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APRESENTACAO

O livro “Ensino e pesquisa em bioquimica” apresenta artigos de pesquisa na &rea
de microbiologia, bioquimica, processos bioquimicos e analises clinicas. O e-book contem
8 capitulos, que abordam temas sobre processos fermentativos, atividade antibi6tica de
extratos naturais, bioacumulagcdo de compostos quimicos na fauna, estudos de enzimas
associadas a patologias, caracterizacdo quimica de extratos naturais, aproveitamento de
produtos naturais na sintese de compostos quimicos de interesse industrial e utilizagdo de
softwares para gerenciamento de laboratorios cientificos.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos das aplicagbes e pesquisas em processos bioquimicos, microbiologia e analises
clinicas de forma pratica, objetiva, atualizada e contextualizada.

Os artigos constituintes da colegéo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas descritas.

Apos esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Ensino e pesquisa em bioquimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo



SUMARIO

(071 =11 1 1] N0 X5 [T 1

CARACTERIZACAO DE COMPOSTO DOS AMINOACIDOS PRESENTES EM FARELO
DE ARROZ FERMENTADO COM A LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE
Rander Lima de Souza
Anténio Zenon Antunes Teixeira

DOI 10.22533/AT.ED.0382112021

(071 =11 1 1] N0 X 20T 9

ANTIBACTERIAL AND ANTIFUNGAL ACTIVITIES HERBACIA ZINGIBER OFFICINALE IN
DENTISTRY: A LITERATURE REVIEW

Natalia Franco Brum

Mariana Sobreira Bezerra

Aline Sobreira Bezerra

Gabriela Scortegagna de Souza

Patricia Kolling Marquezan

DOI 10.22533/AT.ED.0382112022

CAPITULO 3...eeeeeeeeeeeeeeessesesesesssessmsssasasassssssssssnsnsasassasssssessnsasasasssssassnesensasassssnns 20

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DAS FOLHAS DE GARCINIA GARDNERIANA
(BACUPARI) COLETADAS EM MINAS GERAIS

Ueveton Pimentel da Silva

Bianca Lana de Sousa

Eduardo Vinicius Vieira Varejao

Gabriela Milane Furlani

Marcelo Henrique dos Santos

DOI 10.22533/AT.ED.0382112023

CAPITULO Q.eeeeeeeeseseeeeeeeeeesesesasasasasasasesesnssesassssssasasasasasesssessesssasasasssasasasasasasnne 29

CARACTERISTICAS ESPECTROFLUORIMETRICAS DO SORO DE DUAS ESPECIES DE
PEIXES NEOTROPICAIS E A INTERACAO COM METILPARATION

Dilson Silva

Frederico Freire Bastos

Madelayne Cortez Moreira

Celia Martins Cortez

DOI 10.22533/AT.ED.0382112024

(071 =1 1 1 1] N0 Y- J0 T 42

ENZIMAS DIGESTIVAS E DISTURBIOS FISIOPATOLOGICOS ASSOCIADOS
Julianna Oliveira de Lucas Xavier
Ana Lucia Santos de Matos Araujo
Orlando Vieira de Sousa

DOI 10.22533/AT.ED.0382112025




(071 =11 1 1] N0 X J0N T 59

ESTUDO DE CARBOIDRATOS NA RESINA DE CROTON URUCURANA BAILL
Sabriny Sousa Araujo
Antbnio Zenon Antunes Teixeira

DOI 10.22533/AT.ED.0382112026

[07.Y =11 1 1] N0 Y 200 68

IMOBILIZACAO DA TANASE DE Aspergillus ochraceus E APLICAGAO NA SINTESE DE
PROPIL GALATO ANALISADA POR ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Rayza Morganna Farias Cavalcanti

Chadia Chahud Maestrello

Luis Henrique Souza Guimaraes

DOI 10.22533/AT.ED.0382112027
CAPITULO 8....oeeeeeeeeeeeeeeeseseneseseseesnsnsasasassssssssssnsnsasassssssssessnsasasassssessnssensasasssssnns 81

SOFTWARES PARA GERENCIAMENTO LABORATORIAL: O USO DA TECNOLOGIA A
FAVOR DA CIENCIA E DA COMUNIDADE

Kely Cristina Mendonca Couto

Tayara Nataly Lopes Silva

DOI 10.22533/AT.ED.0382112028
SOBRE A ORGANIZADORAL.........ccoimimiminmensnsssnsss s ssssssssssss s ssssnssnsansas 91

INDICE REMISSIVO......ooreureureurersesseasessessesssssessessessesssessessessessessssssessessessesssssseaseses 92




CAPITULO 7

IMOBILIZAGAO DA TANASE DE ASPERGILLUS
OCHRACEUS E APLICACAO NA SINTESE

DE PROPIL GALATO ANALISADA POR
ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Data de aceite: 04/02/2021
Data de submissdo: 07/12/2020

Rayza Morganna Farias Cavalcanti
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Instituto de Quimica - Campus
de Araraquara — UNESP

Araraquara — SP

CV: http://lattes.cnpq.br/6718131576693229

Chadia Chahud Maestrello

Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Instituto de Quimica - Campus
de Araraquara — UNESP

Araraquara — SP

CV: http://lattes.cnpq.br/0544094782013333

Luis Henrique Souza Guimaraes
Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto —
USP/FFCLRP

Ribeirdo Preto — SP

CV: http://lattes.cnpq.br/1197732179850477

RESUMO: A tanino acil hidrolase (TAH; EC
3.1.1.20), conhecida popularmente como tanase,
catalisa a hidrélise de ligacbes éster e depsidicas
de taninos complexos e hidrolisaveis, liberando
acido galico e glicose (galotaninos), ou &acido
elagico e glicose (elagitaninos). A aplicagdo mais
importante desta enzima é na produgéo de acido
galico, utilizado como agente intermediario na
sintese de propil galato (PG). O PG é usualmente
empregado nas industrias de alimentos,
cosméticos e farmacéutica devido sua atividade
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antioxidante. Portanto, o presente estudo
objetivou a imobilizagcéo da tanase de Aspergillus
ochraceus, caracterizacdo do derivado obtido
e aplicagdo na sintese de PG. A imobilizagéo
em alginato reticulado com MnCl, apresentou
maior rendimento (100%), eficiéncia (100%) e
atividade enzimatica recuperada (74%). A tanase
imobilizada em Mn-alginato exibiu maior atividade
a 50 °C e pH 5,0 e, apbs 10 ciclos de reutilizagéo
do derivado, 57% da atividade enzimatica foi
preservada. Adicionalmente, apresentou maior
estabilidade térmica a 40 - 60 °C e aos pH 4,0
- 7,0 ap6s 6 h de incubagdo quando comparada
a forma livre. As andlises em TLC mostraram a
efetividade do derivado contendo tanase para
sintetizar PG, sendo confirmada pelos espectros
de FTIR, com picos nas regides 2960 e 2850 cm""
e proximo a 1650 cm-', caracteristicos da molécula
de PG. Deste modo, o derivado contendo a
tanase de A. ochraceus apresenta potencial para
aplicacdo industrial na sintese de propil galato,
oferecendo vantagens pela possibilidade de sua
reutilizacdo em diferentes ciclos cataliticos.
PALAVRAS - CHAVE: Alginato, Imobilizagao,
Propil Galato, Tanino acil hidrolase.

IMMOBILIZATION OF THE TANNASE
OF ASPERGILLUS OCHRACEUS AND
APPLICATION IN THE SYNTHESIS
OF PROPIL GALATO ANALYZED BY
INFRARED SPECTROMETRY WITH
FOURIER TRANSFORMED (FT-IR)

ABSTRACT: Tannyn acyl hydrolase (TAH; EC
3.1.1.20), popularly known as tannase, catalyzes
the hydrolysis of ester and depsidic bonds of
complex and hydrolyzable tannins, releasing
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gallic acid and glucose (gallotannins), or ellagic acid and glucose (ellagitannins). The most
important application of this enzyme is in the production of gallic acid, used as an intermediate
agent in the synthesis of propyl gallate (PG). PG is usually used in the food, cosmetics and
pharmaceutical industries due to its antioxidant activity. Therefore, the present study aimed to
immobilize Aspergillus ochraceus tannase, characterization the derivative and its application
in the PG synthesis. Immobilization in MnCl, crosslinked alginate showed higher yield (100%),
efficiency (100%) and recovered enzymatic activity (74%). The immobilized tannase on
Mn-alginate showed best activity at 50 °C and pH 5.0 and, after 10 cycles of reuse of the
derivative, 57% enzymatic activity was preserved. Additionally, it was stable at 40 - 60 °C and
at pH 4.0-7.0 after 6 hours of incubation when compared to free enzyme. The TLC analyzes
showed the effectiveness of the derivative containing tannase to synthesize PG, confirmed
by the FT-IR spectra, with peaks at 2960 and 2850 cm™' and close to 1650 cm™ characteristic
of the PG molecule. Thus, the derivative containing tannase from A. ochraceus has potential
for industrial application for the synthesis of propyl gallate, offering advantages due to the
possibility of its reuse in different catalytic cycles.

KEYWORDS: Alginate, Immobilization, Propyl Gallate, Tannyn acyl hydrolase.

11 INTRODUGAO

A enzima tanino acil hidrolase (TAH; EC 3.1.1.20), comumente denominada de
tanase, catalisa a hidrolise de ésteres e ligagbes depsidicas de taninos complexos e
hidrolisaveis, como o &cido tanico, liberando glicose e &cido géalico no caso dos galotaninos,
e acido elagico na hidrolise de elagitaninos (GONZALEZ et al., 2016; DHIMAN et al.,
2017). Estas enzimas podem ser obtidas de fonte vegetal, animal e microbiana (bactérias,
leveduras e fungos filamentosos). Contudo, a maioria das tanases disponiveis
comercialmente sdo produzidas por espécies de Aspergillus cultivadas em Fermentagcéao
Submersa (FSbm) (KHUMAR et al., 2018). Potencialmente aplicadas em diversos setores
industriais, as tanases podem ser empregadas na industria de bebidas como, por exemplo,
no processamento de chéas instantdneos, como agente clarificador de sucos de frutas
e em bebidas geladas a base de café, sendo responsavel pela remocao de compostos
fendlicos (DHIMAN et al., 2017). A aplicagdo mais importante das tanases é na produgéo
de acido galico, o qual apresenta atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria,
antitumoral e antidiabética (CHOUBEY et al., 2018).

O &cido galico (AG) é o agente intermediario na sintese de propil galato (3,4,5-tri-
hidroxibenzoato de n-propila) (PG), um antioxidante utilizado como aditivo na industria de
alimentos, em cosméticos, produtos farmacéuticos, embalagens de alimentos e lubrificantes
(ZHANG et al., 2014). O PG é produzido em escala industrial pela reagdo de condensagéo
do AG com acido sulfurico em altas temperaturas e condi¢cdes fortemente acidas, o que
acarreta a geragdo de poluentes (ZHANG et al., 2014). Por via enzimatica, pode ser
sintetizado a partir do AG e n-propanol por reagdo de esterificagdo ou transesterificacéo
entre o 4cido tanico e n-propanol (SHARMA et al., 2017).
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O emprego das tanases em processos industriais pode ser realizado com a enzima
soluvel ou imobilizada. A imobilizagdo enziméatica proporciona vantagens como reutilizacéo
do derivado (enzima imobilizada no suporte) por repetidos ciclos de reacgéo, facilidade
no manuseio e da separagdo do produto, e melhoria da estabilidade enzimética (ONG;
ANNUAR, 2018). Ha véarios métodos para imobilizagdo empregando diferentes suportes
e fatores como custo, toxicidade dos reagentes e as propriedades desejadas do derivado
devem ser considerados (JANA et al., 2015).

Portanto, devido ao potencial de aplicagédo das tanases na sintese de propil galato
e as vantagens de utilizar enzimas imobilizadas em processos industriais, este trabalho
teve como objetivo a imobilizacdo da tanase de Aspergillus ochraceus, caracterizagéo do

derivado e aplicaga@o na sintese de propil galato.

21 METODOLOGIA

2.1 Producéo de tanase por A. ochraceus

O fungo filamentoso A. ochraceus, previamente caracterizado como produtor
de tanase (GONGCALVES et al., 2012), esta depositado na micoteca do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdao
Preto, Universidade de S&o Paulo. Novas culturas de A. ochraceus foram obtidas em meio
BDA (batata, dextrose e &gar) inclinado ap6s incubacgéo por 168 h a 30 °C, e posteriormente,
conservadas a 4 °C.

Para producédo de tanase, 1 mL de uma suspenséo de esporos de A. ochraceus
na concentracdo de 10° (esporos/mL) foi inoculada em 25 mL de meio de cultura Khanna
(KHANNA; SUNDARIL; KUMAR, 1995), acrescido de 2% (m/v) de &acido ta&nico como
fonte de carbono. O meio de cultura foi previamente autoclavado a 120 °C por 20 min e
0 &cido tanico esterilizado separadamente por microfiltragdo (0,22 um). Os cultivos foram
conduzidos sob agitagéo orbital (100 rpm) por 72 h, a 30 °C (GONCALVES et al., 2012).

2.2 Obtencao do filtrado extracelular e purificacao da tanase

Para obtencédo da tanase extracelular, apdés o periodo de incubagéo, os cultivos
foram filtrados a vacuo em funil Biichner, com papel de filtro Whatman n° 1, obtendo-se o
caldo de cultura livre de células, denominado de filtrado extracelular. O filtrado foi dialisado
contra 4 L de agua destilada por 24 h a 4 °C e, em seguida, aplicado em membrana Millipore
com cutoff de 50 kDa, submetido a centrifugagéo a 2800 x g a 4 °C por 15 min. A enzima

retida no permeado foi empregada para imobilizagdo enzimatica.
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2.3 Imobilizacdo enzimatica em alginato de sédio reticulado com CaCl, e
MnCl,

A solucéo de alginato de sddio 4% (m/v) foi preparada em 4gua destilada e agitada
por 4 h a 28 °C. Em seguida, a solugao foi misturada com a amostra enzimatica, obtendo-
se uma concentracdo final de 3% de alginato, e suavemente agitada por 15 min a 4 °C.
A suspenséo foi gotejada, com auxilio de uma seringa, na solugéo CaCl, (0,1 mol L"), e
as esferas formadas foram mantidas em agitagéo suave na solugédo CaCl, por 20 min a
4 °C. Em seguida, foram separadas por peneiramento e lavadas com tampé&o acetato de
s6dio (100 mmol L pH 5,0). O mesmo procedimento foi realizado substituindo CaCl, (Ca-
alginato) por MnCl, (0,1 mol L") (Mn-alginato). As esferas foram armazenadas em tamp&o
acetato de sédio (100 mmol L' pH 5,0) a 4 °C. O processo de imobiliza¢éo foi monitorado
por meio da atividade enzimética e quantificacéo de proteinas no sobrenadante.

2.4 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade tanésica foi determinada pelo método da rodanina metanélica (SHARMA;
BHAT; DAWRA, 2000), utilizando metil galato (0,2% m/v) como substrato em tampé&o acetato
de sodio 100 mmol L' (pH 5,0). O método foi previamente padronizado por uma curva
analitica de acido galico (0 a 0,1 mg mL""). Para tanase imobilizada, a reagao foi composta
por 2 mL de substrato adicionados de 1 g do derivado. Ap6s 5 min de reacgéo, aliquotas de
500 pL foram transferidas para tubos reacionais e 300 pL de rodanina metanolica 0,667%
(m/v) foram adicionados. Apdés 5 min, pipetou-se 200 pL de hidrdéxido de potassio (0,5 mol
L") para formagé&o de um cromatégeno de coloragao violeta. O volume obtido foi adicionado
de 4 mL de 4gua destilada. Apés 10 min foi realizada a leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda ajustado para 520 nm. A unidade de atividade tanasica (U) foi definida
como sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de acido galico por

minuto nas condi¢des de ensaio.

2.5 Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padr&o (0-01 mg mL").
2.6 Determinacao do rendimento, eficiéncia e atividade recuperada

O rendimento da imobilizacdo (R%) foi calculado pela relacdo entre a atividade

inicialmente oferecida e a atividade enzimatica do sobrenadante apo6s imobilizagédo, de
acordo com a Equagéo 1:

A eficiéncia do processo de imobilizagéo foi calculada por meio da quantificacdo
de proteinas do sobrenadante ap6s o processo de imobilizacdo e da concentragédo de
proteinas oferecida (Equacgéo 2).
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A atividade recuperada foi calculada considerando a atividade enzimatica dos
derivados (CARAVANTE, 2014) de acordo a Equacéo 3:

Em que: U foi determinado conforme Equacéo 4, considerando o rendimento

esperado

(R) na escala de 0-1.

2.7 Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade térmica

O efeito da temperatura na atividade enzimatica da tanase livre e imobilizada foi
determinado conduzindo as reagdes enzimaticas nas temperaturas de 30 °C a 80 °C.
A maior atividade foi considerada como 100% e usada como referéncia. A estabilidade
térmica foi verificada incubando a tanase livre e imobilizada a 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C
por um periodo de 6 h. A cada intervalo de tempo aliquotas foram retiradas, mantidas em
banho de gelo e, em seguida, ensaiadas para atividade tanasica. A atividade enzimatica no
tempo 0 foi considerada como 100%.

2.8 Efeito do pH na atividade tanasica e estabilidade ao pH

O efeito do pH na atividade enzimatica da tanase livre e imobilizada foi determinado
utilizando tampéao acido citrico 100 mmol L' (pH 3,0 e 4,0), tampao acetato de so6dio 100
mmol L' (pH 5,0 e 6,0) , tamp&o Tris-HCI 100 mmol L' (pH 7,0) e glicina 100 mmol L' (pH
8,0). A maior atividade foi considerada 100% e usada como referéncia. A estabilidade ao
pH foi realizada incubando a tanase livre e imobilizada nas solu¢des tampé&o citadas acima,
no pH 4,0 a 7,0, e mantidas em banho de gelo. Aliquotas foram retiradas em diferentes
intervalos de tempo e a atividade enzimética foi determinada. A atividade enzimética no

tempo 0 foi considerada como 100%.

2.9 Reutilizacao do derivado

A reacdo enzimatica foi conduzida utilizando o derivado Mn-alginato e 0,2% (m/v)
de metil galato como substrato por 5 min nas condi¢bes 6timas de temperatura e pH por
diferentes ciclos consecutivos. Apés cada ciclo, o derivado foi recuperado por peneiramento,
lavado com tampéo acetato de sédio (10 mmol L' pH 5,0) e utilizado no ciclo seguinte. A
atividade enzimética do 1° ciclo foi definida como 100%.
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2.10Sintese de propil galato (PG)

O derivado foi aplicado na sintese de PG a partir da transesterificacdo do &cido
tanico na presenca de 1-propanol. A reacdo foi composta por 500 pL de acido téanico (5
mmol L' preparado em tampao MES 100 mmol L' pH 6,0), 500 pL de 1-propanol € 15
esferas de tanase imobilizada. A mistura de reacéo foi mantida a 30 °C por 48 - 96 h. Em
seguida, as esferas foram recuperadas por peneiramento e o sobrenadante utilizado para
detectar a presenca de PG por cromatografia de camada delgada (TLC) e Espectrometria
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

2.10.1 Analise por TLC

Para analisar qualitativamente a hidrélise do acido tanico em acido gélico e a sintese
de propil galato, as amostras foram aplicadas em TLC, seguindo metodologia descrita por
Mahendran e colaboradores (2006). Como fase movel foi utilizada solugdo de benzeno:
acetato de etila: acido formico (18:15:1, v/v/v). Apbs a corrida, o acido tanico residual, o
propil galato e o acido galico formados foram revelados com FeCl, 1% (m/v). Como padrGes
foram utilizados acido tanico (AT) (1 mmol L), acido galico (AG) (10 mmol L") e propil
galato (10 mmol L") preparados em tampao MES (100 mmol L' pH 6,0).

2.10.2 Anaélise por FTIR

Amostras das reacdes de transesterificacdo foram analisadas por FTIR, usando
espectrémetro infravermelho Bruker Vertex 70 com reflexo total atenuado (ATR), para
determinar as estruturas presentes. O software utilizado foi o OPUS 7.5, resolugdo de 4
cm™, tempo de varredura de 64 varreduras e comprimento de onda de 4000 cm™ a 400
cm™. O propil galato (Sigma®) foi utilizado como padrdo. As andlises foram realizadas
no Laboratério Multiusuario de Analises Quimicas do Instituto de Quimica de Araraquara
(UNESP).

2.10.3 Analise dos experimentos

Os ensaios foram realizados em triplicata e analisados com base na média e no erro
padrdo. Para anélise dos dados e representacdes gréficas foram utilizados os programas
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft®) e OriginPro 8 (OriginLab® Corporation - Trial
version).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Imobilizacado da tanase produzida por Aspergillus ochraceus

Os resultados da imobilizacdo da tanase produzida por A. ochraceus estdo
apresentados na Tabela 1. Os maiores indices de rendimento (100%), eficiéncia (100%) e
atividade recuperada (73,84%) foram obtidos no suporte Mn-alginato. A atividade reduzida
no derivado Ca-alginato pode ser explicada pela influéncia negativa que o CaCl, exerce
na atividade da tanase de A. ochraceus, levando a uma redugdo de 27% da atividade
catalitica, enquanto que na presenca de MnCl, foi observado aumento de 33%, como
descrito por Gongalves et al. (2012). A imobilizagédo em alginato reticulado com CaCl, foi
relatada para tanase de Paecilomyces variotii (ROBERTO et al., 2016), A. ficcum (LIMA
et al., 2018) e Penicillium rolfsii CCMB 714 (ANDRADE et al., 2020). O uso de MnCl,
como agente reticulante na imobilizagdo foi relatado para enzima D-hidantoinase (JIN et
al., 2016). Contudo, até o presente momento, ndo ha relatos de uso para imobilizagédo de
tanase.

Tabela 1. Imobilizacdo da tanase de A. ochraceus em alginato de sodio.

O derivado Mn-alginato foi caracterizado quanto ao perfil de atividade enzimatica em
diferentes temperaturas e valores de pH, e ciclos de reutilizagdo. Na Figura 1, observa-se
que o derivado contendo tanase exibiu maior atividade a 50 °C, enquanto que a enzima livre
a 60 °C. Com relagéo ao pH, o derivado Mn-alginato exibiu maxima atividade em pH 5,0 e
a enzima livre no pH 6,0. Em valores de pH inferiores e superiores aos observados como
melhores, a atividade enziméatica foi reduzida. O tipo de suporte e 0o método de imobilizagdo
podem exercer influéncia nas propriedades bioquimicas das enzimas imobilizadas. Kumar
et al. (2015) observaram que a tanase de A. awamori imobilizada em Amberlite apresentou
temperatura (55 °C) e pH (4,0) diferentes da sua forma livre (30 °C e pH 5,5). Li et al. (2018)
descreveram que a imobilizacdo da tanase em nanoparticulas magnéticas néo afetou a
temperatura de reagéo, no entanto o pH foi deslocado para faixa mais acida (4,5).
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Figura 1. Efeito da temperatura (A) e pH (B) na atividade enzimatica da tanase de A. ochraceus
livre (w) € imobilizada em Mn-alginato (e).

A Figura 2 apresenta a atividade tanasica do derivado Mn-alginato por 10 ciclos
consecutivos. Ap6s 0 6° ciclo catalitico, o derivado preservou 95% de sua atividade inicial,
e ao longo do 10° ciclo manteve cerca de 57% de atividade. Destaca-se também que néo
foram observadas mudancgas visuais no suporte ao longo dos 10 ciclos de reutilizagédo. Os
resultados descritos foram superiores aos encontrados para tanase de A. ficcum imobilizada
em alginato, que reteve apenas 35% da atividade no 9° ciclo (LIMA et al., 2018), e de P.
rolfsii CCMB 714 (ANDRADE et al., 2020), com reten¢éo de 50% ao longo de 6 ciclos.

Figura 2. Ciclos de reutilizagao da tanase de A. ochraceus imobilizada em Mn-alginato.

Os perfis de estabilidade térmica da tanase livre e do derivado Mn-alginato apés
incubacdo em diferentes temperaturas sdo apresentados na Figura 3. Verifica-se que
a enzima livre se manteve estavel a 30 °C ap6s 6 h de incubacdo e nas temperaturas
de 40 °C e 50 °C permaneceu com cerca de 65% da atividade inicial. Destaca-se que a
60 °C a tanase livre teve 50% de sua atividade reduzida quando incubada por 30 min.
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Diferentemente do observado para a forma livre, o derivado Mn-alginato permaneceu
estavel de 30 - 50 °C por 6 h. Quando incubado a 60 °C, 75% da atividade tanasica foi
preservada por até 4 h de incubacéo. Os perfis de estabilidade sugerem que a imobilizacéo
em Mn-alginato possibilitou 0 aumento da resisténcia térmica da tanase de A. ochraceus.
Resultados semelhantes foram observados por Lima et al. (2018) para a tanase de A.
ficuum imobilizada em Ca-alginato. Os autores destacaram que a enzima imobilizada
apresentou estabilidade a 60 °C, superior a enzima livre, ap6s 120 min de incubac&o.
Andrade et al. (2020) relataram que a enzima de P. rolfsii CCMB 714 imobilizada em esferas
de alginato manteve 80% de atividade ap0s incubacéo por 16 h a 40 °C e 50 °C, exibindo
maior estabilidade do que a tanase livre.

Figura 3. Estabilidade térmica a 30 °C (m), 40 °C (), 50 °C ( ) e 60 °C ( ) da tanase de A.
ochraceus livre (A) e imobilizada em Mn-alginato (B).

Na estabilidade ao pH (Figura 4), cerca de 80% da atividade da tanase livre foi
mantida quando incubada no pH 5,0 e 6,0 por 6 h. No pH 4,0 e 7,0 a atividade foi reduzida
cerca de 50% ap6s 2 h de incubagdo. Assim como observado para estabilidade térmica,
a imobilizacdo conferiu maior resisténcia as mudangas de pH. O derivado Mn-alginato
exibiu estabilidade superior em diferentes valores de pH por longos periodos de incubagéo,
preservando totalmente a atividade tanasica quando mantido em pH 4,0 - 7,0 por 6 h de
incubacédo. Na forma imobilizada, a mobilidade conformacional da enzima é limitada o que
reduz a inativagdo por fatores externos, como temperatura e pH (ONG; ANNUAR, 2018).
Wau et al. (2016) verificaram maior estabilidade térmica e ao pH da tanase de A. tubingensis
imobilizada em nanoparticulas magnetizadas. Kumar et al. (2015) descreveram melhora na
estabilidade térmica e ao pH (3,5-6,0) da tanase de A. awamori imobilizada em Amberlite

quando comparada a enzima livre.
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Figura 4. Estabilidade ao pH 4,0 (m), 5,0 (¢), 6,0 ( ) e 7,0 ( ) da tanase de A. ochraceus livre
(A) e imobilizada em Mn-alginato (B).

3.2 Aplicacao do derivado Mn-alginato na sintese de propil galato

A Figura 5 apresenta o perfil cromatogréafico em TLC para os produtos da reagéo
de transesterificacdo do acido tanico pela a¢do da tanase na presenca de 1-propanol. O
derivado Mn-alginato catalizou a sintese de propil galato em meio orgénico a partir da
hidrolise do acido tanico e, posteriormente, esterificagdo do acido galico. A medida que a
recéo foi conduzida por periodos mais longos, houve intensificagao da banda correspondente
ao propil galato (tempo de 96 h).

Figura 5. Perfil cromatografico em TLC dos produtos obtidos a partir da reagéo de
transesterificagcdo do acido tanico (raia 1) na presenga de 1-propanol pelo derivado Mn-alginato
contendo tanase de A. ochraceus. Raias: (2) AG; (3) PG; (4) reagao de 48 h; (5) 72 h; (6) 96 h.

Os espectros em FTIR das amostras das reagdes enziméticas comprovam a
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producao de propil galato pelo derivado Mn-alginato, uma vez que o perfil dos picos obtidos
foi semelhante ao obtido para o propil galato comercial utilizado como padrédo (Figura 6).
Os picos entre 2960 cm™ e 2850 cm™ indicam a presenga do grupo CO,, enquanto picos
proximos a 1650 cm' correspondem aos grupos éster carbonilicos, ambos caracteristicos da
molécula de propil galato. Trechos proximo a 1100 cm-' foram observados e correspondem
avibragéo (C—O-C), também caracteristico do PG. Os espectros obtidos para o propil galato
(controle) e para as amostras das reagdes conduzidas por 48 h, 72 h e 96 h apresentaram
picos semelhantes entre si e similares aos relatados para o PG produzido pela tanase livre
de A. awamoriBTMFWO032 (BEENA et al., 2011), de A. ochraceus (ARACRI; CAVALCANTI;
GUIMARAES, 2019) e pela acdo da tanase de A. fumigatus CAS21 seca em spray dryer
(CAVALCANTI et al., 2020).

Figura 6. Espectros de FTIR do propil galato comercial (A) e sintetizado pela acdo do derivado
Mn-alginato contendo a tanase de A. ochraceus para as reagbes conduzidas por 48 h (B), 72 h
(C)e 96 h (D).

41 CONCLUSAO

Aimobiliza¢do da tanase de A. ochraceus no suporte Mn-alginato permitiu maximizar
a resisténcia da enzima a diferentes temperaturas e valores de pH, além de possibilitar a
reutilizacdo do derivado por ciclos consecutivos. O derivado foi capaz de sintetizar propil
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galato em meio organico a partir da transesterificacao do acido tanico. Portanto, o derivado
Mn-alginato contendo tanase de A. ochraceus apresenta potencial para aplicacdo nas
industrias alimenticias, de cosméticos e farmacéuticas.
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