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Sugestio
Cecilia Meireles - Mar Absoluto (1945)

Séde assim - qualquer coisa
sereha, isenta, fiel.

Flor que se cumpre,
sem pergunta.

Onda que se esforga,
por exercicio desinteressado.

Lua que envolve igualmente
0s hoivos abragados
e 0s soldados ja frios.

Também como este ar da noite:
sussurrante de siléncios,
cheio de nascimentos e pétalas.

lgual a pedra detida

sustentando seu demorado destino.
E a nuvem, leve, e bela,

vivendo de nunca chegar a ser.

A cigarra, queimando-se em miisica,
a0 camelo que mastiga sua longa solidao,
a0 passaro que procura o fim do mundo,

a0 boi que vai com inocéncia para a morte.

Séde assim qualquer coisa
sereha, isenta, fiel.

Nao como o resto dos homens.

Vi

Metade
Oswaldo Montenegro ~ Jodo Sem Nome (1975)

Que a forca do medo que tenho
Nao me impega de ver o que anseio

Que a morte de tudo em que acredito
NZo me tape os ouvidos e a boca
Porque metade de mim é o que eu grito
Mag a outra metade é siléncio.

(..

Que as palavras que eu falo

NZo sejam ouvidas como prece e hem repetidas com
fervor

Apenas respeitadas

Como a unica coisa que resta a um homem inundado
de sentimentos

Porque metade de mim é o que ougo

Mas a outra metade ¢ o que calo.

Que essa minha vontade de ir embora

Se transforme ha calma e na paz que eu merego

Que essa tensao que me corrdi por dentro

Seja um dia recompensada

Porque metade de mim é o que eu penso mas a outra
metade é um vulco.

Que 0 medo da solid3o se afaste, e que 0 convivio
cOmigo mesmo se torne ao menos suportavel.

Que o espelho reflita em meu rosto um doce sorriso
Que eu me lembro ter dado na infancia

Por que metade de mim ¢é a lembranga do que fui

A outra metade eu ndo sei.

Que nao seja preciso mais do que uma simples
alegria

Pra me fazer aquietar o espirito

E que o teu silencio me fale cada vez mais

Porque metade de mim é abrigo

Mas a outra metade ¢é cansago.

(...
E que a minha loucura seja perdoada

Porque metade de mim é amor
E a outra metade também.
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Resumo

A obtencdo de fruto-oligossacarideos (FOS), um acpeebiotico de vasta aplicacdo
industrial, por enzimas imobilizadas abrange doigceitos em grande expansao: aplicacao
industrial de enzimas imobilizadas e alimentos ifumais. A partir de flores da Mata
Atlantica Brasileira uma cepa foi isolada e idecéifla comdRhodotorulasp. LEB-V10 e
apresentou grande potencial para producdo da eneitracelular frutosiltransferase
(FTase) - capaz de produzir FOS a partir da saearssndo obtida apenas por precipitacdo
com etanol (purificacdo parcial) direto do meiocddtivo livre de células, de acordo com
estudos realizados previamente, a cinética ergreima imobilizada pura e a parcialmente
purificada ndo apresentou diferencas significatiyas justificassem etapas adicionais de
purificacdo. Estudos anteriores selecionaram arg@is@em particulas do composto sélido-
acido (Nb), uma liga formada por nidbio (~95%) eafige (~5%) como metodologia
sugerida para imobilizacdo da FTase para produedbQfS. Dessa forma, este trabalho
apresenta uma série de estudos de caracterizagfiohiecatalisador imobilizado. Apés a
imobilizacdo, foi possivel observar que além dodeHmaxima atividade apresentado pela
enzima livre (pH 4,5) um segundo ponto distintod&ima atividade (25% menor que em
pH 4,5) também foi observado, o pH 6,0 que demoustambém ser uma condicao de
maior estabilidade térmica e também melhor condig@o sintese com a enzima
imobilizada. O estudo da termo-estabilidade revédmobém que a imobilizacao induziu a
formacgéo de duas zonas de energias de ativacdesdatdracdo (g diferenciadas: entre
47 e 51°C a enzima imobilizada é mais estavel gelezana livre e entre 52 e 70°C ela é
menos estavel. A incubacdo da FTase, imobilizatieres em 52°C por 15 min resultou
numa ativacao dos biocatalisadores, sendo maisipc@da com a enzima imobilizada e
em pH 4,5 apresentando um aumento de 1,8 vezetivida@de enzimatica; no entanto,
observou-se que esta ativacdo € momentanea e ndwlativa com outras metodologias
como a liofilizacdo; isto sugere que esta tempexatepresenta algum tipo de limite
energético para a FTase que é um hetero-dimerdeeg@esentar diversas interacdes com
0 nidbio. A otimizacdo da sintese de FOS realizaela aplicacdo da metodologia de
planejamento experimental com a enzima imobilizaetanitiu um aumento do rendimento
(Yros= 0,58) em 5%, uma reducédo no tempo de sintese) (@ 4 vezes e um aumento da
produtividade (12,05 g/L.h) em 6 vezes. A adsom@d-Tase ao nidbio demonstrou nao
utilizar os sitios ativos uma vez que, a adicdosa@learose ao meio de dispersdo para
adsorcédo, ndo alterou o desempenho do biocataljgaol@m a adicdo de CupQue é um
forte estabilizador térmico para esta enzima, tesuhum biocatalisador incapaz de
produzir FOS. Tendo em vista a aplicacdo industtelFTase, avaliou-se também os
efeitos da liofilizacdo sobre a enzima livre e ifivhda. Com a enzima livre a liofilizacédo
causou perda de atividade enzimética em funcaecedsidhde da solugcédo de partida, mas,
resultou num p6é com até 6 vezes mais atividadegmna do que em relacdo a enzima
livre ndo liofilizada; a adicdo individual de congpos crio-protetores apresentou maior
efeito estabilizador do que em formulacdes. Comznga imobilizada, a liofilizagdo nao
apresentou grandes diferenciacdes, observou-seordea fgeral uma manutencdo das
caracteristicas originais do imobilizado de partiBbadavia, uma importante diferenciagédo
proveniente da liofilizacdo foi observada tantoaparenzima livre quanto imobilizada: a
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cinética de producédo de FOS, o rendimento foi atedenem diferentes propor¢cdes mas,
especialmente, foi observada uma elevada compodeddh. Estudos mais especificos
sobre a estrutura tridimensional forneceriam inBgées mais precisas sobre o efeito da
liofilizacdo. Adicionalemente, duas enzimas conasci(inulinase e invertase) foram
igualmente imobilizadas em nidbio, mas, ndo fordrseovadas alteracdes tdo expressivas
quanto as observadas com a FTase. Dessa formabdizacdo da FTase em nidbio revela
ser uma metodologia com grande potencial de a@licagn reatores. Como resultado deste
trabalho, encontram-se publicados até o momentCamitulos 2 e 4 e aceito para
publicacédo o Capitulo 5.

Palavras-chave: Arrhenius, Delineamento Fatorial Fracionado, Faltgossacarideos,
Liofilizag&o, Nibbio.
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Summary

The production of fructooligosaccharides (FOS) prabiotic sugar with wide industrial
application - from immobilized enzymes includes twoeodern concepts: industrial
application of immobilized enzymes and functionabd. A strain isolated from flowers
from the Brazilian Atlantic Forest identified &hodotorulasp. LEB-V10 showed great
potential for production of the extracellular frasyltransferase (FTase), which is capable
of producing FOS from sucrose. It can be recovenalg by precipitation with ethanol
(partial purification), directly from the cell-freeulture medium. According to previous
studies, the kinetics between purified and paytiplirified immobilized enzymes showed
no significant differences that could justify adolal purification steps. Other previous
studies have selected the adsorption on partides solid-acid support (Nb) an alloy
consisting of niobium (~95%) and graphite (~5%) sagygested methodology for the
immobilization of FTase for FOS production. Thubjst work presents a series of
characterization studies of this immobilized biatgdt. After the immobilization, it was
observed that besides the pH of maximum activigsented by the free enzyme (pH 4.5), a
second distinct point of maximum activity (25% lowtkan at pH 4.5) was also observed,
pH 6.0, wich was proved to be the best conditianti@rmal stability and also better for
synthesis with the immobilized enzyme than pH e study of thermal stability has also
shown that immobilization induces the formationtefo distinct phases with different
denaturation activation energy g between 47 and 51°C, the immobilized enzyme is
more stable than the free enzyme, and between &ZGfC it is less stable. Incubation of
free and immobilized FTase at 52°C for 15 min regliin enzymatic activation, being
more pronounced with the immobilized enzyme at pBH wWith a 1.8-fold increase in
enzyme activity. However, due to other studiesiedrout in this work, it has been shown
that this activation is merely transient and namnalative regarding other methodologies,
indicating that this temperature is a kind of eeéigthreshold, and also because FTase is a
hetero-dimer, which may lead to different interast with the niobium support. The
optimization of the synthesis of FOS carried out &yplying the methodology of
experimental design with the immobilized enzym&gveing a yield increase (p6s= 0.58)

of 5%, a reduction in synthesis time (24 h) ofmds and an increased productivity (12.05
g/L.h) of 6 times. The adsorption on niobium hasvah not to involve the FTase active
sites, since the addition of sucrose to the dispensedium for adsorption did not affect
the performance of the biocatalyst. On the otherdh#he addition of CuSQwhich is a
strong thermal stabilizing agent for this enzymesuited in a biocatalyst incapable of
producing FOS. Considering the industrial applmatof FTase, it was also evaluated the
effects of Iyophilization over the free and immaeld enzyme. With the free enzyme,
lyophilization caused loss of enzyme activity irpdedence on the density of the starting
solution, but in general, resulted in a powder withto 6 times more activity per gram as
compared to non-lyophilized free enzyme; the irdlnal effects of cryo-protectants
additives presented higher stabilizing effect thath the presence of other protectants. The
lyophilization of the immobilized enzyme did notoshdrastic effects and it was observed,
in general, the maintenance of the initial progartiand characteristics before
lyophilization. For both, free and immobilized ensy was possible to observe significant
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changes in the kinetics of FOS production, thedyiehs increased in different proportions
but, especially, there was a high composition of,, G#hich was not observed before
lyophilization. In addition, two commercial enzymémulinase and invertase) were
immobilized on niobium but no significant changesra observed as those with FTase.
Thus, the immobilization of FTase in niobium prove$iave a big potential for application
due to operational features. As a result of thiskwowo articles have been published
(Chapters 2 and 4) and one has been acceptediticaiion (Chapter 5).

Keywords: Arrhenius Plot, Fractional Factorial Desing, Foadigosaccharides,
Lyophilization, Niobium.
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Capt. 1:Apresentagdo e Revisdo Bibliografica

1- Introducéo

Biotecnologia pode ser classificada até o momemtaebrdo com as seguintes
ramificacoes: red biotechnology(aplicagdo médica)green biotechnology(aplicacdo
agricola), white biotechnology(aplicacdo industrial),blue biotechnology (aplicacédo
marinha e aquatica) e bioinformatica (ou biolog@nputacional)(Bernard et al, 2001;
Queffelec et al, 2009; Tang & Zzhao, 2009)A biotecnologia industrial white) tem se
desenvolvido nas ultimas décadas por motivos digersas mais especificamente devido a
preocupacdo mundial com o esgotamento de fontesamate a busca por processos e
fontes alternativas e renovaveis para obtencacstridlde produtos quimicos e farmacos,
alimentos e combustiveis. De acordo com Tang e Zttae)a forca que move esse grande
desenvolvimento da biotecnologia industrial € anectia de mercado, uma vez que a
biotecnologia pode oferecer processos altamentdemfes e de excelente retorno de
investimento. Estes mesmos autores indicam os HUMo Européia, China, india e
Brasil como grandes contribuintes (desenvolvendoinmestindo) e consumidores dos
beneficios da biotecnologia industrial.

As enzimas tém sido alvo de amplos estudos namadtidécadas e em muitos
casos, sua aplicacao industrial como biocataligsddem sido bem sucedida devido a uma
série de fatores como especificidade, seletividadtas velocidades de reacdo. Embora o
custo das enzimas em escala laboratorial seja, @itositasos, elevado, em larga escala os
custos tendem a reduzir drasticamente com o auneamtproducdo. Uma planta de
producdo necessdria para um processo continuo, a@émpoder ser construida
separadamente a area industrial, chega a ser @ézas wmenor que a requerida para um
processo em batelada. O emprego de uma enzimama fmobilizada apresenta muitas
vantagens em comparacdo com sua forma livre cosmrapetido e operacdo continua do
sistema, facilidade de separacéo (devido a indadabéo) entre produtos finais e enzima
imobilizada, possivel manipulagdo e controle daspmedades enzimaticas como sua
estabilidade, dentre outras vantagems-Belien & Li, 2002; Chaplin & Bucke, 1990; Gobleg,
1994; Shuler & Kargi, 1992)
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1.1- Justificativas

Devido a conscientizacdo de consumidores, a buscalpnentos saudaveis tem
sido crescente e nessa classe de alimentos podas®s prebidticos, como alimentos
funcionais. Os fruto-oligossacarideos (FOS) sasidenados prebioticos por estimularem
o crescimento de uma microflora benéfica em nassstino, os probidticos. Em paises da
Europa e no Japdo, seu consumo é bastante dissemiNa@ entanto, no Brasil, a
disponibilidade desses oligossacarideos € muitibalifa, uma vez que na grande maioria
dos casos eles sdo importados e por essa razanas&gsiveis a uma grande parcela da
populacao.

Desde 2002, os FOS e microrganismos com alto pateshe transfrutosilacdo tém
sido alvo de pesquisas no Laboratério de Engenhdea Bioprocessos (DEA-
FEA/UNICAMP), tendo como resultado atual as se@sratentes: Pl 0202602 8augeri
& Pinheiro, 2002) Pl 0404152-GMaugeriet al, 2004)e Pl 0705359-2Maugeriet al, 2007) € a
patente Pl 0706083-1 referente ao processo de lizaat@io em liga de nidbio (95%) e
grafite (5%)(Maugeri & Aguiar-Oliveira, 2007)

Como referéncia, podemos citar ainda algumas pewcbmo: US Patent
20020182682(Park & Pastore, 2002de um dos laboratérios da FEA-UNICAMP, para
imobilizacdo de FTase de origem fungica em meioi-séfido composto por farelo de
trigo para producédo de FOS; US Patent 5.334(8@lamatsiet al, 1994)relativo a producao
de FOS de estruturas ramificadas como os obtidogahmente de frutos e folhas; US
Patent 5.314.81(Kono et al, 1994)sobre aplicacdo de uma FTase fungica imobilizada e
suporte granular do tipo quitosana para aplicagdaeatores do tipo coluna e batelada
agitada e ainda, dentre tantas outras, a pater28038069627AMysoreet al, 2005)para
preparo de uma mistura de FOS com adicdo de adogamplementar.

Desde a identificacdo do otimo potencial de tramsfilacdo pela enzima
frutosiltransferase (FTase) extracelularRigodotorulasp. LEB-V10 isolada de flores da
Zona da Mata Atlantica brasileira por Hernalste@rsalsteens, 2006; Maugeri & Hernalsteens,
2007) estabeleceu-se o projeto principal intituladottifle da sintese de oligossacarideos
pela enzima frutosiltransferase Baodotorulasp.” financiado pela FAPESP (Fundagéo de

Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo) e déedte projeto varios outros foram
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conduzidos em sequéncia: purificacdo de FKEn & Maugeri, 2010 (a) e (b); Kuhn, 2010 e
2006), estudo da cinética enzimatigslvarado-Huallanco & Maugeri-Filho 2010 e 2011;vAtado-
Huallanco, 201Q) cultivo do microorganismo e producdo da enz{Bwbosa, 2007)e, mais
especificamente, estudos iniciais sobre a imolgdieaenzimaticaAguiar-Oliveira, 2007)
financiados pela CAPES (Fundacdo Coordenacédo ddedgmamento de Pessoal de Nivel
Superior) além dos projetos de: Doutorado intital&dodelagem, Simulacdo e Operacao
de Biorreatores com Frutosiltransferase Rodotorula sp. Imobilizada em Suporte
Inorganico” (Aguiar-Oliveira, 2011)financiado pela FAPESP e do projeto de Doutorado
“Sandwich” intitulado “Caracterizacdo e estudo ddabkilidade térmica das enzimas:
invertase deSaccharomyces cerevisi@geinulinase deéAspergillus nigerimobilizadas em
suporte inorganico’Aguiar-Oliveira, 2010)financiado pela CAPES dos quais resultaram o
presente trabalho. Todos estes estudos tém siduvato$ pela diversidade de aplicacao
dos FOS em industrias de alimentos devido a sucidioalidade(Maugeri & Aguiar-Oliveira,
2008)

As leveduras do génerBhodotorulasp., até o momento, ndo sao diretamente
associadas a producao de FOS e praticamente séfdréncia as enzimas de fungos e
algumas bactérias. Neste trabalho, apresentaniisodotorulasp. LEB-V10 como uma
fonte alternativa de enzima com atividade de trats$ilacdo, além de o seu cultivo ser
realizado em meio industrial tratado composto goiaédde maceracao de milho e melago de
cana que sao considerados residuos da industgaraga(yun, 1996)

Muitas técnicas, j4 consolidadas de imobilizacdoneatica para producdo de FOS
vém sendo empregadas em diversos paises com oOtiesodtados. A investigacao
detalhada de técnicas de imobilizacdo com grantenpial de aplicacdo € necessaria e de
grande importancia para um possivel escalonamadtesirial. Estudos anterior@sguiar-
Oliveira, 2007)comprovaram a necessidade de continuidade dabkta die pesquisa visando

uma melhor compreenséo sobre o comportamento etiainagos imobilizacao.
1.2- Objetivos
Neste trabalho, tendo como fonte produtora da emZruatosiltransferase um

microorganismo isolado, selecionado e identificadomo pertencente ao género

Rhodotorulano Laboratorio de Engenharia de Bioprocessos (LEB)Faculdade de
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Engenharia de Alimentos (FEA-UNICAMP), com caractiizas comprovadamente
promissoras de producédo de fruto-oligossacariddesy-se a continuacdo dos estudos
inciados em um Mestrad@aguiar-Oliveira, 2007) cujos resultados foram empregados como
referéncia — buscando uma aplicacdo futura desgan@nna forma imobilizada em
biorreatores tendo como produtos finais os refermimossacarideos.
Portanto, os objetivos deste trabalho séo:
a) realizar estudos complementares sobre estabilidadgca da enzima:
» obter o s em diferentes temperaturas para complementar dedesores,
» analisar a ativacao térmica g,T
b) estudar a adsor¢éo enzimatica quanto:
 perfil de adsorcao,
» efeito da sacarose e do sal CySO
c) estudar a sintese de oligossacarideos envolvendo:
» efeito da adsorcdo em presenca de sacarose e,GoBf@ a capacidade catalitica
do biocatalisador FTase/Nb,
+ efeito da adicao de sais ao meio de sintese,
+ otimizacéo das condi¢fes de sintese por metododimgplanejamento experimental;
d) estudar a liofilizacéo da FTase livre e imobilaad
e) estudar comparativamente o efeito da adsorcaadthorsobre:
* inulinase déAspergillus nigere invertase d8accharomyces cerevisjae
f) caracterizar o biocatalisador FTase/Nb em relagéo
» propriedades estruturais,
» porosidade do leito, particula e total,

» analises de imagem.
2- Reviséo Bibliografica

2.1- Consideracdes sobre o mercado de enzimas

Conforme citacdo de Boet al (2008) a maior parte das enzimas comercializadas
industrialmente é extracelular e a etapa de sefardas células do meio de cultura

(isolamento/purificacao) é fundamental para o cisd do processo biotecnolégico como
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um todo. PreparagBes enziméticas parcialmenteiqgadés sdo suficientes para diversas
aplicacbes industriais (exceto para fins medicinais exemplo) ndo sendo necessario o
investimento e desenvolvimento de diversas etapgsudficacdo. O importante €, ainda

segundo estes autores, que as preparacbes enasndilitidas mantenham suas
caracteristicas de biocatalisador durante o arnaazento e comercializacdo até sua
utilizacdo, uma vez que as enzimas sado comerdalza&om base em sua atividade
biocatalitica. Existem ainda casos em que a promdgstria produz a enzima que

necessita, caso a metodologia n&o seja muito cample de custo elevado.

Os direitos e propriedades sobre enzimas e prodesternoldgicos baseados em
reacfes enzimaticas tem muita importancia para @ugdo e desenvolvimento de
tecnologias, atuando nesta area principalmentetad&sos meios académicos e o setor
privado que € 0 que mais investe neste mercadq@lidagdo de enzimas imobilizadas ao
invés das enzimas livres abre possibilidades digells usos (até como eletrodos) e campos
de atuacdo (uso prolongado em processos indugtasésfarmacos, compostos quimicos,
alimentos, etc.). O valor de venda de enzimas pa em industrias de alimentos,
detergentes e quimicos totalizavam em 1992 aprakmante US$ 700 milhdes e em 2004
a industria mundial de enzimas obteve um faturameéetUS$ 3,7 bilhdes. De acordo com
projecdes, o mercado tende a crescer em torndbd# &o ano, acompanhado da reducao
de precos devido ao aumento de empresas envohédesmercializacdo de enzimas, livres
ou imobilizadas até 2009, e para 2014 a demandadialude enzimas industriais é
estimada em torno de US$ 4 bilh@es-Pereirat al.em: BONet al, 2008)

2.2- Fruto-oligossacarieos (FOS)

FOS sao oligossacarideos BEompostos por “n” grupos frutosil ligados em
cadeia na posi¢cd®2,1 possuindo uma glicose terminal e foram clesgibs por Gibson e
Roberfroid (1995) como prebidticos (alimento funcional) devido a fg@o seletiva de
promover o desenvolvimento de uma microflora beaéfo organismo localizada em
Nosso intestino, 0s probidticESibsonet al. 2004; Goldberg, 1994; Passos & Park, 2035 FOS
mais conhecidos sdo: GR1-kestose), Gf (nistose) e GF (1™-frutofuranosil-nistose).
Dentre eles, ainda n&o se sabe ao certo qual ser@nposicao ideal de cada um, mas

Stewart et al (2008) declaram, por exemplo, que quanto maior a cadested
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oligossacarideos nao digeriveis, mais demoradassaréermentacdo por bactérias do trato
digestivo, ou seja, a fermentacdo ocorreria numedaomais longa do colon, favorecendo
ainda mais a absorcdo de minerais no transitotimésno entanto, Suzulgt al. (2006)
afirma a superioridade das moléculas de FOS conongrau de polimerizacdo (@Fem
detrimento das moléculas de maior polimerizacao.

Estudos indicam ainda, por exemplo: consumo de p@Spacientes com cancer
devido a uma série de beneficiasenget al,, 2006) aumento consideravel na absorcédo de Ca
e Mg (Lobo, et al, 2006) melhores beneficios em comparacdo com a ins(8iaaartet al,
2008) aumento da resisténcia a doencas e infeqgbesget al, 2006) além dos efeitos ja
bastante comprovados de crescimento seletivo dafioi@ benéfica ao nosso organismo
(Costaloset al, 2008; Huebneet al, 2007) e efeitos anti-cariogénicos e baixo poder calorico
(Mysoreet al, 2005) E devido a este baixo poder caldrico eles podemempregados como
ingredientes e também como adocantes numa sépedatos alimenticios inclusive para
diabéticos (Mabel et al, 2008; Mysoreet al, 2005) Adicionalmente, podem também ser
empregados em alimentacdo anirfraksos & Park, 2003; Tanriseven & Aslan, 2006) €m USO
cosmético e farmacéutig¢eitados em: Beinet al, 2008; Laskin, 1985)

Os FOS podem ser naturalmente obtidos de frutaduraes e vegetaiRoberfroidet
al., 2001; Tanriseven & Aslan, 20Qanas, a extracdo destas fontes naturais nao éecamdria
e a ingestado através de uma dieta balanceada mepnesé possivel. No entanto, grandes
guantidades de FOS podem ser obtidas biotecnologitiz através da atividade de
transfrutosilacdo de certas enzimas de microorgansglassos & Park, 20035abe-se que 0s
FOS obtidos diretamente de frutos e folhas sdoddos a partir da frutose ligando-se tanto
ao residuo de frutose quanto da glicose, resultaasiim numa cadeia ramificada,
diferentemente dos FOS obtidos por meio da acdendanas de microorganismos que
ligam a frutose apenas aos residuos de frytosamatsiet al, 1994)

Atualmente, no mercado brasileiro os FOS ja podem encontrados em
formulages de suplementos alimentares como: damsirm& o Lactofo§ (FOS + 4 cepas
de probidticos; custo de 10 sachés/6 g cada = R5-385,31)e Fiber FO$ (FOS de chicoria; custo de 10
sachés/6 g ~ R$ 76,0da Vitafor® Nutrientes o Fosvita(custo de 500 g ~ R$ 60,0da
NatureMaxxX capsulas de FOS de chicéria FOSErdtsto de 60 caps./500 mg ~ R$ 12,dp
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Nestl®® o Nutrerf Active (leite em p6 com FOS, inulina, vitaminas, etc.:tewe 400 g ~ R$ 25,0 —
30,0)e 0 Ninh§ Fases 1+ e 39 g do produto contém 0,6 g de FOS e 0,3 g iautsto 400 g ~ R$
10,0 — 19,0) da Danon® a férmula infantil de partida Aptarfiill. e o Aptamif 2 indicado a
partir dos 6 meses de vi@as g de GOS e FOS em 100 ml preparados; cusid@g ~ R$ 20,0 — 30,0)

e da Abboft o Ensur@ (3,6 g de FOS/100 g; custo 1 kg ~ R$ 98,68)Glucernd SR para
diabéticos(3% de polissacarideos de soja e 3% de FOS; cestd@ g ~ R$ 45,0 — 47,® a formula
hipercaldrica Jevi@ Plus(10 g/L de FOS e 12 g/L de uma mistura de poligsdeas de soja + fibra de
aveia + goma arabica + CMC; custo de 237 mL ~ R§)LESta pesquisa foi feita diretamente do site
dos fabricantes e de sites de farmacias e empaésasno dia 04/10/11. Alguns produtos
como requeijao cremoso, bolachas, iogurtes e l&@tesentados também contém FOS em
sua formulagdo mas, como suplementos alimentavesiedade no Brasil, no momento, é

maior.

2.3- Frutosiltransferase extracelular de  Rhodotorula sp.

A cepaRhodotorulasp. LEB-V10 isolada de flores da Mata Atlanticaa8leira
apresentou grande potencial de transfrutosilaciddaea sua enzima extracelular
frutosiltransferase (EC 2.4.1.9) de acordo com desturealizados por Hernalsteens
(Hernalsteens, 2006; Maugeri & Hernalsteens, 20E8ta enzima apresentou em sua forma livre
uma maior atividade em torno do pH 4,0 e 65°C, margo, foi observado que a maior
estabilidade enziméatica é obtida em torno de pHe5ebn temperaturas inferiores a 60°C
(Hernalsteens, 2006; Hernalsteens & Maugeri, 20&nteses de FOS com a enzima livre em pH
4,5 apresentaram rendimentos em torno de 50% iganilpela sacarose em concentracdes
superiores a 785 g/L e inibicdo competitiva pelaogle acima de 75 g/L e pela frutose
acima de 50 g/L, sendo que, para a enzima imobdizan uma liga de niébio e grafite a
constante de inibicdo pela sacarose foi de apradamante 600 g/l(Alvarado-Huallanco,
2010; Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010Esta FTase foi caracterizada como sendo um
dimero com subunidades de tamanho aproximado @el28 kDgAlavarado-Huallanco, 2010;
Hernalsteens & Maugeri, 2008glguns autores descrevem ser comum a forma dingara

frutosiltransferases de diversas origens, micr@@mnvegetalLischeret al, 1996)
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2.4- Aspectos gerais sobre a imobilizacdo de enzima s

A imobilizac&do de enzimas requer um agente imadiliz de acordo com Balca&o
al. (1996) ou seja, uma forca que mantenha a enzima nuraasémrada do meio reativo.
Essa forca pode ser entre duas enzimas ¢mss-linking entre a enzima e um composto
inerte (p.e. ligacao covalente a silica) ou ainaieecompostos inertes (p.e. inclusdo da
enzima em capsulas de alginato). A literatura @mtesdiversas técnicas de imobilizacéo
simples ou combinadas entre (Sheldom, 2007) a escolha deve, portanto, respeitar as
caracteristicas finais apresentadas pelo biocatilismobilizado e sua aplicacéo.

A imobilizacdo ocorre normalmente de forma ndorgada (andonj, ou seja, €
praticamente impossivel controlar quais sitiosrastanvolvidos na ligacdo com o suporte
e se eles serdo ou ndo necessarios a catéliserese éssenciais isso leva a perda de
atividade. Para contornar este problema, muitosresitsugerem que a imobilizacdo seja
orientada @riented, ou seja, conduzida sob condi¢cdes saturadaslrato, produto ou
inibidor competitivo, garantindo assim que o0s sitide interesse cataliticos estejam
protegidos ou ainda empregando numa segunda eteppostos como o glutaraldeido,
evitando dessa forma que a imobilizacdo da enzooa@® numa conformacgéo improdutiva
(Aguiar-Oliveira, 2007; Chaplin & Bucke, 1990; Gais 1998; Woodward, 1985)A orientacdo da
imobilizacdo com glutaraldeido constitui-se umaadetogia combinada de imobilizagéo:
p.e. adsorcdo seguida d®ss-linkingcom o glutaraldeido.

2.4.a- Adsorcao

A adsorcédo € uma metodologia amena e de menor impabre a enzima e requer
longo tempo de reagdo, recomenda-se que o comtaimasuporte ocorra por 16 a 24
horas. Apesar das ligacdes fisicas formadas sesdativamente fortes, ao final do
processo, a enzima ndo se encontra firmemente @oesaporte e mudancas experimentais
como a simples adicdo do substrato, pH e tempearapadem causar dessorgao.
Teoricamente, a adsorcdo imobiliza cerca de 1 prgtdina/suporte) enquanto que a
imobilizacéo por ligages covalente imobiliza cedea0,02 g/gvan-Belien, 2002; Chaplin &
Bucke, 1990; Woodward, 1985)

Este tipo de ligacdo é muito difundido no estuda@alenas cromatograficas por se

tratar de um fendmeno de superficie que permitdeaéacia de determinadas moléculas

10
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chamadas adsorbatos em particulas do adsorveptatesgue preenche o leito da coluna),
seguidos de uma etapa de dessorcdo das particldsmlas. A adsorcdo pode ser
classificada como quimica (forcas envolvendo skib#gs e ions) ou fisica (sobreposicéo
de interacOes)YAdamson, 1990; Torres, 2006ESta metodologia cromatografica pode ser
aplicada também na imobilizacdo de enzimas, umaquezo sistema enzima-suporte é
bioquimicamente semelhante ao sistema adsorbatovatde, dai vem todos os estudos
concernentes a estabilidade quimica do sistemapasigdio do meio, capacidade maxima
de adsorcéao e estudos referentes a dessorcao.
i) Niobio

Conforme revisdo apresentada em trabalho antgxgoiar-Oliveira, 2007; Nowak &
Ziolek, 1999) 0 Brasil possui a maior reserva natural de ni@womundo e € também o
maior produtor mundial. Muitos estudos tém sido demidos e ja existem diversas
aplicacdes para este minério devido a uma sérjgedealiaridades quimica e fisica como:
alta resisténcia fisica aos mais agressivos compesa corrosdo, sendo apenas atacado por
acidos minerais concentrados como acido fluoridpgm (HF) ou em mistura com acido
nitrico conhecido como “agua-forte” (HF/HND sob a forma de &cido nidbico apresenta
forca acida equivalente a uma solucao de acidarsedf 70% e sob a forma de fosfato de
nidbio equivale a uma solucdo de 90% do mesmo Aeito As aplicagBes atuais deste
minério, sob sua forma pura ou como liga séo: isat#br quimico solido-acido, suporte de
metais, fotocatalisador, emprego na industria nasbnautica, automobilistica e espacial,
fabrico de implantes cirargicos, parafusos, trilltes trem, diamante sintético etc. Sua
aplicacdo como suporte biocatalitico ainda € palisseminada. De acordo com cotacéo
realizada em 29/12/20Q88MM) 0 composto comercial utilizado em nossos expetiosen
e cedido por esta empresa (NB3yem custo total de US$ 51,9/kg, um custo bem meno
do que o de muitos suportes inorganicos ja basthfuedidos pela literatura.

O emprego de suportes inorganicos traz uma sérarttagens como, por exemplo,
maior estabilidade quimica e mecanica durante cegsm, 0 que na maioria das vezes é um
fator limitante no emprego de suportes organicosmacoobservado no estudo de
Mammarella e Rubiol@009) que avaliaram o efeito da perda da estruturasfdeas de gel

aplicadas num biorreator do tipo leito-fixo. MengBdackburnet al. (2011) declaram que a
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adsorcdo de enzimas em suportes natualmente aoeeganais recomendada do que em
suportes quimicamente ativados, além do que, asragies eletrostdticas e a
biocompatibilidade entre enzima e suporte demomst@r extremamente dependentes da
distribuicdo de cargas do suporte.

2.5- Efeitos da imobilizacdo

As interacdes bioespecificas envolvem o reconhetonda molécula alvo pelo
sitio de adsorcéo e o ajuste dessa molécula adoosigis adequada através de interacdes
entre o suporte e 0s residuos de aminoacidos ddsimas. A complementaridade da
interacdo é por meio da estrutura enzima-supote, pgrmite a ligacdo da molécula ao
suporte por ligacdes covalentes e/ou ndo covaleditesnformacéo espacial da enzima em
relacdo ao suporte ou sitio de adsorcdo tem papeamental na intensidade das interacdes
bioespecificas. Vale lembrar que enzima e supo@#ie 40 estruturas naturalmente
complementares e imediatamente apos os primeina®pde ligacdo se formar, a enzima
perde flexibilidadgMateoet al, 2006; Nogueira, 1999)

2.5.a- pH

O pH do macro e microambiente tem influéncia diretdore a enzima e sua
reatividade, estabilidade estrutural e solubilida&learga do suporte pode alterar o pH do
microambiente, alterando o perfil de pH da enzipésaimobilizacdo, e podem ocorrer
também alteracdes conformacionais da enzima deévigmtonacgéo induzida por extremos
de pH. Muitas vezes o pH 6timo da enzima ndo coorede ao 6timo para um processo
biotecnologico devido muitas vezes a: variacdo alabgidade do substrato e produto,
mudanca da posicao de equilibrio da reacgéo, iodizd produto, rea¢cbes adversas, ataque
microbiano, etc(Arroyo, 1998; Chaplin & Bucke, 1990; Reshetial., 2007; Trevan, 1980Alteracdes
no perfil de pH s&o muito comuns apés imobilizag&mmo por exemplo podemos citar o
alargamento do perfil de uma glicose-isomerase ilimada no suporte macroporoso
Eupergit C250L(Tiikel & Alagdz, 2008)

A enzima FTase imobilizada em um suporte a basenidbio apresentou
deslocamento para uma faixa mais basica de pH erpesél apds imobilizacdo. Além do

pH 6timo (4,5) para a enzima livre, observou-smatatividade e estabilidade em pH 6,0.
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Este comportamento pode ser explicado pela cargatime do suportéAguiar-Oliveira,
2007).
2.5.b- Temperatura

Sob condicdes de estresse como escassez de ageajosxde temperatura e de
salinidade, as células microbianas produzem e deammosmolitos, que sdo pequenas
moléculas organicas com funcéo de contrabalansasses sofridos protegendo a célula
de desnaturacdo/desativagéejum et al, 2000) Porém, quando a enzima esta isolada, ndo
mais existe este mecanismo de protecdo, sendosonpdével a aplicacdo de outra forma
de estabilizacdo que viabilize sua aplicacdo bimtiégica.

Sabe-se que o desdobramento da estrutura ter@ésiaica leva a perda da
funcionalidade enzimatica, ocorrendo sua desna@ara@uando a enzima € submetida a
alteracdes quimicas desfavoraveis e ocorre pereleisivel de sua atividade biocatalitica
tem-se sua inativagd@'Fagain, 1997) Quando existe o interesse e a viabilidade de se
transportar uma propriedade biotecnoldgica de ueit@rahinada enzima do ambiente
laboratorial para o industrial, é imprescindivekentle outros, os estudos de sua
termoestabilidade e termoafinidade. De acordo c@uelnet al (2007) a capacidade da
enzima de resistir ao desenovelmanto térmico deestratura em auséncia do substrato
equivale ao estudo da termoestabilidade, ja aitlat# de exercer sua funcédo em presenca
do substrato e em diferentes temperaturas equagadstudo de sua termoafinidade.

A aplicacdo industrial de biocatalisadores depedde suas estabilidades de
estocagem e operacional, afetadas diretamente @uiigdes operacionais e fatores
potencialmente desnaturantes. A estabilidade decagm, expressa pela meia-vida,
refere-se a manutencdo da capacidade enzimaticese habilidades cataliticas entre o
tempo de manufatura e uso. A estabilidade operacisscreve a capacidade de a enzima
manter-se ativa durante o processo. A termoedall#i enzimatica é funcdo também das
interacdes entre a enzima e o suporte no qualrestdlizada(Boy et al, 1999; Matsumoto &
Ohashi, 2003; O'F4again, 2003; Papinattial, 2008) Diversas técnicas possibilitam o aumento da
estabilidade enziméatica: engenharia de proteinasitados em O’Fagain(2003) -
modificagBes quimicas comeross-linking unido a polimeros por ligacdes covalentes,

modificacdo de superficies, etc. — Srimathal (2006)- adicdo de compostos estabilizantes
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como sais, agucares, etc. — Papiretttal (2008)- ou 0 emprego de solventes organicos -
Ruthet al. (2007)

Fato é que diversos relatos de aumento da estd®litermica apos a imobilizacao
sdo conhecidos na literatura, Converti e Botgba7) declararam, por exemplo, que apesar
de uma pequena contribuicdo na entalpia do sistemeymento da entropia cria uma
espécie de barreira energética e o sistema se toams sensivel as mudancas de
temperatura.

i) Tso € ativacao térmica:

De acordo com O’Fagain (1997), o ponto médio destcdio para o desdobramento
térmico da proteina pode ser descrito como temperatle meia-inativacdo ou de
desdobramento, T50. Este parametro correspond@a@etatura onde a atividade residual
atinge 50% do seu valor inicial apés um breve pleride incubacédo, normalmente de 10 a
15 minutos como em Ru#t al (2007)e O'Fagair1997) respectivamente.

Comumente, os perfis de temperatura obtidos sdpdsigmoidal, mas é possivel
obter dados referentes a ativacdo da enzima nudatdmperatura em comparacdo com a
enzima nao incubada. O efeito ativador promovidopgguenos periodos de pré-incubacéo
ja é conhecido e Papinuét al (2008) pré-incubaram a enzima por 30 minutos a 40°C antes
de realizar seus experimentos de estabilidade pohecerem o efeito ativador deste
tratamento, aumentando cerca de 50% a atividadeéatiza.

ii) Cinética de termo-desnaturacdo

As relagcbes propostas por Arrheni@sgler, 1999)e Eyring (Eyring & Stearn, 1939;
Lumry & Eyring, 1954)S80 bastante conhecidas por pesquisadores quartdiscste cinética
de desnaturacdo enzimética. Porém, ndo sdo powcaessos de relato de desvio das
relacbes de primeira ordem que regem essas relatétesnaticas. Em Kavanaipso) é
possivel encontrar, por exemplo, uma alteracdogstapa equacdo de Arrhenius pela
simples substituicdo do termo (T) por (T s) €om bom ajuste. De acordo com Aymard e
Belarbi, (2000), Boy et al (1999) e Sadan&1988) 0 mecanismo de desativacao enzimatica
mais simples € o de primeira ordem e sdo do tipdifar por Arrhenius e Eyring em que

dois estagios enzimaticos sao detectaveis.
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Muitos dos processos de inativacdo enzimatica Aaodsscritos por equagdes de
primeira ordem. Porém, em alguns casos, uma indivaparentemente simples e de
primeira ordem pode mascarar um conjunto de eventdsculares complexos. A perda de
atividade pode vir a apresentar diferentes valolesenergia de desativacdo,dEem
fendmenos simultane@é'Fagain; 1997) Sikdniset al (1990) observaram um padr&o do tipo
“zig-zag” bastante incomum na relacédo de Arrhefliu&y) versus(1/T)] onde nas faixas
de temperatura entre 40-55°C e acima de 75°C alse® uma inclinagcdo negativa,
normal a relacdo de Arrhenius, ja entre 55-65°@ta assumiu inclinacdo positiva. Este
fenbmeno foi explicado em funcdo da transicdo comémional reversivel da enzima na
faixa de 50-60°C.

Papinutti et al. (2008) empregaram em seus estudos com lacase uma equacgao
biexponencial com trés parametros. Sa-Pestied (2004) avaliaram a estabilidade térmica
da xilanase com base em um esquema simples devde8atde primeira ordem e um
esquema sequencial de desativacdo envolvendo ése@os intermediarios, o estudo da
adicdo de trealose demonstrou o aumento da edtd®libem como da atividade inicial.
Ettalibi e Barati(2001) estudaram como a imobilizagdo da inulinase enoviroso pode
afetar sua estabilidade e ao aplicarem a lei ddefsius ndo observaram nenhuma
limitacdo difusional. Matsumoto e Ohagh003) aplicaram um modelo de 2 estagios na
desativacdo enzimatica com sucesso.

2.5.c- Substrato

A cinética enzimatica ap6s a imobilizacdo pode tamlser modificada, devido a
interferéncia do suporte ou das ligacdes formadaaie @ enzima e o suporte. O aumento de
Km significa que uma concentracdo maior de subs&atecesséaria para uma mesma taxa
de reacdo observada com a enzima l{@replin & Bucke, 1990; Woodward, 1985p0pinath e
Sugunan(2006) observaram em seus estudos, com 3 enzimas ddsreqtie apls a
imobilizacdo em mesmo suporte acido ativadeamilase deB. subitilis apresentou
aumento no valor de Kde até 8 vezes, com glicoamilase Ale niger ocorreu uma
diminuicdo de 6% do valor e com invertase de lekeed, foi aumentado em 14,5 vezes.

Com a FTase dehodotorulasp. LEB-V10 parcialmente purificada observou-sep¢id,5
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um Ky, de 197,95 g/L na sua forma livre e um #e 148,28 g/L na forma imobilizada em
pH 4,5(Alvarado-Huallanco, 2010; Alvarado-Huallanco & Mui-Filho, 2010)
2.5.d- Sais

E conhecido que algumas enzimas necessitam descedis para realizar
determinadas catalises. De acordo com Chaplin &eBue90) alguns sais necessarios a
boa reatividade de enzimas podem ser ligados amrteupnde a enzima ser& imobilizada
ou adicionados ao meio de reacdo. Resultados shpidio Hernalsteengiernalsteens, 2006;
Hernalsteens & Maugeri, 2008 Aguiar-Oliveira(2007) revelaram que a adicdo de alguns sais,
especialmente o CugQapresenta efeito promotor da atividade e estiaoié para a
enzima FTase extracelular éRhodotorulasp. LEB-V10 nas formas livre e imobilizada.
Resultados semelhantes com este mesmo sal forarvaties em trabalho de Papinetti

al. (2008)com a enzima lacase.

2.6- Planejamento Experimental

E de grande interesse que um sistema biotecnolégigja otimizado, ou
simplesmente melhor compreendido em relacdo asdaoperacionais e fatores que
realmente sejam significativos ao processo. Pa@ & metodologia de analise estatistica
de estudo de efeitos das variaveis € uma ferrantentgande aplicacdo e confiabilidade.
Portanto, a escolha da melhor estratégia de esladorespostas obtidas combinam e
exigem dos pesquisadores: técnicas analiticas atigstas e matematicas — e a maior
quantidade de informac8es sobre o processo bidtafoo (Anjum et al, 1997; Ba & Boyaci,
2007; Rodrigues & lemma, 20Q9)

Em geral, para um nimero de variaveis independewtes de 4, a escolha do tipo
de fatorial baseia-se na complexidade, tempo eocdst sua execucdo. Experimentos
delineados em esquemas do tipo fatoriais fracionddd') sdo muito Gteis em etapas
iniciais e, de acordo com Rodrigues e lem@w9), quando realizados sequencialmente,
permitem que as condi¢cdes otimizadas sejam atisgjdaque é possivel mudar as faixas
dos niveis estudados a partir da andlise dos efe@ta@ada delineamento executado.
Planejamentos fatoriais como acima descritos pasmaplicados ndo s6 na otimizagéo de
processos, mas também na determinacdo de constardésas e estudos de estabilidade

enzimaticaBas & Boyaci, 2007)
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2.7- Liofilizacdo de proteinas

A grande maioria das proteinas perde atividadeaspestando em solugdo aquosa
ao longo do tempo, pois estdo susceptiveis a dagied quimicas (p.e. deaminacao e
oxidacao) ou fisicas (p.e. agregacao e precipijagd@pé protedlise por uma enzima de um
microorganismo contaminant@arpenteet al, 1997; O’Fagain, 1997)

A liofilizacdo consiste na remocdo da agua congelpdr sublimacdo e é
recomendada se ha um valor comercial agregada@iqmeem questado, porque facilita seu
transporte, distribuicdo, estocagem, uso, aumengstabilidade, etc. (tanto para fins
farmacéuticos quanto alimenticios), mesmo sendotéomca de grande gasto energético e
de tempQAehle, 1990; Cabradt al, 1994; Carpenteet al, 1997; Chaplin & Bucke, 1990; Tang & Pikal,
2004) No entanto, a liofilizacdo de moléculas bio-aiv@dmo enzimas € um processo
complexo e Unico para cada sistema. Macromoléaudaso as proteinas, existem em
estado natural na forma hidratada, resultando enestrutura terciaria que é fator critico
para manutencdo de sua funcionalidade; uma vedrdtsias, sua funcionalidade pode vir
a ser severamente comprometida devido a perda dédidade conformacional além de
uma queda drastica na polaridade da mol&cetas Dordick, 2002; Roser, 1990)

Para Partridgest al. (1998) um processo eficiente de “desidratacdo” de enzimas
ocorre quando as moléculas de agua séo retiradas fdema que as moléculas consigam
manter sua estrutura tridimensional o mais intgmiasivel, para algumas enzimas a
conformac&o obtida ao final do processo pode samahte desfavoravel ou ndo. O’Fagain
(1997) e Aehle(1990) afirmam que quanto mais uma enzima conseguir mant&lanco
ibnico correspondente ao seu pH otimo, melhor sendreservacdo de suas funcgdes
biocataliticas. Trabalhos como o de Dosztatyal. (1997) provam que a estabilizacdo de
proteinas depende da localizacdo de “centros dbikzacdo” em sua estrutura, portanto, a
forma tridimensional final de uma proteina, comssiméeracdes (cooperativas, covalentes,
etc.) entre sitios vizinhos, tera papel fundamemtafuncionalidade da molécula. Segundo
Ru et al. (2001) a adicdo de certos compostos pode levar a formdedoma camada
protetora ao redor da estrutura proteica durahtdil&zacao.

Durante ou imediatamente ap0s a liofilizacdo (detagdo), transporte, estocagem

e reconstituicdo (reidratacdo) a enzima pode asfjgita a condicdes estressantes e uma
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escolha cuidadosa das condi¢cdes de processamerdosde conduzida, pois, parte das
moléculas pode formar agregados irreversiy@igenteret al, 1997; Hirakureet al, 2004) NO
entanto, muitos trabalhos tem demonstrado o aumdmtatividade de enzimas apos a
liofilizacdo: Roy e Gupt#&004)obtiveram um aumento de 134 vezes sobre a tasialide
reacdo; Ruet al. (2001) obtiveram um aumento de atividade biocatalitica @eios
organicos em mais de 20.000 vezes; Morgan e @aok) obtiveram um aumento de sua
atividade em 10 vezes; Sode e Yasutalg®7) conseguiram aumentar a estabilidade
térmica; Wang e Me{2007) aumentaram em 9-14% a conversdo. De acordo conelee
Dordick (2002) essa ativacdo apoés a liofilizacdo pode ocorreiddesaos mais variados
mecanismos, por exemplo, 0 uso de certos aditivade paumentar ou diminuir a
viscosidade da agua: aditivos caotrépicos enfragues interagcdo com a agua e aditivos
cosmotrépicos exibem uma interacdo mais forte aptot sais cosmotrépicos aumentam a

solubilidade de solutos estabilizantes ao redqrdgeina.
2.7.a- Compostos crio-protetores e formula¢des de liofilizados

O aumento da estabilidade de formulados proteio@iZados pode ser alcancado
adicionando-se diversos compostos. Para reduzstress sofrido pela proteina sao
adicionadas moléculas crio- ou lipo-protetoras coaguicares, alcoois, aminoacidos,
polietilenoglicéis e polisorbatos; para controlagmbiente quimico sao utilizados tampdes
como fosfato de sddio, citrato, Tris, etc.; comdiaos de volume para controle da pressao
osmdtica sao utilizados manitol e glicina; comordge complexantes sao utilizados EDTA
e citrato, para retirar contaminantes como megagos; também se recomenda imobilizar
a proteina em suportes inertes antes da liofilz&gson & Woodward, 1993; Kobayasti al,
1984; Hirakuraet al, 2004; Roser, 1990; Rat al, 2001) ou ainda, manipular as condicdes de
liofilizacdo como temperatura, presséo, tempo,(&teg & Pikal, 2004)além da etapa inicial
de congelamento, pois quanto mais rapida, menerd® ®s cristais formados e maior a
superficie de contato - no entanto, algumas prasegxigem um congelamento lento
(Carpenteet al, 1997)

Muitos destes compostos crio-protetores podem iexists formas cristalina e
amorfa durante e apos a liofilizacdo, por issoaes®ario ter um bom controle do processo,

de forma a obter um formulado final ideal e reptodd para uso comercial. Moléculas
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protetoras devem permanecer em estado amorfo galizar adequadamente seu propdésito
na formulagagHirakuraet al, 2004) O controle rigido das condi¢des e produtos atilos na
liofilizagdo € normalmente conduzido em produtosfecéuticogTang & Pikal, 2004) sendo
gue para fins alimenticios o processo pode ser snemimplexo ja que o principal objetivo
(para qualquer destino final do produto) € obteruorta liofilizada com consideravel
atividade enzimatica, propriedades fisicas adeguadimixa umidade capaz de ser aplicada
para obtencédo de algum alimetarpenteet al, 1997)

Alguns autores defendem a imobilizacdo da protaimas da liofilizacdo, como
Roser (1990) que desenvolveu uma metodologia de secagem cor{scdr pressao
atmosférica) para proteinas imobilizadas em matgmeosas (como filme plastico poroso,
tecido, papel a base de vidro, etc.) impregnadatoeanse, ou ainda Partridgeal. (1998)
gue adsorveu enzimas em um tipo de silica-gel cagréfica lavando-as compropanol
antes da liofilizag&do, o que permite um maior dspakento da proteina sob uma superficie

muito maior garantindo maior acessibilidade do sabsaos sitios ativos.
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Resumo

A caracterizacdo do biocatalisador composto pei@diltransferase (FTase) parcialmente
purificada deRhodotorulasp. e imobilizada em uma liga de niobio e grafitd) por
adsorcdo apresentou interacdes importantes erdgrezima e o suporte. A eficiéncia de
imobilizacao §imon) Observada foi de ~ 0,98 com relacéo a atividadé&tica oferecida a
imobilizacdo resultando numa imobilizagdo maxima3dé U por g de biocatalisador; a
adicdo de sacarose ao meio de dispersédo da adstas@celerou a adsor¢ao resultando ao
final num biocatalisador com,op entre 0,92 e 0,94; a adicdo do sal estabilizan®dao
meio de dispersao afetou ainda mais ey, entre 0,78 e 0,88. Estes resultados indicam
em conjunto com os resultados apresentados noulta@itque a sacarose em meio de
dispersdo da adsorcdo nao afeta o desempenhodiibioat sugerindo que os sitios ativos
ndo participam da imobilizagdo; j& com o CySg&&us ions indicam interagir com a
estrutura da molécula proteica de forma a oclusities ativos pois sabe-se que seu efeito
estabilizador é significartivo. A incubacdo da Famobilizada revelou que a 60°C a
meia-vida (t,) € aumentada em 2,24 vezes em presenca do Lefs@os muito menos
significativos foram observados com Mp@& NaCl. A meia-vida {f) estimada para a
enzima imobilizada em 48 e 50°C em pH 6,0 apresevatores de 2 a 2,25 vezes maiores
que em pH 4,5. ApGs a imobilizacdo foi possiveleobar um segundo ponto distinto de
maxima atividade enzimatica além do pH 4,5 defirpdm a enzima livre, o pH 6,0; assim
como observado com a enzima livre, a imobilizagiiesentou inibicdo pelo substrato para
concentracdes acima de 600 g/L e temperatura @mgaH 4,5 foi estimada em 62°C e em
pH 6,0 em 64°C. A sintese de FOS apresentou cdese(¥-09 apos 96 h de 0,57-0,59
em pH 6,0 e 0,55-0,56 em pH 4,5; foi possivel olzseque 0 aumento da concentragcéo
enzimatica na sintese (liL) acelera a reacdo assim como comprovado notulapd.
Imagens obtidas por microscopia eletronica de daree (MEV) revelaram que a
imobilizacdo ocorre por deposicdo na superficiei® as particulas de nidbio apresentam
porosidade superficial. A orientacdo da imobilizacam glutaraldeido e sacarose, através
da adicdo de uma nova etapa ao final do processwister¢cdo, apresentou um pequeno
aumento no valor denon, NO entanto, reduziu a estabilidade térmica.
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Characterization of the immobilized fructosyltranfe rase from
Rhodotorula sp.

E. Aguiar-Oliveira & F. Maugeri

Abstract

The fructosyltransferase froRhodotorulasp. recovered from a fermented medium,
by precipitation, was immobilized by adsorption a@nhiobium-graphite alloy.
Considering the biocatalyst system, the activity/ptdfile moved towards more
alkaline values as compared to the free enzymeersysndicating that the support
affected the charge distribution between the enzyamel the support. The
immobilized enzyme showed high activity and goabsity at pH values of 4.5 and
6.0. The biocatalyst half-lives at 48°C and pH ealwf 4.5 and 6.0 were 32 and 72
days, respectively. The kinetics for the immobilizgystem corresponded to that of
substrate inhibition. The synthesis of fructooligosharides from 50% sucrose
solutions was carried out in batch stirred reacéord the conversion was about 58%,
similar to that with the free enzyme. Based onlileeatalyst activity, stability and
process yields, the system developed in this wark lbe considered suitable for

application in large-scale bioreactors.

Keywords: Adsorption, Biocatalyst Stability, Effect of Enzemmmobilization,
FOS, Fructooligosaccharides Synthesis, Niobium.
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1- Introduction

Fructooligosaccharides (FOS) are oligosaccharidesposed of “n” chain linked
fructosyl groups (Gf n = 2—4) in the positiof-2,1 of sucrose, and have been classified
(Gibson & Roberfroid, 19958s prebiotics (functional food) due to their sBlex action in
promoting the development of intestinal micro flem@own as probiotics, beneficial to the
organism. Their principal components are: kesto&#)( 1-nystose (G and 1-
fructofuranosyl-nystose (GJ and since they cannot be metabolized by the human
organism, they can also be employed as sweetenedsinks and milk products, for
example (Mysore et al, 2005) FOS can be naturally obtained from fruits, greamsl
vegetables(Tanriseven & Aslan, 2005) However, large quantities of FOS are produced
biotechnologically by means of the transfructosglat activity of certain microbial
enzymegGhazyet al, 2007) A yeast of the genuRhodotorula,isolated from flowers from
the Brazilian Atlantic ForegMaugeri & Hernalsteens, 20q7produces an extracellular dimeric
enzyme that, according to characterisation stuéiesalsteens & Maugeri, 20gdhas shown to
be attractive for transfructosylation reactions.isTgenus is commonly related to the
production of lipidgSacchettiet al, 2005)and carotenoid@arket al, 2007) but in the present
work, it was the source of fructosyltranferase ($&[aEC 2.4.1.9), one of the enzymes
related to the production of FQS&hazyet al, 2005)

The production of FOS by immobilized enzymes ineslitwo concepts showing
considerable expansion in recent years: the industpplication of immobilized enzymes
and functional foods. The option for immobilizatimmainly due to the better possibilities
for reaction control and for the reuse of the bialysts, as well as permitting their use on
an industrial scaléviuramatsuet al, 1994) Different methodologies — such as the use of the
enzyme in its free or immobilized form — and diffet types of enzyme originating from
bacteria, fungi or yeasts — have been used or stegyéor use in the production of FOS.
However, even though the possibilities are manypyreso are the difficulties faced in
reproducing a large number of these methodologielifierent countries, difficulties such
as: cost, commercial availability of the supportsreagents involved in the process,
obtaining the enzyme and complex methodologiesa@boratory scale none of these are
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regarded as a problem, since they are dealt by adifigd team and in a controlled
environment, but when shifted to an industrial emwvinent they may result in the process
becoming unfeasible.

The goal of this work was to develop and charanteai biocatalyst having niobium-
graphite alloy as support. Adsorption was the imitikdiion method used because its
reduced loss of enzyme activity as compared tather methodologies, relatively simple
methodology and no use of highly toxic reagentsl @iobium-graphite alloy was chosen
because of its good mechanical resistance, innevatiaracter, since there were no reports
in the literature about this support been use@fyrenzyme immobilization, low cost (US$
51.9/kg — CBMM on 29/12/08), good availability apdssibility of reusgAguiar-Oliveira,
2007) The results are presented herein and are parBoézilian patentMaugeriet al, 2007)
about FOS production using yeast enzymes, unlikergirocesses which use filamentous
fungi and bacterial enzymes.

Brazil possesses the world’s largest natural resefwniobium, which is employed
for various purposes in the chemical, naval, aarbcal and space industries, etc., which
most benefit from its physical, chemical and meatanpropertiegTanabe, 2003; Tanatet
al., 1989) Its biotechnological application as a support ifamobilized enzymes is quite
recent, however its availability in Brazil, alongthvits high resistance endow this alloy
with great application potential. The goals of thierk are to evaluate the applicability of
the niobium as a support for immobilization of #edracellular fructosyltransferase from
Rhodotorulasp. and to obtain relevant information about tleezhnological application

of the biocatalyst.

1.1- Practical Applications

The extracellular fructosyltransferase (FTase) fya@asts of the gendhodotorula
has shown bio-catalytic performance very similarthat of enzymes involved in well-
defined commercial processes for the productiofruaftooligosaccharides (FOS), both in
the free and immobilized forms, representing aeraiitive to conventional processes. As a
first step, the study and knowledge of the charesties and action mechanisms of the
enzyme are essential, for a subsequent transfireaechnology used for FOS production

on a laboratory scale, to an industrial scale. Gfnthe objectives of the present study was

31



Capt. 2:Characterization of the immobilized fructosyltrarsise from Rhodotorula sp.

to present technology to obtain a suitable enzyateatisn and prepare a technologically
viable biocatalyst to provide good biotechnologipalformance and reproducibility. The
partial purification of the enzyme — just by pretapon — makes the process less onerous

and has been shown to provide transferase actuificient for the proposed objective.
2- Material and Methods

2.1- Materials

The strain ofRhodotorulasp. (LEB-V10: Laboratory of Bioprocess Engineering
UNICAMP), like other strains isolated in a previcstsidy (Maugeri & Hernalsteens, 20Q7)S
maintained in stock on agar slope. The industuaksates, sugar cane molasses and corn
steep liquor, were kindly provided Biyhe Usina Esther Campinas-SP/Brazil and Corn
Products — Mogi Guacu-SP/Brazil, respectively. Azyegnatic glucose-oxidase kit from
LaborLaly® (Guarulhos/S&o Paulo, Brazil) was used to deterrifie hydrolytic enzyme
activity. The solid-acid niobium-graphite (~95% Nimpound, used as the support, was
manufactured and provided by the Brazilian Compainyletallurgy and Mining CBMM;
Brazil). All the other reagents used were acquiiean reliable, available commercial

sources.

2.2- Microrganism and Enzyme

The Rhodotorulasp. yeast was cultivated in a medium containing cteep liquor
and sugar cane molasses treated with activateadtadlaraccording to the methodology
developed in the author’s laboratory by Mengesndes, 2006) Cultures were carried out at
30°C in 500 mL shaken flasks (250 rpm), 100 mL of medifor about 24 hours and the
work volume for cultivation was about 5 L. The madi was centrifuged after the
microrganism cultivation at°e, 10,000 g for 10 min. Cells were discarded anel th
supernatant submitted to precipitation by the aaldibf anhydrous ethanol at “ZDto a
proportion of 70% of the final total volumgernalsteens & Maugeri, 2008; Maugeri &
Hernalsteens, 2007)The reaction was carried out in jacketed reactr<®C with mild
agitation. After adding the alcohol, the medium veamtrifuged and the precipitate re-
suspended in a 50 mM acetate buffer, pH 4.5, thispension corresponding to the

concentrated enzymatic solution used in the expmerim This methodology showed an
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efficiency of 84 to 86% with respect to recovery toe enzyme from the fermented
medium

No further enzyme purification step was appliedycsi the activity of the
transfructosylation and degree of purity presenthi@ precipitate were adequate for the
proposed purpose, allied to the fact that the nuetlogy was of low cost and easy to

reproduce in an industrial environment.

2.3- Inorganic support

The solid-acid niobium-graphite compound showingupture force of 30 N/mm,
was ground in a bench mill and particles betweera®® 80 mesh (180 — 21n) were
separated using a vibrating screen normally usedrimulometric analyses. The particles,
showing a sandy appearance and dark grey colore wéraned by washing in a
concentrated solution of nitric acid, followed bygyidg at 86C for 12 hoursJanolino &
Swaisgood, 1997)

By applying nitrogen gas adsorption isotherm methagly and fitting to the BET
equation, it was possible to determine the follayvstructural properties of the particles:
surface area of 108%y, pore volume of 0.1394 ¢y, and pore diameter of 25.82 A. The

compound density was determined using pycnomegaiisig a value op = 2.73 g/cmi.

2.4- Determination of the enzymatic activity and re lated parameters

One transfructosylation activity unit ¢¢) was definedChen & Liu, 1996; Hidakat al.,

1998) as 1umol of fructose transferred {F/minute (Equation 1), one hydrolytic activity
unit (Uy) as 1umol of glucose liberated (G) / minute (Equationa?d one immobilized
activity unit (U) expressed one transfructosylation activity unafgupport (Equation 5).
The standard determination of the enzymatic agtiwias carried out at 63 in a 50 mM /
pH 4.5 acetate buffer with 50% sucrose (Wi¢rnalsteens & Maugeri, 2008 he reducing
sugars (RS) were determined by Somogyi-Nelson ndetbgy (Somogyi, 1945; Nelson, 1944)
and the glucose using an enzymatic glucose-oxi#dase€alculation of the activity was
performed on the basis of Equations 1 to 6.

Ute = Fr=2G — RS jimol/min] (01)

Uy =G [umol/min] (02)
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Considering that:

RS=F+G= F=RS-G (03)
FF=G-Fe Fr=2G-RS (04)
Thus:

Ui = Urd/g [umol/min.g] (05)
Uiy = Uy/g [umol/min.g] (06)

The ratio between transfructosylation activity; @ Urg) and hydrolytic activity
(Ui or Uy) expressed the strength of transfructosylatiorr oyerolysis, and was used to
understand the enzymatic behaviour, since these dutivities are known as FTase
(Hernalsteens & Maugeri, 2008Y he efficiency of immobilizationg(mmon) €xpressed the ratio
between the enzymatic activity effectively immobéid (U) and total enzymatic activity
submitted to immobilization (§), as shown in Equation 7; by definition, tbrresponds to
the ratio between the enzymatic activity of the caotrated solution ({#) submitted to
immobilization and the weight of the support (ghelresidual activity throughout the time
(RL) was determined according to Equation 8 to morgtarymatic activity losses with

time for both the immobilized and free enzymes. s purpose, some definitions were

provided: U? and U3: corresponding to the initial enzymatic activitietermined at time

zero (t), and U{ and U3 corresponding to the initial enzymatic activitéstermined at

time t.
U
& =i (07)
immob U0
Ut oyt
t(min) — i TF
RO s T ue (08)

2.5- Enzyme Immobilization

Immobilization was performed according to MaugeriAguiar-Oliveira(2007), by
adsorption of the enzyme onto niobium, the disparsnedium (standard medium) being a
50 mM / pH 4.5 acetate buffer. The standard processisted of two steps: the first with
mild agitation for 1 hour and the second underistinditions and low temperatures (4 -

6°C) for 18 hours. This process is usually perfaméh 8 to 10 g of niobium, covered by
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enzyme solution in a volume about twice as higthasupport volume, enough to cover all
support particles.

a) Effect of enzyme concentration: different enzyme concentrations were added to 1
g of the support () and evaluated in triplicate. After applying tharglard immobilization
methodology, the final immobilized activity (Uvas determined according to item 2.3 and
the immobilization efficiency gmnmor) Obtained according to equation 7. Different
immobilization ratios, between 117 and 20§ Were evaluated.

b) Effect of contact time and the addition of sucrose and CuSO4 on enzyme
immobilization: the effectiveness of enzyme adsorption on theimmlsurface in relation
to the contact time was evaluated in triplicat@tighout the second step of immobilization,
at intervals of 2, 4, 7, 11 and 18 hours, and esq@é in terms ofimmob (Equation 7). Five
dispersion media were evaluated, based on the athnfbrmulation: one standard
formulation, two with the addition of sucrose anhcentrations of 4 and 8% (w/v) and two
with the addition of CuSgat concentrations of 5 and 10 mM.

c) Oriented immobilization: this effect was evaluated by the addition of adthi
orientation step to the enzyme immobilization peso@vilchek & Miron, 2003) After the
second step (standard methodology), the biocatalgstagain submitted to the same static
and temperature conditions for a further 18 howisgitwo standard formulation media
containing 2.5% (v/v) of glutaraldehyde, and a coration of 2.5% (v/v) of glutaraldehyde
and 4% (w/v) of sucrose. The immobilization effitdy was determined according to

Equation 7, and the biocatalyst then incubated staadard medium for 35 min. at°65
and its thermal stability evaluated in terms ofideal activity R (Equation 8, residual
activity after incubation at 65°C for 35 min). Tagperiments were performed in triplicate.

2.6- Characterisation of the biocatalyst

The biocatalyst half-life (i) (Ghazyet al, 2007)was firstly evaluated with respect to
the effects of different pH values and salt addsiao incubation medium. The pH
influence revealed two different pH values, whiclergv both used to characterize the
catalyst, according to the influences of the tempee and substrate concentrations.

Microphotographies of the surface of the clean iwbparticles and of the biocatalyst
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were also obtained as additional information. Alé texperiments were carried out in
triplicate and the standard deviations determimecfch point.

a) Salt: the effect of salt ont was evaluated by separately adding 10 mM of the sa
CuSQ, MnCl, and NaCl to the incubation buffer solution. Theideaal activity (Equation
8) was followed throughout the incubation timets temperatures of 60, 63 and®5to
obtain the half-life ). Consequently, the effect of the salt additiontlb@ biocatalyst
half-life was determined from the ratio between liadf-life with the salt and that without

the salt, under standard conditiorﬁé‘é"{-samp'e/ t]jt;‘”dard).

b) pH: to determine the effect of pH on,t incubations at pH values of 3.0, 5.0, 5.5,
6.0 and 6.5 were evaluated, pH 4.5 being considéredtandard condition. The residual
activity was determined throughout the incubatiomes at 60, 63 and 85 to obtain £, at
each pH similarly to that described in item 2.@kerefore the effect of the pH on the half-

life of the biocatalyst was determined from theiorabetween the half-life at the pH
evaluated and that obtained at the standard pHevalud.5 ¢f; —**™/t}5*°). The pH

values 3.5 and 4.0 were also evaluated and tharenagtivities determined as described in
item 2.4, only changing the pH of the reaction ¢bouds.

c) Temperature: the effect of the temperature was evaluated ab@555, 60, 65, 68,
70 and 7%C at pH 4.5 and 6.0. The enzyme activities wererdgihed as described in item
2.4, only changing the temperature of the standandlitions.

d) Substrate: the effect of the sucrose concentrations was etedduat 0, 100, 200,
300, 500, 600 and 700 g/L at pH values of 4.5 arid Bhe enzyme activities were
determined as described in item 2.4, only chandhg sucrose concentration of the
standard conditions.

e) Image analysis: microphotographs of the support particles at diffé magnitudes,
with and without the immobilized enzyme, were takesing a JSM5900 LV scanning
electron microscope (SEM) at the Brazilian SynalmotLight Laboratory (LNLS-Brazil).
The images were generated by the secondary elsdiechnique (SEI). The pure particles

received no kind of pre-treatment. However, in ordeobtain the microphotographs with
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the immobilized enzyme in a low vacuum, the biolgatavas frozen and freeze-dried and
then re-covered in a fine layer of gold.

2.7- EOS synthesis

FOS syntheses were performed in stirred tank nmeagtors with an initial sucrose

concentration of 500 g/L in 50 mM acetate buffeplt4.5 and 6.0, with 7 and 14/kL
of enzymatic activity, with a total reaction voluroé5 mL. Samples of 2QuL were taken
and the synthesis products identified and quadtibg means of an ion chromatography
system (HPLC-PAD) fitted with an amperometric putketector and a CarboPac (240 x
4mm) column with a CarboPac PA100 (50 x 4 mm) guaidmn (Hernalsteens & Maugeri,
2008) The conversion of sucrose into FOSg4Y and its composition gGF,) were
determined according to Equations 9 and 10, relspdgt where [GF] was the initial
sucrose concentration, [FQShe total FOS concentration at time t, altraF,}J the
concentration of the component (2 < n < 4) at time

Yros= [FOSJ/[GF] (09)

@GF=2.4= [GR]/[FOS] (10)

3- Results and Discussion

3.1- Immobilization

a) Effect of enzyme concentration: The results in Figure 1 show that fop below
164 Urd/g, thegimmob Values were around 0.97, which means that 164gUs nearly the
maximum capacity of adsorption. Fog Ualues above 1704dg considerable enzyme was
lost, proving there was an excess of it, causingifomobilization efficiency, with€immob
values varying from approximately 0.75 to 0.5. Theity of the enzyme exerts a great
influence on the immobilization efficiency, as ohv&l in the immobilization of purifief-
fructofuranosidase in a metacrylate polymer, vgjthon = 1.0 for a | of 400 U/g(Changet
al., 1997) whereas with the non-purified enzymatic chemaduct the value fo&immob
was 0.96 for a b of 134.5 U/g(Tanriseven & Aslan, 2005)This may explain why the

maximum immobilization yield in this work was lesan 1.0, since the enzyme in this
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work was partially purified; considering the puetdi form it was obtained recently in our
laboratory 340 W/mL (Alvarado-Huallanco, 2010)
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Figure 1. Effect of enzyme activity on the immobilizationtora niobium support. The

dashed line indicates an ideal situation wiggkg,—=1.0.
b) Effect of contact time and of the addition of sucrose or CuSQO,: adsorption is one
of the simplest methods of immobilization and begimmediately after contact has been
established between the enzyme and the supporsuitable dispersion medium. In some
casegGhamgui, 2007)the immobilization of purified enzymes is satistady attained (more
than 90% off immobilization) in 30 minutes, while the present work, since a partially
purified protein solution was used, immobilizatiaias slower, probably due to the extra
proteins present besides the enzyme of interestpebng for the particle surface sites.
Figure 2 shows that under the standard conditié®8p of the enzyme submitted to
immobilization was adsorbed onto the surface ofpiaicles in two hours of contact. The
addition of sucrose retarded enzyme immobilizatiprgbably due to the fact that its
reactive sites were protected by the sugar molequlichek & Miron, 2003) thus reducing
the number of sites available for immobilizatiorgandition overcome with time, probably
indicating exhaustion of the sucrose in the mediline objective of adding the salt CuSO
was to evaluate if the presence of this salt, wipcbmotes enzyme stability at high
temperatures (according to item 3.2.a), would affee enzyme adsorption profile in any

way.
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Figure 2: Yields of immobilized FTase during incubation i 81M acetate buffer, pH
4.5 under the conditions: standard [dark circlethwi% (w/v) sucrose [white triangle],
with 8% (w/v) sucrose [grey triangle], with 5 mM 8@, [white square] and with 10 mM
CuSQ [grey square]. Bars indicate the standard deviatio

Furthermore, it appears that the greater the cdrat@n of sucrose, and even more
so that of the salt CuSQOthe greater was this effect. After 11 hours omiobilization,
more than 90% of efficiency was observed underdtiamdard condition and under the
condition with only 4% of sucrose. At the end of H&urs of contact themme, Showed a
value of 0.98t 0.01 under the standard condition, 084.01in the presence of 4% sucrose
and 0.92+ 0.01 with 8% of sucrose (with an assurance limit of 90%he salt CuS@also
disfavored adsorption, since after 18 hours of liation the value fogmmon Was only 0.88
+0.03and 0.7& 0.04in the media containing 5 and 10 mM respectivEigyre 2).

c) Oriented immobilization: many authorgLéps-Gallegoet al, 2007; Wilchek & Miron,
2003) have suggested the addition of post-immobilizatitaps, or orientation, with the aim
of increasing the stability by promoting a multtaraction between enzyme and support,
since the random (two step) processes do not redgdead to optimum conformational
stability. Nevertheless, orientation should be deng care, since this multi-interaction
may hinder enzymatic activitywilchek & Miron, 2003) Therefore, the effects of
glutaraldehyde as a covalent binding forming tygerd, and of the enzyme substrate
sucrose (under conditions of saturation the actites are protected against being used in
the immobilization process), were evaluated. Tiseilts for fructosyltransferase are shown
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in Table 1, the standard dispersion medium of thel tstep added to the methodology
being composed of 2.5% of glutaraldehyde, with aitdout 4% sucrose.

Table 1: Effect on immobilization efficiencye(umo- EQ.7) and residual activityRee -

Eq.8) for standard random immobilization methodgl{®?) steps) and oriented (3 steps) in
a medium containing glutaraldehyde at 2.5% (v/hwnd without 4% (w/v) of sucrose.

3 step:
2 steps (oriented)
(random) Glutaraldehyd [2.5% (viv)] +
Glutaraldehyd [2.5% (v/v)] SUCTOSEi4% WiV
€imob | 0.954+0.005 0.969+ 0.004 0.976+0.001
> | 0.564+0.002 0.442+ 0.002 0.447+0.005

The immobilization efficiency gnmo,) Was moderately higher after the post-
immobilization treatment, the addition of sucroselicating slightly greater efficiency.
However, on evaluating the thermal stability of thiecatalyst, expressed By (Eq. 8;

residual activity after incubation at 65°C for 3tijnit was shown that orientation failed to
increase stability, and there was even a loss tfilgcof about 20% as compared to the
standard non-oriented methodology. Other authods dieeady observed that the use of
glutaraldehyde promoted greater enzyme retentiohthat manipulation led to a greater
loss of activity(Manolovet al, 2008; Wilchek & Miron, 2003) The above results showed that the
standard immobilization methodology was better tthenother conditions assayed. Studies
comparing the thermal stability of the fructosytiséerase fronRhodotorulasp. in both
forms free and immobilized were performed and & baen shown that at temperatures
below 51°C the thermal stability of the biocataligshigher than the one for free enzyme,
and also that the opposite occurs at temperatimegesb2°CAguiar-Oliveira & Maugeri, 2011)

3.2- Characterisation of the immobilized biocatalys t

a) The effect of salt on thermal stability: According to section 2.6.a, the data fgs t

It_sample/ tstandar

under the absence and presence of salts, exprass@ﬁ V2 d) were obtained

and analyzed at 60, 63 and 65°C. The addition 8@showed the best effects ap for
all temperatures analyzed: a6 t,, was approximately 2.24 times higher than thahef t
standard sample, and at°65 it was 1.35 times higher. This effect has be@orted with

40



Capt. 2:Characterization of the immobilized fructosyltrardse from Rhodotorula sp.

the same salt, and suggested that at high tempesatartain enzymes liberate copper ions,
and that the addition of this salt to the mediumvpnts long time enzymatic inactivation
(Henry & Chapman, 2002; Hernalsteens & Maugeri,2®apinuttiet al, 2008) In the case of the salts

MnCl, and NaCl the effect was far less significant ataéd 63C, whereas reduceg tat
65°C; both salts presenting;§->"™"/tjs"*") < 1.0. The half-lives estimated under

standard conditions at temperatures of 60, 63 & @ere: 223.60, 55.45 and 33.49 min.
respectively.

b) Effect of pH on thermal stability: Similar to the section above, the values f@r t
for each pH value were related to the dt the standard pH (4.5) and the same temperature.
pH 6.0 promotes the highest stability when comhavéh the standard condition, at all
temperatures: thg, at 65C was 1.45 times greater at pH 6.0 than that a# sHpHs 5.5

and 6.5 also presented a ratid,{(->*™°/tf;*°) > 1.0 at some of the temperatures, but in

far less significant proportions: at 63 and 65°€@dhl 5.5 and at 65°C for pH 6.5. The pH
values of 3.0 and 5.0 did not benefit the biocatafy any condition. Similar to the results
in section 3.2.a, the half-lives under standardd@mns at temperatures of 60, 63 and®5
were: 223, 55 and 33 min., respectively.

c) Influence of pH on biocatalyst activity: The influence of pH on enzyme activity,
as shown in Figure 3, presented a different efectcompared to the free enzyme
(Hernalsteens & Maugeri, 20Q8)vhere a single maximum point was determined atqath 4.5.

It is well-known that niobium has a strong negatiarge(Tanabe, 2003; Tanatet al, 1989)
which leads to a shift in the optimum pH of immateld enzymes to more basic values, or,
in many cases, to a broadening of the praflanjay & Sugunan, 2006Negatively charged
supports tend to promote proton partition when ocegti concentrate on their surfaces,
resulting in a pH value of the enzyme microenvirenindifferent from that of the
dispersion medium pkdrevan, 1980) In such cases, the effect of thédéncentration in the
vicinity of the enzyme clearly affects the functdity of their active sites, consequently
altering their pH profile. It is also of great impance to emphasize that the immobilization
of polymeric enzymes promotes different profilesd dmehaviours. Some authors have

suggested that in the case of dimeric enzymedHilase for exampl@iernalsteens & Maugeri,

41



Capt. 2:Characterization of the immobilized fructosyltrarsise from Rhodotorula sp.

2008) immobilization only takes place with one of thésunits, leaving the other sub-unit
free, and that this may affect enzyme functionatitynany aspects.
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Figure 3: Effects of pH on immobilized FTase: transfructasign activity, U
(continuous line) and the ratio with hydrolytic iaitt, U/Uiy (dotted line).

The results showed that immobilization of the FTaseniobium had a strong effect
on the enzyme behavior and that this effect to@celin the microenvironment, in the
vicinity between the enzyme and the particle safahe effects of pH on the biocatalyst
revealed two peaks of maximum activity, with markkfierences between them: pH 4.5
and 6.0. The ratio {J;y indicated that at pH values below 4.5 there wasnarease in
sucrose hydrolysis in detriment of the activity inferest, meaning that this was not a
suitable working range. Under standard conditi&tsraM acetate buffer / pH 4.5 / %D),
the ratio WUy — which expresses the strength of the transfrylatien activity - was
around 1.6, indicating that hydrolysis was satigfaky lower than transfructosylation.
Thus the transfructosylation strength was very Higtween pH 4.5 and 6.5, except at pH
5.5, where the activity was lower and the ratid k) smaller. The characterization of the
free enzymeHernlasteens & Maugeri, 2008gvealed its dimeric form, so the results preskente
here were possibly a reflex of this structural deat strongly affected by the pH, support
charge and form of immobilization. The enzyme atstiand transfructosylation strength at

pH 5.0 and 6.0 were similar, so these values weleced for further biocatalyst
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characterizationsStandard deviations for all experimental data weeeveen 0.10 and
0.37.

d) Influence of temperature on biocatalyst activity: the influences of the
temperature at pH 4.5 and 6.0 can be seen in Figushowing the difference in slope
between enzymatic activation and deactivation. At45 the optimum temperature was
estimated to be about %2, and at pH 6.0 about &2. The ratio YUy indicated that at
temperatures between 45 and®3he transfructosylation activity (Juwas higher at both
pH values, and for temperatures higher thafCéfhis ratio dropped abruptly. The ratio
Ui/Uiy showed its maximum value at abouf@%t both pH values. Standard deviations for
all experimental data were also between 0.10 adf. However, for the free enzyme
obtained from the synthetic composition medium GYMPBrnalsteens & Maugeri, 2008jhe
optimum temperature range was between 65 and 70°C.

e) Influence of substrate concentration on biocatalyst activity: the influence of the
substrate concentration on enzyme activity, asatieghiin Figure 5, revealed an inhibitory
effect of sucrose at high concentrations (>600.grhjs behavior is common with enzymes
after immobilization, and is due to diffusion limitons and/or proton partition effects
(Changet al, 1997; Tanriseven & Aslan, 205; Trevan, 1980e negative charge of the support may
attract and concentrate cations as well as pobjtorearged substrate molecules, increasing
the concentration of this component in the enzyenaticro-environment. If, in its free
form, the enzyme is inhibited by its substrategraftnmobilization this effect may be
observed at lower concentrations, since the effeatoncentration is that of the micro-
environment and not that of the dispersion mediiffusive effects may also occur.
These are very common in cases of immobilizatiomiojusion in polymers, and have also
been observed with solid supports covered by enzgigees(Trevan, 1980)

Kinetic studies with FTase, also using industrialtwre media formulations, but in the
free, purified and partially purified formgivarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010)also
revealed an inhibitory effect of sucrose at conegiuns above 785 g/L. According to
Figure 5, at both pH values, the maximum enzymwigcivas at a sucrose concentration
of 500 g/L. The ratio {WJ;y (dotted line) was considerably affected by thercse

concentration at pH 4.5, whilst at pH 6.0 the raéimained relatively stable throughout the
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range analyzed, indicating that at pH 6.0, the éigtucrose concentrations inhibited the
hydrolytic activity. For all the experimental panthe standard deviations were again
between 0.11 and 0.53.
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Figure 4: Influence of the temperature at pH 4.5 and 6.Ghenimmobilized FTase:
biocatalyst W(continuous line) and the ratio with hydrolytidiaity, U;/U (dotted line).
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Figure 5: Influence of sucrose concentration on the biogatactivity at pH 4.5 and
6.0.

f) Image analysis: Figure 6 shows microphotographies of the suppaofases before
and after the immobilization procedure, where ghsly smoother surface can be seen
(Figure 6.b) after enzyme immobilization, correspemnt to the partially purified enzyme
adsorbed to the surface. As mentioned before, FifaseRhodotorulasp. is a dimmer of
about 200 kDa(Hernalsteens & Maugeri, 2008and the niobium particles have low pore
diameter volume (section 2.3), thus, becomes dBaranalyzing Figure 6.b that the
immobilization occurs only on the surface of thetiples and not inside the particles,

because of the mismatch in size of the enzyme mldemnd the pore particle.
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g) Half-life: As 50C is the standard temperature for FOS synthesib thi¢ free
enzyme(Hernalsteens & Maugeri, 20Q8jhe stability of the immobilized biocatalyst aofithe
free enzyme was evaluated at this temperature lancht48C in order to validate the data
and also according to parallel studies of FOS ®githoptimizationAguiar-Oliveiraet al,
2011) this temperature has proved to be a good conditiosynthesis with the biocatalyst.
The results were satisfactory and confirmed thédridiocatalyst stability at pH 6.0. The
half-life (ty») for the biocatalyst at pH 4.5 was about 24 days2C and 32 days at 48;
whilst at pH 6.0 these values were about 48 andag®, respectively. For the free enzyme
at pH 4.5, the, was estimated as 6 and 14 days

at 50 afd,48spectively.

Figure 6: Microphotographs (x 5,000) by SEI showing the ipbrtsurfacea) before
(clean patrticles; superficial porosity) ab) after enzyme immobilization (solution of
precipitated proteins with transfructosylation eityi adsorbed).

In previous workAguiar-Oliveira, 2007) FTase was immobilized in different supports
using different methodologies, for example, incsiligrafted with zirconium. In this case,
when immobilization was performed by adsorptiovalue of 0.8 was obtained fefnmob
However, after 72 h under refrigerated conditiohs 6°C) the activity fell to 5% of the
initial value. In a second attempt, with the enzyimenobilized by covalent bondsimmob
was 0.7, and after 72 h under the above conditithresactivity fell to 35% of the initial
value. On account of these experiments, perfornmel@iulow temperature and short time of
storage, no further studies ovef,twere carried out using these two forms of
immobilization.

h) FOS synthesis: the sugar concentration profiles obtained with ithenobilized

enzyme were shown to be very similar to those obthin previous studies in the author’s
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laboratory using the same enzy(riernalsteens & Maugeri, 2008yith the sucrose (GF) being
converted in about 24 hours and, as expected, $e¢BF) been firstly formed in large
quantities, and then gradually transformed to mest¢GE) and subsequently to™-1
fructofuranosyl-nystose (G} Table 2 shows the data for the conversion ofcaeinto
FOS and also its composition, for the conditionscdeed in section 2.7. An increase in
biocatalyst load increased the conversion of secio® FOS, whilst in previous studies
with the free enzymgHernalsteens & Maugeri, 2008; Maugeri & Hernalegge2007)conversions of
0.50 to 0.63 were obtained. Other studiesanget al, 1997; Ghazyet al, 2007) presented
similar yields using enzymes from different micralbarigins. Our results also showed that
after 96 hours of synthesiss was higher at pH 6.0 (0.59) than at pH 4.5 (0.B@wever

at the latter pH value, GRFeached higher concentrations (0.092), which isnéresting
behavior in FOS production. Specific studies ondpé&mization of the FOS synthesis in
stirred batch reactors with the biocatalyst wengquened (Aguiar-Oliveiraet al, 2011) and pH
6.0 has proven to be a favorable condition for B@8hesis.

Table 2: Data for the yields from sucrosedpé— Eq.10) and FOS compositiofGFn=2-4
— Eq.11)with immobilized FTase at 7 and 14tdL and at pH values of 4.5 and 6.0.

pH 4.5 pH 6.0
7 U/mL 14 U/mL 7 Ui/mL 14 U/mL
24h| 96h| 24h| 96h 24h 96h 24h 96h
Yeos | 0.44 | 055| 052 056 030 057 052 0.59
Qs | 078 | 037 085 035 053 046 094 042
@ces | 020 | 055 032 058 056 054 020 0.p7
(@or, | 0.020| 0.087 0.004 0.0920.575| 0.045 0.044 0.069

4- Conclusions

The immobilization methodology used in this study Ito a high biocatalyst
stability, which increased with the addition oftsalo the reaction medium, particularly
CuSqQ, increasing the enzyme half-life up to 1.25 tineés6(C. The influence of pH
showed the formation of two peaks of maximum agtjvone corresponding to the
optimum pH of the free enzyme (pH 4.5). This effeah be explained by the association
between the dimeric form of the enzyme and thengtreegative charge of the support that
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promotes proton partition effects. With respectht® enzyme half-life, at 65°C it was 1.45
times higher at pH 6.0 than at pH 4.5. The effeftde substrate concentration confirmed
inhibition of the enzyme activity at high sucrosencentrations of above 600 g/L.
Immobilization changed the critical sucrose concdidn from 785 g/L with the free and
purified enzyme down to 600 g/L with the immobilizend partially purified enzyme,
reflecting partition and/or diffusion effects indiet by immobilization on a negatively
charged support. Good thermal stability was alseoled at 5T, the half-life being about
24 days at pH 4.5 and about 48 days at pH 6.0. Memvat 48°C the half-lives jumped to
32 and 72 days, respectively. With respect to §mhesis of FOS from sucrose, the
efficiency and profiles were similar to those ob&l with the free enzyme. The conversion
of sucrose to FOS was slightly higher at pH 6.0hthapH 4.5, reaching about 0.59 and
0.57, respectively, using 14i/bhL of enzyme activity. Despite its well-known litations
(when compared to covalent linkage, for examplemahilization by adsorption, as
performed in this study, has provided enough ewidsrto affirm that this is a promising

technique for the application of this biocatalysprocess bioreactors.
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6- Nomenclature

BET  Equation for physical adsorption of = GF;  Nystose

gas molecules on a solid surface GF,  1™-fructofuranosyl-nystose
FOS Fructooligosaccharides n Number of fructosyl groups, degree
F Fructosepmol/min) of polymerization
Fr Tranferred fructos@mol/min) Nb Niobium
FTase Fructosyltransferase R Reducing sugakgmol/min)
G Glucosgumolimin) R.  Residual activity after a time' at a

[GF°] Initial concentration of sucroggL)

Gk 1-kestose temperaturer”
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RS Reducing sugargmol/min) Uy  Immobilized hydrolitic activity unit
SEI Secondary electrons technique (Hmol/min)
SEM  Scanning electron microscope U, U Initial enzymatic activities at time
ti Half-life (min, days) zero
o Tﬁ;ﬂg&ﬁgﬁf activity submitted to U!, Ul Enzymatic activities at time’
Ure Transfructosylation activity unit Yros  FOS YieldFosy[Gr
(umol/min) g&mmob  Efficiency of immobilization
Uy Hydrolitic activity unit(umol/min) OGF FOS compositionsF.J[Fos]
U, Immobilized transfructosylation n

activity unitumol/min.g of support)
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Resumo

Conforme resultados apresentados no Capitulo 2 sohafeito da adicdo de sacarose e
CuSQ ao meio de dispersdo da adsorcao, avaliou-seito efestes compostos sobre a
capacidade catalitica da frutosiltransferase (FTesebilizada em nidbio em sinteses de
FOS. A adsorcao conduzida em presenca da sacasskou em conversoes (Y e
composi¢cdes dos FO$GF,) muito semelhantes ao biocatalisador imobilizaddro,
indicando que os sitios ativos ndo sao envolvidesadsorcdo. J4 0s biocatalisadores
obtidos em presenca de CuSgpresentaram um aumento de 9-12% ek ¥nas quando

o biocatalisador padrao foi submetido a sintesé&@8& em presenca deste sal no meio
reativo a producéo de FOS foi totalmente inibiddjdando que seus ions interagem com a
estrutura tridimensional da enzima de forma a prevaente ocluir ainda mais os sitios
ativos, pois em conformidade com os resultadossaptados no Capitulo 2, este sal tem
um grande poder estabilizador sobre a enzima iimada. Sinteses de FOS realizadas com
a enzima imobilizada na forma padrdo, mas com adiedMnC} e NaCl ao meio reativo,
resultou em diferentes niveis de reducdo sokeg &¥ ¢GF,, portanto, a presenca dos ions

estudados em sinteses inibe a cinética da FTadslimada.
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Effects of the addition of substrate and salts in t he immobilization
of the fructosyltransferase and on its catalytic pr operties

E. Aguiar-Oliveira & F. Maugeri

ABSTRACT

The partially purified extracellular fructosyltrdagmse fromRhodotorulasp.
LEB-V10 when adsorbed to niobium particles in preseof 4 and 8% w/v of
sucrose (its substrate) did not presented anyrdiifation in relation to FOS
synthesis, meaning that the enzymatic active sttesiot related to adsorption.
Biocatalysts immobilized in presence of CuS& 5 and 10 mM presented a
gentle increase in FOS yield (9 to 12%) in relatothe standard condition and
when FOS synthesis is conducted in presence of MOomthis salt, no FOS
molecule is produced; this suggest that as thisisa strong stabilizing agent
its interaction with the protein molecule shouldsue in a “safe”
conformational structure for the enzymatic actiitesswhich can even obstruct
the sites acessibility. FOS syntheses in presefd® onM of MnC}L or NaCl

were also inhibited but, not as much as observdd @uSQ.

Keywords: CuSQ, Effect of Salts in Adsorption, Effect of Sucrose
Adsorption, Fructooligosaccharides Synthesis, MphQaCl,

Niobium
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1- Introducéo

A enzima frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9raerllular e parcialmente
purificada deRhodotorulasp. LEB-V10 nas formas livre e imobilizada temesgntado
resultados interessantes quanto a suas caracertataliticagAguiar-Oliveira & Maugeri,
2010; Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010; Halsteens & Maugeri, 2008Pesde 0 isolamento
da leveduraRhodotorulasp. LEB-V10 de flores da Mata Atlantica Brasile{kaugeri &
Hernalsteens, 2007)diversos estudos tem sido conduzidos com suasihliinsferase
parcialmente purificada (precipitacdo com etar®ljye a solucdo protéica assim obtida do
meio de cultivo apresenta boa atividade de tratesfilacdo e suas caracteristicas cinéticas
e de conversdo da sacarose em fruto-oligossacarid@®S) — um acucar pré-bibtico
(Maioranoet al, 2008; Sangeethet al, 2005)— ndo diferem de forma a justificar a adicdo de
outras etapas de purificac@dvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010Pesde a caracterizacado
inicial do biocatalisador obtido pela adsorcédo daoEiltransferase em nidbi@guiar-
Oliveira & Maugeri, 2010) estudos adicionais tem sido conduzidos quanteoaaestabilidade
térmica (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2011) otimizacdo de sinteseaguiar-Oliveira et al 2011)
liofilizacdo, aplicacdo em biorreatores, etc. corobjetivo de se consolidar a aplicacao
industrial desta enzima.

Cada enzima, como molécula protéica que é, tenpEymia conformacgéo ideal ou
satisfatoria que permita a realizagdo de uma atiMdbiocatalitica; para isso 0 substrato
deve ligar-se a enzima em seu sitio, que é umaadeicom forma definida e aberta na
superficie da molécula, constituida por grupos Rwméoacidos que podem ou nao estar
distanciados entre si na estrutura primaria e d@ewdconformacgéo tridimensional da
molécula, apresentam uma proximidade também trigkineal (Borzaniet al, 2001) Muitos
outros componentes como ions, cofatores, coenzimassubstratos competitivos
(reversiveis), etc. podem se ligar a molécula alido ou ndo sua conformacdo ou
limitando o acesso ao sitio ativo, no entanto, sabgque 0 uso destes aditivos ao meio é
bastante efetivo para diversas enzimas porque“estgpacao” do sitio ativo resulta em
menores, porém, significantes mudancas conformaisona cadeia polipeptidica e a

enzima adota uma conformacgao mais rigidgain, 1997)
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A presenca de um sal também pode causar -efeitosbilestdores ou
desestabilizadores nas proteinas dependendo, monpéx da sua posicdo na seérie
liotropica de Hofmeister, jA que alguns sais sé&wbtam empregados para precipitacdo ou
dessorcdo de protein@sagain, 1997) Algumas enzimas requerem a presenca de ions ou
outras moléculas em associacdo para desempenhfamgéa biocatalitica ou aumentarem
sua estabilidade. fons como®Gavig?* e Mrf* s&o ativadores comuiBorzaniet al, 2001)
Sabe-se que algumas enzimas necessitam de ceitopasa realizar determinadas
catalises; de acordo com Chaplin and Bucgkeoo) alguns sais necessarios a boa
reatividade de enzimas podem ser ligados ao supode a enzima sera imobilizada ou
adicionados ao meio de reacgdo. Papinattial. (2008) observaram um 6timo efeito
estabilizador do sal Cug@obre uma lacase. Ozimek al. (2005) and Hijumet al. (2003)
observaram com uma inulosucrase (pertencentes apo gdas frutosiltransferases)
geneticamente modificada que o fon®*Caxerce um importante papel estabilizador e
ativador quando adicionado ao meio; a adicdo &, Hg’*, CU#*, F&* e Fé" reduzem a
atividade enzimatica; 1 mM de KfgK" e N& ndo apresentam nenhum efeito significativo
mas 1 mM de Cd aumenta a atividade enzimética em quase 30%.

A presenca de moléculas do substrato durante egsoade imobilizacdo de uma
enzima em um suporte (ou seja, durante a formagédigacbes quimicas responsaveis
pela imobilizacdo) pode proteger seus sitios atemitando que estes sejam utilizados
como pontos de ligacdo na imobilizag@aichek & Miron, 2003) Autores como Wilchek and
Miron (2003)defendem que a imobilizacdo orientada evita qimssmportantes a atividade
biocatalitica sejam inviabilizados estericamenteutilizados para formacdo das ligacbes
com o suporte como pode acontecer em casos delizagBp aleatéria. Reett al. (1996)
observaram que poderiam aumentar consideravelmaecateidade de uma lipase, quando
esta era inclusa em materiais hidrofébicos sokgepresenca de aditivos como polietileno
glicol, alcool polivinilico e proteinas como alburaiou gelatina e que aditivos com baixo
peso molecular como sorbitol, glicerol ou triglickEros ndo apresentam efeito significativo.

Sabe-se que a imobilizacdo sempre afetara de alfprma a enzima espera-se,
entretanto, que esta interferéncia seja minimaeengo altere a capacidade biocatalitica da

enzima. A imobilizagéo permite o uso repetido dichtalisador ao insolubilizar a enzima e
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permitir sua aplicagdo nos mais diversos tiposidgdatores, mas restringe a mobilidade
da enzima dependendo da forca quimica envolvideagéo. Muitos autores sugerem as
mais diversas metodologias de imobilizacdo com jetieb de reduzir o impacto sobre a
enzima.

Em trabalhos anterioregAguiar-Oliveira & Maugeri, 2010 e 2011)encontram-se
informacdes importantes sobre alternativas pamaabilizacdo da frutosiltransferase em
nidbio como imobilizacdo orientada e aleatéria soaghio enzimatica em presenca de
diferentes concentracfes de substrato (sacar@3e$@, mas o efeito destas metodologias

de imobilizac&do sobre a capacidade catalitica demenainda ndo havia sido avaliada.
2- Materiais e Métodos

Tendo como base, as metodologias descritas e eagag@m trabalhos anteriores
(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Alvarado-Huallame& Maugeri-Filho, 2010; Hernalsteens & Maugeri,
2008),Rhodotorulasp. LEB V-10 foi cultivada em meio contendo meldeocana e dgua de
maceracdo de milho. Sua frutosiltransferase extriacefoi parcialmente purificada por
precipitacdo com etanol, imobilizada por adsorcdo eidbio e sua atividade de
transfrutosilacédo () foi determinada por meio das metodologias de $girdelson e kit
enzimatico Glicose-oxidase. Os padrdes cromatagftlos fruto-oligossacarideos (GGF
GF; and GE) foram obtidos da Wako Chem. (Japdo) e os padtfmsatogréaficos de

sacarose, glicose e frutose foram obtidos de maeasnfianga no mercado.

2.1- Sinteses de FOS

As sinteses de fruto-oligossacarideos (FOS) foemlizadas com base em trabalhos
anterioregAguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Hernalsteens & tgeri, 2008) O meio reativo padrao
de sintese foi 50 % (p/v) de sacarose comercidbempéo acetato de sédio 50 mM em pH
4,5 ou pH 6,0. A concentracdo enzimatica empref@Adie 6 U/mL e a temperatura foi de
50°C. Sinteses em pH 4,5 e pH 6,0 foram conduzdas o biocatalisador imobilizado
obtido de forma padréo (sem adicdo de sacarosei8@{e corresponderam as condi¢des
padrédo. Todas as sinteses foram realizadas encaliapé com volume total de 5 mL em

frascos agitados em banho termostatizado.
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2.1.a- Sinteses com biocatalisador FTase/Nb obtido em presenca de
sacarose
A adsorcéo da frutosiltransferase (FTase) em ni@¥in) foi feita em presenca de 4
e 8% (p/v) de sacarose adicionada ao meio de d@épesegundo Aguiar-Oliveira e
Maugeri(2010) e o biocatalisador imobilizado obtido foi empreg#@ U/mL) em sinteses
de FOS sob as condi¢bes descritas acima.
2.1.b- Sinteses com biocatalisador FTase/Nb obtido em presenca de
CuSO,4
A adsorcéo da frutosiltransferase (FTase) em niWix) foi feita em presenca de 2,
5 e 10 mM de CuSfadicionado ao meio de dispersdo de imobilizacgarsto Aguiar-
Oliveira e Maugeri2010) e o biocatalisador imobilizado obtido (6/fdL) foi empregado
em sinteses de FOS sob as condi¢Bes descritas acima
2.1.c- Sinteses com adicdo dos sais: CuSO 4, MnCl, e NaCl
O biocatalisador FTase/Nb obtido de forma padr@aiar-Oliveira & Maugeri, 2010)
foi avaliado com relagcdo ao seu desempenho enssitle FOS em meio reativo descrito
acima contendo os seguintes sais, adicionadosdaulkente: CuSL) MnCl, e NaCl, em

uma concentragao de 10 mM cada.

2.2- Identificacdo e quantificacdo de carboidratos

As amostras (20 pL) foram coletadas ao longo destods sinteses acima
mencionadas. Os carboidratos provenientes destésses: sacarose (GF), glicose (G),
frutose (F), 1-kestose (Gf nistose (GE and Ifrutofuranosil-nistose (Gff foram
identificados e quantificados por cromatografia ides (HPLC-PAD) com base em

metodologia definida previament@augeri & Hernalsteens, 20Q7)

2.3- Eficiéncia das sinteses

A conversao do substrato (sacarose) em FOS dendaniviays foi obtida pela
Equacdo 01 sendo a concentracdo inicial da sacamseeio de 500 g/L e [FOS] a
concentracdo total (g/L) dos fruto-oligossacaridebdos num determinado tempo de
sintese; a composicéo percentual de cada FOS dhnadoém foi calculada com base na
concentracao (g/L) total de FOS obtido. A proddie especifica de FOS denominada
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Preos (mg/U.h) foi calculada conforme Equacao 02. A cosipdo percentual de cada FOS

foi calculada tendo como base a concentracéo ideighcarose (500 g/L) de acordo com a

Equacao 03.
__[Fog 01
YFOS_lSOOg/L D)
_ [Fog"™ _mg (02)

Fos T U/mLth)  Uh

[GF.]

%GF, = *100%
o (5009/L|j °

3- Resultados

(03)

Por se tratar de um hetero-dimerernalsteens & Maugeri, 2008 frutosiltransferase
de Rhodotorulasp. LEB-V10 ao ser imobilizada em niébio, um stpasdlido-acido
revelou um duplo ponto de atividade enzimatica maxXpH 4,5 e 6,0 como reportado por
Aguiar-Oliveira e Maugeri(2010]. Sob condi¢cdes padrdo de sintese em pH 45 a
concentracdo maxima de FOS foi de 255,85 gito§¥ 0,51) e em pH 6,0 de 274,11 g/L
(Yros = 0,55) ambas com 96 h de tempo de singeg@ar-Oliveiraet al, 2011) Diversos
relatos na literatura indicam que as conversfesadarose em FOS obtidas com diferentes
frutosiltransferases variam de 24 a 61% e que @saleses raramente ultrapassam 60% de
conversao devido a inibicdo competitiva da glicesere os produtos da sintg¢Beine,et al,
2008;Prataet al, 2010; Sangeethat al, 2005)

Estudos cinéticos da frutosiltransferaseRit@dotorulasp. LEB-V10 apresentam a
cinética de producédo dos FOS em que inicialmenteé@érmado em altas concentracdes e
depois Gk e GR sédo formados em diferentes proporg@@grado-Huallanco & Maugeri, 2010)
assim como observado com frutosiltransferase premtes de outros microorganismos
(Maioranoet al, 2008; Pratat al, 2010) Diferentemente, Kinet al. (1998) obtiveram com uma
frutosiltransferase dBacillus maceran&G-6 uma producéo exclusiva de &pos 40 h de

sintese sem formacao dos precursores:aB# Gk.
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3.1- Sinteses com biocatalisador FTase/Nb obtido em presenca de sacarose

Conforme Aguiar-Oliveira e Maugel010) a adicdo da sacarose ao meio de
dispersdo para adsor¢cdo da frutosiltransferase iébionrevelou uma desaceleracdo na
adsorcéo, especialmente nas 10 primeiras horadinabde 18 h de imobilizacdo a
condicdo padrédo apresentou uma eficiéncia de imabdo de 98% e as condigbes
contendo 4 e 8% (p/v) de sacarose apresentaranB9%aede eficiéncia, respectivamente.
Dessa forma, as enzimas imobilizadas obtidas esep¢a de 4 e 8 % (p/v) de sacarose
foram empregadas em sinteses de FOS e comparaaia® @o seu desempenho com a
enzima obtida de forma padrdo. A Figura 1 apresanteonversdes da sacaroseogy e
produtividade (Ribg) obtidas destas sinteses realizadas sob condig@ie&o nos pHs 4,5
and 6,0.

os (Padrac) - &= Pr_ (padrao) —e—Y___(padrao) -9-Pr__(padrao)

—-Y
FOS (
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Figura 1. Conversdo da sacarose em FO&EYEQ. 01; simbolos e linhas fechados) e
produtividade especifica ®g Eq. 02; simbolos e linhas vazados) com a
frutosiltransferase parcialmente purificada Rlgodotorulasp. LEB-V10 e imobilizada
em niébio em presenca de 4 e 8% (p/v) de sacarmgng(los e quadrados,
respectivamente) e imobiizada de forma padrdouloisy. As sinteses foram realizadas
nas condicdes de: 50°C, &/dL, 50% (p/v) de sacarose em tampao acetato de 56d
mM em dois pHsa) 4,5 eb) 6,0.

A Figura 1 revela que praticamente ndo ha difeergignificativas entre as
condicdes avaliadas, inclusive entre os dois valdeepH. Com 72 h de sintese os valores
de YrosVvariam em torno de 0,52 e 0,56 e ao final de 86tle 0,52 e 0,57; com relagéo as

produtividades especificas de FOS todas as corgligpesentaram reducdo dedgra
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partir de 24 h de sintese e com valores muito $emts entre si. As composicdes
percentuais de cada FOS obtido também foram maeitoethantes entre as condi¢cbes
analisadas com valores aproximados de 70% de 26F6 de GEke 4% de Gl-(dados nédo

apresentados).

Estes resultados mostram que a imobilizagédo dasiitransferase em niébio ocorre sem
afetar o sitio ativo da enzima, mesmo na auséreisadarose, devido provavelmente ao
fato de estar o sitio ativo bem protegido no ioteda molécula proteica, ndo sofrendo,
portanto, obstrucdo ou impedimentos estéricos fgigtivos durante o processo de
imobilizacdo. Assim, a presenca de sacarose dueaimt®bilizacdo da frutosiltransferase

em nidbio se mostra desnecessaria.

3.2- Sinteses com biocatalisador FTase/Nb obtido em presenca de CuSO 4

Os resultados apresentados em trabalho antegaar-Oliveira, 2010)revelaram que
a adicdo de 5 mM do sal Cup@o meio de dispersdo diminuiu a eficiéncia de
imobilizacdo, apdés 18 h de contato observou-se eficg&ncia de imobilizacdo de 88%;
com 10 mM do mesmo sal, a eficiéncia observadad&i78%; para comparacdo, a
eficiéncia de um processo padrdo é de 98%. Esteamalsentou um grande efeito
estabilizador sobre a frutosiltransferase imobdl&@guiar-Oliveira & Maugeri, 201Q)por esta
razdo seu efeito sobre a enzima durante o prockssalsorcdo foi avaliado e também o
efeito disso sobre a capacidade biocatalitica danen

Neste estudo, trés concentracdes de GueOneio de dispersdo foram avaliadas: 2,
5 e 10 mM, e os biocatalisadores obtidos foram eggimfos em sinteses de FOS sob
condigbes padrdao. A Figura 2 apresenta os valasmesodversdo da sacarose em FOS
(Yro9 e da produtividade (Ps9) obtidos neste estudo ao longo do tempo de sintese

Em comparacdo com a condi¢do padrdo, para asednealizadas em pH 4,5 os
rendimentos (¥og € produtividades especificas df foram semelhantes entre si (Fig.
2.a), exceto pela condicdo a 2 mM de CuSfDe até 72 h de sintese apresentou
rendimentos bem menores, igualando-se as outralicéas apenas ao final de 96 h. Em
pH 6,0 apenas a condi¢cdo obtida em presenca de Sohdémelhante a condi¢do padréo

(Fig. 2.b); por outro lado, o biocatalisador obtidm presenca de 10 mM demonstrou
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melhores rendimentos entre 24 e 48 h de sintese qumdicdo padrdo £¥s 12 e 9%
maiores em 24 e 48 h, respectivamente). A sinteséizada em pH 6,0 com o
biocatalisador obtido em presenca de 2 mM de Gu&@hbém apresentou menores
rendimentos em comparagdo com as outras condig@ses,com relagcdo a concentracdo
especifica de FOS é possivel observar que difenemtie de todas as condi¢cbes avaliadas
(Fig. 2) seu valor foi crescente com o tempo, r@esentando um ponto de maximedzr
nas primeiras horas de sintese, o que indica quereocidade de producédo de FOS foi
drasticamente desacelerada.
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Figura 2: Conversdo da sacarose em FO&ELYEQ. 01; simbolos e linhas fechados) e
produtividade especifica ®g Eq. 02; simbolos e linhas vazados) com a
frutosiltransferase parcialmente purificada Rlgodotorulasp. LEB-V10 e imobilizada
em niébio em presenca de 2, 5 and 10 mM of Gu§®ntagonos, quadrados e
triangulos, respectivamente) e imobilizada de fopadréo (circulos). As sinteses foram
realizadas sob condi¢ces simples: 50°C, #nl, 50% (p/v) de sacarose em tampéao
acetato de sédio 50 mM em dois pHp4.5 andb) 6.0.

A Tabela 1 apresenta as composi¢des percentuaadie FOS obtido com estas
sinteses. Em comparacdo com a condicdo padramngzosicbes percentuais dos FOS
obtidos nas sinteses utilizando a enzima adsoendgpresenca de 5 e 10 mM de CySO
foram semelhantes entre si, com a enzima adsoceicia2 mM de CuSgQas composicdes
percentuais foram menores para, @FGR. Apos 96 h, o menor valor de %61 obtido

em pH 4,5 com o biocatalisador obtido em preseecE0 mM de CuS£(0,05% menor
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Tabela 1: Composicdo percentual dos FOS: 1-kestose)(@istose (GE) e T-frutofuranosil-nistose (Gff obtidos de sinteses
com frutosiltransferase parcialmente purificadaRtddotorulasp. LEB-V10 e imobilizada em niébio com 0 (padrdy)5 e 10
mM de CuSQ adicionado ao meio de dispersao da imobilizac&osiAteses foram realizadas em 50°C,/6L 50% (p/v) de
sacarose em tampdo acetato de sédio 50 mM em p#64(b Os desvios padrao variaram entre 7 e 3%aloes.

Sinteses em pH 4,5

24 h 48 h 72 h 96 h
x 2mM | 5mM | 10mM ~ | 2mM | 5mM | 10mM ~ | 2mM | 5mM | 10mM ~ | 2mM | 5GmM | 10mM
Padréo Padréo Padréo Padréo
CuSQO, | CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO,

% GF,| 34,75| 26,32 35,77| 37,19 40,31 37,19 40,95 4135 39,42 39,91673938,24| 36,00| 39,92 36,94 35,98
% GF,| 4,37 | 2,05| 306/ 369 822 343 5533 649 10,9 573860 | 886| 12,81 7,18 10,79 10,50
% GF,| 097 | 066| 079 160 156 1,20 1,44 1,53 1/96 160931 1,97| 235 2,02 221 25@
Sinteses em pH 6,0

24 h 48 h 72 h 96 h
~ | 2mM | 5mM | 10mM ~ | 2mM | 5mM | 10mM ~ | 2mM | 5mM | 10mM ~ | 2mM | 5GmM | 10mM
Padréo Padréo Padréo Padréo
CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO, CuSO,

% GF,| 34,74| 27,12 33,23| 37,96 42,63 38,04 41,73 4547 4250 41,69934242,26| 40,36| 42,28 41,58 39,7
% GF;| 2,89 | 2,06| 2,75 379 606 35 625 7,21 9/82 577349 10,92 12,22| 8,37| 11,41 131
% GF,| 087 | 066| 0,79 089 147 1,7 131 199 194 167821 2,46| 2,24 199 21% 294

(=}
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Capt. 3:Effects of the addition of substrate and salth@&immobilization of the fructosyltransferase amdts catalytic properties

gue seu padrdo); em pH 6,0 e com o mesmo biocatalisforam obtidos os maiores
valores de %GHand %GEk (7 e 24%, respectivamente, maiores que seu padx&o)
entanto, a composicdo percentual de fructose (dados apresentados) das sinteses
empregando o biocatalisador obtido em 10 mM de Gd&@m: 2,4 (pH 4,5) e 1,8 (pH
6,0) vezes maiores que em seus respectivos padr@ges® significa um maior quantidade
de frutose nao transferida (frutose residual).dvgvel que concentracbes mais elevadas de
CuSQ promovam um melhor equilibrio na distribuicdo degas da molécula protéica,

levando a uma melhor conformacéo para o sitio athethorando a eficiéncia da sintese.

3.3- Efeito da adicdo de sais ao meio de sintese

Trabalhos anteriores sobre a caracterizacao dasfitwéansferase deéhodotorulasp.
LEB-V10 nas formas livréHernalsteens & Maugeri, 2008 imobilizada em nidbigAguiar-
Oliveira & Maugeri, 2010)reportaram que a atividade enzimética livre ndoafetada por
MnCl, mas houve uma reducdo de 26-30% com NaCl, adidoocé ZnSQ e observou-se
um aumento da atividade de 21% com CySdicionalmente, com a enzima imobilizada,
CuSQ aumentou a estabilidade em até 124% em 60°C evio@i, e NaCl o aumento da
estabilidade menor que 75% em 60°C e apresentda régativo em 65°C.

Com o objetivo de se estudar o efeito da preseastesl sais no meio de sintese
empregando um biocatalisador imobilizado obtido fdema padrdo, empregou-se
isoladamente os sais Cu§®™nCl, e NaCl numa concentragédo de 10 mM na composi¢ao
dos meios de sinteses. Os resultados relativosineers@io da sacarose em FOS$JY e
produtividade especifica (R provenientes destas sinteses sdo apresentaBagira 3.

A andlise da Figura 3 revela que a adi¢do de ssiistése interfere na conversao da
sacarose (¥og € na produtividade (Rsg nos dois pHs avaliados, os resultados foram
inferiores em comparagao com os padrdes. A adiedou$Q foi a de pior impacto sobre
as sinteses, em pH 4,5 ndo houve formacdo de neRfSne em pH 6,0 apenas a 1-
kestose (Gp foi formada, resultando numa produtividade edmecimaxima de 0,06
mg/U.h com 24 h; com base neste resultado e no aunumtestabilidade térmica
observada especialmente em presenca dest@gsédr-Oliveira & Maugeri, 201Q) pode-se

afirmar que a estabilidade térmica ocorra devidédgam tipo de alteracdo conformacional
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ou de cargas promovido pela presenca de sais coBuSQ, levando a uma ocluséao do

sitio ativo e consequentemente sua “protecao”.
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Figura 3: Converséo da sacarose em FO$0LYEQ. 01; simbolos e linhas cheios) e
produtividade especifica ®@g Eg. 02; simbolos e linhas vazados) com a
frutosiltransferase parcialmente purificada Rlgodotorulasp. LEB-V10 e imobilizada
em nidbio. As sinteses foram realizadas a: 50°0/®L, 50% (p/v) de sacarose em
tampao acetato de sodio 50 mM em dois @)¢.,5 eb) 6,0. Foram analisados os efeitos
da adicdo individual de 10 mM de CuSQriangulos), MnGl (quadrados) e NaCl
(pentagonos).

As composicdes percentuais de cada FOS obtido stas sinteses adicionadas de
MnCl, e NaCl estdo apresentadas na Tabela 2; conformeionado, ndo houve producéo
de FOS com a adicédo de CuSPor essa razdo os resultados provenientes dastiicao
ndo foram incluidos na Tabela 2. Com relacdo agsds conduzidas em presence de
MnCl, e NaCl é possivel observar da Tabela 2 que as asigfies percentuais de FOS
foram menores que seus padrdes, sendo a condichbl & e com NaCl a condicdo mais
préxima do padrao.

Uma frutosiltransferase dgacillus maceran&G-7 (Parket al, 1999)que € capaz de
produzir exclusivamente o fruto-oligossacarideos @&stuma apresentar uma fase lag
muito extensa (40-60 h) para producéo deste FOBtia ga sacarose, no entanto, a adigdo
de ions de amonia, especialmente nitrato de anfd@ienM) ao meio de sintese conseguiu
eliminar esta fase lag. Com esta mesma enzima,cams F&, Mg?* e K aumentaram,

ainda que suavemente, a atividade catalitica. Bara exoinulinase d&. marxianus
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MnSQ, e CaC} aumentaram sua atividade enzimatica e foram faméeninibidas por
HgCl, e AgNG; (Singhet al, 2007) Outros estudos demonstram que a presenca dafstis
diversas frutosiltransferases, por exemplo, Sahgettal. (2005) afirma que esta enzima é
completamente inibida em presenca de 1 mM df& eld\g".

Tabela 2: Composicdo percentual dos FOS: 1-kestose,)(Gfistose (Gp e T-
frutofuranosil-nistose (Gff obtidos de sinteses com a frutosiltransferaseiglarente
purificada deRhodotorulasp. LEB-V10 imobilizada em niébio. As sintesesafor
realizadas sob condi¢ces simples: 50°C, #nl, 50% (p/v) de sacarose em tampéao
acetato de sédio 50 mM em pH 4,5 e 6,0 adicionmsdésdamente de 10 mM de Mn@
NaCl e sem nenhum aditivo (padréo). Os desvios&padariaram entre 7 e 3% dos
valores.

Sinteses em pH 4,5
24 h 48 h 72 h 96 h

Padrdo | MnCl, | NaCl | Padrdo | MnCl, | NaCl | Padréo | MnCl, | NaCl | Padrdo | MnCl, | NacCl
% GF,| 34,75| 14,300 22,31 40,31 14,58 31,07 3942 11,99,39| 36,000 9,07 35,54
% GF3| 4,37 | 1,05| 1,44 8,22 1,54 2,13 10,0 1,69 2|95 12,8146 | 4,04
% GF,4| 0,97 | 0,01| 0,01 1,56 0,08} o0 196 0,11 0j07 235130 0,10
Sinteses em pH 6,0
24 h 48 h 72 h 96 h

Padrdo | MnCl, | NaCl | Padréo | MnCl, | NaCl | Padrdo | MnCl, | NaCl | Padrdo | MnCl, | NaCl
% GF,| 34,74| 27,420 23,84 42,683 30,25 357 4250 29,99,63| 40,36/ 28,82 41,63

% GF;| 289 | 1,18 159 6,04 221 288 982 320 4j02 12,371 | 5,63
% GF,| 0,87 | 0,01, 060, 147 001 100 194 05 152 224030 1,76

4- Conclusdes

Sinteses de fruto-oligossacarideos (FOS) a paatisatarose comercial com a
frutosiltransferase parcialmente purificada @&hodotorula sp. LEB-V10 tem sido
apresentado como um processo capaz de ser apé#oa@scala industrial, devido ao baixo
custo de obtencéo da enzima e eficiéncia de proc@ssresultados aqui apresentados sao
importantes e vem acrescentar conhecimentos solereima e seu desempenho como
biocatalisador.

A imobilizacdo em nidbio também tem demonstradacabilidade e vantagens; a
adsorcédo é um procedimento simples e a adicdoadeosa como composto protetor do
sitio ativo da enzima durante a imobilizagdo nderall o desempenho do biocatalisador

imobilizado, mostrando que o sitio ativo ndo estataimente envolvido no processo de
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imobilizacdo. No entanto, a presenca do sal Gus6 e 10 mM durante a imobilizagédo
resultou em biocatalisadores com desempenhgg(¥e 12 a 9% maior que a condi¢cdo
padréo entre 24 e 48 h de sintese. A adicdo desalecidos por elevarem a estabilidade
térmica da enzima imobilizada ao meio reativo péngese de FOS provocou uma inibicdo
consideravel do processo catalitico resultando emnom eficiéncia de sintese,

especialmente o sal CugO
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6- Nomenclatura

FTase Frutosiltransferase %GF, Composicdo percentual de GF

FOS Fruto-oligossacarideos %GR Composicdo percentual de 5F

[FOS] Concentracdo de FQ$L) %GF, Composicdo percentual de GF

GF Sacarose Yeos Conversao da sacarose em FOS

G Glicose Pr-os Produtividade especifigag/u.h)

F Frutose U; Unidade de atividade enzimatica
Gk 1-kestose imobilizada de transfrutosilacao
GF;  Nistose (kmol/min.g)

GF, 1"-frutofuranosil-nistose Nb  Niobio
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Capt. 4:Thermal stability of the immobilized fructosyltef@rase from Rhodotorula sp.

Resumo

Estudos sobre a termoestabilidade da frutosilteaasé (FTase) extracelular e parcialmente
purificada deRhodotorulasp. LEB-V10 e imobilizada em liga de nidbio e gmfrevelaram
interacdes importantes entre a enzima e o suparteonsequéncia dos resultados previamente
apresentados no Capitulo 2. A relacdo de Arrhaeiveou a formacao de duas fases distintas com
diferentes energias de ativacao da desnaturaggootiservadas apenas com a enzima imobilizada.
Entre as temperaturas de 47 e 51°C a enzima immatidli apresentou maior estabilidade térmica,
especialemtente em pH 6,0, do que a enzima liwegmianto, entre 52 e 70°C a enzima livre
apresenta-se mais estavel que a forma imobilizewa48°C, {, para a enzima imobilizada foi
estimada aproximadamente em 32 dias (pH 4,5) éagjpH 6,0) e para a enzima livre (pH 4,5) 14
dias em 65°C i} foi estimada, respectivamente, como 33, 48 e 68. Masta diferenciacao
energética entre 51 e 52°C sugere estar relaci@mfido de a FTase ser um hetero-dimero que em
contato com um solido-acido, como o niébio, podeesgntar diferenciacdes energéticas e/ou
conformacionais neste intervalo de temperaturaadalisar o efeito da incubacgdo por 15 min em
diferentes temperaturas, mais uma vez a temperdeirg2°C destacou-se, pois, em pH 4,5 a
enzima imobilizada apresentou uma ativacdo dadatild enziméatica de 1,8 vezes e em pH 6,0 de
1,6 vezes, a enzima livre foi ativada em 1,2 veres;60°C observou-se também ativacdo mas
apenas com a enzima imobilizada mas com intensdadmores: 1,3 vezes (pH 4,5) e 1,2 vezes
(pH 6,0). A temperatura de meia-inativacagg(Toi estimada para a enzima imobilizada como
66°C e 62°C para a enzima livre, ou seja, sob mddmobilizada a enzima suporta temperaturas
mais altas até que perca metade de sua atividadendita. Estudos de espectroscopia de
fluorescéncia conduzidos com a inulinase e invertamobilizadas em nidbio (dados né&o
apresentados ou publicados) revelaram que o nidbimmove o espalhamento da luz
impossibilitando o estudo da transicdo térmicardarmacional também da FTase imobilizada em
diferentes temperaturas, seriam necessarios estowos especificos sobre a conformacao

enzimatica ap6s a imobilizacdo para uma melhor ceemzé&o do efeito do nidbio sobre a FTase.
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Thermal stability of the immobilized fructosyltrans ferase from

Rhodotorula sp.

E. Aguiar-Oliveira & F. Maugeri

Abstract

The thermal stability of the extracellular fructisgnsferase (FTase) from
Rhodotorulasp., recovered from cultivation medium by ethapdcipitation and
immobilized onto niobium-graphite alloy, was stutliey Arrhenius plot, half-life
profile, half-inactivation temperature ) and thermodynamic parameters. The
Arrhenius plot showed two different behaviors witifferent deactivation energies
(Eag) Only after immobilization, the transition occungi in the temperature interval
between 51 and 52°C.sqfor free enzyme was estimated around 62°C and afte
immobilization, 66°C. After 15 minutes at 52°C walso possible to observed an
enzymatic activation for both free and immobiliZedms, but the greater activation
was achieved at pH 4.5 with the immobilized enzyBetween 47-51°C the
immobilized enzyme was more stable than free enzyoeéng the pH 6.0 for
immobilized enzyme the more stable condition, Hudve 52°C the free form was
more stable.

Keywords: Adsorption, Arrhenius Plot, Dimer, Half-life, Niabm, Thermal

Activation.
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Capt. 4:Thermal stability of the immobilized fructosyltsd@rase from Rhodotorula sp.

1- Introduction

Fructooligosaccharides (FOS) belong to the funeii@tass of foods, due mainly to
their prebiotic propertiegGibsonet al, 2004) FOS can be naturally obtained from fruits,
greens and vegetablémnriseven & Aslan, 2005and also from the enzymatic hydrolysis of
inulin and/or the transfructosylation of sucrossiadaes by certain microbial enzymes; the
most well-known and most widely applied enzyme&®S production are those obtained
from filamentous fungi and certain bacteria. Neveless yeasts from the genus
Rhodotorula,isolated from Brazilian Atlantic Forest flowers the authors’ laboratory
(Maugeri & Hernalsteens, 2008re capable of extracellularly producing the dimenzyme
fructosyltransferase (FTase, EC 2.4.1.9) which g@mtsshigh transfructosylation potential
(Hernalsteens & Maugeri, 2008)

The immobilization of this enzyme on a solid-acidboium-graphite alloy has been
the subject of several studies, such as: charaatemn of the immobilized
fructosyltransferas@guiar-Oliveira & Maugeri, 2010studies on the thermostability (presented
in the present paper), kinetic studi@gvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010and the
optimization of FOS synthesis in shaking flagkguiar-Oliveiraet al, 2011) Initial studies on
the characterization of the free enzyme obtainesgnthetic medium (GYMP) showed an
optimum pH value of 4.%Hernalsteens & Maugeri, 20085tudies performed with the same
enzyme, but obtained using edustrial mediun{containing industrial by-products such as
corn steep liguor and sugar cane molasses) and bipeal on the same support, showed
several effects caused by the strong negativedb#tte support on the enzyme, such as the
existence of two distinct points with maximum aityivpH 4.5 - similar to the free enzyme
- and pH 6.0 - presenting excellent thermal stighiliguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)

The extracellular frustosyltranferase (FTase) flehodotorulasp. is obtained by
only one purification step (ethanol precipitationpartially purified enzyme) since the
transfructosylation activity and degree of puritgsent in the final concentrate enzymatic
solution were adequate for the proposed purposieddb the fact that the methodology
was of low cost and easy to reproduce in an indignvironmen{Aguiar-Oliveira & Maugeri,

2010; Hernalsteens & Maugeri, 2008nd also because according to kinetics studiels thig
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immobilized FTase there is no significant improvema sucrose conversion between
purified and partially purified enzynmglvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010)

The industrial application of biocatalysts reliesosgly on their stock and
operational stabilities. The half-life, which expses the stock stability, provides
information regarding the biocatalytic maintenamegacity between manufacturing time
and usage. On the other hand, the operationalistat@scribes enzyme persistence during
the process under the conditions of @€&again, 2003; Papinuttt al, 2008) Immobilization
also changes the denaturation profile in both megatnd positive ways, one explanation
for this being that the decrease in solubility leé €nzyme reduces, for instance, molecular
and submolecular mobility and vibratiofBsomberget al, 2008)

The mechanism of enzyme denaturation can showrdiffestages and complexities,
the most common models, describing first order tiktse being those developed by
Arrhenius and/or Lumry & EnrgFogler, 1999; Lumry & Eyring, 1954However, in some cases,
an apparently simple and first order inactivatian anask a set of complex molecular
events. It is known that the unfolding of the tnyi structure of the proteins leads to a loss
of enzyme functionality, resulting in its denatimat (O'Fagain, 1997) Enzyme
thermostability studies provide information on ttagpacity of the enzyme to resist thermal
unfolding in the absence of substrate, and thertbeaffinity studies assess the capacity of
the enzyme to perform its function in the preseoifcihe substratéNadeemet al, 2007) This
work presents the results obtained in the thermabilgy studies of immobilized
fructosyltransferase fronRhodotorulasp. due to the great potential and viability for
fructooligosaccharides (FOS) production by thisyemz and provides valuable information

necessary for bioreactors designs.
2- Material and Methods

2.1- Materials

As related in a previous workAguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)the strain of
Rhodotorulasp. (LEB-V10: Laboratory of Bioprocess EngineeritiNICAMP, Brazil)
was isolated from Brazilian Atlantic Fore@@laugeri & Hernalsteen, 2007)The industrial

substrates for medium cultivation (by-productsgaucane molasses and corn steep liquor,
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were kindly provided byrhe Usina Esté(Campinas-SP/Brazil) and Corn Products (Mogi
Guacu-SP/Brazil), respectively. The glucose (hydrolactivity) was determined by using
an enzymatic glucose-oxidase kit from LaborfaGuarulhos/Sdo Paulo, Brazil). The
solid-acid niobium-graphite (~95% Nb) compound,cduss the support, was provided by
the Brazilian Company of Metallurgy and MinifGBMM; Brazil). All the other reagents

used were acquired from reliable commercial sources

2.2- Rhodotorula sp. cultivation and fructosyltransferase partial p urification

The conditions for cultivation of thehodotorulasp. and partial purification of the
fructosyltransferase (FTase) from the medium (bscimtation with anhydrous ethanol)
were described previousl§aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010) The concentrated enzymatic
solution with high transfructosylation activity use all experiments corresponds to the
precipitate obtained after precipitation with etblame-suspended in a 50 mM acetate
buffer, pH 4.5.

2.3- Inorganic support and enzyme immobilization

Particles of the solid-acid niobium-graphite compdibetween 65 and 80 mesh
(180 — 212um) were obtained and cleaned according methodaleggribed in a previous
work (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010yhich contains more information about mechanical a
chemical properties of these particles.

The standard methodology for immobilization by agdon onto niobium patrticles
applied in this work was described earligguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Maugeri & Aguiar-
Oliveira, 2007)

2.4- The enzymatic activity and related parameters

As applied and described earl{@guiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Hernalsteens & igeri,
2008), the enzymatic activity for fructosyltransferas@ §se) was determined based on the
methods of Hidaka, Hirayama and Sumidakaet al, 1998)and Chen and LigChen & Liu,
1996) One transfructosylation activity unit {K free enzyme; Equation 1) was defined as 1
pumol of fructose transferred {Fin one minute (min) and one immobilized activitgit
(Ui) expressed one transfructosylation activity uminiobilized in one gram (g) of support
(Equation 2).
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Utk = Fr= [umol/min] (01)
U; = Urg/g = [umol/min.g] (02)

The efficiency of immobilizationg{mmon) €xpressed the ratio between the enzymatic
activity effectively immobilized (Y and total enzymatic activity submitted to
immobilization (W), as shown in Equation 3; by definition, dorresponds to the ratio
between the enzymatic activity of the concentrasaution (Uf) submitted to
immobilization and the weight of the support (gheTresidual activity throughout the time
(Rr) was determined according to Equation 4 to morgtazymatic activity losses with
time for both the immobilized and free enzymes. this purpose, some definitions were

provided:U? andus. corresponding to the initial enzymatic activitiestermined at time

zero {,), andU/ andu!. corresponding to the initial enzymatic activitiéstermined at

time t.
Ui
Eimmob — U_o (03)
. U-t Ut
t(r:un) - _|o - % (04)
RF( © Ui UTF

2.5- Effects of temperature

The thermostabilities of the free and immobilizedicfosyltransferase, were

followed and established from their residual atitsi (R\{s¢)) in stocks maintained in 50

mM acetate buffers at pH values of 4.5 and 6.@@icordance to Hernalsteens and Maugeri
(2008) for the free form and Aguiar-Oliveira and Maugen10)for the immobilized form]
in the absence of substrate, for various periodsmd at temperatures ranging from 47 to
70°C. All the experiments were performed in triplicate

Half-inactivation temperature ¢J) and thermal activation of free and immobilized
enzyme were determined by submitting them to & braaibation period (in 50 mM acetate
buffer without substrate) at different temperatyrasging from 47 to AAT) for 15 min and
then immersed in ice bath for 5 min and finally wnatic activities were determined

according to 2.4. The enzymatic activity obtaindterathis procedure corresponds to

79



Capt. 4:Thermal stability of the immobilized fructosyltsd@rase from Rhodotorula sp.

ulsmin, for the immobilized enzyme, and#2™n, for the free enzyme. As a control, the
enzymatic activities either of free and immobilizedzyme, with no incubation, were
determined according to 2.4, which correspond &uhlue ofuf: andu?, respectively.
These enzymatic activities were applied to Equatiomn order to obtain the residual
activity as a function of the incubation temperattﬂ(RTl5mi”) versus T (°C)]. For the
immobilized enzyme, assays were carried out at fiHa#d 6.0(Aguiar-Oliveira & Maugeri,

2010) while for the free enzyme assays were performméy at its optimum pH value 4.5.

All experiments were performed in triplicate.

2.6- General enzyme thermal stability parameters

a) kq: The enzyme denaturation constant (Kmin) was obtained from the graph of
In(R}) versus time (min) (data not presented), corregimgnto the value of the inclination

of the regression obtained. For this calculatiarly segressions obtained with a minimum
of 5 points and with a value f& above 0.93 were accepted.

b) Eaq and ty2: The denaturation activation energydBJ/mol) and half-life (fo;
min) of the immobilized enzyme were obtained frdma k values(Catanaet al, 2007; Cornish-
Bowden, 1995) According to Arrhenius equation (Equation 5), thevalues obtained were
plotted as [-In(¥)] versus [18T; (1/K)]. The value referred to as.Fis obtained by
multiplying the ideal gas constant (R = 8.314°KJ/molK) by the slope of the regression

obtained.

k. =A I:e_Ead/RT}:—In(kd):[Egd]1—In(A ) (05)

d ™" T d

The ky values, if applied to Equation 6, allow for thdccdation of t, (min), and
this equation combined with equation 5 allows anexpress;f, according to Equation 7.

_In(05) _ 06931
ty, = =
- kd kd

(06)

_ 0,6931-e(Ead/RT)

v (07)

c) Tso and thermal activation: Based on Equation 4, the residual free and

immobilized activities for each temperature asstsgere used to construct the graph of
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R%f”(‘:';‘ (residual activity after 15 min) versus SCJ. The value for the half-inactivation
temperature (§) was determined with the support of the matherahtisoftware
TableCurvé" 2D (spss, INC., 1996)by means of an adjustment of the points to a

mathematical equation that allows for the calcalatf the temperature required f f“g')”

= 0.5. The values obtained f@#ﬁ%" also provided information on the thermal activatad
the enzyme at specific temperatures.

d) The effect of pre-incubation at 52 and 60T : The temperatures of 52 and
60°C, corresponding to the points of maximum attwvaobserved in the study onsol
were evaluated separately with respect to the sitieiof the effect of this activation on

enzyme stability. The immobilized enzyme (at pHuesl of 4.5 and 6.0) and the free
enzyme (at pH 4.5) obtained under standard comgitemd with initial activities ot)° and
Ut were first submitted to a short incubation at 58@tC for 15 min, and then immersed

in an ice bath for 2 min before incubating at 688{gh temperature) for 35 min, presenting

final activities of u*3*™" and yiF™n. The residual activity obtained in each case,

«15-35mi « 15-35mi . . .. . . .
R s2eec and R goeze , was compared with the residual activity obtaiaédr incubation

at only 65°C for 35 minREM". The experiments were carried out in triplicate.

2.7- Thermodynamic Parameters of Enzyme Denaturatio n

The values for kand Eg4 obtained, according to sub-items 2.6.a and 2\8dre
used in the calculations of: Gibbs Free Eney$;(kJ/mol; Equation 8), EnthalpyAd;
kJ/mol; Equation 9) and EntropyA%; J/mol.K; Equation 10). For these calculatiohg t
Boltzman constant @ was defined as 1.38.%9 J/K and the Planck constant (h) as
11,04.10%° J.min(Doran, 2002; Blanch & Clark, 1997)

AG = —RTIn( Ky 'hJ (08)
ko T

AH =E,, —-RT (09)

AS = AHT;AG (10)
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3- Results and Discussion

3.1- Calculations of E .4 (Arrhenius plot)

a) Free Enzyme: According to Figure 1 the linear regression of ploénts in the
temperature range assessed (4%GJOvas well fitted (R = 0.992), the value for the
denaturation activation energy.gEwas calculated as 294.35 kJ/mol. THevRlues for the
residual activity (Equation 4) ranged from 0.93187.

b) Immobilized Enzyme: Analyzing Figure 1, two distinct inclination phasean
be clearly noted at the two pH values evaluated differentiation between the phases
occurred in an interval of just 1°C, between 51 &88C. The first phase corresponded to
the milder temperature range, from 47 to 51°C, #mal second phase comprised the
temperatures from 52 to 70°C. In the first phalse,linear adjustments obtained gave)E
values of 175.10 kJ/mol (R 0.976) at pH 4.5 and 263.16 kJ/rtlef= 0.952) at pH 6.0; in
the second phase 4 was calculated as 293.74 kJ/mof @R0.995) at pH 4.5 and 319.44
kJ/mol (R? = 0.996) at pH 6.0 The Rvalues for the residual activity (Equation 4) redg
from 0.93 to 0.96.

When compared to the free enzyme, the immobilizeyme presented unusual
behavior, since a single inclination profile is m@ommonly observed, as in the case of the
free enzymeBhatti et al, 2007; Santost al, 2007) However, unusual profiles have previously
been reported for the Arrhenius plot, and evenig-Zag” like profile with two negative
inclinations and one positive inclination has besportedSik3niset al, 1990)

The denaturation activation energy,dEvalues for enzymes generally vary from
170 to 400 kJ/mofporan, 2002)and this parameter expresses how much energededdo
promote enzyme denaturation under the conditiosssaed. The gvalues obtained shows
that at pH 4.5, the free and the immobilized fregtmansferase (in temperature phase 2)
presented very similar energy values. With resped¢he immobilized enzyme, the value
for Eag was higher in temperature phase 2 (52cj0for both the pH values assessed.
Several authors have proved that chemical modidicatof the surface can drastically
change enzyme behavior with respect to its therabdgly and other aspects of interest,

due to conformational chang@shatti et al, 2007; Bromberget al, 2008; Sik3niset al, 1990) It
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must be emphasized that immobilization, especiatiya strongly loaded support such as
niobium, can alter the enzyme behavior or highlighperceptiblephenomena when the

enzyme is dispersed in the medi@adana, 1998)

free (pH 4.5): 47-70°C
immobilized (pH 4.5): 47-51°C
immobilized (pH 4.5): 52-70°C
immobilized (pH 6.0): 47-51°C
immobilized (pH 6.0): 52-70°C

=
N
1

> b B @ O

[-In(k,)]

T T T T
2.90 2.95 3.00 3.05 3.10 3.15

10°.T" (K)

Figure 1: Calculation of By for the partially purified fructosyltransferaseorin
Rhodotorulasp. in the forms: free (pH 4.5) — white circ|xsear fit: y = 35.404.x — 99.936;
R?= 0.992] immobilized (pH 4.5) phase 1 — black squdliesar fit: y = 35.331.x — 100.56;
R? = 0.995] and phase 2 — gray squalésear fit: y = 21.181.x — 54.807; "R= 0.976]
immobilized (pH 6.0) phase 1 — black trianglésear fit: y = 38.422.x — 86.582;R 0.996]
and phase 2 — gray trianglgisear fit: y = 31.653.x — 86.582;°R 0.952)

The profiles presented here can also be analyzedidwring the dimeric form
presented by this enzyniigernalsteens & Maugeri, 2008yhich, according to some authors, is
the most common form presented by all fructosylifarasegLuscheret al, 1996)and it is
also possible to find references to the actionaaf dlistinct fructosyltransferas@semukula
et al, 2009) Between 51 and 52°C some type of energy diffexom occurs with the
immobilized enzyme, and to understand this phenome&me must consider the influence
of the support and, maybe principally, the fornwimich the enzyme is immobilized on the
support. Some authors defend the idea that in @&kse of dimeric enzymes, for example,
immobilization can occur with just one of the sufits, leaving the other one free, and this
could alter many aspects of enzymatic functiongfitgvan, 1980) In a study carried out
with a trimeric enzymgBolivar et al, 2009) a strong argument in favor of the partial

immobilization of sub-units was found, such thad thssociation of these sub-units could,
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in many cases, be the first step in the inactivatibpolymeric enzymes, or the desorption
of one of the non-immobilized sub-units could ogaantaminating the reactive medium.
One can even conjecture that when incubated atehiggmperatures, the molecule of
fructosyltransferase frolRhodotorulasp. immobilized on niobium could be in the form of
two monomers, and in this case would probably meguiore energy to denature these two
independent units. On the other hand, at lower &atpres, the dimeric form would confer

greater stability, requiring a lower value foiE

3.2- Calculation of t 1o

Mathematical expressions for the half-lifgftat different temperatures were then
obtained according to Equation 7 and are listedwel Equations from 11 to 15. With the
help of the software Statistica S8TATSOFT, INC., 200Q) the equations were fitted to the
experimental points in order to obtain their resped?’ values.

a) free FTase (pH 4.5) / 47-T0 —R?= 0.992

t,,=6.935107% " /T (11)
b) immobilized FTase (pH 4.5) 47-%1 —R?*=0.976

t,,=126510% T (12)
c) immobilized FTase (pH 4.5) 52-70 —R?*= 0.995

t,, =689210% 7 (13)
d) immobilized FTase (pH 6.0) 47-%1 —R?= 0.953

t,,=8.00510% " /T (14)
e)immobilized FTase (pH 6.0) 52-70 —R?*= 0.995

t,, =6.34010%" 7 (15)

As discussed before, for the free enzyme the profd exponential and
uninterrupted and obeys only to Equation 11. Howefee the immobilized enzyme at both
pH (4.5 and 6.0) the differentiation between thefifgs is clear in both temperature phases
(Figure 2). At 56C, corresponding to the optimum temperature for B@8hesis with the

free enzymegHernalsteens & Maugeri, 2008}he half-life (i/2) calculated for the free enzyme
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was 5.81 days. After immobilization, this valuersamsed to approximately 24 days at pH
4.5 and nearly twice this value at pH 6.0. Themfammobilization was beneficial to the
enzyme between 47 and°&l increasing its stability (Figure 2). This chdegistic makes
use of the immobilized fructosyltransferase verynpising, because if equations 13 and 15
were followed at temperatures below°6] the values estimated for the half-life of the
immobilized enzyme at pH 4.5 and 6.0 would be gmetitan 3 and 7 days, respectively. At
48°C and pH 6.0, corresponding to the optimized teatpee and pH for FOS synthesis
with the immobilized fructosyltransferageguiar-Oliveiraet al, 2011) the half-life obtained
experimentally is 72 days and estimated accordingduation 14 is 77 days: for free
enzyme at 4% this value would be 14 days - experimental dathaccording to Equation
11.

m  free pH 4.5 (47-70°C)
2500 o Eq 11; free pH 4.5 (47-70°C)
| © immobilized pH 4.5 (47-51°C)
20004 Eq. 12; immob. pH 4,5 (47-51°C)

1500 ‘e o immobilized pH 4.5 (52-70°C)
1000] o \e\ s !Eq. 13;'1r‘nmob. (pH 4,5) (520-70°C)
RN ¢ immobilized pH 6.0 (47-51°C)

500 4 e ---- Eq. 14; immob. pH 6.0 (47-51°C)
= /\. ¢ immobilized pH 6.0 (52-70°C)
=, 807 \ ---- Eq. 15; immob. pH 6.0 (52-70°C)
whd

60

40

20

T T T T T T T T T T T T 1
46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72

T (°C)

Figure 2. Experimental data (symbols) and estimate accorttirihe model (lines) for
the half-life (t,) of the partially purified fructosyltransferaseiin Rhodotorulasp. in the
free form at pH 4.5 (represented by squars andtemupted lines) and immobilized at:

pH 4.5 (represented by circles and dotted lined)#th 6.0 (represented by diamonds and
dotted lines).

3.3- Thermodynamic Denaturation Parameters

Protein unfolding is followed by the rupture of eesl links, generating a
disorganized system. This increase in Entraly; (J/mol.K) is compensated by a decrease

in Gibbs Free Energ\AG; kJ/mol) making it easier for denaturation towgeneaning that,
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when susceptibility to denaturation is higher, émzyme is in a less energetic state and in
greater disorder, since its original structure lesn destroyed.

The results for Gibbs Free Ener@yQq; kJ/mol) indicate that at the temperatures of
the first phase (47-5C) the immobilized enzyme shows (Figure 3) a maéaels intrinsic
conformational form, since the values are high&o andicating that this range is less
favorable for protein unfolding. At temperaturesoad 52C, Gibbs energy reached
completely different levels (Figure 3). This diéeice between the temperature ranges can
also be seen from the values for Enthalfp;(kd/mol) and Entropy/AS; J/mol.K), which
indicate that the susceptibility of the enzyme kerinal denaturation increases with

increase in temperatu(@romberget al, 2008)

a) Gibbs Free Energy b) Entalphy
96 340 -
4 320+
92 Saan o free (pH4.5) ae e ae e °
s s4asl 4 immobilized (pH4.5) 0T yweeean a s a s a
S sl cec, s immobilized (pH6.0) __ 2801
g ‘5 2 -5 2604 Aaaan
2 B 4 ) 34 £ 240
~ AL 2 ]
o 76 a e = o free (pH4.5)
T g, . T & immobilized (pH4.5)
2 2004 2 immobilized (pH86.0)
68+ 180 4
AAAAA
64 . : : ‘ . : ) 160 . : : : . : )
48 52 56 60 64 68 72 48 52 56 60 64 68 72
Temperature (°C) Temperature (°C)
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i c) Entrophy

a
7004 aa s aa a a

ec000ocbé & o6 6 & o *
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< 4  immobilized (pH4.5)
300 -| 4 immobilized (pH6.0)
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200
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48 52 56 60 64 68 72

Temperature (°C)

Figure 3: Thermodynamic parameters for the denaturationhef partially purified
fructosyltransferase frorRhodotorulasp. in the free (black circles) and immobilized at
pH 4.5 (dark grey triangles) and at pH 6.0 (lightygtriangles):a) Gibbs free energy
(AG); b) Enthalpy AH); c) Entropy AS).

According to some authors, one can apply the cdnoépACp = 0 to the

thermodynamic analyses of enzyme denaturation psese leading to the conclusion that
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AH andAS are independent of the temperature, as obsamnédure 3Doran, 2002; Blanch &
Clark, 1997) However, for other authors this simplificatiorpresents a simpleton vision of
the phenomenon, and they defend marked temperdéprendencéBecktel & Schellman,
1987) The present authors believe that the resultsdismlissions presented in this paper
have attended the proposed objective, which wasdwide basic knowledge on the heat

denaturation phenomenon of immobilized FTase.

3.4- Tsg and thermal activation

The mean transition point for thermal protein udiioy can be described as the
half-inactivation temperature or unfolding temparat(Tso). This parameter corresponds to
the temperature where the residual activity (Equatl) drops to 50% of its initial value
after a brief period of incubation, such as®@het al, 2007)or 15 min(O’Fagain, 1997) The
basic profile for this type of analysis would beaosigmoid type, where, as from a certain
temperature, the activity decreases significanihgicating that a brief incubation is
sufficient to affect thermal stability of the enzgnihis analysis also makes it possible to

confirm the effects of thermal activatigPapinuttiet al, 2008) The values obtained fqﬁf@)"

are shown in Figure 4.

According to the results, one can identify a motiegctivation range for the free
enzyme between 51 and®7 not exceeding 8% of the initial activity. Whemadyzing the
immobilized enzyme, one can distinguish two temjpeearanges where enzyme activation
was significant at both pH values, these being BG6and 51-53C. Comparing pH 4.5
with pH 6.0 (this one showing greater stabilityrthibat one), the effect of activation on the
immobilized enzyme was always higher at pH 4.5,clwhs equivalent to the optimum pH

of the free enzyme. The maximum activation poins whserved at a temperature ofG2
where the value foRI2"" reached 1.82 2.2.1¢ at pH 4.5 and 1.562.1.1¢° at pH 6.0. As

previously discussed in item 3.1, the temperatarege between 51 and %2 suggests
some type of energetic and/or conformational liimitthe immobilized enzyme, indicating

a strong effect of the support.
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Figure 4. Thermal activation profile after 15 min of incuiget at different temperatures
and the estimation of half-inactivation temperat(fie,) for the partially purified

fructosyltransferase frorRhodotorulasp. in the free form (white circles and dottect)in
and immobilized form at pH 4.5 (grey squares aiidifie) and at pH 6.0 (black triangles

and dashed line). The light dotted line paraIIRF(:l.O) is a reference for the standard
condition, without previous incubation; the dashed parallel (Rf°=0.50) indicates &.

When the free enzyme was at pH 4.5, there was rroprwed activity loss as from
61°C, the o of the free enzyme being calculated as 6Z0&or the immobilized enzyme,
the negative effect of incubation became eviden¢mperatures above &5 the o being
estimated as 66.57°C at pH 4.5 and 66.21°C at ffH However, according to the
discussion presented in item 3.1, immobilizationswabserved to affect enzyme
thermostability, at least in the temperature rafrgen 52-70C. Nevertheless, Figure 4
shows that at temperatures above 6336%he effect of a brief incubation is greater thoe
free enzyme. Possible explanations for this coddhe existence of some type of mild
activation caused by the support, even at high ¢ézatpres,or maybe some type of
protection caused by immobilization.

For some enzymes a pre-incubation step increasdslityt and is frequently
recommended@Papinuttiet al, 2008) The present study on the influence of pre-inaanigahe
free and immobilized fructosyltranferase at thegemtures of greatest thermal activation
showed that neither of the temperatures evalud2ard 60°C) increased thermal stability,

free or immobilized, at a higher temperature (65%3) can be seen from the values for
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residual activity in Table 01. With pre-incubatiah both temperatures, the free residual
activity was about 70% lower than without pre-inatibn. For the immobilized enzyme,
pre-incubation at 52°C gave a reduction of 17%aaspared to the residual value without
incubation, and of 35% at 60°C. At pH 6.0, the irbiticed enzyme showed the worst

effects, with a reduction of approximately 65% attbtemperatures evaluated.

Table 1: The effect of pre-incubation at 52 or 60 °C onttiermal stability of free (pH
4.5) and immobilized (pH 4.5 and 6.0) partially ified fructosyltransferase from

Rhodotorulasp. expressed as a function of the residual agciiiiq. 4) with 0?*#%555) and
without (RY) the pre-incubation step.

Free Immobilized Immobilized
(pH 4.5) (pH 4.5) (pH 6.0)

S 0.680:0.003 0.485:0.002 0.606:0.003

R'tyo> 0.209:0003 0.400:0018 0.210x0.007

R eoo2  0.200£0001 0.316:0.020 0.217+0.002

4- Conclusions

With respect to the thermostability of the extradal fructosyltransferase (FTase)
from Rhodotorulasp. (LEB-V10: Laboratory of Bioprocess EngineeringNICAMP,
Brazil), it can be concluded that the immobilizatiby adsorption on niobium-graphite
alloy (a solid-acid compound) significantly impravehe thermal enzymatic stability,
especially at temperatures lower than 51°C andHab®, a value more basic than the
optimum condition for the free enzyme (pH 4.5). Thsults presented so far indicate that
the support (niobium) and the immobilization tecjiua (adsorption) can affect in different
ways each one of the subunits of immobilized fregtvansferase, or both at the same
time, by showing two distinct optimum pH conditioasd also highlighting the effect of
the specific temperature of 52°C on thermal stibias observed by the energetic
differentiation between 51 and 52°C and additignéile enzymatic activation observed
after a pre-incubation, especially at pH 4.5 whbk tmmobilized enzyme. How and what
parts of the subunit(s) are involved in the adsomptof the molecule are important

knowledge needed for full understanding of all enatic behavior observed only after
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immobilization. The most plausible explanation foese differences such as between free
and immobilized enzyme, presented in this papethés effect of the support on the
enzymatic micro-environment. We believe it is pbksithat the subunits dissociate and
remain immobilized and it is also possible that thelecular conformation modifies in
order to adapt to the changes on macro-environniiéet,pH or temperature changes.
Several authors like Dosztangt al. (1997) has studied over the yeas how to predict or
locate the specific sites on protein structure ttatine their behavior and stability,
therefore, sequential studies about the molecuwafocmation of free and immobilized
fructosyltransferase are crucial in order to congbnd explain the results here presented
in this paper which are the first results aboutrrtted stability obtained with the
extracellular fructosyltransferase fraRhodotorulasp. immobilized — so far - on niobium
and represent [together with our first publicatidguiar-Oliveira and MaugeiR010j the
beginning of a sequential series of studies relédettis enzyme and its biotechnological

application.
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6- Nomenclature

Ead Denaturation activation energy U; Immobilized activity unitumol/min.g)
(kJ/mol)

Fr Fructose transferrggdmol) Ure Transfructosylation activity unit

FTase Fructosyltransferase (umol/min)

FOS  Fructooligosaccharides R Residual activity at temperature “

kg Boltzman constant/k) (cy’ and time ' (min)’

Ky Denaturation constagitmin) U° U° Initial i tiviti tii

h Planck constagt min) 2, Uq: Initial enzymatic activities at time

R Ideal gas consta/molK) Zero(t,)

tin Half-life (min, days) U/,U;e Initial enzymatic activities at time “

Tso Half-inactivation temperaturec) (min)”

U, Enzymatic activity submitted to AG Gibbs Free Energyo/mol)
immobilization(umol/min) AH Enthalpy(ky/mol)
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AS EntropyJd/mol .K) €mmob  Efficiency of immobilization
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Resumo

A metodologia de planejamento experimental foicgula no estudo da otimizacdo da producao de
fruto-oligossacarideos (FOS) pela frutosiltransfer@FTase) extracelular e parcialmente purificada
de Rhodotorula sp. LEB-V10 e imobilizada em liga de ni6ébio e gef Com base nas
caracterizacdes do biocatalisador apresentadaSaqusulos 2 e 4, selecionou-se quatro fatores de
importancia para este estudo: temperatura, pH, exwragdo inicial de sacarose (g/L) e
concentracdo enzimatica na sintese/nfl). Foram aplicados dois Delineamentos Fatoriais
Fracionados do tipo*2 em sequéncia, cujas respostas das combinacoéatadies entre si sobre a
conversdo da sacarose em FO&fre composi¢cdes dos FO§JF,) permitiram selecionar com
confianga a concentragdo enzimética de 2@lUe o pH 6,0 como melhores condi¢des, entretanto,
ndo foi possivel definir as condi¢cdes de tempesatirconcentracao inicial de sacarose. Desta
forma, devido a complexidade do sistema e aoseslde R obtidos nos dois delineamentos, néo
foi possivel proceder a analise da ANOVA ou obteyesficies de respostas, mas, com base nos
resultados obtidos foram escolhidas: 4 temperatdesiro da faixa delimitada pelos dois
delineamentos e 2 concentracdes iniciais de saga@sdo como base os conhecimentos sobre a
cinética enzimatica; entdo novos experimentos foraalizados com o pH e concentracdo
enzimatica fixos, para validacao dos resultadoslez8o das condicdes otimizadas. Com o auxilio
do teste de Tukey, foi possivel definir a conceydtbade 500 g/L de sacarose, a temperatura de
48°C além do tempo de sintese de 24 h como cordgtdrizadas. Por fim, sob estas condi¢des foi
possivel obter, em comparacdo com a condi¢cdo rifizatla, um valor de Ys de 0,58 um
aumento de 5%, uma composi¢do de @B% maior, além da reducdo do tempo de sinte€6 de
para 24 h o que representa um aumento de 6 vezesasprodutividade do sistema (12 g/L.h).
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Optimization of fructooligosaccharides synthesis by immobilized
fructosyltransferase

E. Aguiar-Oliveira, M. |. Rodrigues & F. Maugeri

Abstract

The optimization of fructooligosaccharides (FOS)nthgsis by immobilized
fructosyltransferase frorRhodotorulasp. LEB-V10 was carried out on the basis of
the experimental factorial design methodology, &siitey of two consecutives {2)
Fractional Factorial Design (FFD) for the followikgriable factors: temperature, pH,
initial sucrose concentration and immobilized eneyuctivity. The main target
responses were FOS yield and FOS composition.dtoakserved that the increase of
the immobilized enzyme activity resulted in a gineahcrease of the amount of
nystose (G in the FOS mixture but, it also increased theidied fructose
concentration in the medium over time. Based onréiselts from the two FFD, the
best conditions for pH and enzyme activity were &@d 20 WmL respectively. The
final study step allowed to the best conditionsdgnthesis temperature and sucrose
concentration, which are 48°C and 50% (w/v), reSpely. Under these optimized
conditions the total synthesis time was reducethf@® h to 24 h, the conversion of

sucrose was increased by 5%{¥ = 0.58) and the composition of &by 40%
(¢GFR; = 0.035).

Keywords: Enzymatic Synthesis, FOS, Fractional Factorialiesimmobilized

Fructosyltransferase, Niobium, Optimization.

Current Chemical Biology, 2012.
In the press.
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1- Introduction

The fructooligosaccharides (FOS) are oligomers,j@bBmposed by “n” fructosyl

groups (2 < n < 7) linked in th&2,1 position having a terminal gluco@earkosyanet al,

2003; Zuleta & Sambucetti, 2001According to the polymerization degree (n), 1tkes (GE),

nystose (Gf) and f-fructofuranosyl-nystose (GFare the most common components in

FOS mixtures (Figure 1); these oligosaccharideg lgeen classified as prebioti@bson &
Roberfroid, 1995; Maugeri & Aguiar-Oliveira, 2008jbsonet al., 2004; Mysoreet al., 2005; Passos & Park,
2003; Sangeethet al, 2005(a); Stweast al, 2008; Tanriseven & Aslan, 2005; Zhegtgal, 2006)
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Figure 1: Chemical structures of the most common fructosiggeharides (FOS): 1-
kestose (GE MW = 504.44; GgH3,016), nystose (GE MW = 666.58; G,H4,0,1) and
1F-fruct0furanosyl-nystose (GRMW = 828.72; GoH5,02).

An ideal beneficial composition and concentratié-0S has not been determined

yet. However, it is believed that FOS with longaccharide chain are more beneficial, as

they are resistant against microbial fermentatioth gromote mineral absorptigatweartet

al., 2008) other reports suggested that 1-kestose has Ipetbiotic effect compared to the

nystose(Suzukiet al, 2006) The FOS can naturally be obtained from fruitd sagetables;

however, the use of a biotechnological processimarease significantly FOS production

from sucrose, especially with immobilized enzymiés fructosyltransferase@iaioranoet
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al., 2008) The application of immobilized enzymes allows tbentinuous use of a
biocatalyst and also the efficient separation andéooval of the biocatalyst from the
reactive medium, avoiding an additional downstretep to the process.

Concerning downstream process, the purificatioR@E from enzymatic synthesis
consists in separating mono and disaccharides fremfinal syrup, especially glucose,
while sucrose and fructose residues remain at lomc@ntrationgKuhn & Maugeri, 2010 (b)
and (a); Vakova & Polakow, 2010) It is thus important that the final syrup from $&ynthesis
presents low concentrations of sucrose and fructosaning a good conversion and low
hydrolyzing activity, respectively. Markosyan andlleagues(2003) presented a very
interesting process for transformation of the nesidsucrose from FOS synthesis into
palatinose and trehallulose - both reducing sucie@®ers suitable for diabetes patients -
by the action of the isomaltulose synthase prodbggetotaminobacter rubrunSt-0500).

The enzyme fructosyltransferase (FTase, EC 2.4.t#) be obtained from
filamentous fungi, bacteria and ye&&ingeethat al, 2005(a); Maioranet al., 2008) actually the
enzymes used in industrial FOS synthesis are pemtdzy the filamentous fungus
Aspergillus nigelHidakaet al, 1988) by the yeast-like fungusureobasidium pullulangrun,
1996) and also by the bacterBacillus macerangKim et al, 1998) while yeasts are rarely
considered as sources of fructosyltransferasege stheir enzymes has high sucrose
hydrolyzing activity, along with the transfructoatibn activity(Kono et al, 1994) However,
the yeastRhodotorulasp. LEB-V10 isolated from flowers from the Brazili Atlantic
Forest produces an extracellular fructosyltranstenaith high transfructosylation activity
(Maugeri & Hernalsteens, 20q7¢nabling it as potential candidate for industgedduction of
FOS from sucros@viaugeriet al, 2007)

The extracelullar fructosyltransferase fréthodotorulasp. LEB-V10 is a dimeric
protein with subunits of approximate size of 75 drfth kDa, and optimal pH at 4.5
(Hernalsteens & Maugeri, 2008Y he recovery of this enzyme from the fermentedlioma can
be carried out by a simple precipitation with etblginecovering yield of 86%), which gives
a concentrated partially purified enzymatic solatwith higher transfructosylation and low
hydrolyzing activitiegAguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)
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It has been shown by Aguiar-Oliveira and Maugerio)that the immobilization of
the fructosyltransferase froRhododotorulasp. LEB-V10, by adsorption in a solid-acid
compound of niobium and graphite, led to two optimpH activity, 6.0 and 4.5, behavior
not observed with the free enzyme, that has ammoti pH at 4.5Hernalsteeens & Maugeri,
2008) Additionally, at pH 6.0, the immobilized enzymevealed a higher thermal stability
than at pH 4.5(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010 and 2011)Studies on the kinetics of
fructosyltransferase frorRhodotorulasp. in free(Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2011)
and immobilizedAlvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 201prms revealed that concentrations
above 78.5% of sucrose (w/v) inhibited the freeyamg, while for the immobilized enzyme
the inhibition begins at 60% (w/v) of sucrose carication.

Hernalsteens and Mauge€Hernalsteens & Maugeri, 2008jescribed a conversion of
48% to 63% after 72 h with the free and purifiaactosyltransferase frofRhodotorulasp.
LEB-V10; Aguiar-Oliveira and Mauge(2010), in a recent work, reported the application of
this enzyme in a partially purified form, and imniaed in niobium-graphite alloy,
revealing promising results when compared to ctircemmercial methods, with FOS vyield
of 0.56 (pH 4.5) and 0.59 (pH 6.0), after 96 h asphg 14 WmL. Kinetic modeling studies
carried out with this same fructosyltransferas® &i/mL revealed that the conversion of
sucrose into FOS, with about 47% of yield, couldabkieved after 96 h of synthesis, with
either immobilized purified or partially purifiedheyme (Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho,
2010y therefore, the use of a pure enzyme solutionHOS production shows no clear
advantages, and should even be avoided, since engynfication will increase the costs
of the process. Other authoiGhen & Liu, 1996; Sangeethet al, 2005(a) and 2004jeported
conversions of sucrose into FOS of 30 to 60% withyenes from different sources.

It is very important, however, that a biotechnot@gjiprocess is optimized, or better
understood concerning the operational ranges artdrfathat really are meaningful. For
this purpose, factorial experimental design is wextul tool, with great reliability because
it allows several factors to be analyzed simultaisgg with different combination@njun
et al, 1997; Bas & Boyaci, 2007; Rodrigues & lemma, @0dn general, for a number of factors (k)
higher than four, the choice of factorial desigjustified by the complexity, time and cost

of experiments. Fractional Factorial Design§j2carried out sequentially enable the
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achievement of optimal operational conditions, sint allows the study of different
parameter ranges in each step, allowing the elitmimaof insignificant variables and the
funneling for the optimal values. As an examplermikula and coworkerg009) evaluated
the production of FOS by fructosyltransferase pediffrom A. aculeatusby performing
two (2°) standard Box-Wilson central composite designeiguence, using also a response
surface methodology.

The main goal of this work was to optimize the F&@thesis conditions by the
partially purified extracellular fructosyltransfesfromRhodotorulasp. LEB-V10, which
was immobilized by adsorption in a niobium-graptati®y (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)
The entire process of FOS production has been deeelin laboratory scale, and a simple,
easy scale-up and cost-effective method was desélophe fermentation medium is
composed by agro-industrial by-products (sugar cankasses and corn step liquor), the
enzyme precipitation is carried out with ethanal #me enzyme immobilization is achieved

by surface adsorption.
2- Material and Methods

2.1- Material

The strain ofRhodotorulasp. LEB-V10 (Laboratory of Bioprocess Engineering,
UNICAMP, Brazil) was isolated from Brazilian Atlaot Forest by Maugeri and
Hernalsteeng007) The sugar cane molasses and corn steep liqudrasssubstrates in the
medium cultivation were kindly provided byhe Usina Estér Campinas-SP/Brazil and
Corn Products — Mogi Guacgu-SP/Brazil, respectivalge glucose was determined by
using an enzymatic glucose-oxidase kit from Labab® (Guarulhos-SP/Brazil). The
solid-acid niobium-graphite alloy (~95% Nb), used &he enzyme support, was
manufactured and provided by the Brazilian Compafnyletallurgy and Mining - CBMM
(Araxa-MG/Brazil). The standards of FOS (GEBFR; and GE) were purchased from Wako
Pure Chemical Industries Ltd. All other reagentseascquired from reliable and available

commercial sources.
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2.2- Enzyme production

The cultivation conditions odRhodotorulasp. LEB-V10 and partial purification of
the extracellular fructosyltransferase were descripreviously(Aguiar-Oliveira & Maugeri,
2010; Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010 agd11) The concentrated enzymatic solution
with high transfructosylation activity, which wasead in all experiments, was obtained by
ethanol precipitation and re-suspended in acetstert60 mM at pH 4.5.

2.3- Inorganic support and enzyme immobilization

Particles of the solid-acid niobium-graphite compdumeasuring between 65 and
80 Mesh (212 — 180 um), were obtained by grinding eleaned according to Aguiar-
Oliveira and Maugeri(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010) The immobilization method
(adsorption) was also described by Maugeri and &g0iiveira(2007)

2.4- Determination of the enzymatic activity and re lated parameters

According to Chen and Lig1996) and Aguiar-Oliveira and Mauge(2010) one
transfructosylation activity unit for immobilizedneyme () is defined as 1 pumol of
transferred fructose ¢ per minute per g of support (Equation 1) and bgérolyzing
activity unit (Uy) as 1 umol of glucose (G) released per minute gpam of support
(Equation 2).

U; = /g = [umol/min.g] (01)
Uiy = G/g = [umol/min.g] (02)

RS is the total reducing sugar, which determinesttial amount of transferred
fructose, according to the basic relations: RS £ & and F = G — F, which leads to
Equation 3(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Alvarado-Huallamc8& Maugeri-Filho, 2010 and 2011;
Chen & Liu, 1996; Hernalsteens & Maugeri, 2008)

Fr = (2G —-RS) = [umol] (03)

The standard determination of the enzymatic agtiffitce and immobilized) was
carried out at 60°C in acetate buffer 50 mM / pB3, 4vith 50% sucrose (w/v). The
reducing sugars (RS) were determined by the Sordglgon’s methodology and the

glucose (G) by the enzymatic glucose-oxidase kidlc@ation of the activity was
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performed as described by Aguiar-Oliveira and Maug@e10)and Alvarado-Huallanco and
Maugeri-Filho(2010)

2.5- FOS synthesis

Based on the previous works with frgrnalsteens & Maugeri, 2008nd immobilized
(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)fructosyltransferase fronRhodotorulasp. LEB-V10, the
standard non-optimized conditions correspondsnitial sucrose concentration 50% (w/v),
temperature of 50°C, pH 4.5 and @ribL of immobilized enzyme activity in acetate buffe
50 mM. All syntheses were performed in shakingkdasith a total volume of 15 mL, and
a reaction volume of 5 mL. Samples were taken gulee interval times for FOS
determination. Samples were diluted (1:100) and édliately immersed in boiling water,
kept for 5 minutes, and followed by cooling in ibath for 5 min, as described by

Hernalsteens and Maug¢zoos)

2.6- ldentification and quantification of sugars

Quantification of sucrose, glucose, fructose andSH@ere carried out by ion
exchange chromatography (HPLC-PAD), using a Didb&x500 system (Sunnyvale, CA,
EUA) operated as described by Maugeri and Herreisteoo7)

2.7- Conversion of sucrose and FOS composition

The conversion of sucrose into FOS (g/g) was detenaccording to Equation 4
and the FOS fractional composition according toudign 5,where the total FOS
concentration [FOS] corresponds to the sum of raittboligosaccharide concentrations
after a time “t” of synthesis and [@Hs the concentration of each FOS component in the
same time “t” of synthesis, with “n” varying betweg2 and 4 for 1-kestose (@Fnystose
(GFs) and f-fructofuranosyl-nystose (GF In the experiments, the initial concentration of
sucrose [GF°] ranged from 400 to 700 g/L.

Yros = 220 (04)
_[cF]
oG, = [Fog] (05)
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2.8- Fractional Factorial Designs for FOS synthesis

Based on the experimental factorial design methamloltwo consecutives {2)
Fractional Factorial Design (FFD) were carried dute factors selected were temperature
(x1), pH (%), initial sucrose concentrationsfxand immobilized enzymatic activity 4x
Tables 1 and 3 show the levels (coded and realesaland the set of all performed
experiments as established by eaci)Eractional Factorial Design.

The considered responses were conversion of suantsd=0OS (Y09 given by
Equation 4, and FOS fractional compositig®F,) given by Equation 5 at: 24, 48, 72 and
96 h of synthesis. The residual compositions ofaae ()GF = [GF])/[GF°]), glucoseqG =
[G)/[GF°]) and fructose ¢F = [FJ/[GF°]) during synthesis time were also ntored, but
only the results from optimized conditions are showFigure 3.a.

The statistical main effect estimates for the alfaetors were performed at 85% of
confidence (p-value < 0.15), since in Fractionattéaal Designs is preferable to be less
rigorous than eliminate any factor which may be om@nt for the process. Another
important aspect to take into account is that dtae#il evaluations of biotechnological
processes, such as enzymatic synthesis, can becuerglex. The FOS syntheses with
fructosyltransferase frorRhodotorulasp., for example, can be performed at two distinct
optimum pH valuegAguiar-Oliveira & Maugeri, 201Q)with different deactivation energy for
each pH(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2011)s0 that a strict confidence level can lead t@ lofs
important process information.

All statistical analyses were performed with STATISA Software (Stat-Soft, Inc.
2001, USA).

2.9- Optimization
According to the results from the two consecuti@$?) Fractional Factorial
Designs, which led to suitable ranges for pH andyer® activity, new synthesis were
carried out to validate the synthesis conditionfat temperatures and two initial sucrose
concentrations. For these assays, the pH and etizyactivity were kept at constant
values, respectively: 6.0 and 2QroL. The temperatures were 46, 48, 50 and 52°Ctaand
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

initial sucrose concentrations were 50 and 55% Ywgerforming eight new conditions of
synthesis, which were carried out in triplicate.

3- Results and Discussion

3.1- First (2 *Y) Fractional Factorial Design

The results of the 11 assays for the first Fraetidfactorial Design are shown in
Table 1, while Table 2 shows the effect of eaclividdal factor at 85% of confidence.

According to the results in Table 2, the tempertariation from 45 to 55°C has a
statistically significant and positive effect foroth FOS vyields (¥o9 and f-
fructofuranosyl-nystose compositiopGF;), from 48 h on, performing an increase ipo¥
and @GF4. Similarly for the pH, it can be seen that whiaere is an increase from 4.0 to
6.0, a positive effect for pbs and@GF; can be detected, while there is a negative eféect
¢GF, which indicates that GHs more intensively transformed into &FRccording to
kinetic model by Alvarado-Huallanco and Maugerirbi{2010) Therefore, according to the
above results, the pH 6.0 is a suitable conditmmHAOS synthesis. Additionally, Aguiar-
Oliveira and Maugeriaguiar-Oliveira & Maugeri, 201Q)reported that pH 6.0 improves thermal
stability of the immobilized enzyme, which is algo interesting parameter that should be
taken into account. On the other hand, the effeatival sucrose concentration from 50 to
70% (w/v) was not significant for s @GF, and ¢GF;. However, for@gGF,, the initial
sucrose concentration was statistically significafter 48 h of reaction, resulting in a
decrease of this component. The central points/éture) were not statistically significant
for Yros at any time; one reasonable explanation would e the initial sucrose
concentration (60% wi/v) corresponds to the conaéintr for substrate inhibition with the
immobilized fructosyltransferag@guiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Alvarado-Huallam& Maugeri,
2010) The statistical analysis from Table 2 shows dh&d the increase in the enzymatic

activity [E] led to a positive effect ipGF, during the reaction time.
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Table 1: Data of the first (2% Fractional Factorial Design with real and codiedbfackets) values for four variables (factors)

and four response: FOS vyield9 and FOS compositiompGF,, n = 2, 3 or 4), during synthesis time.

X4 = immobilized enzyme concentration: [E]{tdL)

Response values for major products
0 ractors Yros=[FOSIIGF] | @GF,=[GFJIFOS] | @GF;=[GF:J/[FOS] 4GF, = [GF.J[FOS]
0:2 X1 2 Xzb X3° X4d 24h|48h|72h]96h]|24h]48h]72h|96h|24h]|48h]|72h]| 96 h]| 24h | 48h| 72h] 96 h
[1] |45 (1) 4(-1) 50 (-1)4 (-1)] 0.24 0.24 023 02¢ 0.77 0.75 072 O0fr1 0.22 0.22500,25| 0.011 0.019 0.026 0.032
2] |55 (+1) 4 (-1) 50 (-1)8 (+1)| 0.46 0.54 055 053 0.87 0.75 0.68 03 0.11 0.229 00,33| 0.021 0.027 0.037 0.045
3] |45 (-1) 6 (+1)50 (-1)8 (+1)] 0.55 0.63 0.63 0.6 0.59 0.52 0.47 0})3 0.38 0.4%60 00,54| 0.023 0.029 0.033 0.034
[4] |55 (+1)6 (+1)50 (-1)4 (-1)] 0.46 0.60 0.65 0.6% 0.66 0.58 0.51 046 0.32 0.3%700,51| 0.017 0.024 0.028 0.033
5] |45(-1) 4 (-1) 70 (+1)8 (+1)] 0.31 0.33 0.31 0.2 0.92 0.88 0.87 0ls5 0.07 0.1a100,13] 0.011 0.019 0.023 0.023
6] |55 (+1) 4 (-1) 70 (+1)4 (-1)] 0.36 0.51 0.56 0.5 0.73 0.66 0.60 0[s6 0.25 0.3837 00,42| 0.019 0.024 0.024 0.024
(71 |45 (-1) 6 (+1)70 (+1)4 (-1)] 0.36 0.51 0.62 0.6 0.77 0.65 0.56 O0[54 0.21 0.33200,44| 0.018 0.019 0.021 0.022
8] |55 (+1)6 (+1)70 (+1)8 (+1)] 0.43 0.55 0.59 0.60 0.84 0.75 0.66 059 0.14 0.230 00,36/ 0.019 0.028 0.037 0.043
9 |50() 5(0) 60(0)6(0)]0.38 051 056 05% 0.88 0.80 0.73 0l8 0.09 0.124 00,29] 0.027 0.031 0.031 0.033
[10] | 50 (0) 5(0) 60(0)6(0)| 0.38 050 0.54 0.5% 0.89 0.83 0.76 0|68 0.09 0.12200,28| 0.026 0.030 0.029 0.034
111 | 50 (0) 5(0) 60 (0)6(0)] 0.38 0.50 0.54 0.5¢ 0.87 0.81 0.75 0Jf9 0.11 0.12200,28| 0.024 0.030 0.034 0.034
&x, = temperature (°C)
® X, = pH
Zx3 = initial sucrose concentration: [§K%, w/v)
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Table 2: Statistical analysis of the first{® Fractional Factorial Design: effects estimatastiie 4 response: FOS yield {¥)
and FOS compositionpGF,, n = 2, 3 or 4) and the curvature (central points)sidering 4 factors: temperature (°C), pH, ahiti

sucrose concentration [§Fand immobilized enzyme concentration [E].

Yros = [FOSV/[GFI] ¢GF, = [GF,J/[FOS] ¢GF; = [GF3J/[FOS] @GF, = [GF,J/[FOS]

Time| 24h | 48n| 72hf 96n| 2an| 4a8n| 721 964 24I|\ 48h 72|h 9¢lh 24lh sm| 72h | 96h
Media 040 049 052 05] 077 069 063 00 02028 034 037 0017 0023 0029 0.0B2
Curvature 004 003 006 009 022 024 022017 [-023 -025 -0.23-0.18| 0.017 0.013 0.005 0.004
(x1) T (°C) 0.06 0.12 0.14 0.16001 -001 -0.04 -0.0f-0.02 0.01 0.04 0.0f 0.0030.005 0.006 0.008
(X2) pH 011 017 021 024 -010 -0.14 -0.17 -0[18.10 0.14 0.7 0.140.004 0.003 0.002 0.003
(x3) [GFY (% wiv) | -0.06 -0.03 0.01 0.0 0.09 008 008 0.8 -0.09080.-0.08 -0.07-0.002 -0.003 -0.005 -0.00$
(xs) [E] (U/mL) | 0.08 0.05 0.01 -0.04007 006 007 006 -008 -007 -0.08 -0[06.002 0.004 0.008 0.009

» bold characters are the statistically significefifiects (p<0.15)
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

3.2- Second (2“1 Fractional Factorial Design (EFD)
A new experimental design was then carried outsiceming the above results,

which led to the set of assays shown in Table Zrevthe ranges of the four factors studied
on the first design were changed. Table 4 showstfeets of each factor on FOS yield
(Yrog and FOS compositiompGF, n = 2, 3 and 4), during the synthesis time.

In these experiments the temperature of the ceptiat was changed to 52°C and
the (+1) level was increased by 5°C, in order taleate whether the temperature effect is
positive and significant in this new range. For ph€ the range was also changed, ranging
between 4.5 and 6.5, in order to check the traaséepotentiality of the enzyme. According
to Plou et al (2007) the differentiation between &-fructofuranosidase and a
fructosyltransferase is based on the transferabgdmlyzing activities ratio, especially at
low substrate concentrations, and a maximal FO8uymtion depends on this ratio. The
parameter R (transfructosylation activity/hydrolyzing activityatio) (Aguiar-Oliveira &
Maugeri, 2010)indicates the strength of the transfructosylaetivity in comparison to the
hydrolyzing activity, both activities being inheteto fructosyltransferase, and hydrolytic
activity is only higher than transfructosylationtigity in low sucrose concentrations
(below 100 g/L)(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Hernalsteens & Mgeri, 2008) for the enzyme
from Rhodotorulasp., the R values are 1.34, 1.60 and 1.51 at the pH of 5(ba6d 6.5,
respectively(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010) The lowest coded level (-1) for sucrose initial
concentration [GF°] was changed to 40% (w/v), thusviding a central condition away
from the substrate inhibition condition. Changesimmmobilized enzymatic activity [E]
were also carried out with the aim of evaluatingnparatively the effect of activities 2.5
times higher than in the first experimental design.

Table 3 reveals that, in comparison with the fitstictional Factorial Design (Table
1), there is a clear difference of performance fioe central points. In the second
experimental design, the central point resultsi@&n10 and 11 from Table 3) were the best
among the 11 runs, which is proved by the statis@malysis of the curvature (Table 4).
According to these results, it is possible to shat tthe combination between the

temperature at 52°C (within the range originallyegi as favorable to FOS synthesis in the
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Table 3: Data for the second {9 Factorial Fractional Design with real and codedbfackets) values for four variables (factors)
and four response: FOS yield9 and FOS compositionpGF,, n = 2, 3 or 4), during synthesis time.

X4 = immobilized enzyme concentration: [E]i{tdL)

Response values for major products

o Factors Y ros = [FOS]/[GF] @GF, = [GF,]/[FOS] @GF; = [GF3]/[FOS] @GF, = [GF,J/[FOS]

& 12 | % | x° | x® |24h|48n|72h|96h|24n]48h]|72h|96h|24h|48h|72h]96h]| 24h | 48h] 72h| 96h
[1] | 44(1) 4.5(1) 40(1) 8(1)| 0.55 055 0.54 050 0.87 0.78 0.69 0.2 0.11 0.19 0.226 p0.019 0.030 0.080 0.11
[2] |160(+1) 4.5(-1) 40(-1) 20(+1)] 0.38 0.38 0.32 0.2d 0.80 0.71 0.69 0.p7 0.16 0.24 0.2@7 p0.042 0.050 0.051 0.05
[3] | 44(1) 6.5(+1) 40(-1) 20(+1)] 0.57 0.52 0.47 049 0.78 062 051 043 0.18 0.29 0.336 pP0.033 0.096 0.159 0.20
[4] |60(+1) 6.5(+1) 40(-1) 8(-1)| 0.45 0.48 0.47 0.4 0.73 0.67 0.65 0.p4 0.23 0.29 0.3B2 p0.039 0.044 0.047 0.04
[5] | 44(1) 4.5(¢1) 70(+1)20(+1)f 0.54 0.52 0.48 0.49 0.83 0.71 0.60 0.p4 0.15 0.24 0.281 p0.020 0.054 0.108 0.15
[6] |60(+1) 4.5(-1) 70(+1) 8(-1)| 0.37 0.41 0.41 0.4 0.77 0.69 0.68 0.p6 0.20 0.27 0.280 p0.031 0.032 0.037 0.03
[7] | 44(-1) 6.5(+1)70(+1) 8(-1)| 0.45 0.53 0.54 054 093 0.85 0.78 0.fy3 0.06 0.13 0.121p0.015 0.016 0.043 0.06
[8] |60(+1) 6.5(+1)70(+1)20(+1)] 0.54 0.53 0.51 0.49 0.49 0.38 0.34 0.p2 0.43 0.48 0.499p0.079 0.134 0.170 0.19
9] | 52(0) 5.5(0) 55(0) 14(0)| 0.57 0.58 0.55 0.54 056 0.42 0.35 0.p0 0.38 0.47 0.561p0.055 0.103 0.150 0.19
[10] | 52(0) 5.5(0) 55(0) 14(0)| 0.57 0.58 0.56 0.54 0.56 0.42 0.35 0.p0 0.38 0.48 0.562 p0.055 0.106 0.154 0.18
[11] | 52(0) 5.5(0) 55(0) 14(0)| 0.57 0.57 0.56 0.54 0.56 0.43 0.34 0.0 0.38 0.47 0.561p0.058 0.106 0.151 0.18f
&x, = temperature (°C)
® X, = pH
Zx3 = initial sucrose concentration: [GK% w/v)
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Table 4: Statistical analysis of the second{2Fractional Factorial Design: effects estimatestf® 4 response: FOS yield
(Yro9 and FOS compositionpGF,, n = 2, 3 or 4) and the curvature (central points)sidering 4 factors: temperature (°C), pH,
initial sucrose concentration [§rand immobilized enzyme concentration [E].

Yros = [FOSJ/[GF]

¢GF, = [GF,)/[FOS]

@GF, = [GF,)/[FOS]

Time| 24h| 48h| 72h] 96h 24H 48 ?I\ 72h 96h 24HW8h|72h|96h]| 24h | 48h| 72h 96 h
Media 048 049 047 044 078 068 0.62 O0p7 0127 0.29 0.34 0.035 0.057 0.087 0.1p9
Curvature 0.18 0.17 0.18 0.2q -043 -0.51 -0.54 59)0.39 041 041 0.4¢ 0.042 0.096 0.130 0.157
(x2) T (°C) -0.09 -0.08 -0.08 -0.0f-0.15 -0.13 -0.06 -0.01} 0.13 0.11 0.08 0.06| 0.026 0.016 -0.021 -0.051
(x2) pH 0.04 0.05 0.06 0.07]-0.08 -0.09 -0.10 -0.090.07 0.06 0.06 0.0¢60.014 0.031 0.036 0.033
(X3) [GF°] (%wl/v) | -0.01 0.01 0.03 0.0 -0.04 -0.03 -0.03 -0j0304 0.03 0.03 0.02 0.003 0.004 0.005 0.007
(X4) [E] (Ui/mL) 0.05 0.00 -0.04-0.07|-0.10 -0.14 -0.16 -0.170.08 0.09 0.09 0.09 0.018 0.053 0.070 0.0B6

» bold characters are the statistically significefifects (p<0.15)
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

first factorial design), the pH 5.5 (with afRatio of 1.34, which is close to the one at pH
6.0) and a two-fold higher immobilized enzyme atyi14 U/mL) were favorable to the
synthesis.

In Table 4 it can be seen that, in general, theofademperature (% pH (%) and
initial sucrose concentration gjx in the ranges studied, are not significant. ©a other
hand, the immobilized enzyme activity;)>showed statistical significance since there was a
1-kestose (G} content reduction and a significant increase Hirdctofuranosyl-nystose
(GFy), in all evaluated times.

The average value fapGF4 increased more than 3 times, after 96 h ofhggis in
the second Fractional Factorial Design (Table 3)wdwver, there was an inevitable and
undesirable increase in the concentration of regiffuctose after 48 h of synthesis (data
not presented). These results indicate that uthigdirst Fractional Factorial Design, where
the synthesis showed an average increase g Mp to 72 h, this second Fractional
Factorial Design led to pbs increases up to 48 h of synthesis. The initialrese
concentration [GF°] is not statistically signifitaat the range studied, for none of the

responses.

3.3- Selection of significant variables

According to Nemukula and coworke(a09), for a fructosyltransferase from a
filamentous fungus, only two factors are importdot synthesis of FOS: sucrose
concentration and intrinsic properties of the engyiowever, a more complex response
was obtained in this work with the immobilized frosyltransferase froRhodotorulasp.:
the increase in factor,x(immobilized enzyme activity, [E]) led to an inase of I-
fructofuranosyl-nystose (GJ-fraction and a decrease irdé due to the inevitable increase
of the residual fructose (data not presented). Ating to Markosyan and colleagu@s03)
the FOS vyield in the final syrup is limited to 56% because of the glucose inhibition
effect. Cairns (1995) reporting that at high enzymatic concentrationbe tfree
fructosyltransferase fronH. tuberosusproduces only molecules with polymerization
degree (n) above 3, which proves that the FOS egiglprocess is very depend on the

source of the enzyme.
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

The operation of a bioreactor with low concentrasioof enzyme is clearly
unfeasible, because the time required for the saflestiepletion is relatively long, leading
to high residual sucrose, despite the low residuattose, which could affect the
downstream process for the FOS purification, aseesl in recent FOS purification
studies(Kuhn & Maugeri, 2010 (a) and (b)For this reason, the immobilized enzyme activity
was fixed at 20 WmL. Additionally, the pH 6.0 was chosen, sincahas pH the thermal
stability and the R ratio are higher than at pH 5Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010 and 2011)
spite of the second Fractional Factorial Designciags the pH 5.5 as the best one.

In both Fractional Factorial Design the initial sage concentration was not
statistically significant, neither for the FOS yidlYrog nor for its fractional components
(pGF,). That is probably due to the fact that sucroseeatrations were chosen in order to
avoid substrate inhibition and the undesirable blyding activity, which is higher at low
sucrose concentrationalvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010; Hernalshs & Maugeri, 2008)
Since 50% (w/v) is the standard sucrose conceotrdtr FOS synthesigHernalsteens &
Maugeri, 2008)and 60% (w/v) is an inhibitory concentratighivarado-Huallanco & Maugeri-
Filno, 2010)for this enzyme, the sucrose concentrations of 86%50% (w/v) were chosen
for data validation. Also, according to the firsa€tional Factorial Design, the temperature
range between 45 and 55°C was favorable to théhegist of FOS and from the second
Fractional Factorial Design the maximum conversiaese obtained at 52°C, so that for
data validation four temperatures were selected $02 48 and 46°C), as described in
"Material and Methods." As comparison, Nemukula andorkers(2009) reported that an
inhibitory effect for the production of GFand Gk was observed when the reaction with
fructosyltransferase froA. aculeatusvas carried out at 70°C.

Another important feature obtained from the resutsthe second Fractional
Factorial Design was related to the reaction timkeen the immobilized enzyme activity
[E] was increased, the time needed to reach theebtg-OS yield decreased to somewhat
between 24 and 48 h, in contrast to those betw2emnd 96 h, as observed in the first FFD,
and also as reported in the literature with thee ftigernalsteens & Maugeri, 2008and

immobilized enzymeAguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Alvarado-Huallam& Maugeri-Filho, 2010)
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

3.4- Optimization of temperature and sucrose concen tration

The results for optimization of the temperature autrose concentration are
depicted in Figure 2. It can be seen that betw@&ant 24 h the highest=¥s are obtained
either for 50 or 55% (w/v) of initial sucrose contration. In the first 12 h of synthesis the
conversion is generally low, and after 24 po¥decreases and-fructofuranosyl-nystose
(GFy) and residual fructose concentrations increase. Sdme features were reported by
Kim and coworkerg1998) in which work the authors suggested synthese48oh for

higher production of G using a fructosyltransferase frdnmacerans

a) Sucrose: 50% (wiv) —-0--46°C b) Sucrose: 55% (wlv) --0--46 °C
0.60 —a—48°C a.eq —a—48°C

I e =]
= \ --6--50°C _ --e--50°C
2 ~=k-~82 °C ~A-X --%x--52°C
9 = Ea 18
o e \ 0.50- - \
\g:\ N
\§\\

SRR 5
(7] % \:\ i 8 .-
2 045 \\\ e ‘\ L 0.451 'E\
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Figure 2: Yield of FOS (Y09 at different temperatures: 46°C (white squar@&PC4
(black triangle); 50°C (grey circle) and 52°C (lalatar); the synthesis were carried out at
pH 6.0, 20 YmL and with:a) 50% andb) 55% (w/v) of initial sucrose concentration.
Standard errors values ranged from 0.003 to 0.012.

Considering the Figure 2, it can be seen that éhgperature of 48°C is the most
favorable for FOS synthesis, leading to higher F@&ds between 18 and 24 h. The
sucrose concentration of 50% (w/v) led to a¥about 0.58 (~288.14 g/L) and at 55%
(w/v) led to a ¥os about 0.53 (~293.72 g/L). The Tukey's average tgsplied over ¥os
for all conditions in Figure 2, considering a pua&lof 0.05 (data not presented), confirmed
that the synthesis at 48°C and 50% (w/v) of sucersenot statistically different between
18 and 24 h and also correspond to the highest y€l8. However, at 24 h, the FOS
fractional composition @GF,) is better than at 18 h. According to these rssute
conditions for better FOS synthesis performancetareperature of 48°C, reaction time of

24 h and initial sucrose concentration of 50% (w/v)
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

Figure 3 shows the composition profiles at theseth®sis conditions, for the
residual components and total FOS (Fig.3.a) and R@&ional components (Fig.3.b)
during synthesis time. From Figure 3.a it can bgeoled that the sucrose concentration is
quickly reduced and total FOS concentration hasamum at 24 h, decreasing afterwards
due to the increasing glucose concentration thabits FOS synthesis, so that the enzyme
hydrolytic activity starts gradually prevailing the process, and consequently glucose and
fructose concentrations increase with time. Figulkeshows the FOS fractions evolution
during time reaction, which profiles are in adace with the known kinetics for this
enzyme(Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010 and 201Which predicts large amounts of 1-
kestose (Gj at the beginning of the reaction, and amount$&G6f and GE that are
gradually accumulated during the reaction time. Eoev, after a long period of reaction, or
with larger enzyme concentration, the residual thse increases with time and G&nd
GF; decreases.

According Park and coworker$999) and Kim and coworkerg99s8) two enzyme
with transfructosylation activity from two differestrains ofB. maceransvere capable to
produce exclusively GHParket al, 1998)and Gk (Kim et al, 1998) each one with a total
sucrose conversion of respectively 42.3% and 339%)(without formation of GE nor
GFs, what was expected according to the kinetics ese¢henzymes, which follows a
specific chain reaction: GH GF, = GF,.1 + GF1 (Duan et al, 1994) Nemukula and
colleagueg2009) working with the fructosyltransferase Af aculeatusreported that the
highest compositions of nystose @Bnd f-fructofuronosyl-nystose (GFwere obtained
at 50°C, but for 1-kestose (@Fthe better temperature was 60°C, which was the
temperature defined as the optimum, considering ithaids in preventing microbial
contamination, decreases viscosity and increasess nransfer rates. These authors
proposed the following optimum synthesis conditiosiscrose at 60% (w/v), 20 U/mL of
free enzyme, 60°C, 4 h of synthesis and pH 5.Getlmnditions led to the maximum 1-
kestose (Gf concentration of 68.81%. In this present worlgwhver, the Gf

composition reached 61% under optimized conditiasshown in Table 5.
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Figure 3: Time courses of FOS synthesis faj: residual composition of: sucros@QF) — black circle, glucosepG) — gray
circle, and fructosegfF) — white circle, and FOS yield £¥9 — black triangle; ant) FOS composition: 1-kestos@GF,) — black
triangle, nystoseqGF;) — gray triangle, and"Tructofuranosyl-nystosepGF,) — white triangle. The syntheses were carried out
with 50% (w/v) of initial sucrose concentratiord®°C, 20 WUmL and pH 6.0. Standard errors values ranged @3 to 0.013.

Table 5: Comparison between non optimized and optimized p@8uction processes with immobilized and pajtiglirified
fructosyltransferase frolRhodotorulasp. LEB-V10.

Synthesis parameters Yield and FOS composition FOS Productivity
oy | PH ©wh) | (UmL) | () Yos ¥F ¥GFs 9GF. (g/Lh)
Optimized 48 | 6.0 50 20 24 | 0.580.01| 0.61+0.02| 0.35+0.01| 0.041+0.003 12.05
6.0 0.55+0.02| 0.74+0.01| 0.22+0.02 | 0.041+0.002 2.86
Non Optimized | 50 50 6 96
4.5 0.51+0.01| 0.70+£0.03 | 0.25+0.01| 0.046x 0.004 2.66
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Capt. 5:Optimization of fructooligosaccharides synthesisrbmobilized fructosyltransferase

The data for FOS production under optimized andaptimized conditions are put
together in Table 5 for comparison. As it can bensehe optimum reaction time reduced
from 96 h to 24 h, while the immobilized enzymeiatt was increased about 3 times
resulting in an increase of about 4 times in FO&lpctivity (12.05 g/L.h under optimized
conditions) . It can also be seen that the redoaifo2°C in the synthesis temperature and
the selection of pH 6.0 contributed to the improeefrthe reaction, leading to higher yields
(from 5 to 14% of increase), higher content of;&@om 40 to 59% of increase), while the
GF, composition remained almost unchanged. As conqariSangeetha and colleagues
(2005(b))reported 53% of FOS yield from a recycling culturiéh pellets ofA. oryzaeusing
60% sucrose, 55°C, pH 5.15 and 15 U/mL; Tanrisenmh Aslan(2005) obtained 57% of
sucrose conversion into FOS after 24 h, with a censral enzyme preparation containing
fructosyltransferase activity, immobilized covalgnbnto Eupergit C, in reaction carried
out at 60°C, 60% of initial sucrose concentratiggd 5.5. With the immobilized
fructosyltransferase fronRhodotorula sp. under optimized conditions (48°C, 50% of
sucrose, pH 6.0, 20;&chL and 24 h) it was possible to obtain a FOS yi@db8%, as
presented in this work.

According to the literaturgkim et al, 1998) the average composition of FOS in
reactive medium is 25-30% of @FL0-15% of Gk and 5-10% of GFwith 25-30% of
glucose released in the medium. The results ofwbik (Table 5) are quite similar to the
above described, being about 35% of,GF% of Gk and 2% of Gk with a residual of
glucose of about 30%. These results confirm theatgpotential of the immobilized

extracellular fructosyltransferase frdrinodotorulasp. LEB-V10.
5- Discussion

The optimization of fructooligosaccharides synthesirom sucrose with
fructosyltransferase frorRhodotorulasp. LEB-V10, partially purified and immobilized in
niobium, led to an increase in the conversion of@se into FOS, an improvement in FOS
composition and reduced the synthesis time frorh @& 24 h, increasing the productivity
by a factor higher than 4. These improvements aarvdyy important concerning large

scale production, mainly when the reuse of the iilimed enzyme is considered. The
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application of two sequential {9 Fractional Factorial Design allowed reliable as& of
effects and significance of the factors, which weeenperature, pH, initial sucrose
concentration and immobilized enzyme activity. Madidation studies provided adequate
information regarding the reaction time, so thatlesirable accumulation of residual
fructose in the medium could be avoided.

In conclusion, the application of the methodolodyfaxtorial design was efficient
and met the initial optimization proposals: thedstof the effects on FOS synthesis and the
improvement of the process results. Therefore #eeai a partially purified enzyme led to
conversions of sucrose into FOS equivalent to tiraraercially available process, which

stresses the great potential of this niobium suppagnzyme.
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7- Nomenclature

[E] Immobilized enzyme activity;/mL) R Transfructosylation to hydrolysis acti-
[F] Fructose concentratiggL) vities ratio(Ui/Uy,)
Fr  Transferred fructoggmol/min) Ui Immobilized transfructosylation activity
FOS Fructooligosaccharides concentration (Hmol/min.g of support)
(g/L) Uy Immobilized hydrolyzing activity

FTase Fructosyltransferase (pmol/min.g of support)
G  Glucose concentratiggiL, pmol/min) Yros FOS yield[FOS}/IGF])
GF  Sucrose concentrati@) @F  Fraction of fructose related to initial
GF° Initial sucrose concentratiqgL, % sucrose concentratigiF]/[GF°])
wh) @G  Fraction of glucose related to initial
GF, 1-kestose concentratiqyiL) sucrose concentratiqis)/[GF°])
GF; Nystose concentratiqulL) @GF Fraction of sucrose related to initial
GF, 1 -fructofuranosyl-nystose concentra- sucrose concentratiqiGF]/[GFe])

. tion (g/L) @GF, Fraction of 1-kestose related to total
GFs 1 (1-B-D-fructofuranosyly-sucrose FOS amoun{GF,J/[FOS])

concentrationgiL) @GF; Fraction of nystose related to total
k Number _of f{;\ctors FOS amounGF3J/[FOS])
n P(_)Iyr_nerlzatlon degree @GF, Fraction of T-fructofuranosyl-nystose
Nb  Niobium related to total FOS amount
p_ pvalue (GF/FOS])

RS  Reducing sugars
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Resumo

Dentre os estudos conduzidos no programa de Daatdi®andwich” em Lisboa (Portugal) no
Instituto Superior Técnico (IST) com a inulinaséeertase comerciais e imobilizadas em liga de
niodbio e grafite, estdo os resultados obtidos caaracterizacdo dos biocatalisadores. Seguindo a
mesma metodologia padrédo de adsor¢cdo empregada fratosiltransferase (FTase) — Capitulo 2 —
inulinase deAspergillus nigere invertase deésaccharomyces cerevisideram imobilizadas e
caracterizadas quanto ao efeito do substrato, mhperatura sobre a atividade enzimatica livre e
imobilizada. Para ambas as enzimas, 0s pontos gienanatividade foram observados em pH 4,5,
60°C e 500 g/L de sacarose. Considerando a atwidexdimatica oferecida a imobilizacdo, a
eficiéncia obtida com a inulinase foi de 72% e @invertase de 30% sendo que com relacéo a
proteina houve aproximadamente 99% em ambos os dasadsorcao; a imobilizacdo em niodbio,
portanto, foi prejudicial as duas enzimas pois @MATase essa eficiéncia é em torno de 97%
(Capitulo 2). Com a inulinase, a imobilizagédo nfica consideravelmente os perfis da atividade
relativa para as diferentes condicdes de concédrde sacarose e pH, no entanto, a enzima
imobilizada apresentou um perfil de atividade redatem funcdo da temperatura muito mais
abrupto que a enzima livre. A constante de inibjgdla sacarose (Kfoi estimada em torno de 560
g/L para a inulinase livre e imobilizada, a enerd@ ativacdo (§ e a energia de ativacdo da
desnaturacédo (g foram estimadas para a enzima imobilizada comé144 130,94 kJ/mol. Com a
invertase, a imobilizacdo causou uma diferenciagais pronunciada entre os perfis de atividade
relativa em fung¢éo do pH;;Koi estimada como 450 g/L e as energige 4 apds a imobilizacao
como 36,12 and 244,77 kJ/mol. Para a hidrélisendbnia a imobilizacdo da inulinase reduziu as
produtividades especificas (p1g/U.h) dos aclUcastoees (Re.r) obtidos em cerca de 92%; com

a invertase imobilizada Rrr foi aumentado em 3 vezes com inulina de Dhaliedeizida em 1,6
vezes com a inulina de chicéria. Tendo sacaros® suistrato, foi possivel observar atividade de
transfrutosilacdo por ambas as enzimas, mas enongdgs muito menores que com a FTase, assim
como os valores de Brr obtidos com a inulinase e invertase foram muitecorea do que com a
FTase. A imobilizacdo em nidbio da inulinase e itage nao grandes diferenciacbes de atividade,
estabilidade etc. como observado com a FTase masciram dados importantes para a aplicacao
deste suporte até o momento pouco conhecido patzlisacdo de enzimas.
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Characterisation of Biocatalysts Immobilized in a N ew Inorganic
Solid Support

E. Aguiar-Oliveira® P. Fernande§, J. M. S. Cabra? & F. Maugeri®

#Faculty of Food Engineering (FEA), Dept. of FoodhyE(DEA), University of Campinas (UNICAMP);
Campinas — Séo Paulo, Brazil.
®|nstitute for Biotechnology and Bioengineering (IBBentre for Biological and Chemical Engineering
(CEBQ), Technical University of Lisbon (IST), ListhoPortugal

Abstract
A new support for enzyme immobilization, a niobigmaphite alloy, have been
tested with the fructosyltransferase (FTase) fRimodotorulasp. LEB-V10 and, due
to its promising results presented, was additignédisted with two commercial
enzymes: invertase from baker’s yeast and inulifiesa Aspergillus nigerand the
results about the effect of pH, sucrose concentraind temperature over enzymatic
activity were compared to those obtained with thEade. The efficiency for
immobilization, considering enzymatic activity, wabout 30 % for invertase and
72 % for inulinase, inferior to those of 98 % ohtd with the FTase. There were no
significant changes concerning the characteristidhe two free enzymes, compared
with the immobilized ones. The hydrolysis of inu{at 5% w/v) by the inulinase was
affected by immobilization; on the other hand, asafavourable for invertase over
inulin from Dhalia tubers. The transfructosylatiactivity over sucrose at (50% w/v)
of both enzymes was also affected after immobibrat

Keywords: Fructosyltransferase; Immobilization; Inulin hybss; Inulinase;
Invertase; Niobium; Sucrose; Transfructosylation.
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1- Introduction

Food processing is one of the areas where the fusazgme technology is well
implemented, and this trend is continuously gainmgmentum. Within this scope,
applications for sugar processing are among the mioespreadPanesaet al, 2010) The
immobilization of enzymes allows the continuous oé@ biocatalyst and also permit the
efficient separation and/or removal of the biogattfrom the reactive medium, avoiding
an additional downstream step to the prog¢essBelien & Li, 2002)

Invertase (EC 3.2.1.26) is so named because affability to produced inverted
sugar(Dipasqualeet al, 2009)and is largely applicable in industrial procé=zsesaet al, 2010)
Some invertases present transfructosylating agtinisucrose concentrations over 200 g/L,
as observed by Fernandeet al (2007) Invertase from baker's yeast (from
Saccharomyces cerevisjaeommercially available, was classified by Akaedet al (2010)
as homogeneous and with molecular mass of 52 klkaoling to these researchers,
S. cerevisiags capable of producing both intracellular andrasellular invertase, and its
weight typically varies from 50 to 300 kDa.

Fructans are fructose polymers with degree of pelysation (n) between 3 and 60
with only one terminal glucos€uleta & Sambucetti, 2001)Inulin hydrolysis (a type of
fructan) can be performed by endoinulinase or adoiases (or both), considering that, the
fungusAspergillus nigempresents both enzymesil et al, 2006; Gooseet al, 2008) These two
inulinases were purified, and their molecular wesglwere determined as 80 kDa
(exoinulinase) and 63 kDa (endoinulinase) by Cangpa®) A commercial preparation of
Novozymé& containing inulinase (EC 3.2.1.7) from niger was evaluated for sucrose
hydrolysis by Catana and co-workepsosy in a very interesting work, Roy and Gupta
(2004) consider the oligosaccharides as ‘reversion prstuabtained from the starch
hydrolysis and proposed a mixture of two individgyalmmobilized enzymes (pullulanase
and glucoamylase) in order to increase the gluemskeconsequently, the reducing sugars,
concentrations from gelatinized starch.

The fructooligosaccharides (FOS), also a type aotténs, are oligomers (GF

composed by “n” fructosyl groups (2 < n < 7) linkedhep-2,1 position having a terminal
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glucose(Dipasqualeet al, 2009; Markosyaet al, 2003) According to the polymerization degree
(n), 1-kestose (Gf, nystose (G§ and I-fructofuranosyl-nystose (GF are the most
common components in FOS mixtures. These oligosawds have been classified as
prebiotics sugarGibson & Roberfroid, 1995and have good sweetness properties and have
been used for foodsuffs among several other benefiayama, 2002) There are no ideal
composition of FOS, some researchers believe & Wwith higher polymerization degree
(n) are more beneficial, as they are resistantnagjamnicrobial fermentatioxsStewartet al,
2008) other suggested that 1-kestose {Giras better prebiotic effect compared to the
nystose (GE) (Suzukiet al, 2006)

The niobium support, for enzyme immobilization, ssts of a synthetic alloy of
niobium, containing 95% of niobium and 5% of grdphi Niobium is a mineral in
abundance in the world, mainly in Brazil, whichtliee world largest niobium producer in

the world (for further information:http://www.cbmm.com.br/english/index.htmlast

consult on Nov/#/2010). One of its main characteristics is to bgatigely charged, so that
it tends to promote the phenomenon of partitiopratons by concentrating on its surface
cations, resulting in a pH of the enzymatic micoenment different from the pH from
dispersion medium(Moskovitt & Srebnik, 2005; Trevan, 1980)Many studies have been
conducted with it and there are many applicatioors this ore (Bordingnonet al, 2011)
however, its application as a support for enzymeaddoilization is recenfMaugeri & Aguiar-
Oliveira, 2007) One of those few, yet representative examplesamgflication, is the
immobilization of fructosyltransferase (FTase),nfr&khodotorulasp., a heterodimer with
subunits from 74 and 125 kD@&ernalsteens & Maugeri, 2008 particles of niobium/graphite
support (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010) It was reported a retention (immobilization
efficiency) of nearly 99 % of total protein and @8 of enzymatic activity offered for
immobilization with maximum adsorption of 164 (@guiar-Oliveira & Maugeri, 201Q)the pH
for maximum enzyme activity for free enzyme is @brnalsteens & Maugeri, 20gsjor the
immobilized enzyme, however, it was observed a rs@aptimum point besides pH 4.5,
i.e. the pH 6.0. The highest enzyme activity tempeeatuas obtained with nearly 60°C at
pH 4.5 and 63°C at pH 6.0 with the immobilized F&.aadditionally, the enzyme kinetics
showed substrate inhibition over 600 g/L of sucrgsd 4.5 and 6.QAguiar-Oliveira &
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Maugeri, 2010; Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filh@p10) Activation energy for denaturation
(Eag) of fructosyltransferase immobilized on niobium1d#.10 kJ/mol was calculated from
Arrhenius plot for the temperatures between 47 BtRC at pH 4.5. Concerning the free
enzyme, at the same pH value and temperatures &etdé and 70°C, the,fFvalue was
294.35 kJ/molAguiar-Oliveira & Maugeri, 2011) The kinetics parameters for the immobilized
FTase were determined asn\= 35 g/L.h, K, = 383.81 g/L and K= 615.01 g/L(Alvarado-
Huallanco & Maugeri-Filho, 2010)The FOS synthesis from sucrose with the immaddiETase
was optimized at the following conditions: 48°C, %0(w/v) of sucrose in 50 mM of
sodium acetate buffer and pH 6.0, 24 h and 2l resulting in a FOS vyield of 0.58
(Aguiar-Oliveiraet al, 2011)

Given the promising results obtained with FTase abitized in the niobium
support(Aguiar-Oliveiraet al, 2011; Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2011; Aguiari@ira & Maugeri, 2010,
Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010fhe feasibility of application of using said sopp
with other enzymes with relevance for commercigdla@ptions was assessed. Therefore,
two commercially available enzymes, inulinase amgeitase, were also immobilized and
characterised in terms of pH, temperature and gtbstoncentration, aiming to establish
the effect of immobilization on the enzymatic aityivsucrose and inulin hydrolysis and

transfructosylating activity with sucrose as suditstr
2- Materials and Methods

2.1- Enzymes and Materials

Invertase from baker's yeast (froBacharomyces cerevisia&C 3.2.1.26) and
inulinase (from Aspergillus niger, EC 3.2.1.7) were purchased from Sidmas a
lyophilized powder and a solution, respectively.oltypes of inulin were assayed with
invertase and inulinase: one from Dahlia tubersh &ipolymerisation degree (n) between
20 and 25 (Acros-Orgarii}, and another from chicory, with n = 10 (Cos{¢raccording
to the specifications of manufacturers. All otheagents were purchased according to local
availability (Brazil and Portugal). The experimentish the FTase and the chromatographic
analyses were carried out at the Laboratory of Biogss Engineerin@pEA-FEA/UNICAMP,

Brazil) and the experiments with the inulinase and ingertavere performed at the
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Bioengineering Research Gro(@EBQ-IBB/IST, Portugal)

2.2- Immobilization by adsorption

The standard method for immobilization was by apson, and it has been
described previouslyAguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Maugeri & Aguidiveira, 2007) The
dispersion medium for adsorption was sodium acdiateer 50 mM (pH 4.5) for FTase,
and sodium acetate buffer 100 mM (pH 4.5) for itase and inulinase.

2.3- Characterization of the free and immobilized e = nzymes

The enzymatic activities of inulinase and invertas®e determined according to
the fructosyltranferase activity meth@ghuiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Hernalsteens & geri,
2008) Considering the free enzymes, 1 unit of enzymettovity was defined for this study
as 1umol of the reducing sugars - glucose and fructastefmined by Somogyi-Nelson
methodology) - released in 1 min U For the immobilized enzymes, the enzymatic
activity was determined per gram of immobilized daitalyst,i.e. 1 umol of reducing
sugars released in 1 min per gram of biocatalyst(Ug/g). The characterization of the
free and immobilized biocatalysts was performedibiermining the enzymatic activity as
a function of pH, temperature and substrate conggom. Data were expressed as relative
enzymatic activity (free or immobilizedig. the ratio between the enzymatic activity in a
specific condition and the highest enzymatic astiaccording to the conditions studied.
Lowry methodology was used to determine the amofiptoteins.

The hydrolysis/synthesis with inulinase and investavere carried out at 50°C, with
15 mL of inulin 5% (w/v) or sucrose 50 % (w/v), sodium acetate buffer 100 mM, at
pH 4.5, with 68.86 ¥mL (free inulinase), 50.63¢ML (free invertase), 1031.62,ichL
(immobilized inulinase) and 154AhL (immobilized invertase). The results were
evaluated based on the percent composition of bgdrates (Equation 1) in the reaction
medium during the reaction time (and also the sipgmioductivities, which corresponds to
the total weight of products (reducing sugars = G+FOS = GEF+GFR+GF,) per 1 unit of

enzymatic activity (free or immobilized) per unfttone (Equation 2).

%G, %F and %FOS = ([g/linitial substrate concentration (g/tf).100%  (01)
Pre+r and Peos= ([ug/mL}/[U/mL].[h]) = (ng/U.h) (02)
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The original data, used to calculate the specifimdpctivity for the
fructosyltranferase, were obtained from two presioworks: Alvarado-Huallanco &
Maugeri (2010) with the free enzyme at 50°C, 5 mL of sucrose 5QWf), in sodium
acetate buffer 50 Mm, at pH 4.5, and AhL of enzyme activity, and Aguiar-Oliveirt
al. (2011) with the immobilized enzyme at 48°C, 5 mL of swead0 % (w/v), in sodium
acetate buffer 50 mM, at pH 6.0, and 20l of enzyme activity.

The identification and quantification of the carlgdhates: sucrose (GF), glucose
(G), fructose (F), 1-kestose (@F nystose (G§ and f-fructofuranosyl-nystose (Gf;
were carried out by ion exchange chromatography aitpulsed amperometric detector
(HPLC-PAD) (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Hernalsteens & Mgeri, 2008) other FOS
molecules with a degree of polymerization highemtd were not possible to be identified

and quantified.
3- Results

3.1- Characterisation of the biocatalysts

3.1.a- Inulinase from A. niger

Considering the inulinase, in solution of sodiunetate buffer 100 mM, at pH 4.5,
with 1434 U an immobilized biocatalyst activity of 1032 Was obtained, representing a
recovery of nearly 72 % of the initial enzymatidiaty and 99 % of the total offered
protein. Such fact shows that the way the enzyme adsorbed affected its catalytic site.
The effects of sucrose concentration, pH and teatper on the relative activity of free and
immobilized enzymes are shown in Figure 1, withriteximum relative value of 1.0 at the
optimal conditions.

In the Figures l1l.a and 1.b, it is possible to olesehat the effects of sucrose
concentration and pH did not differ significantlgtlveen free and immobilized inulinases;
the effect of temperature, however, was differ&igyre 1.c). The points of highest activity
for both enzymes were observed at 500 g/L of secnod 4.5, and 60°C.

From data presented in Figure 1.a, kinetic parammetere estimated, based on
Lineweaver-Burke and Hofstee pl@tsxon & Webb, 1979; Panesat al, 2010) for the inulinase

under the conditions assessed; the substrate tiohilwonstant (K has an estimated value
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of about 560 g/L. From Figure 1.a, it is clear thatsucrose concentrations higher than
600 g/L for both forms, free and immobilized enzyrsabstrate inhibition is significant.
Catana and co-worke(g005) also observed inhibition by sucrose concentratigher than
0.7 M (=250 g/L), with the same commercial preparaentrapped in calciulginate, and

also a change in the optimum pH, from 4.5 (free).®(immobilized).
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Figure 1: Effect of a) sucrose concentration {§/U°*?), b) pH (WP"/UP™9) andc)
temperature (JU®”9 on inulinase fromA. niger free (filled symbols and lines) and
immobilized (open symbols and dotted lines), inisodacetate buffer 100 mM.

The effect of temperature on inulinase (Figure stwws differences between the
free and immobilized form. The immobilized enzymeaswmore affected by the
temperature, either in low or high temperaturesjlevinterestingly the maximum is
reached at the same temperature. Considering ataHigure 1.c, activation energiesXE
and denaturation energies,§Ewere estimate@ixon & Webb, 1979; Panesat al, 2010) for
the free inulinase as 14.13 and 18.68 kJ/mol, at@dy. For the immobilized inulinase,
the values were of 41.41 and 130.94 kJ/mol, respdygt These data suggest that the free

enzyme requires less energy (0.3 times) to be aetly while the immobilized enzyme
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requires much more energy (7.0times) to be deedfuwhich means that the
immobilization is favourable to thermal stabilithccording to Santo®t al. (2007) the
activation energy (§ for the inulinase fromK. marxianus var. bulgaricusn sodium
acetate buffer was determined as 45.09 kJ/mol (feeyme) and 42.04 kJ/mol
(immobilized enzyme in alginate beads) and the ueaton energy (k) were,
respectively, 530.68 and 298.64 kcal/mol; Ettakinid Baratti(2001) determined for a
commercial preparation of inulinase froA ficuum equally in sodium acetate buffer
activation energy values of 29.4 kJ/mol (free engyand 26 kJ/mol (immobilized enzyme
in porous glass).

3.1.b- Invertase from baker’s yeast (S. cerevisiae)

Considering the invertase, in solution of sodiuretate buffer 100 mM at pH 4.5
with 506 U= an immobilized biocatalyst activity of 154, Was obtained, representing a
recovery of nearly 30 % of the initial enzymatidiaty and 98 % of the total offered
protein. Such fact shows that, as for inulinase, a@lbsorption on niobium also affects
invertase activity, but the effect is more notidealith the latter enzyme. Invertase
immobilization in modified chitinKotwal & Shankar, 2009allowed for a recovery of 68% of
the initial enzymatic activity, along with an inase of 5°C in its optimum temperature.

Figure 2 shows the free and immobilized invertasaracterization, based on the
relative activity, with the maximum relative valagl1.0 at the optimal conditions.

In Figure 2.a it can be seen that maximum actigitgbserved at 500 g/L of sucrose
concentration, with inhibition more noticeable than inulinase (Figure 1.a), for sucrose
concentrations above this value. As for temperatme pH, maximum activity is observed
at 60°C and 4.5, respectively, as observed foiriagk (Figure 1).

Kinetic parameters were estimated for invertasegudata from Figure 2, as it was
carried out with the inulinase: the substrate iitlib constant (K was estimated as
approximately 450 g/L; the activationEand denaturation (g energies for free invertase
were estimated as 53.29 and 149.77 kJ/mol, respéctand for the immobilized invertase
as 36.12 and 244.77 kd/mol, respectively. These siaigest that the free invertase requires
more energy (1.5 times) than the immobilized one dotivation, and for immobilized

enzyme, the energy for denaturation is higher {iinés) than the one for free enzyme,
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again suggesting that the immobilization in niobisupport increases the thermal stability.
Bergamasccet al (2000) and Bassettet al. (2000), working with the same commercial
invertase in sodium acetate buffer, determinedadtittvation and deactivation energies,
respectively, for the free enzyme as 21.9 and kJImol and for the immobilized

enzyme in controlled pore silica as 20.68 and 1RXBmol.
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Figure 2: Effect of a) sucrose concentration B/U°*), b) pH (WP"/UP™9) andc)
temperature (U9 on invertase fron$. cerevisiaefree (filled symbols and lines) and
immobilized (open symbols and dotted lines), inisodacetate buffer 100 mM.

Gopinath and Sugunareoos) observed that an invertase from baker's yeast,
adsorbed on acid montmorillonite, presented an ahalovalue of kK, 14.5 times higher
than with the free invertase. The explanation wed some possible changes in native
conformation can occur upon immobilization. The qpdmenon of broadening the pH
profile effect, after being immobilized in negatiyeharged supports, is quite common, as
shown in the study of Sanjay and Sugungooes) with inulinase adsorbed on
montmorillonite K-10, where an increase in optimpid was also observed. Figure 2.b

shows that after immobilization, however, the imified invertase presented higher
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relative activities than free invertase, despiterlatively low efficiency of immobilization

related to the enzymatic activity mentioned before.

3.2- Hydrolysis of inulin

Two types of inulin with different degrees of polgrisation (n) were selected as
substrates for hydrolysis reactions with inulinasel invertase in free and immobilized
forms. The percent compositions and specific prodiies are shown in Table 1. Sucrose
was identified and quantified (less than 1% w/wlyomith the immobilized invertase with
both inulin types at the first 6 h of reaction @atot presented). For all conditions
evaluated several others chromatographic picks weserved with retention times higher
than the GE: The percent composition of glucose (%G) is alwayger when compared to
fructose (%F) as presented in Table 1, since tldinincontains much more fructose
molecules than glucose.

With the inulin from Dhalia tubers, all percent qoositions presented in Table 1
were increased from 24 to 72 h; considering thegrgrcomposition of fructose (%F), free
invertase presented the highest increase (2.5, fold)with the immobilized inulinase the
highest values for %F was obtained after 72 h aefttien (45.15%), followed by the
immobilized invertase (44%). Probably because ef highest degree of polymerization
(about 2 times higher than with the inulin fromadry) the percent compositions of FOS
(%FOS) was basically composed by >&xcept when free invertase was used, wherge GF
and GR were observed from 48 to 72 h; with the immobdizevertase none of the three
FOS were obtained but the fructose percent composincreased almost 1.5 times
throughout the reaction. For comparison, with atigiy purified (exo- and endo-)
inulinase from Aspergillus niger Mutant 817 covalently immobilized onto a porous
cellulose derivative and in a packed-bed columrctogaNakamuraet al, 1995) it was
possible to completely hydrolyse the inulin fromdba tubers (5 % wi/v) over 45 days of
continuous operation to a mixture of 97% of fruetasd 3% of glucose.

With the inulin from chicory, the percent compawits of fructose (%F) decreased
(between 4 and 9%) along time, except for the imizal invertase, where (%F)

increased around 6% and for free inulinase, wh&E)( remained practically the same.
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Table 1: Percent compositions of glucose (%G), fructose)(&fel FOS {GE+GF;} (%FOS) and specific productivities of reducingyats
(MgG+r/U.h) with inulinase fromA. nigerand invertase frons. cerevisiagfree and immobilized on niobium with two diffetenulins as

substrate: from Dhalia tubers, with a degree ofpelrization (n) of 20< n < 25, and from chicorylwit = 10.

Inulin from Dhalia tubers

Substrate L )
initial concentration: 50 g/L
Time 24 h 48 h 72 h
%G | %F | Prws |%FOS| Preos | %G | %F | Prg. | %FOS | Preos | %G %F | Prg« | %FOS | Preos
Eree Inulinase 3.61 | 38.15 12.64 | 0.1%4| 0044 | 3.93 | 3844| 6.41 0.15° | 0.023 | 5.79 4011 | 463 | 0.16° | 0.016
Free Invertase 0.34 1.83 0.89 - - 044 | 292| 069 | 045% | 0092 | 054 466 | 071 | 0.44% | 0071
Immobilized Inulinase| 3.08 | 44.43 096 | 0.2%| 0005| 3.34 | 44.09| 048 | 0.25° | 0003 | 3.63 4515 | 0.33 | 0.27° | 0.002
Immobilized Invertase| 1.40 | 30.00 4.25 - . 2.80 | 3850| 2.79 - . 4.40 4400 | 218 - .
Substrate Inulin from chicory
initial concentration: 50 g/L
Time 24 h 48 h 72 h
%G | %F | Prs |%FOS| Preos | %G | %F | Prg. | %FOS | Preos | %G %F | Prg« | %FOS | Preos
Free Inulinase 9.91 | 4027 | 1518 | 0.22° | 0.066 | 10.07 | 39.97| 757 | 0.20° | 0030 | 1042 | 4049 | 513 | 0.22° | 0.022
Free Invertase 6.58 | 19.23| 1062 | 0.37% | 0.152 | 546 | 1756 474 | 042* | 0.086 | 5.18 17.47 | 3.11 | 0.60° | 0.083
Immobilized Inulinase| 11.39 | 47.72| 119 | 0.29° | 0006 | 10.64 | 46.04| 057 | 0.30° | 0003 | 10.17 | 4565 | 0.38 | 0.32° | 0.002
Immobilized Invertase| 740 | 31.60| 528 | 0.75% | 0.102| 7.83 | 32.16| 271 | 0.81* | 0055 | 822 3363 | 1.89 | 0.81% | 0.037

AGR:+GF,
PGF,




Capt. 6:Characterisation of biocatalysts immobilized inew inorganic solid support

All percent compositions of FOS (%FOS) increasedtime, especially with the free
invertase (around 1.6 times) but the highest %FQS wachieved by the immobilized
invertase after 72 h of reaction (0.81%). Similadythe observations with inulin from
Dhalia tubers as substrate, Gffas the only FOS obtained with inulinase and &fd Gi
was obtained with the invertase.

Considering the inulinase frof niger, the specific productivity of reducing sugars
(Pre+r) for both inulin types was relatively similar, bfdr the inulin with the highest
degree of polymerisation, the values were sligldlyer. The difference between free and
immobilized inulinase is considerable, since thec#jr productivities are nearly 13 times
higher with the free enzyme (Table This must be due to the inulin macromolecule,
which has a relatively hindered access to the siteseninimobilized enzyme. Considering
the invertase fron$. cerevisiagthe specific productivities in reducing sugargdf) were
higher with the free invertase and inulin from dmg with the immobilized invertase, the
specific productivities for both types of inulin mesimilar. Comparing the two enzymes
(Table 1), the highest Rtr) values after 72 h were obtained by the free iaskénwith both
inulin types (5.13 and 4.63 pg/l) followed by the free invertase and inulin frahicory
(3.11 pg/.h). As an example, the immobilized inulinase withlin from Dhalia tubers
presented the highest percent composition of regusigars but the specific productivities
(Pre+r) were smaller than the ones obtained with the mieziy free form, which indicates
that one unit of enzymatic activity can produce en@ducing sugars in a free form.

Concerning the specific productivity of FOS &y, the highest FOS percent
compositions (obtained with the immobilized invedand the inulin from chicory) did not
result as the highest #gg value, although, the highest values were obtaimigtdl the free
invertase with both inulin types: from chicory -083 pg/U4.h — and Dhalia tubers — 0.071
HO/Ush — after 72 h (Table 1).

3.3- Hydrolysis of sucrose and transfructosylation activity

The reactions with sucrose as initial substrateewaarried out with inulinase and
invertase, aiming to investigate the capabilityrahsfructosylation of these enzymes after
immobilization; previous results, obtained withef@lvarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 2010)

and immobilized fructosyltransferaggguiar-Oliveira et al, 2011) performed at the same
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conditions, were used to determine the percent osiipns and specific productivities
(Table 2). Having sucrose as initial substrateeagtof inulin, the percent compositions of
glucose (Table 2) are higher (Table 1). For thdinagse and invertase, %G and %F are
roughly constant and have similar values sinceditbe6 h of reaction (data not presented),
but with the fructosyltransferase the %G is muahér than the %F and both increase with
reaction time, which is due to the much more steorigansfructosylation activity presented
by the fructosyltransferase (the fructose releasassed to produce FOS). Therefore, the
highest percent compositions of reducing sugars (86F) were obviously obtained with
the inulinase and invertase due especially to tkecgmt composition of fructose.
Comparing invertase and inulinase, only with themwmbilized invertase the percent
composition of sucrose (%GF) was between 12 and W& the inulinase no significative
sucrose was detected since the earliest time ofioea(data not presented); with the free
fructosyltranferase %GF reached 22% after 72 heattion(Alvarado-Huallanco & Maugeri-
Filho, 2010)and with the immobilized form, %GF is less than &fer 72 h(Aguiar-Oliveira,et

al., 2011)

De Paulaet al. (2008) observed with the crude cell-free medium from Huca of
Kluyveromyces marxianusontaining inulinase entrapped in gelatin-waterswcrose
convertion of 58.12% after 782 h in a fixed beduowh reactor with 1% (w/v) of sucrose;
Amaya-Delgadcet al. (2006) with a commercial invertase fro®accharomyces cerevisiae
covalently immobilized on nylon-6 tested in a fixieeld reactor for sucrose hydrolysis
resulted in reducing sugar concentration of, appnately, 279 and 410 g/L from 288 and
432 g/L of initial sucrose concentration, respeadiv

For the inulinase fromA. niger, the specific productivities of reducing sugars
(Pre+r) were higher with the free enzyme (14-16 timeshéighan with the immobilized
form). With the invertase frors. cerevisiaend sucrose as substratecRy values were
nearly 3.5 times higher with the free enzyme, camgato the immobilized one. In
comparison to the inulinase, & from free and immobilized invertase were highemth
with inulinase, approximately 1.36 times higherhntite free forms and 6 times higher with

the immobilized forms. The specific produtyv of reducing sugars (R¥r) with
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Table 2: Percent composition of glucose (%G), fructose (#) FOS {GE+GR+GF} (%FOS) and specific productivities of
reducing sugarsuf.r/U.h) and FOSHgrodU.h) with free and immobilized inulinase frof niger, invertase frons. cerevisiae
and fructosyltransferase froRhodotorulasp. LEB-V10, with sucrose as substrate.

Substrate o Sucrosg
initial concentration: 500 g/L
Time 24 h 48 h
%G %F Pr (G+F) Pl’(GH:) %FOS %F Preos

Free Inulinase 50.92 | 48.20| 299.91 43 14958 171 48.33 2 0.3
Free Invertase 50.76 | 48.89| 410.06 204.83 0.24 49.54 0.13
25;’ Fructosyltransfey 5, 2z | 591 | 12695 77332 514 B0 3 B558.87
Immobilized Inulinase| 47.58 | 44.64 18.62 00 1050 0 50.77 58 0.0
Immobilized Invertase 44.24 | 39.63| 113.46 57.45% 1.2 69 39 0.13
Immobilized 2069 | 3.45| 34528 02 211.96.935 7.13 85 160
Fructosyltransferase

4 GR+GF,

®only GR,
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fructosyltranferase exceeded those obtained withHinase and invertase. The highest
values clearly suggests that the enzymatic activity free and immobilized
fructosyltranferase are capable to produce modeiciag sugars than inulinase and
invertase under the condition used for these assays

It was possible to observe transfructosylationvagtiwith both enzymes, inulinase
and invertase, since small, in comparison to feMtoansferase, yet increasing values of
percent composition of FOS (%FOS), were obtaineabl@ 2). Between inulinase and
invertase, after 72 h of reaction, the highest %R@&8 obtained with free inulinase
(16.42%) a value almost 3 times higher than withithmobilized form; for invertase, the
immobilization lead to an increase of 2.4 time84ROS. GE, GF; and Gi were detected
before 24 h of reaction with free and immobilizedlinase; Gk was not detected with the
free invertase at any time evaluated and G#y after 48 h; with the immobilized invertase
GF; and GR were detected only after 48 h of reaction.

Comparatively, with the fructosyltransferase fr&®hodotorulasp. LEB-V10 with
sucrose as initial substrate, the specific progiigtof FOS (Pgog obtained with the free
form was from 3.1 to 3.4 times higher than with tmenobilized form (Table 2) meaning
that the immobilization affected the transfructasign activity; with free and immobilized
forms, Gk, GF and Gk could be detected before 24 h of reaction; thecqrer
compositions of FOS (%FOS) decrease as the redsaig@rs, especially fructose, increase
with time; at 24 h %FOS is more than 53 and 57%hwite free and immobilized

fructosyltransferase.
4- Conclusion

The results obtained with the new proposed supfeorenzyme immobilization,
consisted of niobium (95%) and graphite (5%), sthebweat the enzymes studied so far,
fructosyltransferase dRhodotorulasp. LEB-V10 and commercial invertase and inulinase
have different affinities for the material. Whileet efficiency of immobilization considering
the enzymatic activity was 98 % for fructosyltrarsise, for the other two enzymes was
72 % and 31 % even if almost the total amount ofgin was adsorbed on the support. By
contrast, immobilization of invertase and inulinaé not change the points of maximum
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activities for sucrose concentration, pH and temfee for both enzymes, inulinase and
invertase; with the fructosyltransferase the effaeere much more pronounced, especially
with the pH(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010and temperatur@guiar-Oliveira & Maugeri, 2011)
effects over the enzymatic activity after immolalion.

Considering the two kinds of inulin evaluated (bath50 g/L) and comparing the
results between inulinase and invertase after 7@f heaction, the immobilization of
inulinase increased the precent compositions adfigied sugars (6% with the inulin from
Dhalia tubers and 9% with the inulin from chicorghd FOS (1.66 and 1.45 times,
respectively) but reduced the specific productgtof both in about 92% indicating that in
a free form, one unit of enzymatic activity of imase produces much more reducing
sugars and FOS. The immobilization of invertaseeased the percent composition of
reducing sugars in 9.3 and 1.8 times with the mdtom Dhalia tubers and chicory,
respectively; it also affected drastically the proibn of FOS with not being able to obtain
any FOS (GE, GR; or GR) with the inulin from Dhalia tubers and increaskd %FOS in
1.35 times with the inulin from chicory; after tmemobilization, the specific productivities
with the inulin from Dhalia presented an increa$e 307 times for the reducing sugars
(Pre+r) and with the inulin from chicory, R¥:r and Pgos decreased in 1.6 and 2.2 times,
respectively.

Considering sucrose as substrate, and regardingpeific productivity of FOS
(Pro9), the best performance among the three enzymespvesented by the free and
immobilized fructosyltransferase. Additionally, itwas possible to identify a
transfructosylating activity with inulinase and emase. The percent compositions of
reducing sugars (%G + %F) obtained with the ingd@and invertase were higher than
with the fructosyltransferase since the first hooirseaction maintaining almost the same
percent composition throughout the reaction bedidesmall transfructosylation observed.
For the fructosyltransferase the percent compasitibglucose and fructose increases in
time in accordance to the hydrolysis of sucrose @eeformed FOS molecules which lead
to a decreasing in %FOS. Considering the maximumdymtion of FOS at 24 h with the
fructosyltranferase, the immobilization lead toiacrease of %FOS in 7% and a decrease

of 1.1 times in the percent compositions of redg@ngars; the specific productivities were
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also decreased in 3.7 and 3.1 times fet.Prand Pgos, respectively. For the inulinase, the
immobilization reduced the specific productivity i@ducing sugars (R&s) in 14 times
and for Pgos in 44 times (after 72 h), in a free form, inulieas able to produce more
reducing sugars and FOS from sucrose than inverfasalysing the invertase, it was
possible to observe that after the immobilizatitve specific productivity of reducing
sugars decreased 3.5 times and the specific pigdyaf FOS remained the same (after
72 h).

In summary, considering the specific productivifyreducing sugars (f¥:r), the
adsorption in niobium particles was not advantagdouthe hydrolysis of inulin; the best
three results were obtained with enzymes in affsea and only the fourth best result was
obtained by immobilized invertase with inulin frddhalia tubers (higher polymerization
degree); however, if the specific productivity ofO% (GR+GF,) is taken into
consideration, the immobilization resulted in bettesults because the three besioPr
values were obtained by immobilized invertase.udrese as substrate is considered, the
best performances (RBrr and Pgog were obtained by fructosyltransferase; but betwee
inulinase and invertase the immobilization did moproved the specific productivity of
reducing sugars and FOS (&ER+GF,) because the best results were obtained with free

enzymes.
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6- Nomenclature

E, Activation energykJ/mol) FOS Fructooligosaccharides
Ead Activation energy for denaturation G Glucose

(k3/mol) GF Sucrose
F Fructose GF, 1-kestose
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Gk Nystose

GF,  1™-fructofuranosyl-nystose

Ki Susbtrate inhibition constailL)

Km Substrate saturation constagit)

n Degree of polymerization

Preos) Specific productivity of FOGug/U.h)

Pre+r Specific productivity of reducing
sugargug/U.h)

Ur Unit of free enzymatic activity

(umol/min)

U, Unit of immobilized enzymatic acti-
Vity (umol/g.min)

Ui Unit of immobilized fructosyltrans-

ferase activityumol/g.min)
Ure Unit of free fructosyltransferase acti-
Vity (umol/g.min)

7- References

U'®F Enzymatic activity at a certain sucrose
concentratiorfpmol/min, pmol/g.min)
Enzymatic activity at 500g/L of
SuUcCrosgumol/min, pmol/g.min)
uPH Enzymatic activity at a certain pH
value (umol/min, umol/g.min)

500g/L
U 9

UP** Enzymatic activity at pH 4.5
(mol/min, pmol/g.min)
u’ Enzymatic activity at a certain

temperaturgumol/min, pmol/g.min)
U Enzymatic activity at 60°Gumol/min,
Kmol/g.min)
Vmax  Maximum velocity(g/L.min)
%G  Percentage composition of glucose
%F Percentage composition of fructose
%FOS Percentage composition of FOS
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Resumo

Devido ao grande potencial de aplicacdo industfaksentado pela frutosiltransferase (FTase)
extracelular e parcialmente purificada Baodotorulasp. LEB-V10 para producdo de fruto-
oligossacarideos (FOS) avaliou-se os efeitos pamax pela liofilizacdo da enzima na sua forma
livre. A liofilizac@o possibilitaria o estoque dazima de forma mais estavel, pois, em solucao ou
congelada, a perda de atividade por diversas reagdmica, fisicas ou bioquimicas é alta; enzimas
liofilizadas apresentam-se na forma de pé e estapi@mntas para uso imediato. Dessa forma, com
base na literatura disponivel sobre liofilizacadgdateinas foram selecionados 11 compostos crio-
protetores e eles foram empregados individualmentem composicdo de formulagbes com a
enzima livre em diferentes diluicdes. A taxa deligdo da solugdo enzimética inicial demonstrou
ser um fator importante pois solugées néo dilu{das0,72 g/mL) resultaram em tortas liofilizadas
de dificil moagem e dissolucao, ja com diluicded iee 1:2 v/v as tortas liofilizadas apresentaram
caracteristicas diferentes como rapida dissoluéd@erda de atividade enzimética durante o
processo de liofilizacdo de solugdes enzimatica aditivos foi de 38% para a solugdo sem
diluicdo, 27% para a solugdo diluida em 1:2 v/VO&8e perda para a diluicdo de 1:6 v/v, no
entanto, com a liofilizacdo da FTase em tampaatxee sodio 4 vezes mais concentrado que seu
valor padrdo obteve-se um aumento de 6 vezes vidaale enzimatica por peso em comparacao
com a solucdo ndo liofilizada. A estabilidade dmoasyem por 6 meses de liofilizados foi mais
efetiva com a adi¢éo individual dos compostos dospb formulacdes, sendo o sulfato de amoénia a
2,5 % p/v com a solucdo enzimatica ndo diluida endihor resultado com uma atividade relativa
de estoque de 1,37; os liofilizados sem aditivoesgntaram perdas de atividade apds o estoque de
34 a 18% e apresentaram boa manutencdo da ativitattansfrutosilacdo apds o estoque. Sob
condi¢Bes otimizadas de sintese, definidas no @agit a liofilizagdo demonstrou alterar a cinética
enzimatica especialmente ao resultar numa proddigéaes maior de GEem relacdo a enzima néo
liofilizada. Estudos mais especificos sobre a aonégdo enziméatica apos a liofilizacdo
forneceriam informac8es complementares importadtdslase imobilizada em nidbio também foi
liofilizada e seus resultados encontram-se no Glapst
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Effects of Lyophilization in the Catalytic Properti es of the

Fructosyltransferase from  Rhodotorula sp.

E. Aguiar-Oliveira & F. Maugeri

ABSTRACT
As a result of the great potential presented byfihetosyltransferase (FTase)
from Rhodotorulasp. LEB-V10 for fructooligosaccharides (FOS) pretitn, it
was evaluated the lyophilization of this enzymeevéh crio-protectants
additives were selected and analyzed individuatlg an formulation and the
results showed, in general, lyophilized enzyme# \wigher enzymatic activity
per gram. Lyophilization without additives from anzymatic solution diluted
in 1:2 (v/v) in sodium acetate buffer 200 mM and $13 presented the higher
increase enzymatic activity per gram, almost 618-fogher after liofilization.
Additives used isolated such as CMC at 1.25% (wivgnnitol, ammonium
sulfate, sorbitol and xylitol at 2.5% (w/v) increalsthe enzymatic stability after
6 months. The effects of the additives isolatedenmetter than in formulation.
Lyophilization also affected the biocatalytic adiyvof FTase, especially by
increasing Gircomposition in almost 3-fold.

Keywords: FTase, Fructooligosaccharides Synthesis, Enzynophilzation,
Free Enzyme.
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1- Introducéo

Um ramo da biotecnologia denominaddnite biotechnologytem gerado muito
interesse devido a sua frequente associacdo aomongeduzido de energia, descoberta de
novas fontes de alimento e combustivel em atendov@ndemandas econémicas, politicas
e sociaigTang & Zhao, 2009)

Estudos conduzidos com a frutosiltransferase ealtikr (FTase, EC 2.4.1.9) de
Rhodotorulasp. LEB V-10(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010; Alvarado-Huallam& Maugeri, 2010;
Hernalsteens & Maugeri, 2008; Maugeri & Hernalstee2007)livre ou imobilizada em um suporte
sélido-acido inorganico (liga de niébio e grafitdmn apresentado capacidade de aplicacao
industrial para producéo de fruto-oligossacarid€@S) — um agucar pré-bioti¢maiorano
et al, 2008; Sangeethat al, 2005) - a0 promover, mesmo que parcialmente purificada
(precipitacdo por etanol a 70%), conversdes enotder 58% da sacarose em FOS sob
condi¢Bes otimizadas com a enzima imobilizada edbioi(Aguiar-Oliveiraet al, 2011) Em
processos tradicionais utilizando a frutosiltrarede de fungos filamentosos as conversdes
variam de 50 a 70% com enzimas purificadas. A zaifio da frutosiltransferase
parcialmente purificada diminui o custo da produda@oFOS e sua imobilizac&aguiar-
Oliveira & Maugeri, 2010)favorece o uso continuo industrial, portanto, etudos aqui
apresentados sobre a liofilizacao da frutosiltraraste dé&hodotorulasp. LEB-V10 visam
solidificar a viabilidade da utilizac@o industridésta enzima. Estudos cinéticos com esta
mesma enzima imobilizada em nidl@avarado-Huallanco & Maugeri-Filho, 201@gvelaram que
tanto na forma purificada quanto parcialmente maifa as conversfes da sacarose em
FOS foram praticamente iguais entre si, fato este por si justifica a aplicagdo da
frutosiltransferase parcialmente purificada. Estesente trabalho tem por objetivo
apresentar os resultados obtidos apenas com &z#gfio da frutosiltransferase de
Rhodotorulasp. LEB-V10 na sua forma livre e liofilizada, ossultados referentes a
liofilizacdo da frutosiltransferase imobilizada eridbio serdo apresentados num artigo

complementar a este (dados ainda néo publicados).
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1.1- Liofilizac&o _

A liofilizacdo é um dos mais conhecidos processpmrkservacdo empregados e
consiste da remocdo da agua congelada de proteinasélulas em suspensdo por
sublimacg&o(Aehle, 1990; Blanch & Clark, 1997; Cabrai al, 1994; Chaplin & Bucke, 1990)ESte
processo é altamente indicado se ha um valor ciethegregado a proteina em questao,
porque facilita seu transporte, distribuicdo, emf@en, uso, etc. (tanto para fins
farmacéuticos quanto alimenticios) mesmo sendotéomaca de grande gasto energético e
de tempo de preparCarpenteret al, 1997; Fagain, 1997; Partridge al, 1998; Roy & Gupta, 2004;
Tang & Pikal, 2004) Métodos de conservacdo como, por exemplo, estatagfrigerada em
tampéo fosfato (pH = 7,0) ou em solucbes de etanotongelamento em presenca de
algum agente redutor (p.e. glutaminacao) apresehtaxa vida de prateleiraslifelf-life e
ndo sao viaveis industrialmentbayashiet al, 1984) além de induzirem degradac¢fes do
tipo: protedlise, quimica (p.e. deaminacdo ou @ada e/ou fisica (p.e. agregacdo e
precipitacdo) e degradacgdOarpenteet al, 1997; Fagain, 1997)

Diversos autores tém observado diferentes niveisawleento da atividade e
estabilidade de enzimas liofilizadas sob as marerdas metodologias: Ret al. (2001)
relata o aumento em mais de 20.000 vezes a atwidiadatalitica de enzimas liofilizadas
em presenca de sais; Morgan e Clado4)obtiveram com uma xantina-oxidase liofilizada
em presenca de sais um aumento de sua atividad® eeres; Sode e Yasutale97) ao
liofilizarem uma glicose desidrogenase com sorbiol especialmente com trealose,
conseguiram aumentar a estabilidade térmica erpéa@la condicdo nao liofilizada; Wang e
Mei (2007) aumentaram entre 9 e 14% a conversdo de uma lipafiezada com
ciclodextranas. Essa ativacdo e preservacao d#wesatitridimensional apos a liofilizacédo
podem ocorrer devido aos mais variados mecanispoogxemplo: Lee e Dordigko02) e
Ru et al. (2001) afirmam que o uso de certos aditivos aumenta @b#iolade de solutos
estabilizantes ao redor da proteina formando unreada protetora; segundo Partridge
al. (1998) um processo eficiente de “reidratacao” de enziocasre quando as moléculas de
agua sao retiradas de tal forma que as molécutdigais consigam manter sua estrutura

tridimensional o mais intacta possivel; FAgaep7) afirma que quanto mais uma enzima
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conseguir manter o balango i6nico correspondenteseap pH 6timo, melhor serd a
preservacao de suas fun¢des biocataliticas.

Para reduzir stresssofrido pela proteina séo adicionados diversogosins crio-
ou lipo-protetoregGibson & Woodward, 1993; Kobayasii al, 1984; Hirakureet al, 2004; Ruet al,
2001; Roser, 1990)Alguns tampdes apds congelamento, tem seu pkhdditedevido a uma
mudanca no pKa ou uma seletiva cristalizacdo eptacdo de um sal menos soltvel. Os
tampdes mais inadequados seriam o fosfato e copfedb que apresentam reducéo de 2-3
unidades no pH apds congelamento e o Tris queaypeesm aumento no valor do pH de
mesma magnitud@arpenteet al, 1997; Hirakurat al, 2004; Williams-Smitret al, 1977) nenhuma
referéncia foi encontrada sobre o tampdo acetatsddio (tampéo utilizado com a
frutosiltransferase dBhodotorulasp. LEB-V10) referente a este aspecto, apenag ssbr
otimos efeitos induzidos pelo sal acetato de sédiaaltas concentracées como 98% (p/v)
(Borole & Davison, 2008; Rwet al, 2001) O mecanismo de ativacdo promovido por altas
concentracdes de sal parece envolver varios fatme®w, mudangas na polaridade da
enzima ou a cosmotropicidade de um sal (capacigstdbilizante), alguns autores sugerem
0 uso de tamp&es com concentracdes mais elevadas cdemo 200 mM ja que 98% (p/v)
de um sal na formulacdo de um produto com aplicagindistria de alimentos pode
interferir na composicdo do produto fin®lorgan & Clark, 2004; Partridget al. 1998; Roy &
Gupta, 2004; Ret al, 2001)

Drogas farmacéuticas e outros liofilizados protgifrequentemente contém em sua
formulacdo glicose e/ou frutose (hexoses), sacar@dissacarideos) ou trealose
(dissacarideos ndo redutorgSarpenteret al, 1997; Gibson & Woodward, 1993; Kobayasgtial,
1984) que elevam a densidade do meio reduzindo assinmpactos da desnaturacao
durante a liofilizacdo ou remocdo das moléculasagiga. A sacarose € 0 aclUcar mais
recomendado em fungdo do seu baixo custo em cogdmacam a trealog€arpenteet al,
1997) no entanto, para a frutosiltransferaseRfedotorulasp. LEB-V10 provavelmente
ndo seria recomendavel utilizar na formulacdo dfiliiado sacarose, glicose ou frutose
devido ao fato de serem substrato e sub-produtgintisse de FOS, além do fato de que a
frutosiltransferase apresenta inibicdo por estssdompostos em diferentes concentracdes

(Alvarado-Huallanco & Maugeri, 2010)

152



Capt. 7:Effects of lyophilization in the catalytic propes of the fructosyltransferase from Rhodotorula sp

Embora Chaplin e Buckg99o)defendam o uso de substratos nas formulacdes para
liofilizacdo, Carpenteet al. (1997) afirmam que mesmo sendo efetivos, estes aditams t
propensao a degradar proteinas via reacoes deaMaillrealose tem sido muito utilizada
devido ao seu alto efeito estabilizante e presévata estrutura proteigaarpenteret al,
1997; Roser, 1990¢m diferentes concentracées como: 100 (@adpenteet al, 1997) 300 mM
(Sode & Yasutake, 1998 0,05 a 20%URoser, 199Q)

O uso de agentes encorpantésiling agentds como o manitol ou sorbitol
(polialcool hexahidrico) e xilitol (polialcool peattidrico) sdo recomendados em faixas de 2
a 10%, 50 mM, ou nas propor¢des de 1:1 ou 1:6 pratacicar)Carpenteret al, 1997,
Gibson & Woodward, 1993; Kobayastt al, 1984; Ruet al, 2001; Sode & Yasutake, 1997; Tang & Pikal,
2004) Sode e Yasutake997)investigaram, dentre outros compostos, a adi¢&ulfato de
amobnia a 50 mM. Sabe-se que o glicerol é empregadormulacbes farmacéuticas
devido a alteracdes da viscosidade e formacaoistaisrde gelo em temperaturas abaixo
de zero(Chaplin & Bucke, 1990 assim como etileno glicol, sorbitol e xilitohteum efeito
protetor através de interacfes diretas (especificasio) com enzimas e polipeptideos, no
entanto, o glicerol apresenta a desvantagem demsdoom substrato bacteriarieagain,
1997) Etileno glicol é empregado como protetor parapgsucarbonilicos em sinteses
organicas e é conhecido por suas propriedadescd@essgSoarest al, 2002)

Poli(etileno glicol) ou PEG (polimero amfipaticdigoprotetor) também é bastante
aplicado em formulacdes proteicas liofilizadas ca®% em combinagcdo com K@l et
al., 2001) entre 155 e 323 mNMine et al, 2001) a 1:2 na proporcéo de enzima:P@Barole &
Davison, 2007)e em conjunto com sacaro@éosharrafet al, 2007) sendo também indicado
como um bommolecular imprintey ou seja, ele preserva as cavidades dos sitiogsati
responsaveis pelo reconhecimento da molécula detratd (Lee & Dordick, 2002)
Carboximetil celulose (CMC) € um conhecido modifica de viscosidade e um bom
estabilizador de emulsées em varios produtos dastrid alimenticia.

Para Carpenteat al (1997) aumentando-se a concentracdo enzimatica, aumeiata-s
resisténcia a degradacao durante o congelamestocasn base em especulacdes de que os
danos sdo causados durante o congelamento ao rearfas interfaces agua-gelo, no

entanto, isso requer um estudo sobre a concentidedigpara cada sistema.
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2- Materiais e Métodos

A obtencgédo da frutosiltransferase extracelularreigimente purificada do meio de
cultivo de Rhodotorulasp. LEB-V10 procedeu-se conforme descrito em thabale
Aguiar-Oliveira and Maugeri2010) onde também encontram-se descritas as metodologias
necessarias para a determinacdo da atividade drtantii&re por Somogyi-Nelson e kit
enzimatico Glucose-Oxidase, e identificacéo e dficetdo dos aglcares provenientes das
sinteses de FOS por HPLC-PAD.

2.1- Selecao dos aditivos

Os aditivos avaliados neste estudo foram: polmileglicol (PEG 6000),
carboximetil celulose (CMC), etileno glicol, manjtglicerol, sulfato de aménia, sorbitol,
inositol, xilitol, trealose além do tampéo aceta® soédio (pH 4,5) em concentracdes
maiores que a concentracdo Otima para a fructasgfierase (50 mM): 100 e 200 mM.
Estes compostos foram adquiridos de marcas corgig@wdisponiveis no mercado.

Numa primeira etapa cada aditivo foi avaliado imdlialmente a uma concentracédo
de 2,5% (p/v or p/p) com a frutosiltransferase jpdmente purificada. Apos a andlise do
efeito individual dos aditivos, alguns foram esabdis para composi¢cdo de formulacoes:
CMC, PEG 6000, manitol, xilitol, trealose e sulfak® amonia, todos a 1,25% (p/v), sendo
o meio de diluicdo empregado para obtencédo dabzaufos o tampéo acetato de sédio 200
mM e pH 4,5.

2.2- Preparo das amostras e etapas de analises

Na primeira etapa de avaliacdo individual do efalto cada aditivo, todos os
liofilizados foram realizados em duplicata, cada com 3,0 mL. Foram utilizadas para
liofilizagdo uma solucdo enzimatica sem diluicdoirea com diluicdo de 1:6 (v/v) em
tampdo acetato de sodio 50 mM e pH 4,5; cada aditwv avaliado com a solucéo
enzimatica (parcialmente purificada) ndo diluida ailuida. Nesta primeira etapa os
aditivos foram avaliados nas concentracfes de Zf@%, apenas o CMC foi avaliado
também a 1,25% (p/v).

Apoés a selecdo dos aditivos de melhores desempémiivgiuais sobre a enzima

livre liofilizada foram definidas trés formulacdesntendo dois aditivos para a enzima livre
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diluida a 1:2 (v/v) em tampdo acetato de sodio 200 e pH 4,5 e trés formulacdes
contendo trés aditivos para a enzima livre dillddamesmo tampéo porém em 1:6 (v/v)
(Tabelas 1 e 4). Nesta segunda etapa, o preparardastras foi conduzido de forma
semelhante aos primeiros testes, em duplicata ®naentracdo de cada aditivo na
formulacéo foi de 1,25% (p/v).

Com base em resultados obtidos em estudos ange(iy@ar-Oliveira & Maugeri,
2011) o estudo do efeito de uma pré-ativacao antemfilizhcdo, obtida através de 15 min
de incubacdo a 52 ou 60°C seguida de banho defgelealizado com a enzima livre. A
incubacao nestas duas temperaturas foi realizadarapfio acetato de sédio 50 mM e pH
4.5.

Foram determinadas as densidades das solucfesatinasmao diluida e diluida
em 1:2 e 1:6 (v/v) utilizadas nos experimentos @oauxilio de uma balancga analitica, as
medidas foram feitas em quadruplicata e a dilugdiotampédo acetato de sédio 50 mM e
pH 4,5.

2.3- Liofilizacdo da frutosiltransferase

Todas as amostras apds serem devidamente prep#oaalascongeladas a -60°C
em um ultra-freezer por cerca de 18 h antes deedes@ liofilizacdo. Apds este primeiro
congelamento as amostras foram liofilizadas poh 2 um liofilizador de bancada do
tipo Terronf modelo Interprise 1, onde foram congeladas-85 °C por um compressor
hermético com ventilagéo forcada (ar) e utilizandw bomba a vacuo de 5/370 (CFM/W).
As tortas liofilizadas foram delicadamente desge{taocidas) com o auxilio de uma bagueta
de vidro, até formarem po. Os liofilizados obtidosam estocados em freezer (-20°C), em
frascos de vidro comum sem fechamento a vacuajueédodas as andlises tivessem sido
feitas num tempo inicial que ndo ultrapassou 1 senagods a liofilizacdo (t = 0) e apos 6
meses de estoque (t = 6 m) para analisshdH-life

2.4- Caracterizacao dos liofilizados

De acordo com Carpentet al. (1997) a andlise final de um formulado proteico

liofilizado deve considerar fatores como: estahilie protéica durante e apds a liofilizacao,
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aplicacao do liofilizado final, tonicidade do fortado, estrutura da torta liofilizada e outras
propriedades fisico-quimicas do liofilizado final.

Atividade enzimatica dos liofilizados da frutosalisferase foi determinada a partir
de uma solucdo contendo 0,02 g de pé liofilizadoidibs em 10 mL totais de tampéao
acetato 50 mM e pH 4,5; para as sinteses de F@8fotilizados 0,02 g do p6 em 5 mL
totais de meio padrédo para sintese: 50% (p/v) darese em tampéao acetado de sodio 50
mM e pH 4,5.

Todas as amostras liofilizadas obtidas foram aaddis em comparacdo com uma
condicdo padrdo ndo liofilizada e sem nenhum adit®s liofilizados obtidos foram
caracterizados, principalmente, quanto a: atividadgmatica residual liofilizada (Eq. 01),
atividade residual térmica liofilizada (Eq. 02)ivatade enzimatica especifica liofilizada
(Eq.03), conversao da sacarose em FOS (Eq.04 ytrimthde especifica de FOS (Eq.05) e
shelf-lifepor 6 meses sob condic¢des refrigeradas.

a) Atividade Residual Liofilizada (R'"): expressa pela Equacdo 01, sendtfa
atividade enzimatica da amostra liofilizadaug. a atividade enzimatica padrédo néo

liofilizada.

Liof _— U‘Ir_;i:Of
Ro - o (01)
Ure

b) Atividade Residual Térmica Liofilizada (R-**%°"°): expressa pela Equacéo 02, sendo
ule a atividade enzimatica inicial @*ca atividade enzimatica liofilizada apos

incubacao a 65°C por 15 minutos.

RUof 65C — {UTLLOf ose J (02)

Liof
Ure

c) Atividade Enzimatica Especifica Liofilizada (‘U ): expressa pela Equacdo 03,

sendo a relacédo entre a atividade enzimética dav da proteina (mg) determinado por
grama de liofilizado (U/mg de proteina). O contetokal de proteina dos liofilizados foi

determinada por metodologia de Lowrywry et al, 1951)

Liof
*U Lizf - UTF (03)
p mg
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d) Conversédo da Sacarose em FOS (Yro9: expressa pela Equacdo 04, sendo [FOS] a
concentracao (g/L) dos FOS totais obtidos e a edragiio inicial de sacarose de 500 g/L.
Amostras de 20QL foram coletadas das sinteses em diferentes tempuslisadas por
cromatografia de ions (HPLC-PAD) conforme metodi@odescrita em trabalho anterior
(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)

_ [Fod _ [Fog
Yros = [sucros 5009/L ©4)

e) Produtividade especifica de FOS (Pfros mg/u,.mL OU mg/ui® mL): expressa pela
Equacdo 05, sendo a relacdo entre a concentracgimiin dos FOS totais pela
concentracdo de atividade enzimatica utilizadaim&se (), /mL OU UL /mL) € 0 tempo de

sintese decorrido (h).

Pl G D o

f) Atividade de agua (Aw): liofilizados simples padrdo da enzima liviea¢ diluida e

diluida em 1:2 e 1:6 v/v) tiveram suas atividadesadua (Aw) determinadas a 25°C no
tempo zero (logo apéds a liofilizacdo) e apos 6 meke estoque refrigerado (-20°C). As
leituras foram feitas em triplicata em um AqualLaéri& 3TE, Decagon Devices Inc.
(EUA).

g) Reducédo do peso e da atividade enzimética apos a liofilizacdo: A reducdo do peso
das amostras apés a liofilizacao foi determinagartir de amostras de 6 g (peso antes da
liofilizacdo) de solugbes enzimaticas sem nenhuitivadnéo diluida e diluida em 1:2 e
1:6 v/v) e apos a liofilizagdo o novo peso foi deli@ado para obtencdo da relagédo: g de
liofilizado final obtido/g de solucdo enzimaticajegqdetermina a perda de peso durante o
processo. A reducdo da atividade enzimatica aplisfilzacdo foi avaliada para estas
mesmas solucdes utilizando o fator de perda dédatle (k.; Equacdo 06), ou seja, a

relacdo entre os valores de atividade enzimatital tio liofilizado final (UTLL‘”) e da

atividade enzimatica total das solucdes iniciaig0ujo peso inicial foi de 6 g.

Liof
e [ng:j* (g)otizado_ fina /[UgTFJ * (Bg)soucac-incial = (U _hizof )/(U TF) (06)
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3- Resultados e Discussao

Nesta etapa do estudo, foi utilizada uma soluc&inetica ndo diluida com
atividade de 134,06 13,68 Urg/mL, cujo valor corrigido com base no valor da sua
densidade de = 0.718+ 0.050g/mL equivale a 186,65 19,04 Ure/g. A liofilizacao desta

solugdo forneceu um material liofilizado com atadeé de 763,64 16,710 /g, um

aumento de 4 vezes no valor da atividade enzimaticgoeso. A perda de peso apos a
liofilizacdo foi de ~85% sendo que cada 1 g dacgdmuenzimética resultou em 0,1522
0,026 g de liofilizado. Com relacdo a perda de atividadeimatica durante o processo, 0
fator Ry (EQ. 06) foi de 0.62, ou seja, houve uma perda388 da atividade enzimatica
durante o processo. A atividade de agua determipada este liofilizado logo apos a
liofilizac&o foi de Aw = 0,18% 0,001

Uma solucéo enzimética diluida em 1:2 (v/v) compgamacetato de sédio 50 mM e
pH 4,5 a partir da solugédo concentrada apresemua densidade dp = 0,993+ 0,016
g/mL. A reducdo de peso apoés a liofilizacdo de ~898éndo que a partir de 1 g desta
solugéo diluida obteve-se 0,1129,014g de liofilizado; o fator de reducdo da atividade
enzimatica (& — Eq. 06) foi de 0,73 sendo esta a menor perddiddade dentre as trés
condi¢Bes analisadas (~27% de perda). A atividadiegda deste liofilizado no tempo zero
foi de Aw = 0,192+ 0,004 De acordo com Oetjen e Hase(e§o4) 0 congelamento de uma
solucdo organica complexa é geralmente dificil deliger e a taxa de crescimento dos
cristais de gelo é crucial porque depende da teatyer incial de congelamento e da
viscosidade da solucdo que aumenta fortemente comunmento da concentracdo da
solucdo; a 4gua nao propriamente congelada podmfarclusdes de alta viscosidade entre
0s cristais; a adicdo de componentes pode tambémdae a cristalizacdo devido a
viscosidade incial da solucéo.

De forma semelhante, uma diluicdo em 1:6 (v/v) dasmma solucdo inicial
apresentou uma densidadepde 0,996+ 0,0109/mL. A reducéo de peso apos a liofilizacéo
de aproximadamente 96%, sendo que a partir dealspldcdo diluida obteve-se 0,0258
0,009 g de liofilizado; o fator de reducdo da atividadeimatica (lore) foi de 0,20

apresentando a maior perda de atividade dentreéascondicdes analisadas, ~80% de
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perda. A atividade de agua deste liofilizado noperrero foi de Aw = 0,276 0.001e sua
atividade enzimatica foi de 616,#®,52 Ur¢/g, um valor apenas 0,84 vezes menor que o
obtido com o liofilizado néo diluido e 3 vezes md@m peso) que a atividade enzimatica
da solucdo enzimatica inicial (ndo diluida). A sl inicial ndo diluida e sua diluicdo em
1:6 foram utilizadas na etapa inicial de avaliag@bvidual dos aditivos na liofilizacdo da
frutosiltransferase.

A analise visual das tortas liofilizadas obtidag @br marrom claro) ressaltou
diferencas entre as condi¢des provenientes da&phkancentrada e de suas diluicdes. Os
liofilizados da solugcdo nédo diluida resultam numdat final mais resistente a moagem,
chegando a formar gréanulos grandes e irregulargsirgéE 1.a) e de dissolugéo (ou re-
suspensdo) mais demorada, exigindo agitacdo pa teaipo; os liofilizados obtidos de
solugdes diluidas resultam em uma torta muito @it de ser moida, de granulometria

fina e facil dissolucéo, especialmente a dilui¢&o(Eigura 1.c).

Figura 1: Liofilizados simples dafrutosiltransferase parcialmente purificada
Rhodotorulasp. LEB-V10 obtidos de solucbes enzimatiegao diluida (Aw = 0,187
0,001 maior resisténcia a quebra da torta liofilizada dissolucdo) e diluida em tampéao
acetato de s6dio 50 mM e pH 4,5 bnl:2 v/v (Aw = 0,192 0,004 p6d uniforme; facil
dissolucdo) ec) 1.6 viv (Aw = 0,276z 0,001; coloracdo mais clara; p6 muito fino e
uniforme; fécil dissolucéao).

De acordo com diversos autores, mesmo apoés aiZagflo um preparado
enzimatico ainda contém agua, que esta fortemayatdd, e é fator crucial para o produto
final, pois, a 4gua atua muitas vezes como umisatklr para as enzimas ao aumentar a
flexibilidade interna de suas moléculas ou atieacdes deteriorativas; de forma geral, a
instabilidade é aumentada quando o liofilizadolfowntém agua acima ou abaixo de um

limite ideal denominado camada de agu@)((Cabralet al, 1994; Costantinet al, 1998; Fagain,
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1997; Mosharraét al, 2007).E importante também lembrar que durante ou imetiette apos

a liofilizacéo {reeze drying)e/ou reconstituicdo (reidratacdo) podem se foragaegados
irreversiveis, fendbmeno comumente associado dizedios protéicos mal formulados ou
preparadogHirakuraet al, 2004; Carpenteet al, 1997) resultando em um preparado com baixa

atividade.

3.1- Estudo dos efeitos individuais de aditivos na liofilizacdo da

frutosiltransferase

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos nestzeip etapa do estudo da
liofilizacdo com a enzima livre e o efeito dos adi$ selecionados para o estudo.

Todos os liofilizados contendo algum aditivo apnésem aumento na atividade
enzimatica apos a liofilizacaorf~" > 1,0) em compara¢do com a condicdo padrdo nao
liofilizada (Ftase sem diluicdo). De acordo com abdla 1, a liofilizacdo da solugéo
enzimatica nao diluida resultou num aumento dadaiile enzimatica por peso em mais de
4 vezes, e a liofilizag&o da solugéo diluida em(/) resultou num aumento de mais de 3

vezes; essa pequena diferenca nos valoreg-dentre os liofilizados simples reflete o fato

de que solugdes muito concentradas induzem a féonde agregados proteicos que
diminuem a atividade enzimatica final efetiva. Aug@o enzimatica ndo diluida e contendo
PEG 6000 e CMC a 2,5% (p/v), a solugdo enzimaiicéda (1:6) em tampao acetato 200 e
100 mM e a solucéo diluida e adicionada de PEG @0dositol a 2,5% (p/v) foram, em
ordem decrescente os maiores valores de atividadiengtica residual obtidos (3,50 <

R-f < 5,0). Ha relatos na literatura de que a adi¢casodeitol, manitol e acetado de sodio

todos a 1 mol/L resultou em 75,3, 67,3 e 81,2%peetivamente, de atividade enzimética
residual apés o congelamento e descongelamentact@#o desidrogenageetjen & Haseley,
2004)

A atividade residual térmica liofilizada ((#%°C) revela que a liofilizacdo das
solugdes enzimaticas simples aumentou a estalglitixdhica em relacdo a solu¢do nao
liofilizada; para os liofilizados simples, a dilé 1:6 (v/v) aumentou em 9% a estabilidade

térmica. Com relacéo a liofilizacao da solugéo martica ndo diluida nenhum dos aditivos
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Table 1: Caracterizacdo da frutosiltransferase (parcialmpatificada) (Ftase) dehodotorulasp. LEB-V10
liofilizada em presenca e auséncia de aditivosbiéigi@ntes. Os parametros de caracterizagcdo foram:

atividade enzimética residual liofilizad®R}' ], atividade enzimatica térmica residu@'{"'*>¢], atividade
enzimatica especifica liofilizaddlj ;{zf ], conversédo da sacarose em FOS apés 24:-k[¥ produtividade

especifica de FOS apos 24 hdir(mg/U.h]. Sinteses realizada com 0,02 g de lixdio em 5 mL de 50%
(p/v) de sacarose em tampao acetato de sddio 5@ pivi4,5.

- . o R% *Uptn Y eos (24h) Preos (24h)
Solug&o Enz. Inicial Ure®lg (U IUr) | (Uremg ptn. | (Eq.04 (Eq.05
(Ftase parc. Purific.) 186,65 +19,04| 0,37+3,8E| 559+0,16 0,45 17,63

Liofilizados a partir da solu¢éo enzimatica incialsem diluicao
] o R Liof RLlof.GS"C *UJ Liof Y 24h Pr 24h
Enzima Liofilzada | (gq, o1) (Eq. 02) (Eq.03) I
em aditivos 411%035 | 058+14E | 516+0,15 0,42 2,89
Enzima Liofilizada R RLor65°C *U " Yeos (24h) | Preos (24h)
Com aditivos (Eq. 01 (Eq. 02 (Eq.03 (Eq.04 (Eq.05
CMC - 2,5%pn) 4,46 £0,40 0,38 +1,7E 6,27 £0,08 0,50 4,64
Etileno glicol — 2,5%vv) 2,99+£0,14 0,25 +2,3E 2,96 £0,14 0,52 4,41

Glicerol — 2,5%p/v) 2,54 £0,37 0,43 +3,5E 3,36 £0,15 0,49 4,34

Inositol — 2,5%p/v) 3,47 +£0,41 0,41 +7,9E 4,59 £0,02 0,41 3,84

Manitol — 2,5%p/v) 3,30+0,25 0,35 +2,2E 4,37 £0,06 0,50 5,54

PEG 6000 — 2,5% )| 4,91 +0,19 0,32 +8,6E 6,42 £0,21 0,59 3,33

Sorbitol — 2,5%p/v) 3,04 £0,37 0,28 +7,8E 4,01 £0,13 0,30 2,40

Sulfato de amonia 25% (p/v] 3,15 + 0,34 0,50+52E | 4,55+0,10 0,50 4,61
Trealose — 2,5%p/v) 3,38 £0,30 0,35+1,7E 4,09 £0,07 0,47 3,65
Xilitol —2,5% (pv), 3,00 £0,2! 0,57 +3,5F° 3,95+£0,1. 0,3 2,74
Liofilizados a partir da solu¢éo enzimatica inicial
diluida em 1:6 (v/v) em tamp&o acetate de sédio %M e pH 4,5
Liof Liof.65°C Liof
Enzima Liofilizada (Eq. oRf (E§ 02 (Eq*.Lojsp,ln (EYS%Z(;M) (EP(;T)); (240
sem aditivos 3,32+0,28 0,63+3,6E | 4,65%0,02 0,44 3,75
Enzima Liofilizada Ry RH-ORES"C *U g Yeos (24h) | Pregs (24h)
com aditivos (Eq. 01) (Eq. 02) (Eq.03 (Eq.04) (Eq.05)
CMC -2,5% (plv| 1,85+0,15 0,76 + 4,2E 2,83+£0,01 0,44 5,32
CMC —-1,25% ph 2,99+0,28 0,57 +9,8E 4,22 +£0,08 0,45 10,89
Etileno glicol -2,5% (v/v] 1,16 £0,10 0,58 +4,3E 1,56 £ 0,03 0,17 2,45
Glicerol —2,5% (p/v 2,09+£0,25 0,28 +1,8E 3,94 £0,03 0,37 4,89
Inositol —2,5% (p/v 2,44 +£0,31 0,31 +6,2E 5,35+£0,08 0,33 4,79
Manitol —2,5% (p/V| 1,95+0,19 0,27 +2,3E 3,95+£0,03 0,38 5,06
PEG 6000 2,5% (p/Vv| 3,57+£0,28 0,71 +1,4E 4,80 £0,08 0,44 3,43
Sorbitol —2,5% (p/v 2,44 +£0,31 0,26 +8,7E 4,99 £0,03 0,31 3,58
Sulfato de Ambnia 2,5% (p/v, 2,14 + 0,23 0,26 + 3,4E 3,62+0,11 0,37 4,04
Trealose-2,5% (v)) 1,90 %0,2! 0,63 +7,2F° 3,77 £ 0,0 0,47 3,6¢
Xilitol — 2,5% (p/v 1,93+0,13 0,61 +8,1E 3,89 £0,05 0,34 5,01
Liofilizados a partit da solugdo enzimatica inicial
diluida em 1:6 (v/v) em tamp&o acetado de sodio pH5
Liof Liof.65°C * Liof
Concentragio do tamp&o (Eq. 51") E (? 02) E q.gg‘)” (g 5 %54()24h) (EPKSE)(Mh)
100 mM 3,62+£0,42 0,52 +4,4E 4,97 £0,08 0,39 3,00
200 mM 3,65+£0,45 0,55+ 7,1 5,04 £ 0,06 0,41 3,12
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analisados resultou num aumento da estabilidadeid#rem relagdo a condigdo simples
ndo diluida (R°"®®C = 0,58) apenas a adicdo de xilitol resultou nurorvaréximo
(RHM5°C = 0,57). A liofilizacdo da solucdo enzimatica dilai(1:6) teve sua estabilidade
térmica aumentada com a adicdo de PEG 6068 % = 0,71) e CMC (R°®5°C = 0,76)
ambos a 2,5% (p/v); a adicdo de trealose ndo @émtema estabilidade térmica.

Por se tratar de uma solugdo enzimatica parciabmentificada, a atividade

enzimatica especifica IiofilizadéL(;{gf) deve ser analisada com cautela, pois juntamente

com a enzima sdo precipitadas outras proteinasidéificadas, portanto,*Ug{‘n’f é

basicamente um reflexo da atividade enzimaticasaptada pelo liofilizado conforme
apresentado na Equacao 03. Apos a liofilizacamfitizado simples obtido da solugéo nao
diluida apresentou uma atividade especifica semiha da solu¢cdo néo liofilizada; a
diluicdo e liofilizacdo resultaram numa atividadpecifica 10% menor que o padrdo nao
diluido. O maior valor foi obtido com o liofilizadda solucdo néo diluida adicionada de
PEG 6000.

As sinteses de FOS conduzidas com os liofilizagos aditivos e a solugcdo nao
liofilizada apresentaram conversdes semelhantes en{0,42 < ¥os< 0,45) e dentre as
condicdes liofilizadas com aditivos a grande maioios valores depés obtidos apds 24 h
foi proxima ou superior aos valores obtidos comlioBlizados simples. As maiores
conversdes (¥os > 0,45) foram obtidas com o liofilizado da solucdao diluida
acrescentado de: PEG 6000, CMC, etileno glicol, itolarglicerol, sulfato de amoénia e
trealose, todos a 2,5 % (p/v); com o liofilizado st@lucdo diluida apenas a adi¢do de
trealose aumentoupds Conforme dados apresentados por Hernalsteensugev#008)
com a frutosiltransferase sob as mesmas condighsmtese e com 3rmL, foi possivel
obter com 24 h de reacdo, umo¥ de 0,45; nas condigbes de sintese analisadas as
concentragdes enzimaticas utilizadas variaram ériraté 3, UL /mL.

A produtividade especifica de FOS {5 com 24 h de sintese é basicamente um
reflexo da converséo obtida nas sinteses. De fgeral, os liofilizados obtidos da solucéo
diluida apresentaram maiores produtividades espasifue os liofilizados provenientes da

solucdo ndo diluida. Para os liofilizados da saut@o diluida todos os aditivos resultaram
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em maiores valores dedBgdo que a solugdo néo diluida e simplegd&r 2,89mg/u:" h,
equivalente a 8,81 g/L.h), exceto pelo xilitol{gy= 2,74) e sorbitol (Res= 2,40); para 0s
liofilizados da solucéo diluida em tampéo acetat®@@e 200 mM e diluida contendo PEG
6000, etileno glicol, sorbitol e trealoserfy foi menor em comparagdo com a solucao
diluida 1:6 (v/v) simples (Rss= 3,75 mg/Ue.h, equivalente a 9,26 g/L.h).

3.2- Avaliacdo dos liofilizados simples ap6s 6 mese s de estoque a -20C:

Apoés 6 meses de estoque a -20°C, foi possivel wdrsem aumento na atividade de
agua dos padrdes liofilizados simples obtidos diécdes enzimaticas nao diluida e diluida
em 1:2 e 1:6 (v/v) — Figura 1. Para o liofilizadmgles obtido de uma solucao nédo diluida
a atividade de agua determinada ap06s 6 meses féwde 0,223+ 0,001 (aumento de
~19%); o liofilizado obtido de solu¢des enzimatidaidas em 1:2 e 1:6 (v/v) apresentaram
atividade de agua de, respectivamente: Aw = 0:39@04 (aumento de ~ 2 vezes) e Aw =
0,288+ 0,005(aumento de menos de 5%).

Dentre os resultados apresentados na Tabela 1 rafic@es liofilizadas que
apresentaram no minimo 70% do valor da atividadéerettica dos liofilizados padrédo sem
aditivos (com e sem diluicdo) foram selecionadaa p&aliacdo dahelf-lifeapds 6 meses
de estocagem. Apds a estocagem, estas condic@seraiadas na Tabela 2 foram avaliadas
guanto a atividade residual de estocagem, ou aaj@@nutencdo da atividade enzimatica

em relacéo a sua propria atividade enzimaticaah{e:°" =y o' (=6m /iy Lof=0) "com base

na Equacédo 1. As atividades enzimaticas obtidas afiofilizados padrdo sem aditivos,
diluido e nado diluido, apés 6 meses apresentaramesmo valor (Tabela 2), o que
representa uma retencdo de 66 e 82%, respectiventenatividade enzimatica. Dentre as
outras condi¢Bes avaliadas, os dois maiores valbeeatividade enzimatica liofilizada

observados foram com as condicdes: sulfato de an{802,11u}"/g) e xilitol (700,98
ule /g), ambos provenientes da solucdo enzimatica néaoiddil representando um

aumento de aproximadamente 37 e 26%, respectivamdatatividade enzimética apds 6
meses. Isto poderia ser explicado pela possivergds de dgua ao longo do tempo de
estocagem associado ao tipo de aditivo que de alduorma podem ter devolvido certa

flexibilidade as moléculas aumentando assim swalatle.
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A Tabela 2 mostra que os melhores resultados deuterago da atividade
enzimatica apdés 6 meses de estoque, expressosapatiade enzimatica residual de

estoque R > 0,9), foram obtidos com os aditivos: sulfato dedaia, xilitol, manitol e

inositol (a 2,5% p/v) e CMC (a 1,25% p/v). As cajiiis simples apresentaram perda de
atividade enzimética apds os 6 meses de estoquiefilizado da solucdo enzimatica
diluida apresentou uma reducdo de 18% da ativigadéenatica inicial e o liofilizado
padréo néo diluido 34% de reducéao.

Table 2: Analise da atividade residual liofilizad®&{"" ) apds 6 meses de estocagem, em
comparagdo com a atividade enzimatica no tempo(Zatde 1) com a frutosiltransferase
parcialmente purificada e liofiizada dBRhodotorula sp. LEB-V10. A atividade
enzimatica liofilizada dos padrGes sem aditivossap@neses foi de 507,125 /g para

as duas condi¢des: com e sem diluigdo.

Liofilizados a partir da solugédo enzimatica inicial
sem diluicdo
Liof @

Enzima Liofilizada m

Liofilizado sem aditivo 0,66

CMC (2,5% p/v) 0,58

Manitol (2,5% p/v) 1,03

PEG 6000 (2,5% plv 0,45
Sorbitol (2,5% p/v) 1,10
Sulfato de Aménia (2,5% p/\) 1,37
Trealose (2,5% p/v 0,80

Xilitol (2,5% p/v) 1,26

Liofilizado a partir da solugdo enzimatica inicial
diluida em 1:6 (v/v) em tampao acetato
de sé6dio 50 MM e pH 4,5

Enzima Liofilizada o

Liofilizado sem aditivo 0,82
CMC (2,5% pl/v) 0,80
CMC (1,25% p/v) 1,07
Inositol (2,5% p/v) 0,92
PEG 6000 (2,5% pl/v 0,67
Sorbitol (2,5% p/v) 0,79

Liofilizado a partir da solugcdo enzimatica inicial
diluida em 1:6 (v/v) em tampao acetato
de sédio em pH 4,5

Concentracgéo do tamp&o Lot
100 mM 0,68
200 mM 0,84

a Liof _ yLiof (t=6m) /y | Liof (t=0)
m —Ure / Ure
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Sinteses de FOS foram realizadas apenas com odliafdisados padrao sem
aditivos (sem diluicdo e diluido em 1:6 v/v) estims por 6 meses com o objetivo de se
avaliar isoladamente o efeito da liofilizacdo eedtbcagem sobre a capacidade biocatalitica

da enzima. Os resultados obtidos se encontramssqe@a Figura 2.

6 meses depois:

a) i . b) - —u—GF, (s.d.) - v- GF, (1:6 vv)
Y ) 116 —8—GF, (s.d) - ¥~ GF, (1:8Viv)
0,6 7 S g ~hgl .
5 o w0 51— GF, (5.d) ®- GF, (1:6 viv)
3 051 / 112 %
& Liof —_
8 o] # —m—Y_ (s.d. apos 6 meses) 110 = © 60
B G e
& --7--Y"™ (1:6 viv apos 6 meses) s = o
o 03 ” E, ~ 40
h o
(= 6 - TS
m &
58 024 Liof 58 Q
IR —8—Pr_ (s.d. apos 6 meses) 44 A o
> ot i o ° 204
o = V- Pros (1:6 apos 6 meses) 2 o\°
0,0 7 0 0
T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
tempo (h) tempo (h)

Figure 2: a) Conversdo da sacarose em FOS4Y produtividade especifica de FOS
(Pr-09 eb) composi¢bes percentuais dos FOS provenientesidseas conduzidas com o
liofilizado padrdo sem aditivos da frutosiltransfse (parcialmente purificada) de
Rhodotorulasp. LEB-V10: sem diluicdo (s.d.) (quadrados e dmitheias) e diluido
(triangulos invertidos e linhas tracejadas) em tonacetato de sodio 50 mM e pH 4,5
em 1:6 (v/v); os liofilizados foram estocados a°@@or 6 meses e sinteses de FOS
foram conduzidas nas condi¢des de: 50% (p/v) darsse em tampé&o acetato de sodio
50 mM e pH 4,5, 50°C, 104°"/mL.

A Figura 2.a apresenta os valores de conversasy) (¥ produtividade especifica de
FOS (Peog para estas duas condi¢cdes analisadas. Os resultddidos foram muito

semelhantes entre si, tendo sido usadas em amBasteses 10" /mL: as duas sinteses

F

apresentaram valores deo¥ decrescentes a partir de 24 lkdyem 24 h com o liofilizado
sem diluicdo (s.d.) foi de 0,69 e com a diluicaoldg (v/v) foi de 0,66), a produtividade
especifica de FOS (Ry9) teve seu maximo valor em 3 horas para ambasragfes (em
torno de 7mg/U:®" h). A Figura 2.a mostra que apos 6 meses de estedpigerado os
liofilizados sem aditivos mantiveram sua capacidddetransfrutosilagdo. Em ambos os
casos, 1-kestose (@Foi muito hidrolisada chegando apds 72 h de séntecomposicdes
de 6-7% dos FOS totais & fiutofuranosil nistose (Gff apresentou altas composicdes,

chegando a valores de quase 70% (em média, 182.18mps 72 h de sinteses para ambos
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os liofilizados (Figure 2.b). Este resultado nufcaobservado anteriormente com esta
enzima, e é muito interessante, pois sabe-se qamamaior a molécula de FOS, maiores
sao seus beneficios ao organigstewartet al, 2008)N0 entanto, outros estudos sugerem que
0 menor grau de polimerizacdo (n = 2) € mais eftei@mo aumento dos pro-bioticaizuki

et al, 2006) A liofilizacdo da enzima deRhodotorula sp. LEB-V10 alterou sua
especificidade de tal forma a aumentar signifieatiente a composicdo de FOS, com
aumento relativo de GF sendo que sob condi¢cdes otimizadas com o bitszdak
FTase/Nidbio, nao liofilizado, a fracéo relativa@Eg, foi de 4% (11,90 g/L)Aguiar-Oliveira

et al, 2011)

3.3- Estudo de formulacdes para liofilizacdo da fru tosiltransferase

Com base nos resultados apresentados pelos efegaitivos sobre a liofilizacéo
da frutosiltransferase, algumas formulacdes e nm@wlicdes de liofilizacdo foram
determinadas levando-se em consideracdo, espentelm@s melhores resultados
demonstrados pelos aditivos quanto a atividadeduakiliofilizada, atividade residual
térmica liofilizada, conversdo da sacarose em FQBed#-life conforme apresentado na
Tabela 3.

Como o liofilizado obtido de uma solucdo enzimatssm diluicdo apresentou
dificuldade de quebra da torta liofilizada e nettasde um tempo maior para dissolucao
(ou re-suspensao), optou-se pela nova condicdolwead, 1:2 (v/v) em tampao acetato.
Como os liofilizados diluidos a 1:6 com tampéao aiwe00 mM apresentaram alguns dos
maiores valores para a atividade residual liofiledaérmica (Tabela 1), escolheu-se esta
condi¢do de tampd&o para composicdo de formulaghasos liofilizados, uma vez que, ha
relatos do uso bem sucedido de tampdes em conggesranais elevaddsiorgan & Clark,
2004; Roy & Gupta, 2004; Ret al, 2001)

Os compostos CMC e PEG 6000 também apresentaranathddade residual
liofilizada e residual térmica (Table 1), sendarasselecionados comuulking agentesO
composto sulfato de aménia foi selecionado paraasatisado em formulacdes com a
menor diluicdo enzimatica (1:2) devido a atividadsidual térmica liofilizada e a

conversao de FOS obtidas com o liofilizado proveteiela solucdo enziméatica ndo diluida
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Tabela 3: Caracterizacéo de liofilizados formulados da Silteansferase parcialmente purificada (FTase)easlparametros de caracterizacéo, para 1 g
de solugdo e de liofilizado, foram: atividade erdtica residual liofilizada g ], atividade enzimatica residual térmica liofilizafiuesc], atividade

enzimatica especifica Iiofilizadad;;gf], conversdo da sacarose em FOS apés 72-§4[¥ produtividade especifica de FOS apds 72 h mtess[Preog

mg/U.h}. As andlises foram feitas em duplicatas. Sintesalizadas com 0,02 g de liofilizado em 5 mL de 5@¥%) de sacarose em tampao acetato de
s6dio 50 mM e pH 4,5.

SolugBes enziméticas obtidas por diluicdo em tamp&eetato de s6dio 50 mM e pH 4,5
(FTase parcialmente purificada)

A 5 infili o RGSDC *Uptn YFOS (72h) Pr,:os (72h)
Padrdes néo liofilizados Y:°lg (us=e/us.) (Us,/mg_pin) | (E. 04) (Eq. 05)

Diluicdo de 1:2 (v/v)| 179,4%¥5,98| 0,21+0,01 4,77+0,16 0,41+0,01 | 3,94+0,14

Diluicdo de 1:6 (v/v)| 135,024,34| 0,18+0,01 5,02+ 0,05 0,59+ 0,04 | 15,95+ 1,03

Liofilizados a partir de uma solugéo enzimética inal diluida em 1:2 (v/v) em tamp&o acetato de s6dR00 mM e pH 4.5

o N ROLiof RLiof.GS"C *Umeiof YFOS (72h) PrFOS (72h)

Liofilizado §em aditivos (Eq. 01) (Eq. 02) (Eq. 03) (Eq. 04) (Eq. 05)
(padrao 1:2) 6,46+015 | 0,36+4,1E° | 7,54£007 | 0,62:+002 | 0,93+0,03
.~ . R Liof RLiof.GS"C *U Liof YFOS (72h) PrFOS (72h)

Composicao (%op/v) dos formulados (1:2) (E. 010) (Eq. 02) (Eq. O3P)‘" (Eq. 04) (Eq. 09)
PEG 6000 (1,25%) + sulfato de amonia (1,25%) + toh(i,25%) | 4,26:0,18 0,33+£0,01 4,98+0,37 0,63+£0,01 | 1,43+0,03
PEG 6000 (1,25%) + sulfato de amdnia (1,25%) +oti(iL,25%) | 3,19+0,21 0,54+ 0,10 3,73+0,37 0,55+ 0,01 1,66+ 0,04
PEG 6000 (1,25%) + sulfato de amdnia (1,25%) Hdeea(1,25%)| 3,14+ 0,36 0,41+0,01 3,65+0,29 0,60+ 0,06 1,85+0,18

Liofilizados a partir de uma solugdo enziméatica irgial diluida em 1:6 (v/v) em tampdo acetato de sG@P00 mM e pH 4,5

L9

o . ROLiof RLiof.65°C *Umeiof YFOS (72h) PrFOS (72h)
Liofilizado ~sem aditivo (Eq. 01) (Eq. 02) (Eqg. 03) (Eq. 04) (Eq. 05)

(padréo 1:6) 3,72+007 | 0,61+003 | 3,64:004 | 0,56£0,01 | 1,94%0,04

o . R Liof RLiofA65°C *U Liof YFOS (72h) PrFOS (72h)
Composigdo (% p/v) dos formulados (1:6) (Eq. 01)0 (£q. 02) (. 03)P" (£q. 0% (£q. 05)

CMC (1,25%) + manitol (1,25% 2,320,26 0,67+0,14 2,27+0,29 0,56+0,01 | 3,14+0,02

CMC (1,25%) + xilitol (1,25%) 1,880,29 0,92+ 0,05 1,75£0,20 | 0,57+4,0.E°| 3,61+0,28

CMC (1,25%) + trealose (1,25%)  4,#6,28 0,55+ 0,04 4,66+0,11 0,57+0,01 | 4,09+ 2,0E°

‘dsOfRI0IopOTY Wodfasola supaAsorondfayl jo sarpiadold ondmpino syt wi votpezyiydo sy Jo s1oa3 if 1dog



Capt. 7:Effects of lyophilization in the catalytic propieg of the fructosyltransferase from Rhodotorula sp

(Tabela 1). Manitol, xilitol e trealose foram setewados devido ao efeito observado sobre
a estabilidade térmica e por serem bons agentepi@ietores e eficientes no controle da
pressdo osmobtica.

As condi¢cbes padrdo neste estudo foram duas seluEd@@maticas diluidas em
tampao acetato 50 mM e pH 4,5 em 1:2 e 1:6 (v/o)liddilizadas; os liofilizados obtidos
de solucdes enzimaticas diluidas nas mesmas pgs mesmo tampdo, porém mais
concentrado (200 mM), corresponde aos liofilizades aditivos (Tabela 3). A solucéo
enzimatica diluida em 1:2 (v/v) e nao liofilizadaresentou uma atividade enzimatica de
179,47 Ug/g e a diluicdo 1:6 (v/v) apresentou atividade mwdtica de 135,02 {d/g
(valores corrigidos de volume para peso de acovdoas densidades de cada solucéo).

Os resultados obtidos com os formulados liofilizada frutosiltransferase estao
apresentados na Tabela 4, sendo todas as condmgsradas com sua condicdo padrao
nao liofilizado (n.l). A diluicdo 1:2 (v/v) em tardp mais concentrado possibilitou uma

atividade residual liofilizadar'") cerca de 6 vezes maior em comparacdo com a soluga

liquida nédo liofilizada. Este resultado vem a conéir mais uma vez a hip6tese de que
solucdes protéicas muito concentradas tendem aowema formacdo de aglomerados
reversiveis ou ndo, fornecendo ao final uma atdedanzimatica aparente menor. A
diluicdo 1:2 (v/v) apresentou, de forma geral, teasios mais favoraveis a enzima
liofilizada do que em diluicdo 1:6 (v/v). Nenhumasdcondi¢cdes formuladas e liofilizadas

diminuiu a atividade enzimatica em relacéo aos padsdes néo liofilizadosr® < 1.0),

mas com relacao as condicoes liofilizadas semvagitas formulagBes apresentaram menor
atividade residual (Tabela 3).

Analisando a atividade enzimatica térmica residioéilizada (R"¢¢) observa-se

gue a diluicdo de 1:6 (v/v) apresentou maior efestabilizador do que a diluicdo 1:2
(Tabela 3) e do que o liofilizado sem diluigdo (&labl); isso reforca a necessidade de se
conhecer a melhor diluicdo da solucdo de partidés pssim evita-se a formacdo de
agregados que reduz a atividade enzimatica. A fiagéio [CMC + xilitol] da diluicdo 1:6
(v/v) apresentou a maior estabilidade térmica dentdas as condi¢cdes analisadas
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(RYfs5¢=0,92), confirmando que estes dois aditivos sénfocme revisdo bibliografica,

bons estabilizadores de solugdes.

A atividade enzimatica especifica liofilizadaJf2') foi aumentada em todas as

formulagbes analisadas em comparacdo com seusepadd®d liofilizados. A liofilizacédo
das formulagbes com diluicdo enzimética de 1:6)(#fwesentou os maiores valores de
U

As sinteses de FOS com os formulados liofilizadegelaram um aumento da
conversdo da sacaroser(¥ em 72 h de reacdo, passando de 0,41 para 0,62acom
liofilizacdo da solucdo enzimatica diluida 1:2 jvé&vuma reducédo na conversédo de 0,59
para 0,56 ap6s a liofilizacdo da solu¢do enzimdticada 1:6 (v/v). Com a diluicdo 1:2 a
formulacdo [PEG + sulfato de aménia + manitol] aprégou a maior conversao foé =
0,63) dentre todas as condi¢Oes analisadas, contamsantracdo total de FOS ao final das
72 h de sintese de 314,%66,89 g/L. Com a diluicdo 1:6 os formulados liofilizados
apresentaram conversdes semelhantes entre si)~0,57

Apesar do aumento enys a produtividade especifica de FOS-@rfoi reduzida
apos a liofilizagdo em aproximadamente 4 vezes a&diofilizacdo da solucdo enzimética
diluida em 1:2 (v/v) e em 8 vezes com a diluicadLie(v/v). Os formulados preparados
com a diluicdo 1:2 (v/v) apresentaram valores dedaté duas vezes maior do que o
liofilizado simples de mesma diluicdo; com os folados com diluicdo da solucéo
enzimatica em 1:6 (v/v) observou-se o0 mesmo aumgatBros Em comparacdo com a
produtividade especifica de FOS obtida com os\axditindividualmente (Tabela 1) as
formulagbes resultaram em produtividades menorabdlad 3). Estes resultados levam a
crer que a liofilizacdo sem nenhum aditivo e emonaai diluicdes tornem a enzima menos
protegida e talvez ela sofra alguma alteracdo eancenformacédo que leve a reducédo da
produtividade especifica, da mesma forma como g@dadéxcessiva de componentes na
formulacdo podem afetar a enzima conforme relapadaliversos autores. Para uma maior
compreensdo dos efeitos da liofilizagdo e formwdacgderia necessario realizar estudos
especificos sobre a conformacéo da enzima e ogfogsofridos com a liofilizagdo como

citados por Oetjen e Haselepo4), de acordo com Kaplan e Targl®97) alguns estudos
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fisico-quimicos revelam que a estrutura apos ditiafdo pode ser muito semelhante a
apresentada em solucdo, ou pode apresentar alglimaacdes conformacionais
reversiveis, mas baseado em diversos estudos, toesauwleclaram que com enzimas

liofilizadas em solventes organicos a maioria nfarg@a estrutura nativa.

3.4- Avaliacdo dos formulados liofilizados apds 6 m eses de estoque a -20C

Apoés 6 meses de estoque a -20°C, os formuladabziafos da frutosiltransferase
foram igualmente analisados conforme conduzidondise do efeito individual de cada
aditivo. Todos os liofilizados formulados apresdotana Tabela 3 foram avaliados quanto

a manutencdo de suas atividades enzimaticas dauféis através da andlise da atividade
enzimatica residual de estogR&°" . Conforme demonstrado na Tabela 4, ap6s 6 meses, 0

Tabela 4: Analise da atividade residual liofilizadg'f') apds 6 meses de estocagem em

comparacdo com a atividade enzimatica no tempo Z@mbela 4) com a
frutosiltransferase (parcialmente purificada) dilleada de Rhodotorulasp. LEB-V10
em formulagdes. A atividade enzimatica liofilizadas padrdes apdés 6 meses foi de
757,14+ 31,18y /g (diluicdo 1:2) e 431,0844,36y ' /g (diluicdo 1:6). A concentracao
de cada aditivo foi de 1,25% (p/v) para cada foardb.

Liofilizados a partir de uma solugdo enziméatica ingial
diluida em 1:2 (v/v) em tamp&o acetato de sédio 200M e pH 4,5

Liof @
m

Formulados liofilizadas

Liofilizados sem aditivos 0,650,03

PEG + sulfato de amoénia + manitol 0;62,02

PEG + sulfato de amoénia + xilitgl 0,64,14

PEG + sulfato de amonia + trealose Q0704

Liofilizados a partir de uma solugéo enziméatica irgial
diluida em 1:6 (v/v) em tamp&o acetato de sédio 200M e pH 4,5

Liof @
m

Formulados liofilizados
Liofilizados sem aditivos 0,860,08

CMC + manitol 0,67 0,16

CMC + xilitol 0,90+ 0.33

CMC + trealose 0.280.02

a plLiof  _ Liof (6mese} / , Liof (t=0)
F‘)6meses_ UTF /UTF

liofilizados padrdo sem aditivos com diluicdo daisra de 1:2 e 1:6 (v/v) em tampéao

acetato 200 mM apresentaram uma reducao de 35 erédpectivamente, no valor inicial
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de suas atividades enzimaticas; considerando gabli:6 (v/v) em tampao acetato a 50
mM (Tabela 2) e a 200 mM (Tabela 2 e 5) € possibskervar que, apds 6 meses, a
atividade enzimética residual de estocagem foi atexa em torno de 5%. Dentre as

formulagbes com a enzima diluida em 1:2 (v/v), apea formulacdo contendo [PEG +

sulfato de amonia + trealose] apresentou uma paet@r (RS = 0,77) em comparacgio

com o liofilizado sem aditivos 1:2 (v/v); dentre fasmulacdes com a enzima diluida em
1:6 (v/v), a formulagcédo contendo [CMC + xilitol]ifa de maior manutencéo da atividade

enzimatica R°" = 0,90).

m

—n—Y:'(1:2 v/v apos 6 meses) 6 meses depois:
a) FOS' b
_ —n—GF, (1:2vlv) -w- GF, (18 viv
079 - "Y1 (1:6 viv apos 6 meses) ) 100 2 2! )
Foom i 116 —8—GF, (1:2viv) - ¥- GF,(1:6 Vi)
0,6 Clite
414 u:" 80 —8—GF, (1:2 W) - % GF, (1:6 v/v)
O o054 (]
< B A4 =
g .S o
) 0,4 410 2 u o 60 T
= —o—Pr®(1:2 viv apos 6 meses) & L e .
ﬁ FOS' Js = o "":‘i'“‘ e '
O 03 o el £ - - :‘\‘%ﬁ:;:
i, v- Prioi(1:6 viv apos 6 meses) = o~ 40 - B
] 1% L u ™ o
58 024 ) O] 7
K 1s =8
du P @
> i o - 20
5 i n\o
s S—
0,0 - L % 0 od %m p—X
T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
tempo (h) tempo (h)

Figura 3: a) Conversdo da sacarose em FO&QY produtividade especifica de FOS
(Pr=09 € b) composicdes percentuais dos FOS obtidos em sinteazadas com os
liofilizados sem aditivos da frutosiltransferasargialmente purificada) de@hodotorula
sp. LEB-V10: diluida em tampéo acetato de sédio 200 e pH 4,5 em 1:2 viv
(quadrados e linhas cheias) e 1:6 v/v (triangutogertidos e linhas tracejadas); os
liofilizados foram estocados a -20°C por 6 messeinteses de FOS foram conduzidas
nas condicdes de: 50% (p/v) de sacarose em tangedai@de sddio 50 mM e pH 4,5,
50°C e 10U /mL.

F

Os liofilizados sem aditivos apresentados na Ta#elzbtidos da diluicdo de uma
solucdo enzimatica em tampéao acetato de sédio 20@ pH 4,5 de 1:2 e 1:6 (v/v), foram
empregados em sinteses de FOS com o intuito deaBaraadicionalmente sua capacidade

biocatalitica apds 6 meses de estoque, empregandoatividade de 10." /mL. Os

TF

resultados obtidos der¥s e produtividade especifica de FOSg(dr encontram-se na
Figura 3.a. Mais uma vez, as duas condi¢cbes ddiziafos estocados por 6 meses

apresentaram pbs € Pros semelhantes ao longo do tempo; os valores gg foram
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crescentes ao longo do tempo de sintese chegdh@a &iluicéo 1:2) e 0,63 (diluicdo 1:6)

ao final de 72 h; os valores de-&foram maximos em 3 h de sinteses (~nigfu " h).

TF

Em comparagédo com a Figura 2.a, a produtividadec#fsga apresentada pelos liofilizados
diluidos e liofilizados em tampé&o de maior conaegéio (Figura 3.a), foi o dobro logo nas
primeiras horas de sintese e a conversao da sac@ms-OS (¥os) ndo apresentou um
valor maximo como observado na Figura 2.a. As sé@steealizadas com os liofilizados
simples 1:2 e 1:6 (v/v) apresentaram composi¢copsrhenores de GKmenos de 8% ao
final de 72 h para ambas) sendo o FOS predomiraantstose (Gfj com pouco mais de
50% da composicéo (Figure 3.b).
3.5- Avaliacdo sobre o efeito da pré-ativacdo em 52 e 60C antes da
liofilizacdo

Foi observado em estudo préyiuiar-Oliveira & Maugeri, 2011)Jue ao se incubar

frutosiltransferase livre e imobilizada em niébimkeos em pH 4,5 por 15 min a 52°C e
com a enzima imobilizada em pH 6,0 também por 1% emi 60°C, seguido de 5 min em
banho de gelo, obtém-se uma ativacdo da atividadénética. Dessa forma, a pré-
incubacé@o da enzima livre diluida antes da licdij&o, foi realizada com o objetivo de se
determinar o efeito desse tratamento e se a ativagéantida apos a liofilizacdo. Uma
solucao (diluida em 1:2 v/v em tampéo acetato 50erpl 4,5) com atividade enziméatica
inicial corrigida para peso de 107,86t,00 Urg/g foi utilizada para liofilizagdo sem pré-
incubacao (condicao padréo) e com pré-incubac@oea@®°C.

Os resultados obtidos mostraram que a pré-incubagg2’C reduziu a atividade

enzimatica liofilizada ") a um valor 0,56 0,09e a 60°C este valor foi de 1,43,18

este resultado € peculiar j& que a temperaturaO8€ Gao apresentou ativacdo com a
frutosiltransferase na forma livre, apenas imo@de(Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2011) NO
entanto, com relacdo a estabilidade térmica lmftla (R°"°*°) e a conversdo da sacarose
em FOS (¥o9 0s resultados obtidos afirmaram que a pré-ativagisolucao enzimatica
nao demonstrou ser uma metodologia vantajosaahikdade térmica foi de 0,17 (52°C) e

0,06 (60°C) e os valores de-o6 de 0,39 e 0,02, respectivamente. A ativacdo piexen
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da pré-incubacao, observada em trabalho antgxipiar-Oliveira & Maugeri, 2011) sugere
uma alteracdo conformacional e/ou energética m@neate ndo acumulativa.

3.6- Efeito da liofilizac&o sobre a sintese otimiza da de FOS

Considerando estudos prévios realizados com asflnsmsferase imobilizada para
otimizacdo das condi¢des de sintgsgiiar-Oliveiraet al, 2011) definiu-se as condi¢des de
48°C, 20 WmL, 24 h e 50% de sacarose em tampédo acetatodile 56 mM e pH 6,0
como sendo as condi¢cdes otimizadas para producadd-@®. O desempenho da
frutosiltransferase livre foi também avaliado salias mesmas condicBes exceto pela
concentracdo enziméatica por volume cujo valor deUz@mL foi substituido por 10
Urf/mL devido a intensa coloragdo ambar do meio reatiAssim sendo, a
frutosiltransferase (parcialmente purificada) fonpgegada em sinteses de FOS sob as
condicOes otimizadas citadas acima nas formas iofitizhda e liofiizada com uma
diluicdo de 1:2 (v/v) em tampado acetato 200 mM e 4Bl A Figura 4 apresenta o0s

resultados obtidos.
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Figure 4: a) Conversdo da sacarose em FO$o8Y produtividade especifica de FOS
(Pr=o9 e b) composicdo percentual dos FOS obtidos com a fintosferase
(parcialmente purificada) dRhodotorulasp. LEB-V10 como solu¢céo néo liofilizada
(quadrados e linhas cheias) e liofilizada com d#oide 1:2 (v/v) em tampéo acetato de
sédio 200 mM e pH 4,5 (tridangulos invertidos e #ishtracejadas). As sinteses foram
realizadas sob condi¢des otimizadas determinadagaprente: 48°C, 10 4#mL, 50%
(p/v) de sacarose em tampao acetato de sodio 5@ piv6,0.

De acordo com a Figura 4.a, sob condi¢cdes otimgzatta sinteses, é possivel

observar que entre 24 e 48 ho¥atinge 0,68-0,69 e decresce com o tempo com aanzi
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liofilizada, ja com a enzima em solucdo (ndo linéitla) estes mesmos valores dgsY
foram obtidos entre 48 e 72 h; a liofilizacdo, potd, resulta numa estabilizacdo da
conversao num tempo menor que a enzima nao lediéizAs produtividades especificas de
FOS (Pro9 apoés a liofilizagdo com 3 e 72 h de reagédo diimam para 6,03 e 29,94

mg/U;° h, respectivamente, o que equivale a valores 14 éolthenores do que os

apresentados com a enzima néo liofilizada indicanaoa liofilizacao afetou a capacidade
biocatalitica uma vez que uma unidade de atividaematica néo liofilizada € capaz de
produzir uma maior quantidade de FOS; exceto que 48 h as produtividades séo
praticamente iguais (~ 54 mg/U.h).

Com relagéo a composicéo percentual dos FOS olfidigsra 4.b) observa-se que
para Gk as composicdes sdo praticamente iguais apresendaniihal das 72 h de sintese
uma composi¢cdo de 9 a 15% dos FOS totais, a grdifdeenciacdo estd entre as
composi¢cdes de GFe GR. Com a enzima néo liofilizada, @Btinge uma composicao
maxima em 48 h (69%) e reduz 7% em seu valor atgpletar 72 h; ja& com a enzima
liofilizada, GFs tem uma composicao maxima de 59% com 24 h degeag® completar
72 h, seu valor é reduzido em quase 58% de seu. \Rdoa Gk, suas composi¢cdes ao
longo do tempo obtidas com a enzima néo liofilizedla crescentes e com uma composicao
final de 21% (72 h); a liofilizacdo mais uma vezdificou o perfil de composicédo de GF
distinguindo-o por ser um perfil crescente maisiptr e com uma composicao final pouco
maior que 3 vezes em comparag¢ao com a enzima egésol

Estudos conduzidos com uma frutosiltransferasBatgllus maceran&€G-6 que é
capaz de produzir exclusivamente s5partindo-se de 500 g/L de sacarose, obtiveram um
maximo em 48 h de sintese com 45,2% dg @im et al, 1998) Borole e Davisor{2008)
observaram um aumento de 6 a 7 vezes na taxalidei@onversdo com uma lipase
liofilizada com sal em meio organico e Wang e \(¢eb7) obtiveram também com uma
lipase liofilizada em presenca de alguns aditives aumento na converséo de 1.2 a 1.7

vezes maior do que a condi¢ao padrao.
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4- Conclusoes

A liofilizagdo da frutosiltransferase (parcialmergerificada) deRhodotorulasp.
LEB-V10 demonstrou ser uma metodologia adequada @atencdo de um poé estavel e de
boa capacidade de transfrutosilacdo, aumentandosaanatividade enzimética por peso e a
estabilidade térmica. A densidade da solucdo demmenser um fator importante, pois,
como a proposta de aplicacdo biotecnoldgica destimea é na forma parcialmente
purificada, uma vez que as diferencas biocataditié@o justificam o custo adicional para
sua purificacdo, faz-se necessario a diluicdo ta&do enzimatica de forma a evitar uma
consisténcia excessivamente pastosa, resultanda tarta liofilizada de dificil moagem.
Quanto mais liquido e uniforme foi 0 aspecto daig@ enzimatica de partida, melhores
foram as caracteristicas da torta liofilizada feido assim a obtencdo de um po
homogéneo e de facil re-solubilizac&o (ou recarighib).

Muitos autores defendem que as formulagdes paiibzbgdo devem se manter o
mais simples possivel, e observou-se que a adigdada de alguns compostos permite a
manutengdo da atividade enzimética de um liofiizpdr até 6 meses. A alteracdo da
concentracdo do tamp&o normalmente empregado ¢artosiltransferase dehodotorula
sp. LEB-V10 para um valor 4 vezes mais elevado éambemonstrou ser favoravel; esta
pratica de liofilizagdo em tamp8es mais concengadocomumente aplicada.

A aplicagdo da frutosiltransferase como um polizzdo ndo afetou sua capacidade
de transfrutosilacdo a partir da sacarose e preddedrutooligossacarideos. A liofilizacéo
vem contribuir de forma positiva para a aplicagddustrial desta enzima ao facilitar o
transporte e estoque desta enzima de forma seg@ma afetar sua funcionalidade. Mesmo
tendo sido observada uma reducédo da atividade étizantotal apds a liofilizacdo, o
liofilizado final apresenta vantagens como maidaviddde enzimatica por peso e menor
volume ocupado. Adicionalmente, foi possivel obaeryma mudanca significativa apos a
liofilizac&o: 0 aumento da composicéo defrlictofuranosyl-nystose (GJ(entre 67 e 69%
dos FOS totais), sendo que a enzima nao liofilizgutasenta composi¢cdes normalmente de
10 a 20% dos FOS totais. Estudos especificos solm@nformacdo estrutural da FTase

apos a liofilizacdo e consequentemente estudosticmeécom a FTase liofilizada
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forneceriam informacdes complementares importastbse o0s efeitos da liofilizagcdo sobre

a enzima.
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6- Nomenclatura

Aw Atividade de agua Rtefesc  Atividade residual térmica
CMC Carboximetil celulosg_ liofilizada
Fure Fator de. perda de a}tlwdade U Lot Atividade enzimatica livre
FOS Fruto-oligossacharideos " . _
[FOS]  Concentracdo de FQf) liofilizada (wmol/min)
FTase Frutosiltransferase U, U, Atividade enzimatica livre inicial
Mo Camada de agua ou nao liofilizadaumol/min)
PEG Poli(etileno glicol) uLetsse  Atividade enzimatica livre
Liof Atividade residual enzimatica apos liofilizada apds 15 min a 65°C
6 meses de estocagem U Atividade enzimatica especifica
RL! Atividade residual liofilizada liofilizada (U/mg)
Yros Conversdao da sacarose em FOS
p Densidade/mL)
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Capt. 8:Effects of lyophilization in the catalytic propes of the immobilized fructosyltransferase fronodRitorula sp.

Resumo

Conforme apresentado no Capitulo 8 sobre os redsgltaa liofilizacdo da frutosiltransferase
(FTase) extracelular e parcialmente purificadaRtie@dotorulasp. LEB-V10 na sua forma livre,
conduziu-se igualmente a liofilizacdo desta enzémia a forma imobilizada em niébio, uma vez
gue existe um bom potencial de producao de frugmssacarideos (FOS) em reatores empregando
a enzima imobilizada. Observou-se que a liofilimag@ enzima imobilizada resultou, de forma
geral, na manutencdo da atividade enzimatica apdéprawesso, com um aumento de
aproximadamente 6% no valor da atividade enzimé&ioaliofilizacdo conduzida sem aditivos.
Assim como observado com a enzima livre no Capifilo efeito dos aditivos crio-protetores
empregados individualmente foi melhor do que emmidacbes, sendo que a liofilizacdo em
tampéo quatro vezes mais concentrado que o padraag-Tase apresentou um atividade residual
apos 6 meses de estoque de 1,43 e a condi¢cdzdidéil padrao sem aditivos apresentou uma perda
de 7%. Apds este estoque a atividade de transfagas do liofilizado padrédo apresentou apenas
uma pequena desaceleracdo cinética, especialmeataoga producdo de GFSob condigbes
otimizadas de sintese (Capitulo 4) a cinética damenimobilizada liofilizada foi alterada como
apresentado pela enzima livre liofilizada (Capittipa conversao da sacarose em FOS4{Yoi

de 0,68 em 72 h e a composicdo de Ghegou a ser 76% maior do que em comparacdo com a
enzima imobilizada n&o liofilizada. A liofilizag&ta FTase imobilizada mostrou-se eficaz quanto a
preservacdo da atividade enzimética e necessitargstudos complementares sobre a conformagéo
enzimatica apos a liofilizagdo para um melhor atiteanto dos efeitos da liofilizag&o.
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Effects of lyophilization in the catalytic properties of the immobilized

fructosyltransferase from Rhodotorulasp.

E. Aguiar-Oliveira & F. Maugeri

ABSTRACT
The partially purified extracellular fructosyltrdesase (FTase) from
Rhodotorulasp. LEB-V10, was immobilized on a niobium-graphaiéoy and
freeze dried (lyophilized) with and without addés; twelve additives
commonly applied as crio-protectants were seleatetlevaluated individually
and in formulation; the biocatalyst was then stddaecording to its catalytic
properties. Lyophilization with or without additvalid not affect significantly
the immobilized enzyme and after a period of 6 rhent was observed a
reduction over the initial enzymatic activity of alh 7 and 4% with the
lyophilization just in sodium acetate buffer at &0d 200 mM, respectively.
The additives CMC, sorbitol, inositol and trehaldae 2.5% w/v) and sodium
acetate buffer at 100 mM also preserved indivigudle enzymatic activity
after 6 months but the formulations evaluated teduin 36 to 14% less
enzymatic activity after 6 months. After lyophilikan, FOS synthesis was
changed by presenting around 68% of FOS yield twi2-96 h against the
maximum yield of 58% at 24 h without lyophilizatiothe highest composition
of 1 -fructofuranosyl-nystose (GF around 61% was observed after the
lyophilization (76 times higher than with the catmat not lyophilized).

Keywords:  Adsorption, Enzyme Lyophilization, Freeze Drying,
Fructooligosaccharides Synthesis, FTase, Niobium.
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1- Introducéo

Frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9) extraceld¢eRhodotorulasp. LEB-V10,
uma levedura isolada de flores da Mata AtlanticasBeira(Maugeri & Hernalsteens, 200t¢m
apresentado bom potencial de transfrutosilaci@aempregada parcialmente purificada e
imobilizada por adsor¢cdo em nidbio, um suportegéoico sélido-acid@Aguiar-Oliveira &
Maugeri, 2010; Alvarado-Huallanco & Maugeri-Filh2Q10; Hernalsteens & Maugeri, 2008) cCOm este
biocatalisador tem sido possivel obter conversdegoeno de 58% da sacarose em FOS
sob condi¢cbes otimizaddaguiar-Oliveiraet al, 2011) em processos tradicionais utilizando
frutosiltransferases de fungos filamentosos as@@des variam de 50 a 70% com enzimas
purificadas. De acordo com Alvarado-Huallanco e dfaitFilho (2010) a conversdo da
sacarose em fruto-oligossacarideos (FOS) — um aqredidtico (Maiorano et al. 2008;
Sangeethaet al, 2005) — € a composicdo destes FOS foram semelhantesirdeses
empregando a enzima purificada e parcialmenteipadifd na forma imobilizada. Diversos
estudos tém sido conduzidos com a frutosiltranséerde forma a fundamentar sua
aplicacdo industrial com informagfes sobre suabiisiade térmica, aplicacdo em
biorreatores, otimizacdo das condicBes de sintesemais recentemente, sobre sua
liofilizacdo tanto na forma livre quanto imobilizadO uso da enzima parcialmente
purificada (precipitagcdo com etanol a 70%) reduzwstos com sua obtenc&o e conforme
resultados obtidos com a liofilizacdo da frutoaitsferase parcialmente purificada e na
forma livre (dados ainda ndo publicados), a presehe outras proteinas - devido a
purificacdo parcial - indica proteger a enzima divdurante a liofilizacdo. Maiores
informag6es sobre o suporte nidébio podem ser abgdaAguiar-Oliveira e Mauge010)

A liofilizacdo € um dos mais conhecidos processpmkservacdo empregados e
consiste da remocdo da agua congelada de proteinasélulas em suspensdo por
sublimacgao(Aehle, 1990; Blanch & Clark, 1997; Cabrai al, 1994; Chaplin & Bucke, 199p)este
processo € altamente indicado se ha um valor casmhexgregado a proteina em questao
porque facilita seu transporte/distribuicdo, egjeca uso, etc. (tanto para fins
farmacéuticos quanto alimenticios) mesmo sendotéomaca de grande gasto energético e

de tempo de prepar@arpenteret al, 1997; Fagain, 1997; Roy & Gupta, 2004; Tang &aRiR004;
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Partridgeet al, 1998;) NO entanto, existem relatos sobre os beneficgosofilizacdo - em
presenca de aditivos estabilizantes - de proteimasbilizadas em diferentes
matrizes/suportes como: matrizes porosas (p.eloselou papel a base de vidro, filme
plastico poroso ou um tecido, etc.) impregnado t@alose(Roser, 1999)fibra de celulose
ou poliacrilamida como citado por Gibson e Woodwae$3) e a patente EP140489A da
Wakd® Chemical Industries sugere a imobilizacdo de amims em esferas de vidro.
Conforme citado em Cabrat al. (1994) a utilizacdo de pos liofilizados pode levar a
problemas de dissolucdo como agregacdo nas parmadesiorreator, portanto, a
imobilizacdo, especialmente a adsor¢éo por sudisidgre, seria uma opc¢ao viavel.

Para Cao(2005) a liofilizacdo de enzimas previamente imobilizadesm (co-
liofilizagdo) ou sem aditivos, € uma técnica maficada pois é bem sucedida quanto ao
aumento da estabilidade térmica e até mais vaatajlis que outras técnicas pos-
imobilizacdo. Este autor cita ainda que alguns yeadores observaram que, lavando
certas enzimas co-liofilizada para retirar o aditda liofilizacdo a atividade enzimatica
imobilizada normalmente permanece a mesma, no tentaom protease e lipase co-
liofilizadas a remoc¢éao do sorbitol reduziu a atadd.

Partridgeet al. (1998) empregaram uma metodologia em quguimotripsina &
primeiramente imobilizada por adsor¢cdo em silidaegiseca” por lavagens repetidas com
n-propanol como metodologia alternativa para ewdtperda de atividade enzimética obtida
apos a liofilizacdo e de acordo com os autoresnabilizacdo pode dispersar a enzima
sobre uma vasta area superficial resultando nuraaabessibilidade ao sitio ativo; este
estudo demonstrou que 0 uso da enzima em meioicogdpos ser “seca” compropanol
necessita de baixos niveis de agua para promowatalise (maximo com Aw = 0,40), e
por outro lado, baixas taxas cataliticas foram ofaslas acima de Aw = 0,60 sugerindo
que para a forma liofilizada um processo de redrggao induzido pelo conteddo de 4gua
€ necessario para converter a enzima de volta a&suatura nativa. Esse trabalho em
particular reflete a grande importancia que a agpiesenta sobre enzimas “seca” ou
liofilizada com base no historico de remoc¢ao dadgwolvido.

Em estudo conduzido por Wurgetsal. (2005) discute-se a utilizacdo de 98,5 % p/p
de fumed silica(FS) com a subtilisina Carlsberg antes da liGg&o; a enzima sem
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aditivos obtida apds a liofilizagdo apresentou etspele “folhas”, algumas das quais
apresentou espessura da ordem de micrometros. €stmbofilizado tinha por objetivo ser
empregado em hexano, ele ndo se dissolve e a emonti@a no interior das “folhas”
estaria inutilizada, mas com o uso flaned silica(FS), as particulas resultantes foram
muito menores. Para 0s autores, o preparado netutta particulas de FS ndo porosas com
a enzima depositada em sua superficie possui upes®ga de camada muito menor do
gue a apresentada pela enzima livre (sem aditiadizada e dessa forma é mais ativa, ou
seja, a atividade catalitica de um preparado erimiondeve aumentar quando a quantidade
relativa de enzima por superficie de area dispbgiaementada.

Perssonet al. (2002) avaliou a imobilizacdo de uma lipase em polipromle
Accurel’ EP-100 macroporoso seguida da liofilizacdo, emceotracées maiores do
tampdo fosfato, especificamente 200 mM e foi petsibter um aumento da atividade
catalitica em 7 vezes em comparacao com a enamedlibfilizada. Estes autores afirmam
ainda que alguns aditivos empregados na liofilieggédem servir como matrizes para as
enzimas e o aumento da atividade enzimatica apébilimacdo e liofilizacdo pode ser
devido a limitagbes difusionais. Com base nos tada$ obtidos, os autores afirmam que o
uso do tampdo mais concentrado promoveu a imotdizala enzima no proprio sal do
tampdao (considerando preparados de 100 mg demppuielg de liofilizado).

Os aditivos mais frequentemente empregados emliZagfoes podem ser
classificados em cinco grupos de acordo com Oedjdiaseley(2004) proteinas (p.e.
albumina do séro humano, gelatina), aminoacidos. (glicina), alcoois (p.e. manitol,
PEG), carbohidratos (p.e. glicose, trealose, deajr& outros (p.e. metais, surfactantes,
polimeros, sais tamponantes). As formulacdes eragesgem liofilizacdo devem sempre
levar em consideracdo o uso final do produto e mewwmentar a estabilidade e
preservacdo contra contaminagcdo microbiana, epitecipitacdes fisicas ou facilitar a
dissolucdo além de otimizar critérios estéticos @@or e odorAehle, 1990) Uma enzima
liofilizada é vendida em funcéo da sua atividadalfe muitas enzimas industriais contém
relativamente pouca quantidade de sitios ativopneauto final (< 10% p/p) sendo o
restante do peso composto por estabilizadores empaores, sais e diluentes para
padronizacao entre bateladas de diferentes atiwidaspecificaghaplin & Bucke, 1990)
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2- Materiais e Métodos

A obtencéo da frutosiltransferase extracellulaaeiplmente purificada do meio de
cultivo de Rhodotorulasp. LEB-V10 procedeu-se conforme descrito em thabale
Aguiar-Oliveira e Mauger{2010) onde também se encontra descrita a metodologa par
imobilizacdo da enzima por adsor¢do em nidbiorassimo as metodologias necessarias
para a determinacdo da atividade enzimatica inzaloié, sinteses de FOS, e identificacdo e
guantificacdo por HPLC-PAD dos acUcares provensedis sinteses de FOS [sacarose
(GF), glicose (G), frutose (F), 1-kestose {Gmistose (G e 1 frutofuranosil-nistose
(GR)].

2.1- Selecao dos aditivos

Os aditivos avaliados foram selecionados conforetedas da literatura: polietileno
glicol (PEG 6000), carboximetil celulose (CMC),latio glicol, manitol, glicerol, sulfato
de aménia, sorbitol, inositol, xilitol, trealoseéal do tampé&o acetato de sodio (pH 4,5) em
concentracdes maiores que a concentracao 6timaagantosiltransferase (50 mM): 100 e
200 mM. Estes compostos foram adquiridos de macoaseituadas e disponiveis no
mercado.

Numa primeira etapa cada aditivo foi avaliado iidlialmente a uma concentragéao
de 2,5% (p/p) com a frutosiltransferase imobilizadiads a analise do efeito individual dos
aditivos, foram testadas combinacgbes entre: CM@iteq xilitol, trealose e sulfato de
amonia (todos a 1,25% p/p) em formulacdes tendmam@io de diluicdo tampéo acetato
de sodio 200 mM e pH 4,5.

2.2- Preparo das amostras e etapas de analises

Na primeira etapa de avaliacdo individual do efalto cada aditivo, todos os
liofilizados foram realizados em duplicata, cada com: cerca de 4,0 g (3,0 g enzima
imobilizada + 1 mL tamp&o). Com a frutosiltransgeramobilizada, os aditivos foram
devidamente diluidos em 1 mL de tampao acetatood® $0 mM e pH 4,5 e depois
adicionados a 3,0 g (peso umido) de enzima imaliiz Nesta etapa os aditivos foram
avaliados nas concentracdes de 2,5% (p/p), coasider o peso do biocatalisador

imobilizado como base, apenas o CMC foi avaliadtotm a 1,25% (p/p).
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Apés a selecdo dos aditivos de melhores desempémiiggluais sobre a enzima
imobilizada e liofilizada foram definidas quatrarfwlacdes contendo dois aditivos para a
enzima imobilizada tendo como meio de dispersapdanacetato de sédio 200 mM e pH
4,5 (vide Tabelas 1 e 4). Nesta segunda etapaepmamr das amostras foi conduzido de
forma semelhante aos primeiros testes, em dupliéatzoncentracdo de cada aditivo na
formulacéo foi de 1,25% (p/v).

Com base em resultados obtidos em estudos ange(iy@ar-Oliveira & Maugeri,
2011) 0 estudo do efeito de uma pré-ativacdo antesofiaziicdo da enzima imobilizada,
obtida através de 15 min de incubacado a 52 ou 668Gida de banho de gelo, foi realizado
com a enzima imobilizada. A incubacgéao foi realizadatampao acetato de sédio 50 mM

em dois pHs : 4,5 e 6,0.

2.3- Liofilizacao da frutosiltransferase immobiliza da em ni6ébio

Todas as amostras apos serem devidamente prep&veaal@scongeladas a -60°C
em um ultra-freezer por cerca de 18 h antes deedesa liofilizacdo. Apds este primeiro
congelamento as amostras foram liofilizadas poh 2 um liofilizador de bancada do
tipo Terronf modelo Interprise 1, onde foram resfriadas a dprastamente -55 °C por um
compressor hermético com ventilacdo forcada (amjilzando uma bomba a vacuo de
5/370 (CFM/W). As tortas liofilizadas foram cuida@mnente desfeitas com o auxilio de
uma bagueta de vidro. Os liofilizados obtidos forastocados em freezer (-20°C), em
frascos de vidro comum sem fechamento a vacuajueédodas as andlises tivessem sido
feitas num tempo inicial, que n&o ultrapassou lasenapos a liofilizacdo (t = 0), e apos 6

meses de estoque (t = 6 m) para analisshdH-life

2.4- Caracterizacdo dos liofilizados

A determinacdo da atividade enzimatica dos liafidias da enzima imobilizada e as
sinteses de FOS foram conduzidas a partir de O¢@bligfilizado final. As sinteses de FOS
padréo foram realizadas sob as condi¢bes de: 580®%, (p/v) de sacarose em tampao
acetato de sodio em pH 4,5.

As condi¢Bes padrao para analise dos liofilizadwa aditivo ou em formulacdes

equivalem aos imobilizados néo liofilizados. Odilimados obtidos foram caracterizados,
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principalmente, quanto a: atividade enzimaticadredi liofilizada (Eq. 01), atividade
residual térmica liofilizada (Eq. 02), atividadezenatica especifica liofilizada (Eq.03),
conversao da sacarose em FOS (Eqg.04), concenteap&gcifica dos FOS (Eq.05kkelf-
life.

a) Atividade Residual Liofilizada (R"'): expressa pela Equacdo 01 send¢y a
atividade enzimatica imobilizada da amostraug a atividade enzimatica padrédo néo

liofilizada.

_ U _Liof
Liof =i 01
R = : (01)

b) Atividade Residual Térmica Liofilizada (R-°*%°°°): expressa pela Equacéo 02, sendo
utefese a atividade enzimatica imobilizada liofilizada apincubacéo a 65°C por 15
minutos, seguida de banho de gelas&' a atividade desta mesma amostra antes do

tratamento térmico.

RUiof 65°C — (UiLiOf_ﬁsoc J (02)
9] iLlof

1,0 g do biocatalisador imobilizado foi submetidenaubacdo a 65°C/15min em
tampéo acetato de sédio 50 mM e pH 4,5 sendo detr@,25 g para a determinacédo da
atividade enzimética.

c) Atividade Enzimatica Especifica Liofilizada (‘u.s'): expressa pela Equagdo 03
(Ui/mg), sendo a razao entre a atividade enzimaticdilimada liofilizada e o valor de
proteina (mg) imobilizada determinada pelo métogldawry (1951) Para o biocatalisador
imobilizado a proteina foi determinada pela difeeerentre a proteina total oferecida
inicialmente a adsorcao (presente no meio de diéipge a proteina ndo adsorvida ao final
do processo de imobilizagdo (presente no meio \Egéan do biocatalisador ao final da

imobilizacéo).

Liof
Yo =Y (03)
mg

d) Converséo da Sacarose em FOS (Yrog: expressa pela Equacdo 04, sendo [FOS] a

concentracdo dos fruto-oligossacarideos totais dobti (g/L) partindo-se de uma
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concentracao inicial de sacarose de 500 g/L. Aragstie 200uL foram coletadas das
sinteses em diferentes tempos e analisadas poratwgrafia de ions (HPLC-PAD)

conforme metodologia descrita em trabalho antésiguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)

__[Fog
YFOS - W] (04)

e) Produtividade especifica de FOS (Prog: expressa pela Equagdo 05

(mg/u ™" h,mg/U, h), sendo obtida pela razéo entre a concentracad@8stotais obtidos

(mg/mL) e a concentracdo da atividade enzimaticabilzada utilizada na sintese

(U /ml,U, /ml) e tempo de sintese decorrido (h).

Plros = (u[l/:ncq)|)s(]h) ©9

f) Atividade de agua (Aw): o liofilizado simples padrdo da enzima imdaada teve sua

atividade de 4gua (Aw) determinada a 25°C no tengpo (logo apos a liofilizacdo) e apos
6 meses de estoque refrigerado (-20°C). As leitfmesm feitas em triplicata em um
Aqualab Serie 3TE, Decagon Devices Inc. (EUA).

3- Resultados e Discussao

Apés a imobilizacdo da frutosiltransferase por agBm em niobio, o biocatalisador
obtido apresentou uma atividade de 160807 U; e foi utilizado em todos os testes de
liofilizagdo desta primeira etapa de avaliagdowviaial dos aditivos, os resultados sao
apresentados na Tabela 1. A Figura 1 apresentacamparacdo visual entre particulas
limpas de nidbio e o imobilizado liofilizado, a eliénciacdo visual é praticamente
impossivel devido a cor cinza escuro do nidbiotikidade de agua das particulas limpas
(sem enzima adsorvida) foi determinada como Aw 44®+ 0,001 € o imobilizado
liofilizado apresentou uma atividade de agua Iggisaa liofilizacdo (tempo zero) de Aw =

0,230+ 0,001
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Figura 1: a) Particulas limpas de niébio (Aw = 0,442,00) com tamanho de particula
selecionado entre 65-80 Mesh (212-180 unf)) Liofilizados simples da
frutosiltransferase parcialmente purificada e ifipbila deRhodotorulasp. LEB-V10
(Aw = 0,230+ 0,009).

3.1- Estudo dos efeitos individuais dos aditivos

Apos a liofilizacdo da frutosiltransferase imokalia, a atividade residual liofilizada
(RY") mostrou um aumento no valor da atividade enzeadim aproximadamente 6%.
Efeitos positivos sobre a atividade enzimatica iitieztla apos a liofilizacdog > 1,0)
foram observados com quase todos os aditivos dealiaonforme apresentado na Tabela
1, exceto pelas condi¢cdes em tampao acetato de $6die 200 mM e etileno glico (2,5%
v/p); o maior valor obtido para a atividade resldigdilizada com a enzima imobilizada foi
o aditivo CMC a 2,5% (p/p)H> = 1,74).

Ao analisar os valores da atividade residual téami@ enzima imobilizada
liofilizada (R™°"%°°) contidos na Tabela 1, é possivel observar qigfiizhcao da enzima
imobilizada sem nenhum aditivo (padrdo) apresentoa atividade residual térmica 1,3
vezes maior que a apresentada pela enzima imalalindo liofilizada; o etileno glicol e
tampédo acetato de sodio 100 e 200 mM — ambos aesnltnos piores efeitos sobre a

atividade residualg‘' ) e nas maiores estabilidades térmica¥ (R > 0,3) obtidas.
A atividade enzimatica especifica liofilizaday§') resultou num aumento de

apenas 5% em seu valor apos a liofilizacdo da engimobilizada sem aditivos, conforme
mencionado anteriormente, a enzima € empregadarma foarcialmente purificada o que
significa que a proteina total determinada ndoctusiamente relacionada a enzima. As
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condicdes de maioreg™ resultaram consequentemente nos maiores valoreg ide
(Tabela 1).

Table 1: Caracterizagdo ddrutosiltransferase (FTase) parcialmente purificaga
imobilizada deRhodotorulasp. LEB-V10 liofilizada em presenca e ausénciadigvos
estabilizantes. Os pardmetros de caracterizac&sidevando 1 g de liofilizado foram:
atividade enzimatica imobilizada residual liofililea [R"' ], atividade enzimatica
imobilizada residual térmica liofilizada (®°"°), atividade enzimatica imobilizada
especifica liofilizada V'], converséo da sacarose em FOS apds 24 d3d[¥

produtividade apés 24 h [RBg mg/U.h].

RS5°C *U Yros (24h) | Preos(24h)
- o ptn FOS FOS
FTase Imobilizada U791 usaus | uimgpn) | €9.04) (Eq.05)
(n&o liofilizada)
16,08+ 2,07 | 0,16+2,9€E% | 4,30+0,10 0,10 0,90

Immobilizados / Liofilizados sem aditivos
meio de dispersdo: tampao acetato de sodio em pHb4,

Cone.doampdo | ¢, | @aon | €t | wqon | oon
50 mM (padrdo) 1,06x0,14 | 0,21x22E? | 4,52+0,11 0,14 1,17
100 mM| 0,82+0,03 | 0,41+6,4E* | 3,52+0,06 0,06 0,63
200 MM | 0,94+0,09 | 0,37+3,3E2 | 4,03+0,10 0,04 0,35

Immobilizados / Liofilizados sem aditivos
meio de disperséo: tampéo acetato de sédio 50 mipE 4,5

. ROLiof RLiof.65°C *U nLiof Y 24h PI’ 24h

Aditivos (Eqg. 01) (Eqg. 02) (Eq. Op;) (E;.c())ig ) (Eq.FC?SS)( )
CMC 2,5% (p/p) 1,74+0,18 | 0,20+1,6E% | 7,45+0,16 0,11 0,56
CMC 1,25% (p/p) 1,35+£0,24 | 0,24+2,2E* | 5,76+0,13 0,06 0,40
Etileno glicol2,5% (vip) 0,39+0,08 | 0,63+9,0e? | 1,65+0,06 0,01 0,24
Glicerol 2,5% (p/p) 1,39+0,09 | 0,24+1,6E* | 5,96+0,13 0,11 0,66
Inositol 2,5% (p/p) 1,29+0,19 | 0,15+2,0E% | 5,48+0,10 0,07 0,44
Manitol 2,5% (p/p) 1,69+0,21 | 0,27+1,3E2 | 7,22+0,17 0,08 0,39
PEG 600®,5% (p/p) 1,45+0,29 | 0,23+ 1,6E* | 6,16+0,18 0,08 0,46
Sorbitol2,5% (p/p) 1,39+0,13 | 0,25:2,7E2 | 5,93+0,14 0,20 1,28
Sulfato de améniaswpp) 1,41+0,23 | 0,24+3,9e° | 5,99+ 0,09 0,12 0,76
Trealose,5%p/p) 1,51+0,10 | 0,28+1,4E° | 6,46%0,16 0,08 0,48
Xilitol 2,5%@ppy 1,62+0,31 | 0,20+1,8E% | 6,89+0,19 0,07 0,39

Dentre as sinteses realizadas com os imobilizadfiézhdos, a adicdo de sorbitol
forneceu o maior valor de conversado da sacaross; €Y0,20) valor este duas vezes maior

gue o obtido com o imobilizado néo liofilizado; digio de etileno glicol foi a de pior
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resultado dentre todas as condi¢des analisadasodutividade especifica de FOS (&)
apresentada pela frutosiltransferase imobilizadiafdizada foi cerca de 23% maior que
sua condicdo padrao nao liofilizada; como refleavdlor de ¥os 0 sorbitol apresentou a
maior produtividade especifica (Tabela 1).
3.1.a- Avaliagdo dos liofilizados simples ap6s 6 me  ses de estoque a -20C

Apoés 6 meses de estoque a -20°C, foi possivelwdrsem aumento na atividade de
agua do liofilizado padrao simples, sua atividadeéddua foi de Aw = 0,4020,003 0 que
representa um aumento de quase 75% em comparagéo tempo zero. Muitos autores
ressaltam que o estoque de liofilizados deve str de preferéncia em ampolas de vidro
lacradas que impediriam a reabsor¢cdo de agua @o ldo tempo e que, além disso, a
solucdo a ser liofilizada ndo deveria ocupar maisqde 20% do recipient@Everse &
Stolzenbach, 1971; Oetjen & Haseley, 2008as neste estudo aqui apresentado os imobilizados
liofilizados foram obtidos e estocados em vidrosigns (10 mL) e sem vacuo pois assim,
avaliaria-se o efeito do estoque sob condi¢céeotiduzadas.

Apdés 6 meses de estocagem a -20°C alguns dos iramlus liofilizados
provenientes da andlise dos efeitos individuaiscdda composto (Tabela 1), foram
avaliados quanto a manutencéo da atividade enzianéth relacdo a sua atividade inicial

sob a forma de atividade residual de estocagriffi £ U o' (=6meses /y Lof(=0)) Dentre todas
as condi¢Oes analisadas no item anterior, apenasdicdo com aditivo etileno glicol ndo

foi selecionada para esta andlise devido ao sew bailor de R ja no tempo zero

(Tabela 1). Os resultados obtidos p&#' estdo apresentados na Tabela 2.

Alguns compostos analisados foram capazes de miopar um aumento da
atividade enzimatica liofilizada ap6s 6 meses dege® e isso pode ser explicado pela re-
absorcéo de agua ao longo do tempo, que confarivemaior flexibilidade as moléculas,
mas estudos mais especificos sobre a conformacépzifaa necessitariam ser feitos para
confirmacédo. Apos 6 meses de estoque, o imobiliziafibzado sem aditivos apresentou
uma perda de 7% de sua atividade inicial (Tabelae?)do sua atividade enzimatica apds 6

meses de 15,61 /g; quando o meio de dispersdo utilizado foi o tampém

concentracdo de 100 mM a perda foi de 5% da atlei@gacom a concentracdo de 200 mM
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a atividade residual de estoque apresentou um damdert3% apds os 6 meses de estoque.
Dentre os outros liofilizados avaliados apds 6 mekeestoque refrigerado (Tabela 2) foi
observado com alguns aditivos a obtencédo de umiaade residual de estocagem maior
gue 1,0: sorbitol (1,38), inositol (1,17), treal¢$e)8) e CMC (1,06).

Tabela 2: Analise da atividade residual liofilizada de eagem R.°") apds 6 meses de

estoque em comparacdo com a atividade enzimatickempo zero (Tabela 1) da
frutosiltransferase (FTase) parcialmente purificead@amobilizada deRhodotorula sp.
LEB-V10. A condicao liofilizada padrdo simples aggptou atividade enzimatica apds 6

meses de estoque de 15181 /g.

Immobilizado / Liofilizado sem aditivos
meio de dispersao: tampédo acetato de sédip

empH45
Concentracdo do tampéao L,iﬁf ?

50 mM (padrac 0,92
100 mV 0,9t
200 mV 1,4z
Immobilizado / Liofilizado
meio de dispersdo: tampao acetato de sédip
50 MM e pH 4.5

Aditivos Lot a

CMC 2,5% (p/p) 1,0¢

CMC 1,25% (p/p) 0,9¢

Glicerol 2,5% (p/p) 0,71

Inositol 2,5% (p/p) 1,17

Manitol 2,5% (p/p) 0,57

PEG 6001 2,5% (p/p) 0,8¢
Sorbito 2,5% (p/p) 1,3¢

Sulfato de amén 2,5% (p/p) 0,7z
Trealos: 2,5% (p/p) 1,0¢

Xilitol 2,5% (p/p) 0,8t

a pyLiof _ y Liof (t=6mesekp Liof (t=0)
m _Ui /U|

O liofilizado sem aditivos (padrdo — concentracaaampao de 50 mM) estocado
por 6 meses foi utilizado em uma sintese de FOS @mhjetivo de se avaliar o efeito
isolado da estocagem sobre a capacidade bioa@akticonversdo da sacarose em FOS, a
concentracdo especifica dos FOS e a composicaenpeat dos FOS obtidos: 1-kestose
(GR), nistose (G e T frutofuranosil-nistose (Gff estdo demonstrados na Tabela 3. Os

resultados apresentados nesta Tabela 3 demonsteameagmo apds 6 meses de estoque, a
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frutosiltransferase imobilizada conservou sua déige de transfrutosilacdo, apesar de uma
baixa composicdo percentual de 5fpor comparacdo, com a mesma concentragao
enzimatica e condic¢des de sintese, apds 72 h &elbskter com a enzima imobilizada ndo
liofilizada um Ygos de 0,52 (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2010)e conseguentemente uma
produtividade especifica de FOS neste mesmo tenep®,60 mg/Uh (mesmo valor
apresentado na Tabela 3 com o liofilizado estocadoncentracdo do tampao: 50 mM).
Para o liofilizado estocado, a conversdo da saedmsgradualmente aumentada com o
tempo de reacdo chegando a um valor de 0,55 apld® 7Rie equivale a uma concentracao

de FOS totais de aproximadamente 275 g/L.

Tabela 3: Sinteses realizadas com os liofilizados obtidoganpéo acetato de sédio: 50
e 200 mM (pH 4,5) sem aditivos com frutosiltransferase parcialmente purificada e
imobilizadadeRhodotorulasp. LEB-V10. Os liofilizados foram estocados a’@@or 6
meses sinteses de FOS foram conduzidas nas condied®0% (p/v) de sacarose em
tampéo acetato de sédio 50 mM, pH 4,5, 50°C e B,8iL. Avaliou-se a conversédo da
sacarose em FOS £¥9, a produtividade especifica de FOSr mg/U.h) e a
composicdo percentual de cada FOS obtido: 1-kes6$g), nistose (GB e T
frutofuranosil-nistose (G

Immobilizado / Liofilizado (sem aditivos)
apds 6 meses
Concentragég 50 mM 200 mM

do tampa
3h | 24h{48h|72h| 3h | 24h| 48h| 72h
Y Fos 0,05| 0,34 0,49 05% 0,02 0,219 0,31 0,39
% GF, 100 | 86,4| 70,6/ 67,0 100 95,7 825 74,6
% GF3 - 13,6 | 28,8| 32,6 - 4,3 17,46 23|19
% GF, - - 06 | 04 - - - 14
Preos 1,41| 1,11} 0,80 0,60 050 0,62 051 043

3.2- Estudo de formulacdes para liofilizacao

Com base nos resultados individuais de cada adilyemas consideragbes foram
feitas para selecdo dos componentes das formulpedadiofilizacdo da frutosiltransferase
imobilizada em niébio. O tampéao a 200 mM foi esihdevido ao fato de ter apresentado
um efeito individual significativo com a liofilizé@ da enzima na sua forma livre (dados
ainda nao publicados) e adicionalmente pela capdeide preservar a atividade enzimatica
apos 6 meses de estoque (Tabela 2). O aditivo OM@idualmente levou a uma das

maiores atividade imobilizada residual liofilizadBabela 1) sendo selecionado para as
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formulagcdes como agente de volume. Sulfato de amérositol, sorbitol, xilitol e trealose
também foram selecionados devido aos seus efeitbse sa atividade imobilizada
liofilizada residual. Os aditivos CMC, sulfato den@nia e sorbitol apresentaram uma
conversdo da sacarosegH¥Y) maior que o apresentado pela enzima imobilizagla s
liofilizar. Por estas razdes estes compostos fordiizados em quatro formulacdes
diferentes; Carpenteet al. (1997) defende que as formulagBes para liofilizados sejam
mantida com o menor namero possivel de compongrides o efeito pode vir a ser
indesejado. As formulacdes e os resultados ob&di@® apresentados na Tabela 4.

Sobre a atividade residual imobilizada liofilizagkt ) dos formulados avaliados

(Tabela 4) é possivel afirmar que maiores efetioan obtidos na primeira etapa de analise
individual de cada aditivo (Tabela 1). As quatrornfalacdes avaliadas com a
frutosiltransferase imobilizada praticamente néoelaam diferencas entre si em
comparagao com o padréo nao liofilizado, com vasagmg'* entre +0,06 e -0,05.

A andlise da atividade imobilizada residual térmigt >

revela que a
liofilizacdo foi benéfica a estabilidade térmica ftatosiltransferase imobilizada sem
aditivos e sob a formulagdo [CMC + xilitol] cujoaleres de B°"®5°C foram cerca de 1,2 e
1,4 vezes maiores que o valor obtido com a enzinwdbilizada sem liofilizar (Tabela 4).
Em comparacdo com o efeito individual dos compo@fabela 1) € possivel observar que
os valores de #"%°C obtidos com as formulacées foram menores. Desstfermulados, o
menor valor obtido para a estabilidade térmicacfon o formulado [CMC + trealose],
mesmo contendo trealose um composto bastante dudiea utilizado como termo-
estabilizante em processos de liofiliza¢g@arpentert al, 1997; Cabrakt al, 2004; Fagain, 1997;
Roser, 1990; Ret al, 2001; Sode & Yasutake, 1997)

Com relacdo a atividade enzimatica imobilizada eiéipa liofilizada (u') os
valores obtidos com os formulados foram muito pribs entre si e, em termos, menores

gue os obtidos no estudo individual dos compoSiabdla 1).
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Tabela 4: Caracterizacdo de liofilizados formulados da filtansferase (FTase) parcialmente purificada ebilizada de
Rhodotorulasp. LEB-V10. Os parametros de caracterizacdo fiaga de liofilizado, foram: atividade enzimatica idesl
liofilizada [R'" ], atividade enzimatica residual térmica'fR>], atividade enzimatica liofilizada especifica L‘gf], conversao

L6l

da sacarose em FOSH) e produtividade apos 72 h de sintesesoPmg/U.h].

o o RS%C *U Yros(72h) | Preos (72h)

FTase Imobilizada Uig U900 | (Uimg pin) | (Eq. 08) (Eq. 05)

(néo liofilizada)
37,42+0,20| 0,17+0,02 | 4,66+0,02 | 0,42+0,04 | 1,59+0,15
Immobilizado / Liofilizado
meio de dispersao: tampao acetato de sédio 200 mMpid 4,5

- . R, RUOMES°C *U ptnLiOf Yros(72h) | Preos(72h)

Lloglézrﬁd;dﬁia\tgrsao (Eq. 01) (Eq. 02) (Eq. 03) (Eq. 04) (Eq. 05)
1,02+0,04 | 0,21+0,01| 4,73x0,19 | 0,45+0,01 | 1,65+0,04
Formulados R, Hof RUOMESC | xy T Yeos (72h) | Preos (72h)

Composicao (% p/p) (Eqg. 01) (Eq. 02) (Eq. 03) (Eqg. 04) (Eq. 05)
CMC (1,25%)+ sorbitol(1,25%) | 0,98+0,05 | 0,10+0,01| 4,56+0,20 | 0,43+0,01 | 1,61+0,03
CMC (1,25%)+ xilitol (1,25%)| 0,95+0,05 | 0,24+0,03 | 4,44+0,27 | 0,49+0,06 | 1,91+0,22
CMC (1,25%)+ trealos€1,25%) | 1,04+0,04 | 0,07+0,01 | 4,86+0,17 | 0,40+ 4,2.E®| 1,43+0,01
CMC (1,25%)+ sulfato de amonig@,25%)| 1,06+0,09 | 0,09+0,02 | 4,93+0,38 | 0,59+0,03 | 2,06+0,12

HigoLLet 34T Jo sarpdadodd 2 A0 a4 w1 vorbzyydo Al fo 512307 18 1db

2

‘dsOfRIoIopoyy Wadfasniafsunaisoronid pa



Capt. 8:Effects of lyophilization in the catalytic propieg of the immobilized fructosyltransferase fronodRitorula sp.

As sinteses de FOS apresentaram com 72 h de dinteseréscimo de apenas 7% a
conversdo da sacaroser(¥) apos a liofilizacdo da enzima imobilizada tampéetato de
sédio a 200 mM sem aditivos. Dentre as formulagbesdiadas, o melhor de todos os
resultados foi obtido com a formulacéo [CMC + salfde amonia] cujo valor degys foi
de 0.59 (31% maior que seu liofilizado padréo) emposicdo dos FOS obtidos foi de
guase totalidade de 1-kestose f{3#-nistose (Gf} (dados nédo apresentados).

Considerando a produtividade especifica de FO&4Pioi possivel obter valores
maiores do que o0s observados na primeira etapavalegio individual dos aditivos
(Tabela 1). A liofilizacdo da enzima imobilizada @nbio e em tampé&o acetato 200 mM

(liofilizado padréo) apresentou uma produtividadgpeeifica de 1,65mg/u™ h e a

condicdo néo liofiizada de 1,59 mgh (equivalentes a 3,14 e 2,98 g/L.h,
respectivamente). A formulacdo [CMC + sulfato dedama] apresentou 0 maior valor de
Preos cerca de 22% maior que o imobilizado néo licditia (Tabela 4).
3.2.a- Andlise dos imobilizados liofilizados formul ados ap6s 6 meses de
estocagem refrigerada (-20C)
Os formulados liofilizados foram analisados apdseses de estoque refrigerado (-

20°C) quanto a manutencgédo da atividade enzimabfiizada apds o estoquer{' ), os

resultados estdo apresentados na Tabela 5, ondespodbservar que, nenhuma das
formulacdes avaliadas apresentou atividade enzienétisidual de estoque maior que 0,90,
como observado no estudo dos efeitos dos adithdigiddualmente (Tabela 2). A condicdo
liofilizada sem aditivos apresentou uma atividadeireatica imobilizada liofilizada de
35,87+ 0,98 U™ /g apbs 6 meses. Se compararmos os dois liofilizadas aditivos e

estocados, mas obtidos em tampdes de diferentesrtoacées (50 mM: Tab. 2 / 200 mM:

Liof
m

Tab 5), é possivel observar uma aumento em cerca%deno valor de com o

liofilizado padrdo obtido em tampao 200 mM. A fotegéio de melhor manutengcdo da

atividade ') foi a formulacéo contendo CMC e sulfato de amonia

O liofilizado padréo (sem aditivos) obtido em tamp&etato de sddio 200 mM com
shelf-lifede 6 meses foi entdo aplicado em sintese de F@@ypa o efeito da estocagem e

da liofilizacdo pudessem ser avaliados sobre acadgude biocatalitica do biocatalisador, os
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Capt. 8:Effects of lyophilization in the catalytic propieg of the immobilized fructosyltransferase fronoéRitorula sp.

resultados obtidos estdo apresentados na Tabelao®parando-se as duas sinteses
realizadas com os dois imobilizados liofilizadosnfsaditivos) e estocados - cuja diferenca
€ a concentracdo do meio de dispersao utilizade 300 mM - é possivel observar que a
conversao da sacarose foi bem menor com o liadilizenobilizado em tampéo acetato 200
mM. Apos 72 h de sintese o liofilizado estocadd(2M) apresentou um p4s cerca de
29% menor em comparacdo com o liofilizado estocgsld mM). Mesmo tendo
apresentado uma aumento de 3% na atividade residdal6 meses de estoque, o tampéao
com concentracdo de 200 mM ndo aumentou a capacidadatalitica do imobilizado
liofilizado sem aditivos pois, apos 72 h de sintesea unidade de atividade enzimatica
imobilizada e liofilizada apresentou uma produtadd de FOS 28% menor que a condi¢cao
obtida em tamp&o menos concentrado (Tabelas3dg)Pr

Tabela 5: Analise da atividade residual liofilizada de esgmra (R ) apos 6 meses de

estoque a -20°C em comparacao com a atividade étiecamo tempo zero (Tabela 4) da
frutosiltransferase (FTase) parcialmente purificadmobilizadadeRhodotorula sp.
LEB-V10 liofilizada em formulacbes. A condicdo iniligada liofilizada padrdo (sem
aditivos) apresentou apos 6 meses uma atividadm&tiza de: 35,8% 0,98 y ‘' /g. O

diluente utilizado para obtenc&o dos liofilizadosthmpado acetato de sédio 200 mM e
pH 4,5.

iof
Liofilizado Padréo o
(sem aditivos) 0,96+ 0,02
Formulados Liof 2

CMC + sorbitol| 0,75+0,04
CMC + xilitol | 0,73+0,03
CMC + trealosg 0,64+0,05

CMC + sulfato de amoénia0,86+ 4,7E*

a pliof _ p Liof (t=6mesep Liof (t=0)
m _Ui /UI

3.3- Avaliacdo sobre o efeito da pré-incubacdo a 52 e 60C antes da
liofilizacdo

Conforme resultados apresentados com a frutosfeease imobilizada em nidbio

em trabalho prévigAguiar-Oliveira & Maugeri, 2011apds uma incubacdo de 15 minutos em
tampéo acetato de sédio 50 mM e pHs 4,5 e 6,0 tsredies temperaturas foi observada

uma ativacdo da enzima imobilizada nas temperatieas2 and 60°C, sendo as maiores
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ativagcOes observadas em 52°C com pH 4,5 (mais %ed&ativacdo) e pH 6,0 (50% de
ativacdo). Dessa forma, a pré-incubacdo da enznubilizada foi realizada nas duas
temperaturas e nos dois valores de pH mencionatasqoie pudesse ser avaliado o efeito
desse pré-tratamento e se a ativacdo seria map@aa liofilizacdo. Um imobilizado de
atividade 31,78 0,01 Ui/g foi utilizado e a liofilizagdo foi conduzida elempéao acetato de
sédio 50 mM e pH 4,5.

Em estudo anterior a pré-incubacdo ndo forneceuaumento acumulativo da
estabilidade térmica da enzima imobilizgdguiar-Oliveira & Maugeri, 2011yevelando que a
ativacdo observada ndo se mantém sobre a enzimma @upéos tratamentos sendo
possivelmente uma alteracdo momentanea na confaontEcmolécula. A pré-incubacgéo e
a liofilizacdo combinadas também né&o revelaram mentesultado positivo para a enzima
imobilizada e foram obtidos liofilizados com bait@idade residual, resisténcia térmica e

capacidade biocatalitica.

3.4- Efeito da liofilizacdo da frutosiltransferase sobre a sintese otimizada de
FOS

Com base em estudos anteriopguiar-Oliveiraet al, 2011)com a frutosiltransferase
imobilizada deRhodotorulasp. LEB-V10 imobilizada em nidbio, as condicbesnatadas
de sintese em frascos agitados foram definidas cd®WC, 20 WmL, 50% (p/p) de
sacarose em tampédo acetato de sédio 50 mM e pks@Oestas condicdes foi possivel
aumentar, aproximadamentezo€ em 5% (0,58) e a produtividade especifica de FA@S e
26% (0,60 mg/Uh) além de reduzir o tempo de sintese de 96 hZaita Assim sendo,
avaliou-se a aplicagdo de um biocatalisador imodulo e liofilizado em tampé&o acetato de
sédio 200 mM e pH 4,5 em sinteses otimizadas de E@Scomparacdo com o
biocatalisador néo liofilizado. O resultado encarge expresso na Figura 2.

A conversao da sacarose em FOgSogYrepresentada na Figura 2.a demonstra que,
sem a liofilizacéo, ¥os € maximo em 24 h com 58% de conversédo da sacanndeOS e
uma produtividade especifica de 0,47 mdiU entretanto, apdés a liofilizacdoroé
apresenta valores de 0,68-0,67 entre 48 e 72 h poodutividades especificas

correspondentes a 0,35 e 0,23/U "' h. Desta forma, é possivel afirmar que conversdes
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até 17% maiores sdo obtidas apos a liofilizacaarailizado em tampéo 4 vezes mais
concentrado; mas a produtividade especificeog?é maior com a enzima imobilizada n&o
liofilizada com valores variando entre 1,54 e lyEzes maiores, apenas com 72 h de
sintese Rps € 1,04 vezes maior com o imobilizado liofilizadBortanto, apds a
liofilizagdo, uma unidade de atividade enzimaticebhilizada tem sua produtividade de

FOS diminuida sob condi¢fes otimizadas de sintese.
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@) 079 -y v (moblion - 120 b) 100- 2 (imok) S
e R S v = —a—GF, (imob) - - GF, (imob/liof)
4 \ v - . i 3
0.6 T\ L « s —=—GF, (imob) - X GF, (imobfliof)
' |
I 41,5 L
054 - O
¢ ;_. @
o 044 | 2 O
Q . {10 E @
> 0,3 —8—Preqgq (imob) ) 5
4 (e} ™
o] . = ¥~ Preqg (imobfliof) o (L.I'5
’ - Jos &
e ; &
014 \B‘—:&_‘_‘_ >
v =
0,0 loo
T T T T T T T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 16 48 60 72
tempo (h) tempo (h)

Figura 2: a) Conversdo da sacarose em FO&{Y produtividade especifica de FOS
(Pr=09 € b) composicdo percential dos FOS obtidos coffnutosiltransferase (FTase)
parcialmente purificada e imobilizada &hodotorulasp. LEB-V10 nas formas néo
liofilizadas (quadrados e linhas cheias) e licdila (triangulos invertidos e linhas
tracejadas) em tampéao acetato de sddio 200 mM &,faHAs sinteses foram realizadas
sob condi¢des otimizadas: 48°C, 2L, 50% (p/v) de sacarose em tamp&o acetato de
sédio 50 mM e pH 6,0.

7

Uma das maiores distingbes, no entanto, é comaelaccomposicdo dos FOS
produzidos com o tempo. De acordo com a Figuraghbs a liofilizacdo observa-se uma
reducdo mais acentuada na composicao percent@&hdshegando a 15% apos 72 h esGF
e GR atingem valores de 24 e 61% respectivamente nasseno tempo; em comparagao
com a sintese com o imobilizado néo liofilizadoanposicdo de GF um valor 76 vezes
maior. Ainda ndo existe um consenso, mas estudgeresm que quanto maior o grau de
polimerizacdo dos FOS melhores serdo seus efeitebiicos (Stewartet al, 2008) pois
mais longo sera o tempo de transito no intestinguanto que, outros estudos sugerem que
o0 menor grau de polimerizagéo (n = 2) é mais eftei@mo aumento dos pro-bidtic(sizuki
et al, 2006)
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Wirgeset al. (2005) observaram que ao liofilizar Carlsberg subtilisera fumed
silica é possivel obter um aumento de 130 vezes nosegalda eficiéncia catalitica
(Vma{Km) € com KCI o aumento € de 1,5 vezes. Perssah (2002) obtiveram um aumento
de 7 vezes no valor da atividade especifica de lipaae imobilizada em polipropileno
macroporos Accur@l EP-100 e liofilizada em tamp&o fosfato em conemé@o mais
elevada, 200 mM.

4- Conclusoes

A liofilizagdo da frutosiltransferase parcialmenperificada e imobilizada de
Rhodotorulasp. LEB-V10 sem aditivos praticamente ndo alteaoatividade enziméatica
imobilizada, além de apresentar uma leve perdgodeximadamente 7% da atividade ao
longo de 6 meses de estoque; alguns aditivos coinaey isoladamente aumentar a
atividade enzimatica imobilizada apos a liofilizagdalguns deles até preservaram mais a
atividade enzimatica apos 6 meses de estoque emacagdo com a liofilizacdo simples.
Uma possivel explicacdo seria o fato de que adiltiansferase é empregada parcialmente
purificada e estas proteinas que néo correspondenzitna podem também auxiliar na
protecdo da molécula durante a liofilizacdo e nsu@atores defendem que a composicao
do meio de liofilizacdo de uma proteina deve seas simples possivel, portanto, aditivos
em excesso podem vir a comprometer a frutosiltenasé durante o processo de
liofilizac&o.

A grande maioria dos outros aditivos avaliados meelhor para a enzima
imobilizada liofilizada; com relacdo a estabilidadaemica, apés a liofilizacao, destacou-se
apenas o aditivo etileno glicol, mas a liofilizaglaenzima imobilizada em tampéao acetato
mais concentrado (100 e 200 mM) também resultoubea estabilidade térmica. A
produtividade especifica de FOS foi aumentada éne 1,4 vezes apos a liofilizacdo sem
aditivos e com o sorbitol, respectivamente, em @agio com a condi¢édo néo liofilizada.

A liofilizagdo da enzima imobilizada em formulagfde forma geral, resultou em
boa atividade enzimatica residual porém, em menaakses de estabilidade térmica em
comparagdo com 0 uso isolado dos aditivos. A piadade especifica de FOS foi
aumentada com os formulados avaliados em até 1Xéetcepelo formulado contendo
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CMC e trehalose, que resultou num valor 10% menocemparagdo com a condi¢cdo néo
liofilizada.

A liofilizacdo da frutosiltransferase imobilizadaneniébio apresentou resultados
interessantes, especialmente quanto a estabil@aie 6 meses de estoque e apresenta-se
como uma metodologia aplicavel para estoque e a0 da enzima imobilizada na
forma pronta para uso biotecnoldgico. Foi possoleer altas composicdes de 4GEm
sinteses apoés a liofilizacdo da enzima imobilizasta, indica que a liofilizacdo afeta de
alguma forma a conformacéo da enzima e sua ciné&toaequer estudos especificos sobre

a conformacéo proteica antes e apos a liofilizacéo.
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6- Nomenclatura

Aw Atividade de agua U Atividade enzimatica imobilizada

cic Carboximetll celulose liofilizada (umotimin)
ruto-oligossacharideos 0 o e

[FOS] Concentraco de FQf) u’,u, AFlv.ld.ade enflmfe\tl.c.a imobilizada

FTase  Frutosiltransferase inicial ou ndo liofilizada

PEG Poli(etileno glicol) (mol/min)

ultetsee - Atividade enzimatica liofilizada
apos 15 min a 65°C
"y ef Atividade enzimética especifica

Rt Atividade residual enzimatica apos 6
meses de estocagem

RL! Atividade residual liofilizada pin o
RHOM65°C - Atividade residual térmica liofilizada (U/mg)
liofilizada Y ros Conversao da sacarose em FOS
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Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho perndafemar que a frutosiltransferase
(FTase) extracelular d®hodorula sp. LEB-V10 pode ser empregada em processos
industriais para producdo de fruto-oligossacaridé@S) com sucesso pois ela pode ser
satisfatoriamente recuperada do meio de cultivo rd@roorganismo apenas por
precipitacdo com etanol, resultando num concentiadteico de alta capacidade de
transfrutosilagdo. Os resultados obtidos com aizigdo da sintese de FOS empregando a
enzima parcialmente purificada resultou numa ca@e(Y-0s = 0,58) semelhante a obtida
por processos industriais convencionais que empregazimas intracelulares que
requerem purificacdo (Capitulo 3), este é um fatergrande vantagem ao processo
biotecnoldgico aqui apresentado. A liga de niébgradite, empregada como suporte, € um
composto inovador para imobilizagdo enzimatica rdseo Brasil o maior produtor de
nidbio do mundo — e a imobilizacdo por adsor¢cdma das técnicas de imobilizacdo mais
simples e de menor custo, mais uma vantagem adicipera emprego industrial da
tecnologia. A adsor¢ao conduzida em presenca daosacem diferentes concentracoes
resultou em um biocatalisador sem alteragbes gfigtifas em seu desempenho em
sinteses de FOS (Capitulo 3). A presenca do saDgdGrante a adsorgdo resultou num
biocatalisador de menor eficiéncia de imobilizagdas num desempenho em sintese 9-
12% maior, mas quando o biocatalisador padrao metilo a sintese de FOS em meio
contendo este sal, os efeitos séo drasticos (Ta@B)y isto indica que por ser um sal
promotor da estabilidade térmica (Capitulo 2) suaracdo com a estrutura molecular da
FTase indica alterar a conformacédo de tal formaogeger os sitios ativos no interior da
molécula reduzindo sua atividade enzimatica obslereaaté mesmo inibindo a sintese de
FOS. O niobio e a FTase demonstraram interacdgsatele valor cientifico e industrial. O
novo e distinto ponto de maxima atividade enzinadtbbservado exclusivamente apés a
imobilizacdo em pH 6,0 (Capitulo 2) revelou seoadicdo de maior estabilidade térmica
(Capitulo 4) e melhor condicéo para sintese de &agitulo 5). Acredita-se que devido a
sua estrutura (hetero-dimero) a FTase possa im&®@dgorma Unica com o nidbio, que é
um solido-acido, provocando alteracdes conformatsorapdés a imobilizacdo, que
favorecam fendbmenos como os acima mencionados; ypaea melhor compreensédo da
forma como a enzima liga-se ao suporte, em qualrsdades localizam-se os sitios ativos
e quais as alteracbes conformacionais proveniesiesmobilizacdo faz-se necessario
estudos mais aprofundandos e especificos quansirauea molecular da enzima que
forneceriam informag8es importantes e adicionaisesa enzima. A relacdo de Arrhenius
aplicada a estudos de termoestabiliade (Capitulonddtrou que apdés a imobilizacdo
formou-se duas fases distintas com diferentes Ex¥edg ativacdo da desnaturacag)(E
especialmente com relacdo a temperatura entre ®A°@ ocorre algum tipo de limite
energético ou confromacional adicional ao efeitondttbhio sobre a enzima, como este
intervalo de temperatura € pequeno, € necessdmbéta o estudo complementar deste
interessante fendmeno observado cuja maior corgébufoi o favorecimento da
estabilidade térmica expressa pela meia-vigg (ta faixa de temperaturas indicadas a
sintese apd6s a imobilizacdo. A otimizagdo da sintés FOS empregando a enzima
imobilizada (Capitulo 5) demonstrou que 0 aumertaahcentracdo enzimatica;fftolL)
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no meio reativo é capaz de aumentar a velocidadesidiese, aléem de alterar as
composi¢cdes dos FOS obtidos, no entanto, € pressgpeitar o tempo ideal de sintese pois
a partir dele o efeito comeca a ser indesejaves, @ovelocidade de hidrolise torna-se
muito maior que a de transfrutosilagdo resultandm mumento da frutose residual no
meio; estudos anteriores realizados sobre a cinétizimatica da FTase imobilizada em
nidbio confirmam estas observacdes. O emprego dbimina imobilizacdo de duas
enzimas comerciais (inulinase e invertase) afetoefi@éncia de imobilizacdo destas
enzimas com relacdo a atividade enzimatica ofesecdndo que, quase a totalidade da
proteina oferecida foi adsorvida (Capitulo 6); igsica que a imobilizacdo suprime os
sitios ativos destas enzimas de alguma forma, mnen seus perfis de substrato, pH e
temperatura ndo apresentaram alteracdes signrfasatiomo as observadas com a FTase.
Os estudos de liofilizacdo da FTase livre (Capifilee imobilizada (Capitulo 8) foram
motivados pela potencialidade de transposicéo dest@logia para escala industrial pois a
liofilizagdo permite o estoque e/ou distribuicdoldocatalisador de forma a preservar sua
atividade biocatalitica, j& que em solucdo ou clamyges observa-se uma grande perda de
atividade ao longo do tempo. A liofilizagdo, apedaruma técnica de alto custo, mostrou
ser viavel para a FTase e apresentou resultadeessantes, especialmente com relacdo a
alteracdo na cinética enzimética em sinteses de $@&Scondi¢cbes definidas como
otimizadas no Capitulo 5; com a FTase livre e itimdida observou-se apés a liofilizacao
um aumento na velocidade de conversdo da sacaro®©8 e especialmente no aumento
significativo da composicdo de GFespecialmente com a enzima imobilizada. A
liofilizacdo causa alteragdes conformacionais natcunlas, no entanto, estas podem ser
perceptiveis ou ndo, e para a FTase ficou claroagliailizacdo favoreceu a cinética de
producdo dos FOS no entanto, o mecanismo envolvidsta alteracdo ainda é
desconhecido. Muitos pesquisadores defendem quetajuaaior a cadeia do FOS
consumido, maiores serdo os beneficios ao orgamsnso maior serda o tempo de transito
no intestino. Por se empregar uma solucdo enziengticcialmente purificada € possivel
concluir que, os efeitos da adicdo individual dengostos crio-protetores a liofilizacao
foram melhores do que sob formulacdes, devido sepga de outras proteinas precipitadas
juntamente com a FTase que conferem uma proteclia dxrante a liofilizacdo e o
excesso de componentes na liofilizacdo pode s@rdiceal ao biocatalisador em questéo.
A liofilizagdo da FTase livre resultou em perda atevidade a depender da diluigéo
empregada na solucdo de partida, mas com relagéiwidade por peso observou-se um
aumento de até 6 vezes no valor, com a FTase iedél houve um certo grau de
manutencdo da atividade enzimatica apos a lioffimademonstrando que a liofilizacdo da
enzima ja imobilizada é uma técnica interessanitegErmitiria o estoque do biocatalisador
ja pronto para uso. Em conclusdo, com relacdo emegsos industriais comerciais para
obtencdo de FOS por via quimica ou enzimatica, prego da FTase imobilizada
apresenta viabilidade e certas vantagens, espetisncom relacdo aos custos envolvidos
no processo e a facilidade de reproducdo da tégmictanto, estudos de aplicacdo deste
biocatalisador em reatores € imprescindivel.
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Sugestdes para trabalhos futuros:

Estudos conformacionais da FTase livre e imobilizatre as temperaturas de 51 e 52°C.

Estudos conformacionais da FTase livre e imobibzapés liofilizacdo e como isto afeta a
cinética enzimatica.

Aplicacdo da FTase imobilizada em reatores do tgmuna, com cesto fixo do tipo

batelada e continuo (em progresso).
Teste com outras metodologias ou etapas complerasrdametodologia de adsor¢do que
aumentem a estabilidade e aplicabilidade do bibsatklor em reatores (em progresso).
Modelagem matematica da FTase imobilizada em reatoatelada e continuo com cesto

fixo (em progresso).
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