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RESUMO

Inulinases sdo enzimas envolvidas na hidrolise de inulina, sendo divididas em endo e
exoinulinases. A imobilizacdo enzimatica é uma alternativa viavel, uma vez que € possivel a
sua recuperacdo e reuso por ciclos sucessivos. Diante disso, este trabalho objetivou
desenvolver um processo de hidrolise de inulina a partir da inulinase de Aspergillus terreus
URM4658 imobilizada em alginato de calcio. As inulinases foram produzidas por FES
utilizando farelo de trigo como substrato. As enzimas foram imobilizadas em particulas de
alginato de calcio, utilizando uma mistura de solucdo enzimatica e alginato de sodio que
foram gotejadas em solucdo de cloreto de célcio, sob constante agitacdo, para formacgédo das
particulas. Para tanto, foi realizado um planejamento fatorial completo (2%), variando as
concentracfes de cloreto de célcio, alginato e tempo de cura, na finalidade de se obter a
melhor condicdo para o maior rendimento de imobilizacdo. O maior rendimento foi
visualizado nas condicBes de maior concentracdo de cloreto de célcio (0,35M), menor
percentagem de alginato de sddio (1,25%) e maior tempo de cura (90min), apresentando um
rendimento de 92,72% de atividade. A enzima foi caracterizada bioquimicamente e avaliada
em relacdo aos seus parametros cinéticos. A inulinase imobilizada em alginato de célcio na
melhor condicdo de rendimento, apresentou uma temperatura étima de 60°C e um pH 6timo
de 7,0. Em relacdo aos parametros cinéticos, a enzima exibiu um Km de 10,70 mM, Vmax de
10,24 mM min?t e ke de 1,47 minl. Foram avaliadas as condi¢des do biocatalisador
imobilizado em 10 ciclos de reuso, apresentando uma atividade superior de 70% em todos 0s
ciclos. Também foi determinada a estabilidade da enzima imobilizada ao longo do
armazenamento de 30 dias, que preservou valores acima de 80% ao longo de todo o
armazenamento. Portanto, a inulinase imobilizada apresentou caracteristicas interessantes a

nivel industrial, podendo ser utilizada para a formacao de fruto-oligossacarideos e frutose.

Palavras-chave: Aspergillus terreus, cinética, fermentacdo em estado solido, imobilizacao,

inulinase.
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ABSTRACT

Inulinases are enzymes involved in inulin hydrolysis, and are divided into endo- and
exoinulinases. Enzymatic immobilization is a viable alternative, since it is possible to recover
and reuse by successive cycles. Therefore, this work aimed to develop an inulin hydrolysis
process from Aspergillus terreus URMA4658 inulinase immobilized in calcium alginate. The
inulinases were produced by FES using wheat bran as substrate. The enzymes were
immobilized on calcium alginate particles, using a mixture of enzymatic solution and sodium
alginate that were dropped in calcium chloride solution, under constant agitation, for particle
formation. A complete factorial design was performed (2%), varying the concentrations of
calcium chloride, alginate and curing time, in order to obtain the best condition for the highest
immobilization yield. The highest yield was seen under conditions of higher concentration of
calcium chloride (0.35M), lower percentage of sodium alginate (1.25%) and longer curing
time (90min), presenting a yield of 92.72% activity. The enzyme was characterized
biochemically and evaluated in relation to its kinetic parameters. The inulinase immobilized
in calcium alginate in the best yield condition, presented an optimal temperature of 60°C and
an optimal pH of 7.0. Regarding the kinetic parameters, the enzyme exhibited a Ky of 10.70
MM, Vmax of 10.24 mM min?t and ket of 1.47 min™. The conditions of the immobilized
biocatalyst were evaluated in 10 reuse cycles, showing an activity higher than 70% in all
cycles. The stability of immobilized enzyme over 30-day storage period was alson
determined, which preserved values above 80% throughout the intire storage period.
Therefore, the immobilized inulinase presented interesting characteristics at the industrial
level, and can be used for the formation of fructo-oligosaccharides and fructose.

Keywords: Aspergillus terreus, kinetics, solid state fermentation, immobilization, inulinase.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1. Projecdo de Haworth da molécula de inulina. Fonte: Adaptado de ZOU et al.
(2022)....eeeee ettt be R e Re Rt Rt et et e nte it ereere e e enrenes 20
Figura 2. Hidrdlise de inulina a partir de inulinases. A: inulotriose; B: inulotetraose; C:

inulopentaose; D: 1-kestose; E: nistose; F: frutofuranosil nistose. Fonte: O

Figura 3. Projecdo de Haworth dos principais frutooligossacarideos (FOS). Fonte: Adaptado
de BALI et al.
(2000t —————— 23

Figura 4. Fotomicrografia de Aspergillus terreus URM4658. Conidi6foro (1); Vesicula (2);
Fialide (3); Conidios (4). Aumentado 40X. Fonte: @)
D10 ) PP OPPRRPPRPIi

Figura 5. Diferentes meétodos para a imobilizacgio de enzimas. Fonte: O

Figura 6. Estrutura molecular do alginato de sddio. M: Acido manurbnico; G: Acido

gulurdnico. Fonte: Adaptado de MA et al.
(2018)...eteeeei ettt b bRttt E e Rt R et bR e bt e n e bt et neens 36
ARTIGO

Figura 1. Gréafico de Pareto dos efeitos principais das variaveis independentes (concentracédo
de cloreto de célcio — CaCly, concentracdo de alginato e tempo de cura), e suas interagdes que
influenciaram no rendimento de imobilizacdo das inulinases em esferas de alginato por
Y0 o S L0 8 P21 14 1S3 010 61
Figura 2. Diagrama de interpretacdo geométrica dos efeitos na interacdo entre Concentragdo
de cloreto de calcio (CaClz) e tempo de cura sobre o rendimento de imobiliza¢do de inulinases
PO APFISIONAMENLO. . ...ttt t ittt ettt et et e et et et e et et e e et et e e e e et e e et aneaneeass 62
Figura 3. Grafico cubico das interagdes entre a concentracdo de cloreto de célcio — CaCly, a
concentragdo de alginato e o tempo de cura sobre o rendimento de imobilizag&o das inulinases
em alginato por

Yo IS {0 4 a4 1=] 1 (o J PPN (X, |



Figura 4. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade da inulinase imobilizada em
alginato de célcio de Aspergillus terreus URM4658 produzida por fermentacdo em estado
solido utilizando farelo de trigo como
0 01511 =10 OO OOPRPPPPON o7 |
Figura 5. Grafico de Lineweaver-Burk para determinacdo dos parametros cinéticos da reagdo
de hidrolise de inulina pela inulinase imobilizada em alginato de céalcio de Aspergillus terreus
URMA4658 produzida por fermentacdo em estado solido utilizando farelo de trigo como
0 01511 = 1o 67
Figura 6. Efeitos dos ciclos de reuso (A) e da estabilidade operacional ao longo do
armazenamento (B) da inulinase produzida por A. terreus em FES e imobilizada em alginato

O CAICIO ..ottt e et e ettt e e e e e e e e et et e e e e e e e —aaeaeeaaaaa 68



Xi

LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA

Tabela 1. Fungos filamentosos do género Aspergillus produtores de inulinase. Fonte: O

ARTIGO
Tabela 1. Planejamento fatorial completo 23 tendo como variaveis independentes cloreto de
calcio, alginato e tempo de <cura e variavel resposta 0 rendimento de

1100 10) 031 F 172217 To HUN SRR 60



LISTA DE ABREVIATURAS

CLEA:s - Ligacdo por agregados enzimaticos reticulados (Cross-linked aggregates)
CLECs - Ligacdao cruzada por enzimas cristalizadas (Cross-linked enzyme crystals)

E, - Concentragéo total da enzima, (kJ mol™)

EC - Comisséo Internacional de Enzimas
FES - Fermentacdo em Estado Sélido
FOS - Frutooligossacarideos

FSm - Fermentacdo Submersa

Fs - Inulotriose

F4 - Inulotetraose

Fs - Inulopentaose

GF> - 1-kestose

GFs - Nistose

GF4 - Frutofuranosil nistose

IOS - Inulooligossacarideos

keat - Constante catalitica (min™)

Km - Constante de Michaelis-Menten (mM)

Vmax - Velocidade maxima, (mM min™)

xii



xiii

SUMARIO
1. INTRODUGAO ...ttt snae st 15
O 1= N I Y SRR 17
2.1, ODJELIVO GEIAL.....c.eiiieii s 17
2.2. ODJEtiVOS ESPECITICOS ...vvviiiiieiiiteiieiiie e e 17
3. REVISAO DE LITERATURA......coetoeeeeteee et tesie s st sesas s, 18
B L ENZIMAS.....titiitiiiieiee ettt bbbttt bbb bbbt a bbb ne e 18
S L L INUIINASES ..ttt bbbt b e et bbbt e b st e st e st nae s be b b ne e 19
3.1.1.2. FrutooligoSSACAridEOS .........ccuveiieiieiieeite ettt 22
3.2, ASPEIGIHTUS TEITEUS ...ttt 24
3.3. IMODilizaGA0 e BNZIMAS........ciiiieiieee e 27
BL3L L. AUSOIGAD ...ttt bbb bbbttt a bbb 29
3.3.2. LIQAGAOD COVAIBNTE ...ttt 30
3.3.3. APFISTONAMENTO ...ttt bbbttt e e bbb 31
KR B I To - Tor- (o ot {1 Vo - USSR 32
KRR W 1o To S (IS0 o i SO PPS 34
KRR AN [0 [0 Lo SRR PSR 35
REFERENCIAS ...ttt 37
CAPTTULDOD Lottt 52
1. INTRODUGAOQ ...ttt snas st 55
2. MATERIAIS E METODOS ..ottt tee sttt 56
2.1, MICTO-0TQANISITIO ...ttt b bbbttt b bbbt 56
2.2. Producdo de inulinase e meio de fermentacao............ccccvevveiieieeie e s 57
2.3. Determinac@es analiticas da inulinase imobilizada ............c.ccccoeveiiiii e 57
2.4. Imobilizacdo de inulinase em alginato...........ccceeiviiieiiciicic e 57
2.5. Caracterizagdo bioguimica da inulinase imobilizada.............cc.ccoovveinienencieiceee 58
2.6. Determinacao dos parametros cinéticos da hidrolise de inulina...........cccccooeevviieinnee. 58
2.7. Capacidade de reutilizacdo e estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada
.............................................................................................................................................. 59
3. RESULTADOS E DISCUSSAO .....ovviiiiiinieneiiesisesessssssssssssssssssesssassssssessssssssssenens 59
3.1 Imobilizacdo de inulinase em esferas de alginato............ccooeviiiniiinieiese e 59
3.2 Caracterizacao bioquimica da inulinase imobilizada...............cccooevviiiiieiiie e 63

3.3 Determinacdo dos pardmetros cineticos da hidrdlise de inulina..........ccoceeeveiiiviennnnn 66



Xiv

3.4 Capacidade de reutilizagdo e estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada
............................................................................................................................................. .67

A, CONCLUSOES. ..o e et e e e er e e s e ee et e et e e e e e s e 70
] = = = N0 1N TSR 70



15

1. INTRODUCAO

Inulinases sdo uma classe de enzimas envolvidas na hidrélise de inulina, um
polissacarideo que possui polifrutano em sua composicdo e apresenta uma reconhecida
matéria-prima para producdo de xarope de frutose. As inulinases hidrolisam a ligacéo
glicosidica B-2,1 resultando em frutose, frutooligossacarideos (FOS), inulooligossacarideos
(10S) e glicose. Estas enzimas podem ser agrupadas com base em seu mecanismo de acdo em
exo e endoinulinases. A exoinulinase (EC 3.2.1.80) libera sequencialmente unidades de
frutose a partir da extremidade terminal da inulina, enquanto a endoinulinase (EC 3.2.1.7) age
indiscriminadamente nas ligacBGes internas da inulina para liberar FOS de comprimento
variado da cadeia (SINGH et al., 2018; DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019; SAIKIA et al.,
2020).

Uma das principais aplicagdes da inulinase é a producdo de frutose e
consequentemente o xarope de alto teor de frutose. Sua obtencdo a partir da hidrdlise da
inulina € considerado um método promissor, uma vez que é mais simples do que o método
multienziméatico convencional a partir de amido, por ser um método enzimético de etapa
Unica, atingindo mais de 90% de rendimento de frutose sem necessidade de uma etapa
adicional (DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019; SAIKIA et al., 2020; SINGH et al., 2020). Outra
aplicacdo bastante relevante dessas enzimas consiste na obtencdo de FOS, um importante
prebidtico para a industria de alimentos, que quando presentes na dieta, sdo capazes de
melhorar a sadde humana e prevenir o surgimento de varias doengas (KAUR et al., 2021;
SINGH; SINGH, 2022b). Além disso, estas enzimas sdo também amplamente empregadas na
producdo de diferentes outros produtos de interesse industrial, tais como etanol, &cido latico e
acido citrico (TEMKOV et al., 2019).

Com relacdo a obtencdo, as inulinases ja foram reportadas de diferentes origens, em
animais, partes de plantas ricas em inulina e micro-organismos. No entanto, fontes de origem
animal e vegetal ndo sdo a melhor op¢édo para a producéo de inulinase (SINGH et al., 2018).
Neste sentido, as inulinases produzidas por micro-organismos apresentam-se mais
promissoras, devido ao alto rendimento de producdo, multiplicacdo rapida e facilidade de
cultivo microbiano (SALEH et al., 2020). A produgdo de inulinases por micro-organismos é
realizada a partir de processos fermentativos, podendo ocorrer em cultivo submerso (FSm) ou

em estado solido (FES). A FSm possui uma recuperacdo simples das enzimas extracelulares,



16

enquanto a FES apresenta um meio de cultivo mais barato e os produtos de sua diluigdo sdo
mais estaveis quando comparados aos da FSm (DE OLIVEIRA et al., 2020).

Processos enzimaticos industriais, como 0s reportados acima envolvendo inulinases,
geralmente apresentam alguns inconvenientes envolvendo o biocatalisador, principalmente
relacionados a reutilizacdo e estabilidade das enzimas frente as condi¢Bes reacionais, como
pH e temperatura. Para minimizar estes efeitos, os processos de imobilizacdo enzimaética
apresentam-se como alternativas viaveis, uma vez que a enzima € ligada ou retida em um
suporte solido que é insoluvel na mistura reacional, possibilitando sua recuperacdo e
reutilizacdo por ciclos sucessivos. Além disso, as interagdes envolvidas com o suporte atuam
melhorando a estabilidade da enzima frente as condicGes da reagdo como temperatura e pH
(ZDARTA et al., 2018; SINGH et al., 2020).

A escolha do material do suporte a ser utilizado é uma etapa muito importante e um
requisito essencial para imobilizacdo enzimatica é que este carreador ofereca um ambiente
biocompativel e inerte (MIKANI; TORABIZADEH; RAHMANIAN, 2018). Entre o0s
diversos materiais envolvidos, o0s biopolimeros apresentam varias vantagens como
biodegradabilidade a produtos inofensivos, biocompatibilidade, ndo toxicidade e afinidade
notdvel por proteinas, o que favorece a interagdo com enzimas. O alginato é um
polissacarideo natural derivado de algas marinhas, destaca-se pela sua capacidade de formar
hidrogéis estaveis e biocompativeis na presenca de cétions bivalentes, apresentando um
processo de imobilizacdo bastante simples por encapsulacdo ou aprisionamento. Além disso,
este suporte € seguro, simples, barato e oferece boa resisténcia mecanica e alta porosidade
para difusdo de substratos e produtos (DE OLIVEIRA et al., 2018; ZDARTA et al., 2018).

Diante do exposto, a presente dissertacdo teve como objetivo desenvolver a produgéo
de inulinases por fungo filamentoso do género Aspergillus da espécie terreus do tipo
URMA4658, por fermentacdo em estado solido, utilizando farelo de trigo como substrato. Apos
iss0, as enzimas produzidas foram extraidas e congeladas para posteriores analises. No item 5.
de resultados do artigo da dissertagéo, realizou-se um planejamento fatorial completo de
imobilizacdo da inulinase em alginato de calcio, na finalidade de determinar qual a melhor
condicdo de sua atividade. Além disso, estdo presentes a caracterizagcdo bioquimica para
determinacdo do pH e temperatura Otima da imobilizacdo da enzima, bem como a anélise
cinética da inulinase imobilizada em alginato de calcio e sua estabilidade ao longo do

armazenamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver um processo de hidrélise de inulina a partir da inulinase de Aspergillus

terreus URMA4658 produzida por FES e imobiliza-la em alginato de célcio, avaliando a sua

capacidade de reuso e estabilidade ao armazenamento.

2.2. Objetivos Especificos

Produzir inulinases por Fermentacdo em Estado Solido utilizando farelo de trigo;
Imobilizar inulinases por aprisionamento em particulas de alginato de calcio;
Avaliar por meio de planejamentos experimentais as varidveis que influenciam o
processo de imobilizacao;

Caracterizar bioquimicamente pelos parametros da influéncia de pH, temperatura na
atividade e estabilidade da inulinase imobilizada;

Determinar os pardmetros cinéticos relacionados a reagdo de hidrélise de inulina;
Determinar os parametros cinéticos de inativacdo térmica da inulinase imobilizada;
Avaliar a capacidade de reutilizacdo e a estabilidade ao armazenamento da inulinase
imobilizada;

Avaliar a hidrdlise de inulina por processo descontinuo utilizando a inulinase

imobilizada;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Enzimas
As enzimas sdo macromoléculas biologicas, que possuem funcéo catalitica e atividade

intra ou extracelular, consideradas vitais no progresso da vida. Sdo constituidas
essencialmente de proteinas, com excecdo de algumas ribozimas (MARZZOCO; TORRES,
2017; ZHANG et al., 2021). Esses biocatalisadores possuem inimeras vantagens, como alta
especificidade de reconhecimento de substrato, seletividade, eficiéncia na atividade catalitica
e elevado rendimento de seus produtos (WANG et al., 2020; FENG et al., 2022).

Nesse sentido, as enzimas séo consideradas catalisadores verdes naturais por serem
biodegradaveis, biocompativeis e obtidas de fontes acessiveis e renovaveis, gerando menos
residuos que os catalisadores metalicos (BILAL et al., 2018; THANGARAJ; SOLOMON,
2019). Elas sdo capazes de acelerar as rea¢des bioquimicas que ocorrem no meio intracelular,
sem provocar alteracbes no seu equilibrio, exigindo menos energia de ativagdo no processo
(DU et al., 2021). Por esse motivo, a catalise envolvendo enzimas tem sido utilizada com
frequéncia nas industrias de alimentos, cosméticos, quimicas e farmacéuticas (ERKAN et al.,
2021; FOURNIERE et al., 2021; ZUCCARELLO et al., 2021; LI et al., 2021).

A grande maioria desses catalisadores sdo definidos como proteinas globulares
formadas pela unido de aminoacidos, constituindo a ligacdo peptidica. Sdo moléculas que
participam de maneira efetiva da reacdo, causando alteraces em sua estrutura guimica
durante esse processo. Porém, invariavelmente, retornam a sua forma original ao término
dessas reacdes quimicas. Nestas mesmas reacOes, 0s reagentes sdo chamados de substratos,
que irdo se ligar em uma pequena regido bem definida da enzima, chamada de sitio ativo
(MARZZOCO; TORRES, 2017).

As enzimas podem ser produzidas por diversas fontes diferentes, incluindo plantas,
animais e micro-organismos. Contudo, a producdo por plantas e animais possuem
desvantagens significativas do ponto de vista econdmico, pois a extracdo enzimatica necessita
de métodos caros de tecnologias baseadas em enzimas. Ao contrario destas fontes, enzimas
microbianas apresentam extracdes enzimaticas mais simples, com alta atividade catalitica e
sdo produzidas em concentracdes mais baixas de substrato (SINGH; SINGH, 2019; PAUL;
KUMAR, 2020; SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020; GERMEC; TURHAN, 2021).

A producdo enziméatica por micro-organismos pode ser realizada, basicamente, por
dois processos de fermentacdo, sendo eles a FSm e a FES. Dentro dessas duas metodologias, a

mais utilizada ¢ a FSm, isso porque 0s micro-organismos, de forma geral, possuem uma
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facilidade de crescimento em situaces de controle de temperatura e pH, além da maioria das
bactérias crescerem em ambiente com alta atividade de agua, tornando mais fécil o processo
da recuperacdo. Além disso, este tipo de fermentacdo é utilizado industrialmente para uma
ampla producdo de enzimas, utilizando grandes biorreatores para o processo (NAMNUCH,;
THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2021; NAHER et al., 2021; SAVINO et
al., 2021; GARRIDO-GALAND et al., 2021). Entretanto, a fermentacdo em estado sélido
acaba apresentando uma serie de vantagens quando comparada a fermentacdo submersa,
principalmente relacionadas aos altos rendimentos obtidos, somados a um aumento da
atividade metabdlica, baixa necessidade de energia, extracdo mais simples de enzimas,
facilidade de recuperagdo dos produtos, além de possuir uma baixa contaminagao por outros
micro-organismos (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018; LEITE et al., 2019; LOPEZ-GOMEZ;
VENUS, 2021; ZAIER et al., 2021).

Nesse sentido, uma peculiaridade da FES é a baixa atividade de agua do meio, 0 que
acaba limitando o crescimento de alguns micro-organismos, especialmente as bactérias.
Baseado nessa teoria, somente fungos e leveduras seriam adequados para esse tipo de
fermentacdo. Porém, alguns estudos relataram a possibilidade de bactérias serem utilizadas
nesse processo, isso quando a manipulacdo e o controle sdo realizados de forma efetiva
(WANG et al., 2021b; SINGH et al., 2021). Além disso, a FES apresenta um meio de cultivo
mais barato, devido a utilizacdo de residuos agroindustriais que muitas vezes sdo descartados
pelas industrias de processamento agricola (DE OLIVEIRA et al., 2020). A principal classe
de micro-organismos envolvidos na producdo de inulinase usando FES sdo fungos
filamentosos e leveduras, destacando-se 0s pertencentes aos géneros Aspergillus e
Kluyveromyces, respectivamente (DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019; GUERRERO-URRUTIA
etal., 2021).

3.1.1. Inulinases
A inulina é um polissacarideo que esta frequentemente presente em bulbos de plantas,

raizes tuberosas e tubérculos, sendo uma matéria-prima indispensavel para o desenvolvimento
de probidticos em alimentos, como exemplo do leite em po e iogurte (SINGH; SINGH;
KENNEDY, 2020; HUANG et al., 2021). A nivel estrutural, ela é uma cadeia linear composta
de 2 a 60 mondmeros de unidades frutosil e uma unidade de glicose presente na extremidade
terminal, que estdo interagindo entre si por meio de liga¢des glicosidicas f-D (2 — 1), como
mostrado na Figura 1 (SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020. WANG et al., 2021a; GERMEC;
TURHAN, 2021). Atualmente, os pesquisadores vém investindo, em propor¢ées mundiais,
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estudos que envolvem a obtencdo de frutooligossacarideos e xarope de frutose através da
hidrélise de inulina (SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020).

Figura 1. Projecdo de Haworth da molécula de inulina. Fonte: Adaptado de ZOU et al.
(2022).
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As inulinases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da molécula de inulina, obtendo
como principais produtos FOS, inulooligossacarideos (10S) e frutose (GERMEC; TURHAN,
2021). Essas enzimas podem ser obtidas de diferentes fontes, sendo elas plantas, raizes e
tubérculos ricos em inulina, animais, bactérias, fungos e leveduras. Entretanto, inulinases séo
preferencialmente produzidas por micro-organismos, a saber, bactérias, fungos e leveduras,
sendo estes ultimos os maiores produtores das inulinases (RIBEIRO; FERNANDES; ASSIS,
2018; CORRADO et al., 2021).

Esses biocatalisadores obtidos por micro-organismos sofrem classificacdo conforme o
seu modo de acdo, sendo classificados em exoinulinases (2,1-B-D-frutano-frutohidrolase; EC
3.2.1.80) ou endoinulinases (p-D-frutano-frutanohidrolase; EC 3.2.1.7), como pode ser
visualizado na Figura 2. Exoinulinases agem nas ligacdes glicosidicas mais externas da cadeia
de inulina, liberando principalmente produtos de frutose, que podem ser utilizados para a
producdo de oligossacarideos. Essa classe de enzimas pode hidrolisar totalmente a inulina por
uma Unica etapa enzimatica, apresentando 95% de pureza para o concentrado de frutose
obtido (GUERRERO-URRUTIA et al., 2021).
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Figura 2. Hidrdlise de inulina a partir de inulinases. A: inulotriose; B: inulotetraose; C:

inulopentaose; D: 1-kestose; E: nistose; F: frutofuranosil nistose. Fonte: O autor.
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As endoinulinases, por sua vez, catalisam as ligacGes mais internas da cadeia de
inulina, sem apresentar atividade de invertase, tendo como principais produtos os FOS, sendo
eles 1-kestose (GF»), nistose (GFs3) e frutofuranosil nistose (GF4); também podem produzir
IOS, sendo os mais comuns inulotriose (F3), inulotetraose (Fs4) e inulopentaose (Fs)
(CORRADO et al., 2021). Essas classes de enzimas sdo utilizadas de forma ampla na
producdo de frutooligossacarideos, que sdo ingredientes alimentares com propriedades
nutracéuticas, podendo ser aplicados em produtos hipocaléricos. Além desses efeitos, os FOS
apresentam baixa cariogenicidade e um poder de docura de 0,4-0,6 vezes maior quando
comparado a sacarose (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2020). Por essa razdo, eles s&o
geralmente aplicados como substitutos do agucar em produtos de panificacdo (KRUPA-
KOZAK et al., 2020) e em suco de frutas (SHARMA et al., 2020).

Nos Ultimos anos, a industria agucareira enfrentou grandes desafios em relacdo a
concorréncia intensa do xarope de alto teor de frutose, produto este utilizado como um
alternativo adogante de custo relativamente baixo. Diante dessa crescente necessidade, a
inulinase oferece perspectivas favoraveis em relacdo a produgdo desses xaropes ricos em
frutose puros, além dessa enzima apresentar uma alternativa de produgdo de xaropes de ultra-
alta-frutose-glicose a partir do substrato de inulina e ndo do amido (HOLYAVKA et al.,
2019).
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Sendo assim, a producdo de xarope de frutose a partir da inulina é a aplicacdo
principal das inulinases, visto que a conversdo do amido em frutose necessita de etapas
multienzimaticas e apresenta uma conversao aproximada de 45% de frutose obtida. Ja a
conversao a partir da inulina, além de necessitar de uma Unica etapa enzimatica, utilizando a
propria inulinase, ela hidrolisa a inulina em frutose de forma praticamente pura, além de
facilmente alcangar uma producdo de 95% de frutose (HOLYAVKA et al., 2019; WANG et
al., 2021a).

Nesse sentido, as inulinases tornam-se biocatalisadores necessarios em processos
industriais, pois sdo amplamente utilizadas na producdo de agUcares, produzindo xaropes de
alto teor de frutose, através da hidrélise enzimética, além de serem aplicadas para produzir
fruto-oligossacarideos, que séo ingredientes com propriedades funcionais. Além disso, essas
enzimas podem ser utilizadas na fabricacdo de outros produtos, a exemplo do &cido citrico,
bioetanol, alcoois e acido latico, porém, em menor proporcdo (TEMKOV et al.,, 2019;
GERMEC; TURHAN, 2021).

3.1.1.2. Frutooligossacarideos

Oligossacarideos sdo glicosideos que possuem em sua composi¢do uma variacdo de 2
a 9 unidades de monossacarideos, as quais estdo unidas por ligacGes glicosidicas (SINGH et
al., 2021; SINGH; SINGH, 2022a). Nos ultimos anos, a sua demanda vem crescendo de
forma continua em inddstrias de alimentos por apresentarem baixa caloria, ndo oferecerem
cariogenicidade e aumentarem o0 crescimento de micro-organismos benéficos. Os
oligossacarideos englobam principalmente os frutooligossacarideos, maltooligossacarideos,
isomaltooligossacarideos e galactooligossacarideos. Dentre eles, os frutooligossacarideos se
destacam devido a sua aplicacdo em grande escala, pois sdo ingredientes funcionais de
produtos alimenticios que possuem caracteristicas prebidticas, podendo ser utilizados como
substitutos de sacarose e gorduras (CATENZA; DONKOR, 2021,
CHAROENWONGPAIBOON; WANGPAIBOON; PICHYANGKURA, 2021). Além disso,
mascaram o sabor amargo dos edulcorantes acessulfame e aspartame, elevam a vida atil de
alimentos processados e podem ser aplicados em alimentos industrializados na finalidade de
reduzir calorias (KRUSCHITZ; NIDETZKY, 2020).

Os FOS sdo também conhecidos como agucares ndo convencionais, pois ndo sao
digeriveis, chegando intactos ao colon. Por essa razdo, promovem beneficio a saide do

hospedeiro, estimulando de forma seletiva a atividade e o crescimento de bactérias colonicas
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(SINGH; SINGH, 2022a; GU et al., 2022). Nesse sentido, esses componentes S&o
classificados como fibras dietéticas e estdo presentes nos alimentos como ingredientes
alimentares e ndo aditivos (MACEDO; VIMERCATI; ARAUJO, 2020). Do ponto de vista
bioquimico, os FOS sdo oligbmeros de frutose, compostos de GF2, GF3 e GF4 (Figura 3),
constituidos por ligagdes glicosidicas -(2 — 1), de 3 a 10 unidades de frutose, com a frutose
terminal ligada a uma molécula de glicose, formando uma extremidade ndo redutora de
sacarose (MACEDO; VIMERCATI; ARAUJO, 2020; SEPULVEDA-QUIROZ et al., 2021;
HAJAR-AZHARI et al., 2021).

Figura 3. Projecdo de Haworth dos principais frutooligossacarideos (FOS). Fonte: Adaptado
de BALI et al. (2015).
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Geralmente, a purificacdo de FOS envolvendo matérias-primas ricas em inulina é um
bioprocesso de elevado custo. Para sanar essa limitacdo, os FOS séo sintetizados a partir da
sacarose, com a utilizacdo das enzimas [B-frutofuranosidases, ou até mesmo através da
hidrélise de inulina, pelo uso das endoinulinases. Normalmente, esses s&o 0s métodos
utilizados para a producdo de FOS em grande escala (SINGH; SINGH, 2022a). Os FOS
obtidos a partir da hidrdlise controlada da inulina sdo estruturalmente semelhantes aos

produzidos por enzimas que atuam sobre a molécula de sacarose, como a p-frutosiltransferase
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e a B-frutofuranosidase, e ambos tém propriedades funcionais e fisiologicas semelhantes.
Contudo, a formacédo de FOS através de endoinulinases é preferivel, pois a presenca do grupo
frutosil pode diminuir a concentracdo do produto final, além de possuir um elevado custo das
enzimas para transfrutosilacdo (RIBEIRO et al., 2021b).

Dentro dos possiveis efeitos benéficos que os FOS sdo capazes de oferecer, ja esta
bem elucidada a sua estimulagdo do crescimento de bifidobactérias no trato digestivo
(HAJAR-AZHARI et al., 2021; GU et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Além disso, eles
possuem caracteristicas bioativas consideraveis em alimentos, apresentando diminuicdo de
glicose sanguinea, colesterol, triglicerideos e fosfolipidios, melhora cognitiva, sdo capazes de
suprimir bactérias patogénicas intestinais e, consequentemente, reduzir o desenvolvimento de
cancer de colon (RAHIM et al., 2021; BRAGA et al., 2022; JANGID et al., 2022). Embora
sejam notdrios os beneficios dos FOS, sua ingestdo excessiva pode estar associada a
ocorréncia de flatuléncias, estando mais presentes em individuos que possuem intolerancia a
lactose. Estudos cientificos apontam que doses entre 20-30g de FOS por dia sdo capazes de
desencadear desconforto gastrointestinal severo em individuos. Portanto, o controle da sua
guantidade consumida é o melhor caminho para evitar esses desconfortos, sendo 10g por dia
por pessoa a dose de consumo ideal recomendada (MACEDO; VIMERCATI; ARAUJO,
2020).

3.2. Aspergillus terreus

Geralmente, os micro-organismos sdo a fonte de preferéncia para a producdo de
biocatalisadores. Dentre eles, fungos filamentos de géneros Aspergillus, Penicillium e
Rhizopus produzem enzimas consideradas seguras de acordo com a Food and Drug
Administration (VIDYA et al., 2020). Contudo, o Aspergillus se destaca por apresentar cada
vez mais estudos cientificos que comprovam a producdo de enzimas com alta capacidade
catalitica e estabilidade enzimatica (ALMEIDA et al., 2018; AZZAZ et al., 2020; VIDYA et
al., 2020; VAZ et al., 2021).

O género Aspergillus engloba uma quantidade superior a 300 espécies reconhecidas,
com diferentes espécies de relevancia, que podem ser aplicadas nas areas de producdo de
alimentos e na biotecnologia (CORREA et al., 2020). Aspergillus terreus (Figura 4) é um
fungo do tipo filamentoso saprofita, pertencente da familia Aspergillaceae, que ja foi isolado
em diversas amostras, incluindo milho, amendoim, cevada, pastagens e solo (JAIN;
KATYAL, 2018; DADHEECH et al., 2019; CHEIN et al., 2019; ASHTEKAR et al., 2021).
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Sua reproducdo ocorre de forma assexuada, envolvendo dois tipos de conidios, sendo eles
conidios que se produzem na ponta dos conidiéforos e conidios acessorios que crescem
lateralmente por meio das hifas, também chamados de aleurioconidios (SATO et al., 2022).

Figura 4. Fotomicrografia de Aspergillus terreus URM4658. Conidioforo (1); Vesicula (2);
Fialide (3); Conidios (4). Aumentado 40X. Fonte: O autor.

Em condi¢des de temperatura e atividade de &gua adequados, os conidios flngicos,
que sdo esporos assexuados, sdo capazes de germinar, formando as hifas. A formagdo dessas
hifas acontece devido a capacidade do fungo absorver dgua através das paredes dos esporos,
que ativa o citoplasma e estimula a divisdo celular. Além disso, eles obtém nutrientes por
meio da secrecdo de enzimas extracelulares no substrato utilizado para o crescimento. Sendo
assim, 0s componentes presentes no substrato sdo absorvidos pelas paredes das hifas do
fungo, promovendo a sua nutricdo (SOBOLEYV et al., 2019).

A. terreus possui um potencial biotecnoldgico relevante, visto que ele é capaz de
produzir diferentes tipos de enzimas, incluindo celulase, xilanase (CORREA et al., 2020),
tanase (AZZAZ et al., 2020), invertase (ALMEIDA et al., 2018) e inulinase (MAGADUM;
YADAYV, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2022). As inulinases podem ser obtidas de animais,
plantas e diversos grupos de micro-organismos. No entanto, fungos filamentosos sdo 0s
preferiveis para produzirem essas enzimas a partir de diferentes grupos microbianos, isso
porque eles toleram elevadas temperaturas, apresentam baixa estabilidade de pH, exigem
substrato de baixo custo para fermentagdo ideal e apresentam sinergia entre endo e
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exoinulinase na obtencdo do produto (SINGH; CHAUHAN, 2018). Dentre esses fungos
utilizados, atualmente, a producéo de inulinases utilizando o género de Aspergillus sp. vem
aumentando de forma continua, pois as inulinases produzidas por esse grupo fangico além de
apresentarem caracteristicas Unicas, também possuem atividades biocataliticas eficientes
(SINGH et al., 2020b). Na Tabela 1 pode-se visualizar os fungos filamentosos mais utilizados
do género Aspergillus produtores de inulinases, bem como o seu tipo de fermentagéo,

substrato utilizado e valores de atividade maxima enzimatica obtidos.

Tabela 1. Fungos filamentosos do género Aspergillus produtores de inulinase. Fonte: O autor.

Micro- Tipo de Substrato Valores de atividade A
. x - s Referéncia
organismo fermentacao utilizado maxima
. Extrato de 1 ILGIN; GERMEC,;
A. niger FES alfarroba 156017UmL™ 1 rHAN, 2020.
A. terreus FES Farelo de trigo 15.08 U mL? DE OLI\_/EIRA et
al., 2022;
GUERRERO-
A. brasiliensis FES Sacarose 5.88+0.78UmL' URRUTIA tal.,
2021.
A. wewitschiae FSm Folhas de 7.08 U mL™? SALEH et al., 2020.
alcachofra
Sal mineral de 41 SIKANDER;
A. flavus FSm sacarose 12+ 0.03 U mL KHALID, 2020.
Sal mineral de 41 SIKANDER;
A. oryzae FSm SACArose 17+ 0.04 U mL KHALID, 2020.
. Cascas de «~ DAS; BHAT;
A. versicolor FES laranja 1.917 £ 0.016 U/gds SELVARAJ. 2019.
Bagaco de . .
. DAS; BHAT
- - * 1 ’
A. parasiticus FES cana de 1.773 £ 0.627 U/gds SELVARAJ. 2019.
acucar
A. tamarii FES Farelo de trigo  218.3 =+ 1.4 U/gds™ GARUBA,

ONILUDE, 2020;

* Unidade por grama de substrato seco
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3.3. Imobilizac&o de enzimas

Enzimas em sua forma soltvel geralmente apresentam alguns inconvenientes, como
exemplo do comprometimento de sua estabilidade em condic¢des de temperaturas elevadas e
alteracdes de pH, levando a uma perda enzimatica durante a reacéo catalitica (NADAR et al.,
2018; ZHOU et al., 2021). Nesse sentido, grande parte das enzimas apresentam uma
sensibilidade as condicfes reacionais devido & instabilidade termodindmica de sua estrutura
terciaria em situacOes artificiais, onde estresses térmicos ou a utilizagdo de solventes
organicos sdo capazes de alterar ou inibir sua capacidade de catalise (LIANG et al., 2021).

Na finalidade de superar essas limitacbes impostas através do uso de enzimas no
ambito industrial, existem algumas alternativas que podem estabilizar as enzimas, como
modificacdo quimica (GLUSAC; FISHMAN, 2021), engenharia genética (GIESSEL et al.,
2022) e imobilizacdo (ZHOU et al., 2021). Dentre essas opcOes, a técnica de imobilizacao
enzimatica se destaca por apresentar um aumento da seletividade para substratos nao naturais,
melhorar a estabilidade das enzimas e propriedades funcionais, além de ser capaz de reduzir a
inibicdo do produto de reacdo. Além disso, a enzima imobilizada é separada facilmente do
meio e reutilizada, caracterizando um processo econémico e vidvel (GAN et al., 2021; LIU et
al., 2021; CALIFANO; COSTANTINI, 2021; ATIROGLU; ATIROGLU; OZACAR, 2021).

A imobilizacdo enzimatica é desenvolvida através da interacdo entre a enzima e 0
material de suporte utilizado na imobiliza¢&o. Para imobilizar uma enzima de forma eficiente,
é de fundamental importancia conhecer as caracteristicas funcionais e estruturais das matrizes
de suporte e das superficies enzimaticas. Aléem disso, outros fatores importantes que estdo
envolvidos na eficiéncia de imobilizacdo enzimatica sdo ponto isoelétrico, flexibilidade
conformacional da enzima, grupos funcionais de superficie, estabilidade durante a
imobilizacdo, presenca de aditivos, glicosilacdo e regides hidrofilicas e hidrofébicas (LIU et
al., 2021).

Embora a imobilizacdo enzimatica apresente beneficios expressivos do ponto de vista
biotecnologico, biocatalisadores imobilizados podem apresentar atividade enzimatica
diminuida em comparacdo com as enzimas livres, isso porque no processo de interacao entre a
enzima e o suporte, parte do sitio ativo enzimatico pode estar participando da ligacdo, o que
acaba contribuindo para a diminuicdo da capacidade catalitica da enzima (FILHO; VITOLO,
2017; LIU et al., 2021). No entanto, a técnica de imobilizacdo também pode apresentar um
aumento de sua atividade enzimatica, pois em determinados casos a estabilizacdo de

catalisadores produz uma enzima mais ativa sob situagcdes adversas (DAL MAGRO et al.,
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2019; DAL MAGRO et al., 2020). Outra vantagem seria a reducdo dos requisitos de
processos de downstream, devido aos produtos serem facilmente liberados das enzimas
imobilizadas (ARANA-PENA et al., 2021). Sendo assim, biocatalisadores imobilizados s&o
mais estaveis e possuem maior desempenho catalitico comparados aos livres (FENG et al.,
2022).

Devido as diferentes caracteristicas fisico-quimicas encontradas nos diversos
biocatalisadores existentes, ndo existe um metodo Unico de imobilizacdo enzimatica aplicavel
a todas as enzimas. A escolha do método é baseada em parametros como o custo de
imobilizacdo, atividade geral do biocatalisador, condigdes de regeneragcdo e inativacao,
toxicidade dos reagentes utilizados para imobilizacdo e caracteristicas desejadas da enzima
imobilizada (TEMKOV et al.,, 2019; ZHAO et al.,, 2021; WELTER et al., 2022). Tais
parametros tém a finalidade de se obter condicGes de maior estabilidade e retencdo do poder
catalitico da enzima, além de apresentar uma boa durabilidade (FEDERSEL; MOODY;
TAYLOR, 2021). Sendo assim, a técnica de imobilizagdo utilizada deve ser escolhida com
cautela, devendo-se levar em consideracdo o tipo de interacdo entre a enzima e o suporte, se
mais forte ou mais fraca, nimero de ciclos de reuso enzimatico, além das intencdes em
manter, modificar ou potencializar as propriedades do biocatalisador (RIBEIRO et al., 2021a).

Nesse sentido, as enzimas imobilizadas apresentam resultados promissores a nivel de
estabilidade térmica, ao pH e ao armazenamento. Além disso, sdo facilmente separadas do
produto, possiveis de serem reutilizadas, catalisam substratos ndo naturais e possibilitam
reacOes novas (BILAL et al., 2018; BILAL,; IQBAL, 2019; ZHAO et al., 2021). Através da
imobilizacdo, outras propriedades enzimaticas podem ser melhoradas, a exemplo da pureza,
seletividade, atividade ou especificidade enzimatica, além de poderem apresentar resisténcia a
inibidores (BILAL et al., 2019a; MORTAZAVI; AGHAEI, 2020; ARANA-PENA et al.,
2021). Baseado nisso, diferentes estudos apontaram que, nas ultimas décadas, os principais
métodos utilizados para imobilizacdo enzimatica, como pode ser visualizado no diagrama da
figura 5, foram por adsorcédo, ligacdo covalente, aprisionamento e ligacdo cruzada (cross-
linking), cada um com suas vantagens e desvantagens, tornando-os dificeis de serem
comparados (REIS et al., 2019; MORTAZAVI; AGHAEI, 2020; LIU; MA; SHI, 2020;
ASHKAN et al., 2021).
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Figura 5. Diferentes métodos para a imobilizacéo de enzimas. Fonte: O autor.
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3.3.1. Adsorcao

A imobilizacdo de enzimas por adsor¢do consiste na interacdo entre a enzima e o
suporte por meio de ligagdes fracas, sendo elas as ligagOes idnicas, forcas de Van der Waals,
interacOes hidrofobicas e ligacGes de hidrogénio. Ela é dividida em adsorcdo por troca idnica
e adsorcdo fisica. A adsorcdo por troca ibnica interage com o suporte por meio da ligacdo
ibnica, ja a adsorcdo fisica € marcada pelas ligacbes de hidrogénio e forcas de Van der Waals.
Dentre as técnicas disponiveis, essa ndo induz alteracdo quimica da enzima, causando minimo
disturbio em sua estrutura nativa (VILAR; IKUMA, 2021; ASHKAN et al., 2021; REN et al.,
2021; YAO et al.,, 2022; CAVALCANTI et al., 2022). Entretanto, sua interacdo fisica é
reversivel, devido a facilidade de a ligacdo ser desfeita entre a enzima e o suporte utilizado
(YAO et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). Além disso, a atividade dos biocatalisadores que
se encontram adsorvidos é fortemente induzida pela fixacdo e rearranjo das superficies
solidas. Sendo assim, a configuracdo dessa imobilizacdo é influenciada por fatores como pH,
superficie quimica, temperatura e forga iénica (VILAR; IKUMA, 2021).

A técnica de imobilizacdo enzimatica por adsor¢do frequentemente preserva a
capacidade de hidrdlise da enzima, no entanto, € bem comum neste tipo de método acontecer
perda da enzima imobilizada ao longo do armazenamento, isso porque a interagdo entre a
enzima e o suporte é relativamente fraca (ZHAO et al., 2021; ASHKAN et al., 2021;
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ZANKER et al., 2021). Outrossim, nesse método, a ndo especificidade das interacdes entre a
enzima e o suporte pode originar vazamento enzimatico de forma inesperada, induzido pelas
variacOes de temperatura, forca i6nica e pH (ASHKAN et al., 2021). Contudo, com a
utilizacdo de técnicas combinadas de imobilizagdo, como exemplo da adsorcdo seguida de
aprisionamento, é possivel minimizar algumas dessas limita¢fes impostas, devido ao aumento
de sua estabilidade e termoestabilidade ao longo do armazenamento (TIZCHANG et al.,
2021).

A imobilizacdo por adsorcdo € considerada uma técnica simples, e uma das principais
vantagens desse método esta associada ao baixo custo, que se destaca pelo fato de existir a
possibilidade de reutilizacdo do suporte e de ndo haver a necessidade de ativacdo do mesmo.
Além disso, a adsor¢do provoca pouca mudanca na estrutura enzimatica, visto que a
imobilizacdo da enzima no suporte € de carater espontaneo, seguindo uma orientacdo de
forma preferencial e energeticamente favoravel (XU et al., 2021; ASHKAN et al., 2021;
TIZCHANG et al., 2021). Os principais suportes utilizados neste tipo de imobilizagédo
incluem  polissacarideos, tais como quitina, celulose, carboximetilcelulose e
hidroxipopilmetilcelulose, proteina e alcool polivinilico (SHAHID et al., 2020; DE CASTRO
etal., 2022).

3.3.2. Ligagéo covalente

A ligacdo covalente envolve um método de meio quimico, sendo baseada na formacao
de interacbes mais fortes entre a enzima e o suporte utilizado (ASHKAN et al., 2021;
ZDARTA et al., 2022). Essa ligacdo proporciona uma forca elevada que frequentemente
envolve diversos residuos enzimaticos, configurando uma rigida estrutura, capaz de
proporcionar a enzima maiores tolerancias perante variacfes de calor, pH extremos e presenca
de solventes organicos, podendo manter a estrutura enzimatica inalterada (OLIVEIRA et al.,
2022). Desse modo, dentre as técnicas disponiveis para imobilizacdo de enzimas, as ligacoes
por adsorcéo e por ligagdo covalente sdo as mais aplicadas. Geralmente, a adsor¢do aumenta a
atividade da enzima e possui uma baixa estabilidade, enquanto a ligacdo covalente apresenta
uma menor atividade e uma maior estabilidade (AGHAEI et al., 2022). Entretanto, isso néo é
regra, pois em outros trabalhos envolvendo a imobilizacdo de enzimas foram vistas uma boa
atividade e estabilidade para liga¢Ges covalentes e por adsor¢do (HOSSEINI et al., 2018; SEL
etal., 2021).
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Um fator que determina essa estabilidade é a direcdo da ligacdo entre a enzima e 0
suporte. Estudos apontaram que o nivel de atividade enziméatica é mais elevado quando os
aminoacidos centrais ativos ndo estdo participando da ligagdo com o suporte utilizado, caso
contrario, as enzimas podem ser parcialmente ou totalmente inativadas (REN et al., 2021).
Geralmente, as matrizes mais utilizadas nesse tipo de imobilizag&o incluem celulose, agarose,
vidro poroso e resina de troca ibnica (MORELLON-STERLING et al., 2021; SHOMAL et al.,
2021; KURIBAYASHI et al., 2021; BRISOLA et al., 2022).

Frequentemente, a técnica de ligacdo covalente se inicia com a alteracdo da superficie
do suporte na presenca de reagentes ativadores; tal ato tem a finalidade de modificar os
grupos funcionais de sua matriz, produzindo intermediarios reativos (ZDARTA et al., 2022).
Dos reagentes mais utilizados para atingir essa ativacao, o glutaraldeido é o mais empregado,
pelo fato de promover condicGes enzimaticas ativas e estaveis (GIRELLI; SCUTO, 2021).
Entretanto, comparado aos outros métodos de imobilizacdo, a selecdo das condicBGes da
técnica por ligacdo covalente é mais dificil (REN et al., 2021). Seus principais inconvenientes
estdo relacionados a diminuicdo da atividade catalitica da enzima ou sua parcial inativacgéo,
pois a ligacdo covalente promove uma alteracdo da conformacdo nativa enzimatica, devido
principalmente a interacdo entre a enzima e 0s grupos reativos do suporte (REN et al., 2021;
ZANKER et al., 2021).

3.3.3. Aprisionamento

A imobilizacdo por aprisionamento consiste na retencéo fisica da enzima dentro de
uma matriz polimérica, que pode ser por ligacBes covalentes ou ndo, estando esses
biocatalisadores retidos dentro de géis ou fibras (RIBEIRO et al., 2021a; NAJERA-
MARTINEZ et al., 2022). E definido como um método irreversivel de imobilizacio
enzimatica, onde a enzima fica restrita em um espaco ou rede confinada (SHARMA et al.,
2021; KABERNICK; GOSTICK; WARD, 2022). Nesse processo, a desnaturacdo &
geralmente evitada, pois a enzima néo interage quimicamente com o suporte utilizado. Sendo
assim, a imobilizacdo por aprisionamento pode melhorar a estabilidade mecénica (SHOMAL
etal., 2021; OGUNBADEJO; AL-ZUHAIR, 2021; RIBEIRO et al., 2021a).

Nesse metodo, o material de encapsulamento pode ser modificado. Além disso, essa
técnica permite criar um ambiente ideal a nivel de polaridade, pH e afinidade, podendo isso

ser alcancado através de diferentes materiais, como polimeros, géis e outros elementos
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inorganicos (SHARMA et al., 2021). Diferentes polimeros podem ser utilizados como matriz
na imobilizagdo por aprisionamento, como o alginato, quitosana, poliacrilamida, carragenina,
colageno, borracha de silicone, gelatina, alcool polivinilico com grupo estirilpiridio e
poliuretano (SHARMA et al., 2021; TERCAN; SURMELI; SANLI-MOHAMED, 2021; ZHU
et al., 2022). Dentre eles, o alginato é o mais aplicado, devido as suas propriedades néo
toxicas, de baixo custo, por possuirem biocompatibilidade favordvel e capacidade de
gelificacdo suave (TERCAN; SURMELI; SANLI-MOHAMED, 2021).

A técnica de imobilizacdo por aprisionamento, ou também chamada de
encapsulamento, é uma das mais simples, podendo ser utilizada para imobilizar um ou varios
tipos de proteinas. A grande vantagem desse método consiste na protecdo da enzima em
relacdo ao contato direto com o meio reacional, o que acaba minimizando a inativacao
enzimatica na utilizacdo de solventes organicos. Além disso, facilita a separacdo da enzima
imobilizada da mistura de reacdo e aumenta a estabilidade em diferentes temperaturas e pH
(LYUetal., 2021; SHARMA et al., 2021; ALl et al., 2021).

Entretanto, uma das limitacdes encontradas nesse processo estd relacionada a
transferéncia de massa do substrato ou analito para o sitio ativo enzimatico. Além disso,
quando os poros da matriz utilizada sdo extensos, acabam facilitando a possibilidade de
vazamento das enzimas; consequentemente, ocasionam ineficiéncia na imobiliza¢do, baixa
capacidade de carga e desgaste do suporte durante o uso (ZHAO et al., 2021; TERCAN;
SURMELI; SANLI-MOHAMED, 2021; RIBEIRO et al., 2021a). Desse modo, na técnica por
aprisionamento, é importante controlar o tamanho do poro do material utilizado, na finalidade
de se obter uma boa imobilizacdo (URREA et al., 2021).

3.3.4. Ligagé&o cruzada

A técnica de imobilizacdo por ligagdo cruzada, também conhecida como reticulagéo,
envolve a unido de duas ou mais moléculas através de ligacdo covalente, enquanto oS
reagentes de reticulacdo sdo substancias capazes de ligar quimicamente diferentes grupos
funcionais. Trata-se de um método irreversivel, que ndo necessita do uso de suportes
(NARAYANAN; HAN, 2022). Nessa ligagéo, as moléculas enzimaticas ou proteinas inativas
formam agregados entre si mesmas, por meio de ligacOes covalentes e agentes de reticulagéo
funcionais (ASHKAN et al., 2021).

Enzimas reticuladas podem ser realizadas por liga¢fes entre enzimas ou entre suportes

consolidados, com possibilidade de ligacdo multiponto, o que torna a interacdo mais forte e
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reduz as etapas de lavagens (NAJERA-MARTINEZ et al., 2022). Contudo, embora o0 método
de reticulacdo seja capaz de aumentar a eficiéncia da ligacdo enzimatica bem como a sua
estabilidade, ele é geralmente demorado, apresenta diminuicdo de atividade enzimatica e
possui um alto custo, devido a utilizacdo de reagentes quimicos caros (ASHKAN et al., 2021;
SHARMA et al., 2021).

Diferentes agentes de reticulacdo podem ser aplicados para obter a ligacdo cruzada.
Dentre os reagentes de reticulacdo mais utilizados, o glutaraldeido se destaca, pois além dele
ser facilmente obtido em quantidades elevadas, ¢ também econémico e pode interagir com
quase todas as enzimas (NAJERA-MARTINEZ et al., 2022). Contudo, estudos apontam que a
utilizacdo de agentes de reticulacdo bioldgicos naturais como genipina e polissacarideos a
base de aldeidos vem aumentando gradativamente, devido a sua boa biocompatibilidade
enzimatica bem como suas praticas ambientalmente sustentaveis (GUO et al., 2021).

A imobilizacdo enzimética por ligacdo cruzada pode ser obtida por diferentes
métodos, porém, as principais técnicas de reticulacdo utilizadas sdo a ligacdo cruzada
utilizando enzimas cristalizadas (CLECs) e a ligacdo por agregados enzimaticos reticulados
(CLEASs) (SHOMAL et al., 2021; OGUNBADEJO; AL-ZUHAIR, 2021). Uma caracteristica
em comum entre as duas metodologias é que elas ndo necessitam de suporte.
Consequentemente, enzimas reticuladas normalmente apresentam uma boa estabilidade
mecanica, capacidade de suportar elevadas temperaturas e uma maior tolerancia de tensao de
cisalhamento comparada as outras técnicas de imobilizacdo (OGUNBADEJO; AL-ZUHAIR,
2021).

CLECs sdo preparados através da precipitacdo enzimatica em microcristais, seguida de
reticulacdo com reagentes bifuncionais para criar ligacdes covalentes entre 0s aminoacidos
livres da enzima. O método necessita de enzimas altamente purificadas, por isso, torna-se um
processo caro (ROUF; GREISH; AL-ZUHAIR, 2021; PEKGENC et al., 2022). Ja 0 CLEA é
uma forma modificada do CLEC, pois ndo necessita da formacao de cristais. Ele é formado na
presenca de solventes organicos, sais, polimeros ndo idnicos ou &cidos que sao utilizados para
acumulo e precipitacdo de enzimas, seguida de reticulacdo. Comparado ao CLEC é mais
barato e possibilita a formagdo de CLEA com mais de uma enzima, podendo ser aplicada em
catalise multienzimatica. Contudo, seus agregados formados sdo geralmente pequenos, o que
acaba dificultando o contato do substrato com o sitio ativo enzimatico (ROUF; GREISH; AL-
ZUHAIR, 2021; PEKGENC et al., 2022; WEI et al., 2022).
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3.4. Tipos de suporte

A escolha do suporte selecionado para a imobilizacdo enzimaética é relativa, pois ndo
existe um suporte universal para a imobilizagdo de enzimas, devendo, portanto, ser escolhido
caso a caso. Sendo assim, devem ser levadas em consideracdo as propriedades da enzima
imobilizada, visto que elas sdo influenciadas pelas caracteristicas do biocatalisador e do
suporte. A interacdo visualizada nestes dois componentes € capaz de atribuir & enzima
imobilizada condi¢BGes bioquimicas, quimicas, cinéticas e mecéanicas especificas, pois o
desempenho da enzima imobilizada esta fortemente interligado as caracteristicas do suporte
(ZHAO et al., 2021; CALIFANO; COSTANTINI, 2021).

As propriedades da superficie dos suportes interferem diretamente no processo de
imobilizacdo enzimatica, pois o suporte pode ser modificado conforme as propriedades
visualizadas nas superficies enzimaticas, tornando-o quimicamente compativel com a enzima
(BILAL et al., 2019b; MORSI et al., 2021). Além desses fatores, também deve ser dada
atencdo aos parametros da matriz do suporte, que incluem a area superficial, estabilidade
quimica e mecénica, tamanho da particula, carga superficial, natureza organica ou inorganica,
funcionalizacdo da superficie, hidrofobicidade e hidrofilicidade, além da porosidade do
material de suporte (LIU et al., 2021).

Um requisito necessario para essa imobilizacdo acontecer de forma eficiente, é a
presenca de um suporte biocompativel e inerte, que ndo interfira na estrutura nativa da
enzima, preservando sua atividade bioldgica (MIKANI; TORABIZADEH; RAHMANIAN,
2018; GAN et al., 2021). Além disso, é ideal que os materiais utilizados para a elaboracdo dos
suportes sejam econdmicos, estaveis e possuam a capacidade de aumentar a atividade
enzimatica. Entretanto, a maioria das matrizes utilizadas para a imobilizacdo apresenta apenas
algumas dessas propriedades, devendo selecionar a matriz de suporte com base nas
caracteristicas das matrizes e suas limitacbes (HOLYAVKA et al., 2019; TEMKOQOV et al.,
2019; GAN et al., 2021).

Nesse sentido, existem diversas matrizes poliméricas que podem ser utilizadas na
finalidade de imobilizar catalisadores, incluindo alginato, quitosana, gelatina, goma arébica e
goma xantana (FRAKOLAKI et al., 2021). Na Tabela 2 é possivel verificar alguns suportes
utilizados para a imobilizacdo de inulinases. Essas pesquisas envolvendo a imobilizagéo de
inulinases nos diferentes suportes tém a finalidade comum de manter a estabilidade e

produtividade das enzimas por um tempo maior, quando comparado a enzima livre.
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Tabela 2. Diferentes métodos e suportes utilizados para imobiliza¢do de inulinases. Fonte: O

autor.
Enzima Suporte .Tecr_n_ca d~e Referéncia
imobilizacdo
. . Adsorcao e RIBEIRO et al.,
Inulinase Casca de ovo de galinha ligacio cruzada  2021b.
Inulinase Duolite XAD* Ligagdo cruzada  SINGH et al., 2020a.
Inulinase Microesferas de silica Ligacdo cruzada SAIKIA etal., 2021.
mesoporosa
Endoinulinase Nanoargila de haloisita Ligacio cruzada SINGH; SINGH,
heteromodificada gag 2022a.
Inulinase Poliacrilamida/polietilenoglicol ~ Aprisionamento  TEMKOV et al., 2022.
Nanofibras de carbono SINGH; CHAUHAN;

Inulinase Ligacdo cruzada

heterofuncionalizadas KENNEDY, 2019.

TORABIZADEH;

Inulinase Nanoparticulas magnéticas Ligacédo covalente MAHMOUDI. 2018.
— : . L GARUBA,;

Exo-inulinase Argila de caulim Ligacdo covalente ONILUDE, 2018.

Exo-inulinase Alginato Aprisionamento  RAWAT et al., 2021.

*Resina adsorvente

3.4.1. Alginato

O alginato de sodio, também conhecido como gel de alginato, € um polissacarideo
extraido de algas marinhas marrons que esta envolvido por ligacGes 1,4 glicosidicas em acido
B - D -manurdnico e 4cido a- L -gulurénico (POPOVIC et al., 2021; HU et al., 2022), como
visualizado na Figura 6. E, através da troca do Na* por cations divalentes como Cu?*, Ba®* e
Ca?*, o alginato de sddio é capaz de formar biopolimeros estaveis, de estrutura tridimensional
exclusiva (MA et al., 2018b). Dentro da grande variedade dos suportes utilizados para a
imobilizacdo das enzimas, o alginato se destaca em relacdo a outras matrizes por apresentar
inimeros beneficios, incluindo biodisponibilidade, biodegradabilidade e capacidade
hidrofilica. Além disso, € um material ndo tdxico, biocompativel e aplicado com abundéncia
nas industrias de alimentos e farmacéutica, principalmente na finalidade de imobilizacdo de
substancias (POPOVIC et al., 2021).
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Figura 6. Estrutura molecular do alginato de sddio. M: Acido manurdnico; G: Acido
gulurdnico. Fonte: Adaptado de MA et al. (2018a).

H H H H
NaOOC 0 H H NaQOC — o H
| OH O 0 OH 0 0 OH O s —
H —0 H
NaQOC
H H H H
M G M

Tradicionalmente, o encapsulamento de enzimas utilizando particulas de alginato
como suporte tem sido realizado através de duas abordagens principais, sendo elas a
abordagem geral e a abordagem inversa. A primeira envolve o gotejamento de uma mistura de
alginato e enzimas em uma solucdo de reticulacdo, produzindo esferas macroscopicas;
enquanto a segunda estd relacionada com o adicionamento gota a gota de uma mistura
viscosa, a qual contém o agente de reticulacdo e os biocatalisadores em uma solucdo de
alginato, formando microcapsulas de ndcleo viscoso com invélucro de alginato
(KURAYAMA et al., 2020).

No entanto, devido a grande presenca de poros na matriz do gel de alginato,
geralmente ocorre o extravasamento indesejavel de enzimas do interior das esferas para fora
delas, causando assim uma limitacdo em suas aplicacGes. Além disso, esse polimero apresenta
instabilidade quimica na presenca de quelantes de célcio, a exemplo do citrato, lactato e
fosfato (FILHO; VITOLO, 2017; KURAYAMA et al., 2020). Para sanar essas limitacoes,
algumas abordagens s@o relatadas na literatura, incluindo a imobilizacdo covalente entre
enzimas e alginato (ALI et al., 2021), nanoparticulas imobilizadas por enzimas (WELTER et
al., 2022) e moduladores dos poros da matriz de alginato (RODRIGUEZ et al., 2018). Além
desses, existem métodos mais simples de melhorar a estabilidade e o grau de vazamento
enzimatico, como a utilizacdo de diferentes concentracdes de alginato, cloreto de calcio e

tempo de contato com a solugéo (URREA et al., 2021).
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RESUMO

A inulinase foi produzida por Aspergillus terreus URM4658 e imobilizada em esferas de
alginato de célcio. A enzima foi produzida por fermentacdo em estado sdélido, utilizando
farelo de trigo como substrato. O processo de imobilizacdo foi avaliado por meio de um
planejamento fatorial completo (2%), tendo como varidveis as concentragdes de alginato e
cloreto de célcio, bem como o tempo de cura. O maior rendimento de imobilizag&o (92,72%)
foi obtido no ensaio 6, sob uma maior concentracdo de cloreto de célcio (0,35M), menor
porcentagem de alginato (1,25%) e maior tempo de cura (90min). A enzima imobilizada foi
caracterizada bioquimicamente, apresentando uma temperatura 6tima de 60°C e um pH étimo
de 7,0. Em relagdo aos parametros cinéticos, o biocatalisador imobilizado apresentou um Km
de 10,70 mM, Vimax de 10,24 mM min™ e kear de 1,47 min™. A inulinase aprisionada em
alginato de célcio apresentou uma atividade acima de 70% no seu décimo reuso e valores
acima de 80% de atividade inicial para a estabilidade ao armazenamento em 30 dias,

mostrando uma aplicabilidade promissora a nivel industrial.

Palavras-chave: Apergillus terreus; Cinética; Imobilizagdo de enzimas; Planejamento fatorial

completo.
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ABSTRACT

Inulinase was produced by Aspergillus terreus URMA4658 and immobilized on calcium
alginate beads. The enzyme was produced by solid state fermentation using wheat bran as
substrate. The immobilization process was evaluated by a full factorial design (2%) using
alginate and calcium chloride concentrations, as well as curing time. The highest
immobilization yield (92.72%) was seen in assay 6, under higher calcium chloride
concentration (0.35M), lower percentage of alginate (1.25%) and longer curing time (90min).
The immobilized enzyme was characterized biochemically, presenting an optimum
temperature of 60°C and an optimum pH of 7.0. Regarding the kinetic parameters, the
immobilized biocatalyst showed a Ky of 10.70 MM, Vimax of 10.24 mM min and Kear Of 1.47
mint. The inulinase entrapped in calcium alginate showed an activity above 70% in its tenth
reuse and values above 80% of initial activity for storage stability in 30 days, showing a

promising applicability at industrial level.
Keywords: Apergillus terreus; Kinetics; Enzyme immobilization; full factorial design.
Corresponding author.
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1. INTRODUCAO

Depois do amido, a inulina é o segundo polissacarideo mais abundante, presente nos
tubérculos, bulbos de plantas e raizes tuberosas (GERMEC; TURHAN, 2020; SINGH;
SINGH; KENNEDY, 2020). A inulina é um polissacarideo natural formado por moléculas de
frutose e uma unidade de glicose presente na extremidade terminal de sua cadeia, que estdo
unidas por ligagoes glicosidicas B-(2 — 1), sendo as inulinases consideradas a classe de
enzimas responsaveis pelas reac6es cataliticas de inulina. Atualmente, as pesquisas estdo mais
focadas em obter a producdo de fruto-oligossacarideos (FOS) e xarope de frutose pela
hidrdlise de inulina (SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020).

De acordo com o principio catalitico das inulinases sobre a inulina, as inulinases sdo
classificadas em exo-inulinases (EC 3.2.1.8) e endo-inulinases (3.2.1.7) (SINGH; SINGH,;
KENNEDY, 2020; GUERRERO-URRUTIA et al., 2021). Enquanto exo-inulinases
hidrolisam a inulina na extremidade terminal ndo redutora e libera unidades de frutose, as
endo-inulinases promovem a hidrolise de inulina de forma aleatoria, liberando fruto-
oligossacarideos como produto (GERMEC; TURHAN, 2020). Além desses produtos, as
inulinases também tém sido empregadas para a producdo de acidos organicos,
biocombustivel, sorbitol, manitol, 6leo e proteinas de célula Unica (SINGH; SINGH, 2019;
SINGH; SINGH; LARROCHE, 2019; SINGH et al., 2020b).

As inulinases podem ser produzidas através de plantas, animais € micro-organismos
(SINGH et al., 2018). Contudo, inulinases de origem microbiana possuem grandes vantagens,
a exemplo da facil manipulacdo, rapida multiplicacdo, elevada produtividade e cultivo em
condicBes controladas em relacdo as fontes vegetais e animais (SINGH; CHAUHAN, 2018;
SALEH et al., 2020). Nesse sentido, as inulinases fungicas se destacam em relacdo as demais
fontes microbianas, pois sua producdo necessita de baixas concentracdes de substrato, além de
apresentarem maior estabilidade as variagdes de temperatura (SALEH et al., 2020). Dentre as
diversas linhagens fungicas utilizadas, a producdo de inulinases pelo género Aspergillus sp.
vem aumentando de forma continua, pois os biocatalisadores produzidos por este grupo
fangico apresentam caracteristicas Unicas e atividades biocataliticas eficientes (SINGH et al.,
2020b), se destacando, recentemente, as inulinases produzidas pelo A. terreus (DE
OLIVEIRA et al., 2022).
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Aplicagdes enziméticas industriais, como a hidrélise de inulina, utilizando enzimas
livres ou soluveis, apresentam algumas limitaces, tais como a dificuldade de recuperacgéo,
instabilidade enzimatica e armazenamento diminuido, que aumentam o custo do
bioprocessamento (SINGH; CHAUHAN; KENNEDY, 2019a; SINGH; CHAUHAN;
KENNEDY, 2019b). Dessa forma, a fim de superar essas desvantagens, a imobilizagédo
enzimética em um suporte adequado surge como uma alternativa para utilizar um
biocatalisador de maneira mais econdmica (WAHBA et al., 2022; CHEN et al., 2022). Varias
vantagens sdo visualizadas em biocatalisadores imobilizados, como uso enzimatico repetido,
facil separacdo, maior estabilidade e custo reduzido (SINGH; SINGH, 2022a).

A escolha de um suporte para imobilizacdo € uma medida fundamental, pois sua
matriz deve possuir boa resisténcia mecanica, facil disponibilidade e baixo custo (DHIMAN
et al., 2020). Dentre os suportes disponiveis, o alginato de sédio se destaca por ser um
polissacarideo natural, biodegradavel, extraido e processado de algas marinhas marrons, capaz
de formar hidrogéis na presenca de cations bivalentes (DHIMAN et al., 2020; KURAYAMA
et al., 2020). Essas propriedades sdo essenciais para a uma boa imobilizacdo enzimatica,
sendo investido uma variedade de estudos ao encapsulamento de enzimas em esferas
macroscopicas e microscopicas a base de alginato (KURAYAMA et al., 2020). Sua aplicacdo
tem sido amplamente empregada no campo farmacéutico, alimenticio, biotecnologico e
engenharia biomédica (KURAYAMA et al., 2020; LI et al., 2020).

No presente trabalho, a inulinase foi produzida por Aspergillus terreus URM4658
através de fermentacdo em estado sélido e imobilizada em esferas de alginato de célcio.
Propriedades da enzima imobilizada foram vistas por meio de um planejamento fatorial
completo, realizando a caracterizacdo da melhor condicdo enzimatica obtida pelo rendimento
de imobilizacdo. Foram avaliadas as condigdes operacionais e de armazenamento da inulinase

imobilizada, bem como os parametros cinéticos relacionados a hidrélise de inulina.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Micro-organismo

Para a producdo de inulinase foi utilizada a linhagem Aspergillus terreus URM4658
gentilmente cedida pela micoteca URM pertencente ao Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). As linhagens fungicas foram preservadas mantidas em meio
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Czapek Dox Agar e 6leo mineral. Posteriormente, estas foram reativadas em caldo glicosado e
sequencialmente transferidas para meio Czapek Dox Agar, cultivadas em 7 dias a 30°C em

estufa bacterioldgica visando a esporulacéo.

2.2. Producdo de inulinase e meio de fermentacéo

A producédo de inulinases por Aspergillus terreus URMA4658 através de fermentagdo
em estado solido ocorreu em frascos Erlenmeyer (125mL) contendo 3g de substrato (farelo de
trigo), previamente seco (65°C) e padronizado em peneiras tipo Tyler com granulometria
entre 0,5 e 2,0 mm. Os frascos com o substrato foram autoclavados a 121°C durante 20
minutos. Apo6s o resfriamento, os frascos foram inoculados com solucdo de esporos contendo
(107 esporos/mL) de cultura de A. terreus URM4658 com 7 dias de esporulagdo, adicionados
de solucdo nutritiva (7,5% de inulina e 0,5% de extrato de levedura), correspondente a um
teor de umidade de 55% por 72 h a 30°C. O extrato bruto de inulinase contendo 7,5 mL de
tampé&o acetato 0,1M (pH 5,0) por cada 1g de substrato, com subsequente homogeneizagéo
em agitador orbital por 90 minutos a 130 rpm. Posteriormente, a mistura de material
fermentado e o tampdo foram macerados e filtrados e o extrato bruto foi armazenado a -22°C

para posterior analise.

2.3. Determinagdes analiticas da inulinase imobilizada

A atividade de inulinase foi realizada de acordo com Singh, Chauhan e Jindal (2018),
com adaptacGes como se segue: 0,1 g de particulas de alginato de célcio contendo a enzima
imobilizada foi incubado com 0,9 mL de solucédo de inulina (1% em tampao acetato de sodio,
0,1 M, pH 5,0) a 55°C por 10 min. Em seguida, a reacdo foi interrompida pela desnaturacao
da enzima na mistura reacional em um banho a 100°C. Os acucares redutores no hidrolisado
foram analisados pelo método do &cido 3,5 dinitrosalicilico (MILLER, 1959). Uma unidade
de inulinase foi definida como a quantidade de enzima que produziu um pmol de frutose por
minuto, sob as condi¢des padrdo de ensaio. O teor de proteinas totais foi determinado Vm

utilizando albumina sérica bovina como padrdo, utilizando curva de calibrag&o.

2.4. Imobilizagéo de inulinase em alginato
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O processo de imobilizagcdo foi realizado de acordo com Bickerstaff (1997) com
adaptacOes. Foi realizada uma mistura na proporcao 1:4 da solucdo enzimatica e alginato de
sodio. Apoés suave agitacdo, a mistura foi gotejada em solucgéo de cloreto de calcio, levando a
formacdo de particulas de alginato de célcio. As enzimas imobilizadas foram mantidas na
solucdo de CaCl; e posteriormente foram lavadas com tampéo acetato de sodio 0,1 M (pH
5,0) para remogdo de enzimas ndo imobilizadas. As esferas contendo enzima-alginato de
calcio foram armazenadas no mesmo tampao a 4°C para posterior analise. Para definicdo da
melhor condicdo de imobilizagdo, foi realizado um planejamento fatorial completo 2° tendo
como varidveis independentes envolvidas no processo as concentracdes de alginato (1,25,
1,50 e 1,75%), cloreto de célcio (0,05, 0,20 e 0,35M) e tempo de cura (30, 60 e 90min), e
como variavel resposta o rendimento de imobilizacdo, calculado pela razdo entre a atividade
da enzima imobilizada e livre, expresso em percentagem (%), seguindo a Eq. (1). As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o Software Statistica 7.0 (Statsoft Inc, 2007).

. . iy o Atividade da enzima imobilizada
Rendimento de imobilizagio (%) = x 100 1)

Atividade da enzima livre

2.5. Caracterizacdo bioguimica da inulinase imobilizada

O efeito do pH na atividade da inulinase imobilizada em alginato foi avaliado pela
reacdo da atividade enzimatica entre as enzimas imobilizadas com o substrato especifico,
preparados em solucOes tampdes com diferentes valores de pH: citrato de sédio (pH 3,0-4,0),
citrato-fosfato (pH 4,0-6,0), fosfato (pH 6,0-7,0) e Tris-HCI (pH 7,0-9,0). O efeito da
temperatura na atividade da inulinase imobilizada foi avaliado pela reacdo da atividade
enzimatica utilizando-se uma mistura de reacdo contendo o substrato especifico e as enzimas

imobilizadas, incubadas em diferentes temperaturas (30-80°C).

2.6. Determinacdo dos parametros cinéticos da hidrélise de inulina

Os paréametros cinéticos envolvidos na reacdo de hidrélise da inulina (Km € Vimax) foram
determinados pela realizacdo da atividade enzimatica, variando a concentracdo de substrato e
mantendo as demais condi¢Bes constantes, sendo estimadas através do método grafico de

Lineweaver Burk. A constante catalitica (kca) foi calculada pela razdo de Vmax € a
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concentracdo total da enzima (Eo), definido através da metodologia proposta por Bradford
(1976).

2.7. Capacidade de reutilizacdo e estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada

A capacidade de reutilizacdo da inulinase imobilizada foi determinada pela realizacao
de 10 ciclos repetidos de reacdo de hidrdlise de inulina de acordo com a Sec¢do 2.3. As esferas
da enzima-alginato de calcio foram removidas da reacdo, filtradas e lavadas em tampdo
acetato (pH 5,0; 0,1 M), na finalidade de remover quaisquer impurezas adsorvidas. As pérolas
contendo a enzima imobilizada foram secas e utilizadas para os proximos ensaios. A
estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada foi determinada pela atividade de
inulinase ao longo de vérios dias, os biocatalisadores imobilizados foram armazenados
imersos completamente em tampéo acetato (pH 5,0; 0,1 M) por 30 dias. Os resultados da
capacidade de reutilizacdo e a estabilidade ao armazenamento foram expressos em termos de

atividade residual.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Imobilizagdo de inulinase em esferas de alginato

A técnica utilizada no presente trabalho envolveu um processo de aprisionamento da
inulinase, onde a enzima se liga de forma fisico-quimica com o suporte, formando as esferas
de alginato de calcio. Foi realizado um planejamento fatorial completo 23 (Tabela 1), variando
a concentracdo de cloreto de calcio (0,05-0,35M), a porcentagem de alginato (1,25-1,75%) e 0
tempo de cura (30-90min), na finalidade de obter o melhor rendimento de imobilizacdo. O
maior rendimento de imobilizagdo (92,72%) foi obtido nas condi¢des do ensaio 6, como
podem ser visualizados na tabela 1, sob uma maior concentragéo de cloreto de célcio (0,35M),
menor porcentagem de alginato (1,25%) e maior tempo de cura (90min). Contudo, no ensaio 1
sob as condicBes de cloreto de célcio (0,05M), alginato (1,25%) e tempo de cura (30min),
também foi possivel observar um excelente rendimento de imobilizagéo, visto que preservou
uma atividade enzimatica de 89,35%. Diante destes resultados, pode-se afirmar que a
metologia empregada apresentou uma boa eficiéncia de aprisionamento, pois manteve uma

alta atividade. Em trabalhos semelhantes envolvendo a imobilizagéo de inulinases, os maiores
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rendimentos de imobilizacdo alcancados foram de 46,27% em inulinase imobilizada por
adsorcédo e reticulagdo na casca de ovo de galinha (DE ARAUJO RIBEIRO et al., 2021),
70,87% em inulinase imobilizada por reticulacgdo em nanofibras de carbono
heterofuncionalizadas (SINGH; CHAUHAN; KENNEDY, 2019b), 76,3% em inulinase
imobilizada por reticulacdo em duolite XAD (SINGH et al., 2020a) e 80% em inulinase
imobilizada por aprisionamento em alginato (RAWAT et al., 2021), indicando, portanto, que

o rendimento de imobilizacdo do presente estudo foi significativamente maior.

Tabela 1. Planejamento fatorial completo 22 da inulinase imobilizada em alginato de calcio
tendo como varidveis independentes cloreto de célcio, alginato e tempo de cura e variavel

resposta o rendimento de imobilizacao.

Ensaios Cloretc()l\(jlg calcio Alginato (%) Tem?rc;];jne) curd " Rendimento (%)
1 0,05 1,25 30 89,35
2 0,35 1,25 30 68,39
3 0,05 1,75 30 68,39
4 0,35 1,75 30 66,14
5 0,05 1,25 90 74,75
6 0,35 1,25 90 92,72
7 0,05 1,75 90 76,25
8 0,35 1,75 90 74,38
9(C) 0,2 1,5 60 61,28
10 (C) 0,2 1,5 60 58,28
11 (C) 0,2 1,5 60 65,39
12 (C) 0,2 1,5 60 65,77

Avaliando a Figura 1 pode-se observar que a Unica variavel que apresentou efeito
significativo foi a concentracdo de alginato, sendo este efeito negativo, ou seja, aumentando a
concentracdo de alginato diminuiu o valor do rendimento de imobilizagdo. Este fendmeno é

observado por varios autores em seus estudos, pois 0 aumento da concentracdo de alginato
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diminui o tamanho dos poros da pérola de imobilizacdo, ocasionando um efeito negativo na
difusdo dos substratos para interagirem com a enzima (GUR; IDIL; AKSOZ, 2018;
AINIWAER et al., 2022).

Figura 1. Gréafico de Pareto dos efeitos principais das variaveis independentes (concentracédo
de cloreto de calcio - CaCly, concentracdo de alginato e tempo de cura), e suas interacdes que
influenciaram no rendimento de imobilizacdo das inulinases em esferas de alginato por

aprisionamento.

(2) Alginato (%) -3,9675]

1x3 3,893347

1x2x3 381918

(3) Tempo de cura (min) 2,558482

(1) CaCl2 (M) -, 70451

2x3 ,6303506

1x2 -, 111238

p=,05
Efeitos padronizados estimados (Valores absolutos)

Em relacdo as interacdes ou efeitos de segunda ordem, pode-se verificar que a
interacdo entre a concentracao do cloreto de célcio e o tempo de cura (1x3) apresentou efeito
significativo e positivo, isto indica que o aumento destas duas variaveis favoreceu o
rendimento de imobilizagdo. Este comportamento pode ser confirmado na Figura 2. Na Figura
2 pode ser observado que a maior concentracdo de cloreto de calcio (0,35M) e 0 maior tempo
de cura (90min) favoreceu maiores valores de efeito. Isto significa que a maioria dos ensaios
com estas condi¢Oes apresentou valores maiores de rendimento, culminando com o melhor

ensaio nestas condicdes (ensaio 6).
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Figura 2. Diagrama de interpretacdo geométrica dos efeitos na interacdo entre Concentragdo
de cloreto de calcio (CaClz) e tempo de cura sobre o rendimento de imobiliza¢éo de inulinases

por aprisionamento.
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Além da interacdo entre duas variaveis, na Figura 1 também se verificou o efeito
significativo entre as trés variaveis analisadas. Este efeito foi negativo devido a divergéncia
entre os efeitos envolvidos na interacdo, ou seja, duas variaveis influenciaram positivamente e
uma negativamente. Esta interacdo estd representada na Figura 3, onde seus Vvértices
apresentam diferentes valores de efeito, sendo o melhor ensaio correspondendo as condicdes
de maior concentracdo de cloreto de célcio, maior tempo de cura e menor concentracdo de
alginato. Esta condicdo de maior efeito é apresentada na Tabela 1, como sendo 0 ensaio 6 com

o valor de rendimento de imobilizacdo de 92,72% .
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Figura 3. Gréfico cubico das interaces entre a concentracdo de cloreto de célcio — CaCly, a

concentragédo de alginato e o tempo de cura sobre o rendimento de imobilizagéo das inulinases
em alginato por aprisionamento.

L) Rand 39 odway

Avaliando a Figura 3 foi possivel visualizar de forma gréfica a interacdo entre as trés
variaveis sobre o rendimento de imobilizacdo das inulinases. Este grafico representa a
influéncia das variaveis umas sobre as outras. Apesar de que o melhor rendimento ter sido
visto nas maiores concentracdes de CaCl, e maior tempo de cura, essas variaveis nao
influenciaram de forma significativa, uma vez que nas menores concentragcdes de alginato,

CaCl, e menor tempo de cura, observou-se um rendimento de 84,81, confirmando, portanto, a
influéncia maior do alginato sobre as demais variaveis.

3.2 Caracterizagdo bioquimica da inulinase imobilizada

A caracterizacdo das enzimas imobilizadas é importante para avaliar se o processo de
imobilizacdo afetou a atividade e a estabilidade enzimatica quando comparada a enzima livre.
A imobilizacdo, em sua grande maioria, melhora os pardmetros de estabilidade e pode alterar
os demais parametros cinéticos (DE OLIVEIRA et al., 2020; ALI et al., 2021). Na figura 4,
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pode-se visualizar a influéncia da temperatura e do pH na atividade da inulinase imobilizada

em alginato de célcio.

Figura 4. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade da inulinase imobilizada em
alginato de célcio de Aspergillus terreus URM4658 produzida por fermentacdo em estado
solido utilizando farelo de trigo como substrato.
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A atividade relativa da inulinase de A. terreus URM4658 imobilizada em alginato de
calcio apresentou valor maximo em temperatura de 60°C (Fig. 4A) e pH 7,0 (Fig. 4B).
Comparando a influéncia dos mesmos parametros em sua enzima na forma livre utilizando as

mesmas condicOes de producdo enzimatica, foi observada a mesma temperatura 6tima de
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60°C, diferenciando apenas no valor de pH étimo de 4,0 (DE OLIVEIRA et al., 2022). Pode-
se perceber que a imobilizacdo da enzima manteve a sua atividade maxima na mesma
temperatura que a sua forma livre. Isso também foi visualizado em estudos semelhantes de
imobilizacdo de enzimas pectinoliticas de Aspergillus aculeatus em esferas de quitosana, que
apresentou antes e ap6s a imobilizacdo, uma temperatura Otima de 60°C de atividade
hidrolitica (DE OLIVEIRA et al., 2020). Em outro estudo avaliando a imobilizacdo de
inulinase de Aspergillus tamarii - U4, visualizou-se uma temperatura 6tima de 65°C, antes e
apos a sua imobilizacdo (GARUBA; ONILUDE, 2018). A imobilizacdo de inulinase
produzida por Penicillium oxalicum BGPUP-4 em duolite XAD apresentou uma temperatura
6tima de 55°C antes e ap06s a imobilizacdo (SINGH et al., 2020a), indicando, portanto, um

valor semelhante ao encontrado no presente estudo.

Contudo, a influéncia da atividade da inulinase em diferentes pHs aumentou apos a
imobilizacdo, mostrando uma melhor atividade no pH 7,0. Sendo assim, o pH exibido pelo
biocatalisador imobilizado é neutro. Esses resultados podem ser explicados devido a
possibilidade de a enzima livre sofrer agregacdo de proteinas, principalmente préximo ao seu
ponto isoelétrico, causando interacBes enzimaticas indesejadas e estabilizando estruturas
enzimaticas incorretas (MOSTAFA et al., 2019). De Araujo Ribeiro et al. (2021) corroboram
com 0 nosso resultado, pois a inulinase fungica estudada pelos autores exibiu um pH étimo de
8,0 apbs sua imobilizacdo, um pH considerado basico, mas préximo a neutralidade. Em
estudo semelhante avaliando a imobilizac&o de inulinase produzida por A. terreus em alginato
de célcio, foi verificado um pH 6timo 5,5 (MAGADUM; YADAYV, 2018). A xilanase de A.
flavus imobilizada em esferas de alginato apresentou um comportamento semelhante, tendo
em vista que o seu pH 6timo modificou de 5,0 na enzima livre para 5,5 na enzima imobilizada
(MOSTAFA et al., 2019).

Em contrapartida, apresentando um fendmeno inverso ao presente estudo, foi visto em
alguns trabalhos uma diminui¢do do pH 6timo das enzimas apds a imobilizacdo. A tanase de
A. ficuum imobilizada em alginato de calcio demonstrou uma reducéo de pH étimo, alterando
um pH étimo de 6,0 para 5,0 nas formas livre e imobilizada, respectivamente (DE LIMA et
al., 2018). Além disso, apos a imobilizacdo enzimaética, foi vista uma mudanca de pH 6timo
das inulinases de pH 6,0 para o0 5,7 (TORABIZADEH; MAHMOUDI, 2018) e pH 6,0 para
55 (TORABIZADEH; MIKANI; RAHMANIAN, 2018), confirmando, portanto, o efeito

oposto.
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A imobilizacdo da inulinase de A. terreus URMA4658 em alginato de célcio
proporcionou atividade em uma ampla faixa de pH (4,0-9,0), apresentando uma atividade
relativa maior do que 60% em todas as faixas estudadas. Esses resultados mostraram-se
promissores, uma vez que em contraposi¢do ao descrito na literatura que utilizaram diferentes
materiais como suporte para imobilizacdo de inulinases, como nanoargila de haloisita
(SINGH; SINGH, 2022b) e nanoparticulas magnéticas de ouro (MOHAMMADI et al., 2019),
apresentaram atividades relativas superiores a 40% na faixa de pH entre 4,0a 7,5e 3,0 a 7,0,

respectivamente.

3.3 Determinacdo dos parametros cinéticos da hidrdlise de inulina

Pardmetros cinéticos, Km € Vmax, da enzima imobilizada foram calculados a partir do
gréafico de Lineweaver-Burk, como visualizado na figura 5, enquanto a constante catalitica
(keat) foi calculada como a razdo entre Vmax € @ concentragdo total da enzima (Eo). Diversas
concentragdes de substrato (inulina) 6-20 mg/mL foram usadas para medir a velocidade
inicial da reacdo. A cinética de Michaelis-Menten foi observada. Para a enzima livre de
Aspergillus terreus URM4658, 0 Kn, foi determinado com o valor de 2,02 mM, Vmax de 35,09
mM/min e keat de 6,68 mint (DE OLIVEIRA et al., 2022), enquanto na forma imobilizada
apresentou 0 Kn de 10,70 mM, Vimax de 10,24 mM/min e keat de 1,47 min. Como mostrado, a
inulinase produzida por A. terreus apds a imobilizacdo em alginato de calcio apresentou um

aumento do Km e diminui¢do do Vmax € Keat.

Geralmente, valores baixos de Km indicam uma alta afinidade da enzima pelo substrato
(TEMKOV et al., 2019). Nesse sentido, com o processo de imobilizacéo, foi evidenciado que
a enzima imobilizada diminuiu a sua afinidade pelo substrato, uma vez que o valor do Kn
aumentou em comparacdo a sua forma livre (OLIVEIRA et al., 2022), a qual foi utilizado os
mesmos processos de cultivo e extracdo enzimatica. Tal fendmeno acontece devido a
possibilidade dos sitios ativos enzimaticos estarem pouco disponiveis para interagirem com o
substrato, o que acaba diminuindo a afinidade pela inulina e, consequentemente, aumentando
a constante Ky. Quando isso ocorre, também provoca uma reducdo da velocidade de reagdo
(TEMKOQV et al., 2019; SOUZA et al., 2019). Isso foi visualizado no estudo envolvendo a
imobilizacdo de P-galactosidase em alginato, que apresentou um aumento do Km apés a
imobilizacdo, alterando de 1,5 em sua forma livre, para 2,05 em sua forma imobilizada e
reduziu o keat de 2,31 para 2,21 min ! (SOUZA et al., 2019).
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Figura 5. Grafico de Lineweaver-Burk para determinacdo dos parametros cinéticos da reagdo
de hidrolise de inulina pela inulinase imobilizada em alginato de célcio de Aspergillus terreus

URM4658 produzida por fermentacdo em estado solido utilizando farelo de trigo como

substrato.
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3.4 Capacidade de reutilizagéo e estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada

Na finalidade de serem economicamente vidveis do ponto de vista industrial, as
enzimas comerciais devem reter uma alta atividade catalitica apds maltiplos ciclos de reuso.
Este objetivo pode ser alcangado através da imobilizacdo enziméatica em suportes solidos, pois
estas enzimas podem ser recuperadas do meio de reacdo e reutilizadas durante varios ciclos.
Os resultados dos ciclos de reuso da inulinase produzida por A. terreus URM4658 estdo
apresentados na Figura 6A, enquanto os da estabilidade operacional ao longo do
armazenamento na Figura 6B. Para o reuso, a inulinase imobilizada foi estudada até dez

ciclos, utilizando o0 mesmo biocatalisador imobilizado.
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Figura 6. Efeitos dos ciclos de reuso (A) e da estabilidade operacional ao longo do
armazenamento (B) da inulinase produzida por A. terreus em FES e imobilizada em alginato
de calcio.
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Na Figura 6A pode-se observar que, ao longo dos 10 experimentos, a enzima manteve
mais de 70% de sua atividade inicial. No oitavo ciclo, percebeu-se que sua atividade diferiu
significativamente das demais, atingindo 77,36% de atividade residual, ao passo que nos

experimentos 9 e 10 a enzima aumentou de atividade, alcangando um valor superior a 88%.
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Provavelmente, no oitavo ciclo ocorreu um problema na homogeneizacéo das pérolas, o que
acabou diferindo a atividade dos demais ciclos. A partir desses resultados, pode-se inferir que
a enzima possui uma alta capacidade catalitica ao longo de varios ciclos de reuso. Os

resultados obtidos neste estudo foram compativeis com os dados publicados na literatura.

A pectinase imobilizada efetivamente em granulos de alginato de célcio por meio de
aprisionamento apresentou no seu sexto ciclo de reacdo 40% de atividade residual (MARTIN
et al., 2019), ao passo que Andrade et al. (2021) identificaram a manutencédo de atividade
acima de 50% da tanase imobilizada em alginato de calcio no seu sexto ciclo de reuso.
Corroborando com estes resultados, Temkov et al. (2019) estudaram a imobilizacdo da
inulinase em nanotubos de carbono que, no décimo ciclo, reteve uma atividade superior a
65%. Torabizadeh, Mikani e Rahmanian (2018) conseguiram reutilizar a inulinase
imobilizada durante 12 ciclos, mantendo também 80% de sua atividade inicial no seu décimo
ciclo. Enquanto Singh, Chauhan e Kennedy (2019a) utilizando inulinase fungica imobilizada
em nanotubos de carbono, constataram uma preservacdo de apenas 28% da atividade residual
apos o décimo ciclo consecutivo de reuso. Portanto, a inulinase de A. terreus URM4658
imobilizada em alginato de célcio pode ser reutilizada por mais vezes, sendo capaz de reter a
atividade enzimatica quando comparada com sua forma livre, 0 que promove economia de

custos, tempo e utilizacdo de mais enzimas.

Em relagéo a estabilidade ao longo do armazenamento da inulinase de A. terreus
URM4568 imobilizada em alginato de célcio (Fig. 6B), foi realizado um estudo de atividade
residual durante um periodo de 30 dias de armazenamento, sob temperatura de refrigeracéo
(5°C) com as enzimas imobilizadas imersas em tampéao acetato (pH 5,0; 0,1M). Geralmente as
enzimas permanecem ativas quando mantidas em baixas condi¢Ges de temperatura, iSSO
porque provavelmente elas tendem a bloquear a sua conformacdo biocatalitica original (DE
LIMA et al., 2018).

A cada 5 dias de armazenamento, foram realizadas analises em triplicata de atividade
residual da enzima imobilizada. Ao longo dos experimentos, observou-se que a enzima
manteve uma atividade superior a 80% durante os 30 dias de armazenamento, sem diferenca
significativa entre um experimento e outro, preservando uma atividade superior a 91% de sua
atividade inicial no trigésimo dia. Em estudo semelhante envolvendo a imobilizag&o de tanase
em particulas de alginato de célcio, observou-se também uma preservacdo acima de 80% de
sua atividade residual no trigésimo dia de armazenamento em refrigeracdo (DE LIMA et al.,

2018). Mohammadi et al. (2019) observaram que, em 30 dias, a inulinase imobilizada em
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nanoparticulas magnéticas apresentou atividade acima de 75% de sua atividade inicial. Tais
resultados mostram-se promissores, uma vez que estudos envolvendo a imobilizacdo de
inulinase produzida por A. tamarii-U4, apresentou uma atividade em seu trigésimo dia de
armazenamento, de 20% de sua atividade inicial (GARUBA; ONILUDE, 2018), indicando
um valor inferior ao encontrado no presente estudo. A partir disso, pode-se constatar que a
inulinase de Aspergillus terreus URM4658 imobilizada em alginato de calcio possui uma
Otima estabilidade ao longo de varios dias, com a manutencdo de aproximadamente 90% de
sua atividade inicial em 30 dias de armazenamento, sendo possivel e recomendada a sua

utilizacdo em grande escala no setor industrial.

4, CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a imobilizacdo da inulinase de Aspergillus terreus
URM4658 em particulas de alginato de célcio sob as condi¢fes de maiores concentrac@es de
cloreto de célcio (0,35M), maior tempo de cura (90min) e menor porcentagem de alginato
(1,25%) proporcionou o maior rendimento de imobilizacdo (92,72%). A atividade maxima da
inulinase imobilizada foi observada na temperatura de 60°C e pH 7,0. Em relacdo aos
parametros cinéticos, ap6s a imobilizacdo, o biocatalisador apresentou um Kp de 10,70 mM,
Vmax de 10,24 mM mint e ket de 1,47 min. A inulinase de A. terreus URM4658 imobilizada
sob a melhor condicdo de imobilizacdo, provou ser um biocatalisador promissor a nivel
industrial, tendo em vista que a enzima preservou uma boa atividade, acima de 70% de sua
atividade inicial, em 10 ciclos de reuso. Além disso, a inulinase imobilizada em alginato de
calcio apresentou uma excelente estabilidade ao longo de 30 dias de armazenamento,
preservando valores acima de 80% de atividade. Sendo assim, a inulinase imobilizada em
alginato de calcio provou ser um biocatalisador promissor e eficiente, podendo ser utilizada

em larga escala no setor industrial para a possivel producédo de frutose e frutooligossacarideos.
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