A Figura 3 apresenta alguns exemplos de biorreatores para utilizacdo de enzimas

imobilizadas.

d) e)
Figura 3. Representacao de alguns tipos de reatores para aplicacao de enzimas

imobilizadas: a) leito fixo, b)leito fluidizado, c) leito expandido,
d) tipo mistura, e) tipo cesto

Os biorreatores em forma de colunas ou leitos, hormalmente verticais, sdo quase que
exclusivamente empregados no caso de enzimas imobilizadas. Dentre este tipo podemos
citar os reatores de leito fixo, de leito fluidizado, de fibra oca, etc. No caso do biorreator de
leito fixo (Figura 3.a), as particulas contendo o biocatalisador tém sua mobilidade reduzida e

limitada por telas ou fibras, diferentemente do leito fluidizado (Figura 3.b) por exemplo, que
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se que tem liberdade de expanséo de acordo com a vaz&o. Essa caracteristica, de nenhuma
ou pouca mobilidade das particulas, evita que a vazéo do fluido de reacao ou atrito danifique
a estrutura do suporte ou favore¢a o desprendimento da enzima. As particulas de suporte
empregadas devem apresentar compressibilidade apropriada com o tamanho da coluna e
pressdo de vazdo para que ndo haja perda de leito (DORAN, 2002; SHULER & KARGI,
1992).

Conforme discutido em itens anteriores, as enzimas sdo mais sensiveis e em alguns
casos mais caras que os catalisadores ndo bioldgicos, além de necessitarem de uma série
de estudos em paralelo que possam aumentar sua estabilidade e atividade. No entanto, sua
aplicacdo em larga escala tem aumentado desde o primeiro processo industrial utilizando
enzima imobilizada creditado a Chibata et al. em 1979 pela Tanabe Co. no Japéo (citado em
ROYER, 1980). Dessa forma, fatores primarios como (1) custo da enzima, (2) custo da
imobilizacdo, (3) operacdo do sistema, (4) capital a ser investido, (5) custo de
manutencao/limpeza, sdo fundamentais ao se planejar a operacdo (LASKIN, 1985; van-
BELIEN & LI, 2002).

Varias sdo as recomendacdes e expectativas ao se definir um sistema com enzima
imobilizada, um roteiro definido pelo WORKING PARTY ON BIOCATALYSTS (1983), por
exemplo, auxilia e indica as principais recomenda¢fes para um novo sistema com um
biocatalizador imobilizado. De acordo com este trabalho, um sistema de enzima imobilizada

€ caracterizado por:

1-Descrigéo geral 3- Caracterizacao fisico-quimica
a) Esquema de reacéo a) Configuracdo do biocatalizador
b) Enzima a imobilizar b) Grau de preenchimento
¢) Tipo de matriz empregada ¢) Compressibilidade da
d) Método de imobilizacao coluna/biorreator

d) Velocidade minima de fluidizacéo

2- Preparacéao

a) Condicbes de reacao 4- Cinética
b) Rendimento em peso seco a) Estabilidade do sistema armazenado
¢) Atividade residual do sobrenadante b) Estabilidade operacional

c) Possibilidade de reutilizacédo

d) Limitacdes operacionais
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3. METODOLOGIA

3.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1.1. Producédo da enzima
3.1.1.a. Microrganismo
O microrganismo Rhodotorula sp. (Laboratério de Engenharia de Bioprocessos,
DEA-FEA-UNICAMP) isolado de flores da Mata Atlantica brasileira por HERNALSTEENS
(2006) foi a fonte produtora da enzima. Este microrganismo foi mantido em agar inclinado
GYMP cuja composicdo € 20 g/L glicose, 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L de extrato de
malte, 2 g/L K,HPO,, 20 g/L agar tendo pH ajustado para 5,5 com auxilio de pHmetro marca
Metler Toledo, tipo 320°. Apds a incubacdo do microrganismo a 30T, foi adicionado 6leo
mineral estéril ao tubo de ensaio até a completa imersao do agar para entdo manté-los a 5C
(cultura estoque). A manutencdo do microrganismo foi feita mediante repique em meio sélido
composto periodicamente.
3.1.1.b. Preparo do in6culo e fermentacao
A ativacdo da cultura estoque foi feita por repicagem em novos tubos contendo
meio GYMP por 24 h a 30°C em incubadoras marca New Brunswick Scientific, tipo Innova®
4430. O indculo foi preparado por repique da cultura ativada para Erlenmeyers aletados de
250 ml, contendo 100 mL do meio padrao constituido de 20 g/L de glicose, 10g/L de extrato
de levedura, 20g/L de peptona, 5 g/L de K,HPO,, a pH 4,5, seguido por incubagéo a 30C e
150 rpm, por um periodo de 16 h. Para a fermentagdo, 10 ml deste in6culo foram
adicionados a 100 mL do meio de cultura industrial; cuja composi¢éo € de 85 a 95 g/L de
agua de maceracao de milho clarificada (AMM) e de 55 a 70 g/L de melaco clarificado com
75% de acuUcares redutores totais (ART) e pH corrigido inicialmente para 4,5; em frascos de
Erlenmeyer aletados de 500 mL (HERNALTEENS, 2006). A incubacao foi realizada a 30C,
sob agitacdo de 250 rpm, por um periodo de 16 a 18 h ou, de preferéncia, até o pH do meio
atingir um valor de 5,0 a no maximo 6,0. Os meios industriais foram clarificados com carvao
ativo ANFC a 4% a 60°C, 150 rpm por 10 minutos, seguido de centrifugacéo e filtracdo de
acordo com metodologia proposta por MENDES (2006).
3.1.1.c. Recuperacao da enzima
A recuperacdo da enzima do caldo fermentado foi realizada de duas formas

distintas: concentracao com sulfato de amdnia e precipitacdo com alcool.
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A) Concentracdo da enzima por sulfato de aménia

O caldo fermentado, obtido de acordo com o item anterior, teve seu pH corrigido para
5,0 antes de ser conduzida a concentracdo da enzima pelo sal. Ao caldo foi adicionado o sal
lentamente até atingir uma concentracdo de 70% (p/v) de saturagdo, considerando-se
auséncia do sal no caldo fermentado, a razéo deve ser de 472 g/L. Apos adigdo, a solucédo
foi mantida a baixas temperaturas, 4-5°C, e em condicdes estaticas over-night. Em seguida,
a solucéo foi centrifugada a 6000 g por 10 min a 4°C em uma centrifuga refrigerada de
marca SROVALL®, do tipo RC26 PLUS, e o precipitado ressuspendido em tamp&o acetato
0,05 M e pH 4,5. Em sequéncia, conduziu-se a didlise desta solucdo com o auxilio de
membranas adequadas tipo Membra-Cel™ Viskase® (14000MW) por 24 horas em tamp&o
acetato (0,05M a pH 4,5) em baixas temperaturas, 4-5°C, sob condicGes estaticas. Estudos
como os de ZHANG et al. (2007) e SIRINGAN et al. (2007) demonstram aplicacbes
semelhantes dessa metodologia.

B) Precipitacdo com alcool

O caldo fermentado teve seu pH corrigido para 5,0 antes de ser conduzida a
recuperacao da enzima. Esta etapa foi realizada de acordo com metodologia apresentada
em SANTOS (2002) adicionando-se por gotejamento lento de alcool anidro (99,3° INPM) a —
20°C até atingir a concentragdo de 70% (v/v) em um volume correspondendo a duas vezes o
volume do caldo. A temperatura de reacédo foi mantida em 2°C com o auxilio de reatores
encamisados e banho tipo Tecnal TE® 184, sob agitacdo branda, com o auxilio de
agitadores magnéticos do tipo Hanna HI® 190M, para evitar a desnaturacdo da enzima. Apds
a adicdo total do alcool, a solugéo foi imediatamente centrifugada a 10000 x g por 10 min de
4 a 6°C em uma centrifuga refrigerada de marca SROVALL®, do tipo RC26 PLUS. O
precipitado contendo a enzima foi ressuspendido em tampéo acetato 0,05M e pH 4,5 e

congelado em pequenos volumes.

3.1.2. Sintese do suporte orgéanico e imobilizacéao
O método utilizado para imobilizacdo enzimatica foi o proposto por SANTOS (2002) e
trata-se de gel alginato 3% com adicdo de 3% de carvao ativado ANFC. Foram utilizados
para isto 16,5 g de agua, 0,75 g de alginato de calcio, 12,5 g de sacarose, 5 mL de solugao
enzimatica com a atividade pré-estabelecida, 3,5 mL de glutaraldeido e 0,75 g carvao
ativado. O método consiste em realizar o co-cross-linking da enzima com glutaraldeido e
carvdo ativo por 30 minutos e entdo adicionar a solucdo de alginato e sacarose,

devidamente dissolvidos. A sacarose age neste caso como protetora do sitio ativo da
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enzima. A solucdo resultante é entdo gotejada em solucdo de cloreto de calcio 0,2 M; as

microesferas obtidas permanecem em repouso nesta mesma solugédo over-night.

3.1.3. Sintese dos suportes inorganicos para imobil  izacdo
A Tabela 4 representa em resumo a codificacdo para cada metodologia de sintese
dos suportes inorganicos avaliados. A descricdo de cada metodologia esta contida nos itens
3.1.3.be3.1.3.c.

Tabela 4. Resumo das metodologias de sintese dos suportes inorganicos para
imobilizacdo da enzima FTase extracelular de Rhodotorula sp.

Niobio
N-A | Oxido de niébio

N-B | Composto de nidbio e grafite

Zirconio

Z-A | Fosfato de zirconio

Z-B | Silica enxertada com zirconio

Z-C | Zirconio precipitado

3.1.3.a. Limpeza dos suportes inorganicos
Para cada 100 g do suporte utilizou-se 200 ml de solugdo concentrada de &cido
nitrico, conduzindo a reacdo a 95-100°C por cerca de 1 hora. Descartou-se apropriadamente
0 acido e o suporte foi lavado abundantemente com agua destilada, aproximadamente 2 L
para 100 g do suporte, até neutralidade da &gua de lavagem determinada com papel
indicador de pH do tipo Merck®. O suporte foi seco em estufa, marca Fanem, tipo 320 SE®, a
80°C over-night (Janolino & Swaisgood em: BICKERSTAFF; pp. 21-26; 1997).
3.1.3.b. Zirconio
Metodologia Z-A:

Adicionou-se lentamente, uma solucdo de cloreto de zircénio(lV) - ZrCl; - em 0,5 M
de HCI (5 g do cloreto diluido em 80 mL de HCI 0,5 M), com auxilio de uma bureta, a uma
solucdo de acido fosférico 3 M, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, numa
proporcéo de Zr:PO, de 1:2. O precipitado gelatinoso obtido foi deixado em repouso por 24
horas, sendo em seguida filtrado e lavado com solucao de acido fosforico a 2% utilizando um
sistema a vacuo e com agua deionizada até obter auséncia de ions cloreto na agua de

lavagem. A auséncia de ions cloreto foi determinada através de teste qualitativo com nitrato
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de prata e auséncia de precipitado branco. O produto obtido, fosfato de zircénio -

Zr(HPQO,).nH,O - foi levado a estufa & 110 °C por um periodo de 24 horas em recipiente

aberto coberto apenas com papel filtro comum (MEDEIROS, 1994; CASTRO et al., 2000).
Metodologia Z-B:

Para o enxerto da silica com zircénio foi necessario levar a banho aquecido uma
solucéo de 2 g de oxicloreto de zirconila - ZrOCl,.8H,0 - em 100 mL de agua destilada e 10
g de silica (35—-70 mesh ASTM, Merck), permanecendo em banho até completa evaporacao
da agua. Apos esfriar, o zircénio foi fixado com aménia em um Erlenmeyer de 250 mL
conectado por uma mangueira a outro Erlenmeyer contendo cloreto de aménia, NaOH e
pouca &gua destilada necesséaria apenas para promover reacao e formar de gas. NaOH foi
adicionado ao segundo Erlenmeyer a medida que cessava a formacdo de bolhas. A reacdo
foi interrompida quando a silica apresentou aparéncia iumida. O suporte obtido foi deixado
em repouso em recipiente fechado por 30 minutos e lavado sucessivamente com agua
destilada. A secagem ocorreu em estufa a 100°C por cerca de 1 hora (CHEN et al., 2001;
PEREIRA et al., 2000; YAMAGUCHI et al., 1999; YOSHIDA et al., 1996).

Metodologia Z-C:

Foi utilizado nesta metodologia o cloreto de zirconio(lV) mas também pode ser
empregado o oxicloreto de zirconila, pois quando dissolvidos em agua, as solucbes obtidas
se comportam de forma idéntica. Foi preparada uma soluc¢ao de 0,65M de cloreto de zircdnio
em HCI 1 M, adicionando-se lentamente aménia 2 M até neutralidade, determinada com
papel de pH, sob agitagdo branda. O precipitado branco formado foi entdo lavado com 3 x 5
ml de solugéo salina a 0,9% e seco em estufa, a 110°C, over-night, em recipiente aberto
coberto apenas com papel filtro comum (Kennedy et al., em: BICKESTAFF, pp. 345-359,
1997).

3.1.3.c. Ni6bio
Metodologia N-A:

Foi pré-aquecida uma mistura de pentoxido de niébio com carbonato de potassio, na

proporcao 1:5 em bico de Bunsen, levando em seguida a mufla (1000 °C) por um periodo de
5 a 6 horas. O material fundido foi lixiviado com agua deionizada fervente e adicionado de
acido nitrico 1 M, gota a gota, até obter pH entre 0,5 e 1,0 determinado com papel indicador
de pH. Filtrou-se a vacuo o precipitado resultante lavando abundantemente com agua
deionizada. O éxido de niébio - Nb,O,.mH,O - foi seco em estufa a 50°C por 24 h e mantido
em dessecador sob silica gel até sua utilizacdo (MIRANDA, 2004; SERAFIM, 1994;
CASTRO et al., 2000).
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O pentéxido de nidbio utilizado foi cedido pela CIF (Companhia Industrial Fluminense)
e CBMM (Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragéo) com graus de pureza em torno
de 80%.

Metodologia N-B:

O composto de nidbio (~95%) e grafite comercialmente denomindado NB-340°, cujas
propriedades estdo listadas na Tabela 5, fabricado e cedido pela CBMM, foi moido em
moinho marca Tecnal, tipo TE-631°, e as particulas selecionadas entre 65 e 80 Mesh em um
agitador de peneiras Bertel®, para andlises granulométricas. O preparo do suporte foi
realizado de acordo com o procedimento de lavagem descrito no item 3.1.c.i até que o

filtrado apresentasse cor limpida e neutralidade.

Tabela 5. Propriedades do composto sélido inorganico NB-340°

Propriedades NB-340®

Forma | Pellets

Volume de poro | 0,12 g/cm®

Densidade | 1,3 g/cm®

Dimensdes
-diametro | 6,2 mm
-altura | 3,6 mm

Area de superficie | 100 ® 10 m°/g

Forca de ruptura | 30 N/mm

Fonte: Technical Report-NB340®; CBBM; 2006

Por se tratar de um composto acido solido, foi necessario avaliar a influéncia do
suporte NB340® puro no pH do meio em que esta disperso, para isso, definiu-se a razéo de
0,064 g de suporte solido para cada mL de meio. A determinagéo de cada pH foi conduzida
em triplicata e ap0s a adicdo do suporte, o meio foi levemente agitado para permitir igual
distribuicdo. O pH foi determinado com o auxilio de um pHmetro marca Metler Toledo, do
tipo 320°.

3.1.3.d. Preparo dos suportes inorganicos para imob ilizacdo por ligacdes
covalentes

3.1.3.d.i Silanizacao

Metodologia [S]:

A silanizacdo dos suportes inorganicos foi realizada com solucdo de y-
aminopropiltrietoxisilano (YAPTS) a 0,5% (v/v) preparada em heptano, na propor¢éo 3 mL de

solugdo para cada 1 grama do suporte. A reacéo ocorreu a 75°C por um periodo de 3h em
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recipiente fechado (de preferéncia em rotavapor). Apés este procedimento o material foi
filtrado em funil de Buchner e lavado com heptano para eliminar o excesso de silano. O
suporte silanizado foi levado a estufa a 105°C por 15 h (SOARES, 2000).

Metodologia [S-1]:

O suporte foi silanizado utilizando uma solucdo a 10% (v/v) de yAPTS numa
proporcdo de 10 volumes desta solugcéo para cada 1 volume do suporte. O pH foi ajustado
para 5,0 com uma solugcdo de HCI a 6 N . A reacdo ocorreu de forma semelhante a
Metodologia [S] a 75°C / 3 h e seco a 105°C / 15 h (Swaisgood et al. em BICKERSTAFF; pp.
13-20; 1997).

3.1.3.d.ii Ativacéo

Metodologia [A]:

A ativacdo ocorreu imergindo o suporte em uma solucéo tampé&o hidrogenofosfato de
sodio 0,1 M (pH 8,5) contendo glutaraldeido a 2,5% (v/v). Esta solu¢éo foi deixada sob
agitacdo, a temperatura ambiente, durante 1 h. O suporte ativado foi lavado com agua
destilada para eliminar o excesso de reagente. Apés a lavagem, a agua presente foi
succionada durante 30 minutos (SOARES, 2000).

3.1.3.e. Imobilizagdo da enzima em suportes inorgan  icos

Para a imobilizacdo da enzima foram selecionados 0s suportes com tamanho de
particula entre 65 e 80 Mesh, com o auxilio de um agitador de peneiras para andlise
granulométrica Bertel®. As diferentes metodologias testadas para imobilizar a enzima
extracelular de Rhodotorula sp. em suportes inorganicos estdo representadas em resumo na
Tabela 6 e na Figura 4.

Metodologia [I(h)]:

Inicialmente os suportes foram umedecidos em hexano, sob agitacéo, por 1 hora. A

imobilizacdo da enzima nos suportes foi conduzida sob agitacdo durante 3 h, a temperatura
ambiente, utilizando hexano como meio de disperséo, seguido por um periodo adicional de
18 h em condicdes estaticas e em baixas temperaturas (4-5°C). Ao final, o imobilizado foi
filtrado e lavado com solucdo tampao acetato gelada para remocdo de toda proteina nao
imobilizada e do hexano (MIRANDA, 2004).

Metodologia [1(2)]:

O meio de dispersédo utilizado foi tampao acetato 0,05M e pH 4,5. Numa primeira

etapa, o suporte e a enzima foram submetidos a agitacdo intercalada e suave por um

periodo de 1 hora em temperatura ambiente para promover contato fisico. Em seguida, a

37



imobilizacdo final da enzima ocorreu sob condi¢cdes estaticas em baixas temperaturas (4-
5°C). Ao final, o imobilizado foi filtrado e lavado com tampé&o acetato gelado para remocéao
de toda proteina ndo imobilizada.

Algumas variacdes da Metodologia [I(2)] foram avaliadas. A primeira etapa de contato
fisico entre a enzima e o suporte foi mantida mas, com relagdo a segunda etapa de
imobilizacdo e o meio de dispersdo, avaliou-se a adicdo de glutaraldeido (2,5%)
representando a Metodologia [I(29)] e a adigdo de glutaraldeido (2,5%) e sacarose (4%)
representando a Metodologia [I(2gs)].

A adicdo de uma terceira etapa de imobilizacao foi também avaliada. Partindo-se da
Metodologia [I(2)], o imobilizado obtido foi submetido a novas condi¢des estaticas por um
periodo adicional de 18 horas em baixas temperaturas tendo como meio de dispersao
tampéo acetato 0,05M e pH 4,5 contendo glutaraldeido (2,5%), representando a Metodologia
[1(3g)] e contendo glutaraldeido (2,5%) e sacarose (4%), representando a Metodologia

[1(3gs)]. Ao final, o imobilizado foi novamente filtrado e lavado com tamp&o acetato gelado.

Tabela 6. Resumo das metodologias avaliadas para preparo dos suportes inorganicos e
imobilizacdo da enzima frutosiltransferase extracelular de Rhodotorula sp.:

Silanizacdo do suporte
S | 0,5% APTS
S-1| 10% APTS
Ativacdo do suporte
A | 2,5 % glutaraldeido
Imobilizacdo da enzima

12 etapa

I(h) | Hexano (3 h agitacdo branda)
| | Solucdo tampdo acetato (1 h agitacdo branda)

2 2 etapa

I(2h) | Hexano (condicbes estaticas)
I(2) | Solucdo tampdo acetato (condi¢des estaticas)
I(2g) | 2,5% glutaraldeido
I(2gs) | 2,5% glutaraldeido + 4% sacarose
3 2 etapa
1(3g) | 2,5% glutaraldeido
1(39s) | 2,5% glutaraldeido + 4% sacarose
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Suporte

inorganice
\_> HNO;3 conc. Lavagem Secagem
100°C/1h agua destilada| | 80°C/over-night m
—
b VAPTS Lavagem Secagem Y
75°C/3t heptano 105°C/15h 1
47
b Glutaraldeido Lavagem Agua succionada
agitacdo/1lh agua destilada 30min —l
¢ —<«¢
Sup.inorgénico Enzima
pronto I Sol. conc.
Meio disperséo| | Meio disperséo Filtragem
agitacéo suave 5°C/18h Lavagem(tampao)

v

<

Meio disperséo
5°C/18h

Filtragem
Lavagem(tampéo)

Figura 4. Fluxograma para sugestdes de metodologias de imobilizacdo enzimatica em
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3.2. METODOLOGIA ANALITICA

3.2.1. Determinacado da recuperacao enzimética (R g)

O célculo da recuperagdo enzimatica do meio fermentado independente da
metodologia de recuperacéo foi feito de acordo com a equacado 23 a partir dos valores de
atividade obtidos do meio fermentado e do concentrado enzimatico(de acordo com item
3.2.6.b) relacionados com os volumes obtidos.

_ enz_concentrad _ UV
meio_fermentado UV

Re con_ 100% (23)

meio

3.2.2. Identificacdo e quantificacdo de carboidrato s

A identificacdo e quantificacdo da sacarose, glicose, frutose e FOS, relativa a sintese
para producdo de FOS, foi obtida por analise em cromatografia de ions (HPLC-PAD). As
amostras (25 pl) foram injetadas em um sistema Dionex DX-500 (Sunnyvale, CA, EUA), que
consiste de uma bomba gradiente GP50, um detector eletroquimico ED-40 operando na
forma de pulso amperométrico, um eletrodo de ouro e um eletrodo de referéncia Ag-AgCl.
Os produtos foram analisados utilizando uma coluna de troca anibnica CarboPac (240 x
4mm) e coluna de protecdo CarboPac PA100 (50 x 4 mm). A eluic&o foi realizada utilizando
como solventes: uma solucdo de NaOH 100mM e uma solucdo de NaOH 100 mM contendo

500 mM de acetato de sodio.

3.2.3. Determinagédo do teor de proteina
O conteudo de proteina dos filtrados ap6s ultima lavagem do imobilizado foi obtido
pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Albumina bovina cristalina foi utilizada para
preparar uma curva de calibracdo na faixa de 0,02 a 0,2 g/L. O teor (mg) de proteina
imobilizada [Pj] (item 3.2.g) foi calculado fazendo-se a subtracdo entre o teor de proteina
oferecida a imobilizacdo [P,] e o obtido no filtrado [Py]. Esta reacdo deve ser conduzida em

duplicata e se possivel em triplicata para uma maior precisdo dos resultados.

3.2.4. Determinacao de acuUcares redutores
O contetdo de acUcares redutores foi obtido pelo método de Somogyi-Nelson
(SOMOGYI, 1945; NELSON, 1944) e o valor obtido utilizado no calculo da atividade

enzimatica (item 3.2.6.b).
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3.2.5. Determinacéo da glicose
A glicose foi determinada pelo kit enzimatico glicose-oxidase (LABORLAB,

Guarulhos/SP) e o valor obtido utilizado para o célculo da atividade enzimética (item 3.2.6.b).

3.2.6. Determinacéao da atividade enzimatica
3.2.6.a. Definicéo

Uma unidade de atividade enzimética de transfrutosilacdo (Ur¢) foi definida como a
capacidade da enzima em transferir grupos frutosil por minuto nas condi¢des de analise; 1
umol de frutose transferida (equacdo 24) ou o equivalente a quantidade de glicose liberada
subtraida da quantidade de frutose livre ho meio, a partir da sacarose. Ja uma unidade de
atividade hidrolitica (Uy) corresponde a 1pumol de glicose liberado no meio, a partir da
sacarose (HIDAKA et al., 1988; REMAUD-SIMEON et al., 1994; CHEN & LIU, 1996).

Ure = Fr= (2G — AR) = [umol/min] (24)
Uy = G = [umol/min] (25)

Sabendo-se que:
AR=F+G (26)
F=AR-G (27)
Fr=G-F=2G-AR (28)

Por se tratar da enzima na sua forma imobilizada, foi necessario definir uma unidade
de atividade enzimatica imobilizada (U;) como a relacdo entre a atividade obtida e o peso do
suporte cuja atividade foi determinada. Portanto, a equacdo 29 representa a atividade
enzimatica imobilizada de transfrutosilagao.

Ui = Urg/g = [umol/min.g] (29)
3.2.6.b. Reacgao

Para a determinacédo da atividade enzimética o meio padrao de reacao foi preparado
em tampéo acetato (0,05M e pH 4,5) contendo sacarose a 50%. No caso da determinacdo
da atividade de solucdes, obedeceu-se a relacdo de 4,5 mL de meio de reacdo para 0,5 mL
da solucdo de andlise diluida ou ndo. Para a determina¢do da atividade do imobilizado, a
diluicdo foi feita variando-se o volume do meio de reacdo, no maximo 20 mL, para um peso
Umido de no minimo 0,25 g. A temperatura de reacdo padrao foi de 60°C e os frascos foram
mantidos sob agitacdo branda. Nos primeiros 10 minutos de reacédo, aliquotas de 0,2 mL
foram retiradas para realizacdo da reacdo de Somogyi-Nelson (item 3.2.4) e a partir de 15
minutos de reacdo, aliquotas de 30 pL foram retiradas a cada 5 minutos até completar 35

minutos totais de reacdo para reacdo com kit enzimatico (item 3.2.5). E recomendado que
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esta reacdo seja conduzida em triplicata se o experimento ndo puder ser realizado em
triplicata.
3.2.6.c. Determinagédo da incognita (AR)

O valor de AR (agucares redutores, equacdo 26) foi obtido pela multiplicacdo da
inclinacéo da regressado obtida (item 3.2.6.b) pela inclinagdo da curva de calibracdo e pela
diluicdo realizada. Este valor nos fornece a atividade de invertase, ou seja, quanto de glicose
e frutose encontram-se livres no meio.

3.2.6.d. Determinacao da incégnita (G)

O valor da incognita G (glicose, equacéao 27) foi obtido multiplicando-se a inclinagcéo
da regressdo obtida (item 3.2.6.b) pela inclinacdo da curva de calibracdo e pela diluicdo
realizada. Este valor nos indica quanto de glicose foi liberada a partir da sacarose, ou seja, a
atividade hidrolitica.

3.2.6.e. Determinacao da incognita (F 1)

Essa incognita € obtida de acordo com a equagdo 28 e indica quanto da frutose

liberada, a partir da sacarose, foi utilizada na reacdo de transfrutosilagdo. Este valor

corresponde a atividade de transfrutosilacéo.

3.2.7. Determinacao da razéo ideal de imobilizacdo (R))
Esta razdo tem o objetivo de favorecer um melhor aproveitamento tanto da enzima
guanto do suporte disponiveis a imobilizagdo, e foi determinada fixando-se o volume da

solucdo enzimética concentrada e variando-se o0 peso do suporte.

oferecida
U

Ri =T (30)
gsuporte
3.2.8. Determinacéo da razéo de atividade (R )

A razado de atividade do imobilizado foi obtida de acordo com a equacédo 31. A
eficiéncia da imobilizacdo [R,] foi obtida pela divisdo da atividade efetivamente imobilizada
[U] e a atividade oferecida a imobilizagéo [U,).

U,
Ra =U—.1OCP/o (31)

[o]

De forma semelhante, para o caso do acompanhamento da manutencéo da atividade
ao longo do tempo, como medida de sua estabilidade, a raz&o [Ra'] foi obtida, de acordo com
a equacao 31.A, entre a o valor da atividade no tempo t [U{] e a atividade no tempo zero [Uy).

R} =llJJ—‘.100)/o (31.A)

to
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3.2.9. Determinacéo da razéo de transfrutosilacdo (  Rtf)
A razéo de transfrutosilaco indica a forca relativa da atividade de transfrutosilagéo da
enzima em comparagdo com sua atividade hidrolitica. Espera-se que esta razao atinja altos

valores, indicando uma alta formacao de frutooligossacarideos:

— Urr -
Ry = Ty, 1006 = g 100 (32)

3.2.10. Determinacgéo da razéo de proteina imobiliza da (Rp)

A razdo de proteina imobilizada foi obtida pela divisdo do valor da proteina

imobilizada [Pj] e a proteina oferecida a imobilizagéo [P,], de acordo com o item 3.2.3.
R, =P 100 (33)

Po

A solucdo enzimatica concentrada obtida de acordo com o item 3.1.1.d contém uma
série de proteinas que nao estéo relacionadas a enzima de interesse. Por esta razao, o valor
Rp ndo pode ser considerado de grande relevancia quando a enzima utilizada ndo esta na

sua forma pura. Sua determinacéo foi feita apenas por efeito ilustrativo e complementar.

3.2.11. Determinacao da estabilidade

O preparado imobilizado foi avaliado quanto a sua estabilidade expressa pelos valores
de R, obtidos ao longo do tempo em diferentes temperaturas, diferentes valores de pH e
adicdo de sais ao meio de incubacdo. O meio padrdo de incubacdo foi tampdo acetato
0,05M e pH 4,5 e padronizou-se o volume de 5 mL de meio de estoque para cada grama de
imobilizado. Em intervalos de tempo coerentes com as condicbes avaliadas, amostras do
imobilizado foram retiradas e a atividade determinada conforme item 3.2.6.b. Nos casos em
que o tempo total de incubacéo permitia, as amostras retiradas eram lavadas em tampéo
acetato gelado logo apés a determinacéo da atividade e voltava para o meio de incubacéao.
Para pequenos intervalos de tempo, as amostras totais retiradas ndo ultrapassaram 10% do
peso inicial do imobilizado. Todas as avaliagfes foram conduzidas em triplicatas.

3.2.11.a. Efeito dos sais

O efeito sobre a estabilidade enzimatica causado pela adicdo de sais ao meio de
incubacao foi avaliado individualmente para os sais MnCl,, NaCl e CuSO,4 na concentracao
de 10mM o que equivale a concentracdo de 1,258 g/L , 0,584 ¢g/L e 1,596 ¢glL,

respectivamente. A avaliagéo foi conduzida nas temperaturas de 60, 63 e 65°C.
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3.2.11.b. Efeito do pH

O efeito sobre a estabilidade enzimatica causado pelo pH do meio foi avaliado em
treiplicata, nas temperaturas de 60, 63 e 65°C. Para essa avaliagdo, o pH do meio de
incubacao foi alterado para os valores de 3,0; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5 além do pH padréo 4,5.

Para obtencdo do perfil de pH, a atividade enzimética foi determinada triplicata em
tampéo acetato 0,05M contendo 50% de sacarose a 60°C e tendo o pH variado entre 3,0 e
6,5.

3.2.11.c. Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a estabilidade do imobilizado em meio de incubacéo
padrdo, foi avaliado em triplicata nas temperaturas de 48, 50, 53, 55, 60, 61, 63, 65 e 70°C.
Para as temperaturas de 48 e 50°C o tempo total de acompanhamento foi de 1 semana com
frequéncia diaria; para as outras temperaturas o tempo total de incubacéo variou de 1,5 a 8
horas, dependendo da temperatura. Os resultados experimentais obtidos foram utilizados
para determinacdo de ty;, D, z e parametros termodinamicos, conforme itens de 3.2.12 a
3.2.15e 3.2.17.

Para obtencdo do perfil de temperatura, uma mesma batelada de enzima imobilizada
teve sua atividade determinada em triplicata em meio padrdo de reacdo, sendo variada
apenas a temperatura. Foram avaliadas as temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65, 68, 70 e
73°C.

3.2.12. Determinagéo da constante k 4
Os logaritmos naturais de R,' obtidos ao longo do acompanhamento da estabilidade
térmica, de acordo com o item 3.2.11.c, foram plotados em funcdo do tempo em minutos
para o célculo de kq (min™). A regresséo linear obtida dos dados experimentais obedece a

equacdo 34 e o valor da inclinacéo da reta equivale a constante ky ha temperatura avaliada.

In(Ry) =—kyt+c (34)

3.2.13. Determinacao da Energia de Ativacdo da Desn aturacao (E aq)

Os valores de ky obtidos segundo o item 3.2.12 foram linearizados de acordo com
metodologia proposta por Arrehnius (item 2.5.3.b ) na forma In(ky) versus 10%T. A regresséo
linear obtida obedece a equacédo 12, e o valor da inclinagdo desta equacdo foi multiplicado
pela constante R (8,314 Jmol*K™) obtendo dessa forma o valor de E.q expresso em kJmol™

ja que o eixo X esta numa escala 10°.
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3.2.14. Determinagdo da meia-vida (t 1) e efeito sobre a meia-vida (t%)

Uma vez determinado o valor kg (item 3.2.12), a equagéo 34 possibilitou o calculo da
meia-vida em minutos. A equacdo que prediz a relacdo entre a meia-vida e a temperatura
(equacéo 10) foi obtida apds os valores E,q € Ay terem sido determinados (item 3.2.13). Foi
possivel ainda, analisar o ajuste dos pontos obtidos experimentalmente e os preditos pela
equacao.

O efeito sobre a meia-vida, expresso por t% foi calculado de acordo com a e equacao
35 e expressa matematicamente se houve aumento da meia-vida ou diminuicdo apés a

variacdo da condicdo em andlise, como o pH (item 3.2.11.a) e sal (3.2.11.b).

branco avaliado

9% = ¥ t 2 100k (35)

branco

12

3.2.15. Determinacgéo da reducado decimal (D) edova lorz
A partir dos valores de kq4 (item 3.2.12) a reducéo decimal (D) para cada temperatura
avaliada foi determinada de acordo com a equacgédo 11. O valor z foi determinado pelo

inverso da inclinac@o da regressao linear obtida da relacdo grafica log(D) versus T (Eg. 12).

3.2.16. Determinacgdo das constantes cinéticas (V. max, Km, Kj)

A reacdo enzimatica foi conduzida conforme item 3.2.6.b variando apenas a
concentracdo de sacarose para 100, 200, 300, 500, 600 e 700 g/L. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata e a atividade enzimatica obtida para cada concentracdo
corresponde ao valor v da equacdo 0l1. Estes dados experimentais foram linearizados
conforme metodologia de Lineweaver-Burke, equacgdo 03, para obtencdo da constante V. €
pela metodologia de Eadie-Hofstee, equacdo 04, obteve-se a constante K,,. A constante K;
foi obtida no ponto onde a primeira derivada se anula, conforme equacdo 02. Outra forma de
obtencdo das constantes cinéticas foi realizada utilizando o software Statistica 5.5
(STATSOFT, 2000) diretamente dos pontos experimentais obtidos.

3.2.17. Determinacao dos parametros termodinamicos
Os valores de ky e E,q obtidos conforme itens 3.2.12 e 3.2.13 foram aplicados as
equacles 17 e 22 para determinagcdo de AG e AH, respectivamente, ambos expressos em
kJmol*. Uma vez determinados estes dois parametros, aplicou-se a equagdo 22 para

determinacdo de AS, expresso em kJmol*K™.
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3.2.18. Sintese de frutooligossacarideos
Para realizacdo da sintese € preciso definir a razdo de sintese (Rs) como a

guantidade de unidade enzimatica para cada ml do meio de reacao:
Ui

v (36)

RS - x
reacéio

A sintese de frutooligossacarideos por enzima extracelular de Rhodotorula sp.
imobilizada foi conduzida sob as seguintes condicoes:

-50% sacarose comercial (agucar cristal)

-pH 4,5 e 6,0 (volume de reacdo de 5 ml de tampéao acetato de sédio 0,05 M)

-50C (micro-reatores em banhos agitados)

-Rs = 7,0 (Ui/ml reacéo)

Foram coletadas amostras nos tempos 24, 48, 72 e 96 h e apds diluicdo adequada, 0
perfil de concentracdo de acucares foi determinado por analise em cromatografia de ions
(HPLC-PAD), conforme item 3.2.2. O rendimento da sintese foi determinado pela
porcentagem de composi¢cdo dos FOS produzidos em relacdo a concentracdo de sacarose

inicial.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. TESTES PRELIMINARES

4.1.1. Recuperacédo da enzima

A recuperacao da enzima do meio fermentado por sulfato de amonio foi conduzida de
acordo com o item 3.1.1.c partindo-se de um volume de 1015 ml de meio cuja atividade
enzimatica era de 111,11 U+s/ml obtendo-se 60 ml de concentrado enzimatico de atividade
211,6 Ue/ml. De acordo com a equacado 23 o rendimento foi de apenas 11,26%, um valor
muito baixo. E, uma vez congelado, o concentrado tornou-se invidvel para uso devido a sua
floculagéo e alteracao total da aparéncia da solucdo. Este experimento foi conduzido apenas
uma vez e devido aos inconvenientes apresentados néo foi investigada nenhuma condicéo
gue pudesse melhorar a eficiéncia do processo.

J4 a metodologia de recuperacdo por gotejamento de &lcool anidro, item 3.1.1.d,
apresentou 6timos resultados, conforme dados demonstrado na Tabela 7, a eficiéncia de
recuperacao neste caso foi de 86,47 % mas uma eficiéncia de 62% também ja foi observada

em testes anteriores com esta mesma metodologia.

Tabela 7. Recuperacdo da enzima frutosiltransferase extracelular
de Rhodotorula sp. por gotejamento de alcool anidro

celee (E(esr_rlr;i?tado Enzima concentrada
Ure/mi Rt (%) Ure/mi Rt (%)
17,73 +0,22 143,82 +0,72 219,03 +0,67 | 161,27 +0,12
Volume total = 1500 ml Volume total = 105 ml

4.1.2. Alginato

As esferas de alginato foram obtidas a partir de um concentrado enzimético de
atividade 200 U/ml e foi conduzida apenas uma avaliagdo quanto ao efeito do CaCl, na
resisténcia fisica das esferas, variando a concentracdo da solu¢cdo em 0,05, 0,1 e 0,2 M. A
razdo de imobilizacdo (R)) oferecida foi de 4,0 Uj/g sendo obtida uma atividade de
aproximadamente 3,8 Uj/g nas micro-esferas obtidas em CaCl, 0,2M. As outras
concentracbes de cloreto de calcio avaliadas resultaram em esferas menos resistentes.
Partindo-se desse imobilizado obtido, foi avaliada a estabilidade de estocagem a diferentes

valores de pH. O imobilizado foi estocado a 4-5 °C por 2 dias tendo sua atividade
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determinada ao final deste periodo. A atividade do imobilizado obtida apds esse periodo de
incubacdo em pHs 3,5, 4,5 e 6,0 foram respectivamente: 1,91, 2,10 e 2,09 U;. Estudos mais
especificos foram realizados com esta enzima imobilizada em alginato por HERNALSTEENS
(2006). Como o alginato ndo permite reuso e apresenta baixa estabilidade fisico-quimica,
deu-se preferéncia as matrizes inorganicas, devido aos resultados obtidos, na sele¢cdo de um

suporte para caracterizacdo da enzima imobilizada.

4.1.3. Zircbnio

A Metodologia [Z-A] (Tabela 4) mostrou ser de facil execu¢cdo e um composto na
forma de micro-cristais pouco resistentes foi obtido. Com o manuseio durante as etapas de
silanizacdo e ativagdo, as particulas formadas reduziram-se a p6. Pequenas variacdes na
metodologia como temperatura ou concentracdes foram testadas de acordo com sugestbes
variadas, porém o composto obtido apresentou sempre baixa resisténcia fisica. Essa
caracteristica ndo faz do composto obtido um suporte ideal para as condicdes idealizadas,
seria necessario avaliar em estudos seqientes uma nova forma de se obter particulas de
tamanho adequado e de boa resisténcia fisica e quimica. Se um leito de reator fosse
preenchido com um suporte com essas caracteristicas poderia ocorrer facilmente perda do
suporte para o meio de reacao.

A Metodologia [Z-B] (Tabela 4) também mostrou ser de facil execucdo e
principalmente devido ao emprego da silica, péde-se garantir o tamanho das particulas e
uma étima resisténcia fisica. As metodologias de preparo do suporte para imobilizagédo foram
avaliadas, em duplicatas, conforme resumo apresentado na Tabela 8 onde também
podemos observar a eficiéncia de imobilizacdo determinada pelos valores médios obtidos de
Ra € Rp No tempo zero e a estabilidade em baixas temperaturas (4-5°C) determinada apds
72 horas de incubacéo.

Observou-se que a eficiéncia de imobilizagcéo foi alta para as metodologias [SAI(2h)]
e [I(2)], porém, para todas as metodologias avaliadas, foi grande a perda de atividade
imobilizada considerando a temperatura de estoque. Analisando o valor R, obtido dos
fitrados observa-se que as metodologias de imobilizacdo em que o glutaraldeido foi
adicionado na segunda etapa apresentaram baixa atividade no filtrado, o que indica que
houve complexacdo da enzima, embora ndo necessariamente refletida na atividade efetiva
do imobilizado. Estudos como os de MANOLOV et al. (1993) discutem o fato de o
glutaraldeido favorecer a retencéo enzimatica, mas nado a estabilidade e atividade da enzima

imobilizada. A R; para estes testes foi de 260 U; que é um valor alto e pode ter influenciado
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nos baixos resultados de eficiéncia de imobilizacdo. A identificacdo de cada metodologia

apresentada na Tabela 8 esté contida na Tabela 6 ao final do item 3.1.3.d.

Tabela 8. Valores médios obtidos para as metodologias de preparo do suporte e de
imobilizacdo avaliadas para o zirconio obtido pela Metodologia [Z-B]:

Metodologias Tempo zero Tempo 72 horas |
[Z-B] Ra Re RAfiIt RA72 RP72 RAfiIt

SAI(2h) | 70,82 | 62,19 | 37,81 | 24,52 | 98,62 | 0,53

SAI(2) | 46,96 | 54,50 | 45,50 | 12,00 | 98,55 | 0,97

SAI(2g) | 9,78 | 95,88 | 4,12 | 21,77 97,96 | 0,42

Al(h) | 28,34 | 55,38 | 44,62 | 3,19 | 98,62 | 1,34

Al(2) | 1,81 | 84,08 | 1592 | 559 | 98,66 | 19,06

Al(2g) | 17,72 | 95,77 | 4,23 | 10,11 | 97,92 | 0,45

I(h) | 10,19 | 66,54 | 33,46 | 49,06 | 98,54 | 4,53

I(2) | 88,35 | 82,92 | 17,08 | 5,07 | 98,62 | 0,43

Com relacdo a estabilidade em baixas temperaturas, a metodologia [I(2)] mesmo
apresentando uma das menores eficiéncias de imobilizacdo foi a que melhor estabilidade
demonstrou e a metodologia [Al(2)] a que maior perda de atividade para o filtrado
apresentou. De um modo geral, a perda de atividade apds 72 horas foi pequena, mas
consideravel, pois em baixas temperaturas a enzima deveria apresentar uma grande
estabilidade. Mas os resultados de R, e de Rp do filtrado ap6s as 72 horas indicam que a
enzima esta sendo de alguma forma inativada e ndo apenas desprendida do suporte. Para
uma melhor aplicagdo desta metodologia de obtencdo do zircébnio como suporte para
imobilizacdo, seria necessario que estudos complementares fornecessem informacfes que
possibilitassem uma otimizacdo das etapas envolvidas.

Com relagdo a metodologia [Z-C] (Tabela 4) obteve-se um composto cujas particulas,
a principio, apresentaram resisténcia adequada, mas de acordo com a manipulacdo e
conducéo das etapas de preparo e de imobilizagdo havia reducédo a p6 de grande parte das
particulas resultando num processo de grandes perdas. Apenas trés metodologias foram
avaliadas em duplicata, conforme demonstrado na Tabela 9.

Os resultados obtidos demonstram eficiéncia de atividade muito baixa para as trés
metodologias testadas. Dessa forma, os testes realizados para esta metodologia nao

apresentaram resultados ideais para o propoésito deste projeto.
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Tabela 9. Valores médios obtidos da eficiéncia de imobilizacdo em zirconio
obtido pela Metodologia [Z-C]

Meto[(;c_)lc?]glas Ra Re R,
SAI(2h) | 3,85 | 57,38 | 47,62
SAI(2) | 3,78 | 17,56 | 82,44
SAI(2g) | 4,59 | 64,14 | 35,86

4.1.4. Nibébio

Seguindo a Metodologia [N-A] (Tabela 4) n&o foi possivel obter particulas de tamanho
e resisténcia fisica adequados. Esta metodologia foi de dificil reproducéo o que dificultaria
uma possivel escala industrial, além de nao ter sido possivel obter um composto que se
adequasse ao fim proposto neste trabalho.

A Metodologia [N-B] (Tabela 4) apresentou a grande vantagem de partir de um
composto soélido e bastante resistente, podendo ser triturado e as particulas selecionadas de
acordo com a necessidade. De acordo com 0s primeiros testes, 0s meios apresentavam
turbidez devido as préprias caracteristicas do composto, por essa razao € imprescindivel a
etapa de limpeza das particulas conforme o item 3.1.c.i. Observou-se que apos lavagens
sucessivas 0 composto ndo mais altera a cor da dgua. As metodologias avaliadas para este
suporte estdo resumidas na Tabela 10 e a identificacdo de cada uma delas é apresentada
na Tabela 6 ao final do item 3.1.3.d.

Tabela 10. Codificacdo das metodologias aplicadas ao composto [N-B] para selecdo de uma
metodologia de imobilizacdo da enzima FTase extracelular de Rhodotorula sp.

Ligacdo covalente Adsorcao
Silanizag&o L
e Ativacio Ativacdo | 2 etapas | 3 etapas
SAl(2h) Al(2h) I(2h) I(39)
SAI(2) Al(2) I2) g
SAl(29) Al(2g) 1(29)
s1AI2) | Al2gs) | i2gs) | '399)

Algumas metodologias foram avaliadas quanto a estabilidade em baixas
temperaturas (4-5°C) e os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 11 em funcdo da
meia-vida. Nesta mesma tabela estdo demonstrados os valores da eficiéncia de imobilizacdo
expressos por Ra. As analises foram feitas em duplicatas com uma R; de 260 U; e devido a

grande oscilacdo dos valores obtidos durante o acompanhamento da estabilidade, estes
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resultados devem ser encarados com cautela e de forma geral e ndo como resultados

precisos.

Tabela 11. Valores médios para meia-vida a 4-5°C e eficiéncia de imobilizacdo
da enzima FTase imobilizada por diferentes metodologias em [N-B]

Metodologia Ra ((}ila’é)

SAI(2h) | 63,56 | 7,71
SAI(2) | 34,92 | 6,50
SAl(2g) | 28,13 | 3,81
S-1AI(2) | 19,85 | 69,95
Al(2h) | 61,12 | 28,79
Al(2) | 46,34 | 62,61
Al(2g) | 55,77 | 63,83
Al(2gs) | 49,42 | 3,33
I(2h) | 78,70 | 42,18
1(2) | 64,42 | 48,13
I(2g) | 54,23 | 11,32
I(2gs) | 9,45 | 5,53

Das metodologias avaliadas, as que apresentaram eficiéncia de imobilizacdo acima
de 60% foram as metodologias [SAI(2h)], [AI(2)], [I(2h)] e [I(2)]. Porém, com relacdo a
estabilidade em baixas temperaturas, [SAI(2h)] e [AlI(2)] ndo apresentaram bons resultados.
Com relacéo as metodologias [I(2h)] e [I(2)] o principal critério de selecdo foi feito em fungao
da simplicidade dos passos envolvidos (adsorcdo da enzima em meio de dispersdo ao
suporte limpo) e 0 uso de reagentes menos perigosos ou que possam vir a encarecer o
processo. Dessa forma, a metodologia [I(2)] foi selecionada para caracterizacdo da enzima
imobilizada em detrimento de [I(2h)] por utilizar tamp&o acetato como meio de disperséo e
ndo hexano. Assim sendo, a identificagdo [NBI2] indica a metodologia de sintese do suporte
[N-B] e de imobilizacdo por adsorcdo em duas etapas com solugdo tampdo como meio de
disperséao [1(2)].

Sabe-se que dos dados obtidos e apresentados na Tabela 11, ainda h&d muito que
avaliar com relacdo a melhor forma de se imobilizar a enzima em niébio. A metodologia
selecionada caracteriza-se pela simplicidade de passos, porém, traz o inconveniente de
permitir desprendimento da enzima dependendo das condi¢cdes de aplicagdo. Diversos
estudos tém sido conduzidos, com relacdo as técnicas de imobilizacdo, sobre a importante
diferenca entre a simples insolubilizacdo da enzima e a sua estabilizacdo. A formacéo de
ligacbes covalentes pode ser considerada como a mais indicada, mas em GOPINATH &
SUGUNAN (2007) e RESHMI et al. (2007) vé-se claramente algumas desvantagens desta
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técnica em comparacdo com a adsorcdo, como por exemplo a diminuicdo consideravel da
area superficial e volume de poro das particulas do suporte devido a adigdo dos grupos
funcionais ao final da silanizac&o e ativagéo.

A estabilidade da enzima na sua forma livre sob as mesmas condi¢cbes de
temperatura (4-5°C) e em tampao acetato foi avaliada e a Figura 5 representa os dados
obtidos em comparacdo com a metodologia [I(2)] para calculo da meia-vida. Com os dados
obtidos, a meia-vida da enzima livre em baixas temperaturas foi estimada em 68,76 dias. Por
se tratar de um suporte com alta carga negativa, o efeito da imobilizacdo foi negativo.
Apenas a metodologia [S-1Al(2)] apresentou efeito positivo, de 1 dia, e as metodologias

[Al(2g)] e [Al(2)] apresentaram semelhanga com a enzima livre.
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Figura 5. Calculo da meia-vida a 5°C da enzima frutosiltransferase
extracelular de Rhodotorula sp. na sua forma livre e imobilizada em [NBI2]

4.1.4.a. Efeito do suporte [N-B] no pH do meio

Como foi descrito no item 3.1.3.b, avaliou-se a influéncia do suporte sobre o pH de
tampdo acetato e agua apo6s adicdo de nidbio sintetizado de acordo com a Metodologia [N-
B]. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 12.

Observa-se que o pH da &gua sofre variacdo consideravel apds adicdo do suporte
niobio [N-B]. A alteragdo do pH que parece ser a de maior importancia € a que ocorre no
micro-ambiente e ndo no macro-ambiente do sistema imobilizado, uma vez que a alteracdo
dos pHs dos tampdes foi muito menor em comparacdo com a agua. O ambiente que
circunda a enzima e os sitios ativo e de ligagdo demonstram ser profundamente afetados

pela carga negativa do suporte, causando alteracdes como as do perfil de pH (item 4.2.5).
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Com relacdo a este fendbmeno, podemos o trabalho de RESHMI et al. (2007) onde discute-se

o efeito da carga de suportes negativos sobre o micro-ambiente da enzima imobilizada.

Tabela 12. Influéncia do composto niébio obtido pela
Metodologia [N-B] no pH do meio:

pH agua pH tampao
Sem Nb Com Nb 4,5 6,0
7,67+0,06 | 4,82 +0,11 | 4,43 +0,02 | 5,93 +0,01

4.1.4.b. Efeito do pH durante a imobilizagéao
Avaliou-se o efeito do pH, em triplicatas, durante a etapa de imobilizacdo da enzima
em [NBI2] com o objetivo de se comparar a eficiéncia de imobilizagédo, R, obtida em pH 6,0
com a eficiéncia obtida em pH 4,5, uma vez que a carga negativa do suporte pode de
alguma forma interferir na imobilizacdo. Os valores obtidos para a razédo de atividade (R,) e
a razao de transfrutosilagdo (Rrr) em pH 4,5 foram de 99,34% e 165,18%, respectivamente.
Ja em pH 6,0 os valores foram 69,84% e 165,39%. Isso indica que em pH 6,0 a adsorcao é
muito menor, ou talvez mais lenta, que em pH 4,5 e a enzima ndo apresenta perda de
atividade ja que o poder de transfrutosilacédo é praticamente o mesmo.
4.1.4.c. Efeito da terceira etapa de imobilizacao
Com base nos argumentos apresentados no item 2.4.5, avaliou-se em triplicata o
efeito da orientagdo da imobilizacdo da enzima pela adicdo de uma terceira etapa de
imobilizacdo. Partindo-se da metodologia [NBI2] o imobilizado foi novamente submetido as
mesmas condi¢cdes estéticas e de temperatura da etapa [I(2)], porém com a adicdo de
glutaraldeido e sacarose ao tampdo, resultando nas metodologias [I(3g)] e [I(3gs)]. Da
Tabela 13 pode-se observar que a eficiéncia de imobilizacdo expressa pela razdo R, foi
moderadamente elevada com a terceira etapa, sendo que o glutaraldeido e a sacarose,

[I(3gs)], promoverem uma maior eficiéncia.

Tabela 13. Efeito da imobilizacdo em [NB] com duas [I(2)] e trés etapas
[1(39) e I(3gs)] sobre a eficiéncia de imobilizacédo e estabilidade térmica

metodologia 1(2) 1(39) 1(3gs)
Ra 95,40 +0,45 | 96,88 +0,44 | 97,60 +0,08
RY 56,38 +0,18 | 44,22 +0,16 | 44,68 0,10
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Porém, quando a estabilidade térmica foi avaliada apés 35 minutos a 65°C as
metodologias de terceira etapa de imobilizagédo apresentaram uma razio R,* bem menor
gue a obtida pela metodologia [I(2)] chegando a ser 20 e 18% menores. Estes resultados
indicam que a presenca de sacarose na concentracdo avaliada, contribuiu para um pequeno
aumento da eficiéncia de imobilizacdo ao proteger os sitios de interesse biocatalitico, sendo
necessarios novos estudos referentes a este topico especialmente com relacdo a
concentracdes maiores de sacarose. MANOLOV et al. (1993) discute em seu trabalho que o
emprego do glutaraldeido causa grande retencdo de enzima, porém com 0 manuseio do

imobilizado, ha grande perda de enzima.

4.2. CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA EM NIOBIO

4.2.1. Definicdo
A enzima frutosiltransferase extracelular de Rhodotorula sp. foi imobilizada em
suporte inorganico composto por niébio e grafite, comercialmente definido como NB340®, por
adsorcdo em tampdao acetato como meio de dispersado pela metodologia aqui definida como
[NBI2]. O imobilizado obtido foi caracterizado quanto ao perfil de pH, temperatura,
estabilidade térmica, sintese de FOS etc. Os resultados obtidos séo discutidos nos proximos

itens.

4.2.2. Razéo ideal de imobilizacéo

De acordo com definicAo apresentada no item 3.2.7, obteve-se a Figura 6
relacionando os valores médios obtidos de triplicatas para a eficiéncia de imobilizacédo
expressa por Ry em diferentes valores de R;. De acordo com os resultados obtidos, para
valores de R; inferiores a 164,0 U; a eficiéncia de imobilizacéo ¢é praticamente 100%.

CHIANG & LEE (1997) obtiveram em imobilizacdo de (-frutofuranosidase purificada
em um polimero metacrilado uma eficiéncia de imobilizacdo de 100% para uma R; de 400
U/g. SYNOWIECKI & WOLOSOWSKA (2006) obtiveram em imobilizagéo de B—glucosidase,
também purificada, em silica gel silanizada, uma razéo de 853 U/g, e com transglutaminase
como fator de cross-linking a imobilizacdo teve um aumento de 35%. CHO et al. (2006)
obtiveram uma imobilizagdo méaxima de 92% na razdo de 11U/g de uma trealose sintetase
em Eupergit C® e para o mesmo suporte, TANRISEVEN & ASLAN (2005) obtiveram ao

imobilizar um preparado enzimatico (ndo purificado) com atividade de transfrutosilagdo 96%

54



de imobilizacdo na razdo de 134,5 U/g. Obviamente, a pureza da enzima imobilizada se

reflete na eficiéncia de imobilizacéo (Ra).
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Figura 6. Determinacao da razao ideal de imobilizacdo da enzima
frutosiltransferase extracelular de Rhodotorula sp. em [NBI2]

4.2.3. Efeito de sais sobre

a estabilidade térmica

Os sais avaliados de acordo com o item 3.2.11.a, possibilitaram a construgdo dos

gréficos apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Estabilidade e efeito da adicdo de sais sobre a meia-vida da enzima
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FTase imobilizada em [NBI2]
O gréfico em destaque na Figura 7 apresenta um comparativo da estabilidade

térmica da enzima imobilizada expressa por t;, para cada sal avaliado. No canto superior
desta mesma figura, esta representado o efeito da adicdo do sal, expresso por t(%), na
solucdo de estoque sobre ty, (vide item 3.2.14). Os dados foram comparados com a
estabilidade obtida em solu¢céo padréo de estoque (item 3.1.11).

O sal CuSO, foi o que melhor resultado apresentou. O efeito da adicdo deste sal a
solucéo de incubacdo chegou a apresentar um efeito positivo de 124% a 60°C (2,24 vezes
maior). E mesmo a 65°C a meia-vida observada foi ainda 1,35 vezes maior que o branco,
diferentemente dos outros dois sais avaliados. O MnCl, e o NaCl apresentam efeito promotor
da estabilidade em propor¢cdes bem menores que o CuSO, e na maior temperatura avaliada
o efeito foi negativo, ou seja, a estabilidade foi prejudicada.

O poder da atividade de transfrutosilacdo (Rtg) foi avaliado durante acompanhamento
da estabilidade térmica, em solucdes salinas e esta demonstrado na Tabela 14. Observa-se
que a adicdo dos sais fez com que a razdo Rir se mantivesse maior do que a obtida em
solucdo padrdo de estoque sem a adicdo de sal.

Ap6s o tempo de incubacdo em cada uma das temperaturas, o filtrado obtido foi
avaliado quanto a atividade enzimatica e proteina, os dados obtidos estédo representados na
Tabela 15. Com relacdo a proteina, o filtrado correspondente ao sal MnCl, ndo pdde ser
avaliado pelo método escolhido (Item 3.2.3) porque este sal interferiu na cor da reacéo,
todos os outros filtrados puderam ser avaliados normalmente.

Observa-se pelos valores obtidos de R,™

, R=™ e Rp que ha um desprendimento da
enzima com o tempo e manuseio do sistema. Isso pode ser explicado devido a natureza das
ligacdes quimicas entre a enzima e o suporte (adsorcédo). As temperaturas 63 e 65°C
revelaram uma perda maior da enzima nas solucdes salinas em compara¢do com o branco,
apesar de o branco apresentar atividade inferior, isto porque quanto maior a temperatura,
mais instaveis séo as forcas que contribuem para esse tipo de ligacao.

Os resultados obtidos com os sais foram satisfatérios, sendo o CuSO, o0 que
melhores resultados apresentou, em todas as temperaturas analisadas. Sendo importante
destacar que mesmo apresentando perda da enzima para o0 meio, em presenca de CuSO,4 o

imobilizado alcangou grande estabilidade.
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Tabela 14. Valor médio de R durante acompanhamento da Tabela 15. Avaliacao do filtrado e proteina imobilizada
estabilidade em meio estoque contendo sais conservada ap0s monitoramento da estabilidade em
soluc@es salinas:

Re (GOOC) At=8h (60°C
tempo (h) | branco [ MnCI, | NaCl | Cuso, Z8h( )
o 16204 15843 161590  157.69 o branco | MnCl, | NaCl | CuSO,
2| 159,48 157,57 158,23 156,78 RAf_I 2,01 1,29 1,15 1,49
t
4| 154,33 153,80 154,03 156,96 Rre' 79,23 49,36 38,74 54,13
6l 14326 14888 149,01 154,57 Re 86,48 X 83,89 74,98
8l 12340 14666 147,75 141,71 At=1,67 h (63°C)
Rrr (63°C) branco | MnCl, [ NaCl | CuSO,
tempo (h) | branco MnCl, | NaCl | Cuso0, RA™ 1,85 3,14 1,78 2,23
ol 161,86 166,26 158,92 168,64 Reg" 73,14 108,83 105,69 78,71
0,42| 158,73 169,00 156,33 166,53 Rp 47,74 X 78,81 72,12
0,83 156,37 163,33 153,69 164,17 At=15h (65°C)
1,25] 153,28 156,00 149,74 162,50 branco ]| MnCl, | NaCl ] CusoO,
1,67 151,92 139,44 149,03 157,65 R,™ 821 387 19,19 15,06
Rre (65°C) Rre™ 68,25 144,14 120,55 117,93
tempo (h) | branco | MnCI, | NaCl [ cusoO, Rp 33.71 X 60,65 50,99
ol 16555 167,26 16562 166,97
05| 151,43 162,37 161,90 154,28
1| 137,06 146,34 154,90 142,91
1,5 128,83 141,49 149,94 132,07




Com base nos resultados obtidos para o0 aumento da estabilidade térmica da enzima
imobilizada ap6s a adicdo de sais, seria possivel sugerir o emprego destes sais no meio de
reacdo para ao aumentar a estabilidade, aumentar consequentemente sua meia-vida
ampliando seu emprego biocatalitico. Alguns autores sugerem a imobilizagdo do sal ativador
da enzima no suporte ao invés de sua utilizagdo em solugdo (CHAPLIN, 1990). Porém, é
importante considerar a presenca do sal no xarope final obtido e se sua concentragéo estaria
dentro dos niveis permitidos.

Conforme citagdo de McAnena & O’Connor (em: HENRY & CHAPMAN, 2002) o
cobre para algumas enzimas, age como componente alostérico, conferindo uma estrutura
necessaria a catdlise. Os niveis permitidos deste metal em alimentos séo ainda divergentes.
A ingestao diaria recomendada (IDR) de cobre para adultos nos EUA, Alemanha e no Brasil
(BRASIL, 2005) € de respectivamente 1,24; 0,95 e 0,9 mg/dia. De acordo com a WHO
(2005) e HENRY & CHAPMAN (2002) a concentracdo de 10 mg/L (mulher) e 12 mg/L
(homem) de cobre tem sido utilizada pelo US Food and Nutrition Board como o maior nivel
de ingestdo diaria a que uma pessoa sadia pode se submeter durante toda sua vida sem
causar danos a saude. Os valores de cobre em agua potavel permitidos pela WHO(1998) e
USEPA(2000) sao de 2,0 e 1,3 mg/L respectivamente. No Brasil o limite maximo permitido
de cobre e manganés em agua potavel engarrafada é de 1,0 e 0,5 mg/L respectivamente,
sendo que a IDR para o manganés de acordo com a legislacdo brasileira é de 5 mg/dia
(BRASIL, 2005). Para o sodio, encontramos referéncia feita pela FAO (2003) de uma IDR de
2400 mg/dia.

4.2.4. Efeito do pH sobre a estabilidade térmica

O efeito do pH na estabilidade térmica foi avaliado de acordo com o item 3.2.11.b. A
Figura 8 apresenta em destaque um comparativo da estabilidade térmica da enzima
imobilizada expressa por ty», para todos os pHs avaliados. No canto superior da Figura 8,
estd representado o efeito do pH sobre ty,, expresso por t% (item 3.2.14) sempre em
comparacdo com o valor obtido no pH 4,5 (branco). O erro padrdo das amostras foi no
minimo de 0,05 e no maximo 0,96.

Pode-se observar que o pH 6,0 é o que maior efeito positivo apresenta em todas as
temperaturas avaliadas, por exemplo, a 65°C a meia-vida obtida em pH 6,0 chega a ser 1,45
vezes maior que o pH padrdo o que equivale a um efeito positivo de 45,14%. O pH 5,5 sé
apresentou efeito positivo a 63 e 65°C e o pH 6,5 somente a 65°C. J& os pHs 3,0 e 5,0

apresentaram os piores efeitos sobre a estabilidade enzimética, como por exemplo, um
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efeito negativo de 52,99% a 65°C em pH 3,0 e um efeito negativo de 30,03% a 60°C em pH
5,0.

O poder da atividade de transfrutosilagdo (Rrf) foi igualmente avaliado durante
acompanhamento da estabilidade térmica, em solu¢des de estoque com diferentes pHs e
esta demonstrado na Tabela 16, de onde se observa que o pH 3,0 € o que maior dano causa
a estabilidade enzimética. De forma geral, o poder de transfrutosilacdo manteve-se alto nos

outros pHs avaliados, a ndo ser na temperatura de 65°C.

- EpH=3,0
60 EpH=5,0
EpH=5,5
457 8pH=6,0
4l EpH=6,5
3,5 1
3+
S
g 2,5 A 65°C
- 5 ]
&--pH=3,0
—&—pH=4,5
--e -pH=5,0
o--pH=5,5
+--pH=6,0
#-- pH=6,5
0 - \ \ \ \ \ \ \
59 60 61 62 63 64 65 66

temperaturas ( °C)

Figura 8. Estabilidade e efeito de diferentes pHs sobre a meia-vida da enzima
FTase imobilizada em [NBI2]

O filtrado obtido apdés o tempo de incubacdo para cada temperatura foi avaliado
guanto a atividade enzimatica e proteina e os valores obtidos estdo demonstrados na Tabela
17. Da mesma forma como discutido na avaliacdo dos filtrados na andlise dos sais,
percebeu-se desprendimento da enzima imobilizada. De forma geral, pode-se dizer que os
diferentes valores de pH néo apresentam diferenciacdo para o desprendimento da enzima,

filt

pois os valores de Rp", R e Rp ndo apresentaram tendéncias positivas ou negativas em

funcao do pH.
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Tabela 16. Valor médio das Ry da enzima FTase imobilizada Tabela 17. Avaliacao da atividade enzimatica no filtrado e

obtidas durante acompanhamento da estabilidade em meio conservacéao da proteina imobilizada apds tempo de
estoque com diferentes pHSs: incubacao em diferentes pHs para a enzima FTase
imobilizada em [NBI2]:
Rye (60°C)
tempo (h) [ pH 3.0 | pH45 | pH50 | PH55 | pH6.0 | pHG6.5 At=8h (60°C)
o] 166,46 16580 167,13 167,53 163,94 171,49 |LpH30 | pH45 | pH50 | pH55 | pH60 | pH6ES5
2| 160,77 156,25 15362 167,22 160,85 167,57| Ra" 1,07 1,09 0,71 111 0,90 0,53
4l 147,90 157,11 147,63 158,95 151,36 156,60 R 52,14 56,90 66,06 83,08 40,97 39,77
6 125,91 147,34 142,74 148,03 145,09 146,92 Re 80,81 78,85 80,97 79,71 80,56 76,32
8 107,12 121,99 127,39 134,87 139,61 146,12 At= 1,67 h (63°C)
Rre (63°C) pH30 | pH45 | pH50 | pH55 | pH6,0 | pH65
tempo(h) | pH30 | pH45 | pH50 | pH55 | pH60 | pH65 R, 2,56 2,63 1,69 2,67 2,16 1,27

0 163,13 162,48 163,79 164,18 160,66 168,06
0,42 157,55 153,13 150,55 163,87 157,63 164,22
0,83 144,95 153,97 144,67 155,77 148,33 153,47

Rre™ 51,10 55,76 64,74 81,42 40,15 38,97
Rp 79,81 79,08 81,04 78,46 81,28 80,75

1,25 123,40 144,40 139,88 145,07 142,19 143,98 At=1,5h (65°C)
1,67 10498 11955 124,85 132,18 136,81 143,20 |LpH30 | pH45 | pH50 | pH55 | pH60 | pHES
Rqr (65°C) R,™ 6,78 8,21 2,24 1,16 0,56 1,14
fil
tempo (h) | pH3,0 | pH45 | pH50 | pH55 | pH6,0 | pH6,5 R 76,76 68,25 37,29 36,58 8,68 32,79
of 162,43 16555 164,90 164,97 162,43 171,12 Re 79,02 78,30 80,24 77,68 80,48 79,95

0,5 133,05 151,43 137,88 139,37 148,94 145,61
1 113,81 137,06 132,20 133,14 144,77 125,09
15 90,15 128,83 116,89 116,64 124,78 117,99
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4.2.5. Perfil de pH

O perfil de pH apresentado pela enzima imobilizada foi avaliado conforme
descrito no item 3.2.11.b e a Figura 9 apresenta os valores médios da atividade. Desta
figura, pode-se identificar claramente a presenca de dois picos distintos de maxima
atividade correspondentes aos pHs 4,5 e 6,0. Para os valores de pH inferiores a 4,0
observou-se forte reacdo de hidrélise da sacarose independente da enzima ou do
suporte, indicando que nessa faixa de pH a producéo de FOS né&o é recomendada.

Na Tabela 18 encontramos os valores médios obtidos para a atividade
transformados para R,, sendo a atividade em pH 4,5 a atividade de referéncia (74,03
U), além dos valores de R+ Os valores de maxima atividade correspondem também
aos maiores valores de Ryr, porém é importante observar que o pH 5,0 apresenta

comportamento muito semelhante ao pH 6,0

90 - ¢ Uiobservada
80 -
70
60 -
50 -
40
30 A
20 -
10 -
0 | ‘ 00—
2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5 7

--o-- Ui branco

—e— Uireal

Ui

Figura 9. Perfil do efeito do pH sobre a enzima FTase imobilizada em [NBI2]

Com base nos resultados obtidos para a enzima livre apresentados no item
2.3.1 podemos dizer que na forma imobilizada, seu perfil de pH foi estendido para
valores mais basicos (vide Figura A.a do Anexo |) se desconsiderarmos a formacéao
clara de dois picos de maxima atividade e consideramos os valores de R:r que se
mantém altos a partir do pH 4,5.

Esta mudanca de comportamento pode ser explicada, em grande parte, devido
a carga negativa do suporte (item 2.5.4) e resultados semelhantes foram observados
por RESHMI et al (2007) com o suporte zircnia. Com base nestes resultados, os pHs
4,5 e 6,0 foram selecionados para caracterizagdo quanto ao perfil de temperatura,
cinética e sintese de FOS por apresentarem atividade méaxima e boa forca de

transfrutosilacao.
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Tabela 18. Valores médios de R, e Ryr obtidos para a analise do efeito de diferentes

pHs sobre a atividade enzimatica:

pH RAmedlda RTFmed|da RAbranco RTFbranco RAreaI RTFreaI
3,0 | 113,33 +0,10 | 104,14 +0,60 | 74,95 +0,32 | 99,80 +0,35 | 38,37 | 34,39
3,5| 90,65+0,31 | 130,82 +2,15 | 41,00 +0,83 | 73,53 +0,77 | 49,65 | 31,02
40| 73,41 +0,31 | 128,86+1,49 | 1,09 +0,10 | 69,75+3,09 | 72,32 | 55,34
45| 100,00 +0,22 | 169,08 +0,94 | 0,58 +0,04 | 59,49 +3,78 | 99,42 | 109,59
50| 74,84 +0,30 | 159,68 +2,16 ND ND 74,84 | 159,68
55| 43,42 +0,30 | 133,59 +2,79 ND ND 43,32 | 133,59
6,0 | 76,47 +0,37 | 159,59 +0,19 ND ND 76,47 | 159,59
6,5| 51,99 +0,15 | 150,98 +0,64 ND ND 51,99 | 150,98

ND=néo foi possivel determinar

4.2.6. Perfil de temperatura
O efeito da temperatura foi avaliado de acordo com o item 3.2.11.c e a Figura
10 representa os perfis obtidos para os pHs 4,5 e 6,0. A Tabela 19 apresenta os
valores médios obtidos para R, em cada temperatura avaliada, tendo como base a
atividade obtida em pH 4,5/60°C.

spH 4.5

B - ] pH E,D
a0~
40

Ui

30 4
20 -
10 4

1] T T T T T T T 1

35 40 45 a0 L] ] 65 Fil] 7a

T{C)

Figura 10. Perfis de temperatura obtidos nos pHs 4,5 e 6,0 com a enzima
FTase imobilizada em [NBI2]

Com o auxilio do software matematico TableCurve 2D (SPSS, 1996) buscou-se
uma equacdo que melhor se ajustasse aos pontos experimentais. Dois tipos de
equacdes apresentaram melhores ajustes:

a+cx
Iny=

_a+cx+ex |
1+bx+dxX

= : com R?
y 1+bx+ dx?

de 0,9896 e 0,9895

respectivamente para os dois pHs avaliados.
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Cabe aqui uma discusséo a respeito desses tipos de equacOes que melhor se
ajustaram aos dados experimentais: essas equacgfes indicam que uma reacdo de
primeira ordem ndo se encaixa no perfil observado. Portanto, sdo de fundamental
importéncia estudos mais aprofundados sobre o assunto, para que uma equacao
adequada seja determinada.

Partindo-se destas equacgfes e ainda com o auxilio do software, obteve-se a
primeira derivada da equacdo selecionada. Por definicdo numérica, o valor onde a
derivada se anula corresponde ao ponto de inflexdo, dessa forma, foi obtido o valor
correspondente a temperatura 6tima de 61,73 e 63,81°C para o pH 4,5 e 6,0
respectivamente. Analisando a Figura 10, pode-se observar a diferenca de inclinacao
entre a faixa de ativacdo e a faixa de desativagdo, separadas pelo valor de
temperatura 6tima, conforme discussdo apresentada no item 2.5.3.b. Com relagéo a
temperatura, € importante a comparacdo com a enzima livre (item 2.3.1) que

apresentou maior estabilidade abaixo de 60°C e maior atividade em torno de 65°C.

Tabela 19. Valores médios de R, e Ry obtidos para avaliagédo do efeito da
temperatura sobre a atividade enzimatica imobilizada em [NBI2]:

pH 4,5 pH 6,0
T(C) Ra R Ra R
45 50,55 +0,48 | 140,34 +0,14 | 52,42 +0,12 | 147,91 +0,31
50 69,66 +0,34 | 151,28 +1,24 | 66,37 +0,29 | 152,16 +0,97
55 87,07 +0,43 | 160,50 +1,29 | 82,39+0,31 | 160,60 +0,25
60 100,00 +0,29 | 160,23 +1,31 | 93,50 +0,17 | 159,59 +0,19
65 94,04 +0,24 | 160,13 +2,78 | 95,74 +0,16 | 172,26 +1,26
68 79,18 +0,27 | 145,37 +0,67 | 81,93+0,36 | 138,49 +0,35
70 50,60+0,39 | 125,23 +1,19 | 45,56 +0,20 | 85,19 +0,69
73 25,98+0,07 | 96,87+365 | 9,46+0,10 | 63,01 +1,60

A Tabela 19 demonstra ainda que foi obtido um alto valor de Ry na
temperatura de 65°C e pH 6,0 e que nas temperaturas seqlenciais, os valores de Rr
foram muito menores que os obtidos no pH 4,5. Até a temperatura de 60°C, o poder de

transfrutosilagdo permaneceu praticamente idéntico entre os pHs.

4.2.7. Efeito da concentragdo de substrato
O efeito da concentracdo do substrato foi avaliado conforme item 3.2.16. A
Tabela 20 apresenta os valores médios da atividade enzimética imobilizada (U;) obtida
nos pHs 4,5 e 6,0. Desta tabela, observa-se que os valores obtidos para Ry em pH
6,0 mantiveram-se altos em toda a faixa de concentragdo de sacarose avaliada,

diferentemente do pH 4,5 que apresentou valores crescentes e decrescentes, iSso
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indica que a forca de transfrutosilacdo em pH 6,0 é maior que a de hidrélise da

sacarose.

Tabela 20. Valores médios de U; e Ry obtidos para avaliacéo do efeito da
concentracdo de sacarose sobre a atividade enzimatica imobilizada em [NBI2]

S pH 4,5 pH 6,0

(g/L) v (U) Rre v (U Rre

100 | 27,23 +0,11 | 92,25+2,23 | 22,08 +0,04 | 142,77 +0,76
200 | 44,83 +0,17 | 122,70 +1,61 | 35,65+0,17 | 146,85 +0,99
300 | 56,88+0,09 | 143,98 +1,58 | 43,69 +0,37 | 152,68 +1,23
500 | 74,03 +0,22 | 162,35+1,58 | 56,71 +0,53 | 159,59 +0,19
600 | 67,46+0,24 | 149,24 +156 | 50,06 +0,10 | 146,19 +1,29
700 | 52,00+0,29 | 86,70+1,57 | 43,48+0,26 | 140,56 +1,06

A Figura 11 representa um esboco do perfil da cinética apresentada em ambos
0s pHs; dessa figura pode-se observar claramente inibicdo pelo substrato na atividade

da enzima imobilizada, diferentemente da enzima livre (item 4.1).

80 -

v (Ui)

60 -

40

20 , . . . . . . )
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S (g/L)

Figura 11. Esboco inicial dos perfis da atividade enzimética em funcéo
da concentracdo do substrato sacarose em pH 4,5 e 6,0
com a enzima FTase imobilizada em [NBI2]

Aplicando-se a metodologia de linearizagdo dos dados experimentais por
Lineweaver-Burke e Eadie-Hofstee (item 2.5.1), para obtencdo das constantes
cinéticas (item 3.2.16) observou-se que as constantes obtidas apresentaram grande
semelhanca entre si. A metodologia de linearizacdo por Hanes (Nature-London; 184;
1296; 1959, citado em: DIXON & WEBB, 1979) também foi aplicada, mas, os valores
obtidos foram muito diferentes em comparacdo com as outras duas metodologias
(Tabela A no Anexo Il), por esse motivo, apenas Lineweaver-Burke e Eadie-Hofstee
foram considerados. A constante K; foi obtida de acordo com a equacdo 02 e auxilio
do software Table Curve 2D (SPSS, 1996) para calculo da primeira derivada.
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A Figura A, no Anexo I, representa as regressdes obtidas que possibilitaram o
célculo das constantes apresentadas na Tabela 21. A Figura B neste mesmo anexo
representa a regressdo por Hanes, e ainda nesse mesmo anexo, a Figura C
representa a relacdo das constantes calculadas por linearizacdo e os dados

experimentais.

Tabela 21. Constantes cinéticas obtidas por linearizacdo dos dados
por Lineweaver-Burke e Eadie-Hofstee em pH 4,5 € 6,0
para a enzima FTase imobilizada em [NBI2]

constantes | pH 4,5 | pH 6,0
Vmax | 128,21 | 90,09
(pmol/min.g)
Km
(g/L)
Ki
(g/L)

374,20 | 314,74

589,57 | 682,97

Porém, este método de linearizacdo direta dos dados experimentais obtidos
pode induzir a erros. Pensando dessa forma, as constantes foram recalculadas
utilizando-se dessa vez o software Statistica 5.5 (STATSOFT, 2000) partindo-se da
equacao 01. Os novos valores obtidos para as constantes cinéticas estéo

demonstrados na Tabela 22.

Tabela 22. Constantes cinéticas obtidas com o auxilio do software Statistica 5.5
em pH 4,5 e 6,0 para a enzima FTase imobilizada em [NBI2]

constantes pH 4,5 pH 6,0
Vmax | 242 64 | 155,58
(umol/min.g)
Km

(g/L)

Ki

711,54 | 564,94

(g/L) ' '

R* | 0,97085 | 0,98251

369,09 | 505,10

A Figura 12 confronta os pontos experimentais obtidos e os valores preditos
pelo software Statistica 5.5 (STATSOFT, 2000). Pode-se observar que o ajuste dos
pontos na faixa de concentragédo de sacarose maior que 500 g/L n&o foi ideal.

Essa falta de ajuste poderia ser explicada ou pela falta de ajuste ideal do
modelo matematico ou por erros experimentais, sendo necessarios, estudos
aprofundados com relacdo a cinética enzimética imobilizada. A Tabela B, no Anexo lI,
apresenta os desvios absolutos apresentados pelos dados experimentais com relacao
aos preditos.

No Anexo |, Figura D, podemos observar a diferenca de ajuste apresentado ao
se empregar as constantes calculadas por linearizacdo e as obtidas pelo software
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Statistica 5.5 (STATSOFT, 2000). As equacdes obtidas com as constantes obtidas por

linearizagdo apresentaram ajuste inferior em ambos os pHs avaliados.
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104 /
A ajuste STATISTICA (pH 6,0)
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Figura 12. Efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade da enzima
FTase imobilizada em [NBI2]. Dados obtidos experimentalmente
(pontos) e dados preditos pelo software Statistica (linhas)

Comparando os resultados obtidos (Tabela 22) com a enzima livre (item 2.3.1),
percebe-se que a imobilizagdo causou um aumento no valor de K, de 299 quase 370
g/L em pH 4,5 e cerca de 505 g/L em pH 6,0, o que significa que a imobilizag&do afetou
de forma negativa a afinidade da enzima pelo substrato. Isso pode ser parcialmente
explicado por efeitos difusivos causados pela imobilizacdo da enzima, conforme
discutido no item 2.4.6.

GHAZI et al. (2006) obteve para a enzima frutosiltransferase de A. aculeatus,
em sua forma livre, um K, aproximado de 192,6 g/L e CHIANG et al. (1997) observou
gue a ligagédo covalente da enzima ao suporte fez com que houvesse um aumento no
valor de K, (de 20 para 30 g/L) além de diminuir consideravelmente a energia de
ativacdo. TANRISEVEN & ASLAN (2005) também observaram um aumento do valor
de K., apos imobilizacdo do mesmo preparado enzimatico utilizado por GHAZI et al.
(2005), de 47 para 91 g/L.

4.2.8. Parametros da estabilidade térmica
Conforme descrito no item 3.2.11.c, a estabilidade da enzima imobilizada
expressa pelo valor R,' foi monitorada ao longo do tempo em diferentes temperaturas,
0 desvio padrdo dos pontos foi de no minimo 0,20 e maximo 0,67. Destes valores, foi
calculado o valor ky (item 3.2.12), obtendo-se regressées com R? de 0,93 a 0,98. Os

valores obtidos da constante ky foram utilizados para o calculo de ty;, (item 3.2.14), do
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valor D (item 3.2.15) e dos parametros termodinamicos (item 3.2.16) estes valores
estdo demonstrados na Tabela 23 para as temperaturas acima de 53°C.

Os valores obtidos para ky e t, (Tabela 24) ndo se ajustaram aos demais
pontos, seguindo uma tendéncia diferente daquela expressa pelo modelo de
Arrenhius, e que necessita investigacdo mais aprofundada. Por este motivo, os dados
destas temperaturas ndo foram utilizados no calculo de E., D, z e parametros
termodinamicos. No calculo de E,q, de acordo com item 3.2.13, obteve-se regressao
com R? de 0,99 para ambos os pHs, como demonstrado na Figura 13. De forma
semelhante, no céalculo do valor z como descrito no item 3.2.15 e demonstrado na
Figura 14, obteve-se 6tima regressao dos valores. Os valores obtidos para E,4 e valor

z estdo demonstrados na Tabela 25 para os pHs avaliados.
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Figura 13. Formalizacao dos dados experimentais por Arrehnius, para calculo de E 4
nos pHs 4,5 e 6,0 com a enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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Figura 14. Lineariza¢do da reducgéo decimal nos pHs 4,5 e 6,0 para calculo do valor z
da enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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Tabela 23

. Valores obtidos em pH 4,5 e 6,0 e diferentes temperaturas para kg, t;,, D € parametros termodinamicos
para enzima FTase imobilizada em [NBI2]

(mli(r(: o) E#; (mi[r)1 h (kaﬁm(; D) (kaﬁ?n D) (Jmﬁs'lK'l)
Tempggturas pH4,5 | pH6,0|pH45|pH6,0| pH45 | pH6,0 |pH4,5]|pH6,0 | pH 45 | pH 6,0 | pH 4,5 | pH 6,0
53 | 0,0004 | 0,0002 | 28,88 |57,76 |5756,5 | 11512 |81,05 |82,93 |295,14 |320,29 | 656,40 | 727,75
55 | 0,0009 | 0,0004 | 12,84 | 28,88 | 2558,44 | 5756,5 | 79,32 | 81,53 | 295,12 | 320,27 | 657,53 | 727,53
60 [ 0,0031 | 0,0021 | 3,73 |550 |742,77 |1096,48 | 77,06 | 78,14 | 295,12 | 320,23 | 657,63 | 726,67
61 [ 0,0051 [ 0,0032 | 2,27 |3,61 |451,49 |719,56 | 75,90 |77,20 | 295,07 | 320,22 | 655,90 | 727,67
63 [ 0,0125 | 0,0092 | 0,92 1,26 |184,21 |250,28 |73,83 | 14,69 | 295,05 | 320,20 | 658,10 | 730,37
65 [ 0,0207 | 0,0143 | 0,56 |0,81 [111,24 |161,02 |72,84 | 73,88 | 295,04 | 320,19 | 657,10 | 728,40
70 [ 0,0930 | 0,0646 | 0,12 |0,18 [24,76 |3564 [6959 |70,63 |295,00 | 320,15 | 656,88 | 727,14

Tabela 24. Valores obtidos em pH 4,5 e 6,0 nas temperaturas de 48 e 50°C

para kg, t;», para enzima FTase imobilizada em [NBI2]

Kqg tip
(min™) (dias)
(°C) (10 | (109 PrA= | P
48 | 1,496 | 6,662 |32,18 | 72,25
50 | 2,007 |9,991 | 23,98 |48,18
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O valor D reflete uma maior estabilidade em pH 6,0 indicando que a reducéo a
10% da atividade enzimética inicial € mais lenta que em pH 4,5 uma vez que os valores
de D obtidos sdo sempre maiores para o pH 6,0. Com relagéo ao valor z, se igualarmos
as equacOes das regressoes lineares obtidas conforme indicado na Figura 14, obtemos o
valor de 78,89°C. Nessa temperatura haveria igualdade entre os valores D para os pHs
avaliados.

Para o célculo de uma temperatura equivalente a 78,89°C onde o valor D seria
aumentado em 10 vezes, subtraiu-se o valor z da temperatura 78,89°C. Para o pH 4,5
essa temperatura seria 71,71°C e para o pH 6,0 seria 72,27°C. Esse céalculo demonstra
que em pH 6,0 a enzima apresenta realmente maior estabilidade térmica com uma
diferenca de cerca de 1°C a mais do que a enzima poderia suportar em pH 4,5.

Comparando-se os resultados obtidos para a enzima livre (vide item 2.3.1) e
imobilizada para E,qy € ti», vé-se claramente que a imobilizacdo no suporte inorgénico
[NBI2] ndo aumentou a estabilidade térmica da enzima. Esta caracteristica pode ser em
parte explicada pela natureza do suporte (item 3.1.3.b) e do tipo de ligacdo da enzima ao
suporte. Por comparacao, GHAZI et al. (2006) obteve para a enzima frutosiltransferase de
A. aculeatus, presente num preparado enzimatico em sua forma livre, uma meia-vida em
torno de 24 horas numa faixa de temperatura de 30 a 60°C e em temperaturas acima de

65°C foi observada inativacdo da enzima.

Tabela 25. Valores obtidos para E,g € zem pH 4,5 e 6,0 para
enzima FTase imobilizada em [NBI2]

Parametros E.q z
termodinamicos (kJmol -1) (oc)

pH4,5 | 297,85 | 7,1787
pH 6,0 | 323,00 | 6,6225

As equacdes 38 e 39, obtidas de acordo com o item 3.2.14, representam a relacao

entre a meia-vida da enzima imobilizada e a temperatura.

35,825

pH 4,5: ty, =-342110%e % (38)
38385

pH 6,0: ty, = —6,48910 e ot (39)

A Figura 15 representa 0 ajuste entre os dados obtidos experimentalmente

(quadrados e losangulos) e os preditos por essas equacgbes (linha tracejada) nas
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temperaturas de 53 a 70°C. Com o auxilio do software Statistica 5.5 (STATSOFT, 2000) o
ajuste apresentou R* de 0,9978 e 0,9999 em pH 4,5 e 6,0 respectivamente.

60 + N
.
50 4
e o pH4,5
w0 - = pH6,0
= Lo
w307 5
20 )
o
10 A
R ) .
0 T T i “.\.-.-..-.-., ’
50 55 60 65 70
T(°C)

Figura 15. Meia-vida em pH 4,5 e 6,0 para a enzima FTase imobilizada em [NBI2]

A Tabela 26 confronta os valores obtidos experimentalmente e aqueles preditos
pelas equacdes 38 e 39, assim como seus valores residuais. Para esta faixa de

temperatura, o ajuste foi muito bom.

Tabela 26. Meia-vida da enzima FTase imobilizada, dados obtidos experimentalmente e
preditos pelas equagdes e seus valores residuais

pH 4,5 pH 6,0
expmt. predito P i 0, expmt. predito i ; )
T (OC) t1/2(h) tl/Z(h) [eDXES Ylsr(;te}ae})l(\rllo]f(]/?))oﬂ) t1/2(h) tl/Z(h) [eD)(sS i/ |grdr$}it)l(\g')]f£)%
53 | 28,88 28,82 0,21 57,76 58,33 -0,99
55| 12,84 14,76 -14,95 28,88 28,22 2,29
60 | 3,73 2,87 23,06 5,50 4,77 13,27
61| 2,26 2,08 7,96 3,61 3,37 6,65
63| 0,92 1,10 -19,57 1,26 1,69 -34,13
65| 0,56 0,58 -3,57 0,81 0,85 -4,94
70| 0,12 0,12 0,00 0,18 0,16 11,11

Porém, os valores obtidos por extrapolagdo das Equacdes 39 e 40, para as
temperaturas 48 e 50°C, foram muito discrepantes em relagdo aos dados experimentais

obtidos, como pode ser observado na Tabela 27. E como mencionado anteriormente,
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estes dados ndo se ajustaram as regressfes obtidas para calculo de E,y e z. Estudos
mais sistematicos devem ser realizados para esclarecer este tipo de comportamento que

sugere um comportamento mais complexo que o de primeira ordem.

Tabela 27. Comparativo da meia-vida calculada a partir dos dados experimentais em pH
4,5 e 6,0 e a meia-vida obtida por extrapolacéo das equacdes:

T t1, (dias) t1 (dias) Desvio relativo (%)
(°C) | Experimental | Extrapolado | [€XP- —extp./ exp J100%
H45 48 32,18 6,64 79,37
PR%9 Feg T 23,08 3,33 86,11
48 72,25 15,53 78,51
PHB.0 554518 7,34 84,77

A Tabela 23 apresenta ainda os valores calculados conforme item 3.2.16 para AG,
AH e AS. Os valores de energia livre de Gibbs (AG) mostram claramente que com o
aumento da temperatura h4 uma clara reducdo da energia livre para ambos os pHs
avaliados, sendo que o pH 6,0 apresenta valores maiores de energia que o pH 4,5,
demonstrando mais uma vez uma maior estabilidade enzimatica nesse pH. Para a
entalpia (AH), podemos observar que seu valor praticamente ndo se altera com o
aumento da temperatura o que indica que a entalpia ndo € fortemente dependente da
temperatura em que o sistema se encontra. Com relacdo a entropia (AS) os valores
calculados ndo demonstraram claramente um aumento da entropia com o aumento da
temperatura. Em COBOS & ESTRADA (2003) percebemos que a partir de uma
determinada temperatura o valor de AS apresentou um incremento, indicando uma faixa
onde a desnaturacéo se intensificava. Como os valores das energias AG, AH e AS foram
todos obtidos em funcéo do kq calculado a partir dos dados experimentais, é provavel que

algum erro experimental tenha se refletido nos calculos.

4.2.9. Sintese de FOS
Os testes com a enzima imobilizada em sinteses utilizando micro-reatores foram
realizados conforme item 3.2.17. Um primeiro teste foi realizado com um volume de
reacdo de 10 mL e uma razéo de sintese (Rs) de 7,0. O rendimento da conversédo de
sacarose em FOS totais e a composicdo de cada FOS no total produzido estdo

demonstrados na Tabela 28.
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Tabela 28. Converséo e composicdo dos FOS obtidos em teste
inicial de sinteses por 72 horas em pH 4,5 e 6,0

pH 4,5 pH 6,0
(%) |24h| 72h [24h]| 72h
FOS | 49,1 | 66,45 | 43,0 | 58,33
GF, | 95,9 | 73,15] 96,8 | 88,04
GF; | 4,1 |2564(3,2 |11,59
GF, X 1,21 X 0,37

Em seguida, novas sinteses em duplicatas foram conduzidas em micro-reatores
com 50 mL de meio de reacdo e Rs de 7,0 e 14,0. As sinteses tiveram duracdo
prolongada para 96 horas e a conversdo e composicdo dos FOS obtidos estdo
demonstrados na Tabela 29. Observa-se que ao dobrar Rs houve um pequeno acréscimo
na conversdo de FOS, sendo necessérios estudos complementares para otimizagdo da
sintese com enzima imobilizada.

As Figuras E e F, no Anexo |, apresentam os perfis de concentracbes dos
acucares obtidos para cada condi¢cdo de sintese e a Figura G representa a composicao
de cada FOS ao longo da sintese. Os perfis de concentragéo de agucares obtidos foram
semelhantes aos obtidos com a enzima livre por HERNALSTEENS (2006) e ALVARADO
(2006). Observou-se que com 24 horas a composi¢do dos FOS obtidos era em maioria de

GF, e uma obtencéo consideravel de GF; e GF, s6 era obtida por volta de 48 horas.

Tabela 29. Conversdo e composicao dos FOS obtidos em sinteses apés 96 h
de sinteses em pH 4,5 e 6,0 com diferentes Rs:

pH 4,5 pH 6,0
Rs=7,0 Rs = 14,0 Rs=7,0 Rs = 14,0
(%) 124h |96h |24h [96h [24h [96h |24h |96

FOS | 44,24 | 55,38 | 52,14 | 56,38 | 29,68 | 57,46 | 52,27 | 58,96
GF2 | 78,49 | 36,62 | 85,33 | 35,06 | 53,28 | 45,67 | 93,90 | 42,43
GF3 | 19,55 | 54,71 | 32,13 | 57,60 | 56,19 | 53,56 | 19,88 | 57,12
GF4 | 19 | 867 | 0,4 | 9,16 | 57,46 | 4,53 | 4,39 | 6,93

HERNALSTEENS (2006) obteve em sintese com a enzima extracelular de
Rhodotorula sp. conduzida em tampéo acetato 0,05M, pH 5,0, Rs de 6,5 e 50% de
sacarose um rendimento de 63% apés 72 horas. Por comparacéo, citamos GHAZI et al.
(2006), que em sintese contendo inicialmente 60% de sacarose, Rs de 5,0 por 24 horas e
a 60°C, obteve um rendimento de 60,7% de FOS. Em trabalho anterior (GHAZI et al.,

2005), utilizando a enzima na sua forma imobilizada, a sintese a partir de 63% de
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sacarose, Rs de 0,3 e a 60°C obteve-se um rendimento de 61,5% apés 36 horas. CHIANG
et al. (1997) observou nao haver alteracdo no rendimento da enzima p-frutofuranosidase,
imobilizada em polimero metacrilado poroso em comparacdo com a forma livre, obtendo
61% de rendimento partindo de uma solucdo de 50% de sacarose e Rs de 7,5 em 17
horas de reacdo. TANRISEVEN & ASLAN (2005) também observaram ndo haver
alteracdo do rendimento com a imobilizacdo e obtiveram um rendimento de 57% para
sintese de FOS ap6s 24 horas a partir de uma solucdo contendo 60% de sacarose.

Os resultados obtidos indicam a necessidade de estudos sobre o comportamento
da enzima imobilizada aplicada em biorreator de leito fixo, sendo necessario para isso
uma fase inicial de estudos de sinteses em microreatores do tipo mistura para selecao de
variaveis estatisticamente significativas e s6 entdo conduzir estudos em leito fixo para

otimizacao das variaveis selcionadas.

4.2.10. Custos
De acordo com cotacédo de precos realizada em 04 de dezembro de 2006, o custo
de cada metodologia esta demonstrado na Tabela 30 e ndo leva em considerag¢édo o custo
da agua destilada, do suporte ou outros custos varidveis envolvidos no processo, apenas
o custo dos reagentes quimicos envolvidos. Os calculos foram feitos para obtencéo de 1
kg de suporte inorganico de acordo com as metodologias descritas nos itens: 3.1.3.a,
3.1.3.de3.1.3.e.

Tabela 30. Custo com reagentes quimicos para cada metodologia de preparo e
imobilizacdo enzimatica em suporte inorgéanico:

Metodologia | R$/ kg
SAI(2h) | 240,29
SAI(2) | 197,90
Al(2h) | 139,79
Al(2) | 97,40

I(2h) | 81,80
1(2) | 39,41

Considerando que um suporte inorganico ideal permite sua reutilizacdo, o custo
demonstrado nesta tabela pode ser encarado como o custo fixo para reutilizacdo do
suporte uma vez que nao considera o custo de obtencdo do suporte. Na Tabela 03
podemos encontrar 0 custo de alguns suportes. A metodologia [I(2)] € de todas as

metodologias avaliadas a de menor custo e menor complexidade de etapas.
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5. CONCLUSOES

- A imobilizacdo em suporte sélido &cido diminuiu a meia-vida observada em
comparacdo com a enzima livre, mas ainda assim, observou-se boa estabilidade em pH
4,5 e 6,0, sendo o pH 6,0 o de maior estabilidade.

- O perfil de pH étimo da enzima imobilizada demonstrou alongamento em
comparacdo com a enzima livre, sendo observado dois pontos de maxima atividade nos
pHs 4,5 e 6,0.

- A adicdo de sais ao meio de incubacdo demonstrou aumentar a estabilidade
térmica da enzima.

- A imobilizacdo demonstrou alterar a cinética enzimatica que apresentou perfil de
inibicdo pelo substrato, fato ndo observado com a enzima livre.

- A sintese de FOS utilizando enzima imobilizada demonstrou aumento de
conversao proporcional ao aumentar da razédo Rs.

- A metodologia de adsorcdo da enzima ndo-orientada em duas etapas [I(2)] é a
de menor custo e complexidade dentre as metodologias avaliadas, porém a caracteristica
guimica da ligagdo entre a enzima e o suporte é fraca quando comparada com ligacdes
do tipo covalente.

- O suporte inorganico a base de nidbio demonstrou grandes possibilidade de
aplicacdo e sendo necessario a conducao de estudos sequenciais que possibilitem uma
maior estabilidade a enzima quer seja modificando o tipo de tratamento quimico do

suporte quer seja na forma de imobilizacéo.

Sugestdes para trabalhos futuros

- Caracterizar o composto sélido acido composto por niodbio e grafite obtido pela
metodologia [N-B].

- Avaliar possiveis metodologias de preparo do suporte (silanizacdo/ativacao)
gue permitam uma maior eficiéncia de imobilizacdo e maior estabilidade
térmica.

- Avaliar a possibilidade do emprego de sais no meio de sintese tendo em vista
uma melhor producédo de FOS.

- Avaliar o efeito da presenca de sais durante a imobilizagdo ou outro composto

gue possa aumentar a eficiéncia de imobilizacdo e também sua estabilidade.
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Avaliar comportamento matematico que descreva o perfil de temperatura da
enzima imobilizada.

Realizar estudos sobre a estabilidade térmica da enzima (ty,) em funcdo da
temperatura especialmente numa faixa de temperaturas inferiores a 50°C,
definindo assim uma equacdo matematica que melhor descreva o
comportamento observado.

Realizar estudos mais aprofundados referentes a cinética enzimética, definindo
uma equacdo matematica ideal.

Avaliar o comportamento da enzima imobilizada em coluna de leito fixo. Este
estudo fornecer4d dados imprescindiveis para escalonamento industrial e

possibilidades de aplicacéo.
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- ANEXO |

Figura A: Perfis obtidos com a enzima Ftase de Rhodotorula sp. na sua forma livre para
as atividades hidrolitica (®) e de transfrutosilacéo (*): (a) pH-atividade enzimética; (b) pH-
estabilidade enzimatica; (c) temperatura-atividade enzimatica; (d) temperatura-
estabilidade enzimética.
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Fonte: HERNALSTEENS, 2006
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Figura B: Linearizacdo dos dados experimentais em pH 4,5 e 6,0 para calculo das
constantes cinéticas v € K da enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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Figura C: Linearizacdo dos dados experimentais por Hanes para célculo das constantes
cinéticas Vmax € Ky, da enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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Figura E: Comparativo entre os perfis de atividade da enzima FTase imobilizada em
[NBI2] em fun¢do da concentracdo de sacarose nos pHs 4,5 e 6,0 utilizando as

constantes calculadas por linearizacéo e pelo software Statistica 5.5
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Figura F: Perfil de concentracdo de acucares obtidos em sintese com pH 4,5 e diferentes
Rs utilizando a enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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Figura G: Perfil de concentracdo de acucares obtidos em sintese com pH 6,0 e diferentes
Rs utilizando a enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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Figura H: Perfil de composi¢do dos FOS obtidos durante sinteses nos pHs 4,5
e 6,0 e diferentes Rs utilizando a enzima FTase imobilizada em [NBI2]
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7. ANEXO I

Tabela A. Constantes cinéticas calculadas por lineariza¢éo de Hanes
para enzima FTase imobilizada em [NBI2]

constantes | pH 4,5 | pH 6,0

Vmax | 29,85 | 27,47
(U
Km 310,99 | 262,15
(g/L)
Ki 709,41 | 820,00
(g/L)

Tabela B. Desvios absolutos no calculo das constantes cinéticas
pelo Statistica 5.5 com enzima FTase imobilizada em [NBI2]

S | Vobservado _Vprediﬁ

(@) | pH4,5 | pH 6,0
100 1,703 | 0,636
200 2,750 | 1,211
300 1,104 | 1,054
500 9,802 | 6,838
600 3,801 | 0,345
700 10,008 | 5,243




Tabela C: Resumo das informac@es disponiveis no banco de dados BRENDA (2007) sobre as duas classificac6es atualmente
conflitantes na literatura, frutosiltransferase e frutofuranosidase:

Enzima
Nome EC.2.4.1.9 EC 3.2.1.26
recomendado | Inulosucrose B-frutofuranosidase
Nome . . .
sistematico Frutosiltransferase B-D-frutofuranosidase ou frutohidrolase
Sinbnimos | Frutosiltransferase, sacarose 1-frutosiltransferase Frutosilinvertase, B-frutosidase, invertase acida, sacarase
Reacdes | Transferase (grupos frutosil e hexosil) I.—hdro~||se de t.erml,nr.ﬂs nao redutores de residuos B-D-frutofuranosideos; hidrélise de
ligacdes O-glicosidicas
Diversas classificagcdes de Aspergillus e de Lactobacillus; Bacillus subitilis;
o . Bacillus mascerans, Helianthus tuberosus, Bifidobacterium infantis; Clostridium perfringens e acetobutilicum; Escherichia coli;
rganismos . : . e o o
Lactobacillus reuteri, Leuconostoc citreum Kluyveromyces fragilis; Sacharomyces cerevisiae; Salmonella typhimurium;
Staphylococcus aureus, Rhodotorula glutinis
Atividade de TOd.OS 0S microrganismos citados acima sendo que a Especialmente em B. infantis; A. niger; A. pullulans; B. infantis e R. glutinis (Que ndo
enzima de Bacillus macerans produz GF4 e GF5 a . .
transferase - apresentou atividade de hidrolase a 1 M de sacarose)
partir da sacarose
Atlvr'l?;%?aiee Lactobacillus reuteri e Leuconostoc citreum S. cerevisiae; P. fluorescens; K. fragilis
cu® (1M) causa 98% de inibicdo e EDTA causa 100% + . . . . . .
- LN A ) 2+ Ag" para enzima de diversos microrganismos; frutose para enzima de C.
Inibidores | de inibicdo na enz. de L. reuteri além dos ions Fe“", X
Fed e 7n2" perfringens
2+ . . -
gl?meittl\;aeﬁqnzllg \?eizsl_ér:gttgtr)lilid([a\l d?)d’\ziloean(zlo dn;'\é) Ativacdo da enz, de R. glutinis por Ca®*(3,4x), Co**(1,7x), Cu®*(2x), Mg**(3x) e
Ativadores 2+ L+ 2+ . ) Na'(2x) todos a 5 mM; EDTA (10mM) aumenta em 47% atividade da enz. de C.
masceran e Fe”’, K" e Mg“ aumentam levemente sua .
- perfringens
estabilidade
km | 99,2 mM (sacarose) para enz. de L. citreum 227 mM (sacarose) para enzima de R. glutinis
pH 6timo | 6,5 (L. citreum): 6,0 (B. mascerans); 5,4 (L. reuteri) pH 4,5 otlmq gendo que em pH 4 retém 70% da atividade 6tima e em pH 5 retém
60% (R. glutinis)
Estabilidade XXX Estavel na faixa 2,6-5,5 e pH 8,0/30 min 93% perda de atividade; pH 6,0/30 min
em pH 10% perda (R. glutinis)
[6) 2+ 0 W o
Tempergtyra 5_5 C com Ca” e 37 C com EDTA (L. reuteri); 30°C (L. 60°C (A. niger)
otima | citreum)
Faxa de | ,, 6noc (L. reuteri) 50-60°C (A. niger)
temperatura
Aplicacdo | Biotecnologia, sintese de inulina (L. citreum) Enzimas podem ser candidatas a processamento de leite de soja (A. fumigatus);

hidrélise da sacarose com enz. imob. em alginato (S. cerevisiae)
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