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RESUMO

Fruto-oligossacarideos (FOS) sdo agucares nutracéuticos de baixa caloria que
apresentam excelentes propriedades funcionais e beneficios a saude e nutricdo
humana. Industrialmente, os FOS podem ser obtidos pela reag¢ao de transfrutosilacéao
das moléculas de sacarose, catalisada por enzimas microbianas como a
frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9). O uso da FTase soluvel implica em baixa
estabilidade (térmica, operacional, de armazenamento e frente ao pH), contudo, com
a imobilizagdo, € possivel aumentar a estabilidade da enzima e possibilitar sua
recuperacao e reutilizacdo. Neste trabalho foi realizada a caracterizagao fisica do
bagaco de cana-de-agucar in natura (area especifica — BET; volume e distribuigao de
poros — BJH), a imobilizacdo por adsorcao fisica (35 °C, 175 rpm, pH 5,5 € 8 h) da
FTase extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 no bagaco de cana-de-agucar in
natura e obtencdo dos parametros de imobilizagdo (rendimento e atividade
recuperada). Em seguida foi realizada a caracterizagdo (FTIR) do derivado enzima-
suporte obtido do processo de imobilizacdo e a avaliacdo das suas propriedades
bioquimicas que envolveu: a avaliagdo da influéncia da temperatura e pH na atividade
de transfrutosilacdo — planejamento experimental; a avaliagdo da influéncia da
concentracdo de substrato na atividade de transfrutosilacdo; os ensaios de
estabilidade (térmica, frente ao pH de incubagao, operacional e de armazenamento).
Através da caracterizacao fisica do bagago de cana-de-agucar in natura foi obtida uma
area especifica de 1,306 m2.g', uma area especifica dos poros de 0,846 m2.g”,
tamanho de poros de 20,408 A e volume especifico de poros (entre 17 e 3000 A) de
0,431x103 cm3.g. O rendimento de imobilizagdo foi de 46,61 + 3,77 % e a atividade
recuperada foi de 11,20 £ 1,85 %. A analise comparativa do derivado enzima-suporte
e suporte por FTIR indicou a imobilizagdo enzimatica. Os resultados do planejamento
de experimentos indicaram que a temperatura de 51,37 °C e pH de 5,49 a atividade
enzimatica da FTase imobilizada foi maxima. A melhor concentragao de sacarose para
a reacgao enzimatica foi de 600 g.L"' e os modelos cinéticos de Michaelis-Menten e de
Hill foram ajustados satisfatoriamente aos dados experimentais. Os ensaios de
estabilidade frente ao pH de incubagdo mostraram que a FTase foi estavel (atividades
relativas superiores a 56 %) na faixa de pH entre 4,5 e 8,5. Os ensaios de estabilidade
térmica mostraram que a imobilizacdo aumentou a termoestabilidade da FTase, com
um fator de estabilidade maximo de 3,47 a 30 °C, o que representa um ganho de cerca
de 9 h no tempo de meia vida da enzima. A analise dos parametros termodinamicos
associados também indicou que a termoestabilidade enzimatica foi aumentada apos
a imobilizagao. Os ensaios de estabilidade operacional mostraram que a enzima pode
ser reutilizada por 2 ciclos reacionais consecutivos sem perda de atividade. O derivado
enzima-suporte ndo apresentou perda na atividade enzimatica nos 5 primeiros dias
de armazenamento (atividades retidas préximas a 100 %), contudo, apds 10 e 15 dias
de armazenamento foram obtidas atividades de transfrutosilagdo equivalentes a 87 %
e 74 % da atividade inicial, respectivamente. Apés 30 dias de armazenamento, o
derivado enzima-suporte reteve apenas 17 % da atividade enzimatica inicial. Concluiu-
se que a imobilizacdo da FTase no bagaco de cana-de-agucar foi satisfatéria,
mediante obtencdo de um biocatalisador estavel e ativo, o que justifica a futura
implementagao em diferentes configuragdes de reatores.

Palavras-chave: imobilizagdo; Aspergillus; frutosiltransferase; bagago de cana-de-
agucar; fruto-oligossacarideos.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are low-calorie nutraceutical sugars that have excellent
functional properties and benefits for human health and nutrition. Industrially, FOS can
be obtained by the transfructosylation reaction of sucrose molecules, catalyzed by
microbial enzymes such as fructosyltransferase (FTase, EC 2.4.1.9). The use of
soluble FTase implies low stability (thermal, operational, storage and pH), however,
with immobilization, it is possible to increase the stability of the enzyme and enable its
recovery and reuse. In this work, the physical characterization of in natura sugarcane
bagasse was carried out (specific area - BET; pore volume and distribution - BJH),
immobilization by physical adsorption (35 °C, 175 rpm, pH 5.5 and 8 h) extracellular
FTase from Aspergillus oryzae IPT-301 in in natura sugarcane bagasse and obtaining
immobilization parameters (yield and recovered activity). Then, the characterization
(FTIR) of the enzyme-support derivative obtained from the immobilization process and
the evaluation of its biochemical properties was carried out, which involved: the
evaluation of the influence of temperature and pH on the transfructosylation activity —
experimental design; evaluation of the influence of substrate concentration on
transfructosylation activity; stability tests (thermal, compared to incubation, operational
and storage pH). Through the physical characterization of in natura sugarcane
bagasse, a specific area of 1.306 m2.g™", a specific pore area of 0.846 m2.g", a pore
size of 20.408 A and a specific volume of pores (between 17 and 3000 A) of 0.431x10"
3 cm2.g". The immobilization yield was 46.61 + 3.77 % and the recovered activity was
11.20 = 1.85 %. Comparative analysis of enzyme-support and support derivatives by
FTIR indicated enzymatic immobilization. The results of the design of experiments
indicated that at a temperature of 51.37 °C and pH of 5.49, the enzymatic activity of
immobilized FTase was maximum. The best sucrose concentration for the enzymatic
reaction was 600 g.L' and the Michaelis-Menten and Hill kinetic models were
satisfactorily fitted to the experimental data. The stability tests against the incubation
pH showed that FTase was stable (relative activities above 56 %) in the pH range
between 4.5 and 8.5. The thermal stability tests showed that immobilization increased
the thermostability of FTase, with a maximum stability factor of 3.47 at 30 °C, which
represents a gain of about 9 h in the half-life of the enzyme. The analysis of associated
thermodynamic parameters also indicated that enzymatic thermostability was
increased after immobilization. Operational stability assays showed that the enzyme
can be reused for 2 consecutive reaction cycles without loss of activity. The enzyme-
support derivative showed no loss of enzymatic activity in the first 5 days of storage
(retained activities close to 100 %), however, after 10 and 15 days of storage,
transfructosylation activities equivalent to 87 % and 74 % of the initial activity were
obtained, respectively. After 30 days of storage, the enzyme-support derivative
retained only 17 % of the initial enzyme activity. It was concluded that the
immobilization of FTase in sugarcane bagasse was satisfactory, by obtaining a stable
and active biocatalyst, which justifies the future implementation in different reactor
configurations.

Keywords: immobilization; Aspergillus; fructosyltransferase; sugarcane bagasse;
fructooligosaccharides.
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1 INTRODUCAO

Pautas como o aumento na qualidade de vida e saude nutricional da populacéo
tém ganhado destaque no cenario atual e, por conta disso, os cuidados relacionados
aos alimentos que sao ingeridos tém aumentado cada vez mais (CUNHA et al., 2019).
A busca por substituintes a sacarose, enquanto adogante, € um exemplo pratico desta
tendéncia (CHOUKADE; KANGO, 2021). Desde a década de 1980, um numero
expressivo de adocgantes alternativos a sacarose tém sido disponibilizados a
populagcdo e neste nicho de mercado os fruto-oligossacarideos (FOS) recebem
destaque desde seu surgimento (CHOUKADE; KANGO, 2021; CUNHA et al., 2019).
Este destaque € evidenciado pelo aumento crescente de pesquisas sobre a produgao
de FOS e alto niumero de patentes registradas na ultima década (SANCHEZ-
MARTINEZ et al., 2020), assim como a tendéncia do mercado mundial de FOS, a qual
prevé um crescimento expressivo a uma taxa prevista de 10,4 % ao ano entre os anos
de 2021 e 2027, com estimativa de se alcancar U$$ 3,88 bilhdes em 2027 (REPORTS
AND DATA, 2020).

FOS sao oligbmeros de frutose que apresentam excelentes propriedades
funcionais que surgem pelo fato de estas substéncias ndo serem hidrolisadas pelas
enzimas presentes no sistema digestivo humano, atingindo o trato intestinal sem
alteragbes em sua identidade quimica e servindo como substrato para o crescimento
da flora bacteriana benéfica (CATENZA; DONKOR, 2021; CEZAR et al., 2017).
Existem numerosos efeitos benéficos a saude e nutricio humana associados a sua
ingestdo, tais como: sdo edulcorantes com baixo valor calérico que podem ser
consumidos seguramente por portadores de diabetes, ndo sao cariogénicos,
promovem o aumento seletivo das bifidobactérias no colon (DOMINGUEZ et al., 2014)
prevenindo o cancer de célon (GANAIE; LATEEF; GUPTA, 2014) e também sao
capazes de aumentar a absorgdo de minerais pelo organismo (FLORES-MALTOS et
al., 2019).

A nivel comercial, os FOS sdo comumente obtidos por meio de processos
enzimaticos, por reagao de transfrutosilagdo das moléculas de sacarose (CUNHA et
al.,, 2019; FARIA et al., 2021; GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020;
MAIORANO et al., 2020; MORENO et al., 2019; SILVA et al., 2021). Neste ambito,
estes processos merecem destaque por conta da eficiéncia na obtencdo do produto
final (KUMAR; DUBEY, 2019).



17

As frutosiltransferases (FTases, EC 2.4.1.9) sdo enzimas que catalisam a
transferéncia de grupos frutosil na molécula de sacarose, via ligagdes glicosidicas -
2,1, por meio de reagdes de transfrutosilagao, formando novos oligossacarideos como
a kestose, nistose e B-frutofuranosilnistose, que constituem os FOS (IUBMB, 2020;
MAIORANO et al., 2008). Estas enzimas podem ser obtidas a partir de fungos, por
fermentagao submersa ou em estado solido, sendo excretadas como uma biomolécula
extracelular ou estar aderida interna ou externamente nas células microbianas como
uma enzima micelial (CUNHA et al., 2019; FARIA et al., 2021; IUBMB, 2020). A
motivacao para a utilizagdo da FTase extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 esta
relacionada aos estudos de Cuervo Fernandez et al. (2007) e Cuervo Fernandez et al.
(2004), que avaliaram 17 cepas microbianas e comprovaram que o Aspergillus oryzae
IPT-301 € uma fonte potencial produtora de FTases com altas atividades de
transfrutosilacéo.

Em bioprocessos, € possivel utilizar tanto a enzima em sua forma soluvel
quanto imobilizada (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2020), contudo a aplicagdo da
enzima imobilizada proporciona vantagens operacionais, aumentando a sua
estabilidade frente ao pH, temperatura, presenca de agentes que provocam
desnaturagcado enzimatica e possibilita a recuperacgao e reutilizagdo do biocatalisador
(CANILHA; CARVALHO, 2006; SOUZA et al., 2017). Uma das técnicas de
imobilizagdo mais simples e com menor custo conhecidas € a imobilizagdo por
adsorcao, que ocorre mediante ligagado entre a enzima e o suporte sélido, devido a
interacdes ibnicas, adsorcao fisica, ligagcao hidrofdbica, forcas de atragcao de van der
Waals ou mesmo uma combinacdo dessas interacdes (BRIGIDA et al., 2008; SOUZA
etal., 2017).

O Brasil é atualmente um dos maiores produtores mundiais de sacarose
(substrato na produgédo de FOS), detendo mais de 20 % da produgdo mundial e o
grande volume de cana-de-agucar processado no pais (equivalente a cerca de 640
mil toneladas no ano de 2020) traz consigo um enorme volume de residuo inerente, o
bagaco (suporte para imobilizagdo da FTase). Cada tonelada de matéria prima
processada pela industria sucroalcooleira gera em torno de 320 kg de bagaco (UNICA,
2020). O bagaco de cana-de-agucar € um potencial material de suporte que apresenta
algumas vantagens quando comparado aos suportes inorganicos, como o baixo custo
e a biodegradabilidade (QUEIROZ et al., 2018; SOUZA et al., 2017). Este material

apresenta caracteristicas hidrofobicas, e sua composi¢cdo consiste em celulose,
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hemicelulose e lignina, o que o torna um material atrativo para imobilizagdo enzimatica,
por conta da vasta possibilidade de pontos reativos (BRIGIDA et al., 2008; ROCHA;
ALMEIDA; DA CRUZ, 2017).

A ampla disponibilidade de matéria prima para a produgcédo de FOS, a
possibilidade de se utilizar o principal residuo da industria sucroalcooleira como
suporte para a imobilizacdo de enzimas e a tendéncia de crescimento do mercado
mundial de biocatalisadores industriais, em que se espera atingir US$ 19 bilhdes até
o ano de 2025 (REPORTS AND DATA, 2020) acentuam a relevancia do tema de
pesquisa estudado. Apesar de existirem diversos estudos na literatura utilizando
bagacgo de cana-de-agucar como suporte para imobilizacdo de enzimas, ndo foram
encontrados relatos de trabalhos envolvendo a imobilizagdo de FTases microbianas
em bagaco de cana-de-agucar, o que incentiva a exploragao do tema e obtencao de
resultados inéditos. Neste contexto, este trabalho visou a obtencdo um biocatalisador
heterogéneo ativo e estavel para a produgéao de FOS a partir da imobilizagédo da FTase

extracelular de A. oryzae IPT-301 em bagago de cana-de-agucar.
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2 OBJETIVOS

2.1

GERAL

Imobilizar, por adsorgéo fisica, a enzima frutosiltransferase (FTase) extracelular

de A. oryzae IPT-301 em bagago de cana-de-agucar in natura, visando obter um

biocatalisador heterogéneo ativo e estavel para a producao de fruto-oligossacarideos

(FOS).

2.2

ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

h)

Caracterizar o material de suporte, bagaco de cana-de-agucar in natura,
utilizado para a imobilizacdo da FTase por meio de: area especifica — BET;
tamanho e volume de poros — BJH; espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier — FTIR.

Imobilizar, por adsorcao fisica, a enzima FTase extracelular produzida por
cultivo celular submerso, em bagaco de cana-de-acucar in natura;
Determinar os perfis cinéticos de imobilizagdo enzimatica visando obter um
derivado enzima-suporte com elevada atividade de transfrutosilagcéo;
Determinar os parametros de imobilizacdo: rendimento e atividade
recuperada para a enzima adsorvida em bagaco de cana-de-acUcar in
natura,;

Otimizar a temperatura e o pH do meio reacional para o biocatalisador
heterogéneo (complexo enzima-suporte), por meio de um Planejamento de
Experimentos do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).
Avaliar a influéncia da concentracdo de substrato no meio reacional na
atividade de transfrutosilacdo e obter os parametros cinéticos da enzima
com base em modelos reportados na literatura.

Avaliar as estabilidades térmica, frente ao pH de incubacdo e de
armazenamento da FTase imobilizada e obter os parametros
termodinamicos associados;

Controlar o desempenho do biocatalisador imobilizado em ciclos de
bateladas consecutivas para a avaliacdo da sua estabilidade operacional.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS (FOS)

FOS sao considerados oligossacarideos de ocorréncia natural cuja principal
origem é a vegetal, podendo ser encontrados em plantas como aspargos, beterraba,
cebolas, alcachofras, trigo de centeio, mel, dentre outras fontes (MUSSATTO,;
MANCILHA, 2007; SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005). E consenso que
“fruto-oligossacarideos” ou “FOS” € uma nomenclatura designada apenas aos
oligbmeros de frutose que sdo compostos principalmente de 1-kestose (GF2)!, nistose
(GF3) e 1F-frutofuranosilnistose (GF4), nos quais as unidades de frutosil (F) estdo
ligadas na posicao p-(2—1) da molécula de sacarose e é essa a peculiaridade que os
distingue dos demais oligossacarideos (GANAIE; LATEEF; GUPTA, 2014;
HARTEMINK; VAN LAERE; ROMBOUTS, 1997; KUMAR; DUBEY, 2019; YAMASHITA;
KAWAI; ITAKURA, 1984; YUN, 1996).

Os FOS podem ser classificados em dois grandes grupos, de acordo com o seu
processo de obtengdo. O primeiro é resultado da hidrélise enzimatica da inulina que
produz unidades lineares de frutosil com grau de polimerizacdo que pode variar de 2
a 6 e o segundo é obtido através da transfrutosilagcdo enzimatica da sacarose, que
origina oligossacarideos lineares e ramificados com grau de polimerizagao que pode
variar de 2 a 4 unidades de frutosil e que possuem em sua composicao residuos de
glicose (HIDAKA; HIRAYAMA; SUMI, 1988). A Meiji Seika Corporation foi a primeira
empresa bem sucedida na produgao comercial de FOS, no ano de 1984, utilizando
Aspergillus niger como fonte para a obtengdo do enzima utilizada no bioprocesso
(YUN, 1996).

Na maioria dos paises, os FOS sdo considerados ingredientes e nao aditivos
alimentares. S&o também considerados fibras dietéticas e, nos Estados Unidos,
possuem o status GRAS (Generally Recognized as Safe) (PASSOS; PARK, 2003).
Na regido da Asia-Pacificoos FOS sdo um dos alimentos funcionais mais
popularizados, sendo este também o maior mercado comercial deste produto
(REPORTS AND DATA, 2020). Estima-se que ainda na década de 1990, pouco apés

1 G: Glicose; F(n): numero (n) de unidades de frutose (F).
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a sua disponibilidade comercial, mais de 400 toneladas de FOS tenham sido
comercializadas nesta regidao (PASSOS; PARK, 2003; YUN, 1996).

E previsto que o mercado global de FOS atinja US$ 3,88 bilhdes até o ano de
2027. As propriedades funcionais e os beneficios a saude promovidos pelos FOS
resultam em uma aceitacdo ampla na aplicacdo em formulagdes infantis e
suplementos dietéticos, impulsionando o crescimento da indulstria. Atualmente a
Europa € vista como lider no setor, apoiando a expansao do mercado e da inddstria
nesta regido. Este dominio é atribuido, principalmente, ao alto indice de obesidade,
ao aumento do numero de pacientes diabéticos e a presenca de grande niamero de
fabricantes de formulas infantis no continente europeu, 0 que esta apoiando a
expansdo do mercado nesta regido (REPORTS AND DATA, 2020).

Existem varios estudos que comprovam os efeitos benéficos a saude e nutrigcao
humana associados a ingestdo de FOS (PASSOS; PARK, 2003), dentre os principais
destacam-se: a aplicagcdo como adogantes de baixa caloria na substituicdo da
sacarose para portadores de diabetes ou individuos em condi¢gdes de obesidade; a
prevencao de caries dentarias; a redu¢ao nos niveis de colesterol total e de lipideos;
o aumento na absorcao de calcio e magnésio pelo organismo (ALMECIGA-DIAZ et al.,
2011); a redugado da pressao arterial em portadores de hipertensao; a redugao da
absorcdo de carboidratos e lipideos; a melhoria do metabolismo de diabéticos
(CAETANO et al., 2016; YAMASHITA; KAWAI; ITAKURA, 1984); o aumento da
digestdo e metabolizagdo da lactose; o aumento da sintese de vitaminas
(principalmente as do complexo B); a diminuigdo do crescimento de bactérias nocivas
e toxinas; a reducao do potencial de patologias como doengas autoimunes, cancer,
acne, cirrose hepatica, constipacao, intoxicagdo alimentar, diarreia associada a
utilizagao antibioticos, problemas digestivos, alergias e intolerancias a alimentos e
gases intestinais (CAETANO et al., 2016; YUN, 1996), dentre outros.

As moléculas de FOS sao resistentes a ponto de escapar da digestédo
enzimatica gastrointestinal, atingindo o célon com sua identidade quimica preservada.
Por este motivo, a ingestdo de FOS provoca um efeito bifidogénico ao estimular
seletivamente a proliferagdo de bifidobactérias, um grupo de bactérias benéficas
naturalmente encontradas no célon, através da fermentagcdo microbiana das
moléculas de FOS (CAETANO et al., 2016) e também ao prevenir o cancer de célon
(GANAIE; LATEEF; GUPTA, 2014). O produto final da fermentagdo microbiana

intestinal das moléculas de FOS sao os acidos graxos de cadeia curta, que também
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podem favorecer o crescimento de bactérias benéficas a saude humana, como
Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., a0 mesmo tempo que reduz ou evita a
proliferagdo de populagdes microbianas patogénicas, como Clostridium spp. e
Escherichia coli, por exemplo (CAETANO et al., 2016).

Apesar de todos estes beneficios, € importante atentar-se a quantidade
consumida. A ingestdo em doses equivalentes a 20-30 g por dia pode desencadear o
inicio de um desconforto intestinal severo (PASSOS; PARK, 2003).

3.2 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas capazes de catalisar os processos quimicos mais
complexos sob condicbes experimentais e reacionais mais brandas, atuando em
substratos especificos e apresentando condi¢cdes especificas de temperatura e pH
para serem ativas, sendo também conhecidas como biocatalisadores (COELHO;
SALGADO; RIBEIRO, 2008; GUISAN et al., 2006; SHULER; KARGI, 2002).

De maneira geral, as enzimas apresentam alta especificidade, versatilidade,
eficacia e promovem altas taxas de reacdo quando comparadas com as reacdes na
presenca de catalisadores quimicos em condi¢cBes mais brandas, atuando na reducéo
da energia de ativagao da reacao catalisada pela ligagéo do substrato e formando um
complexo enzima-substrato (SHULER; KARGI, 2002).

.Por serem biodegradaveis e atoxicas, as enzimas podem ser consideradas
excelentes catalisadores para uma industria quimica mais sustentavel (COELHO;
SALGADO; RIBEIRO, 2008; GUISAN et al., 2006).

As enzimas podem ser classificadas quanto a sua origem (intracelulares ou
extracelulares), quanto ao modo de agdo (endoenzimas ou exoenzimas), e também
guanto a reacdo quimica catalisada. O ultimo critério de classificacdo apresentado &
0 que mais traz informacdes acerca do biocatalisador (COELHO; SALGADO;
RIBEIRO, 2008).

Com relagdo a “reacdo quimica catalisada”, as enzimas podem ser
classificadas como segue na Tabela 1 (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008;
IUBMB, 2020). A Comisséao de Enzimas (E. C.) da Uniédo Internacional de Biologia
Molecular (IUBMB) estabeleceu em 1961 as normas de classificagdo e nomenclatura

de enzimas.
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Tabela 1 — Classificagdo das enzimas com relacdo a reagao quimica catalisada

Nomenclatura

JUBMB MECANISMO DE ACAO

Classe

Oxidacéo ou reducédo do substrato pela
Oxirredutases EC1 transferéncia de hidrogénio ou elétrons ou pelo uso
de grupos aceptores.

Remocéo ou transferéncia de grupos de substratos

Transferases EC2 !
para moléculas aceptoras.
: A agua participa da clivagem de ligagbes
Hidrolases EC3 ° F2:ovaltgntes do Sl?bstrato. o
Remocéo de grupos dos seus substratos formando
Liases EC4 duplas ligacfes ou conversdo de grupos
adicionados as duplas ligacoes.
Isomerases EC5 Promocéo da isomerizacao do substrato.
Catalise da ligacao covalente em duas moléculas
Ligases EC6 em conjunto com a quebra de uma ligacao

altamente energética (ligacéo pirofosfato do ATP,
por exemplo).

Catélise do movimento de ions ou moléculas
Translocases®) EC7 através de membranas ou sua separacao dentro
das membranas.

Fonte: do autor, baseado em (IUBMB, 2020).
(*) Nova classificagdo introduzida pela IUBMB em 2018.

Em se tratando da producéo de FOS, as enzimas podem ser tanto de origem
vegetal quanto de origem fangica, contudo, o rendimento na producao utilizando
enzimas originadas de plantas é relativamente baixo e a produ¢cdo em massa da
enzima é limitada pelo fator sazonalidade. Este € o principal motivo pelo qual a
producao industrial de FOS depende principalmente de enzimas originadas de fungos
(YUN, 1996).

A frutosiltransferase (FTase EC 2.4.1.9) e a B-frutofuranosidase (FFase, EC
3.2.1.26) sao duas enzimas de origem microbiana conhecidas por catalisar a producao
de FOS a partir da sacarose. A FTase possui apenas atividade de transfrutosilacao, e
FFase catalisa as reacdes hidrolitica e de transfrutosilacdo (GANAIE; GUPTA;
KANGO, 2013).
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3.2.1 Frutosiltransferase (FTase EC 2.4.1.9)

A frutosiltransferase € uma enzima pertencente ao grupo das transferases
(BRENDA, 2020; IUBMB, 2020; KEGG, 2020). Uma série de microrganismos
reportados como potenciais produtores de FTase constam na Tabela 2.

Tabela 2 — Microrganismos potencialmente produtores de FTase EC 2.4.1.9

Microrganismos

Aspergillus japonicus Lactobacillus johnsonii NCC 533
Aspergillus japonicus FCL 119T Lactobacillus reuteri
Aspergillus japonicus JN19 Lactobacillus reuteri 121
Aspergillus niger Lactobacillus reuteri TMW1.106
Aspergillus oryzae Leuconostoc citreum
Aspergillus oryzae CRF 202 Leuconostoc citreum CW2
Aureobasidium pullulans Leuconostoc citreum CW28
Aureobasidium pullulans CFR77 Paenibacillus macerans
Aureobasidium pullulans KCCM12017 Paenibacillus macerans EG-6
Aureobasidium sp. Paenibacillus macerans EG-7
Helianthus tuberosus Penicillium citrinum
Lactobacillus gasseri Penicillium citrinum FERM P-15944
Lactobacillus gasseri DSM 20604 Talaromyces purpureogenus
Lactobacillus johnsonii Thermothelomyces heterothallicus

Fonte: adaptado de BRENDA (2020).
Perna et al. (2018) relataram que, apesar de varias publicacdes na literatura

apresentarem dados sobre a producdo de FTases e suas fontes microbianas, ha
escassez de trabalhos sobre sua producdo em escala piloto. O artigo publicado
objetivou a producdo de frutosiltransferase por Aspergillus oryzae IPT-301 (fungo
previamente testado para produgéo de FTase no Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas
de S&o Paulo (IPT-SP)), via fermentacdo submersa em reator em batelada com meio
de crescimento contendo sacarose como principal fonte de carbono.

Maiorano et al. (2020) concentraram esfor¢cos na avaliacdo dos efeitos de
diferentes velocidades de agitacao e taxas de aerag¢ao no rendimento da producéo de
frutosiltransferase por Aspergillus oryzae IPT-301 em um biorreator de tanque agitado
objetivando a maximizacgéo da producdo enzimatica.

A FTase é capaz de transferir unidades de frutosil da sacarose para uma serie
de compostos de frutosil que funcionam como cosubstratos nas reacdes
subsequentes. Com isso, novos oligossacarideos compostos por unidades de glicose
e frutose sao sintetizados (IUBMB, 2020; PAZUR, 1952).
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Os principais substratos e produtos de reacgfes catalisadas pela FTase EC

2.4.1.9 podem ser observados abaixo, na Tabela 3:

Tabela 3 — Principais substratos e produtos das reagdes enzimaticas promovidas pelas

FTases
Principais Substratos Principais Produtos
3 sacarose + sacarose 3 alfa-D-glicose + (2—1-B-D-frutosil)n+1
rafinose + [(2—1)-B-D-frutosil]n glicose + [(2—1)-B-D-frutosil]n+1
sacarose + (2,1-B-D-frutosil)n a-D-glicose + [(2—1)-B-D-frutosil]n+1
sacarose + (2,1-B-D-frutosil)n D-glicose + [(2—1)-B-D-frutosil]n+1
sacarose + H20 a-D-glicose + B-D-frutose
sacarose + H20 D-frutose + D-glicose
sacarose + rafinose glicose + 1-kestose
sacarose + sacarose cestose + nistose + FOS
sacarose + sacarose [(B‘D'frUtOSG'(2—;")C):)]gg-D-g|ICOS€ + a-D-
sacarose + sacarose [(B'D'FrUf'(Z_’él)iz;];gD'GlUp +a-D-
sacarose + [(2—1)-B-D-frutosil]n glicose + [(2—1)-B-D-frutosil]n+1

alfa-D-glicose + [(B-D-Fruf-(2—1))n+1]- a-

sacarose + [(B-D-Fruf-(2—1))n]-a-D-Glup D-Glup

Fonte: adaptado de BRENDA (2020).

3.2.2 Reacdao de transfrutosilacdo da sacarose

A reacao de transfrutosilacdo da sacarose esta esquematizada na Figura 1.
Nesta reacao ocorre a clivagem da ligagao B-(2—1), que conecta o grupo glicosil ao
grupo frutosil, catalisada pela FTase. A enzima atua transferindo o grupo frutosil para
uma molécula aceptora, levando a formacao de FOS e a liberagdo de glicose. As
moléculas aceptoras podem ser a sacarose ou outras moléculas de FOS (ANTOSOVA
et al., 2008; GANAIE; GUPTA; KANGO, 2013; PAZUR, 1952; YUN, 1996).
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Figura 1 — Reacao de transfrutosilagdo da sacarose pela FTase

+ ,_.I—I H 1
n+1 H OH
sacarose [(2—1)-p-D-frutosil]n [(2—1)-B-D-frutosilln1  glicose

Fonte: Cunha (2017, p. 25).

Defini¢cdes distintas para a atividade de transfrutosilagcédo sdo encontradas na
literatura. Cuervo Fernandez et al. (2007) e Ottoni et al. (2012) definiram a atividade
de transfrutosilagcdo como a quantidade de enzima que produz um micromol de FOS
por minuto nas condi¢gdes experimentais adotadas. Ganaie, Lateef e Gupta (2014) a
definiram como a quantidade de enzima necessaria para liberar um micromol de
glicose por minuto. Estudos de Chen e Liu (1996), Hayashi et al. (1990), Kurakake,
Onoue e Komaki (1996) e Vega, Zuniga-Hansen (2011) sugerem que a atividade de
transfrutosilagéo seja definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
um micromol de glicose por minuto. Cunha et al. (2019), Gongalves et al. (2020) e
Faria et al. (2021), em consonancia com os trabalhos de Cuervo Fernandez et al.
(2007) e Ottoni et al. (2012), utilizaram a definicdo para a atividade de transfrutosilagao
como a quantidade de enzima que produz um micromol de frutose transfrutosilada por
minuto nas condigdes experimentais adotadas.

A atividade de transfrutosilacdo pode ser obtida com base na Equacao (1)
(FARIA, 2019; SOCCOL; FRANCA, 2016):

AT — [Ft]VR (1 )

tRV enzimatico

em que: [F¢] representa a concentragéo de frutose transfrutosilada (em ymol.L"); V;
o volume do meio reacional (em L); t; o tempo de reacdo (em min) € V. imaticos ©

volume do caldo fermentado utilizado na reagcéo enzimatica (em mL).
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A concentracao de frutose transfrutosilada pode ser obtida indiretamente pelo
seguinte balang¢o de massa (CHEN; LIU, 1996; CUNHA et al., 2019; FARIA et al., 2021;
GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020):

[AR] = [F] + [G] (2)
[F] = [AR] - [G] 3)
[Ft] = [G] — [F] = 2[G] — [AR] (4)

em que: [AR] representa a concentracdo de acgUcares redutores; [F] a concentracéo
de frutose; [G] a concentragdo de glicose e [F:] a de frutose transfrutosilada, todas

dadas em pmol.Lt.
3.3 CINETICA ENZIMATICA

O estudo da cinética enzimética € realizado com o intuido de avaliar a influéncia
das condic¢des de processo (temperatura, pH, concentracédo de substrato, de enzima,
presenca ou auséncia de ativadores e inibidores) na velocidade das reacfes
promovidas pelas enzimas (AGUIAR-OLIVEIRA; MAUGERI, 2010; FARIA et al.,
2021).

Uma série de modelos matematicos e empiricos que correlacionam estes
fatores estéo propostos na literatura, cada qual com suas premissas, para a previsao
da cinética enzimatica. Um modelo matematico para a cinética enzimatica unico foi
desenvolvido pela primeira vez por VCR Henri em 1902 e por L. Michaelis e ML
Menten em 1913. A cinética simples de reacOes catalisadas por enzimas é
frequentemente referida como cinética de Michaelis-Menten ou cinética de saturagéo
(AGUIAR DE OLIVEIRA, 2007; ALVARADO-HUALLANCO; MAUGERI-FILHO, 2010;
SHULER; KARGI, 2002).

O modelo de Michaelis-Menten é apresentado na Equacéo (5) (FARIA et al.,
2021; SHULER; KARGI, 2002):

_ VimaxlS]
V= [S]+km (5)
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em que: V é a velocidade de reacédo; k,, € a constante de Michaelis-Menten; 1}, .,
é a velocidade maxima de reacdo e [S] a concentragédo de substrato.

A constante de Michaelis-Menten descreve a afinidade existente entre a enzima
e 0 substrato e representa também a concentracdo de substrato na qual a velocidade
de reacdo é metade da velocidade maxima de reacao (V;,.,) (FARIA et al., 2021,
SHULER; KARGI, 2002).

O modelo de Michaelis-Menten, conforme Equacéao (5), apresenta uma relacao
de primeira ordem entre a velocidade de formacdo do complexo enzima-substrato
([ES]) e a concentrac@o de enzimas e outra relagdo de primeira ordem em relagéo a
concentracdo de substrato. Uma das premissas deste modelo é que a etapa de
formacéao e dissociacdo do complexo [ES] ocorre com alta velocidade, desprezando-
se, portanto, a ocupacao dos sitios ativos pelo complexo [ES] (FARIA et al., 2021;
SHULER; KARGI, 2002).

Os parametros do modelo cinético de Michaelis Mentem (k,,, € Vj,4,) podem
ser obtidos com o auxilio de ferramentas computacionais e softwares por meio de
regressodes nao lineares (SHULER; KARGI, 2002).

O modelo cinético de Michaelis-Menten néo € universal e por isso algumas reacées
enzimaticas ndo sdo muito bem representadas por ele. Isto implica na necessidade
de correcdes, adicionando ao modelo mais parametros, que correlacionem fatores
como a presenca de inibidores, cooperatividade ou presenca de sitios alostéricos
(ALVARADO-HUALLANCO; MAUGERI-FILHO, 2010)

As corre¢des no modelo de Michaelis-Menten sédo necessarias, por exemplo,
quando a ligagcéo entre o substrato e o sitio ativo da enzima nado sao despreziveis, ou
seja, afetam a cinética da reacdo. Este fenbmeno € comum em enzimas com multiplos
sitios ativos, conhecidas como enzimas alostéricas e € conhecido como
cooperatividade (WEISS, 1997).

Um modelo que considera a cooperatividade € o modelo de Hill (FARIA et al.,
2021; WEISS, 1997), representando pela Equacéao (6):

_ Vimax [S]n
TSI (k)" (6)
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em que: k;,, € a concentracdo de substrato cuja velocidade de reagédo equivale a

metade de V.., indicando a afinidade entre a enzima e o substrato e n € o
coeficiente de Hill (WEISS, 1997).

O coeficiente de Hill (n) é o par@metro que representa a cooperatividade da
ligacdo entre enzima e substrato. A cooperatividade é positiva quando n assume
valores superiores a 1, indicando a presenca de mais de um sitio ativo na enzima e
quando n equivale a 1, a Equacéao (6) se transforma no modelo de Michaelis- Menten
(Equacéo (5)) (WEISS, 1997).

3.3.1 Principais fatores que influenciam na cinética enzimatica

3.3.1.1 Temperatura

A taxa de reagdo enzimatica aumenta conforme a temperatura aumenta,
porém, essa relacdo apresenta um limite. Acima de uma determinada temperatura, a
atividade da enzima diminui, devido ao fenbmeno de desnhaturacdo térmica
enzimatica. Cada enzima apresenta uma condicdo de temperatura especifica na qual
a taxa de reacdo € maxima (SHULER; KARGI, 2002).

A desnaturacédo térmica € um dos principais causadores de queda na atividade
enzimatica. Por este motivo, a avaliacdo da estabilidade térmica da enzima € um ponto
chave para a caracterizagédo de um sistema de bioconversdo (CATANA et al., 2007).
Esta avaliacdo é feita com base em alguns parametros, sendo eles: constantes de
ativacao e desativacao térmica; energias de ativacdo e desnaturacao térmica; tempo
de meia vida da enzima livre e imobilizada; fator de estabilidade; variacao entalpia de
desnaturacao térmica; variagdo da entropia de desnaturagdo térmica e variacdo da
energia de Gibbs para desnaturacéo térmica (FARIA et al., 2021; GARCIA et al., 2021,
SAQIB et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

A desnaturacdo térmica enzimatica ocorre quando ha uma transicdo de um
estado de menor energia para um estado de maior energia. Para que a transicao
ocorra irreversivelmente é necessario fornecer a enzima uma quantidade minima de
energia, na forma de calor, denominada energia de desnaturagao (Ej). A variagao da
entalpia de desnaturagdo térmica (AHp) expressa a quantidade total de energia

necessaria para desnaturar a enzima a uma dada temperatura, estando diretamente
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relacionada a energia térmica de desnaturagao. Valores elevados e positivos de E,, e
AH}, estdo associados a alta termoestabilidade da enzima (SOUZA et al., 2015). A
variagdo da energia de Gibbs de desnaturagdo térmica (AGp ), que inclui as
contribuigcbes entalpica e entropica, também €& um parametro util na avaliagédo da
estabilidade térmica da enzima. Um valor menor ou negativo desse parametro esta
associado a um processo espontdneo no qual a enzima torna-se menos estavel e
sofre desnaturacdo com maior facilidade. Por outro lado, um aumento em AG, indica
um aumento da termoestabilidade da enzima devido ao aumento na resisténcia a
degradagao (FARIA et al., 2021; GARCIA et al., 2021; SAQIB et al., 2010; SOUZA et
al., 2015).

A extensdo da desnaturacio térmica da enzima também depende da variacao
de entropia de desnaturagao térmica (ASp), que expressa a quantidade de energia por
unidade de temperatura envolvida na transicido de um estado ativo para um
desnaturado (FARIA et al., 2021; SOUZA et al., 2015)

3.3.1.2 Potencial hidrogenidénico (pH)

Certas enzimas possuem grupos idnicos em seus sitios ativos que devem estar
em uma forma adequada (acida ou basica) para serem funcionais. Variacées no pH
do meio reacional provocam alterac6es na forma ibnica do sitio ativo e também podem
alterar a estrutura tridimensional da enzima, afetando diretamente a taxa de reagao
enzimatica. Por conta disso, enzimas séo ativas apenas em uma determinada faixa
de pH. Existem também alguns casos nos quais o substrato contém grupos iénicos e
o pH do meio afeta a afinidade do substrato pela a enzima (SHULER; KARGI, 2002).

A natureza hidrofilica ou hidrofébica dos suportes justifica algumas alteragdes
das propriedades cataliticas das enzimas, como o pH 6timo de reagao. A obtencao de
biocatalisadores heterogéneos, apds a imobilizagdo, com pH étimo de reagao pode
ser diferente do encontrado para a enzima soluvel (SOUZA et al., 2017). Um exemplo
pratico deste fenébmeno foi reportado para lactase de levedura imobilizada em suporte
de vidro revestido com zircdnia. Na sua forma soluvel, a enzima apresentou pH de
reacao 6timo entre 6 e 7 enquanto na forma imobilizada a faixa de pH 6tima para
reacao caiu para 3 a 4. A reducao do pH de reacao ideal permitiu a aplicacdo desta

lactase na hidrdlise de lactose em soro de leite acido, aplicacédo na qual a enzima
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soluvel n&o poderia ser empregada (MARCONI, 1989).

3.3.1.3 Concentracao de substrato

Geralmente o aumento da concentragédo de substrato, aumenta a velocidade
da reacdo enzimatica. Esta relacdo € vélida até um certo ponto. Quando a
concentracdo de substrato € excessivamente alta, pode haver inibicdo das enzimas,

fendbmeno conhecido como inibicdo pelo substrato (SHULER; KARGI, 2002).

3.4 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Imobilizagdo é um termo genérico empregado para descrever a retengcao de
uma biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. No caso das
enzimas, a imobilizacido consiste no confinamento da proteina em um suporte sélido
insoluvel em meio aquoso e em solventes organicos, e pode ser usada isolada ou em
combinagdo com outras técnicas de estabilizacdo de proteinas. A imobilizagao é
considerada uma das ferramentas mais eficientes para alterar a especificidade,
seletividade, atividade e estabilidade das enzimas (MATEO et al., 2007; SOUZA et al.,
2017). Problemas relacionados a instabilidade e inadequagdo para uso de
biocatalisadores na presenca de alguns solventes e/ou condi¢cdes de pH, temperatura
ou a presenca de agentes que ocasionam a desnaturagdo enzimatica podem ser
contornados por meio da imobilizagdo (CANILHA; CARVALHO, 2006).

A possibilidade de utilizagdo em processo continuo, o0 aumento da estabilidade
e a recuperacao do biocatalisador, ao final do processo, sdo consideradas as
principais vantagens proporcionadas pela imobilizagdo (CANILHA; CARVALHO, 2006),
contudo a reutilizagédo industrial de enzimas por varios ciclos reacionais é de longe o
principal objetivo da imobilizagdo (GUISAN et al., 2006). Uma vantagem econdmica
significativa surge com a recuperagao do biocatalisador, por evitar o transporte das
proteinas para as etapas seguintes do processo (BRADY; JORDAAN, 2009). Devido
a ampla variagao nas caracteristicas das enzimas a serem imobilizadas e também das
condigbes de processo, € dificil definir quais os melhores suportes e técnica de
imobilizagdo a serem utilizados. Nao existe uma metodologia universal para a selegao
do suporte e do método de imobilizagdo mais adequado (CANILHA; CARVALHO,
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2006). A selegéo do suporte e do método de imobilizagao é feita avaliando as varias
caracteristicas e recursos exigidos para a aplicagdo da enzima em relagdo as
propriedades, limitagdes e caracteristicas da imobilizagdo e do suporte combinadas
(BICKERSTAFF, 1997).

Enzimas podem ser imobilizadas por confinamento dentro de uma membrana
porosa ou por fixacdo a uma superficie solida e o derivado enzima-suporte deve ser
suficientemente robusto e estavel para ser retido por meios fisicos simples dentro
reator onde o biocatalisador pode ser colocado em contato com o substrato
(ROSEVEAR, 1984).

Os principais métodos de imobilizagdo podem ser divididos em quatro grandes
grupos (CANILHA; CARVALHO, 2006):

a) Aprisionamento em matrizes porosas (gé€is ou suportes prée-formados):
normalmente envolve a sintetizacdo in situ da matriz porosa em torno das
enzimas a serem imobilizados (CANILHA; CARVALHO, 2006);

b) Contencdo por barreiras (aprisionamento em fase ou em barreiras preé-
formadas): também é conhecida como encapsulamento e também envolve a
utilizacdo de membranas pré-formadas ou a formacéo in situ da membrana em
torno das enzimas a serem imobilizadas (CANILHA; CARVALHO, 2006);

c) Ligacdo as superficies solidas (adsor¢ao natural ou ligacdo quimica): pode ser
realizado por meio de interacdes idnicas, de adsor¢cdo, ou covalentes entre
grupos reativos do suporte e do biocatalisador (CANILHA; CARVALHO, 2006);

d) Auto agregacgéo ou automobilizagéo (natural ou artificial): os biocatalisadores
séo ligados entre si sem a necessidade do uso de um suporte (CANILHA;
CARVALHO, 2006).

A Figura 2 representa esquematicamente estas quatro principais classes de

técnicas de imobilizagao:
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Figura 2 — Representagao das estratégias de imobilizagdo enzimatica

e

i 11 =
oy
h
A B Cc D
Fonte: Brady e Jordaan (2009, p. 1640).
Legenda:

a) Aprisionamento.
b) Encapsulamento.
c) Suporte sélido.
d) Auto-imobilizacéo.
As enzimas sao representadas pelos circulos verdes.

Em sua forma soluvel as enzimas sao sensiveis a alguns tipos de solventes e
fatores como agitacao, temperatura e pH. A utilizacdo de enzimas soluveis apresenta
dificuldades relacionadas ao alto custo de producao e purificagdo dos produtos de
interesse, além da perda de atividade e inibicdo devidas as condicbes do processo.
Além disso, a biocatalise homogénea pode causar contaminagao do produto desejado
(FARIA et al., 2021; KRAJEWSKA, 2004), gerar alteragao de flavor e ser um fator de
riscos alergénicos, quando presentes em produtos finais como alimentos e
medicamentos (BICKERSTAFF, 1997; FARIA, 2019). Outra desvantagem presente
num processo de biocatalise homogénea é que, devido a incapacidade de
recuperacao, sempre € necessaria uma nova batelada de biocatalisador para outro
ciclo reacional (SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005).

3.4.1 Adsorcéo fisica

As proteinas sdo macromoléculas de superficie ativa e a maior parte dessa
classe de biomoléculas sdo grandes moléculas anfifaticas. Essa caracteristica
intrinseca faz com que as proteinas tenham superficie ativa, o que pode leva-las a se
adsorver em algumas superficies (HLADY; BUIJS, 1996).

A imobilizacdo da enzima por adsorcdo ocorre através da ligacdo entre uma
enzima e um suporte solido. A depender da natureza da superficie do adsorvente, a

ligacdo a enzima pode ser resultante de interacdes ibnicas, adsorcao fisica, ligagdo
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hidrofébica, forcas de atracdo de Van der Waals ou mesmo uma combinacdo dessas
interacBes (BRIGIDA et al., 2008).

Embora seja uma técnica simples de imobilizacdo e apresente baixo custo, a
adsorcdo fisica possui algumas desvantagens. Dentre elas destaca-se a baixa energia
de ligacao entre enzima e suporte, o que pode ocasionar dessor¢cdo da enzima na
presenca do substrato. A dessorgédo também pode ser ocasionada quando o derivado
enzima-suporte é submetido a variacdes de temperatura, pH e forca iénica (BRIGIDA
et al., 2008). Existem algumas técnicas que visam reduzir a dessor¢cao da enzima,
entre elas a modificacdo quimica do suporte, a reducdo do didmetro dos poros e a
reticulagéo da enzima no interior dos poros (REIS; WITULA; HOLMBERG, 2008).

Mesmo que as enzimas imobilizadas por adsor¢cdo sejam suscetiveis a
dessorcéo, esta técnica de imobilizacdo esta entre as mais utilizadas na obtencao de
biocatalisadores insolGveis (BRIGIDA et al., 2008; GUISAN et al., 2006).

A adsorcéo provoca pouca alteragdo na estrutura conformacional da enzima,
devido ao fato de que, nesta técnica, a imobilizacdo € espontanea e ocorre em uma
orientacao preferencial e energeticamente favoravel (ZHOU et al., 2012).

A eficiéncia da adsorcdo de determinada enzima, na superficie de um suporte,
esta relacionada a diversos parametros, dentre eles as caracteristicas fisicas e
morfologicas do suporte e também a concentragdo da enzima (carga enzimatica). A
guantidade de enzima adsorvida por quantidade do suporte aumenta com o0 aumento
da carga enzimatica até atingir a saturacdo do adsorvente (DEREWENDA et al.,
1992).

Geralmente o processo de imobilizacdo por adsorcdo € conduzido sob
temperatura constante para que as isotermas de adsor¢céo possam ser obtidas. Essas
isotermas podem seguir os modelos de Langmuir ou Freundlich para adsorgcao
(DEREWENDA et al., 1992).

3.5 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Quanto a sua morfologia, os suportes podem ser considerados porosos, nao
porosos e em gel (MATEO et al., 2007). E sabido que materiais porosos apresentam
elevadas areas superficiais. Este fator faz com que haja uma grande area disponivel
para a imobilizacdo de enzimas. Além da area superficial, o didametro dos poros deve

ser levado em consideragao, haja vista que podem nao ser suficientemente grandes
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para acomodar a enzima, permitir o acesso do substrato ou mesmo a dessor¢ao do
produto (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

A escolha do suporte deve considerar uma série de caracteristicas, tanto do
processo, quanto da enzima e do préprio suporte e a relagcédo entre estes trés pilares.
Os principais fatores envolvem a estabilidade mediante variacbes de temperatura e
pH, os parametros do processo em geral, a funcionalidade quimica, a resisténcia
mecanica, a retengdo da atividade enzimatica inicial, o custo, a compatibilidade
(CANILHA; CARVALHO, 2006), dentre outros.

O livro de editado por Bickerstaff (1997) fornece em seu primeiro capitulo um
guia que que relaciona os principais fatores a serem levados em consideragao na
selecao do suporte e da técnica para imobilizacdo, como consta na Tabela 4.

.Uma série de materiais inorganicos ou naturais (organicos), pode ser utilizada
como suporte para imobilizagdo. Entre os inorganicos tém-se, por exemplo: minerais,
como areia e celite; manufaturados como 6xidos metalicos; ceramicas; géis de silica,
etc. e dentre os organicos tém-se: polimeros naturais, polimeros sintéticos, materiais
fibrosos (CANILHA; CARVALHO, 2006; FARIA, 2019).

Tabela 4 — Principais consideragbes para a selecdo do suporte e técnica de

imobilizagdo de enzimas

(continua)

Propriedade Pontos a serem considerados

Compressibilidade de particulas, area superficial disponivel,
forma (granulos, fibras), porosidade, volume de poro,
permeabilidade, densidade, espaco para aumento de biomassa,
fluxo e queda de pressao

Fisica

Hidrofilicidade (afinidade do suporte pela agua), inércia em
Quimica relacdo a enzima ou célula, grupos e fungdes disponiveis para
modificacdo, regeneracéo e reutilizacdo do suporte

Armazenamento, atividade enzimatica residual, produtividade
Estabilidade celular, regeneracéo da atividade enzimatica, manutencéo da
atividade celular e estabilidade mecéanica da matéria do suporte

Ataque por microrganismos, inibigcdo por produtos quimicos, pH,
Resisténcia temperatura, solventes organicos, proteases e mecanismos de
defesa celular
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Tabela 4 — Principais consideragbes para a selecdo do suporte e técnica de

imobilizagdo de enzimas

(concluséo)

Propriedade Pontos a serem considerados

Biocompatibilidade, toxidade de reagentes e ou componentes,
salde e seguranca para trabalhadores do processo e usuarios
Seguranca dos produtos finais, especificacdes do 6rgéao fiscalizador
responsavel competente para aplicacées alimentares,
farmacéuticas e médicas

Disponibilidade e custo de suporte, produtos quimicos,
equipamentos especiais, reagentes, habilidade técnica
Econbmica necessaria, impacto ambiental, preparacdo quimica em escala
industrial, viabilidade para aumento de escala, processamento
continuo, vida util efetiva, reutilizacdo do suporte

Fluxo, arraste da enzima ou célula e produtividade biocatalitica,
Reacional cinética de reacao, reacdes laterais, limitacdes de difusdo na
transferéncia de massa, substratos e produtos

Fonte: adaptado de Bickerstaff (1997).
3.5.1 Bagaco de cana-de-acucar

O alto custo de alguns suportes comerciais disponiveis promove a busca por
substitutos mais baratos, dentre eles os suportes de residuos agroindustriais
lignoceluldsicos, como serragem, palha, casca e palha de arroz e residuos fibrosos
(fibra de coco ou mesmo o bagaco de cana-de-acucar) (BRIGIDA et al., 2008).

Devido a alta atividade agricola, o Brasil produz residuos agroindustriais em
grandes quantidades (QUEIROZ et al., 2018). Cada tonelada de cana-de-agucar
processada gera em média 320 kg de bagacgo. A produgdo de cana-de-agucar no
Brasil aumenta ano apdés ano, tendo atingido aproximadamente 640 milhdes de
toneladas na safra que ocorreu entre 2019 e 2020 (UNICA, 2020), o que representa
uma geragao de bagago de cana-de-agucar equivalente a mais de 560 mil toneladas
por dia.

O alto volume de residuo gerado por esta produgéo € uma das motivagdes para

o desenvolvimento de estudos que foquem na utilizagado de residuos agroindustriais
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em aplicagbes mais nobres (QUEIROZ et al., 2018). Destaca-se aqui sua utilizagéo
como suporte para imobilizagdao de enzimas (AMIN et al., 2018).

O bagaco de cana-de-aglcar apresenta na sua composigdo, em % (m.m™),
base seca, celulose (35,2 £ 0,9), hemicelulose (24,5 + 0,6), lignina (22,2 £ 0,1) e cinzas
(20,9 * 4,3) (REZENDE et al., 2011). Esta composi¢do quimica torna este tipo de
suporte atrativo para imobilizagdo de enzimas em virtude da vasta possibilidade de
pontos reativos, além das suas caracteristicas hidrofobicas, que mantém a agua
afastada superficie do suporte, mas n&o a enzima (QUEIROZ et al., 2018).

Ndo somente a imobilizacdo de enzimas, mas também a aplicagcdo para a
producao de etanol de segunda geracéo, sao alternativas a destinagdo do bagago de
cana-de-agucar que apresentam grande relevancia do ponto de vista ambiental e
econdmico, pois proporcionam a reutilizagdo dos residuos e a geragado de produtos
de alto valor agregado (BRIGIDA et al., 2008).

Goncalves et al. (2015) imobilizaram B-D-frutofuranosidase de Fusarium
graminearum no bagaco de cana-de-agUcar, visando a producdo de FOS. Em seu
trabalho, utilizaram um pré-tratamento do suporte com polietilenoimina (PEI). A
imobilizacdo foi conduzida por 16 horas a 25 °C. Os pesquisadores avaliaram a
eficiéncia da imobilizacdo apenas comparando a atividade da B-D-frutofuranosidase
retida em cada suporte com a atividade da enzima livre. Como resultado obtiveram
retencéo de cerca de 66 % da atividade inicial da B-D-frutofuranosidase com o ensaio
de atividade realizado para o complexo B-D-frutofuranosidase/bagaco de cana-de-

acucar.

3.6 ESTUDOS DE IMOBILIZAGAO DA FTase EXTRACELULAR DE Aspergillus
oryzae IPT-301 EM DIFERENTES SUPORTES

A Tabela 5 apresenta os principais estudos de imobilizagdo de FTase
extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 em diferentes suportes.
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Tabela 5 — Principais estudos de imobilizagao de FTase extracelular de A. oryzae IPT-

301
Rendimento de Atividade _
Suporte L Referéncia
Imobilizagdo (%) Recuperada (%)
B (ARAUJO et al., 2021;
Silica-gel 856 13+0,94
(FARIA et al., 2021)
Sabugo de Milho 51,53 £5,61 0,87 £ 0,27 (ROCHA ., 2021)
Polihidroxibutirato 41 +0,9 14+0,5 (ARAUJO et al., 2021)
Farelo de soja 68 £ 0,04 36 +2,87 (ARAUJO et al., 2021)

Fonte: do autor.

Faria et al. (2021) e Araujo et al. (2021) imobilizaram FTase extracelular de
Aspergillus oryzae IPT-301 em silica-gel, farelo de soja e polihidroxibutirato, a 35 °C,
175 rpm e pH 5,5. Para a obtengao dos resultados apresentados na Tabela 5, os
pesquisadores selecionaram as fragdes entre 63-200 um para a silica-gel e 0,300-
0,850 um para o farelo de soja. Ambos os materiais foram secos em estufa a 60 °C
por 24 horas, previamente aos ensaios de imobilizacdo. O polimero polihidroxibutirato,
foi submetido a um pré-tratamento especifico. Rocha et al. (2021) selecionaram a
fragdo entre 150-200 um do sabugo de milho para os ensaios de imobilizagcédo, que
foram realizados a 30 °C, 175 rpm e pH 5,5. A fracao peneirada também foi submetida
a secagem prévia em estufa a 60 °C por 24 horas, para os ensaios de imobilizagcédo. A
duracao dos ensaios de imobilizagao para estes trés suportes foi de 8 horas.

Aguiar de Oliveira (2007) estudou a imobilizagdo por adsor¢cdo da FTase
extracelular de Rhodotorula sp. em suporte solido acido inorgénico composto por
nidbio e grafite. Foi utilizada a fragéo entre 177-208 pm nos ensaios de imobilizagao
que foram conduzidos a 5 °C por 18 h sob agitacdo suave. Uma eficiéncia de
imobilizacdo de 97,76 % foi alcangcada e os resultados de atividade recuperada nao

foram disponibilizados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DO SUPORTE DE IMOBILIZACAO E
DO DERIVADO ENZIMA-SUPORTE (BET, BJH, FTIR)

O bagaco de cana-de-acUcar in natura, doado pela Usina Monte Alegre —
Adecoagro (Monte Belo — MG), foi utilizado para a imobilizacdo da FTase extracelular
de A. oryzae IPT-301. O material foi submetido ao peneiramento (peneiras
Thermoceram® 8” x 2”) e a sua fracdo, com faixa granulométrica compreendida entre
425-600 pum (36-25 mesh), foi selecionada para os ensaios de imobilizacdo e
submetido a secagem em estufa a 60 °C por 24 h.

Para a determinacdo da area especifica, utilizou-se o método de Brunauer-
Emmett-Teller (BET), baseado na fisissorcdo de nitrogénio a 77 K (BRUNAUER,;
EMMETT; TELLER, 1938) e para a obtencédo do volume e distribuicdo de poros do
material foi utilizado o método BJH (BARRETT; JOYNER; HALENDA, 1951). As
amostras foram previamente secadas a 60 °C por 2 h e submetidas em analisador
Micromeritics Gemini VII Surface Area and Porosity 3.03, nUmero de série 795.

A andlise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada para caracterizar as ligacfes quimicas e estruturas das amostras
do suporte na auséncia e presenca da enzima (imobilizada). Utilizou-se o
espectrometro Agilent Technologies Cary 630, operado para uma faixa de 600 a 4000
cm™? com resolugdo de 2 cm?. As andlises foram realizadas pelo Laboratério de
Fotolise, Fotocatalise e Especiacdo Quimica — LaFFEQ da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG).

4.2 CULTIVO CELULAR SUBMERSO

A enzima frutosiltransferase extracelular foi produzida, por cultivo celular
submerso, a partir do fungo Aspergillus oryzae IPT-301 utilizando meio de cultura
sintético, pH 5,5, constituido por sacarose refinada comercial (Unido®) 15,0 % (m.v1),
extrato de levedura (Synth®) 0,5 % (m.v1), nitrato de sédio (NaNO3) (Dinamica®) 0,5
% (m.v?), fosfato monopotassico (KH2POas) (Synth®) 0,2 % (m.v?), sulfato de
magnésio hepta-hidratado (MgSQ04.7H20) (Dinamica®) 0,05 % (m.v?!), cloreto de
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manganés tetra-hidratado (MnCl2.4H20) (Synth®) 0,03 % (m.v1) e sulfato de ferro
hepta-hidratado (FeS0O4.7H20) (Synth®) 0,001 % (m.vt). Foram distribuidos 50 mL do
meio de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, vedados com algodao e
esterilizados em autoclave por 15 min a 120 °C e 2,0 atm.

Apos a esterilizacéo, foram inoculados 0,5 mL da suspenséo de esporos (1x10
esporos.mL™) e o cultivo celular submerso foi conduzido em agitador orbital do tipo
Shaker (Tecnal®, modelo TE-4200) a 30 °C e 200 rpm por 64 horas (CUNHA et al.,
2019; FARIA et al., 2021; GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020). Ao término
do cultivo, o conteudo total do frasco Erlenmeyer foi filtrado em papel do tipo Whatman
n°1l com diametro de 90 mm. O permeado (caldo filtrado), contendo a FTase soluvel,
foi imediatamente utilizado para os ensaios de imobilizacdo, devido a rapida perda de
atividade enzimatica (CUNHA et al., 2019).

4.3  IMOBILIZACAO DA ENZIMA EXTRACELULAR MICROBIANA

4.3.1 Ensaios de imobilizacéo

A imobilizacdo de FTase extracelular em bagaco de cana-de-acucar foi
realizada conforme método adaptado de Faria et al. (2021). Um volume de 20 mL de
caldo filtrado, contendo a enzima soluvel, foi adicionado em frasco Erlenmeyer
contendo 0,5 g do suporte. Os ensaios, realizados em triplicata, foram conduzidos em
Banho Dubnoff a 35 °C, 175 rpm, pH 5,5 por um periodo de 8 horas. Sob as mesmas
condi¢gbes experimentais, monitorou-se a atividade enzimatica da amostra controle,
constituida apenas por caldo filtrado contendo a enzima sollvel, na auséncia do
suporte.

Ao decorrer dos ensaios de imobilizacéo, nos temposde Oh,1h,2h,4h,6h
e 8 h, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante para monitorar as
atividades enzimaticas de transfrutosilagdo ao longo do processo. Ao término dos
experimentos, procedeu-se com a filtracdo a vacuo, utilizando bomba TE-058
(Tecnal®) e papel filtro Whatman n°1 com diametro de 90 mm. O derivado enzima-
suporte obtido foi imediatamente submetido aos ensaios de atividade enzimatica para
o calculo dos parametros de imobilizacdo, ensaios de caracteriza¢do bioquimica e de
estabilidade. ApGs os ensaios de atividade enzimética, o derivado enzima-suporte foi

novamente filtrado a vacuo. A torta obtida foi conduzida a estufa de secagem a 60 °C
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por, pelo menos, 24 h até obtencdo de massa seca constante para determinacéo da

atividade enzimatica.
4.3.2 Parametros de imobilizacdo enzimatica
43.2.1 Rendimento de Imobilizacao (RI)

Com base neste parametro foi avaliado o percentual de enzima adsorvido no
suporte, obtido pela Equacao (7) (FARIA et al., 2021; SOCCOL; FRANCA, 2016):

Ar.—A
RI= ——L x100 @)

T;
em que: RI é o rendimento de imobilizacdo (em %); Ar, € a atividade de
transfrutosilacdo (em U.mL™) do sobrenadante antes do processo de imobilizacédo e

Ay é a atividade de transfrutosilacdo (em U.mL?') do sobrenadante ao final do

f
processo de imobilizacéo.

4.3.2.2 Atividade Recuperada (Ar)

A atividade recuperada é baseada na atividade de transfrutosilagéo do derivado

enzima-suporte (Ar,, dada em U.g!). Este parametro indica o quanto de atividade

inicial no caldo, com a enzima ainda na sua forma sollvel, pode ser reaproveitada
pelo derivado enzima-suporte, sendo obtida pela Equacéao (8) (FARIA et al., 2021,
SOUZA et al., 2017):

Arp,

Ap = X f. X 100 (8)

Ar,~Ar;

em que: Ap € dado em porcentagem (em %) e f. € o fator de conversao (em g.mL"

1) para tornar a Az adimensional, tendo sido calculado por meio da Equagéo (9):

f. = Msuporte 9)

Vcaldo
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em que: mgporte € @ Massa de suporte utilizada no processo de imobilizagao (em g)

€ V.ad0, 0 Volume de caldo utilizado no processo de imobilizagdo (20 mL).
4.3.2.3 Fator de estabilidade (FE)

O fator de estabilidade (FE) pode ser calculado pela relagcéo entre o tempo de
meia-vida da enzima imobilizada e soluvel (SOUZA et al., 2017), conforme a Equacao
(10):

t 1/2imobilizada

FE = (10)

t 1/Zsoll’mel

em que: t 1/2imobilizada et 1/250lﬁvel sao os tempos de meia vida para a enzima

imobilizada e soluvel, respectivamente.

4.4 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DO
DERIVADO ENZIMA-SUPORTE

4.4.1 Influéncia do pH e da temperatura do meio reacional na atividade

enzimatica

O delineamento experimental foi obtido empregando-se um delineamento
fatorial completo (DCCR) de 22 com trés repeticbes no ponto central. Foram
selecionados para o estudo: pH (4,5 a 6,5) e temperatura do meio reacional (40 °C a
60 °C), cada um em cinco niveis. Foram adicionados ao delineamento experimental
pontos axiais, para a composigdao de um modelo de segunda ordem (Tabela 6). Os
niveis dos fatores foram selecionados com base no trabalho de Faria et al. (2021). O
modelo de superficie de resposta foi ajustado a uma variavel de resposta, a atividade
de transfrutosilagao absoluta (em U.g™"). Afungao de resposta de segunda ordem para
os dois fatores foi ajustada conforme modelo descrito na Equagéo (11), a um nivel de

significancia de 5 % (p valor < 0,05).

Tabela 6 — Matriz do planejamento de experimentos DCCR 22

Ensaio Variaveis codificadas Variaveis reais
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Tem[()oeé;altura pH Temp()oeé;e\tura oH
1 -1 -1 43 4.8
2 1 -1 57 4.8
3 -1 1 43 6,2
4 1 1 57 6,2
5 -1,41 0 40 55
6 1,41 0 60 55
7 0 -1,41 50 45
8 0 1,41 50 6,5
9 0 0 50 55
10 0 0 50 55
11 0 0 50 55

Fonte: do autor.
Y= Bo+ BT+ BopH+ BT pH+ P1iT?* + PopH? (11)

em que: T e pH representam os fatores temperatura (°C) e pH, respectivamente; pS,,
Bi, B2, Bi2, P11 € Pz representam os parametros estimados para o modelo

estatistico.

4.4.2 Influéncia da concentracdo de substrato na atividade enzimatica e
obtencao dos parametros cinéticos

A influéncia da concentracdo de substrato na cinética enzimatica foi realizada
conduzindo-se os ensaios de atividade em triplicata e utilizando a FTase extracelular
imobilizada em bagaco de cana-de-acgucar. Para isso, 0 meio reacional foi preparado
com as seguintes concentracdes de sacarose comercial Unido®: 200 g.L%; 300 g.L;
400 g.L1; 470 g.L%; 500 g.Lt e 600 g.L! (FARIA et al., 2021).

Ao meio reacional, foram adicionados 0,5 g de suporte contendo a enzima
imobilizada e os ensaios de atividade enzimética foram conduzidos.

A partir dos resultados experimentais obtidos, os parametros de reacao foram
estimados por meio de ajustes de modelos cinéticos de Michaelis e Menten e Hill aos

dados experimentais mediante auxilio de ferramenta computacional.

4.5 ENSAIOS DE ESTABILIDADE DO DERIVADO ENZIMA-SUPORTE
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4.5.1 Ensaios de estabilidade frente ao pH de incubacéo

A enzima imobilizada em bagaco de cana-de-acguUcar foi incubada, na auséncia
de substrato, em tampéo tris acetato 0,2 mol.L-t com diferentes valores de pH (4,5;
5,0;5,5;6,0;6,5;7,0;7,5; 8,0 e 8,5), durante 24 horas a 4 °C. Ao término da incubacao,
as atividades de transfrutosilagao foram determinadas.

45.2 Ensaios de estabilidade térmica da FTase imobilizada

Os efeitos da estabilidade térmica foram avaliados incubando a enzima
imobilizada, na auséncia de substrato, nas temperaturas de 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60
°C por um periodo de 1 h, 2 h, 4 h e 24 h em banho termostatizado. Ao término do
ensaio, determinou-se a atividade de transfrutosilacdo da FTase imobilizada para a
obtencdo da constante de desnhaturacdo térmica de primeira ordem; da energia de
ativacdo para a desnaturacdo térmica; do tempo de meio-vida e das variacdes de
entalpia, da energia de Gibbs e da entropia de ativacdo para a desnaturacao térmica.

O modelo de desativacao térmica enzimatica de dois parametros proposto por
Sadana e Henley (1987), que prevé um mecanismo de desativacdo de uma Unica
etapa e exibe cinética de desativacdo de ordem diferente de um e atividade residual
diferente de zero do estado final da enzima (Equacdo (12)), foi utilizado para
determinar a constante de desativacao térmica (SADANA; HENLEY, 1987).

AT

(—) =(1-—a) e®a) 4 o (12)

ATo

em que: Ar é a atividade de transfrutosilacdo para um determinado tempo de
incubacdo a uma determinada temperatura; A, € a atividade de transfrutosilacdo do
derivado enzima-suporte ao final da imobilizacdo e antes da incubacéo e a um dos
parametros do modelo de desnaturacdo térmica enzimatica de Sadana e Henley
(1987) que representa a razao entre as atividades especificas do estado final e inicial.

A energia de desativagao térmica da enzima foi obtida utilizando a Equacao de
Arrhenius, descrita na Equacdes (13) e (14) (SHULER; KARGI, 2002):

ky = A, x el /rr) (13)
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ky = Ag X o(""P/rr) (14)

em que: k, representa a constante de ativagdo térmica; k; a constante de
desativacdo térmica; A, e A; sao os fatores de frequéncia ou constantes de
Arrhenius; E, e E; sao as energias necessarias para promover a ativacdo e
desnaturacdo térmicas (kJ.mol?), respectivamente; R é a constante universal dos
gases e T é a temperatura absoluta (K) (MIRANDA et al., 2014; SHULER; KARGI,
2002).

O tempo de meia vida da enzima (t 1/2), gue é o tempo necessario para reduzir

a atividade enzimatica pela metade do seu valor original, (JAY; LOESSNER,;
GOLDEN, 2005), foi calculado utilizando a Equacao (15) (PERNA et al., 2017).

L[
t Yy, = —gln <E> (15)

A entalpia de ativagao de desnaturagao (AHp), que expressa a quantidade total
de energia necessaria para desnaturar a enzima a uma dada temperatura, foi
calculada utilizando a Equacéao (16) (FARIA et al., 2021; SAQIB et al., 2010; SOUZA
et al., 2015):

AH}, = Ep — RT (16)

A anergia livre de Gibbs (AG} ), que inclui as contribuicdes entalpica e
entropica foi ser calculado utilizando a Equacéo (17) (FARIA et al., 2021; SOUZA et
al., 2015):

AGy = —RT x In (3%) (17)

kgT

em que: h é constante de Planck (11,04 x 1073 J.min"') e k; é a constante de
Boltzmann (1,38 x 10723 J.K™").

A entropia de desativacao (AS;), que expressa a quantidade de energia por
unidade de temperatura envolvida na transicdo de um estado ativo para um
desnaturado (SOUZA et al., 2015), foi calculada utilizando a Equacao (18):
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ASB — AHE—AGE (18)

T

4.5.3 Ensaios de estabilidade operacional da FTase imobilizada

A enzima imobilizada foi adicionada ao meio reacional contendo 3,8 mL de
sacarose 47 % (m.vt) e 1,2 mL de tampé&o tris-acetato a 0,2 mol.L* e pH 5,5. Ao final
de cada ciclo reacional (1 h), a enzima imobilizada foi separada do meio reacional por
filtracdo a vacuo e reintroduzida em um novo meio reacional. No total foram

executados 6 ciclos reacionais consecutivos (FARIA et al., 2021).

45.4 Ensaios de estabilidade de armazenamento da FTase imobilizada

Para estes ensaios, 0 derivado enzima-suporte foi armazenado sob
refrigeracdo a 4 °C em periodos predefinidos (1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 e 30 dias). Ao término
do periodo de incubacédo, as atividades de transfrutosilacdo do derivado enzima-

suporte foram determinadas.

4.6 ENSAIOS ANALITICOS

4.6.1 Determinacdo da atividade enziméatica

A atividade de transfrutosilagao foi obtida a partir da concentracdo de frutose
transferida (transfrutosilada) e a frutose transferida foi obtida a partir das
concentracbes dos acucares redutores e de glicose. Tanto a concentracdo dos
agucares redutores ([AR]) quanto a concentragéo de glicose ([G]) foram obtidas por
meio das leituras de absorvancia das amostras submetidas aos ensaios de atividade
(FARIA, 2019).

Os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia estabelecida por
Cuervo-Fernandez . (2007). O experimento consistiu em adicionar 0,1 mL da solucao
enzimatica (FTase sollvel, presente no caldo) em meio reacional constituido por 3,7
mL de solucdo de sacarose refinada comercial (Unido®) com concentracéo inicial de
63,6 % (m.v1) e 1,2 mL de tampéo tris-acetato (Synth®) 0,2 mol.L, pH 5,5. Para o
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ensaio de atividade do derivado enzima-suporte, seguiu-se o0 mesmo procedimento,
porém adicionando 0,5 g do derivado enzima-suporte em meio reacional constituido
7,6 mL da solucdo de sacarose comercial (Unido®) com concentracao inicial de 63,6
% (m.v?1) e 2,4 mL de tampdo tris-acetato (Synth®) 0,2 mol.L, pH 5,5. Os ensaios de
atividade foram conduzidos por 60 minutos em banho Dubnoff (Bunker®, modelo NI
1232) com agitagdo de 190 rpm e sob temperatura controlada de 50 °C (CUERVO
FERNANDEZ et al., 2007).

Para cessar a reacdo, os tubos contendo o meio reacional e a enzima (soltvel
ou imobilizada) foram inseridos em banho com &gua em ebulicdo por 10 minutos,
seguido por resfriamento em banho com agua e gelo por 5 minutos

Uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilacéao refere-se a quantidade de
enzima que transfere um micromol (1 umol) de frutose transfrutosilada (F;) por minuto,
sob condigdes experimentais estabelecidas (CUNHA et al., 2019; FARIA et al., 2021;
GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020).

Finalizados os ensaios de atividade, as concentracfes de acUcares redutores
e de glicose presentes no meio reacional foram determinadas com base nos métodos
descritos nos Topicos 4.6.2 e 4.6.3, respectivamente.

Finalmente a atividade de transfrutosilacao (A;) foi determinada pela Equacgéao
(1), apds obtida a concentracdo de frutose transfrutosilada por meio das Equacbes
(19) e (20), respectivamente (CHEN; LIU, 1996; CUNHA et al., 2019; FARIA et al.,
2021; GONCALVES et al., 2020):

[F] = [G] = [AR] (19)

[Fe] = [G] = [F] =2 X% [G] — AR (20)

4.6.2 Determinacao da concentracédo de agucares redutores

A determinacdo da concentracdo de acgucares redutores ([AR]) foi realizada
utilizando-se o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico - DNS (MALDONADE;
CARVALHO; FERREIRA, 2013; MILLER, 1959; VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO,
2013).

Para produzir o reagente DNS foi necesséario preparar em paralelo duas

solugdes (Solucdo A e Solugcéo B). Para um volume final de 1 L, a Solugcéo A foi
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preparada com a dissolucédo de 10 g de acido 3,5-dinitrosalicilico (Synth®) em 200 mL
de solucéo de hidréxido de sédio (Synth®) 2 mol.L%; a Solugdo B possuiu um volume
final de cerca de 500 mL resultantes da adicdo de 300 g de tartarato duplo de sodio e
potassio (Dinamica®) em agua. A Solucéo A foi submetida a agitacdo e aquecimento
constantes até a completa dissolucéo do tartarato duplo de sodio de potéssio. Apés a
dissolucao, as Solugbes A e B foram homogeneizadas num unico béquer. A solugdo
resultante, foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L, apés o resfriamento, e o
menisco aferido originando o reagente DNS (VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO,
2013), que é estavel por até 30 dias quando armazenado em frasco ambar sob
temperatura ambiente (MALDONADE; CARVALHO; FERREIRA, 2013).

A marcha analitica para a determinacdo da concentracdo de acucares
redutores foi realizada utilizando-se uma aliquota de 0,5 mL da solu¢édo do DNS e uma
aliguota de mesmo volume da amostra em um tubo tipo Falcon®, e agitacdo manual
para homogeneizacdo. A solucdo preparada foi inserida em banho de agua em
ebulicdo por 15 min. A reacao foi cessada inserindo as amostras em banho de gelo
por 5 min. A mistura obtida foi diluida com 4 mL de agua destilada e a leitura de
absorvancia foi realizada em espectrofotdometro (Edutec ®, modelo EEQ901A-B) com
comprimento de onda de 540 nm. O branco foi preparado substituindo-se a aliquota
de 0,5 mL de amostra por agua destilada (VASCONCELOS; PINTO; ARAGAO, 2013).

Por se tratar de um método colorimétrico, uma curva de calibracdo foi obtida,
utilizando-se Glicose P. A. (Synth®) em concentracdes que variaram numa faixa de
0,1a1,2 g.L! (Apéndice A) (MALDONADE; CARVALHO; FERREIRA, 2013).

4.6.3 Determinacao da concentracéo de glicose

A determinacdo da concentracdo de glicose foi realizada utilizando-se o kit
enziméatico GOD-PAP da LABORLAB® conforme procedimentos utilizados por Cunha
et al. (2019), Gongalves et al. (2020), Faria et al. (2021), Garcia et al. (2021). O método
de quantificacdo de glicose o kit enziméatico GOD-PAP é fundamentado nas seguintes

reacoes:

GOD
glicose + 0, + H,0 — acido glucdnico + H,0, (22)
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2H,0, + 4AF + 4hidroxibeanzoato - coloracdo avermelhada (22)

As leituras de absorvancia foram realizadas em espectrofotometro (Edutec ®,
modelo EEQ901A-B) com comprimento de onda de 505 nm dentro do limite maximo
de 30 min apds o término do aquecimento, haja vista que este é o tempo limite no qual
a coloracéo final obtida é estavel, segundo o fabricante.

A marcha analitica consistiu na adicdo em tubo da amostra com concentracao
de glicose desconhecida e do reagente enziméatico (solucdo contendo glicose oxidase,
peroxidase, 4-aminofenazona, tampao fosfatos pH 7,0 e 4-hidroxibenzoato) numa
proporcao de 20 pL para 2 mL, respectivamente. A solucdo obtida foi submetida a
aquecimento a 37 °C por 5 min.

A quantificacéo da concentracao de glicose foi estimada pelas Equacgdes (23)
e (24):

[G1=D x f (23)

f=— (24)

em que: D é a absorvancia da amostra; P € a média da triplicata das absorvancias da
amostra padréo (fornecida pelo fabricante) e f o fator de conversdo (mg.dL™).

Para a obtencdo da média das absorvancias das amostras do padrédo (P), o
volume de amostra adicionado ao reagente enzimatico foi substituido por um volume
equivalente da solucéo padréo fornecida juntamente com o kit GOD-PAP (solucéo de
glicose 1 g.L!). O método descrito, assim como a marcha analitica, consta no manual
que acompanha o kit Glicose GOD-PAP da LABORLAB®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA DO SUPORTE DE IMOBILIZACAO E
DO DERIVADO ENZIMA-SUPORTE

5.1.1 Anélise de area especifica do suporte (BET)

Levando-se em consideragdao que a adsor¢ao € um processo que ocorre na
superficie de materiais de suporte, o estudo da morfologia adsorvente possui grande
relevancia (SCHEUFELE et al., 2015). A area especifica do bagaco de cana-de-agucar
foi obtida com base na Teoria de Adsor¢ao Molecular (BET) (BRUNAUER; EMMETT,
TELLER, 1938) e os parametros referentes ao tamanho e volume especifico de poros
foram obtidos com base no método BJH (BARRETT, JOYNER; HALENDA, 1951). Os

resultados estao dispostos na Tabela 7.

Tabela 7 — Caracterizagdo das particulas do bagaco de cana-de-agucar pelos
meétodos BET e BJH

) ) Volume
Area especifica  Area especificados Tamanho de especifico de
(m2.g71) poros (m2.g™) poro (A) poros

(cmi.g™)
1,306 0,846 20,408 0,431x10°3

Fonte: do autor.

Todos os resultados da Tabela 7 referem-se a fracdo do bagaco de cana-de-agucar
compreendida entre 425 e 600 pm.

Pelo método BET foi obtida uma area especifica de 1,306 m2.g* e pelo método
BJH foi obtida uma area especifica de poros (entre 17 e 3000 A) de 0,846 m2.g™". Estes
resultados indicam que cerca de 64,78 % da area disponivel do bagagco de cana-de-
acgucar esta contida no interior dos poros do material e ndo na superficie externa.

Isto pode ser visto como um ponto positivo para a imobilizagdo enzimatica, uma
vez que a enzima pode ter sua estabilidade aumentada quando esta protegida no
interior da matriz porosa, tornando-se mais resistente as mudangas do ambiente
reacional, incluindo variagdes de temperatura, de pH e presencga solventes organicos.
Contudo, a imobilizagao por adsor¢cao também pode provocar alteragdes na estrutura

tridimensional da enzima ocasionando diminuigdo da atividade enzimatica devido a
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inibicdo dos sitios ativos. Além disso, as limitagbes devidas as transferéncias de
massa, externa e interna, também podem ocorrer caso a enzima seja adsorvida
majoritariamente no interior da matriz porosa e os poros do material ndo sejam
suficientemente grandes para permitir a difusdo, tanto do substrato quando dos
produtos, ocasionando diminuicao da taxa de reacédo (SOUZA et al., 2017).
Scheufele et al. (2015) obtiveram em seus estudos uma area especifica para o
bagaco de cana-de-acucar (diametro médio de particula de 321 um) equivalente a
2,202 m2.g”", volume médio de poros de 6,401.103 cm®.g" e tamanho médio de poros
de 16,35 A, classificando o material analisado como microporoso (didmetro de poro <
20 A). Contudo, os valores obtidos na andlise realizada para a fragéo entre 425 e 600
um (objeto deste estudo) resultou num tamanho médio de poros de 20,408 A e para
Juszczak; Fortuna e Wodnicka (2002), materiais que apresentam particulas com

tamanho de poro na faixa de 20 A a 500 A s3o classificados como mesoporosos.

5.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier € uma
ferramenta importante na identificacdo de grupos funcionais de compostos organicos.
Esta técnica baseia-se nas vibracbes dos &tomos de uma molécula. O espectro foi
obtido passando a radiacdo através da amostra e determinando a fra¢do da radiacéo
com um comprimento de onda especifico que € absorvida. A energia na qual os picos
em um espectro de absorcdo aparecem corresponde a frequéncia de vibracdo da
parte de uma molécula presente na amostra (STUART, 2004).

A Figura 3 apresenta o espectro infravermelho resultante da analise de FTIR
para o material de suporte de imobilizacdo (bagaco de cana-de-agUcar in natura) e

para o derivado enzima-suporte.
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Figura 3 — Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do bagago de cana-de-agucar in natura e do derivado
enzima-suporte. Amostra A (derivado enzima-suporte) e Amostra B (suporte in natura)
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O espectro infravermelho do bagago de cana-de-agucar apresentado na Figura
3 possui duas regides que apresentam banda de transmitancia: 3750 a 2750 cm™' e
1850 a 400 cm-".

Na primeira regiao dois picos foram identificados, tendo o primeiro apresentado
uma banda de alta intensidade e o segundo uma banda com intensidade mediana. A
banda mais intensa apresentou um pico 3336 cm™', o qual estd associado ao
estiramento dos grupos hidroxila (O-H) presentes na celulose, hemicelulose e lignina,
principais componentes do bagaco de cana-de-agucar. O segundo pico, identificado
em 2919 cm™ esta associado ao estiramento de hidrocarbonetos do tipo C-Hn

presentes nos compostos lignocelulésicos (YANG et al., 2007).

Na segunda regidao foram identificadas diferentes bandas de transmitancia.
Este padréo de transmiténcia é caracteristico de materiais lignoceluldsicos (XU et al.,
2013). As bandas em 1636 e 1508 cm" estdo associadas ao estiramento de ligagdes
C=C em anéis de benzeno. A banda em 1458 cm™' esta associada ao dobramento
angular do CHz em grupos metil nos principais componentes da lignocelulose. A banda
observada em 1420 cm™! esta associada a flexdo assimétrica do CHz em grupos metil
constituintes da celulose e da hemicelulose. A banda em 1374 cm-! esté relacionada
a flexdo da ligagdo C-H na lignocelulose. A banda em 1245 cm™' esta associada a
vibragao da ligagdo C-O em anéis aromaticos. A banda em 1159 cm' esta relacionada
ao estiramento assimétrico de ligagdes C-O-C na celulose e hemicelulose. A banda
em 1033 cm' esta associada ao estiramento e deformacgéo da ligagao C-O de alcoois,
que apresenta maior intensidade na celulose e hemicelulose. O pico em 897 cm' esta

associado a ligagao glicosidica presente na celulose e hemicelulose.

Os demais picos presentes a partir da regido de 700 cm™' podem ser associados
aos ruidos e ligagdes C-H e C-C em compostos aromaticos relacionados a lignina
(SILVA, 2017; STUART, 2004; XU et al., 2013; YANG et al., 2007).

Faria et al. (2021) obtiveram espectro FTIR para a FTase extracelular de A.
oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel, no qual foram identificados picos nas regides
de 3300 cm™ e 1630 cm-'. Os pesquisadores atribuiram ao pico na regido de 3300 cm-
" um possivel alongamento do grupo amino (N-H) e ao pico na regido de 1630 cm™' os
modos de flexdo O-H da agua adsorvida e varias vibragées dos grupos amida e

apontaram que estas atividades no espectro confirmam a presenga de grupos



54

organicos de materiais enzimaticos na superficie da silica-gel apds imobilizagado por

adsorcao.

Foi observado que o espectro obtido para o derivado enzima-suporte apresenta
praticamente picos com mesma intensidade e bandas, quando comparado ao
espectro obtido para o bagago de cana-de-agucar, exceto pela regido contida entre
1700 e 1600 cm™" e os picos identificados em 832,7 e 601 cm™!, que também podem
estar associados aos grupos funcionais presentes na enzima. Os resultados obtidos
apresentaram espectro infravermelho do derivado enzima-bagacgo de cana-de-agucar
com regides ativas similares ao espectro obtido por Faria et al. (2021) para o derivado

enzima-silica-gel.

A regido ativa do espectro em 3330 cm, identificada por Faria et al. (2021)
como um possivel alongamento do grupo amino (N-H), pode ter sido sobreposta ao
pico de 3336 cm™' caracteristico do bagago de cana-de-aglcar. Esta sobreposi¢édo
pode ter impedido a identificacdo de um grupo orgénico do material enzimatico

presente no derivado enzima-suporte.

5.2 PERFIL CINETICO DE IMOBILIZACAO DA FTase EXTRACELULAR EM
BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

A Figura 4 representa o perfil cinético de adsorcdo da FTase de A. oryzae IPT
- 301 em bagaco de cana-de-acucar in natura em funcdo da atividade de

transfrutosilacdo (A;) do sobrenadante.
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Figura 4 — Perfil cinético de adsor¢cao da FTase extracelular em bagaco de cana-de-
agucar in natura. Condi¢gdes experimentais: 40:1 caldo de cultura/g de
suporte; pH: 5,5; temperatura: 35 °C; velocidade de agitagado: 175 rpm;
tamanho de particula: 425 — 600 um. A maxima atividade enzimatica (12,52
+ 2,02 U.mL") foi definida como 100 % da atividade relativa
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Fonte: do autor.

Na Figura 4 é possivel observar uma queda na atividade de transfrutosilagao
da enzima presente no sobrenadante na auséncia e na presenca do suporte com o
decorrer do tempo de imobilizacdo. O decaimento da atividade da FTase soluvel do
controle foi de cerca de 30 %, tendo atingido ao final das 8 h de imobilizagao cerca de
70 % da atividade de transfrutosilagdo inicial (8,87 + 0,89 U.mL"). AFTase extracelular
de A. oryzae IPT-301 apresenta, naturalmente, decaimento em sua atividade
enzimatica com o passar do tempo (CUNHA et al., 2019; SILVA et al., 2021). Silva et
al. (2021) reportaram para esta mesma enzima uma queda de 54,4 % na atividade
enzimatica da enzima soluvel, apds 9 h de monitoramento.

Este decaimento foi consideravelmente menor que o observado nas amostras
provenientes do sobrenadante em contato com o bagago de cana-de-agucar, no qual
a atividade de transfrutosilacéo relativa ao final das 8 h de imobilizagao foi de cerca

de 47 % da atividade de transfrutosilagao inicial (5,82 + 0,67 U.mL""), indicando que a
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FTase soluvel, presente no caldo de cultura, foi adsorvida no bagago de cana-de-
acucar.

Cunha et al. (2019) e Faria et al. (2021) reportaram em seus trabalhos que a
FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 apresenta termoestabilidade a 35 °C, o que
também corrobora com a baixa perda de atividade de transfrutosilagdo da FTase
soluvel. A perda da atividade e redugédo da atividade enzimatica da FTase também
pode ocorrer pelo fato de a enzima soluvel estar exposta diretamente as condigbes do
ambiente reacional por um periodo de tempo consideravel sem quaisquer tipos de
protecao (FARIA et al., 2021).

Os parametros de imobilizagdo (rendimento de imobilizagdo e atividade

recuperada) obtidos apds os ensaios de imobilizagdo constam na Tabela 8:

Tabela 8 — Parametros de imobilizagao

Parametro Valor médio (%) Desvio (%)
Rendimento de Imobilizagao (RI) 46,61 3,77
Atividade recuperada (AR) 11,20 1,85

Fonte: do autor.

O rendimento de imobilizagcdo (RI) e a atividade recuperada (Ai) sao dois
parametros essenciais para a analise da eficiéncia dos suportes para a imobilizacao
de enzimas (SOUZA et al., 2017).

A baixa atividade recuperada média obtida, quando comparada ao rendimento
de imobilizacado, pode estar relacionada ao fato de o suporte in natura nao ter sido
submetido a quaisquer pré-tratamentos de funcionalizacdo. Apesar de simples, pouco
dispendiosa, e de proporcionar pouca alteracdo na estrutura conformacional da
enzima, a adsorcéo fisica propicia interacbes menos intensas quando comparadas as
obtidas pelos processos de imobilizagéo por ligagdes covalentes (SOUZA et al., 2017).
Por envolver varios pontos de contato entre a enzima e a superficie do suporte, na
imobilizagdo por ligagdo covalente ocorre um aumento na rigidez da estrutura
tridimensional da enzima e a forga de ligagao dificulta a dessor¢cdo enzimatica
(CANILHA; CARVALHO, 2006; SOUZA et al., 2017). Contudo, visando a reducéo de
custos no processo de imobilizagdo, optou-se por avaliar a imobilizagado enzimatica no
bagaco de cana-de-agucar in natura, por adsorgéo. Por consequéncia da intensidade
da energia de ligacao, pode ter havido a dessor¢céo da enzima, ocasionando perda na

atividade de transfrutosilagdo do biocatalisador imobilizado e, consequentemente,
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atividade recuperada mais baixa (SOUZA et al., 2017).

A imobilizacdo enzimatica produz diferentes efeitos na atividade e na
seletividade do biocatalisador. Se houver interagdes multiplas entre a enzima e o
suporte, pode ocorrer distor¢ao na estrutura da enzima e em casos mais extremos até
mesmo O bloqueio dos sitios ativos. Além disso também € importante levar em
consideragao fenbmenos como o impedimento estérico, a saturacado da superficie dos
suportes in natura devido a sua natureza, as limitagdes difusionais (transferéncia de
massa interna e externa, devido ao didmetro dos poros do suporte). Estes fatores
podem ocasionar perda na atividade catalitica da FTase imobilizada e,
consequentemente, reducao nos valores do parametro atividade recuperada (SOUZA
etal., 2017).

Recentemente uma série de estudos envolvendo a imobilizagdo de FTase
extracelular de A. Oryzae IPT-301 em diferentes suportes (organicos e inorganicos)
foi publicada. Faria et al. (2021) e Araujo et al. (2021) utilizaram silica-gel como suporte
e obtiveram Rl e Ar de 85 % e 13 %, respectivamente. Araujo et al. (2021) também
obteve bons resultados utilizando farelo de soja como suporte, tendo obtido Rl e Ar
de 68 % e 36 %, respectivamente. Rocha et al. (2021) utilizaram sabugo de milho

como suporte e obtiveram Rl e Ar de 51 % e 0,87 %, respectivamente.

O valor obtido para o RI utilizando o bagago de cana-de-agucar como suporte
€ compativel com o que foi observado no perfil cinético de imobilizagdo. O maior
decaimento da atividade da FTase em contato com o bagaco de cana-de-agucar,
quando comparado as amostras de FTase sem a presenca do suporte indicou que a
FTase presente no caldo fermentado foi parcialmente adsorvida no bagago de cana-

de-acucar originando um Rl de 46,61 %.

Quando comparado aos materiais utilizados como suporte para a FTase
extracelular de A. Oryzae IPT-301 anteriormente apresentados, o bagaco de cana-de-
agucar apresentou um Rl mais baixo, porém uma AR (11,20 %) que
consideravelmente superior a do sabugo de milho e préxima a da silica-gel, ainda que
este ultimo material tenha apresentado um rendimento de imobilizacdo que € quase

duas vezes maior que a do bagacgo de cana-de-agucar.
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5.3 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA ENZIMA
IMOBILIZADA

5.3.1 Influéncia do pH e temperatura do meio reacional na atividade da FTase

imobilizada

A influéncia do pH e da temperatura do meio reacional na atividade de
transfrutosilacdo da FTase imobilizada foi estudada com base em um planejamento
experimental do tipo delineamento central composto rotacional (DCCR) 22, com trés
repeticdes no ponto central. Os ensaios foram conduzidos conforme Tépico 4.4.1 para
a obtencao das condicdes Otimas de reacdo. A matriz do planejamento experimental,
com as variaveis codificadas, reais e respostas obtidas para a atividade de

transfrutosilacao esta apresentada na Tabela 9:

Tabela 9 — Matriz do planejamento experimental e respostas

Variaveis codificadas (reais) Respostas
Ensaio Atividade de
Temperatura (°C) pH transfrutosilacdo (U.g™?)
1 -1 (43) -1 (4,8) 5,04
2 1 (57) -1 (4,8) 4,97
3 -1 (43) 1(6,2) 4,78
4 1 (57) 1(6,2) 5,27
5 -1,41 (40) 0 (5,5) 4,46
6 1,41 (60) 0 (5,5) 4,99
7 0 (50) -1,41 (4,5) 5,20
8 0 (50) 1,41 (6,5) 4,78
9 0 (50) 0 (5,5) 5,49
10 0 (50) 0 (5,5) 5,45
11 0 (50) 0 (5,5) 5,47

Fonte: do autor.

Apos a obtencio das respostas para o planejamento experimental, a analise
estatistica foi conduzida com o auxilio de ferramenta computacional, adotando um
nivel de significancia de 5 % (a = 0,05), e consequentemente um nivel de confianga
de 95 % (1 - a=0,95).

A analise estatistica para a atividade de transfrutosilacdo gerou a tabela de

efeitos que é exposta na Tabela 10.
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Tabela 10 — Efeitos, erro padrao e p-valor dos efeitos na atividade enzimatica

da FTase imobilizada (modelo completo)

Variaveis Efeito Erro Padréo p-valor

Média 5,469 0,089 >0,001
T (L)* 0,289 0,109 0,045
T (Q)** -0,667 0,130 0,004
pH (L) -0,138 0,109 0,260
pH (Q) -0,403 0,130 0,027
T x pH 0,282 0,154 0,125

Fonte: do autor.

® (L) - Linear

™ (Q) - Quadratico

O diagrama de Pareto atrelado a tabela de efeitos consta na Figura 5.

Figura 5 — Grafico de Pareto para os fatores pH e temperatura do meio
reacional na atividade enzimatica da FTase imobilizada

Temperatura (Q) . -5,13766
pH (Q) -3,10446
Temperatura (L) 2,65425
Temperatura (L) x pH (L) 1,838833
pH (L) -1,26886
p=,05

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Fonte: do autor.

A analise dos resultados contidos na Tabela 10 e no diagrama de Pareto da
Figura 5 indicaram que os efeitos estatisticamente significativos na variavel resposta

foram: temperatura quadratica [T (Q)]; temperatura linear [T (L)] e pH quadratico [pH
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(Q)], pois estes efeitos apresentaram p-valores inferiores a 0,05 (RODRIGUES;
IEMMA, 2009). Este resultado demonstra que o tanto o pH quanto a temperatura

influenciam significativamente na atividade de transfrutosilagao.

Com estes resultados foi possivel elaborar o modelo estatistico de segunda
ordem que relaciona a atividade de transfrutosilacdo em funcdo do pH e da

temperatura, representado pela Equacgao (25):

Ar = 5469+ 0,144 T —0,333 T2 —0,069 pH — 0,201 pH? + 0,141 T pH (25)

O ajuste das respostas experimentais ao modelo foi avaliado pelo coeficiente
de determinacgdo (R?) e pelo Teste F. De acordo com Rodrigues e lemma (2009), a
aplicacao do Teste F ao modelo gerado explica uma quantidade significativa de

variagdo nos dados experimentais.

O coeficiente de determinagéo (R?) obtido para o modelo completo, que leva
em consideracao tanto os parametros significativos (p-valor < 0,05) quanto os nao
significativos (p-valor > 0,05), foi de 0,89. Isto significa que o modelo gerado para a

atividade de transfrutosilacdo explica 89 % da variabilidade das respostas.

A Tabela 11 representa a anadlise de varidancia (ANOVA) dos resultados
obtidos (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 11 — Andlise de variancia dos fatores na atividade enzimatica da FTase

imobilizada
Fonte de variacao C_;raus de Soma dos Quagirgdos F calculado
liberdade quadrados meédios
Regressao 5 1,134 1,134 48,070
Residuos 5 0,118 0,024
Total corrigido 10 1,091

Fonte: do autor.
Fs:50,05 = 5,05

Fcalculado € Ftabelado podem ser obtidos através da Equacéao (26) e Equacéo (27),
respectivamente (RODRIGUES; IEMMA, 2009):

__Soma dos quadrados médios da regressao (26)

F =
calculado Soma dos quadrados médios dos residuos
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Fiabelado = Fvl;vl;a (27)

Em que vi e v2 sdo os graus de liberdade do modelo e dos residuos,
respectivamente e a o nivel de significancia.

O valor de F calculado foi mais de nove vezes maior que o valor de F tabelado
(Fs:505 = 5,05). A andlise de variancia com um menor valor de Ftabelado quando
comparado ao valor de Fcalculado, para nivel de significancia de 5 % validou o modelo
descrito pela Equacéo (25).

Uma alternativa interessante realizada para simplificar o modelo completo, com
amplo aval da literatura, consiste em excluir os parametros (coeficientes de regressao)
com pequena ou nenhuma influéncia sobre o resultado do ajuste final. O modelo
simplificado apresenta um menor numero de parametros e € denominado modelo
reparametrizado ou modelo reduzido (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

E importante frisar que ndo basta excluir os coeficientes n&o significativos e
manter os demais, os calculos devem ser refeitos (RODRIGUES; IEMMA, 2009).
Repetindo o procedimento de calculo foi possivel obter os novos parametros,

conforme descrito na Tabela 12 e o modelo reparametrizado (Equacao (28)):

Tabela 12 — Efeitos, erro padrao e p-valor dos efeitos na atividade enzimatica

da FTase imobilizada (modelo reparametrizado)

Variaveis Efeito Erro Padréo p-valor
Média 5,469 0,106 >0,001

T (°C) (Linear) 0,289 0,130 0,062

T (°C) (Quadrético) -0,667 0,155 0,004
pH (Quadratico) -0,403 0,155 0,036

Fonte: ao autor.

Ar =5469+ 0,144 T — 0,333 T2 — 0,201 pH?> (28)

Neste caso, em especifico, os parametros do modelo foram os mesmos, mas
isto ndo é uma regra geral (RODRIGUES; IEMMA, 2009). O modelo reparametrizado
apresentou coeficiente de determinacao (R?) de 0,78. Isto significa que o modelo
reduzido para a atividade de transfrutosilacdo explica 78 % da variabilidade das

respostas.
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Comparando os coeficientes de determinacdo do modelo completo (0,89) e
reparametrizado (0,78), houve uma queda expressiva na qualidade do ajuste, de cerca
de 11 %. Uma nova simulagdo computacional desprezando apenas o efeito pH (L) x
T (L) foi realizada, gerando um R? = 0,81. Desprezando apenas o efeito pH (L) o valor
de R? = 0,85. Notoriamente, pelo diagrama de Pareto, o efeito T (L) x pH (L) possui
uma influéncia maior na resposta quando comparado ao efeito pH (L), ainda que nao
seja estatisticamente significativa, o que justifica uma menor perda na qualidade do
ajuste quando este efeito é considerado na simulagdo computacional.

Esta analise demonstrou que a reparametrizagcdo do modelo, desconsiderando
os dois efeitos estatisticamente ndo significativos [pH (L) x T (L) e pH (L)] prejudica
consideravelmente a qualidade do ajuste e que a reparametrizacdo desconsiderando
apenas um dos efeitos nao significativos ndo tem grande relevancia para fins praticos,
uma vez que o modelo é reduzido em apenas um parametro e a qualidade do ajuste
€ afetada negativamente. Por conta disso optou-se por trabalhar com o modelo
completo para a construgcéo da superficie de resposta, curvas de contorno e obtencao

dos pontos onde a atividade de transfrutosilacdo da FTase é maxima.

A superficie de resposta e as curvas de contorno geradas para o modelo
completo seguem na Figura 6 e na Figura 7, respectivamente.

Figura 6 — Superficie de resposta da atividade enzimatica da FTase
imobilizada para os fatores temperatura e pH
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Fonte: do autor.
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Figura 7 — Curvas de contorno da atividade enzimatica da FTase
imobilizada para os fatores temperatura e pH
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Fonte: do autor.

A superficie de resposta permitiu delimitar as melhores condi¢gdes para a reagao
de transfrutosilagdo da FTase imobilizada no bagagco de cana-de-agucar, tendo os
valores maximos de atividade de transfrutosilagdo (> 5,4 U.g") sido obtidos na faixa
de temperatura entre 48 e 54 °C e pH entre 5,0 e 5,8. O valor maximo de atividade de
transfrutosilacéo, segundo o modelo completo e a superficie de resposta, foi de 5,49
obtido a temperatura de 51,37 °C e pH de 5,49.

Cunha et al. (2019) (FTase extracelular soluvel de A. oryzae IPT-301) e Faria
et al. (2021) (FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 imobilizada em silica-gel)
obtiveram as condi¢gdes 6timas para o meio reacional em temperatura de 50 °C e pH
de 5,5. Comparadas aos resultados obtidos por estes pesquisadores, pode se afirmar
as condig¢oes de reacgao (T e pH) obtidos neste trabalho sdo compativeis com o que ja
foi pesquisado sobre esta enzima tanto soluvel quanto imobilizada em silica-gel. Com
base nos resultados obtidos por Cunha et al. (2019) pode-se ainda afirmar que a
imobilizacdo da FTase no bagaco de cana-de-agucar nao produziu efeitos de

deslocamento nas faixas de pH na qual a enzima soluvel apresenta atividade maxima.
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5.3.2 Influéncia da concentracdo de substrato na atividade enzimética e

obtencado dos parametros cinéticos da FTase imobilizada

Os ensaios de reacao enzimatica foram conduzidos em conformidade com o

procedimento descrito no Topico 4.4.2. Os resultados estédo dispostos na Figura 8.

Figura 8 — Influéncia da concentracdo de sacarose na atividade de transfrutosilagéo
da FTase imobilizada em bagago de cana-de-agucar in natura. Condigbes
experimentais: concentragdo de substrato: 470 g L™'; temperatura: 50 °C;
velocidade de agitacao: 175 rpm; pH: 5,5. A maxima atividade enzimatica
(5,86 + 0,64 U.g™") foi definida como 100 % da atividade relativa
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Fonte: do autor.

Com base na Figura 8, é possivel afirmar que os maiores valores de atividade
enzimatica da FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada em bagacgo de cana-de-agucar
foram obtidos para concentragbes de sacarose compreendidas entre 300 e 600 g.L".
A menor atividade de transfrutosilagao foi observada com a concentracido de sacarose
de 200 g.L', sugerindo que nesta concentragdo a quantidade de substrato foi
insuficiente para que a reagao enzimatica ocorresse de forma satisfatoria (FARIA et

al., 2021). Hidaka, Hirayama e Sumi (1988) e Jung et al. (1989) relataram que para
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a FTase de Aspergillus niger a atividade de transfrutosilagdo € aumentada em
concentragdes de sacarose superiores a 500 g.L-'. A maxima atividade enzimatica foi
atingida com a concentragao de 600 g.L"'. Contudo, como boa parte dos ensaios de
caracterizagao enzimatica envolveu uma analise comparativa entre a enzima soluvel
e o derivado enzima-suporte, a concentragdo de 470 g.L"' (que promove a maxima
atividade de transfrutosilacdo para a FTase soluvel de A. oryzae IPT-301, segundo
Cunha et al. (2019) foi padronizada para todos os ensaios. A atividade de
transfrutosilacdo apresentou uma tendéncia geral de aumento com o aumento da
concentracido, tendo apresentado valores de atividade enzimatica préximos nas
concentragdes de 470 e 500 g.L-' e uma variagdo muito baixa (desvio padrao de

3,13 %) considerando a faixa de concentracgéo entre 300 e 600 g.L".

Faria et al. (2021), ao imobilizar FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 em
silica-gel reportou que a concentragédo 6tima para a maxima atividade enzimatica foi
observada em 470 g.L-!, em conformidade com o trabalho de Cunha et al. (2019) que
estudaram a mesma enzima, porém em sua forma soluvel. Segundo Faria et al. (2021),
estes resultados sugerem que que a imobilizagdo de FTase por adsorcdo em silica-
gel ndo modificou a concentragao ideal de substrato para maximizar a atividade
enzimatica. O mesmo nao pode ser dito para a FTase de A. oryzae IPT-301
imobilizada no bagago de cana-de-agucar. Apesar de pouca variagdo na atividade
enzimatica na faixa compreendida entre 300 e 600 g.L', foi observada uma
tendéncia geral de aumento na atividade de transfrutosilagdo com o aumento da
concentragéo de sacarose, sugerindo que a imobilizagao utilizando o bagago de cana-
de-agucar como suporte possibilitou o contorno do problema de inibicdo dos sitios
ativos pelo substrato, sugerido por Cunha et al. (2019) e Faria et al. (2021), a partir da
concentragéo de 470 g.L".

O fato de a inibicdo pelo substrato ndo ter sido observada no derivado
produzido utilizando o bagaco de cana-de-agucar e a FTase de A. oryzae IPT-301
pode estar atrelado ao favorecimento da atividade enzimatica devido a imobilizagéo.
Segundo Krajewska (2004) e Souza et al. (2017) a utilizagdo de enzimas soluveis

N e g s

uma das maneiras de contornar esta limitagéo é a utilizagdo da enzima imobilizada.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010), que imobilizaram FTase extracelular de

Rhodotorula p. por adsor¢gdo em um suporte de nidbio-grafite também relataram a
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inibigdo cinética causada pelo substrato acima de 500 g.L-".

A analise da cinética enzimatica da atividade de transfrutosilacdo da FTase
imobilizada em bagaco de cana-de-agucar foi realizada através de uma regressao nao
linear dos dados experimentais com base nos modelos cinéticos de Michaelis-Menten
e de Hill, com o auxilio de ferramenta computacional. Os ajustes constam na Figura 9
e Figura 10, respectivamente:

Figura 9 — Ajuste do modelo cinético de Michaelis-Menten para a FTase
imobilizada em bagaco de cana-de-agucar in natura
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Fonte: do autor.

Figura 10 — Ajuste do modelo cinético de Hill para a FTase imobilizada
em bagaco de cana-de-agucar in natura
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Com base nos graficos da Figura 8, da Figura 9 e da Figura 10 é possivel

afirmar que néao foi observada a inibicdo da enzima pelo substrato (FARIA et al., 2021).

Os parametros ajustados para cada um dos modelos cinéticos estao dispostos
na Tabela 13.

Tabela 13 — Parametros cinéticos estimados

Modelo cinético

Parametros Hill Michaelis-Menten
Vmax 6,073 + 0,456 6,508 + 0,156
Km - 72,505 + 10,513
K12 86,645 + 27,170 -
n 1,524 + 0,890 -
R2 0,93 0,94

Fonte: do autor.

Os coeficientes de determinacéo (R?) para ambos os modelos foram préximos
e acima de 0,93, o que significa que os modelos de Michaelis-Menten e de Hill
explicam 93 e 95 % das variacbes da atividade de transfrutosilacdo para a FTase
imobilizada em bagaco de cana-de-acUcar, respectivamente, promovendo um ajuste
satisfatorio dos dados experimentais.

De acordo com o modelo de Michaelis-Menten a concentracdo de substrato
na qual a atividade de transfrutosilacdo equivale a metade a atividade de
transfrutosilacdo maxima é de 72,50 g.L!, dada pelo parametro k,,. Para o modelo
de Hill, a concentracdo de substrato na qual a atividade de transfrutosilacao equivale
a metade a atividade de transfrutosilagdo maxima é de 86,64 g.L, dada pelo

parametro k;,. As maximas velocidades de reacdo para cada um dos modelos

constam na Tabela 13. A baixa Vmax pode estar relacionada as limitagbes de
transferéncia de massa ou obstrucdo dos poros da matriz do suporte pelas moléculas
de sacarose, o0 que limita a acdo dos sitios ativos sobre o substrato (CHIANG et al.,
1997).

O coeficiente de Hill obtido (n = 1,52) pode representar a presenca de mais de
um sitio ativo na enzima e uma cooperatividade positiva, indicando que a afinidade
dos sitios ativos da enzima com o0 substrato aumenta apds a reacdo da primeira
molécula de sacarose com um sitio ativo (FARIA et al., 2021; WEISS, 1997). Segundo
Ghazi et al. (2007), o modelo de Hill apresenta bons austes para os dados

provenientes de reag0es catalizadas por transferases.
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Cunha et al. (2019) ajustou satisfatoriamente o modelo de Michaelis-Menten da
FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 aos dados cinéticos, tendo obtido um
coeficiente de determinagéo superior a 99 %. Faria et al. (2021) obteve um coeficiente
de determinacdo de 96 % para o ajuste do modelo de Hill aos dados cinéticos da
FTase extracelular de A. oryzae IPT 301 imobilizada em silica-gel. Estes resultados
sugerem que a FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada no bagaco de cana-de-acucar
alterou parcialmente a cinética da reacdo de transfrutosilacdo da sacarose, assim
como observado por Faria et al. (2021) ao estudar a cinética do derivado FTase-silica-
gel. Para o derivado enzima suporte produzido neste trabalho, tanto o modelo cinético
de Michaelis-Menten quando o modo de Hill foram ajustados satisfatoriamente aos
dados cinéticos, enquanto a enzima soltvel, segundo Cunha et al. (2019), apresenta

cinética michaeliana.

5.4 ESTABILIDADE ENZIMATICA

5.4.1 Estabilidade frente ao pH de incubacé&o da FTase extracelular imobilizada

A estabilidade frente ao pH de incubagdo na atividade enzimatica da FTase
imobilizada foi avaliado conforme descrito no Topico 4.5. Os resultados obtidos estédo

dispostos na Figura 11.
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Figura 11 — Estabilidade enzimatica da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301
imobilizada em bagago de cana-de-agucar in natura apos 24 h de
incubacédo a 4 °C para diferentes valores de pH. A reagdo enzimatica
ocorreu em meio reacional constituido por solucdo de sacarose 47 %
(m.v'') em tampéo tris-acetato 0,2 mol.L"', com velocidade de agitagéo
de 190 rpm a 50 °C durante 60 min. A atividade maxima de
transfrutosilagdo do derivado enzima-suporte (6,07 + 0,28 U.g™") foi
definida como 100 % da atividade relativa
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Fonte: do autor.

Com base na Figura 11 foi possivel observar que a enzima imobilizada
apresentou atividades relativas superiores a 56 % na faixa de pH avaliada. A menor
atividade de transfrutosilacdo relativa ocorreu em pH 8,5, tendo sido equivalente a
56,50 % e a maior ocorreu em pH 4,5, tendo sido equivalente a 100 %.

A maior diferenga entre as atividades relativas numa faixa estreita (1 unidade)
de pH foi observada entre as amostras provenientes da incubacao em pH de 4,5 e de
5,5, tendo sido equivalente a cerca de 22 %. Entre os ensaios ap6s incubag¢ao em pH
de 5,5 e de 6,5 a queda foi de 11 %. Entre os ensaios apds incubagdao em pH de 6,5
e de 7,5 a queda foi de 6 % e de apenas 4 % entre os ensaios apds incubagao em pH
de 7,5 e de 8,5. Estes resultados apontaram que, conforme o pH de incubagao foi

aumentado, a FTase imobilizada no bagagco de cana-de-agucar apresentou uma
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retencdo de atividade enzimatica menor e que na faixa de pH acima de 6,5 a
diminuicao da atividade enzimatica retida € menos acentuada que na faixa de pH que
vai de 4,5 a 6,5.

Isto demonstra que a FTase apresenta maior estabilidade na faixa acida de pH,
tomando como parémetro a atividade enzimatica retida. Contudo apresenta um
comportamento parecido, com baixas perdas na retencdo de atividade, apos
incubacdo em faixas de pH basicas. As enzimas possuem grupos iénicos em seus
sitios ativos que devem estar em uma forma adequada para serem funcionais e as
variagoes de pH do meio em que sé&o inseridas resultam em mudangas na forma idnica
do sitio ativo, o que afeta diretamente a atividade enzimética (SHULER; KARGI, 2002;
SOUZA et al., 2017). O pH de incubacdo de 4,5 pode ter afetado positivamente a
estrutura ibnica dos sitios ativos da FTase imobilizada no bagaco de cana-de-acucar
e, por consequéncia, ter favorecido a atividade enzimatica. Este favorecimento pode
ter sido menor com o aumento do pH e, por consequéncia, ter afetado negativamente
atividade enzimatica do derivado enzima-suporte. Este resultado pode vir a ser uma
ferramenta Gtil no que diz respeito as melhores condicbes de armazenamento do

derivado enzima-suporte para preservacao da atividade enzimatica.

Os valores de atividade relativa obtidos (acima de 56,50 %) sugerem uma boa
estabilidade da FTase imobilizada no bagaco de cana-de-agucar in natura na faixa de
pH de incubagao que vai de 4,5 a 8,5, levando-se em consideragao o fato de que
enzimas estaveis em uma ampla faixa de pH tém como principal vantagem a reducéao
de custos com armazenamento e sdo promissoras para a aplicagao industrial (XU et
al., 2015).

Cunha et al. (2019) e Faria et al. (2021) obtiveram para a FTase extracelular
soluvel de A. oryzae IPT-301, nos pHs de 4,5, 55 e de 6,5 atividades de
transfrutosilacéo relativas menores que as apresentadas nos graficos da Figura 11,
0 que demonstra que a imobilizagado da FTase em bagaco de cana-de-agucar foi capaz
de aumentar a estabilidade da enzima frente as variagdes de pH. Este resultado era
esperado uma vez que com a imobilizagdo as enzimas tornam-se mais robustas e
mais resistentes a mudancas do ambiente reacional, incluindo influéncias do pH
(SOUZA et al., 2017). A imobilizagdo proporciona protecdo dos grupos idnicos dos
sitios ativos da enzima sobre os efeitos do pH (BRADY; JORDAAN, 2009).

Faria et al. (2021) também identificou melhoria na estabilidade da FTase
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extracelular imobilizada em silica-gel comparada com a FTase extracelular soluvel de
Aspergillus oryzae IPT-301, frente as variagdes de pH. Os pesquisadores identificaram
que a incubacgédo do derivado enzima-suporte no pH de 4,5 foi a que mais afetou
negativamente a atividade enzimatica. Com base neste resultado € importante apontar
que a imobilizagado da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 em bagago de cana-
de-agucar foi capaz de produzir um biocatalisador heterogéneo mais resistente ao pH

de 4,5 do que o obtido por estes pesquisadores.

A maior contribuicdo para um bom desempenho do derivado enzima-suporte é
dada pelo suporte e apesar de existirem diversos materiais que podem ser aplicados
na imobilizacdo enzimatica, cada um deles apresenta caracteristicas peculiares no
que diz respeito a origem (organica ou inorganica), area superficial, permeabilidade,
estabilidade quimica e mecanica, morfologia e composicao, natureza hidrofilica ou
hidrofébica, dentre outras. Como consequéncia, a partir de uma mesma enzima
derivados enzima-suporte com caracteristicas distintas podem ser produzidos
(SOUZA et al., 2017), assim como relatado para o derivado FTase-silica e FTase-

bagaco de cana-de-acucar.

Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010), ao imobilizarem FTase de Rhodotorula sp.
por adsor¢cao em minério de nidbio identificaram que o derivado enzima-suporte
apresentou elevada atividade enzimatica, consequentemente boa estabilidade, em
valores de pH de 4,5 e 6,0. Onderkova, Bryjak e Polakovi¢ (2007), ao imobilizarem
FTase de Aureobasidium pullulans CCY 27-1-94 em um suporte acrilico, também
identificaram uma elevada atividade enzimatica apds incubarem o derivado enzima-

suporte em solugdes com valores de pH de entre 3 e 6.

5.4.2 Estabilidade térmica da FTase extracelular imobilizada

A estabilidade térmica da FTase extracelular soluvel e imobilizada em bagago
de cana-de-agucar in natura foi avaliada conforme Toépico 4.5.2. Os dados
experimentais obtidos e o ajuste das curvas de desativagao térmica realizados com
base no modelo de Sadana e Henley (Equagéao (12)) para cada uma das temperaturas,
para a FTase soluvel e imobilizada constam na Figura 12 e na Figura 13,

respectivamente.
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Figura 12 — Perfil de estabilidade térmica da FTase extracelular soluvel de A. oryzae
IPT-301 ao decorrer de 24 horas de incubacdo para diferentes
temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C). A reagao enzimatica ocorreu
em meio reacional constituido por solugdo de sacarose 47 % (m.v'') em
tampao tris-acetato (pH 5,5) 0,2 mol.L-', com velocidade de agitagdo de
190 rpm a 50 °C durante 60 min. A atividade maxima de transfrutosilagédo
(9,29 £ 0,99 U.mL™") foi definida como 100 % da atividade relativa
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Figura 13 — Perfil de estabilidade térmica da FTase extracelular de A. oryzae IPT-301
imobilizada em bagaco de cana-de-agucar in natura ao decorrer de 24
horas de incubagao para diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e
60 °C). A reacdo enzimatica ocorreu em meio reacional constituido por
solugdo de sacarose 47 % (m.v'') em tampao tris-acetato (pH 5,5) 0,2
mol.L-', com velocidade de agitagdo de 190 rpm a 50 °C durante 60 min.
A atividade maxima de transfrutosilagdo (5,74 + 0,02 U.g") foi definida
como 100 % da atividade relativa
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Fonte: do autor.

A FTase imobilizada apresentou retencdo da atividade de transfrutosilagcao
maior do que a da FTase soluvel para todas as temperaturas avaliadas, ao final das
24 h de incubacdo. A maior retencado de atividade de transfrutosilagao foi observada
para enzimas incubadas a 30 °C. Sob esta temperatura a FTase imobilizada
apresentou atividade residual de em torno de 47 % apo6s 24 h de incubagao, enquanto
a FTase soluvel apresentou atividade enzimatica residual equivalente a cerca de 14 %,
no mesmo periodo de incubagdo. Ao término do periodo incubagdo, a enzima
imobilizada apresentou retengdes de atividade da ordem de 40 %, 37 % e 28 % a

40 °C, 50 °C e 60 °C, respectivamente, enquanto a FTase soluvel apresentou, para
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estas mesmas temperaturas, atividades enzimaticas residuais entre 13 e 16 %. Os
resultados obtidos sdo de grande importancia, especialmente a temperatura de 50 °C,
que é a temperatura na qual os ensaios de reagcao enzimatica foram conduzidos, pois
€ notdrio que a imobilizagao foi capaz de aumentar a estabilidade térmica da enzima.
Faria et al. (2021) obtiveram um comportamento similar para a FTase de A. oryzae
IPT-301 imobilizada em silica-gel, também tendo apontado que a imobilizagéo
enzimatica proporcionou um ganho na retencao de atividade quando comparada a
enzima soluvel. Oliveira et al. (2020), que imobilizaram por ligacdo covalente uma
preparacao enzimatica (Pectinex Ultra SP-L) em quitosana, demonstraram que, na
faixa de temperatura de 40 a 60 °C, as enzimas imobilizadas foram capazes de reter
entre 74,5 e 85,2 % da atividade enzimatica apdés 3 h de incubagao, tendo esta
retencao sido superior a observada para as enzimas em sua forma soluvel. Onderkova,
Bryjak e Polakovi¢ (2007) imobilizagao FTase de Aureobasidium pullulans CCY 27-1-
94 em um carreador acrilico, tendo observado para o derivado enzima-suporte
formado uma retencao da atividade de transfrutosilagéo proxima a 100% apds 1 hora

de incubacgao sob temperaturas entre 20 e 50 °C.

Os parametros ajustados por meio da regressdo nao linear do modelo de
Sadana e Henley (Equagéo (12)), realizada com o auxilio de ferramenta

computacional constam na Tabela 14.

Tabela 14 — Parametros do modelo de Sadana e Henley ajustados para a FTase

soluvel (S) e imobilizada (1)

Temperatura (°C)

Parametro 30 40 50 60
a 0,472 £0,0071 0,404 +0,0084 0,371 +0,0081 0,297 + 0,039
I Kd 0,231 +£0,0077 0,235 +0,0081 0,272 +0,0086 0,412 + 0,060
R2 0,99 0,98 0,98 0,97
a 0,130+0,019 0,173+0,023 0,189 +0,037 0,128 +0,015
S Kd 0,234+0,012 0,356 +0,025 0,450+ 0,055 0,483 +0,023
R2 0,99 0,99 0,98 0,99

Fonte: do autor.

O perfil das curvas de desativagao térmica da Figura 12 e da Figura 13, os
coeficientes de determinagdo (R?) da Tabela 14 e os baixos desvios para os
parametros ajustados, indicam que o modelo de Sadana e Henley apresentou um

ajuste satisfatorio aos dados experimentais.



75

O aumento da temperatura, tanto para a FTase soluvel quando imobilizada,
acarretou um aumento na constante de desnaturacao térmica. As reagdes enzimaticas
podem ser divididas em duas etapas, sendo a primeira conhecida como “ativagao por
temperatura® e a segunda conhecida como “inativagdo por temperatura” ou
“‘desnaturacdo térmica”. A desnaturagdo da enzima pela temperatura é
consideravelmente mais alta que a ativagdo térmica, pois a energia de ativagao
térmica é menor que a energia de desnaturacao térmica. Um aumento na temperatura
favorece tanto a ativagao quanto a desnaturagao, contudo favorece de maneira mais
acentuada a ultima. Por conta disso, de acordo com a equacgao de Arrhenius, quao
maior a temperatura, maior a constante de desativagao térmica (k,;) da enzima
(SHULER; KARGI, 2002).

O parametro a da equacao de Sadana e Henley (1987) representa a razao
entre a atividade especifica do estado final e a inicial da enzima e descreve o nivel de
estabilizagdo da atividade enzimatica. Este modelo considera uma atividade
especifica diferente de zero no estado final da enzima e como o estado final da FTase
ap6s 24 h de incubagdo tem alguma atividade residual, a cinética classica de
inativagdo de primeira ordem nao se ajusta (SADANA; HENLEY, 1987). Desta forma
foi possivel notar pelos valores de a e pelos graficos da Figura 12 e da Figura 13,
tanto para a FTase soluvel quando imobilizada, que ao término das 24 h de
imobilizacdo ainda havia atividade enzimatica residual e que a atividade residual da
FTase imobilizada no bagago de cana-de-agucar foi maior que a atividade residual
encontrada para a FTase soluvel, em suas respectivas temperaturas.

Com os valores obtidos para as contantes de desnaturagao térmica foi possivel
realizar a regressédo nao linear do modelo de Arrhenius tanto para a FTase soluvel
(Figura 14) quanto para a FTase imobilizada (Figura 15). Os ajustes encontram-se

abaixo:
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Figura 14 — Ajuste do modelo de Arrhenius para obtencdo dos parametros
termodinamicos da FTase soluvel
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Figura 15 — Ajuste do modelo de Arrhenius para obtencdo dos parametros
termodinamicos da FTase imobilizada no bagago de cana-de-
acgucar in natura
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Os coeficientes de determinagéo (R?) obtidos para a regressdo no linear do
modelo de Arrhenius para a FTase soluvel e imobilizada foram de 0,86 e 0,82,

respectivamente, demonstrando um ajuste satisfatério do modelo.

Os parametros ajustados foram utilizados na construgdo dos modelos de

desativacéo térmica da FTase soluvel e imobilizada, conforme Equacgdes (29) e (30):

(kd)FTase soluvel = 326188 X e(_17915/RT) (29)

—18668
(kd)FTase imobilizada = 325,92 X 107 x e( /RT) (30)

Finalmente, com as constantes de desativacao térmica (Tabela 14) e energias
de desativagao térmica obtidas por meio regressao nao linear do modelo de Arrhenius,
foi possivel obter para a FTase soluvel e imobilizada: tempo de meia vida (t, ,), fator
de estabilidade (FE) e as variagdes de entalpia (AHp), da energia de Gibbs (AGp) e
da entropia (ASp) de ativagao para a desnaturagao térmica enzimatica. Os valores

sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Paréametros termodinamicos para a FTase soluvel (S) e imobilizada (1)

Temperatura (°C)
30 40 50 60
Parametro (S) () (S) () (S) () (S) 0]
Ka (h-1) 0,234 0,231 0,35 0,235 0450 0,272 0,483 0,412
ti2 (h) 3,657 12,708 2,603 7,763 2,129 5,818 1,764 3,005

FE 3,475 2,983 2,733 1,703
(kJ'anol_l) 17,915 18,667 17,915 18,667 17,915 18,667 17,915 18,667
(kJAr:|8|-l) 15,395 16,147 15,311 16,063 15,228 15,980 15,145 15,897
(kJArﬁgl'l) 77,949 77,978 79,507 80,589 81,502 82,853 83,915 84,353

ASp 0,206 -0,204 -0,206 -0,205 -0,207 -0,205 -0,206 -0,20
(kJ.molt.K1) e - -0,205 -0, -0,205 -0, -0,205

Fonte: do autor.

Com base nos valores dos parametros da Tabela 15 foi observado que o tempo
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de meia vida (t,,,) foi maior para a FTase imobilizada, quando comparada com a
FTase soluvel, em todas as temperaturas. O tempo de meia vida € aquele no qual a
enzima perde 50 % da sua atividade inicial sob uma determinada temperatura e
quanto maior o tempo de meia vida, maior a resisténcia da enzima a inativagao térmica,
pois o0 biocatalisador pode suportar uma determinada temperatura por mais tempo
(SOUZA et al., 2015). O tempo de meia vida € um parametro importante no que diz
respeito a aplicagdo da enzima em um bioprocesso, pois quanto maior a meia vida da
enzima, maior a termoestabilidade e, consequentemente, o ganho econdmico
(SOUZA et al., 2015). Devido a imobilizacdo enzimatica, o aumento foi significativo
para todas as temperaturas estudadas, tendo o tempo de meia vida aumentado em
mais de 9 h na temperatura de 30 ° C.

A tendéncia do tempo de meia vida, tanto para FTase imobilizada quanto para
a soluvel foi de decaimento com o aumento da temperatura, levando a desnaturagcao
irreversivel no biocatalisador (FARIA et al., 2021). O decaimento deste parametro foi
claramente mais acentuado para o tempo de meia vida da enzima imobilizada quando
comparada com a enzima soluvel. Esta tendéncia indicou que a desnaturagcédo da
FTase extracelular ocorre mais rapidamente com o aumento da temperatura e € mais
acentuada para a enzima imobilizada quando comparada a enzima soluvel.

Uma analise mais aprofundada da estabilidade térmica enzimatica deve levar
em consideragdao um fator que correlacione os tempos de meia vida da enzima
imobilizada e soluvel que é o fator de estabilidade (FE) (SOUZA et al., 2015). Com
base neste fator, é possivel afirmar que a FTase imobilizada apresentou estabilidade
de 3,47, 2,98, 2,73 e 1,70 vezes maior do que a estabilidade da enzima soluvel em
relagao as temperaturas de 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 ° C, respectivamente. Faria et al.
(2021), ao imobilizarem FTase de A. oryzae IPT-301 em silica-gel obtiveram o maximo
fator de estabilidade de 2,5, para a temperatura de 30 °C. Desta forma, é possivel
afirmar que a imobilizagcdo desta mesma enzima em bagaco de cana-de-agucar
produziu um derivado enzima-suporte com maior termoestabilidade comparado ao
derivado FTase-silica-gel. Aguiar-Oliveira e Maugeri (2011) imobilizaram FTase
extracelular de Rhodotorula sp. em minério de e obtiveram um fator de estabilidade
equivalente a 4 na temperatura de 50 °C, tendo comprovado o aumento da

termoestabilidade da enzima devido a imobilizagao.

A energia de ativacado de desnaturagao térmica (Ep) € a quantidade minima de
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energia que deve ser fornecida a enzima para que sejam desnaturadas
irreversivelmente. Desta forma, quao maior a energia de ativagdo de desnaturagao
térmica, maior a termoestabilidade enzimatica (SAQIB et al., 2010). A imobilizagao
proporcionou um aumento de 17,915 kj.mol' (FTase soltvel) para 18,667 kj.mol"
(FTase imobilizada) na energia de ativagdo de desnaturag&o térmica. Isto evidencia a
melhoria da termoestabilidade da enzima imobilizada, pois para que a proteina seja
desnaturada, sera requerida uma quantidade de energia térmica maior (FARIA et al.,
2021).

A analise dos parametros termodinamicos obtidos também indicou a melhoria
na termoestabilidade da enzima devida a imobilizacdo. A E, esta diretamente
relacionado a entalpia para a ativagao da desnaturacédo (AHp), que € um parametro
termodinamico associado a quantidade total de energia necessaria para desnaturar a
enzima (SOUZA et al., 2015). Para todas as temperaturas avaliadas, a variacdo da
entalpia de ativagcéo para a desnaturagao térmica (AHp) apresentou valores maiores
para a FTase extracelular imobilizada quando comparados com os valores obtidos
para a enzima soluvel. Valores mais altos para a variagao da entalpia de ativacéo para
a desnaturagao térmica (AHp) também sugerem um aumento na termoestabilidade
enzimatica (GARCIA et al., 2021; SAQIB et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

A desnaturacao térmica da enzima também depende a entropia de ativagao de
desnaturacdo (ASp), que expressa a quantidade de energia por unidade de
temperatura envolvida na transi¢gao do estado ativo para o estado inativo (SAQIB et
al., 2010; SOUZA et al., 2015). Os valores de AS, para a FTase extracelular livre e
imobilizada apresentaram resultados negativos em todas as temperaturas avaliadas.
Isto demonstra uma reducdo do grau de aleatoriedade da estrutura da enzima
ocasionada pela desnaturagao (FARIA et al., 2021; GARCIA et al., 2021; RASHID;
SIDDIQUI, 1998). O aumento da temperatura pode enfraquecer as interagdes polares
das enzimas e fortalecer suas interagdes hidrofébicas. Tal fato pode explicar os
valores negativos para AS), visto que a resisténcia da enzima ao desdobramento por
causa de interagdes hidrofdbicas mais fortes supera a tendéncia de a enzima se
desintegrar devido a interacdes polares enfraquecidas em altas temperaturas
(SIDDIQUI et al., 1997).

Entre os parametros termodindmicos associados a desnaturacao térmica

enzimatica a energia livre de Gibbs (AGp) é o parametro mais preciso e confiavel para
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avaliar a avaliacdo da estabilidade térmica, por considerar simultaneamente as
contribuigdes entalpica e entrépica (SOUZA et al., 2015). Segundo Damodaran (2005),
maiores valores de energia de Gibbs (AGp,) sao indicativos de uma maior
termoestabilidade enzimatica, proporcionando um aumento na resisténcia da enzima
a desnaturagao térmica. Os valores de AG, positivos obtidos indicam que, no
equilibrio, a concentragdo da enzima no estado ativo € maior que no estado
desnaturado e, portanto, o processo nao € espontaneo durante a transigao de estado
(FARIA et al., 2021).

Faria et al. (2021) avaliaram a estabilidade térmica do derivado enzima-suporte
produzido imobilizando FTase de A. oryzae IPT-301 em silica-gel e também obtiveram
resultados satisfatérios, tendo identificado um aumento na termoestabilidade da
enzima imobilizada quando comparada a enzima soluvel, avaliando os mesmos

parametros que foram apresentados nos paragrafos anteriores.

5.4.3 Estabilidade operacional e avaliacdo do reuso da FTase imobilizada

Os ensaios de estabilidade operacional foram executados para a avaliacao do
potencial de reutilizacdo do derivado enzima-suporte. O procedimento foi executado
de acordo com o exposto no Topico 4 até o sexto ciclo batelada consecutivo e os

resultados estéo dispostos na Figura 16.
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Figura 16 — Estabilidade operacional da FTase de A. oryzae IPT-301 imobilizada em
bagaco de cana-de-agucar in natura avaliada durante ciclos reacionais
consecutivos em batelada. A reacdo enzimatica ocorreu em meio
reacional constituido por solugdo de sacarose 47 % (m.v'') em tampao
tris-acetato 0,2 mol.L™! (pH 5,5), com velocidade de agitagdo de 190 rpm
a 50 °C durante 60 min. A atividade maxima de transfrutosilagéo (7,33
0,74 U g") foi definida como 100 % da atividade relativa
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Fonte: do autor.

A analise do grafico da Figura 16 indicou que nos dois primeiros ciclos de
reacdo a atividade enzimatica foi proxima aos 100 %, apresentando queda no terceiro
(80 %) e quarto (54 %) ciclos, tendo mantido uma tendéncia de estabilidade no quinto
(37 %) e sexto ciclo (36 %).

Alguns fatores podem explicar a queda na atividade enzimética, como por
exemplo a possibilidade de as filtragfes a vacuo sucessivas poderem ter ocasionado
arraste da enzima e a perda de massa de derivado enzima-suporte durante as
transferéncias ocorridas do meio de filtracdo para o meio reacional (FARIA et al., 2021;
SUGAHARA; VAREA, 2014).

Os resultados obtidos evidenciam que nos dois primeiros ciclos operacionais
consecutivos a FTase imobilizada em bagaco de cana-de-agucar in natura pode ser
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utilizada sem perdas na atividade e que até o sexto ciclo sua utilizacdo ocorrera com
menor atividade enzimatica, apresentando quedas gradativas apos cada ciclo
reacional. Para o quinto e sexto ciclo o derivado retém 37 e 36 % da atividade
enzimatica, respectivamente. Isso € um bom indicativo, visto que a enzima soluvel
pode ser utilizada uma unica vez no processo e sua produg¢ao envolve varios custos
(SOUZA et al., 2017). O derivado enzima-suporte produzido é capaz de reter atividade
enzimatica por 6 ciclos batelada consecutivos ao passo que a enzima soluvel retém
apenas 45 % da atividade inicial decorridas 9 horas, conforme reportado por Silva et
al. (2021).

A maior queda de atividade observada apés o segundo ciclo operacional sugere
que enzimas adsorvidas na superficie externa do suporte podem ter sido inicialmente
removidas, enquanto enzimas adsorvidas no interior da matriz porosa permaneceram
aderidas (FARIA et al., 2021). Entre os ciclos operacionais 5 e 6 nao foi observada
uma queda expressiva na atividade enzimatica relativa. Uma vez que varias
interacdes, como interacdes hidrofdbicas, forcas de Van der Waals, ligacbes de
hidrogénio, ligagdes idnicas, podem simultaneamente possibilitar a adsorcdo da
enzima na superficie do suporte (SOUZA et al., 2017), a estabilizacdo da atividade
enzimatica relativa pode estar associada a dessorcdo da enzima imobilizada por
interagdes mais fracas, ocorrida entre os ciclos iniciais (de 1 a 4) e nos ultimos ciclos
(5 e 6) a atividade remanescente ser devida as enzimas que foram imobilizadas por
interacdes mais fortes.

A imobilizacdo é um etapa fundamental para a utilizacdo de enzimas em
processos continuos (CANILHA; CARVALHO, 2006; SOUZA et al.,, 2017). A
possibilidade de reuso do biocatalisador implica em uma vantagem econdmica, pois
mesmo com quedas no potencial catalitico, a reutilizagcdo promove economia de
recursos como tempo e insumos para o preparo de uma nova batelada de
biocatalisador, culminando com uma reducéo de custos e se transformando em um
atrativo para bioprocessos industriais (FARIA et al., 2021; SOUZA et al., 2017).

Faria et al. (2021) imobilizaram FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 em
silica-gel, obtendo um perfil de estabilidade operacional similar ao apresentado na
Figura 16. Os pesquisadores reportaram uma atividade de transfrutosilagéo relativa
proxima aos 100 % nos dois primeiros ciclos reacionais e de cerca de 45 % nos 3
ciclos de reacdo seguintes, tendo finalizado o sexto e ultimo ciclo com uma atividade

remanescente equivalente a 33 %. Oliveira et al. (2020) imobilizaram por ligagao
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covalente uma preparacdo enzimatica (Pectinex Ultra SP-L) em quitosana, tendo
reportado que o derivado enzima-suporte apresentou boa estabilidade operacional,
sendo capaz de reter apos o terceiro ciclo operacional 73,9 % da atividade de

transfrutosilacéo inicial.
5.4.4 Estabilidade de armazenamento da FTase imobilizada

O ensaio de estabilidade de armazenamento foi realizado conforme
procedimento descrito no Toépico 4.5.4 e os resultados obtidos estdo dispostos na

Figura 17.

Figura 17 — Estabilidade de armazenamento da FTase de A. oryzae IPT-301
imobilizada em bagago de cana-de-agucar in natura. A reagao
enzimatica ocorreu em meio reacional constituido por solugdo de
sacarose 47 % (m.v'') em tampao tris-acetato 0,2 mol.L"" (pH 5,5), com
velocidade de agitacdo de 190 rpm a 50 °C durante 60 min. A atividade
maxima de transfrutosilagdo para o derivado enzima-suporte (4,62 +
0,51 U g") foi definida como 100 % da atividade relativa
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Fonte: do autor.

Os 5 primeiros dias de armazenamento do derivado enzima-suporte nao

influenciaram fortemente a atividade enzimatica do biocatalisador. Os ensaios de
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atividade conduzidos resultaram em atividades de transfrutosilagdo préximas a 100 %,
estando entre 96,1 % (5 dias de armazenamento) e 100 % da atividade inicial (3 dias

de armazenamento).

Com o aumento dos intervalos de tempo entre os ensaios de reagao foi
observada uma queda mais acentuada na atividade enzimatica da FTase imobilizada.
Apods 10 e 15 dias de imobilizagao, foram obtidas atividades de transfrutosilagéo iguais
a 87 % e 74 % da atividade inicial, respectivamente. Apds 30 dias de armazenamento,

o derivado enzima-suporte reteve apenas 17 % da atividade inicial.

A estabilidade de armazenamento mostrou-se elevada para os 15 primeiros
dias avaliados. O derivado enzima-suporte apresentou atividades relativas proximas
a 100 % nos 5 primeiros dias de armazenamento e retengcdo de mais de 70 % da
atividade enzimatica inicial até com 15 dias de armazenamento. Decorridos 30 dias
foi observada uma perda significativa da atividade enzimatica do derivado enzima-
suporte, tornando menos atrativa a sua utilizacdo em um bioprocessos para a

producao de FOS.

De acordo com Silva et al. (2021), a FTase soluvel de A. oryzae IPT-301
apresenta apenas 45,6 % da sua atividade inicial apés 9 h de armazenamento. Neste
aspecto, é possivel afirmar que a imobilizagdo desta mesma enzima no bagacgo de

cana-de-acucar aumentou substancialmente a estabilidade de armazenamento.

Oliveira et al. (2020) imobilizaram por ligacdo covalente uma preparagao
enzimatica (Pectinex Ultra SP-L) em quitosana, tendo obtido uma retengdo de
atividade de transfrutosilagcao equivalente a 80,7 % apds 45 dias de armazenamento
a 4 ° C. Platkova et al. (2006) imobilizaram FTase extracelular de Aureobasidium
pullulans em diversos suportes tendo obtido para os derivados produzidos
imobilizando a enzima em Dowex Marathon MSA e Amberlite IRA 900 atividades
enzimaticas da ordem de 95 e 99 % da atividade inicial, respectivamente, apds 30 dias

de armazenamento.
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6 CONCLUSOES

Particulas de bagaco cana-de-agucar, com granulometria entre 425 uym e 600
pm, foram avaliadas como suporte para imobilizacdo da FTase extracelular de

Aspergillus oryzae IPT-301.

As particulas de bagago cana-de-agucar na granulometria especificada
apresentaram area superficial especifica BET de 1,31 m2.g~',volume médio de poros
entre 17 A e 3000 A de 431%x10° cm®.g™ e didametro médio de poros de 20,408 A.

Os ensaios de imobilizagédo (35 °C, 175 rpm, pH = 5,5, 8 h) indicaram que a
FTase extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 foi imobilizada no bagago de cana-
de-agucar tendo apresentando um rendimento de imobilizagdo médio de 46,61 % e

atividade recuperada de 11,20 %.

O estudo cinético da enzimatico realizado apontou que tanto o modelo
michaeliano quando o modelo de Hill explicam bem a cinética enzimatica do derivado
enzima--suporte produzido, tendo as maiores taxas de reagao sido atingidas com a

concentragéo de sacarose de 600 g.L-".

Quanto a estabilidade frente ao pH, apds incubacao por 24 h, a imobilizagao
aumentou a faixa de estabilidade da FTase, quando comparada com a literatura,
permanecendo com atividades relativas superiores a 56,5 % em toda a faixa de pH

investigada.

A termoestabilidade da FTase também aumentou com o processo de
imobilizacdo, de modo que o tempo de meia vida da enzima foi maior em até 3,47
vezes para o estudo de estabilidade térmica a temperatura de 30 °C., o que significa

um ganho de tempo de meia vida equivalente a 9 h.

A avaliagao da estabilidade operacional do derivado enzima-suporte produzido
indicou a viabilidade de reutilizacdo da FTase imobilizada, sem perda significativa da
atividade de transfrutosilagao, por até dois ciclos. No terceiro ciclo a perda obtida foi
de cerca de 20 % com relacao aos ciclos iniciais tendo a atividade relativa no sexto e
ultimo ciclo atingido o valor de 36 % da atividade de transfrutosilagao relativa. Este
resultado torna o derivado enzima-suporte produzido atrativo, uma vez que a

imobilizac&o possibilita a reutilizagdo da enzima.



86

O derivado enzima-suporte produzido apresentou alta estabilidade de
armazenamento por até 5 dias (atividades de transfrutosilagédo relativas proximas a
100 % da atividade inicial) e estabilidade de armazenamento consideravel por até 15
dias (atividades de transfrutosilacao relativas entre 74 e 87 % da atividade inicial),
tendo apresentado no trigésimo dia de armazenamento uma atividade de

transfrutosilagéo relativa de 17 % da atividade de transfrutosilagéo inicial.

Por meio de um planejamento experimental do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR), foram determinadas as melhores condi¢des de reagao para
a enzima imobilizada, sendo 51,37 °C e pH de 5,49. Estes valores para as variaveis
independentes sdo os que geraram a melhor resposta para a atividade de

transfrutosilacdo do derivado enzima-suporte produzido.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) indicou

a imobilizagado da FTase extracelular no bagaco de cana-de-agucar.

Neste sentido, foi possivel concluir que por meio da imobilizagdo da FTase
extracelular de Aspergillus oryzae IPT-301 utilizando em bagago de cana-de-agucar
como suporte foi possivel produzir um derivado enzima-suporte ativo e estavel das
condicbes de processo adotadas. Os ensaios de caracterizacdo enzimatica
apresentaram resultados que justificam a implementag¢ao do derivado enzima-suporte
desenvolvido para ser aplicado em reatores com diferentes configuragdes. Este
trabalho viabilizou a transformacao de um residuo agroindustrial de baixo custo em

um derivado enzima-suporte potencial e com maior valor agregado.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Funcionalizar o bagago de cana-de-agucar para investigacéo do efeito do pré-
tratamento na atividade recuperada, parametros de imobilizacido e estabilidade

enzimatica.
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APENDICE A - Curva de calibrac&o para o método DNS

O grafico da Figura 18 apresenta a curva de calibragdo utilizada para a

determinacao de agucares redutores pelo método DNS.

Figura 18 — Curva de calibragdo para o método DNS
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Fonte: do autor.

Os coeficientes da regressao linear acima foram ajustados com o auxilio do

software Excel®.
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APENDICE B - Metodologia de calculo do fator (f) GOD-PAP®

O calculo da concentragdo de glicose descrito no Topico 4.6.3 depende do fator
f. A Tabela 16 exemplifica a determinagéo do valor de f para um dos kits de reagentes

utilizado.

Tabela 16 — Obtencéo do fator do método GOD-PAP® (f) para o célculo da

concentracéo de glicose

AMOSTRA ABSORVANCIA
P1* 0,326
p2* 0,297
pP3* 0,437
MEDIA 0,353
f (g/L) 2,830
f (mmol/L) 15709,655

Fonte: do autor.
* P1, P2, P3 = absorvancias da solugdo padrdo do kit GOD-PAP®

Para cada novo kit enzimatico GOD-PAP®, um novo fator f foi obtido,

conforme procedimento descrito no Tépico 4.6.3.



