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RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) possuem uma ampla gama de aplicagdes na industria
alimenticia devido as suas propriedades fisiologicas e funcionais. Sua producdo ocorre por
reacdo de transfrutosilagdo em moléculas de sacarose catalisadas por enzimas
frutosiltransferases (FTase, E.C.2.4.1.9) aderidas as células microbianas. A imobilizacdo de
células em materiais de suporte permite obter biocatalisadores heterogéneos robustos e
resistentes as condicdes adversas do meio reacional. Esponjas de poliuretano (EPU) séo
suportes indicados para a imobilizacdo por apresentarem estabilidades térmica e mecénica,
além de tamanho e distribuicdo de poros que possibilitam a difusdo gasosa e de substrato,
essenciais para o crescimento microbiano. Atualmente, a producdo de FOS é conduzida em
biorreatores batelada, um processo lento e oneroso. Portanto, torna-se necessario a
implementacdo de sistemas reacionais continuos, em reatores de leito fixo (PBR) que
aumentem o volume de producdo de FOS e diminuam seus custos operacionais. Diante disso,
este trabalho prop6s implementar um sistema reacional continuo para a producéo de FOS em
reator PBR a partir de células de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU, utilizando
sacarose comercial como substrato, com fluxo de alimentacdo ascendente. Para isso, 0 reator
foi empacotado com as células microbianas cultivadas e concomitantemente imobilizadas, por
processo batelada, em matrizes ctbicas de EPU utilizando meio de cultura sintético, pH 5,5,
200 rpm, 30 °C por 32 h. Para o processo continuo, foram avaliados a influéncia da vazéo
volumétrica (1,0 mL.min? a 10,0 mL.min), concentracdo de substrato (200 g.L*! a
600 g.L 1), temperatura do meio reacional (30 °C a 60 °C) e massa do leito biocatalitico nos
perfis de atividade de transfrutosilacdo (At). Por fim, foram realizados estudos de estabilidade
operacional com e sem reciclo no reator PBR por 12 h de reacdo. A condicdo operacional que
proporcionou os maiores valores de Ar utilizando a concentragdo de sacarose de 400 g.L™,
para a reacao enzimatica conduzida a 50 °C, pH 5,5 com o reator empacotado com 0,8 g de
celulas microbianas imobilizadas. Contudo, a mesma apresentou sobrecarga operacional,
sendo escolhida a vazdo de 1mL.min™ para os ensaios subsequentes. Os resultados de
estabilidade operacional mostraram valores de At elevados e estaveis ao decorrer da reacdo,
alcancando-se produtividades de FOS iguais a 115,0 g.L"2.h"* e 5,0 g.L"*.h"! no reator operado
com e sem corrente de reciclo, respectivamente. Os resultados mostraram que a
implementacdo de um sistema reacional continuo pode se tornar promissor para a sintese
enzimatica de FOS.

Palavras-chave: prebioticos; células imobilizadas; esponja de poliuretano; reator de leito
fixo.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) have a wide range of applications in the food industry due to
their physiological and functional properties. Its production occurs through a
transfructosylation reaction in sucrose molecules catalyzed by fructosyltransferase enzymes
(FTase, E.C.2.4.1.9) adhered to microbial cells. The immobilization of cells on support
materials allows obtaining heterogeneous biocatalysts that are robust and resistant to adverse
conditions in the reaction medium. Polyurethane sponges (EPU) are supports recommended for
immobilization as they have thermal and mechanical stability, in addition to the size and
distribution of pores that enable gaseous and substrate diffusion, essential for microbial growth.
Currently, FOS production is conducted in batch bioreactors, a slow and costly process.
Therefore, it is necessary to implement continuous reaction systems in fixed bed reactors (PBR)
that increase the FOS production volume and reduce operating costs. Therefore, this work
proposed to implement a continuous reaction system to produce FOS in a PBR reactor from
Aspergillus oryzae IPT-301 cells immobilized in EPU, using commercial sucrose as substrate,
with an upward feed flow. For this, the reactor was packed with the microbial cells cultivated
and concomitantly immobilized, by batch process, in cubic EPU matrices using synthetic
culture medium, pH 5.5, 200 rpm, 30 °C for 32 h. For the continuous process, the influence of
volumetric flow rate (1.0 mL.min to 10.0 mL.min™), substrate concentration (200 g.L™ to 600
g.L 1Y), medium temperature was evaluated. reaction (30 °C to 60 °C) and biocatalytic bed mass
in the transfructosylation (TA) activity profiles. Finally, operational stability studies were
carried out with and without recycle in the PBR reactor for 12 h of reaction. The operating
condition that provided the highest AT values used a sucrose concentration of 400 g.L™2, flow
rate of 10 mL.min! for the enzymatic reaction conducted at 50 °C, pH 5.5 with the reactor
packed with 0.8 g of immobilized microbial cells. The operational stability results showed high
and stable AT values throughout the reaction, reaching FOS productivities equal to 115.0 g.L™*
h™ and 5.0 g.L* h! in the reactor operated with and without recycle current, respectively. The
results showed that the implementation of a continuous reaction system can be promising for

the enzymatic synthesis of FOS.

Keywords: prebiotics; immobilized cells; polyurethane sponge; packed bed reactor.
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1 INTRODUCAO

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares utilizados seletivamente por
microrganismos hospedeiros conferindo um beneficio a saide (Gibson et al., 2017). Diante da
expoente demanda por prebioticos-oligossacarideos (PO) dietéticos, para producdo de
alimentos funcionais, os fruto-oligossacarideos (FOS) tém representado bem essa classe de
acucares nutracéuticos e, portanto, mostrado maior relevancia industrial para a saude e nutri¢éo
humana e animal (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Goncalves et al., 2020).

Os FOS sao oligdbmeros de frutose constituidos, principalmente, por kestose, nistose e
B-frutofuranosilnistose (Correa et al., 2024; Maiorano et al., 2020). Esses agUcares, de baixa
caloria, ttm se destacado como um ingrediente alimentar promissor (Correa et al., 2024;
Maiorano etal., 2020), estimulando a proliferacdo de bactérias probidticas no intestino
humano, ampliando a resposta imune, favorecendo a absorc¢éo de calcio e magnésio, auxiliando
a reducdo dos niveis de colesterol, além de apresentar propriedades como baixa caloria e ndo
cariogenicidade. (Correa etal., 2024; Cunha etal., 2019; Jitonnom; Ketudat-Cairns;
Hannongbua, 2018; Li et al., 2017).

Para atender a crescente demanda do mercado global por FOS, a industria necessita
atingir sua producdo em larga escala e a baixo custo (Li et al., 2021). No entanto, as estratégias
atuais para melhorar a producdo de FOS ainda dependem do desenvolvimento e
aperfeicoamento do processo produtivo. Por mais de 30 anos, a biossintese industrial de FOS
tem sido um processo de producdo de grande interesse como observado a partir de mais de
3.000 estudos de pesquisa e das mais de 965 patentes depositadas na PATENTSCOPE®, portal
mantido pela Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI) (Sanchez-Martinez,
2020).

A principal rota de producdo comercial de FOS ocorre por meio da reacdo de
transfrutosilacdo de moléculas de sacarose, catalisadas por enzimas de origem microbiana como
as frutosiltransferases (FTase, EC 2.4.1.9), as quais exibem elevada atividade (Dias et al., 2022;
Flores-Maltos et al., 2014; Perna et al., 2018; Ribeiro, 2023). As FTases sdo sintetizadas,
majoritariamente, por fungos podendo ser secretadas para o meio de cultura (FTase
extracelular) e/ou aderidas na parece celular do microrganismo (FTase micelial).
Especificamente, o Aspergillus oryzae IPT-301 tem sido reportado como fonte potencialmente
produtora de ambas as FTases, com elevada atividade de transfrutosilacdo, dentre diversas

linhagens de fungos filamentosos avaliadas (Cuervo-Fernandez et al., 2007).
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A abundéncia de matéria-prima, o alto valor agregado ao produto de interesse (FOS),
comercializado a € 150/kg e, principalmente, o potencial de mercado mundial de FOS, estimado
em U$ 344 milhGes com perspectiva de crescimento de 13,1 % entre os anos de 2020 e 2024,
tornam a producdo industrial atrativa para essa classe de aglUcares com propriedades
nutracéuticas (Choukade; Kango, 2021; Mordor Intelligenge, 2017). No entanto, a producéo de
FOS a partir de FTases extracelulares pode gerar altos custos de sintese, purificacdo e
recuperacdo da enzima, instabilidade da sua estrutura tridimensional e contaminacédo do produto
desejado (Souza et al., 2017). FTase na producdo comercial o reaproveitamento € escasso e 0
custo de producdo da enzima é alto, tornando a producdo de FOS economicamente inviavel.
(Gongalves et al., 2020).

Diante disso, a aplicacdo de células microbianas imobilizadas e com atividade
biocatalitica tem sido considerada a técnica mais promissora para tornar competitiva a aplicacéo
de enzimas no setor industrial (Souza et al., 2017). A imobilizacdo consiste em confinar/aderir,
fisica ou quimicamente, a célula microbiana a um suporte sélido insoltvel e inerte em meio
aquoso ou solvente organico, obtendo-se um biocatalisador heterogéneo com elevada atividade,
especificidade, seletividade, estabilidade e com potencial aplicacdo para implementar e
conduzir processos nos modos batelada e continuo (Gongalves et al., 2020; Lorenzoni et al.,
2015; Ribeiro, 2023; Zambelli et al., 2016).

Entre os diversos suportes reportados na literatura, a esponja de poliuretano (EPU) tem
sido identificada como suporte organico promissor no processo de imobilizacdo de células
microbianas (Castro; Sato, 2014; Martinez et al., 2015; Varesche etal., 2021). As EPUs
apresentam baixo custo, elevada area especifica com intersticios para o crescimento celular,
porosidade uniforme que possibilita a difusdo gasosa, o fluxo de substrato e produtos
metabolicos, boas estabilidades mecanica, térmica e bioldgica e resisténcia a degradacédo
enzimatica (Soares, 2012).

As células microbianas, especificamente de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em EPU,
podem ser utilizadas para a implementacdo de um sistema de producgédo continua de FOS,
principalmente em reatores de leito fixo (PBR), 0s quais proporcionam maior contato efetivo
entre o substrato e o biocatalisador, assim como um sistema de escoamento mais facilmente
controlavel em comparacdo a biorreatores de leito fluidizado (Fogler, 2012). Entretanto, o
biorreator PBR deve ser operado de modo a diminuir as limitacdes difusionais e a presenca de
caminhos preferenciais e/ou volumes mortos, visando a maximizar a producdo de FOS. Ao
reduzir as limitagdes difusionais no leito biocatalitico, garante-se que o acesso das moléculas

de sacarose até as FTases miceliais, aderidas as células microbianas imobilizadas, seja rapido e
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eficiente, maximizando a atividade enzimética de transfrutosilagdo. Também, ao eliminar
caminhos preferenciais ou volumes mortos, evitam-se desperdicios do volume util do PBR
causados pelo escoamento nédo ideal, no qual os volumes de fluido alimentados permanecam
durante diferentes tempos de residéncia no biorreator (Doran, 1995; Fogler, 2012).

Poucos sdo os estudos reportados na literatura voltados a produgéo continua de FOS e
empregando reatores PBR, sendo que os mesmos utilizam vazdes volumétricas
consideravelmente baixas, da ordem de 0,1 mL.min™, resultado em tempos de residéncia
comparaveis aos processos em batelada (Lorenzoni et al., 2015). Dias et al. (2022) avaliaram
o0 uso de células de A. oryzae IPT-301 como biocatalisadores para a reacao de transfrutosilacdo
de sacarose em reator PBR com solugdo de sacarose de 473 g.L?, pH 5,5, a uma vazio
volumétrica de 11,5 mL.min. Ribeiro (2023) reportou valores maximos de atividade de
transfrutosilacdo para um reator PBR recheado com células de A. oryzae IPT-301 reticuladas
com glutaraldeido. O sistema reacional continuo foi operado a 50 °C, alimentando-se o reator,
em fluxo ascendente, com solugo de sacarose 473 g.L ™, pH 5,5 a uma vazdo de 1 mL.min™,

Neste sentido, o presente estudo prop6s implementar um sistema de reacdo continua
em um reator PBR empacotado com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em cubos de
EPU (biocatalisador heterogéneo), visando obter elevada atividade de transfrutosilacéo para a
sintese de FOS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Implementar um sistema reacional continuo em reator de leito fixo (PBR), empacotado
com células de Aspergillus oryzae IPT-301, imobilizadas em cubos de esponja de poliuretano,
visando obter elevada atividade de transfrutosilacdo para a sintese enzimatica de FOS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Produzir células microbianas, com atividade catalitica, por cultivo celular submerso em
meio de cultura sintético e imobiliza-las, concomitantemente, em estruturas cubicas de
esponja de poliuretano (EPU) a partir de condigdes experimentais estabelecidas;

b) Caracterizar o suporte de EPU, na auséncia e presenca de células microbianas
imobilizadas, por microscopia eletronica de varredura.

c) Avaliar a influéncia dos parametros operacionais, (i) vazao volumétrica de alimentacao;
concentracdo de substrato, (ii) temperatura do meio reacional e (iii) massa do leito
biocatalitico nos perfis de atividade de transfrutosilacdo para o sistema reacional
continuo;

d) Auvaliar a estabilidade operacional do sistema reacional continuo, com e sem reciclo, por

meio do monitoramento dos perfis de atividade de transfrutosilacéo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS (FOS)

Fruto-oligossacarideos (FOS) séo oligbmeros de frutose com grau de polimerizacao
variando entre 2 e 10, ou seja, oligossacarideos de cadeia curta, que consistem em uma molécula
de sacarose alongada por uma cadeia de unidades de frutosil, conectadas por meio de liga¢oes
glicosidicas, possuindo a estrutura genérica GFn (em que G se refere a molécula de glicose, F
de frutose e n ao numero de unidades do grupo frutosil), cujo comprimento da cadeia, a presenca
da ligagdo do tipo £ e as possiveis ramificacfes tornam estes compostos resistentes a hidrélise
por enzimas digestivas no trato intestinal superior e, consequentemente, séo classificados como
fibras soltveis (Cunha et al., 2019; Niness, 1999; Yun, 1996).

Os FOS sao constituidos principalmente por kestose, nistose e B-frutofuranosilnistose
(Ganaie et al., 2014). Esses acUcares, de baixa caloria, sdo classificados como prebioticos, ndo
sdo cariogénicos, podem ser consumidos seguramente por diabéticos, aumentam a absor¢do de
calcio e magnésio pelo organismo humano e, por ndo serem hidrolisados pelas enzimas
gastrointestinais, promovem a seletividade bacteriana na microbiota intestinal, auxiliando na
eliminacdo de microrganismos patogénicos e na prevencdo do cancer de célon (Jitonnom;
Ketudat-Cairns; Hannongbua, 2018; Prado, 2021; Zhang et al., 2017).

Os FOS sdo higroscopicos e possuem elevada estabilidade térmica (Flores-Maltos
et al., 2016). A docura dos FOS é cerca de 40 % a 60% a da sacarose e sua viscosidade é maior
guando sdo comparadas a mesma concentracdo. Essas propriedades os tornam um potencial
adocante alternativo para o mercado alimenticio (Antosova; Polakovi¢, 2001; Dias et al., 2022;
Ganaie et al., 2014; Zeng et al., 2016).

Novas regulamentaces de alimentos que recomendam a eliminacdo de diferentes
aditivos quimicos nas preparacOes de alimentos despertam o interesse no uso de FOS como
conservantes naturais e adogantes de baixa caloria, com base em sua relagdo custo-beneficio e

propriedades superiores (Romano et al., 2016).

3.1.1 Estrutura Quimica e Classificacio



Os FOS séo constituidos por dois a dez mondmeros de sacarideos, pertencentes ao
grupo frutanos, compostos por duas a nove unidades de frutosil, que estdo ligadas através de
ligagdes glicosidicas B (2—1) e a ligacdo com a glicose ¢ do tipo a (1—2), como ocorre na
sacarose (Nascimento et al., 2014).

S&o oligbmeros de frutose, compostos por 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e
frutofuranosilnistose (GF4), cujas unidades frutosil (F) sdo ligadas na posicdo  (2—1) da
molécula de sacarose, diferenciando-o assim de outros oligdbmeros (Flores-Maltos et al., 2016),

conforme apresentados na Figura 1.

Figura 1 — Moléculas de sacarose, kestose, nistose e B-frutofuranosilnistose
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Fonte: Adaptado de Flores-Maltos et al. (2016).

3.2 SINTESE DE FRUTOOLIGOSSARIDEOS

Os FOS ocorrem naturalmente em diversos alimentos, nas quais se destacam a
alcachofra, cebola, alho, trigo, aspargos, banana e alho-pord, beterraba, chicéria, tomate, trigo
e batata yacon em baixas concentragdes (Maiorano et al., 2008; Mutanda et al., 2014; Spiegel;
Rose; Karabell, 1994; Yun, 1996).

Para atender a demanda de mercado, o uso de plantas visando a producdo de FOS em
larga escala ndo € viavel, pois a maioria contém somente tracos desses frutanos, além de
dependerem de condiges sazonais. A producdo de FOS em escala industrial, geralmente é
realizada por enzimas sollveis em reacGes em batelada ou por enzimas imobilizadas em
reatores continuos de leito fixo (Chen; Liu, 1996; Dias et al., 2022; Yun, 1996; ZAMBELLI
et al., 2016).
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Estudos reportados por Mutanda et al. (2014) indicaram que os FOS podem ser
produzidos enzimaticamente a partir do alongamento da molécula de sacarose mediante acéo
de enzimas com atividade de transferéncia dos grupos frutosil ou por meio da hidrélise
enzimatica da inulina por exoinulinases e endoinulinases atuando sozinhas ou sinergicamente.
Em ambos os casos, quantidades de frutose e glicose sdo formados como subprodutos
(Antosova; Polakovi¢, 2001).

Os FOS sao produzidos pela acéo das enzimas frutosiltransferases (Ftases) que atuam
na sacarose clivando a ligagao B(2—1), liberando glicose e, em seguida, transferindo o grupo
frutosila para uma molécula aceitadora. (Blanch; Clark, 2011).

Essas enzimas podem ser produzidas por fungos Aureobasidium pullulans, Aspergillus
niger, Aspergillus japonicus, Aspergillus foetidus, Aspergillus oryzae, Aspergillus sydowi,
Fusarium oxysporum, Penicillium rugulosum e Scopulariopsis brevicaulis, por levedura
Saccharomyces cerevisiae e por bactéria Bacillus macerans (Antosové; Polakovic, 2001).

Dentre 0s possiveis microrganismos produtores de frutosiltransferases, o fungo
Aspergillus oryzae IPT-301 se destaca como 0 mais promissor para a producdo da enzima em

escala industrial (Cuervo-Fernandez et al., 2007; Maiorano et al., 2020; Perna et al., 2018).

3.3 ENZIMA FRUTOSILTRANSFERASE (FTASE)

O uso de enzimas na producdo de fruto-oligossacarideos € frequentemente preferido
devido a sua alta especificidade e ao fato de que este processo gera menos residuos e produtos
indesejados (Sanchez-Martinez et al., 2020).

A sintese enzimética de FOS a partir de sacarose pode ser alcangcada usando enzimas
com atividade de transfrutosilacdo, como frutosiltransferases (FTase, EC 2.4.1.9) ou f-
frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26) sob condicdes especificas (Smaali et al., 2012).

A atividade de transfrutosilacdo (At) e hidrolitica (Ah) sdo demonstradas pelas duas
enzimas. No entanto, em alguns estudos, a FFase demonstrou atividade de transfrutosilagéo
significativa apenas em altas concentragbes de sacarose, enquanto a FTase demonstrou
atividade de transfrutosilacéo significativa mesmo em solugdes diluidas. Como afirmado por
Huang et al., (2016), isso ocorre devido a baixa afinidade da FTase com a &gua como aceptor,
0 que resulta em uma atividade hidrolitica reduzida (Ganaie et al., t al., 2014).

Especificamente, o Aspergillus oryzae IPT-301 se destaca na producdo da FTase,

possuindo o status de GRAS (Generally Recognize as Safe), devido a sua baixa toxidade na
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producéo de alimentos e a grande capacidade produtora de FTase, com elevada atividade de
transfrutosilacdo, dentre dezessete linhagens de fungos filamentosos avaliadas (Cuervo-
Fernandez et al., 2007; Cunha et al., 2019; Faria et al., 2021; Garcia et al., 2021; Gongalves
et al., 2020; Maiorano et al., 2020; Ottoni et al., 2012; Perna et al., 2018; Prado, 2021; Silva
etal., 2021).

3.4  ATIVIDADE DE TRANSFRUTOSILACAO

Segundo Ottoni etal. (2012) e Cuervo-Fernandez etal. (2007), a atividade de
transfrutosilacdo pode ser definida como sendo a quantidade de enzima que produz um
micromol de FOS por minuto sob condicGes experimentais estabelecidas, considerando kestose,
nistose e frutofuranosilnistose como parte integrante do FOS.

A reacdo de transfrutosilagdo consiste em clivar as ligagdes do tipo B- (2—1), que liga
a grupo frutosil ao grupo glicosil da molécula de sacarose, e transferir o grupo frutosil de um
doador ativado para uma molécula aceptora apropriada, que pode ser sacarose ou outras
moléculas de FOS e, liberando como subproduto da reacdo enzimatica, uma molécula de glicose
(Antosova; Polakovi¢, 2001; Faria et al., 2021; Gongalves et al., 2020; Jung et al., 2011; Prado,
2021; Yun, 1996).

Neste estudo, adotou-se a definicdo de Dorta et al. (2006), Cunha et al. (2019), Garcia
et al. (2021), Gongalves et al. (2020) e Dias et al. (2022), em que 1 unidade (1U) de atividade
de transfrutosilacdo corresponde a quantidade de enzima que transfere 1 umol de frutose por
minuto sob condicdes experimentais estabelecidas. Dessa forma, por meio de um balanco de
massa, a concentracdo de frutose transfrutosilada pode ser indiretamnete obtida a partir das
Equacdes (1), (2) e (3).

[AR] = [G] + [F] 1)
[F] = [AR] — [G] (2)
[Ft] = [G] - [F] = 2[G] - [AR] 3)

em que [AR], [G], [F] e [Ft] representam as concentragdes, expressas em pumol.L™?, de
acucares redutores, glicose, frutose e frutose transfrutosilada, respectivamente.
A atividade de transfrutosilacdo (At) da Ftase das células microbianas pode ser

calculada pela Equacao (4).
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(4)

em que Vv representa a vazdo volumétrica (L.s™) e ms se refere a massa de células microbianas

seca (Q).

3.5 IMOBILIZACAO DE CELULAS MICROBIANAS E DE ENZIMAS
FRUTOSILTRANSFERASES PARA A PRODUCAO DE FOS

Na literatura sdo encontrados registros de pesquisas voltados a producdo de FOS por
rota enzimatica mediante aplicacdo de frutosiltransferase extracelular e de células microbianas,
com atividade de transfrutosilagdo, imobilizadas em diferentes matrizes.

Em uma resina altamente porosa (Diaion HPA 25), Yun (1996) estudaram a producéo
continua de FOS a partir de sacarose por FTase imobilizada. Para maximizar a producéo de
FOS, as condicdes ideais para uma operacdo da coluna Diaion HPA 25 com enzima imobilizada
foram uma concentracio de sacarose de 600 g L™ e uma velocidade espacial superficial de 2,7
h™l. Apds 30 dias de operagdo continua com a coluna de enzima Diaion HPA 25 a 50 °C, uma
atividade inicial da FTase diminuida em aproximadamente 8%. Isso mostrou alta produtividade
de1.174gLtht

Chien, Lee e Lin (2001) estudam a imobilizacdo da biomassa de Aspergillus japonicus
envolvendo-a em glaten para a producdo de FOS. Foi obtido um biocatalisador estavel, que foi
aplicado em um reator de leito empacotado, e foi observada uma reducédo na taxa de reacdo de
producdo de FOS com imobilizacdo (a nova taxa de reacdo aproximou-se de 70 % da taxa de
reacdo catalisada pelo micélio ndo tratado) associado a possiveis limitacbes na difusdo do
substrato impostas pelo glaten.

Varikova et al. (2008) imobilizou uma FTase de A. pullulans usando resina de troca
anionica. Eles atingiram um rendimento de imobilizacdo de 65% e realizaram analise
econdmica da implantacdo da tecnologia em escala industrial.

A capacidade do Aspergillus japonicus ATCC 20236 para colonizar diferentes materiais
sintéticos durante a fase de fermentagcdo foi explorada por Mussatto etal. (2009). Eles
realizaram a imobilizacdo da biomassa microbiana, tanto in situ quanto por adsorcao, em varias
substancias, como: esponja de poliuretano (0,48 Qeelulas Gsuporte ), €sponja de ago inoxidavel
(1,13 geelulas Gsuporte 1), fibra vegetal (1,25 Qeelulas Gsuporte ), pedrapomes (0,13 Qeglulas Gsuporte ),
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peneiras moleculares de zedlito (0,19 QGesiutas Jsuporte ) € esponja de vidro (ndo apresentou
imobilizacdo celular). O resultado mais promissor foi a adsorgédo micelial na fibra vegetal, pois
permitiu obter uma producdo de FOS semelhante a obtida com a biomassa livre e facilitou a
separacao entre o biocatalisador e 0 meio reacional.

Granulos de alginato de calcio foram usados para imobilizar as enzimas de A. pullulans
por Jung et al. (2011). Eles foram usados para produzir fruto-oligossacarideos de cadeia curta,
conhecidos como ScFOS continuamente dentro de um reator de leito compactado, produzindo
180 g de ScFOS por hora sob condicdes ideais de 770 g de sacarose por hora, alimentando-se a
200 L por hora e 50°C, e mantendo uma atividade enzimatica inicial por mais de 100 dias.

Fernandez-Arrojo etal. (2013) também realizaram a imobilizagdo de enzima em
alginato de calcio seco através da desidratacdo de esferas de gel de alginato de calcio contendo
enzimas aprisionadas de Aspergillus aculeatus. Esta técnica apresentou uma atividade
volumétrica aproximadamente 30 vezes maior (300 U.mL™) e rendimento (40 vezes) maior em
comparacao com as esferas de gel de alginato de calcio (4.030 g.dia. L de FOS vs. 103 g/dia
L).

Ganaie et al. (2014) pesquisaram a possibilidade de reutilizacdo de FTase micelial
imobilizada em dois tipos de polimeros (quitosana e alginato) durante a producdo continua de
FOS. Foi constatado que as esferas de FTase/alginato produzidas alcangaram uma producao de
aproximadamente 63% (p:p) ao longo de um periodo de 7 dias, e a atividade enzimatica ndo
sofreu grandes alteraces.

Huang et al. (2016) realizaram a imobilizacdo de células de Aspergillus aculeatus
M105, por encapsulamento em alginato de célcio, obtendo um biocatalisador capaz de ser
aplicado na producdo de FOS por até 15 ciclos reacionais consecutivos. A imobilizacdo de
Aspergillus aculeatus em alginato de sddio foi estudada por Fernandez-Arrojo et al. (2013), em
reator de batelada, medindo a atividade das esferas de alginato em uma sequéncia de 13 ciclos
de reacgéo sucessivos de 20 min cada.

Castro e Sato (2014) estudaram a imobilizacdo de células de Aureobasidium pullulans
em diversos suportes (subprodutos sintéticos, agroindustriais e materiais minerais). A
imobilizacdo do micélio ocorreu in situ e, por adsor¢do, durante a etapa de fermentagdo. Em
todos os suportes estudados ocorreu a adsor¢do da biomassa, com destaque para a esponja de
poliuretano reticulado (1,88 a 2,2 gesiutas-Osuporte ), fibra de poliéster (2,30 estutas.Gsuporte ), € 13

de fibra de vidro (2,0 geetutas.Osuporte ), que adsorveram as maiores quantidades de células.
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3.6 IMOBILIZACAO DE CELULAS E CARACTERISTICAS DOS MATERIAS DE
SUPORTE

A imobilizacdo consiste em confinar e/ou aderir, fisica ou quimicamente, a célula
microbiana a um suporte sélido insoltvel e inerte em meio aquoso ou solvente orgéanico,
obtendo-se um biocatalisador heterogéneo com elevada atividade, especificidade, seletividade,
estabilidade e com potencial aplicagdo para implementar e conduzir processos nos modos
batelada e continuo (Gongalves et al., 2020; Lorenzoni et al., 2015; Ribeiro 2023; Zambelli
et al., 2016). Os materiais de suporte devem apresentar determinadas caracteristicas, tais como
atoxicidade as células, resisténcia ao ataque quimico e microbiano, resisténcias térmica e
mecanica, elevada area especifica, porosidade uniforme e possibilitar elevada difusividade de
substratos e produtos (Schimidell et al., 2001).

Além da reducdo do custo, os processos que envolvem células imobilizadas como
biocatalisadores heterogéneos apresentam vantagens, como a relativa facilidade de ampliacéo
de escala, possibilidade de reuso do biocatalisador, armazenamento das células imobilizadas
por longos periodos, facilidade de manuseio e transporte, maior estabilidade operacional, e
maior resisténcia a perturbaces ambientais, além da possibilidade de utilizacdo de residuos ou
subprodutos (Bonine, 2011; Elizei, 2014).

Diversos tipos de materiais podem ser utilizados como suporte, a exemplo de polimeros
naturais, polimeros sintéticos e materiais inorganicos. De acordo com Kourkoutas et al. (2004)
e Souza et al. (2017), diversas sdo as técnicas de imobilizacdo aplicadas para a imobilizagdo de
células microbianas, sendo a ligacdo a superficie, auto agregacdo, contencdo por barreiras e
aprisionamento em matrizes porosas as técnicas mais difundidas (Figura 2).

Figura 2 — Técnicas de imobilizacdo celular
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Fonte: Adaptado de KOURKOUTAS et al. (2004).
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3.7 ESPONJA DE POLIURETANO

Como um dos plasticos mais versateis, os poliuretanos (PU) sdo amplamente utilizados
na industria e na vida cotidiana, como, por exemplo, na industria da construcéo (esponja rigidas
para a producédo de elementos isolantes), no setor moveleiro (esponja de enchimento de méveis
estofados e esponja de conforto em colchdes), na indUstria automotiva (esponja técnica em
assentos de carro e esponja moldada em painéis), como vernizes e adesivos de poliuretano, na
producdo de materiais de couro (solados, retrosaria ou vestuario) e como espacadores de
embalagens (Dacewicz; Grzybowska-Pietras, 2021).

O poliuretano ndo tem uma férmula empirica que represente uma macromolécula
porque ndo apresenta unidades repetitivas (uretano) regularmente. 1sso o diferencia da maioria
dos polimeros, cujas unidades monoméricas sdo bem definidas. O poliuretano é geralmente
representado por suas unidades monoméricas principais, o di-isocianato e o poliol. No entanto,
todos os tipos de ligagdo que podem ser parte da estrutura do polimero formado ndo sdo
mostrados. A reacdo de adi¢do entre um isocianato e um composto que possui hidrogénio ativo,
geralmente poliol, que é responsavel pela formacdo de ésteres de acido carbamico (ligacdes
uretano) é uma das principais reacfes de sintese dos EPUs. Essa reacdo também pode ser
chamada de reacdo de propagacédo da cadeia poliureténica (Soares, 2012).

Entre os suportes adequados para a imobilizacdo de biocatalisadores, as esponjas de
poliuretano (EPU) vém se destacando como uma matriz promissora para imobilizar ndo
somente enzimas, mas também células microbianas que apresentam atividade enzimatica (Dias
etal., 2022).

Pesquisas descrevem as maneiras pelas quais os microrganismos podem colonizar EPUs
em culturas microbianas em escala laboratorial. Normalmente, as células imobilizadas em um
material de suporte vém em duas formas diferentes, uma das quais € um biofilme espesso e
denso que se desenvolve na superficie do suporte imobilizador e a outra fica presa nos poros do
suporte imobilizador (Dacewicz; Grzybowska-Pietras, 2021).

Varesche et al. (2021) investigaram matrizes cubicas de PU como suporte imobilizador
de celulas integras e identificaram pequenas estruturas multicelulares aderidas a superficie
interna do poliuretano, células bacterianas Unicas aderidas a superficie da esponja e
microgranulos retidos mecanicamente em seus poros.

Soares (2012) avaliaram esponjas de poliuretano como base sintéticas para

imobilizacéo de células integras de Mucor circinelloides na qual apresentou-se alta atividade
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lipolitica. Romero et al. (2012) imobilizou Aspergillus niger para seletividade da lipase.
Mussatto et al. (2009) imobilizaram Aspergillus japonicus em esponja de poliuretano para

produzir fruto-oligossacarideos, cuja imobilizacdo ocorreu durante o cultivo celular.

3.8 REATORES DE LEITO FIXO

O reator de leito fixo (PBR) devido a sua tecnologia simples e a facilidade de
operacdo e preferivel quando comparado a outros reatores cataliticos heterogéneos. Consiste
em uma pilha compacta e imdvel de biocatalisador, que se comporta como meio poroso,
situada no interior de uma coluna geralmente vertical, pela qual o fluido escoa, reagindo com
a superficie interna e externa do biocatalisador (Jakobsen, 2014). Esses reatores sao
preferidos em relacdo a outros tipos de reatores devido ao procedimento simplificado, alto
volume de leito, facilidade de operacdo e aumento de escala (Hama et al., 2011).

A queda de pressdo ao longo do reator, a desativacdo do biocatalisador e um
ineficiente controle de temperatura, principalmente quando a reacdo € exotérmica, séo
problemas comumente encontrados na operacdo de um PBR. Dessa forma, a escolha do
modelo ideal de PBR € essencial para otimizar sua performance. Trés modelos de PBR séo
mais utilizados: coluna com leito Unico, coluna com maultiplos leitos e coluna com multiplos
tubos (Jakobsen, 2014).

O PBR de leito Unico deve ser empregado para reacdes adiabaticas, ndo sendo
recomendado para reacGes exotérmicas e endotérmicas; pois, 0 aumento da temperatura do
meio nas reacdes exotérmicas, pode desfavorecer a conversdo de equilibrio, a seletividade
do produto e a estabilidade do biocatalisador. Ja nas reacfes endotérmicas, a reacdo pode ser
interrompida antes do desejado, devido a mudanca de temperatura. No caso de reacgoes
endotérmicas, recomenda-se 0 uso do modelo de leitos multiplos e, para reacdes exotérmicas,
0 modelo de multiplos tubos. O modelo de leito Unico estd representado na Figura 3
(Jakobsen, 2014).

Ao observar a Figura 3, nota-se que o fluido reagente € alimentado na parte inferior
do reator e flui para a parte superior, caracterizando o fluxo ascendente. Ao longo dos anos,
muitos estudos em relagdo a hidrodinamica e a transferéncia de massa em reator PBR de
fluxo ascendente e descendente ja foram realizados. O fluxo ascendente em reatores de leito
fixo oferece diversas vantagens em processos de rea¢fes quimicas e tratamento de residuos.
Essa abordagem permite uma melhor transferéncia de calor e massa, resultando em uma

distribuicdo mais uniforme dos reagentes ao longo do leito do reator (Ghiaci et al., 2016).
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Além disso, a natureza do fluxo ascendente contribui para minimizar o risco de
obstrucédo do leito, promovendo uma operacao mais estavel e evitando a formacéo de canais
preferenciais. Isso possibilita uma maior eficiéncia na conversdo de reagentes em produtos
desejados (Smith; Jones, 2018).

Estudos como o de Ghiaci et al. (2016) destacam a eficacia do fluxo ascendente na
maximizacao da transferéncia de massa e calor, enquanto o trabalho de Smith e Jones (2018)
ressalta a melhoria na distribuicdo dos reagentes ao longo do leito do reator, enfatizando a

importancia dessa técnica para aplica¢fes industriais.

Figura 3 — reator PBR com fluxo ascendente

Produto

f

Biocatalisador
/

f

Fluido Reagente

Fonte: Autoria propria (2023).

3.9 REATORES DE LEITO FIXO PARA PRODUCAO DE FOS

Estudos para producdo de FOS em biorreatores de fluxo continuo iniciaram-se na
década de 1990 com a publicacéo do trabalho de Yun (1992) em que se reportou a imobilizacdo
de B-frutofuranosidase (FFase) de Aureobasidium pullulans KFCC 10245 em alginato de sodio,
comprovando a estabilidade e a possibilidade de producdo de FOS por meio de um sistema
reacional continuo. Posteriormente, Chen e Liu (1996) imobilizaram FFase de Aspergillus

japonicus em alginato de calcio como parte de um procedimento inovador. Esta abordagem
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pioneira abriu portas para aplicacfes praticas e avangos significativos na sintese de compostos
especificos, destacando a viabilidade e eficicia dessa técnica na biotecnologia moderna. O
método descrito resultou em desenvolvimento de um suporte com resisténcia mecanica e
aumento expressivo aumento na estabilidade enzimatica.

Jung etal. (2011) avaliaram sistemas reacionais continuos empregando FTase
microbiana imobilizada em esferas de alginato de calcio visando a produgdo de FOS em escala
industrial com reatores de 4 mé e 1,6 m3, respectivamente. No primeiro trabalho, a reacdo foi
conduzida a 50°C alimentando o reator com 770 g L* de solugio de sacarose com vazao de 200
L h1, o que resultou em uma produtividade de 180 g L™ h de FOS.

Na literatura, poucos sdo os trabalhos que reportam a producdo continua de FOS em
reator PBR por meio da enzima FTase, principalmente em escala laboratorial (Dias, et al., 2022;
Lorenzoni et al., 2015; Ribeiro, 2023; Zambelli et al., 2016).

Fernandez-Arrojo et al. (2013) néo incluiu a etapa de producdo da FTase, aprisionando
aenzima Pectinex Ultra SP-L, para testar a técnica utilizando alginato seco. Houve um aumento
de 40 vezes do rendimento em relacdo a técnica com esferas de gel, com étima estabilidade
operacional e resisténcia ao ataque microbiano.

Lorenzoni et al. (2015) compararam a producdo de FOS em reatores PBR e de leito
fluidizado (FBR). Os resultados mostraram que, sob as mesmas condigdes operacionais, a
producdo de FOS em PBR foi 1,1 vezes maior que no FBR, concluindo que, para o reator
PBR transferir maiores quantidades de unidades de frutosil quando comparado ao FBR, este
modelo é mais eficiente para a producéo continua de FOS e possui potencial para ampliacdo
de escala. Por outro lado, Zambelli et al. (2016) avaliaram a produc¢éo continua de FOS em
reator PBR com a producg@o em modo batelada e comprovaram que, sob as mesmas condi¢cdes
experimentais, a produtividade de FOS no PBR foi cerca de 1,7 vezes maior que 0 processo
batelada.

De acordo com a pesquisa de Tanaka et al. (2018), a imobilizacdo do Aspergillus
oryzae em reatores de leito fixo mostrou-se altamente eficaz na sintese de FOS a partir de
diferentes fontes de sacarose. Os autores destacaram a capacidade do sistema de leito fixo
em proporcionar um ambiente estavel para o crescimento do fungo e producdo enzimatica,
resultando em altos rendimentos de FOS.

Além disso, estudos de otimizagdo conduzidos por Li et al. (2021) enfatizaram a
importancia do controle preciso das variaveis de processo, como temperatura, pH e

concentragéo de substrato, para maximizar a producdo de FOS pelo Aspergillus oryzae em
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reatores de leito fixo. Suas descobertas destacaram a influéncia direta desses parametros na
atividade enzimatica e na composi¢do dos FOS obtidos.

Oliveiraet al. (2020) conduziram um estudo abordando a imobilizacdo com quitosana
em um sistema reacional continuo, utilizando um reator do tipo PBR. A pesquisa concentrou-
se na imobilizacdo de uma preparagdo enzimatica comercial de Aspergillus aculeatus,
contendo frutosiltransferase (FTase), em esferas de quitosana. O experimento foi realizado
sob condicdes experimentais e operacionais especificas, incluindo uma analise detalhada das
variaveis como faixas de temperatura de 55 a 70 °C e 55 a 75 °C para enzima livre e
imobilizada, respectivamente, durante um tempo de incubacdo de 180 min. N&o foram
observadas alteracBes no pH étimo da enzima imobilizada ou da enzima livre, em que as
atividades relativas mais altas foram observadas para ambos em valores de pH na faixa de
4,5 a 6,0 e 5,0. Os autores observaram que a quitosana foi satisfatoriamente imobilizada,
resultando em alta capacidade de estabilizacdo e armazenamento da enzima.

Dias et al. (2022) avaliaram a utilizacdo de células de Aspergillus oryzae IPT-301
como biocatalisadores para a reacdo de transfrutosilacdo de sacarose em reator PBR. A maior
atividade de transfrutosilagdo (660 U.g?) das células foi obtida aos 25 min de reacéo,
adotando-se uma temperatura de reacgdo de 50 °C, concentracdo de sacarose de 470 g.L ! e
fluxo volumétrico de 15 mL.min"'. O aumento do fluxo volumétrico proporcionou um
aumento na atividade de transfrutosilacdo, mas também uma desativacdo mais rapida do
biocatalisador. A cinética enzimatica foi descrita utilizando o modelo de Michaelis-Menten,
com Vméx de 632,8 U.g! e Km de 160,7 g.L!. As células apresentaram atividade
enzimatica constante durante 12 h de reacdo no PBR operado com fluxo descontinuo em
vazdes de 5 mL.min"! e 11,5 mL.min"!, e no PBR operado com fluxo continuo em vazéo de
5 mL.min"!. A transi¢do do regime difusional para o cinético foi observada a partir de 11,5
mL.min"!,

Ribeiro (2023) avaliou a preparacéo, atividade enzimatica e estabilidade de células
de Aspergillus oryzae IPT-301 reticuladas com glutaraldeido utilizadas como biocatalisador
para reagéo de transfrutosilacéo de sacarose em reator de leito empacotado (PBR), visando a
producdo de FOS. A maior atividade de transfrutosilacdo (AT) foi apresentada pelo
biocatalisador preparado por reticulagdo a 200 rpm e 45 min. Os maiores AT no PBR foram
obtidos a 50°C, vazdes de 3 mL.min" a 5 mL.min™ e concentragdes de sacarose de 473 g.L-
1¢500 g.L L. A cinética enzimética foi descrita utilizando o modelo de Michaelis-Menten.
Por fim, o biocatalisador apresentou AT constante de aproximadamente 75 U gt e 300 U g

! para 12 h de reacdo no PBR operando em fluxo continuo e descontinuo, respectivamente.
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Estes resultados demonstram um alto potencial de células IPT-301 de A. oryzae reticuladas
com glutaraldeido como biocatalisadores heterogéneos para a produ¢édo continua de FOS em
reatores PBR.

Os artigos relacionados com a producao de FOS em biorreatores continuos com seus
respectivos microrganismos produtores de enzima e técnicas de imobilizagdo podem ser

visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Artigos relacionados a producéo continua de FOS em PBR (continua)
Autor Microrganismo Enzima Imobilizacdo
Ribeiro (2023) Aspergillus oryzae  FTase Glutaraldeido 25 %
IPT 301 (vIv)
Dias et al. (2022) Aspergillus oryzae  FTase Células microbianas
IPT 301 in natura com
atividade de
transfrutosilacéo
Oliveira et al. (2020) Aspergillus aculeatus FTase Quitosana
Zambelli et al. (2016) Cladosporium FFase Alginato de sodio
cladosporioides MUT
5506
Lorenzoni et al. Aspergillus aculeatus  FFase e Quitosana
(2015) FTase
Fernandez-Arrojo et al. Aspergillus aculeatus  FTase Alginato de célcio
(2013)
Jung et al. (2011) Aureobasidium FTase Alginato de célcio
pullulans KFCC
10245
Aspergillus pullulans  FTase Resina DOWEX

Vaiikova et al. (2008) MARATHON MSA



Tabela 1 — Artigos relacionados a producgéo continua de FOS em PBR
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(concluséo)

Chene Liu (1996) Aspergillus japonicus  FFase Alginato de calcio

Yun (1992) Aureobasidium FTase Alginato de sodio

pullulans KFCC
10245

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento da metodologia compreende a duas etapas experimentais
estritamente associadas: (i) obtencdo do biocatalisador heterogéneo a partir da producéo e
imobilizacdo de células de Aspergillus oryzae IPT-301, com atividade enzimética, em esponja
de poliuretano (FIGURA 4), e (ii) aplicacdo do biocatalisador heterogéneo em reator de leito
fixo (PBR) para avaliacdo dos efeitos biocataliticos nos perfis de atividade enzimatica e na

sintese de FOS por processo operado em modo continuo (FIGURA 5).

Figura 4 — Primeira etapa da metodologia experimental — obtencéo do biocatalisador
heterogéneo por cultivo celular submerso

Cultivo celular submerso — A. oryzae IPT-301

esteril (50 mL, pH 5,5)
Sacarose, extrato de levedura,
NaNO, KH,PO,, Mg50,.7H,0,
MnCl,.4H,0, FeS0,.7H,0 (30 2C, 200 rpm, 32 h)

¥\ Filtragao
@ \ -1 avacuo Q:b

- Qb Células
imobilizadas

Fonte: Autoria propria (2023).



30

Figura 5 — Avaliagdo dos efeitos biocataliticos nos perfis de atividade do biocatalisador
heterogéneo em reator de leito fixo

Aplicacao do biocatalisador heterégeneo
em reator de leito fixo PBR

(Vazéo.volumétficD AItI:irtaodo Estabilidade
de alimentacao operacional do

! sistema reacional

Concentracao de em fluxo continuo,
substrato com e sem reciclo

|
:

Temperatura
Reacional

Catalitico

Fonte: autoria propria (2023).

4.1 PRODUCAO DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO

4.1.1 Microrganismo, condicGes de cultivo e preparo do indculo

Para a producdo das células microbianas, contendo a enzima FTase, foi utilizada a cepa
do fungo Aspergillus oryzae IPT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial
(LBI) do Instituto de Pesquisas Tecnologicas do Estado de Sdo Paulo (IPT/SP).

Os esporos liofilizados do microrganismo foram ressuspensos em 10 mL de agua
destilada estéril e aliquotas de 70 pL foram inoculadas em meio sélido, preparado em placa de
Petri (16 x 60 mm), contendo (em %, m v1): agar batata dextrose (KASVI®) 2,0, glicerina
(Isofar®) 2,5, extrato de levedura (Synth®) 0,5 e glicose (Dindmica®) 2,5. Apo6s incubagdo
por 7 dias a 30 °C em incubadora refrigerada do tipo B.O.D. (Tecnal®, modelo TE-371), 0s
esporos produzidos foram coletados por meio de raspagem utilizando alca de Drigalski, em 10
mL de solugdo constituida por NaCl (Dindmica®) 0,95 % (m v!) e Tween-80 (Dindmica®)
0,1% (vv?).

A suspenséo obtida foi homogeneizada com solugéo de glicerina (Isolar®) 20,0 % (m
v1), cujo volume foi variavel, de modo a ajustar a concentragdo de esporos para,

aproximadamente, 1 x 107 esporos mL, quantificado com auxilio de uma cdmara de Neubauer
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(Newoptics®), seguido de armazenamento sob refrigeracdo a -6 °C (Cunha et al., 2019; Cunha,
2017; Faria et al., 2021; Garcia, 2021).

4.1.2 Pré-tratamento do material de suporte

O material de suporte, utilizado para a imobilizacdo das células microbianas, foram
esponjas de poliuretano (EPU) adquiridas comercialmente. As esponjas foram cortadas para
formar cubos de 1,0 cm de aresta (Figura 6-A)., mediante auxilio de um cortador elétrico de
30V e 220 W (Figura 6-B). Posteriormente, as esponjas foram adicionadas ao meio de cultivo
e esterilizadas em autoclave, conforme condigdes descritas no topico 4.1.4.

Figura 6 — Produto e processo de corte das esponjas para utilizagdo no reator de leito fixo.

Fonte: Autoria propria (2023).
Legenda: (A) Esponjas de poliuretano comercial previamente cortadas a cubos de 1,0 cm de aresta para a
imobilizacéo de células de A. oryzae IPT-301 com atividade enzimatica.

(B) Cortador elétrico desenvolvido pelo corpo técnico da UNIFAL-MG/ Campus Pogos de Caldas para
corte das esponjas.

4.1.3 Preparo do meio de cultura

O meio de cultura sintético, utilizado para o cultivo celular e producdo das células
microbianas com atividade biocatalitica, foi constituido por (em %, m v1): sacarose (Synth®)
15,0, extrato de levedura (Synth®) 0,5, NaNOz (Dinamica®) 0,5, KH2PO4 (Synth®) 0,2,
MgS04.7H20 (Dindmica®) 0,05, MnCl,.4H,0 (Synth®) 0,03 e FeSO4.7H20 (Synth®) 0,001.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,5 com solugdo de NaOH (Synth®)
1 x 102 mol L. Foram distribuidos 50 mL deste meio de cultura, juntamente com 20 esponjas



32

de EPU com arestas de 1,0 cm, em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, vedados com algodao
e esterilizados em autoclave (Phoenix/Luferco AV 225 1) a 120 °C e 2,022 atm por 20 minutos
(Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al., 2021; Ottoni et al., 2012; Ribeiro, 2023).

4.1.4 Producdo e imobilizacao das células microbianas

A producéo e a imobilizagdo concomitante das células de A. oryzae IPT-301 em EPU
foram realizadas de acordo com a metodologia adaptada de Ottoni et al. (2012), Cunha et al.
(2019), Dias et al. (2022) e Ribeiro (2023). O cultivo celular submerso foi conduzido em
agitador orbital do tipo Shaker (Tecnal®, modelo TE-4200) a 30 °C e 200 rpm ao decorrer de
32 h de processo, inoculando-se 500 pL de suspenséo de esporos, com concentragdo de 1 x 107
esporos mL™%, em meio de cultura estéril.

O conteddo total do frasco Erlenmeyer foi filtrado a vacuo com o auxilio de uma bomba
TE-058 (Tecnal®), utilizando papel filtro Whatman n°1 com didmetro de 90 mm. As células
imobilizadas em EPU e retidas em papel filtro foram abundantemente lavadas com &gua
destilada para remoc¢édo do meio de cultura e armazenadas em solugcdo tampao tris-acetato 0,2
mol. L%, pH 5,5, sob refrigeracio a 4 °C para ensaios no reator de leito fixo (PBR).

A massa de células microbianas imobilizadas foi obtida por meio da diferenga entre a
massa celular seca e a massa de suporte contido no meio de cultivo (g ceiuia.g™ suporte). A massa
seca foi obtida ap0Os os ensaios de atividade enzimatica (topico 4.3.2) mediante secagem das

células em estufa sem circulacdo de ar for¢ada (ProLab®) por 24 h a 60 °C.
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Figura 7 - Cubos de EPU contendo células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas durante o
cultivo celular

Fonte: Autoria propria (2023).

Nota: CondigGes experimentais: o cultivo e a imobilizacdo celular
foram realizados concomitantemente em meio de cultura sintético
pH 5,5, 200 rpm, 30 °C por 32 horas

4.2 CARACTERIZACAO FiSICA DO BIOCATALISADOR

A morfologia das células imobilizadas em EPU e do material de suporte (EPU) foi
observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) usando microscopio eletrdnico
(Zeiss EVO MA-10, Alemanha), com tenséo de aceleracdo de 20 kV e distancias de 10 mm e
21 mm. As amostras do material de suporte foram depositadas sobre uma fita de carbono em
um porta-amostras (stub) e recobertas por uma fina pelicula de liga de ouro-paladio por meio
do processo de sputtering, com o uso de um mini Sputter Coater modelo POLARON
EMITECH SC7620. O processo de recobrimento teve duracdo de 3 min. As analises foram
realizadas pelo Laboratdrio de Biotecnologia Industrial do IPT-SP.
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4.3 APLICACAO DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO EM REATOR DE LEITO
FIXO

4.3.1 Especificacdo do reator PBR e montagem do aparato experimental

O reator enzimatico e suas dimensdes estdo representados na Figura 8. O reator foi
construido em vidro de borosilicato com diametro e comprimento nominais de 1,2 e 20 cm,
respectivamente, cujas células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em cubos de EPU,
constituiram o seu leito biocatalitico para ensaios de atividade enzimatica. O reator foi
constituido por uma jaqueta térmica para controle de temperatura por meio da recirculacdo de
agua oriunda de um banho termostatizado (Tecnal®, modelo TE-2005) a 50°C. A bomba
peristaltica (MS Tecnopon®, modelo LAP-101-3) foi responsavel pelo escoamento da solugéo
reagente (substrato - solucdo de sacarose) e alimentacdo do reator. Durante a realizacdo dos
ensaios, o substrato foi mantido imerso na temperatura de reacdo, em banho maria digital com
circulacdo interna de agua (Tecnal®, TE-054-MAG). A conexdo entre a bomba e o reator,
constituida por uma tubulagdo de silicone com 0,5 cm de didmetro, proporcionou o fluxo
ascendente da solucgdo reagente. O aparato experimental descrito esta disposto na Figura 9.

Figura 8 — Reator enzimatico e suas dimensdes

Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 9 — Aparato experimental do sistema reacional continuo
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Fonte: Autoria prépria (2023).

4.3.2 Ensaios de atividade enzimatica em reator PBR

Todos os procedimentos descritos neste topico foram realizados utilizando, como
leito biocatalitico, a condicdo de 50 esponjas de EPU contendo 0,8 £ 0,3 g de células
microbianas imobilizadas, correspondendo a uma altura de leito de 20 cm. Ressalta-se que
todos os procedimentos foram realizados em triplicata com substitui¢do do leito biocatalitico
ao final de cada ensaio. Os ensaios de atividade enzimatica de transfrutosilacdo foram

realizados conforme procedimento descrito no tépico 4.4.1 e calculados pela Equacao (7).

4.3.2.1 Influéncia da vazao volumétrica na atividade de transfrutosilacao

Para se avaliar a influéncia da vazdo volumétrica na atividade de transfrutosilacdo,
alimentou-se o reator PBR a diferentes vazdes (1 mL.min?, 4 mL.mint, 7 mL.min? e 10
mL.minY) com solugdo de substrato constituida por sacarose comercial (Unido ®) 480 g.L ! e
tampao tris-acetato 0,2 mol.L %, pH 5,5. A alimentacéo foi realizada por uma bomba peristaltica
(MS Tecnopon®, modelo LAP-101-3) ¢ a reagdo enzimatica foi conduzida a 50 °C por 180

minutos.
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4.3.2.2 Influéncia da concentragdo de substrato na atividade de transfrutosilagao

Para avaliar a influéncia da concentracdo de substrato nas atividades enzimaticas do
processo continuo, foram preparadas solugdes reagentes constituidas por solucéo tampdo tris-
acetato 0,2 moL L, pH 5,5 e sacarose comercial (Unido ®) nas concentragdes de 200 g.L™,
300 g.L", 400 g.L?, 480 g.L" e 600 g.L™. A reacdo foi conduzida por 60 minutos & 50 °C no

reator PBR, conforme aparato experimental descrito no Topico 4.2.1.

4.3.2.3 Influéncia da temperatura do meio reacional na atividade de transfrutosilagao

Com intuito de se determinar a temperatura de maxima atividade enzimatica do processo
continuo, foi preparada uma solucdo reagente constituida por solucdo de sacarose comercial
(Unido ®) 400 g L e tampdo tris-acetato 0,2 moL L, pH 5,5. A reacéo foi conduzida, em
triplicata, por 60 minutos nas temperaturas de 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C no reator PBR,
conforme aparato experimental descrito no Tépico 4.3.1. O tempo de reacdo (60 minutos) foi

necessario para garantir o estado estacionario do processo.

4.3.2.4 Influéncia da massa do leito biocatalitico na atividade enzimatica

Os ensaios da influéncia da massa do leito biocatalitico na atividade de transfrutosilacao
foram realizados empacotando-se o reator PBR com 0,5; 0,8 e 1,1 g de células imobilizadas em
cubos de EPU, o que corresponde as massas totais (células e EPU) de 0,8; 1,2 e 24 g
respectivamente. As atividades enzimaticas foram obtidas de acordo com tdpico 4.4.1 para 0s
tempos de 60 e 120 min no reator operado em estado estacionario. Os experimentos foram
realizados em triplicata e em condicGes estabelecidas (temperatura de 50 °C, pH 5,5, vazédo 1,0
mL.min" e concentragdo de substrato de 400g.L™) com substituicdo do leito biocatalitico ao

término de cada ensaio.

4.3.2.5 Ensaios de estabilidade operacional

Os estudos de estabilidade operacional foram realizados em sistema reacional com e
sem reciclo. Para isso, o reator PBR foi recheado com as células microbianas imobilizadas
em EPU e a reacdo enzimatica foi conduzida a 50 °C, alimentando a solugéo reagente com
vazbes volumétricas de 1,0 mL.min* por meio de uma bomba peristéaltica (LAP-101-3 /

Tecnopon®). A solugéo reagente foi constituida por sacarose comercial (Unido ®) 400 g.L
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! ¢ solugdo tampéo tris-acetato 0,2 mol.L™* pH 5,5. Para realizar o reciclo, a montagem do
aparato experimental foi configurada de modo que toda a corrente do efluente do reator fosse
reintroduzida como corrente de alimentacéo, caracterizando um reciclo total.

As amostras foram coletadas por 15 segundos (tempo necessario para obter amostra
suficiente para analise) e os ensaios de estabilidade foram conduzidos por um periodo de 12
horas. Os experimentos foram realizados em triplicata, com substitui¢do do leito biocatalitico

ao final de cada ensaio.

44  METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacdo das atividades enzimaticas de transfrutosilacdo

Ao se coletar amostras na saida do reator PBR em intervalos de tempo predefinidos,
as amostras foram imersas em banho de agua em ebulicdo durante 10 minutos, seguido por
banho de agua e gelo por 5 minutos para interrupcao da reacdo enzimatica (Cunha et al.,
2019; Dias et al., 2022; Ottoni et al., 2012; Ribeiro, 2023).

As amostras foram utilizadas para a quantificacdo das concentracdes de acgUcares
redutores (AR) e glicose (G) pelos métodos colorimétricos do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) e glicose-oxidase (GOD-PAP®), respectivamente (Miller, 1959; Vasconcelos; Pinto;
Aragio, 2013) (TOPICO 4.3.2) e GOD-PAP® (Cunha, 2019; Ganaie et al., 2014; Oliveira,
2007; Vega; Zuniga-Hansen, 2011), (TOPICO 4.3.3).

As concentracdes de frutose liberada (F) e transfrutosilada (transferida) (Ft) no meio
reacional foram determinadas pelas Equac6es (5) e (6) (Chen; Liu, 1996, Cunha et al., 2019;
Dias et al. 2022; Faria et al. 2021; Garcia et al. 2021; Gongcalves et al. 2020; Silva et al. 2021).
[F] = [AR] — [G] 5)

[Fr] = [G] — [F] = 2[G] — [AR] (6)
Empregando as concentragdes obtidas de frutose transfrutosilada (EQUACAO 6),

determinou-se a atividade enzimatica de transfrutosilacdo (At) do biocatalisador heterogéneo
(EQUACAOQ 7).

A = —[FnTl]S” @
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em que [Fr] é a concentracdo molar de frutose transfrutosilada (umol L), v é a vazéo
volumétrica de alimentac&o do reator (L min™) e ms é massa seca (g) de células microbianas
imobilizadas em EPU.

Uma unidade (1U) de atividade enzimatica de transfrutosilacéo foi definida como a
quantidade de enzima que transfere um micromol (1 pmol) de frutose por minuto sob as
condicdes experimentais estabelecidas (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al.,
2021; Gongalves et al., 2020; Ribeiro, 2023).

4.4.1.1 Determinacao da concentragdo de actcares redutores

A concentracdo de acUcares redutores (AR), presentes no meio reacional, foi
determinada pelo método DNS, adaptado de Miller (1959), conforme descrito por Vasconcelos,
Pinto e Aragdo (2013). A solucdo DNS foi preparada pela dissolucéo de 10,0 g de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (C7H4N207) (Dindmica®) em 200,0 mL de solugdo 2 mol L™ de hidroxido de
sodio (NaOH) (Dinamica®) (Reagente A). Paralelamente, sob aquecimento e agitacdo, foi
preparada 500 mL de uma solugéo aquosa (Reagente B) constituida por 600 g L de tartarato
duplo de sodio e potéssio (KNaCsH406.4H20) (Dindmica®). Apos a dissolucdo, ambos 0s
reagentes (A e B) foram misturados e o volume final da mistura aferido para 1,0 L em balédo
volumétrico. A quantificacdo dos AR foi realizada pela adi¢do, em tubo de ensaio, de 0,5 mL
da amostra oriunda da reacdo enzimatica, em 0,5 mL da solucdo preparada. A reacdo foi
conduzida em banho maria a 100 °C por 10 minutos e interrompida por resfriamento em banho
de 4gua e gelo por 5 minutos, seguido pela adi¢cdo de 4,0 mL de adgua destilada.

Posteriormente, triplicatas de aliquotas do meio reacional foram analisadas com auxilio
de espectrofotobmetro (Bel Photonics ®, modelo UV-M51) a 540 nm, visando obter as
absorvancias e, consequentemente, determinar as concentracdes dos AR mediante auxilio da
curva de calibragdo obtida para o método (Apéndice 1, Figura 17).

O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtencdo do branco, todavia

substituindo a amostra, oriunda da reagéo enzimatica de transfrutosilagéo, por agua destilada.

4.4.1.2 Determinagdo da concentragdo de glicose
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A concentracéo de glicose (G), presente no meio reacional, foi determinada pelo método
GOD-PAP®, conforme utilizado nos trabalhos de Cunha et al. (2019), Gongalves et al. (2020),
Garcia et al. (2021), Dias et al. (2022) e Ribeiro (2023). O método consiste em um Kit
enzimatico contendo glicose oxidase (GOD), peroxidase (POD), 4-aminofenazona (4-AF),
tampéo fosfato pH 7,0 e 4-hidroxibenzoato.

A oxidagdo da glicose pela glicose oxidase produz peroxido de hidrogénio, oxidado por
meio da peroxidase que, em conjunto com o 4-AF e o 4-hidroxibenzoato, produzem coloracéo
rosacea ou vermelha (Bobbio; Bobbio, 2005; Wong; Wong; Chen, 2008). O kit enzimatico
utilizado no presente trabalho foi da marca Laborlab®.

A quantificacdo, em triplicata, da glicose no meio reacional foi realizada pela adicéo,
em tubo de ensaio, de 35 uL da amostra, oriunda da reacdo enzimatica, em 3,5 mL de solucéo
reagente (kit enzimatico). A reacao foi conduzida em banho maria (Tecnal®, TE-054-MAG) a
37 °C por 5 minutos.

A coloracéo final foi analisada com auxilio de espectrofotdmetro (Bel Photonics ®,
modelo UV-M51) a 505 nm, visando obter as absorvancias e, consequentemente, determinar as
concentragdes de glicose conforme procedimento reportado pelo fabricante.

O mesmo procedimento analitico foi realizado para a obtencdo do branco, mas
substituindo a amostra, oriunda da reacdo enzimatica, por dgua destilada.

4.4.2 Determinacdo da massa seca das células microbianas imobilizadas

Ao término dos ensaios de reacdo enzimatica, as células imobilizadas Umidas (leito
biocatalitico) foram removidas do interior do reator PBR e lavadas abundantemente com &gua
destilada a fim de remover todo residuo de sacarose aderido a elas e, em seguida, filtrada a
vacuo, utilizando a bomba a vacuo (Tecnal® TE-058). Por sua vez, as células imobilizadas em
EPU foram retidas em papel de filtro (Whatman n°1 com didmetro de 90 mm) e mantidas em
estufa de secagem (ProLab®) por 24 h a 60 °C para obtencéo da massa seca das células (ms). O
valor da ms obtido para cada reacdo enzimatica foi aplicado na Equacdo (7) para a determinagéo

das atividades enziméticas de transfrutosilacdo do leito biocatalitico.

4.4.3 Quantificacdo de agucares e fruto-oligossacarideos

As concentragdes dos carboidratos sacarose, glicose e FOS (1-kestose, nistose e 1-p-
frutofuranosilnistose) obtidas para o sistema reacional continuo foram quantificadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando duas colunas cromatograficas
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acopladas em serie (Shodex SC 1011, 300 x 7,8 mm) acondicionadas a 72 °C. Foi utilizado um
sistema CLAE Waters (EUA) constituido por uma bomba isocrética W515, por um detector de
indice de refracdo W2414, por um injetor automatico W2707 e por software de controle e
tratamento de dados Empower 2.0. As amostras foram eluidas com solu¢do de EDTACa(Na):
5 x 102 mol L™ a uma vazdo de 0,4 mL.min e os componentes foram identificados por
comparacdo de tempos de retencdo com padrdes analiticos dos mesmos analitos (Fuji Wako

Chemicals, Japao).

45  ANALISE ESTATISTICA

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o tratamento dos dados experimentais
foi submetido ao Teste de Tukey pela metodologia envolvendo andlise de variancia (ANOVA),
pelo software Past4Project, a um nivel de significAncia de 5%. O Teste de Tukey avaliou a

diferenca significativa entre os dados experimentais, comparando-0s um a um.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO BIOCATALISADOR POR MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA - MEV

O biocatalisador obtido por meio do cultivo celular submerso (TOPICO 4.1.4) foi
submetido as analises de MEV para caracterizagdo fisica. A imagem da estrutura da esponja de
poliuretano in natura, na auséncia de células imobilizadas, esta disposta na Figura 10 (A) em
que foi possivel observar os poros e ranhuras da estrutura do material de suporte. A porosidade
uniforme das EPUs favorece a difusdo gasosa, de substrato e de produtos metabdlicos, o que as
tonam materiais de suporte promissores para a imobilizacdo de células microbianas (Martinez
et al., 2015). A Figura 10 (B) fornece evidéncias de crescimento do fungo A. oryzae IPT-301
ao longo dos filamentos dos cubos de EPU devido ao surgimento de hifas do fungo, na qual as

células do microrganismo foram imobilizadas ao longo do cultivo celular submerso.

Figura 10 — Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura da esponja de poliuretano antes
e depois do cultivo celular.

Fonte: autoria propria (2023).
Legenda: (A) esponja de poliuretano antes do cultivo celular
(B) ap6s imobilizagéo das células microbianas.
Nota: As imagens apresentam aumento de 150x. Condic¢des experimentais: cultivadas em meio de cultura
sintético, pH 5,5, 200 rpm por 28 h.
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Elizei (2014) e Soares (2012) classificam o género Aspergillus sp como um fungo
filamentoso. As hifas sdo encontradas em fungos filamentosos e seu desenvolvimento ocorre
em quatro estagios: germinacédo de esporos, crescimento de hifa, ramificacéo e diferenciacdo
fangica. De acordo com a Figura 10 (B), cuja imagem de MEV mostra o Gltimo estagio de
formacdo do fungo, ha a formacdo de hifas ndo septadas, sem a presenga de corpos de
frutificacdo, sem a presenca de esporos e um micélio homogéneo, que € uma caracteristica de
crescimento micelial de um fungo filamentoso do género Aspergillus sp. Tais caracteristicas
podem ser relacionadas com as condi¢des de crescimento empregadas, tais como tempo de

crescimento, meio de cultura e outros elementos inerentes ao procedimento empregado.

5.2 INFLUENCIA DA VAZAO VOLUMETRICA DE ALIMENTACAO NOS PERFIS DE
ATIVIDADE DE TRANSFRUTOSILACAO

O efeito da vazdo volumétrica de alimentacdo de substrato na atividade de
transfrutosilacdo foi avaliado mediante procedimento experimental descrito pelo Topico
4.2.2.1. A Figura 11 ilustra os perfis de atividade enzimatica obtidos para o biocatalisador
heterogéneo em reator PBR.

Figura 11 - Atividade de transfrutosilacdo em funcéo da vazdo volumétrica de alimentacédo de
substrato no reator PBR
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Fonte: Autoria prépria (2023).
Legenda: (o) 1 mL.min-1, (8) 4 mL.min%, (A) 07 mL.min%, (¥) 10 mL.min?

Na Figura 11 pode ser observado que o reator apresenta estado estacionario entre os 60
min e 180 min de reacio, nota-se que a vazdo de 1,0 mL.min* foi a que apresentou menor
atividade de transfrutosilagdo, com intervalo de 296 + 98 a 379 + 131 U.g. A vazdo de 4,0
mL.min? teve um intervalo de atividade de transfrutosilacéo entre 374 + 15 a 433 + 31 U.g™,
muito préximos dos valores de atividade enzimatica obtidos para a vazdo de 1,0 mL.min%. A
atividade de transfrutosilacdo na vazdo de 7,0 mL, foi a que apresentou a maior atividade de
transfrutosilacéo, exibiu um intervalo de atividade entre 467 + 56 e 1288 + 44 U.g™. A vazdo
de 10,0 mL.min, apresentou valores entre 941 + 45 e 1054 +53 U.g™ . Entretanto, o PBR
operado com vazdo de 10,0 mL.min! apresentou deformacédo (compressdo) do leito catalitico
pela acdo do fluxo devido as caracteristicas de Compressividade do material PU, ocasionando
gueda de pressdo no sistema e alto risco de vazamentos, motivo esse que ndo permitiu a
avaliagdo em vazdes superiores a 10,0 mL.min™,

Baixas vazles volumétricas contribuem para a formacdo de uma camada limite
difusional (presente no entorno da particula de biocatalisador) de maior espessura, fazendo com
que o processo seja limitado pela transferéncia de massa externa. A medida que se aumenta a
vazdo volumétrica, a espessura da camada limite diminui, favorecendo a transferéncia de massa
externa (Fogler, 2012; Levenspiel, 2011).

Dessa forma, os menores valores de atividade de transfrutosilagio (1,0 e 4,0 mL.min™),
podem estar atribuidos a formacao, no entorno da particula de biocatalisador, de uma camada
limite difusional espessa, tornando a reacdo limitada pela transferéncia de massa externa. 1sso
corrobora com 0 aumento da Atividade de transfrutosilacdo para maiores vazdes, pois a camada
limite difusional no entorno da particula de biocatalisador tem sua espessura reduzida e 0s
efeitos da transferéncia de massa externa tornam-se despreziveis. Posto isso, acredita-se que,
para as vazdes entre 7,0 mL.min e 10,0 mL.min, a reacdo ndo é mais limitada pela
transferéncia de massa externa, prevalecendo os efeitos de escoamento e da reagéo.

Dias et al. (2022), avaliou a influéncia da vazdo volumétrica na atividade de
transfrutosilagio em reator PBR a diferentes vazdes (5 mL.min, 7,5 mL.min?, 11,5 mL.min"
115 mL min't e 20,0 mL mint) com solugAo reagente constituida por sacarose comercial (Unido
®) 473 g.L! e tampdo tris-acetato 0,2 mol L, pH 5,5 e células integras de Aspergillus oryzae
IPT301 livres. Foi observado por este estudo que o aumento do fluxo volumétrico até 15 mL

min! causou um aumento na Atividade de Transfrutosilacdo, enquanto o fluxo de 20 mL.min™*
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produziu uma reducédo na Atividade de Transfrutosilacdo. Os fluxos intermediérios (7,5; 11,5 e
15,0 mL.min) apresentaram valores de Atividade de Transfrutosilagdo proximos, sendo o
menor valor de Atividade de Transfrutosilacdo obtido para o0 menor fluxo volumétrico (5 mL
mint). Nesta pesquisa a variacio de atividade de transfrutosilacio ficou entre 350 e 650 U.g*
aproximadamente.

Em comparacdo com o estudo de Dias et al. (2022) utilizando células integras livres
de Aspergillus oryzae IPT301, o presente estudo ao avaliar a influéncia de vazdo volumétrica
na atividade de transfrutosilacdo em reator PBR obteve até trés vezes mais atividade de
transfrutosilacdo ao imobilizar as células de Aspergillus oryzae IPT301 em esponja de
poliuretano, ratificando a eficacia da esponja como suporte imobilizador.

Ribeiro (2023), imobilizou por reticulagdo com glutaraldeido, células de A. oryzae
IPT-301 e avaliou seus efeitos biocataliticos quando empacotadas em reator de leito fixo
(PBR), visando obter elevada atividade enzimatica para a producdo de FOS. Neste estudo,
ao se avaliar a influéncia da vazdo volumétrica nos perfis de atividade enzimética, o reator
PBR foi alimentado a 1 mL.min%, 2 mL.min*, 3 mL.min%, 4 mL.mint e 5 mL.min" com
solucdo de sacarose comercial 473 g.L™, pH 5,5. A reagéo foi conduzida & 50 °C por 150 min
em reator PBR com altura de leito catalitico de 20 cm. Através deste ensaio, Ribeiro (2023)
afirmou que a vazdo adequada para se trabalhar nestas condicdes se deu pela vazédo de 1
mL.min, o qual, tem-se um maior contato enzimatico do substrato na reagéo, devido ao
maior tempo de residéncia, diminuindo a possibilidade de arraste do biocatalisador, o que,

possibilita a realizacdo da reacdo de transfrutosilacéo.

5.3 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATIVIDADE DE
TRANSFRUTOSILACAO

O efeito da concentracdo do substrato (solugdo reagente) na atividade de
transfrutosilacdo foi avaliado mediante procedimento experimental descrito pelo Topico
4.2.2.2. A Figura 12 mostra os perfis de atividade enzimatica obtidos para a biocatalisador
heterogéneo em funcdo da concentracdo de substrato durante 60 minutos de reacéo.

De acordo com a Figura 12, observou-se que o aumento da concentracdo de substrato
(sacarose) alimentada no reator, até o limite de 400 g.L, levou ao aumento da atividade de
transfrutosilacdo, obtendo nesta condicéo, a atividade maxima de transfrutosilagdo (1236 + 143

U g) aos 40 min de reacdo. Porém, para a concentragio de 480 g L™ e 600 g L™ verificou-se
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um decréscimo da atividade enzimatica de transfrutosilacdo, confirmando, entdo, a
concentragéo de 400 g.L™* como a concentragdo de substrato que resulta na maior atividade de

transfrutosilacdo para o processo continuo.

Figura 12 — Atividade de transfrutosilacdo em fungéo da concentracdo de sacarose
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Fonte: Autoria propria (2023).

Legenda: Concentragdes (m) 200g/L, () 300 g/L, (A) 400 g/L, (V) 480 g/L e (»)600 g/L.

Nota: CondicBes operacionais: reator PBR alimentado com solucéo de sacarose, pH 5,5, a uma vazéo
volumétrica de 1 mL.min e temperatura de 50°C por 60 minutos de reacéo.

A figura 12 mostra que concentracdes de FOS entre 55 g L™ e 85 g L™ foram obtidas
aos 60 min de reagdo no PBR e que esta concentragdo aumentou como 0 aumento de
concentracgéo inicial de substrato. O estudo desenvolvido por Garcia (2021) em reator batelada,
para 0 mesmo microrganismo, pH e temperatura avaliou as concentracdes de sacarose de 75,5
g.L1a 604 g.L. Nessas condic@es, a atividade maxima de transfrutosilacio (aproximadamente
600 U g?) se deu em 480,2 g L de sacarose, que também diminuiu quando a reacdo foi
conduzida com acréscimo de concentracdo de 600 g L™ para, aproximadamente, 550 U g.
Dessa maneira, nota-se que o comportamento obtido pelo processo continuo em PBR

assemelha-se aos estudos em batelada, com valores muitos aproximados de concentracédo de
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substrato que resulta na maior atividade de transfrutosilacdo, assim como o decréscimo para
concentracdes mais elevadas.

De acordo com Antosova e Polakovi¢ (2001), tal decréscimo pode estar relacionado
observada na reagdo continua para elevadas concentrag@es de sacarose (>400 g L), pode ter
ocorrido pelo acumulo de substrato.

Para Dias et al. (2022), a maior atividade de transfrutosilacéo, para a concentracdo de
470 g.L %, foi de 526,6 + 68,2 U g%, valor proximo ao obtido por Garcia (2021). Para uma
concentragé@o similar aos estudos de Dias et al. (2022) e Garcia (2021), o presente estudo
apresentou na concentracio de 480 g.L?, atividade de transfrutosilagdo de 651,71 +7,82 U.g"
! Para a condic&o de 400 g L™, no qual alcancou-se os maiores valores de atividade, aos 40
min de reacéo, obteve-se a atividade de transfrutosilagdo de 1236,56 + 143,92 U g, valor
significativamente superior aos estudos anteriores com reatores continuos, demonstrando a

eficiéncia do leito catalitico de células de A. oryzae imobilizadas em esponjas de poliuretano.

5.4 INFLUENCIA DA TEMPERATURA REACIONAL NOS PERFIS DE ATIVIDADE DE
TRANSFRUTOSILACAO

A influéncia da temperatura do meio reacional na atividade de transfrutosilacdo de
células integras de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja de poliuretano esta apresentada
na Figura 13.

A velocidade das reacOes catalisadas por enzimas acresce com a temperatura até um
certo limite. Acima de uma determinada temperatura, a atividade enzimatica diminui com a
com o aumento da temperatura devido a desnaturacdo do biocatalisador (Shuler; Kargi, 2002).
Tal afirmagdo fica evidenciada ao observar o comportamento das atividades de
transfrutosilacdo da A. oryzae IPT-301 (Figura 13), cujo aumento da atividade enzimatica
ocorre até 50°C, condicdo 6tima de operagdo experimental, e com o incremento da temperatura
inicia-se a reducdo da atividade de transfrutosilacdo. Registrou-se que os maiores valores de
atividade enzimatica, na temperatura de 50°C, foram para o tempo de 20 minutos 1214,13 +
119,02 U.g* e 40 minutos com 1236,56+ 143,92 U.g.
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Figura 13 — Perfis de atividade de transfrutosilacdo em funcéo da temperatura do meio
reacional
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Fonte: Autoria prépria (2023).
Legendas: Temperaturas: (m) 30°C, (@) 40°C, (A) 50°C e (V) 60°C.
Nota: CondigGes operacionais: reator PBR alimentado com solugéo de sacarose 400 g L, pH 5,5, a uma vazéo
volumétrica de 1 mL.min! durante 60 min de reagéo

Dias et al. (2022) obteve para a mesma temperatura de 50°C de reacdo os valores de
atividade enzimatica, iguais a 491 + 69 U.g™t e 500 + 43,14 U.g%, para as células integras livres.
O comparativo entre os estudos demonstra a eficiéncia promovida pela imobilizacao das células
integras em esponja de poliuretano em detrimento da utilizacdo das células integras livres
diretamente no reator continuo.

Observou-se que o perfil obtido para a temperatura de 60 °C apresentou um decréscimo
da atividade de transfrutosilacdo ao decorrer da reacdo. A redugdo pode estar relacionada a
baixa estabilidade da enzima a 60 °C (Schuurmann et al. 2014). Além disso, a desativacdo
enzimatica da FTase também é um fator que resulta na redugdo da Atividade de

Transfrutosilagdo ao longo do tempo, conforme sugere Silva (2009).
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5.5 INFLUENCIA DA MASSA DO LEITO CATALITICO NA ATIVIDADE DE
TRANSFRUTOSILACAO

A Figura 14 apresenta a atividade de transfrutosilacdo das células imobilizadas em
esponja de poliuretano em reator PBR em funcdo da massa do leito catalitico (Tdpico
4.3.2.4).

Figura 14 — Influéncia da massa do leito biocatalitico na atividade de transfrutosilacéo
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
Legenda: 60 min (barra tracejada) e 120 min (barra linha continua), ambos no estado estacionario.

Inicialmente, acrescentou-se massa de biocatalisador suficiente para preencher
50% do leito do reator. Posteriormente adicionou-se massa para preencher 100% do leito
do reator, de modo que as esponjas estivessem dispostas sem haver qualquer compactacéo

do leito. E posteriormente, foi realizada uma tentativa de colocar mais massa de
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biocatalisador, agora com a compactacdo maxima de esponjas, a fim de colocar mais
massa possivel dentro do reator. Observou-se um rapido aumento da Atividade de
Transfrutosilagdo ao se completar o leito do reator com o biocatalisador (até
aproximadamente 100%,), tanto no tempo de 60 min quanto no tempo de 120 min. A
diferenca entre os valores de Atividade de transfrutosilacéo para as massas de 0,4 e 0,89
pode ser atribuido ao surgimento de caminhos preferenciais ou volumes mortos no reator
com menor massa de biocatalisador.

Apesar do alto desvio padrdo da primeira massa de esponjas de 0,49, possivelmente
devido a movimentacdo do leito por conta dos espagos vazios, ao se realizar o Teste de
Tukey para as diferentes massas de biocatalisador, observou-se que ndo ha diferengas
significativas entre elas.

Contudo, ao preencher o leito com mais biomassa, aproximadamente 1,19 de
biocatalisador, houve uma reducdo da Atividade de Transfrutosilagdo, possivelmente
devido a deformacgéo do leito e diminuigdo dos espagos vazios.

Com relacdo a massa total do leito catalitico, ressalta-se que a variacdo de massa
se da por conta dos diferentes cultivos celulares submersos para a realizacdo do ensaio,

variando a concentracdo de biomassa entre os cultivos.

5.6 ENSAIOS DE ESTABILIDADE OPERACIONAL

A estabilidade operacional foi avaliada conforme o procedimento experimental
descrito pelo Topico 4.3.25 e a Figuras 15 e 16 mostram os perfis de atividade de

transfrutosilacéo obtidos sem e com reciclo.
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Figura 15 - Ensaio de estabilidade operacional sem reciclo.
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Legenda: Perfil de atividade de transfrutosilagio (<) e quantificagdo de fruto-oligossacarideos (barra sem
preenchimento) e glicose (barra cinza)

A Figura 15 apresenta o comportamento da atividade de transfrutosilacdo sem reciclo
para a vazdo de 1,0 mL.min, durante 12 horas. Nesta, foi possivel observar que a reagdo
sem reciclo apresentou atividade de transfrutosilagdo maxima as 5 h de 2521 U.g%, mantendo
constante a partir de 30 min, sem o declinio da atividade no decorrer do tempo. A producao
de fruto-oligossacarideos variou de 52 a 59 g.L™* no estado estacionario. A concentragéo de
glicose variou de 22 a 24 g.L .

Observa-se um comportamento constante tanto da producdo de FOS quanto da
conservacdo da Atividade de Transfrutosilagdo durante o tempo de 12 horas. Pelo teste de
Tukey do tempo de 30 min até 720 min, as amostras sdo estatisticamente iguais.

A Figura 16 apresenta o comportamento da Atividade de Transfrutosilagdo com

reciclo de substrato para a vazdo de 1,0 mL.min™%, durante 12horas.



Figura 16 — Ensaio de estabilidade operacional com reciclo de substrato
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L")

Concentragdo de FOS ou Glicose (g

Neste ensaio, é possivel observar o inicio do estado estacionario aos 60 min de reacao,

com uma da Atividade de Transfrutosilagdo méaxima de 1862 U.g? as 5 h, com um

decrescimo nas Atividades de Transfrutosilacdo subsequentes. Contudo, ha um incremento

na producdo de fruto-oligossacarideos ao decorrer do tempo, alcangando em torno de 155

g.L no tempo de 12 h.
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No experimento, como todo efluente retorna para operacdo no reator PBR, ha um
reciclo total de substrato, constatado pelas concentragdes de glicose e o FOS que se
acumulam com o tempo. O decréscimo da Atividade de Transfrutosilacdo no decorrer do
tempo pode ser dado devido a presenca e acumulo da glicose no sistema, inibindo a atividade
enzimatica, pois @ medida que se aumenta a concentracao de glicose, diminui a quantidade
de frutose transfrutosilada, justificando o declinio da Atividade de Transfrutosilagéo.

Por fim, pode-se afirmar que o processo continuo, utilizando biomassa imobilizada
em EPU como recheio do reator PBR, foi capaz de gerar, perfis expressivos de atividade
enzimatica de transfrutosilacdo, assim como constante estabilidade operacional, revelando-

se um potencial para producdo futura de frutooligossacarideos (FOS).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho implementou um sistema reacional continuo em reator de leito fixo
(PBR), empacotado com células de Aspergillus oryzae IPT-301, imobilizadas em cubos de
esponja de poliuretano, visando obter elevada atividade de transfrutosilacdo para a sintese
enzimatica de FOS

Foram produzidas células microbianas, com atividade catalitica, por cultivo celular
submerso em meio de cultura sintético e imobilizadas, concomitantemente, em estruturas
cubicas de esponja de poliuretano (EPU).

A massa de celulas microbianas imobilizadas foi obtida por meio da diferenca entre a
massa celular seca e a massa de suporte contido no meio de cultivo (g cetua 9™ suporte). A massa
seca foi obtida apds os ensaios de atividade enzimatica mediante secagem das células em estufa
por 24 h a 60 °C.

A caracterizagdo do material suporte de EPU, por microscopia eletronica de varredura,
foi possivel observar os poros e ranhuras da estrutura da esponja, bem como as evidéncias de
crescimento ao longo dos filamentos e fios da esponja, na qual as células de A. oryzae IPT-301
se fixaram ao longo do cultivo celular.

Nos estudos dos perfis de atividade enzimatica no reator PBR, avaliaram-se a influéncia
da vazdo da solucdo reagente (substrato), a influéncia da temperatura na atividade de
transfrutosilacdo, a influéncia da concentracdo de substrato e massa do leito catalitico,
posteriormente, esses estudos mostraram que a temperatura de 50 °C e a concentracdo de 400 g
L de substrato proporcionaram as maiores atividades enzimaticas relativas. A vazdo de
substrato de 10 mL min* foi a mais vantajosa dentre as avaliadas, entretanto ocasionou uma
sobrecarga no aparato experimental, sendo atribuida a vazéo de 1,0 mL.min para utilizacéo
dos ensaios subsequentes. A massa do leito catalitico que se melhor adequou ao processo foi a
massa de células imobilizadas de 0,77 g, que preencheu todo o leito do reator (100%).

Com a estabilidade operacional sem reciclo, foi possivel observar que a reagéo
apresentou atividade de transfrutosilagio maxima de 2521 U.g? em 5 h de reagdo. A
producdo de fruto-oligossacarideos variou de 52 a 59 g.L! no estado estacionario. A
concentracdo de glicose variou de 22 a 24 g.L™*. Observou-se um comportamento constante
tanto da producao de FOS quanto da conservacéo da Atividade de Transfrutosilacdo durante
o0 tempo de 12 horas. Pelo teste de Tukey do tempo de 30 min até 720 min, as amostras sao

estatisticamente iguais.
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Para o ensaio de estabilidade operacional com reciclo, foi obtido Atividade de
Transfrutosilagdo maxima de 1862 U.g! em 5 h de reagdo, com um decréscimo nas
Atividades de Transfrutosilacdo subsequentes. Contudo, hd um incremento na producéo de
fruto-oligossacarideos ao decorrer do tempo, chegando a em torno de 155 g.L™* no tempo de
12 h.

No ensaio de estabilidade operacional com reciclo o decréscimo da Atividade de
Transfrutosilagdo no decorrer do tempo pode ser dado devido a presenca e acumulo da
glicose no sistema, inibindo a atividade enzimatica, pois a medida que se aumenta a
concentragdo de glicose, diminui a quantidade de frutose transfrutosilada, justificando o
declinio da Atividade de Transfrutosilag&o.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuidade desse trabalho, sdo propostas as seguintes sugestdes:

» Desenvolvimento de ensaios para avaliacdo dos parametros cinéticos, termodindmicos,

de transferéncia de massa e de desempenho do processo.

* Realizar estudos de modelagem matematica e simulacéo do reator a fim de predizer a

conversao tedrica de sacarose e a formacéo de produto (FOS);

* Aumentar o tempo reacional durante ensaios de estabilidade operacional com o intuito

de quantificar a perda da atividade enzimatica ao longo do processo continuo;

» Estudar os efeitos de inibicdo enziméatica em processos continuos durante a producéao
de FOS.
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APENDICE A — Curva de calibragio obtida pelo método DNS
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Figura 17 - Curva de calibragdo obtida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosilicilico) para a
determinacéo das concentracdes de acucares redutores (AR)
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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APENDICE B — Imagens dos testes de Tukey retirados do software past4project

Figura 18 - Teste de Tukey para o Ensaio de diferentes concentracdes de substrato
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Figura 19 - Teste de Tukey para o Ensaio de diferentes temperaturas
B Diferentes temperaturas.dat
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Figura 20: Teste de Tukey para o Ensaio de estabilidade operacional
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Figura 21 - Teste de Tukey para o Ensaio de diferentes vazdes volumétricas
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