[REVISTA BRASILEIRA DE AGROTECNOLOGIA] RENBEINEIRY:

Imobilizacédo da frutosiltransferase de Aspergillus aculetus
por aprisionamento em alginato e agar-agar
Immobilization of fructosyltransferase from Aspergillus aculeatus
by entrapment in alginate and agar-agar

Resumo:

Fruto-ologossacarideos sdo oligbmeros de frutose com baixo valor
calérico e propriedades funcionais, cuja sintese ocorre através da acdo
de enzimas, preferencialmente as frutosiltransferases. Todavia, 0 uso
de enzimas em sua forma nativa é prejudicado pela dificuldade de
recuperacao e reutilizagdo. Para minimizar esses problemas utilizam-se
as técnicas de imobilizagdo de enzimas. Diante disso, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a imobilizagdo da
frutosiltransferase de Aspergillus aculeatus em alginato e éagar-agar.
Em alginato os melhores resultados foram 22,24 e 19,99%, para as
atividades hidrolitica e de transfrutosilcdo, respectivamente. Com
relacdo a imobilizacdo em 4&gar-dgar o melhor resultado para a
atividade hidrolitica foi 42,65%, observado em 5,0% do suporte, e para
atividade de transfrutosilacio 13,23% obtido em 3,0%. A
frutosiltransferase imobilizada em agar-agar apresentou maior retengéo
da atividade hidrolitica, indicando a possibilidade de aplicacbes do
biocatalisador imobilizado em processos continuos de hidrolise de
sacarose na industria de alimentos.

Abstract:

Fructooligosaccharides are fructose oligomers with low caloric values
and functional properties, whose synthesis for industrial application
occurs through the action of enzymes, preferably the
fructosyltransferases. However, the use of enzymes in their native
form is hampered by the difficulty of recovery and reuse of the
enzyme. To minimize these problems, enzyme immobilization
techniques are used. Therefore, the present work aims to evaluate the
immobilization of the fructosyltransferase from Aspergillus aculeatus
in alginate and agar-agar. For immobilization in alginate the best
results were 22.24 and 19.99%, for hydrolytic and transfructosylation
activities, respectively. In relation to immobilization in agar-agar, the
best result for the hydrolytic activity was 42.65%, observed in 5.0% of
the support, and for the transfructosylation activity 13.23% obtained in
3.0%. The immobilized fructosyltransferase in agar-agar showed a
higher retention of hydrolytic activity, indicating the possibility of
immobilized biocatalyst applications in continuous processes of
sucrose hydrolysis in the food industry.
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INTRODUCAO

A sociedade contemporanea tem apresentado um crescente
interesse com relacdo a melhoria da salude e boa
alimentacdo, em consequéncia disto nutracéuticos e
alimentos funcionais tém obtido uma atencéo especial no
desenvolvimento de novos produtos alimentares durante
as Ultimas décadas (BALI et al., 2013). O conceito de
alimentos funcionais esta relacionado a um alimento ou
ingrediente com efeitos positivos na salide e/ou bem-estar
do consumidor além de seu valor nutritivo. Nos ultimos
anos, esse conceito tornou-se mais direcionado aos
aditivos alimentares que podem exercer um efeito positivo
sobre a composicdo intestinal, principalmente probidticos
e prebidticos (HERNALSTEENS; MAUGERI, 2008).
Entre os prebioticos, os fruto-oligossacarideos (FOS) tem
recebido um interesse particular devido a suas excelentes
propriedades bioldgicas e funcionais.

Os FOS sdo oligbmeros de frutose compostos
principalmente por 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e
frutofuranosil nistose (GF4), nos quais as unidades de
frutosil (F) estdo ligadas na posi¢do B (2—1) da molécula
de sacarose, 0 que os distingue de outros oligbmeros
(YUN, 1996). Estes compostos sdo amplamente utilizados
como adocantes artificiais e sdo considerados como fibras
dietéticas com baixo valor calérico que promovem o
crescimento de bifidobactérias no colon humano. Além
disso os FOS apresentam outros beneficios importantes
para salde humana tais como estimulo a absorcdo de
calcio e magnésio, ndo sdo cariogénicos, seguros para
diabéticos, possui efeito preventivo do cancer de célon e
diminuicéo dos niveis de colesterol total (DOMINGUEZ
etal., 2013; GANAIE et al., 2014).

A producdo de FOS em escala industrial ocorre por acéo
de duas classes de enzimas: fructosiltransferases (FTase;
E.C. 24.19) e p-fructofuranosidases (FFase; E.C.
3.2.1.26), também denominadas como invertases. As
FTases possuem maior atividade de transfrutosilacdo do
que FFases e sdo preferencialmente empregadas. Ambas
as enzimas podem ser obtidas a partir de diferentes fontes
vegetais e microbianas, sendo os fungos filamentos do
género Aspergillus os responsaveis pelas maiores
produgdes a nivel industrial (DETOFOL et al., 2015).

O uso de enzimas solliveis em aplicagBes industriais,
como a sintese de FOS, é muitas vezes dificultado pela
falta de estabilidade operacional a longo prazo e
dificuldades de recuperacdo e reutilizacdo da enzima.
Estas desvantagens geralmente podem ser superadas
através das técnicas de imobilizacdo de enzimas, que
consistem basicamente no confinamento das enzimas em
uma determinada regido do espaco com retencdo de suas
propriedades cataliticas possibilitando seu reuso e
utilizacdo em processos continuos (SHELDON; VAN
PELT, 2013). Véarios métodos podem ser empregados para
a imobilizagdo de enzimas tais como adsorcéo,
aprisionamento (entrapment), ligacdo covalente e ligagdes
cruzadas intermoleculares entres as moléculas de enzima
(EDET; NTEKPE; OMEREJI, 2013). O aprisionamento é

uma técnica baseada na oclusdo de enzimas em uma rede
polimérica sintética ou natural, que forma uma membrana
permeavel que permite que os substratos e 0s produtos
passem por ele, mas mantém a enzima dentro da rede
(NISHA; KARTHICK; GOBI, 2012).

Polissacarideos extraidos de algas como alginato e agar-
agar sdo frequentemente empregados para imobilizar
enzimas via aprisionamento. Alginato é um copolimero de
ocorréncia natural que consiste em acido manuronico e
acido gulurdnico, na presenca de cations bivalentes forma
géis estaveis. Sua aplicacdo € justificada pela sua
biocompatibilidade, baixo  custo, disponibilidade,
resisténcia a contaminacdo microbiana e altas taxas de
difusdo de macromoléculas (KUMAR et al., 2006;
REHMAN et al., 2013). Ja4 o &gar-d4gar € um polimero
inerte possuindo duas unidades principais: agarose e
agaropectina, seu gel pode atuar como uma barreira para a
enzima com suporte contra varias condi¢fes industriais,
incluindo cisalhamento mecénico, efeito solvente e alta
temperatura (NAWAZ et al., 2015). Diante do exposto o
presente estudo tem como objetivo avaliar diferentes
matrizes, alginato e 4&gar-agar, na imobilizacdo da
frutosiltransferase de Aspergillus aculeatus, investigando
as variaveis que influenciam seus respectivos processos de
imobilizac&o.

MATERIAIS E METODOS
Materiais e local de execucéo dos experimentos

Foi utilizada a preparacéo enzimatica comercial Pectinex
Ultra SP (P2611 Sigma) obtida a partir de A. aculeatus
com comprovada atividade de transfrutosilagdo como
reportado por Vega-Paulino e Zuniga-Hansen (2012).
Sacarose, alginato, A&gar-agar e todos o0s reagentes
utilizados no presente estudo foram de grau analitico.
Todos os experimentos foram realizados na Central de
Laboratérios de Garanhuns (CENLAG) pertencente a
Unidade Académica de Garanhuns (UAG) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Atividade de frutosiltransferase

A atividade de FTase foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Sangeetha, Ramesh e Prapulla
(2004) com algumas modificagbes, como se segue: 0,25
mL da FTase foi misturada com 0,75 mL de sacarose
(60% p/v dissolvida em tampdo acetato, 0,1 M, pH 5,0), a
mistura da reacdo foi incubada por 1 h a 55°C. Apos a
reacdo, amostras foram coletadas para quantificacdo de
glicose e agucares redutores totais. A concentracdo de
glicose (G) nas amostras foi determinada utilizando o kit
de glicose oxidase (Labtest Diagnostica S.A.) e a de
acucares redutores totais (RS) através do método do 4cido
3’5 dinitrosalicilico (DNSA) proposto por Miller (1959).
Uma unidade de atividade hidrolitica (UH) é definida
como a quantidade de enzima necesséria para hidrolisar 1
pmol de sacarose por minuto. Uma unidade de atividade
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de transfrutosilagdo (UTF) é definida como sendo a
quantidade de enzima necessaria para transferir 1 umol de
frutose por minuto. A frutose livre (F) e transferida (F’) no
meio reacional foi estimada pelas Equacdes 1 e 2,
conforme reportado por Chen e Liu (1996).

F=RS—G (1)
F'=6-F=26-RS 2)

Imobilizacdo da frutosiltransferase em alginato

A imobilizacdo da FTase em alginato foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Bickerstaff (1997)
com modificagfes. A enzima e a solu¢do de alginato
foram misturadas (1:4) e o complexo foi adicionado por
gotejamento em uma solucdo de CaCl, para formacéo das
esferas de alginato de célcio. As enzimas imobilizadas
foram mantidas em solucdo de CaCl, por 20 minutos afim
de conferir maior resisténcia aos agregados imobilizados.
Finalmente, os agregados foram lavados com tampéo
acetato (0,1 M, pH 5,0) para remocdo das enzimas nédo
aprisionadas no suporte. Os experimentos para
imobilizacdo da FTase foram realizados de acordo com
um planejamento fatorial completo 22 com trés pontos
centrais, cujas variaveis analisadas foram as concentracdes
de alginato de sodio e cloreto de célcio, os niveis
utilizados no planejamento experimental encontram-se
dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis das varidveis independentes utilizadas no
planejamento fatorial (22) usado para avaliar a imobilizagdo da
FTase de Aspergillus aculeatus em alginato.

Variaveis Niveis

-1,0 0 +1,0
Alginato de s6dio 3,5 4,0 4,5
(%, p/v)
CaCl2 (M) 0,2 0,4 0,6

A variavel resposta utilizada no planejamento foi o
rendimento de imobilizagdo (Y) que foi calculado
utilizando a Equacéo 3.

Atividade da enzima imobilizada

Y (%)= 100 3
(*%) Atividade da enzima livre * @

A andlise estatistica dos resultados do planejamento
experimental foi realizada através do software Statistica
6.0.

Imobilizacéo da frutosiltransferase em alginato

A imobilizacdo da FTase em agar-dgar foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Nawaz et al.
(2015). Foram preparadas solucdes de agar em diferentes
concentragdes (1,0-5,0%) em tampé&o acetato (0,1 M; pH
5,0) sob aquecimento a aproximadamente 60°C, em
seguida foram submetidas a resfriamento até 45°C. Ao
chegar a esta temperatura foi adicionada a solucdo de
FTase na mesma proporcdo, em seguida a mistura agar-
FTase foi imediatamente transferida para placas de Petri e
mantidas sob temperatura de refrigeracdo até completa
solidificacdo. Apos a solidificacdo o gel de agar foi
cortado em formado de discos com didmetro de 5 mm e
posteriormente lavados no mesmo para remocdo de
enzimas ndo aprisionadas no suporte. O rendimento de
imobilizacéo () foi calculado utilizando a Equacéo 3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A preparagdo comercial obtida de A. aculeatus apresentou
atividade hidrolitica e de transfrutosilacdo de 377,96 e
301,69 pmol/mL/min, respectivamente. Ao avaliar a
imobilizacdo da FTase em alginato é necessario avaliar 0s
pardmetros que influenciam o processo de gelificacdo,
para isso foi utilizado um planejamento fatorial 22 cujas
condicBes utilizadas e resultados obtidos encontram-se
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes experimentais e resultados obtidos para a imobilizacdo da FTase de Aspergillus acuelatus por aprisionamento

em alginato realizado de acordo com planejamento fatorial 22.

Ensaio Alginato de sddio (%, p/v) CaClz (M) YH! (%) Y1F? (%)
1 35 0,2 10,51 2,43
2 45 0,2 22,91 9,42
3 35 0,6 18,51 17,86
4 45 0,6 22,24 19,99
5 (C) 4,0 0,4 17,22 12,66
6 (C) 4,0 0,4 18,96 14,85
7(C) 4,0 0,4 19,94 16,73

'Rendimento de imobilizagéo para atividade hidrolitica.
2Rendimento de imobilizagdo para atividade de transfrutosilagéo.

Os melhores rendimentos foram obtidos no Ensaio 4
(Alginato de sddio: 4,5 %; CaCl2: 0,6 M) e foram de
22,24 e 19,99% para as atividades hidrolitica e de
transfrutosilacdo, respectivamente. Estes resultados sdo
ligeiramente baixos, no entanto sdo de grande valor pois
fornecem o fundamento para estudos de otimizagdo para a

imobilizacdo neste suporte. Os efeitos estatisticos para as
varidveis resposta utilizadas encontram-se dispostos na
Tabela 3.

Observou-se que com relagdo ao rendimento de
imobilizacdo para a atividade hidrolitica a Unica variavel
significativa foi a concentracdo de alginato de sddio,
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sendo um efeito positivo, indicando que maiores
concentragBes desse polissacarideo irdo proporcionar
maiores rendimentos. Sabe-se que maiores concentraces
de alginato de sodio acarretardo em diminuicdo dos poros
da matriz polimérica podendo ocasionar maior retencdo da
enzima devido ao tamanho da molécula ou limitacdo da
difusdo do substrato para atingir o sitio ativo da enzima,
resultando em diminuicdo dos rendimentos (REHMAN et
al., 2013).

Tabela 1. Efeitos calculados para as varidveis respostas do
planejamento fatorial completo 22 para imobilizagdo da FTase de
Aspergillus aculeatus em alginato.

Variavel ou interacdo YH (%) Y7r (%)
(1) Alginato de s6dio 5,86* 2,23
(2) CaClz 2,66 6,37*
1x2 -3,15 -1,18

*Estatisticamente significativo a um nivel de 95% de confianca
(p<0,05).

Os resultados obtidos no presente estudo provavelmente
se enquadram no primeiro caso, e na faixa de
concentragbes  utilizadas  obtiveram-se  resultados
semelhantes aos obtidos por Anwar et al. (2009) na
imobilizacio de protease de Bacillus subtillis no mesmo
suporte. J& com relacdo ao rendimento de imobilizacdo
para atividade de transfrutosilagdo observou-se que a
concentragdo de CaCl2 foi a Unica variavel significativa,
sendo também um efeito positivo. Em geral, altas
concentragcdes de CaCl2 podem causar diminui¢des nos
rendimentos de imobilizacdo devido a altera¢Bes no pH
devido a concentragdo de CaCl2 (REHMAN et al., 2013),
no entanto nas concentraces avaliadas ndo foi observado
esse comportamento.

A imobilizacdo de enzimas em &gar-a4gar € diretamente
relacionada com a porosidade da matriz, que por sua vez é
dependente da concentracdo desse suporte (REHMAN et
al., 2014). Em virtude disso, no presente estudo foram
avaliadas concentrac@es de 1,0 a 5,0%, ndo sendo possivel
avaliar concentracBes superiores, uma vez que o gel
solidificava antes da adicdo da enzima. A influéncia de
diferentes concentracdes de agar-4gar no rendimento de
imobilizacdo da FTase pode ser visualizada na Figura 1.
Com relagdo a atividade hidrolitica observou-se um
aumento do rendimento de imobilizacdo proporcional a
concentracdo de &gar-agar, sendo a maior retengdo de
atividade de 42,65 %, obtida na concentracdo de 5%.
Prakash e Jaiswal (2011) ao estudarem a imobilizacdo de
a-amilase extraida de soja obtiveram melhores
rendimentos em 4% de 4&gar-agar. Ao considerar a
atividade de transfrutosilagdo, o melhor resultado obtido
foi 13,23% em uma concentracdo de 3,0% de agar-agar.
Para ambas atividades foram observados melhores
resultados em concentra¢des ligeiramente altas do suporte,
isso porque baixas concentragdes de agar tendem a formar
um gel muito fragil com poros maiores que favorecem a
perda de enzima por lixiviacdo resultando em baixos
rendimentos (BIBI et al., 2015). Os resultados obtidos
para a imobilizacdo da FTase em &gar-agar indicam que

este suporte foi mais eficiente na retencdo da atividade
hidrolitica da enzima em relacdo a de transfrutosilacéo,
possibilitando possiveis aplicacbes na hidrolise de
sacarose para producdo de acucar invertido, que ¢é

largamente utilizado na preparacdo de geleias, doces e
1 2 3 4

chocolates.
s )
Concentracdo de agar-agar (%)

Figura 1. Influéncia de diferentes concentragdes de agar-agar na
imobilizacdo de FTase de Aspergillus aculeatus.
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@ Atividade hidrolitica
OAtividade de transfrutosilacio

Rendimento de imobilizacdo (%)
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos para a imobilizacdo da
frustosiltransferase de A. aculeatus em alginato foram
ligeiramente baixos, no entanto provém um indicativo do
comportamento da enzima com 0 suporte que pode ser
utilizado para posteriores estudos de otimizagdo. Com
relagdo a imobilizacdo em A&gar-a4gar observou-se que
houve uma maior retencdo da atividade hidrolitica da
enzima (42,65%) indicando a possibilidade de aplicacdes
do biocatalisador imobilizado em processos continuos de
hidrolise de sacarose para producéo de agucar invertido.
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