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RESUMO

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo conhecidos por serem aglcares mais saudaveis quando comparados aos
acucares amplamente comercializados tendo em vista o seu baixo valor caldrico, sua seguranca de consumo aos
diabéticos e sua atuacdo como prebiodtico, proporcionando uma série de beneficios a saude e nutricdo humana,
como o aumento da flora bacteriana intestinal, a diminuicdo dos niveis de colesterol e triglicerideos e a melhora
do sistema imunoldgico. Os FOS sdo compostos de origem natural e podem ser encontrados, embora em baixa
concentragdo, em diversas espécies vegetais, o que inviabiliza a sua produgdo ¢ comercializagdo em larga escala e
estimula a busca por técnicas alternativas da sua produgdo nos setores alimenticio e farmacéutico. Diante desse
cendrio, enzimas como a frutosiltransferase (FTase, E.C. 2.4.1.9), de Aspergillus oryzae IPT-301 podem catalisar
a reagdo de transfrutosilagdo da sacarose para produgdo de FOS; contudo, o tempo de meia vida dessas enzimas
extracelulares € curto e acaba comprometendo a producdo de FOS em larga escala. Sendo assim, a imobilizacdo
dessas enzimas em suportes inertes e insoliiveis ¢ uma das maneiras de aumentar a sua estabilidade. Tais suportes
atuardo como uma barreira protetora diante de condigdes adversas do meio reacional, contribuindo para o aumento
do tempo de meia vida das enzimas e aumentando seu potencial de reuso. Além disso, a imobiliza¢ao de enzimas
permite a sua aplicagdo em processos continuos, fator que implica diretamente na reducao dos custos operacionais
e no aumento da produtividade do processo. Para o bom desempenho da enzima imobilizada, deve-se considerar
as caracteristicas do suporte utilizado, tais como estabilidade quimica, resisténcia mecanica, retengdo da atividade
enzimatica inicial, durabilidade e capacidade de reutilizag@o, custo e facilidade de manuseio, além de outras. Este
trabalho teve como objetivo fazer um review da literatura dos suportes inertes porosos para imobilizagdo, por
adsor¢do, de enzimas FTases extracelulares microbianas, abrangendo desde os materiais utilizados, bem como seu
processamento, propriedades e sua aplicabilidade potencial como material de suporte das FTases para a reag@o de
transfrutosilagdo da sacarose.

PALAVRAS-CHAVE: FOS. Suporte Enzimatico. Catélise Heterogénea. Materiais Porosos.

1. INTRODUCAO

A constante busca pela implementagdo de alternativas sustentdveis no meio industrial,
que condizem com os critérios estabelecidos pela Quimica Verde, em conjunto com a
necessidade de obtencdo de produtos especificos, tornam a implementacdo da tecnologia

enzimatica uma possibilidade cada vez mais atrativa as companhias (DENTI, 2021).

Devido as suas excelentes propriedades funcionais, as enzimas sdo capazes de catalisar
processos quimicos considerados complexos sob condigdes experimentais e ambientais mais
favoraveis (GUISAN, 2006). Contudo, embora as enzimas se destaquem por sua atuacao dentro
da area de catélise, elas apresentam algumas caracteristicas que nao sao tdo adequadas para
aplicacdes industriais, uma vez que atuam como catalisadores soluveis, geralmente instaveis e

que podem ser facilmente inibidos por substratos e/ou produtos. Dessa forma, antes das enzimas
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serem aplicadas em processos industriais, elas sdo tratadas de forma a garantir a melhor

eficiéncia de suas propriedades na hora de sua aplicagao.

Sendo assim, a imobilizagdo se torna uma etapa crucial para o uso de enzimas na
industria. Partindo dessa premissa, muitos pesquisadores tém focado em compreender e
controlar a imobilizagdo de enzimas a fim de utilizar esse processo como uma poderosa
ferramenta capaz de melhorar as propriedades enzimaticas, tais como estabilidade, atividade,

seletividade, reducao de inibi¢des, entre outros (BARBOSA et al., 2013).

Atualmente existe uma gama bastante diversificada de protocolos de imobilizagao
enzimdtica que se diferenciam, basicamente, quanto ao tipo de suporte e sua eficiéncia.
Todavia, ainda ndo ha nenhum método ou suporte de imobilizagdo que consiga ser unicamente
aplicavel a todas as enzimas conhecidas, sendo necessaria a realizacdo de um estudo prévio
acerca das caracteristicas do suporte e dos efeitos dos métodos empregados para a selecdo da
melhor técnica a ser utilizada em cada caso. De um modo geral, busca-se sempre pelo

procedimento mais simples e barato.

Os principais componentes de um sistema enzimatico imobilizado sdo: enzima, suporte
e modo de fixa¢dao. A maior contribui¢ao para o bom desempenho da enzima imobilizada advém
do suporte e, embora existam diferentes materiais que possam ser aplicados na imobilizagao
enzimatica, a sua escolha dependerd, fundamentalmente, das caracteristicas peculiares da

enzima e das condi¢des de uso da biomolécula imobilizada (SOUZA et al., 2016).

Os suportes podem ser classificados quanto a sua composi¢ao quimica de origem (em
materiais organicos e inorganicos) e/ou quanto a sua morfologia (em materiais porosos, nao
porosos e de estrutura em gel). Para que um material seja considerado adequado ao uso como
suporte, € necessario que ele compreenda alguns requisitos basicos, tais como elevada area
superficial, permeabilidade, biocompatibilidade, estabilidade quimica e mecéanica sob
condigdes operacionais, capacidade de regeneracao, morfologia e composicao, hidrofilicidade
ou hidrofobicidade, resisténcia ao ataque microbiano e disponibilidade a baixo custo (SOUZA

etal.,2016; BRENA; VIERA, 2006).

O diametro médio e tipos de poros, bem como o tamanho médio das particulas sdo os
principais fatores que determinam a area superficial especifica e, dessa forma, afetam
diretamente na capacidade de ligacdo das enzimas. Assim, suportes porosos sao capazes de reter
uma maior carga de enzima em decorréncia de sua maior area superficial quando comparado a

suportes nao porosos, permitindo também que a enzima imobilizada receba uma maior protecao
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do ambiente onde estara inserida. Ressalta-se ainda que os suportes porosos devem ter uma
distribuicdo de poros controlada para otimizar a capacidade e as propriedades de fluxo

(BRENA; VIERA, 2006).

Os materiais organicos, com destaque aos polimeros, compdem uma classe de suportes
de suma importancia para a imobilizagdo enzimatica. Se por um lado os polimeros sintéticos
possuem uma ampla variedade de formas fisicas e estruturas quimicas a ser combinadas de
acordo com as caracteristicas desejadas, os polimeros naturais sao geralmente mais acessiveis
financeiramente e mais facilmente degradaveis, sendo a opcao ambientalmente mais favoravel
(SOUZA et al., 2016). Em consequéncia disso, os suportes porosos formados por matrizes

organicas sdo preferidos para aplicagdes industriais.

Dessa forma, o presente estudo busca fazer um review acerca dos suportes porosos
utilizados para imobiliza¢do enziméatica com enfoque na enzima frutosiltransferase (FTase)
para a catalisagdo das reagdes de transfrutosilagdo da sacarose para producdo de

frutooligossacarideos (FOS).

Para isso, foi necessario entender o consumo de agucar na sociedade moderna e a busca
da populagdo por alimentos funcionais, em seguida expor as formas de producao dos FOS por
meio das enzimas FTase e, com isso, determinar as caracteristicas dos potenciais suportes a

serem utilizados na imobiliza¢ao das FTases.
2. JUSTIFICATIVA

De forma semelhante ao que ocorre com o alcool, o tabaco e outras drogas, o alto
consumo de agucares e demais alimentos de alto indice caloérico tem contribuido fortemente
para o desenvolvimento e/ou intensificagdo de problemas metabolicos, tais como obesidade,
diabetes, hipertensdo e problemas cardiovasculares. Isso fez com que a sociedade
desenvolvesse uma significativa preocupagdo no que se refere a qualidade de vida e a satde,
acarretando um aumento do cuidado acerca dos alimentos que consomem (PASSOS; PARK,

2003).

Diante da procura dos consumidores por alimentos funcionais, os FOS se mostram como
uma alternativa mais saudavel e menos calorica aos agucares tradicionalmente utilizados na
dieta humana. Estes oligomeros de frutose tém se destacado tanto na industria farmacéutica
quanto na alimenticia, uma vez que se tratam de agucares prebidticos, que proporcionam uma
série de beneficios a saude e nutri¢do humana, como o aumento da flora bacteriana intestinal, a

diminui¢do dos niveis de colesterol e triglicerideos e a melhora do sistema imunolégico como
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um todo (PASSOS; PARK, 2003; ROCHA et al., 2021). Assim sendo, o desenvolvimento de
tecnologias que permitam a obtengdo de agucares mais saudaveis (como ¢ o caso do FOS) em
larga escala ¢ de suma importancia para a sociedade atual. A relevancia deste trabalho esta
associada a coleta de informagdes sobre suportes que viabilizem a imobilizagdo e prolonguem

o tempo de meia vida de enzimas FTase, responsaveis pela produgdo do FOS.

O desenvolvimento de suportes de menor custo, inertes, insoluveis, quimicamente
estaveis, reutilizaveis, que sejam reprodutiveis em escala industrial e que tenham
compatibilidade com as enzimas FTase proporcionara maior velocidade de produgao dos FOS,
fazendo com que o mesmo se torne comercialmente e economicamente viavel, acelerando o
setor que mais vem ganhando forcas entre os brasileiros: o dos alimentos saudaveis, que atingiu
a marca de R$100 bilhdes em vendas no pais no ano de 2020, segundo a Euromonitor
Internacional (CNN BRASIL, 2021). Assim, o levantamento bibliografico dentro da tematica
apresentada serd importante para o desenvolvimento e amplitude do conhecimento acerca dos
materiais porosos com aplicagdo biotecnologica, mais especificamente como suporte para a
imobilizacao de enzimas aplicaveis na producao de biomoléculas de alto valor agregado e de

interesse comercial.
3. A SOCIEDADE MODERNA E O CONSUMO DE ACI'JCAR

Mudangas nos habitos alimentares t€ém sido observadas nas tltimas décadas ao redor de
todo o mundo, revelando a complexidade dos modelos de consumo e seus fatores determinantes
(OLIVEIRA; THEBAUD-MONY, 1997). Um assunto que vem sendo cada vez mais exposto
em debates cientificos ¢ a alta ingestdo de agucar da populagdo mundial considerando suas

implicagdes a saide humana, sobretudo no risco de obesidade (SLUIK et al., 2016).

Estudos acerca das mudangas no padrao alimentar da populagdo brasileira nos ultimos
anos destacam o aumento do consumo de carnes ¢ alimentos industrializados ¢ a reducao do
consumo de leguminosas, frutas e hortalicas (CLARO et al., 2015). A corrida contra o tempo
enfrentada pela sociedade moderna faz com que a populagdo dé preferéncia ao consumo de
alimentos rapidos, como os famosos fast-foods e demais refeigdes prontas que geralmente vém
acompanhadas de refrigerantes ou sucos industrializados, os quais apresentam alto indice

caldrico e uma elevada concentracao de acucares e derivados.

Partindo dessa realidade, ¢ possivel compreender um dos motivos pelo qual os
brasileiros consomem cerca de 50% a mais de aguicar do que o recomendado pela Organizagao

Mundial da Saude (OMS). Isso implica em um consumo didrio médio de 80 gramas de agucar

Editora e-Publicar — Tecnologias avangadas em Ciéncias Exatas:
Desenvolvimentos recentes e perspectivas futuras, Volume 1.



ao dia, o equivalente a 18 colheres de chéd, sendo que o limite maximo aconselhado pela OMS
para um adulto é de 12 colheres de chi do produto mencionado (MINISTERIO DA SAUDE,
2022).

E notavel que o excesso do consumo de aglicar o torna extremamente nocivo a saude
humana. Essa pratica conciliada ao alto consumo de outros alimentos de elevado indice calorico
contribuem consideravelmente para o aumento do risco de obesidade e propensdo a doengas
cronicas como diabetes, hipertensdo e cancer. Em consequéncia disso, a sociedade moderna
vem desenvolvendo uma preocupacao cada vez mais nitida no que diz respeito a qualidade de

vida e a saude, trazendo um maior cuidado acerca dos alimentos consumidos.

A busca por alimentos funcionais que beneficiem a saide humana para além de suas
fungdes nutricionais basicas cresce diariamente. Diante disso, os FOS ganham destaque como
uma excelente alternativa para os consumidores que prezam por uma alimentagdo mais saudavel

e menos caldrica em substitui¢do aos aglicares tradicionalmente utilizados na dieta humana.
4. A PRODUCAO DE FOS

Os frutooligossacarideos, comumente nomeados como FOS, sdo aglcares nao
convencionais, ndo metabolizados pelo organismo humano e nao caldricos (PASSOS; PARK,
2003). Por se tratarem de acucares mais saudaveis se comparados aos agucares amplamente
comercializados (tendo em vista o seu baixo valor calérico, sua seguranga de consumo aos
diabéticos e sua atuacdo como prebidtico) e por apresentarem diversos beneficios a saude e
nutricdo humana, os FOS estdao se tornando alvo de interesse nas industrias farmacéutica e
alimenticia, com destaque na atuagdo como substitutos aos edulcorantes convencionais, o que
torna necessario o desenvolvimento de processos em escala industrial que permitam a produgao

desses componentes.

Os FOS sao oligobmeros de frutose formados por unidades frutosil e que podem ser
encontrados naturalmente, embora em pequenas quantidades, em alguns vegetais e frutas. Esses
acucares também podem ser obtidos pela acdo catalitica de enzimas que exibem atividade de
transfrutosilacdo, utilizando sacarose como substrato (GONCALVES, 2019). Dessa forma, a
producao de FOS em escala industrial ocorre mediante reacao de transfrutosilagdo enzimatica

da sacarose.

As enzimas capazes de realizar tal agdo de transfrutosilacdo sdo, principalmente, as

frutosiltransferases e as B-frutofuranosidases. No entanto, as frutosiltransferases (FTase, E.C.
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2.4.1.9) ganham ainda mais destaque na producdo dos FOS em decorréncia da sua acgdo

catalitica, exibindo altas atividades de transfrutosilagao (PASSOS; PARK, 2003).

A reacdo de transfrutosilacdo ocorre quando a FTase se conecta na posi¢ao f (2—1) da
molécula de sacarose, clivando-a e separando o grupo frutosil do grupo glicosil. Em seguida, o
grupo frutosil se conecta a uma molécula aceptora apropriada, como a sacarose ou outras
moléculas de FOS, produzindo um oligomero de frutose e liberando glicose no meio reacional

(ROCHA et al., 2021), conforme Figura 1.

Figura 2: Esquema da reacéo de transfrutosilagao.
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Fonte: Cunha (2017, p. 25).

A produgdo industrial de FOS ¢ realizada, basicamente, através de dois processos
produtivos distintos. O primeiro deles consiste em um processo composto de duas etapas, sendo
estas divididas em um processo fermentativo e um processo enzimatico, onde primeiramente
as enzimas sao produzidas por fermentacdo e, em seguida, sdo aplicadas de forma livre ou
imobilizada na etapa reacional. J& o segundo processo consiste em apenas uma etapa, na qual
sdo utilizadas células completas de determinado micro-organismo, em suspensdo ou
imobilizado, sendo os FOS produzidos concomitantemente ao processo fermentativo (CUNHA,

2017).

Tendo em vista que a produ¢do de biomassa ¢ limitada pelos requerimentos do micro-
organismo e que as condi¢cdes Otimas de crescimento podem ndo ser as mesmas condi¢des
otimas de producdo dos FOS, os processos que consistem de duas etapas sao preferidos. Além
disso, a fim de determinar as melhores condi¢des reacionais para producdo em larga escala ¢
necessario compreender sobre os valores ideais de pH, temperatura, concentragdo de substrato,
estabilidade frente ao pH e a temperatura e os parametros cinéticos da enzima de interesse, para

sO entdo utilizad-las com ou sem ajustes minimos para que a reagao ocorra (CUNHA, 2017).
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A temperatura operacional de produ¢do de FOS pelo uso de FTase microbiana varia
entre 50 e 60 °C, faixa na qual a viscosidade da solucdo altamente concentrada de sacarose ¢
baixa o suficiente para nao interferir na reagdo e influenciar de forma favoravel na taxa de
reacdo enzimatica. Por outro lado, o pH 6timo da producao depende da fonte enzimatica: para
FTases isoladas a partir de alcachofras de Jerusalém, o pH 6timo esta entre 3,5 e 5; para aquelas
isoladas a partir de Aspergillus oryzae o pH 6timo se encontra entre 8 e 9; contudo, a maioria
das FTases possuem faixa 6tima de pH entre 5 e 6,5 (CUNHA, 2017). Logo, o ideal ¢ realizar
o melhor ajuste entre as condigdes reacionais citadas acima em acordo com o requerimento de

cada produto desejado, atingindo as condi¢des 6timas do processo de producao.
5. IMOBILIZACAO ENZIMATICA: CARACTERISTICAS E METODOS

O uso de enzimas em sua forma livre apresenta diversos problemas que se relacionam a
baixa estabilidade operacional, seus elevados custos, a impossibilidade de reutilizacdo da
enzima e a dificuldade na recuperacao dos produtos (GONCALVES, 2019). Tais desvantagens
tendem a dificultar a producdo em larga escala e, consequentemente, a comercializagdo dos
produtos enzimaticos. Todavia essas inconveniéncias podem ser amenizadas com o uso de

diferentes técnicas de imobilizacao enzimatica.

Imobilizacdo ¢ um termo genérico utilizado para descrever a retencdo de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. Para o caso das enzimas, a
imobilizacao consiste no confinamento da proteina em um suporte sélido insolivel em meio
aquoso e em solventes organicos (SOUZA et al., 2016), a qual pode ser usada de forma isolada

ou em combinagdo com outras técnicas de estabilizagdo de proteinas.

O principal interesse acerca da imobilizacdo enzimatica se encontra no alcance de
biocatalisadores com atividade e estabilidade operacional que sejam pouco ou nada afetados
durante o processo no qual as enzimas serdo inseridas e que proporcionem o maximo de
reutilizagdo da enzima diante dos parametros que podem inativa-las, como temperatura do meio
reacional, pH, solventes organicos e demais interferéncias, cooperando positivamente com o

meio ambiente e otimizando ao maximo a produg¢do industrial (QUEISSADA; SILVA, 2020).

As enzimas podem ser imobilizadas por diferentes métodos, dentre os quais Fernandez-
Fernandez et al. (2013) classificam como: confinamento, encapsulacdo, adsor¢do, ligacao

covalente e reticulagdo (Figura 2).
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Figura 3: Esquema dos métodos de imobilizacao de enzimas.
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Fonte: Adaptado de Fernandez-Fernandez ef al. (2013, p. 1812-1813).
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A selegao do método ideal de imobilizagdo para determinada aplicagdo deve ser baseada
em parametros como atividade global do biocatalisador, caracteristicas de regeneracdo e
inativagdo, custo do procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacao,
estabilidade operacional, propriedades hidrodinamicas e caracteristicas finais desejadas para a

enzima imobilizada (SOUZA et al., 2016).
6. SUPORTES POROSOS PARA PRODUCAO DE FOS: CARACTERISTICAS

A imobilizagdo enzimatica carrega consigo alguns beneficios e/ou vantagens diante do
uso de enzimas livres nos quais se incluem o aumento da estabilidade operacional, a capacidade
de implementacdo de processos enzimaticos continuos, a possibilidade de recuperagdo e
reutilizacdo dos biocatalisadores, a reducdo dos custos operacionais e a auséncia de
biocatalisador na corrente de produto devido a facilidade na separacao e selecdo dos mesmos

(GONCALVES, 2019; SOUZA et al., 2016).

E importante ressaltar que, embora atualmente exista uma gama bastante diversificada
de protocolos para imobilizagdo enzimatica, nenhum método ou suporte ¢ unicamente aplicavel
a todas as enzimas conhecidas. Dessa forma, se faz necessario um estudo prévio acerca das
caracteristicas do suporte que se tem interesse e dos efeitos dos métodos empregados para a

selecao da melhor técnica a ser utilizada em cada caso.
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a. Suportes porosos poliméricos

Os polimeros, sejam naturais ou sintéticos, compdem a classe de suportes organicos,
que ¢ de suma importancia no campo da imobilizacao enzimatica (MENDES, 2009). Para fins
comparativos, os polimeros sintéticos exibem uma grande variedade de formas fisicas e
estruturas quimicas que podem ser recombinadas em busca do suporte ideal, ao passo que os
polimeros naturais apresentam menores custos ¢ maior facilidade de degradacdo quando
descartados (DALLA-VECCHIA et al., 2004). Diante de tais caracteristicas, os suportes
porosos poliméricos vém sendo constantemente estudados e aplicados em experimentos para

imobiliza¢ao de enzimas FTase.

Gongalves et al. (2019) utilizaram, para fins experimentais, a imobiliza¢cdo das enzimas
FTase, produzidas a partir de Aspergillus oryzae IPT-301, por meio do encapsulamento em
esferas de alginato de sodio. Utilizando CaCl>.2H>0 e BaCl>.2H,0 como agentes de reticulagao
em diferentes concentracdes, Gongalves et al. (2019) conseguiram obter as condi¢des ideais de
encapsulacdo, considerando as atividades de transfrutosilacdo (At). Dessa forma, o CaCl;
mostrou-se mais eficiente como agente de reticulagao do que o BaCl,, proporcionando baixas

atividades hidroliticas (An) e altas A, levando a maiores seletividades, ou seja, maiores
relagdes AT/ Ay © altos rendimentos de FOS. Ao comparar o uso de granulos de alginato de

sodio com a biomassa livre, os granulos apresentaram melhor funcionalidade, manuseio e
atividades de transfrutosilagdo equivalentes ou até superiores em alguns casos, além de uma

melhor seletividade.

Faria et al. (2019) estudou a imobilizagao de enzimas FTase produzidas por Aspergillus
oryzae IPT-301 em suportes feitos de esponja vegetal para a produgao de FOS. Como forma de
execugdo para seus experimentos, o caldo fermentado contendo FTases extracelulares foi
imobilizado a partir de adaptagcdes ao método de Sugahara e Varéa (2014). Utilizou-se de
esponja vegetal previamente submetida a tratamento alcalino e seca a 40°C por 24h. Faria et al.
(2019) calcularam os valores de rendimento de imobilizacdo (IY %) e de atividade recuperada
(RA %) o suporte de interesse. Com um IY de 34% e RA de 83,64%, a esponja vegetal
apresentou a maior atividade recuperada considerando os suportes avaliados. Tais resultados
indicam que a esponja vegetal ¢ um suporte bastante promissor para a produ¢do de FOS em

processo descontinuo unico.

Ganaie et al. (2014) focaram seus estudos e experimentos na imobiliza¢do de FTase em

quitosana e também em alginato visando a producdo continua e eficiente de FOS. Para tal,
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esferas de alginato foram desenvolvidas mantendo sua conformacao esférica usando-se 0,3%
(p/v) de alginato de s6dio com 0,1% (p/v) de solucdo de CaCly para maior atividade de
transfrutosilacdo, ao passo que os granulos de quitosana foram desenvolvidos misturando-se
0,1% (p/v) de quitosana em 10mL de solucdo de acido acético glacial a 4% (p/v) sob agitacdo
suave durante 1h. Apds andlise dos resultados, Ganaie et al. (2014) concluiram que tanto a
quitosana quanto o alginato serviram como boas matrizes para aprisionar a FTase micelial
durante a produ¢do de FOS. No entanto, quando ambos os suportes foram utilizados para a
producao de FOS, a eficiéncia de reciclagem dos granulos de alginato foi mais bem sucedida
em comparacgao com os granulos de quitosana. Os dados obtidos pela analise de HPLC mostram
67,75% (p/p) de formagdao de FOS por granulos de alginato e 42,79% (p/p) por esferas de

quitosana em 36h de reacdo do substrato enzimatico.

Estudos comparativos realizados por Aratjo ef al. (2021) determinaram o rendimento
de imobilizagdo (IY %) e a atividade recuperada (RA %) da FTase extracelular de Aspergillus
oryzae IPT-301 imobilizada por adsor¢do em trés diferentes suportes, dentre eles o
polihidroxibutirato (PHB) e o farelo de soja. O PHB ¢ um biopolimero com caracteristicas que
tornam sua aplicagdo bastante atraente para a imobiliza¢do de enzimas por adsor¢do, dentre os
quais se destacam o seu baixo custo, a sua alta resisténcia mecédnica e sua capacidade de
regeneragdo, além de ser um material atdxico e inerte. Para o tratamento do suporte, o PHB foi
lavado com etanol P.A. 95 % (v/v) na proporcao de 1:10 (g de suporte: ml de caldo fermentado)
sob agitacdo magnética a 25 °C por 6 horas. Ao término da lavagem, a solugdo foi filtrada a
vacuo e o polimero armazenado em dessecador por 24 horas. Como resultados, Araujo et al.
(2021) encontraram uma RA equivalente a 14% para o PHB e um IY de 41%, valores que
permitem considerar o PHB como um potencial suporte aplicavel na produgao de FOS. O farelo
de soja, por sua vez, destaca-se entre os materiais apresentados por sua alta disponibilidade,
além de ser um material biodegradavel e atoxico. Para o tratamento do suporte, o farelo de soja
foi peneirado para classificagdo granulométrica entre 0,85 ¢ 0,300 pm e seco em estufa a 60°C
por 24h. Nesse estudo, Aratjo et al. (2021) encontraram uma RA de 68% para o farelo de soja,
bem como um 1Y de 36%, e, embora tenha sido o suporte com menor taxa de rendimento entre

os demais, ele também foi o que apresentou a maior taxa de atividade recuperada.

Mussatto et al. (2009) testaram a aplicag¢do de seis diferentes materiais com potencial
aplica¢do na imobilizacdo de enzimas Aspergillus japonicus para a produ¢ao de FOS. Dentre
eles, a espuma de poliuretano e a fibra vegetal, a qual obteve maior destaque entre os demais.

Para a execugao do experimento, foram utilizadas amostras de 0,3 cm? tanto para a espuma de
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poliuretano quanto para a fibra vegetal. As amostras foram previamente tratadas em fervura por
10 minutos, lavadas trés vezes com agua destilada e posteriormente secas durante a noite a
60°C. Antes do uso, as amostras foram levadas a autoclave a 121°C por 20 minutos. Em seus
resultados, Mussatto et al. (2009) relataram que a espuma de poliuretano imobilizou uma maior
quantidade de células em relacdo a outros suportes estudados, como a pedra-pomes, mas
apresentou os piores resultados de fermentacdo, provavelmente devido a problemas de
transferéncia de massa, pois esse material absorveu um volume maior de meio do que os demais
avaliados. Em contrapartida, a fibra vegetal foi o melhor material utilizado na imobilizacao as
enzimas A. japonicus, pois as mesmas permaneceram perfeitamente aderidas ao suporte durante
o cultivo, permitindo uma alta produgdo de FOS. Além disso, a fibra vegetal ¢ um material
barato, mecanicamente forte e facil de usar, ndo exigindo nenhum pré-tratamento severo ou de

alto custo.
b. Suportes porosos cerimicos

Os materiais ceramicos compodem a classe de suportes denominados inorganicos. Diante
das diversas caracteristicas que definem os suportes organicos (as quais foram citadas
anteriormente), os suportes inorganicos passam a ser considerados os mais apropriados para
uso industrial, considerando suas caracteristicas, dentre as quais destacam-se a sua elevada
resisténcia mecanica, sua boa estabilidade térmica, sua alta resisténcia a solventes organicos e
ao ataque de microrganismos (QUEISSADA; SILVA, 2020). Diante de tal relevancia, os
suportes porosos ceramicos sao constantemente aplicados em novos experimentos na busca

pelos melhores resultados na imobilizacdo de enzimas FTase.

Faria et al. (2019) estudou a imobilizagdo de enzimas FTase produzidas por Aspergillus
oryzae IPT-301 em suportes de silica gel visando a produg¢dao de FOS. O caldo fermentado
contendo FTases extracelulares foi imobilizado a partir de adaptacdes ao método de Sugahara
e Varéa (2014). Utilizou-se silica gel seca a 60°C por 24h. Foram calculados os valores de
rendimento de imobilizag¢do (IY %) e de atividade recuperada (RA %) para o suporte indicado.
Com um IY equivalente a 85% e RA de 9,07%, a silica gel apresentou o maior rendimento de
imobilizacao e estabilidade operacional entre os suportes observados no estudo. Tais resultados
sugerem que a silica gel ¢ um suporte promissor para a producdo de FOS por reagdes
descontinuas consecutivas. Dando sequéncia em seus estudos, Faria et al. (2020) confirmaram
o potencial de aplicagdo da silica gel como suporte para a imobiliza¢do de enzimas FTase na
producao de FOS. Em seus experimentos, tanto a atividade de transfrutosilacao (Ar) quanto a

atividade hidrolitica (An) foram determinadas de acordo com os métodos de Cuervo-Fernandez
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et al. (2007), Ottoni et al. (2012) e Cunha et al. (2019). Como resultados, Faria et al. (2020)
observaram que a At foi maximizada por meio do delineamento experimental em funcdo dos
pH’s e temperaturas de reacdo. Além disso, a FTase imobilizada apresentou capacidade de
reutilizagdo por seis ciclos reacionais consecutivos € maior pH e estabilidade térmica do que a
enzima soluvel. Sendo assim, tais resultados sugerem alto potencial de aplicacao da silica gel

como suporte para imobiliza¢do de FTase visando a produgdo de FOS.

De forma complementar, os experimentos de Araujo et al. (2021) registraram a silica
como sendo o suporte (dentre os estudados) com o maior rendimento de imobilizagao (IY =
85%) e tal fato pode ser explicado por suas propriedades de hidrofilicidade, alta porosidade e

principalmente sua grande area superficial.

Por sua vez, Garcia et al. (2022) relataram o uso de um novo suporte para a imobilizagao
de enzimas FTase obtido pela disposi¢ao de nidobio em po de silica gel com o objetivo de obter
um biocatalisador altamente ativo para a producdo de FOS. O suporte apresentou fases
ortorrdmbicas e monoclinicas de Nb2Os distribuidas homogeneamente ao longo da amostra de
silica gel, formando uma mistura de material silica-niobia de particulas muito finas. O
rendimento de imobilizagdo (IY %) e a atividade recuperada (RA %) da enzima foram cerca de
57,7% e 87,8%, respectivamente. Tal resultado sugere uma melhora significativa na adsor¢ao
de FTase em silica devido a adig¢do de niobio e alta aplicabilidade de suportes de silica-nidbia

para imobilizag¢ao de enzimas FTase visando a produgdo de FOS.

Mussatto et al. (2009) testaram a aplicagdo de seis diferentes materiais com potencial
aplica¢do na imobilizag¢ao de enzimas Aspergillus japonicus para a produgdo de FOS, destacam-
se os materiais ceramicos advindos da espuma de vidro e da pedra-pomes. A pedra-pomes foi
utilizada em forma de granulos de malha 8-24, enquanto a espuma de vidro foi utilizada em
formato de particulas que variavam seu diametro entre 2,36 ¢ 3,35 mm. Para serem utilizados
como suportes de imobilizagdo, a pedra-pomes foi previamente tratada com fervura por 10
minutos, lavada trés vezes com agua destilada e seca durante a noite a 60°C, ao passo que as
particulas de vidro foram secas a 105°C por 3h e entdo tratadas com solu¢do de HNO3 5% w/v
a 65°C por 45 minutos para posterior lavagem com agua destilada até neutralizagdo e secagem
a 90°C até peso constante. Antes do uso, ambos os materiais foram autoclavados a 121°C por
20 minutos. Como resultado, Mussatto et al. (2009) verificaram que a espuma de vidro nao foi
capaz de imobilizar as células e se mostrou instavel durante o processo de fermentagdo,
desintegrando-se durante o processo de agitacdo devido ao contato entre as particulas de vidro

com a parede do vaso, sendo considerado inadequado para a imobilizacdo de enzimas durante
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a produ¢do de FOS. Em contrapartida, a pedra-pomes apresentou bons valores de fermentacao,

no entanto nao foi capaz de imobilizar uma grande quantidade de células.

Além dos materiais ceramicos citados que descrevem diretamente os resultados obtidos
no processo de imobiliza¢do das enzimas FTase, foram encontrados outros materiais que se
mostraram promissores no que diz respeito a imobilizagdo enzimatica, os quais podem ser
aplicados em posteriores procedimentos experimentais visando a imobiliza¢do de enzimas

FTase para a produgdo de FOS.

O ¢6xido de grafeno (GO) possui uma grande area superficial especifica € um nimero
consideravel de grupos funcionais, fatos que o torna um substrato ideal para estudo de aplicacao
em imobilizagdo enzimatica, relata Zhang et al. (2010). Em seus experimentos, Zhang et al.
(2010) demostraram que a imobilizacao de enzimas em folhas de GO pode ocorrer por meio da
simples interagdo eletrostatica, sem que se faca necessario o uso de agentes de reticulacdo ou
modificacdes em sua superficie, A imobilizacdo das enzimas peroxidase de rabano (HRP) e
lisozima foi realizada por meio da incubagao da folha de GO, com espessura aproximada de
Inm, juntamente das enzimas em solu¢do tampao de fosfato 4°C e com base na observagao por
microscopia de for¢ca atomica (AFM), Zhang et al. (2010) verificaram que o desempenho
catalitico das enzimas imobilizadas ¢ determinado pela interagdo das moléculas da enzima com
os grupos funcionais do GO e que a carga enzimatica ndo interfere na atividade especifica da
enzima, logo, a chave para se obter melhor desempenho catalitico se concentra na retengao total

da conformagao da enzima imobilizada.

Zhang et al. (2011) estudaram a aplicagdo de nanocristais de 6xido de zinco (ZnO) com
diferentes morfologias como substratos para imobilizagdo enzimatica da peroxidase de rabano
(HBR). Os nanocristais de ZnO foram preparados através de um procedimento hidrotérmico
utilizando hidroxido de tetrametilamdnio como agente mineralizante e o controle da morfologia
desses nanocristais foi obtida por meio da variacao na propor¢ao de CH;OH para H, O utilizados
como solventes no sistema de reagdo hidrotérmica. Os resultados encontrados por Zhang et al.
(2011) mostraram que o nanomultipod tridimensional € mais apropriado para a imobilizag¢ao de
enzimas em reagdes cataliticas, considerando também as nanoesferas e os nanodiscos, fator de
grande implicacdo para os diversos estudos em andamento acerca da tematica de imobilizagao

enzimatica e suas aplicagoes.
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7. METODOLOGIA

O presente trabalho pode ser classificado de acordo com Gil (2002) como sendo uma
pesquisa de natureza exploratdria, cujo objetivo principal € o aprimoramento de ideias e

descoberta de novas intui¢des a respeito dos temas delimitados.

Para o desenvolvimento do trabalho foi necessaria uma pesquisa de artigos cientificos
disponiveis no Portal Periddicos CAPES, bem como uma pesquisa em sites e noticidrios a fim
de garantir o maior namero possivel de informagdes comprovadas e atualizadas acerca dos
temas interessados. Nesta pesquisa, foram selecionados trabalhos que abordam os
frutooligossacarideos (FOS), bem como suas aplicagdes, as vantagens do seu consumo diante
dos demais agtcares conhecidos popularmente e as principais formas para sua produgdo. Além
disso, trabalhos que abordam imobiliza¢ao enzimatica e suportes porosos (tipos, caracteristicas,
vantagens e desvantagens) foram de suma importancia para a elaboragdo da presente pesquisa

bibliografica.

Todo o material citado foi previamente selecionado para estudo e utilizado como base

referencial, de forma a garantir a elaboracao do presente review.
8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa pesquisa bibliografica fornecem um review acerca dos suportes
porosos utilizados na imobiliza¢do enzimatica, com destaque aqueles utilizados na imobilizagao
das enzimas FTase, principais responsaveis pela producao dos frutooligossacarideos (FOS).
Esse trabalho permite um acesso rapido e conciso a respeito da tematica abordada, facilitando

a leitura e compreensao do assunto para aqueles que estdo iniciando seus estudos na area.

Como pdde ser visto, ha suportes mais adequados para aplicacdo pratica na producdo
dos FOS que poderao vir a ser utilizados em estudos posteriores juntamente de aplicagdes
praticas. Resumidamente, os principais resultados obtidos em relacao aos suportes utilizados

estdo indicados na Tabela 1.

Tabela 4: Materiais utilizados como suporte, classificacdo e principais resultados obtidos.

Material suporte Classificacao Principais resultados Referéncias

Apresentou 6timo rendimento de imobilizacdo e estabilidade
operacional, sendo considerado um material promissor para a | Faria et al.
producdo de FOS por rea¢des descontinuas consecutivas, com | (2019)

capacidade de reutilizagdo em até 6 ciclos.

Silica gel Ceramica

Apresentou boa atividade recuperada, sendo considerado um
Esponja vegetal Polimero material promissor para a producdo de FOS em um processo
descontinuo unico.

Faria et al.
(2019)

Apresentou boa funcionalidade, manuseio e atividades de

Alginato de , L . . . Gongalves et al.
Lo Polimero transfrutosilacdo equivalentes ou superiores ao uso da biomassa
sodio . \ . . (2019)
livre, além de garantir uma melhor seletividade.
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- Apresentou melhora significativa na adsor¢do da enzima FTase .
1 o Compdsito . e Garcia et al.
Silica-Niobia A diante dos suportes de silica gel, aumentando sua taxa de
ceramico . (2022)
atividade recuperada.
Suporte atraente tendo em vista seu baixo custo, a alta
resisténcia mecanica e sua capacidade de regeneragdo, além de .
, . . . S Aratjo et al.
PHB Polimero ser um material atoxico e inerte. Possui média taxa de (2021)
rendimento de imobilizacdo ¢ baixa taxa de atividade
recuperada.
Farelo de soia Polimero Alta disponibilidade e boa taxa de atividade recuperada, | Aragjo et al.
. contudo, apresenta baixa taxa de rendimento de imobilizacdo. | (2021)
Incapaz de imobilizar as células, mostrando-se instavel durante
. A ~ . . . Mussatto et al.
Espuma de vidro Ceramica os processos de fermentacdo. Logo, é considerado inadequado (2009)
para uso como suporte na producdo de FOS.
, Imobiliza uma maior quantidade de células, no entanto, fornece | Mussatto et al.
Espuma de PU Polimero . ~
baixos resultados de fermentacao. (2009)
. , Apresenta boa adesdo no processo de imobilizacdo das enzimas | Mussatto et al.
Fibra vegetal Polimero ~
¢ alta producao de FOS. (2009)
a s Apresentaram bons valores de fermentagdo, contudo, s3o | Mussatto et al.
Pedra-Pomes Ceramica . . . . ,
incapazes de imobilizar grande quantidade de células. (2009)
Mostrou-se como um material promissor atuando como suporte .
. , . S . . ~ Ganaie et al.
Quitosana Polimero para a imobilizagdo de enzimas FTase visando a produgdo de (2014)
FOS.
Nanocristais de ZnO foram testados em diferentes morfologias
A e concluiu-se que os nanomultipods apresentam a estrutura | Zhang ef al.
ZnO Ceramica . . - . e o
mais apropriada para aplicagdo no processo de imobilizagdo de | (2011)
enzimas para reagdes cataliticas.
Material com grande éarea superficial especifica e nimero
A consideravel de grupos funcionais, tornando-o um material | Zhang ef al.
GO Ceramica . = . e N .
potencial para aplicagdo na imobilizagdo enzimatica de diversas | (2010)
proteinas.

Fonte: Autoria propria (2023).

Dentre os suportes inorganicos aplicados na imobilizagdo de enzimas por adsor¢do

destaca-se significativamente a silica gel, a qual apresenta baixo custo, alta resisténcia

mecanica, estabilidade térmica e quimica, carater altamente hidrofilico, e, principalmente,

elevada area superficial especifica (ARAUJO et al., 2021).

No entanto, a partir da analise do conteudo da tabela e de todo o material descrito nos

topicos anteriores, constatou-se que a esponja vegetal, o alginato, o polihidroxibutirato e a fibra

vegetal tém mostrado resultados bastante promissores em termos de taxa de atividade

recuperada, nivel de seletividade e, sobretudo, baixo custo.

Além destes, a silica-niobia apresentou melhora significativa na adsor¢do da enzima

FTase diante dos suportes de silica gel visando a producdo de FOS, aumentando sua taxa de

atividade recuperada e se destacando diante dos suportes listados acima.

Por fim, ¢ valido ressaltar que os suportes de ZnO e GO, embora pouco explorados em

estudos referentes a imobilizacdo enzimdtica direcionados para a producdo de FOS,

apresentaram resultados satisfatorios e promissos diante de suas respectivas aplicagoes.
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Levando isso em consideracao, tais suportes se tornam alvo de estudos ainda mais aprofundados

para posteriores aplicagdes experimentais.
9. CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de agucares funcionais, como os frutooligossacarideos (FOS), por via
enzimdtica vem se apresentando como uma alternativa a substituigdo dos acgucares
convencionais. Nos ultimos anos, a imobilizagdo de enzimas tem se destacado como uma
poderosa ferramenta para a melhoria das propriedades enzimaticas, como a estabilidade e a

possibilidade de reutilizacdo, sobretudo nas areas alimenticia e farmacéutica.

Conclui-se, portanto, que embora atualmente exista uma gama bastante diversificada de
protocolos para imobilizagdo de enzimas, incluindo as enzimas FTase visando a produgdo de
FOS, nenhum método ou suporte pode ser considerado tnico e insubstituivel para tal aplicagao.
Dessa forma, novos materiais estdo sendo constantemente testados e aplicados em analises
experimentais na incansavel busca por métodos que permitam a obtengdo de resultados ainda
melhores do que aqueles encontrados até o momento, de forma a produzir os FOS em escala

industrial com o melhor retorno € o menor custo possivel.
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