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RESUMO

Fructooligossacarideos sdo agucares funcionais de baixo teor cal6rico com Vvarios
beneficios para a saide humana. Sua producéao industrial é realizada principalmente
em reatores do tipo batelada através da reacdo de transfrutosilacdo da sacarose,
utilizando enzimas microbianas solGveis como biocatalisadores. Dentre estas enzimas,
a FTase produzida pelo microrganismo Aspergillus Oryzae IPT-301 mostrou grande
potencial para producdo de FOS, principalmente com a utilizacdo de suas células
integras. O processo atual de producdo de FOS em batelada € lento e possui alto custo
operacional, principalmente por conta da impossibilidade de recuperacéo das enzimas
soluveis no fim do processo. Portanto, torna-se necesséario o desenvolvimento de
biocatalisadores estaveis com alta atividade enzimética que catalisam a reacéo de
transfrutosilacdo da sacarose para a producdo de FOS em reatores de leito fixo (PBR).
Sendo assim, este trabalho propds a producdo de biocatalisadores heterogéneos
constituidos pelas células integras de Aspergillus Oryzae IPT-301 imobilizadas com
glutaraldeido e encapsuladas em gel de alginato de célcio e a avaliacdo de sua
atividade enzimatica em reator PBR. Foram avaliados os efeitos do fluxo volumétrico,
concentracdo do substrato e temperatura de reacdo sobre a atividade enzimatica. As
maiores atividades enzimaticas foram obtidas com um fluxo de 10 ml.min-1, temperatura
de 60°C e concentracdo de sacarose de 400 g.L'. Os parametros cinéticos, de
transferéncia de massa externa e a estabilidade operacional do processo também
foram avaliados. O modelo de Hill foi o mais adequado para os dados experimentais,
indicando a cooperacao entre 0s sitios ativos do complexo enzimatico. O valor obtido
para o coeficiente de transferéncia de massa externa (Kc= 1,84 x 10 ' m.s?) indica
limitacdo da reacdo pelo TME. ApGs 10 horas de reacao, o sistema reacional exibiu boa
estabilidade operacional com atividade enzimatica de 836 + 455 U.g™?! para reacdo sem
reciclo e 2000 + 400 U.g* para reacdo com reciclo. Sendo assim, implementacdo do
reator PBR preenchido com FTase reticulada com glutaraldeido e encapsulada com gel

de alginato de calcio se mostrou promissora para a producao de frutooligossacarideos.

Palavras-chave: Biorreator de leito fixo; Imobilizacdo; Células integras;

Frutosiltransferase; Frutooligossacarideos.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides are low-caloric functional sugars with numerous benefits for
human health. Their industrial synthesis primarily occurs in batch-mode reactors,
utilizing microbial enzymes in solution to catalyze the transfructosylation reaction, with
sucrose as the substrate. Of the enzymes that produce FOS, the FTase produced by
the microorganism Aspergillus Oryzae IPT-301 stands out, exhibiting high enzymatic
potential. However, the current batch process is slow and costly due to the inefficiency
of enzyme recovery. Hence, the utilization of immobilized enzymes offers an advantage
in biocatalyst reuse during the reaction process. This study proposes the continuous
production of FOS in a continuous packed bed reactor (PBR) filled with the catalytic
biomass of Aspergillus Oryzae IPT-301 immobilized with glutaraldehyde and
encapsulated in calcium alginate gel for optimal enzymatic activity. The effect of volume
flow rate, substrate concentration, and reaction temperature on enzymatic activity was
evaluated, as well as the external mass transfer parameters, kinetic parameters, and
operational stability of the biocatalyst in systems with and without recycle. The maximum
enzymatic activity was achieved at a volumetric flow rate of 10 ml.min1, temperature of
60°C, and substrate concentration of 400 g.L*. The experimental data was best fitted to
Hill's model, implying cooperation among the enzyme complex’s active sites. The value
of the external mass transfer coefficient (Kc= 1.84x101! m.s™) indicates a low influence
of mass transport on reaction development. After 10 hours of reaction, the system
without recycle exhibited 100% enzymatic activity, while the system with recycle
displayed a maximum activity of 300% of the activity without recycle. The
implementation of the PBR reactor filled with glutaraldehyde cross-linked FTase
encapsulated with calcium alginate gel demonstrated promising results for the

production of fructooligosaccharides.

Keywords: Packed bed bioreactor; immobilization; whole-cells; Fructosyltransferase;

Fructooligosaccharides.
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1 INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos funcionais vem crescendo diante de tantas
opcOes de produtos ultra processados. S&o considerados funcionais os alimentos que
além de fornecerem valores nutricionais, também ajudam a diminuir a probabilidade
do risco de doencas (AYSELI; YOUNESI, 2015). Existem diversos estudos que
demonstram a eficacia de alimentos funcionais para a garantia de um envelhecimento
saudavel e aumento da expectativa de vida (BRUNARI; SOUZA, 2017).

Os frutooligossacarideos (FOS) séo alimentos funcionais de grande interesse
industrial, pois possuem propriedades edulcorantes muito Uteis para formulacfes
industriais em produtos sem incidéncia de sacarose. A adicdo de FOS em formulacdes
industriais como substituto da sacarose confere diversos beneficios a salde humana,
visto que frutooligossacarideos possuem baixos niveis cal6ricos, ndo sé&o
metabolizados por microrganismos bucais (0 que os tornam nao cariogénicos) e sua
ingestdo regular ajuda na diminuicdo dos niveis de colesterol e lipidios. Outra
caracteristica importante dos frutooligossacarideos € a possibilidade do consumo
seguro por diabéticos, atributo que os tornam muito valiosos como matéria-prima na
industria alimenticia. (CASTRO,2017; COUNDRAY et. al., 2003). Estudos também
apontam que FOS ajudam a regular a flora intestinal, selecionando microrganismos
benéficos a salde humana e inibem o crescimento de bactérias patogénicas como
Escherichia coli e Clostridium perfringens (GIBSON et al. 1995, PRATA,2021).

Em 1990, o Japao comercializou mais de 400 toneladas de FOS, enquanto, em
2017, a Europa tornou-se o maior consumidor deste tipo de acucar, com um mercado
avaliado em US$ 344 milhGes e uma estimativa de crescimento de 13% até o final de
2022 (CUNHA, 2020; MORDOR INTELLIGENCE, 2017). No entanto, o modelo de
producéo atual de FOS em batelada € inadequado para produgcéo em grande escala,
pois é um processo lento, instavel e com elevados custos, devido a impossibilidade
de reutilizacdo das enzimas soluveis (ZAMBELLI et al., 2016). Estes fatores tém um
impacto negativo sobre o preco final do produto. Diante disso, € essencial a
implementagéo de um sistema de reagédo continua com boa estabilidade operacional
e que permita 0 uso das enzimas por longos periodos. A producdo continua de FOS

€ vantajosa em relacdo a operacdo em batelada, ja que possui maior volume de
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producéo e evita o acumulo de subprodutos que atuam como inibidores enziméticos
(JUNG et al., 2011; DIAS, 2021).

A principal via para producao industrial de FOS é através da reacdo de
transfrutosilacédo da sacarose, utilizando enzimas microbianas como biocatalisadores.
Dentre as enzimas que catalisam a reacdo de transfrutosilagdo, a enzima
frutosiltransferase (FTase; EC 2.4.1.9) se destaca por possuir elevada atividade de
transfrutosilacao (Ar), principalmente com a utilizacdo de células integras (CUERVO
et al., 2007; CUNHA et al., 2019).

A utilizacdo de células integras € uma excelente via para producédo de FOS,
visto que sua imobilizacdo n&o exige nenhum tipo de suporte e exibem ciclos de
producdo muito maiores que enzimas solUveis. Diversos estudos com o fungo
Aspergillus Oryzae IPT-301 reportaram alta produtividade da enzima FTase, utilizando
enzimas livres ou imobilizadas (CUNHA et al., 2019; OTTONI et al., 2012; PERNA et
al., 2018).

Gongalves, (2019) utilizou as células integras produzidas pelo fungo Aspergillus
Oryzae IPT-301 reticuladas com glutaraldeido e encapsuladas em gel de alginato de
calcio como biocatalisadores em modo de operacédo batelada visando a producéo de
FOS. O estudo obteve resultados promissores com altas atividades enziméaticas e
excelente estabilidade operacional, o que possibilitou seis ciclos de producao de FOS
com apenas 4% de perda de atividade enzimatica, apresentando atividade de
transfrutosilacdo (Ar) 70% maior para as células integras reticuladas com
glutaraldeido e encapsuladas em gel de alginato em relacéo a atividade exibida pelas
células integras livres.

Sendo assim, considerando a crescente demanda mundial por FOS, a
necessidade da substituicdo do atual modelo de producdo em batelada por um modelo
de producéo continua e os resultados animadores obtidos por Gongalves (2019), este
trabalho prop6s a implementacdo de um sistema continuo de producdo de FOS
utilizando um reator PBR empacotado com células integras de Aspergillus Oryzae
IPT-301 reticuladas com glutaraldeido e encapsuladas em gel de alginato visando

obter elevadas atividades enzimaticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos parametros operacionais
caracteristicos de um reator continuo de leito fixo (PBR) empacotado com células
integras de Aspergillus Oryzae IPT-301 reticulada com glutaraldeido e encapsulada
utilizando gel de alginato de calcio, visando a obtencdo de elevadas atividades de

transfrutosilacéo (Ar) e estabilidade operacional.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os parametros necessarios para atingir os objetivos especificos sao:

a) Analisar a influéncia dos parametros operacionais (vazao volumétrica,
temperatura de reacdo e concentracdo de substrato) na atividade
enzimatica das células livres e imobilizadas no reator PBR.

b) Obtencédo dos parametros de transferéncia de massa externa (TME).

C) Determinar os regimes difusionais no reator PBR para as células
integras imobilizadas.

d) Determinar a cinética da reacdo catalisada pelas células integras
imobilizadas por reticulacédo seguida por encapsulagéo.

e) Avaliar a estabilidade operacional das células integras imobilizadas

utilizando um sistema reacional com e sem reciclo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FRUTOOLIGOSSACARIDEOS (FOS)

Frutooligossacarideos séo oligossacarideos de ocorréncia comum em diversos
tipos de plantas monocotileddneas, dicotileddneas, algas verdes, sintetizados por
fungos e bactérias ou produzidos por acdo de enzimas de frutosiltransferase derivadas
de plantas e microrganismos. FOS possuem sua estrutura molecular e peso variando
conforme sua fonte e s&o classificados em trés grupos: O grupo inulina com
predominancia de ligagbes glicosidicas frutosil-frutose (2 —1), o grupo levan com
predominéancia de liga¢des frutosil-frutose (2 —6) e o grupo ramificado, que possuem
ligacbes frutosil-frutose tanto (2 —1) quanto (2 —6) (BENKEBLIA, 2013;
HARTEMINK,1997; HIDAKA; HIRAYAMA; SUMI, 1988). A estrutura das moléculas de
1-kestose (A), nistose (B) e frutofuronosil nistose (C) estao representadas na figura 1

a sequir:

Figura 1 - Representagdo das moléculas de FOS 1-kestose, nistose e frutofuronosil nistose.

|
HOCHz = \‘T_l" CH,
l\:» » HO ‘[ HO |
(A) ]—v SHAOF ”‘L”;’H]
e Hy OH
®)
(C)

Fonte: Passos e Park (2003, p.386)
Legendas: (A) Representacao da molécula de 1-kestose.
(B) Representacéo da molécula de nistose.

(C) Representacdo da molécula de frutofuronosil nistose.
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A producao de cada grupo de FOS depende da enzima utilizada. Por exemplo,
a frutosiltransferase derivada de enzimas de fungos como Aureobasidium pullulans e
Aspergillus niger produzem apenas FOS de ligagdes 1F-, enquanto enzimas de
Claviceps purpurea e aspargos produzem tanto FOS com ligacdes 1F- quanto 6°©-
(YUN, 1996).

FOS tem despertado bastante interesse industrial por possuir diversas
caracteristicas benéficas para saude humana. FOS séo classificados como alimentos
funcionais por adicionar inUmeros beneficios a satde humana, dentre eles a funcéo
de anticariogénico, por ndo ser fermentado por microrganismos bucais, agir na
prevencdo do cancer de cdélon e auxiliar na eliminacdo de microrganismos
patogénicos. A FDA (Food and drugs administration, USA) lista os FOS como seguros
para ingestdo humana (DOMINGUEZ et al., 2014; YUN, 1996).

Os frutooligossacarideos apresentam caracteristicas significativas para a
industria de alimentos e possuem vantagens comparativas a sacarose para utilizacoes
industriais.Por possuir de 40% a 60% do poder adocante da sacarose e ndo ser
metabolizado pelo organismo, FOS podem ser ingeridos por diabéticos com
seguranca como substituto da sacarose e oferecem facilidades técnicas para
formulacdo de produtos alimenticios industriais: ndo cristalizam, ndo precipitam e
possuem solubilidade em dgua maior que a da sacarose (BORNET, 1994, PASSOS ;
PARK, 2003). A fermentacao de oligossacarideos no célon favorece o crescimento de
bifidobactérias, microrganismos ndo patogénicos capazes de combater outros
microrganismos patogénicos, aumenta a absor¢do de calcio, e estimula producéo de
enzimas digestivas (BENKEBLIA,2013; MEREINSTEIN, D. SALMINEN S., 2017,
TOSHIAKI, 1995).

Os frutooligossacarideos (FOS) séo frequentemente utilizados como
substitutos da sacarose em sucos de frutas. Estudos sugerem que a substituicao
parcial da sacarose por FOS nédo afeta significativamente os parametros
organoldgicos, fisico-quimicos e sensoriais do produto final, possibilitando a adi¢éo
de FOS nas formulagbes sem uma modificagdo aparente nas caracteristicas do
produto (BALI, 2015).

FOS também possuem caracteristicas importantes para industria farmacéutica,
dentre elas, o combate a microrganismos patogénicos através da inibicao de ligagbes
de microrganismos a tecidos hospedeiros, evita toxina bacterial de se ligar a estrutura

de carboidratos de membranas de células epiteliais expostas, possui potencial uso em
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vacinas contra cancer, agem como anticorpos naturais e servem de transporte para
compostos farmacéuticos até seu local de acéo, devido a sua caracteristica anfifilica
que facilita interacdo com superficies polares e apolares (COIMBRA, 2006; SIMON,
1996).

O uso de penicilina, cefalosporina e clindamicina tem sido associada a diarreia
aguda devido a perda da microflora intestinal protetora (BEMASCONI, 1993; FEKETY;
SHA, 1993). La Rosa et al. (2003) obteve 71% de prevencao a diarreia utilizando
tratamento de FOS em conjunto com antibiéticos em criancas, contra 31% de

prevencgao a diarreia no tratamento sem o uso de FOS no grupo de controle.

3.2 PRODUCAO ENZIMATICA DE FOS

A producéo industrial de FOS é realizada por via catalitica, utilizando enzimas
intracelulares como biocatalisadores através da hidrolise da inulina catalisada pela
enzima inulinase ou através da reacao de transfrutosilacdo utilizando a enzima
frutosiltransferase (FTase) ou a enzima R-frutofuranosidase (FFase) e sacarose como
substrato. (YUN, 1996). A producédo de FOS por fontes vegetais ndo é comum devido
a dificuldades operacionais e custo alto, sendo assim, biocatalisadores tratados com
enzima celular, isoladas ou imobilizadas séo as melhores opc¢des para producao de
FOS. (YUN et al.,1988).

Dentre os microrganismos produtores de FOS, os mais promissores sao
Aspergillus japonicus e Aspergillus niger, mas o microrganismo Aspergillus Oryzae
IPT-301 tem obtido bons resultados na producdo da enzima FTase com altas
atividades de transfrutosilacdo (At) (CUNHA, 2017; GONCALVES, 2019; PRATA,
2021). O fungo Aspergillus Oryzae foi considerado seguro pela Food and drugs
administration e vem sendo utilizado industrialmente na producao de diversas enzimas
(DIAS et al., 2021).
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3.3 REACAO DE TRANSFRUTOSILACAO DA SACAROSE

A reacao de transfrutosilagéo (Ar) acontece através do mecanismo de clivagem
da ligagao B-(1, 2) da sacarose, liberando glicose e transferindo o grupo frutosil para
uma segunda molécula de sacarose ou para uma molécula de FOS ja formada,
aumentando seu grau de polimerizacdo e gerando glicose e cadeias de FOS de
diversos tamanhos como produtos finais. O tamanho da cadeia de FOS depende da
quantidade de grupos frutosil recebidos pela molécula (CUNHA et al.,, 2019;
DALMASSO, 2019; GANAIE et al., 2017). Afigura 2 e 3 a seguir representam a reacao
de transfrutosilacdo para obtencéo de 1-kestose + glicose e nistose + glicose como

produtos finais:

Figura 2 - Representac¢éo da reacdo de transfrutosilacéo catalisado por enzimas FTase e FFase
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Fonte: GANAIE et al. (2013)
Legendas: (GF2) Representagéo da molécula de 1-kestose.

(G) Representacao da molécula de glicose.
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Figura 3 - Adicdo de um grupo frutosil a uma molécula de 1-kestose, gerando nistose e

glicose como produtos

/ (¢ ]
/" \ N CH,OM
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O OHY } FTase, FFase . M HO H .

on ..| oy on

G0N o H on

| — kestose (GF,) + Sacarose (GF) Nistose (GF3:) + Glicose (G)
(b)
Fonte: GANAIE et al. (2013, s.p.)
Legendas: (GF2) Representacdo da molécula de 1-kestose.
(GF) Representacédo da molécula de sacarose

(GF3) Representacdo da molécula de Nistose.

(G) Representacédo da molécula de glicose.

A glicose gerada na hidrolise da sacarose e da atividade de transfrutosilacdo
atua como inibidora da atividade de transfrutosilacdo (At) da FTase, sendo assim,
reacbes em batelada ndo séo favoraveis devido ao acumulo de glicose e constante
reducao da atividade de transfrutosilacao pela enzima FTase (MUTANDA, 2014).

3.3.1 Frutosiltransferase

A frutosiltransferase é wuma glicosideo-hidrolase com atividade de
transfrutosilacdo. A producdo enzimatica de FOS através da reacdo de
transfrutosilagdo ocorrem pelas enzimas frutosiltransferase (FTase) e [3-
frutofuranosidase (FFase), catalisando clivagem da ligacdo (-1,2 e transferindo um
grupo frutosil entre moléculas de sacarose ou FOS, gerando glicose e cadeias de FOS
de diversos tamanhos como produtos finais. O tamanho da cadeia de FOS depende

da quantidade de grupos frutosil recebidos pela molécula (DALMASSO, 2019).
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Existem diversas fontes produtoras de enzimas Frutosiltransferase, como
plantas, bactérias e fungos, que se submetidas a condi¢cdes corretas de pH,
temperatura, rotacdo, nutrientes e concentracdo de sacarose produzem FTase com
elevada atividade de transfrutosilacdo (At) e baixa atividade hidrolitica (Ax), sendo
uma reacéo paralela indesejada para producao de FOS. A selecdo da reacao pela
transfrutosilacdo da sacarose em detrimento da hidrélise da sacarose depende da
concentracdo de substrato e da capacidade da enzima de se ligar ao substrato e
excluir a agua. Todo o estudo de caracterizacdo da enzima FTase para producdo de
FOS é centrada na otimizag&o da atividade de transfrutosilacao (At) e minimizacao da
atividade hidrolitica (An). (GHAZI et al., 2007; SANTOS, 2018; XU et al., 2015.)

Dentre as fontes de producdo de FOS pela enzima FTase, destacam-se 0s
microrganismos fungicos Aspergillus, Aureobasidium, Fusarium e Penicillium, os
microrganismos bacterianos Bacillus macerans, Arthrobacter sp. K-1 e leveduras
Rhodotorula sp, Candida utilis, Xanthophyllomyces dendrorhous (GOMES, 2019;
DETOFOL et al., 2015).

Kashyap; Palai; Bhattacharya (2015) e Kaenpanao et al., (2016) avaliaram os
parametros de producéo de FOS da FTase de Aspergillus aculeatus em fungcéo da
concentragdo inicial da sacarose, variando de 300 — 500 g. L1, temperatura de 45 —
60 °C e pH 4 e 5, obtendo a produ¢cdo maxima de FOS com concentracao inicial de
sacarose de 500g. L"* com indice de 60% producéo de FOS e atividade enzimética de
32 U.mL-1. Houve diminui¢do da producéo de FOS de 60% para 42% com a adi¢ao
de 100 g. L de glicose. A temperatura 6tima foi de 55 °C e pH étimo de 4,5. O
comportamento cinético adaptou-se ao modelo de Michaelis-Menten (KASHYAP;
PALAI e BHATTACHARYA, 2015).

Kaenpanao et al. (2016) avaliaram as condi¢des operacionais da enzima FTase
produzido pela estirpe da levedura ML1, variando a concentracao inicial de sacarose,
extrato de levedura e rotagdo entre 50 — 150 g. L%, 10 — 30 g. L* e 75 — 300 rpm,
respectivamente. Para o estudo da concentracédo de sacarose de 50, 100 e 150 g. L~
!, os autores obtiveram uma taxa 6tima de crescimento de 0,429, 0,443 e 0.27 h,
respectivamente. A concentracdo de 150 g. L*! de sacarose foi a que obteve melhores
resultados, com concentracdo final de 65 g.L' de frutooligossacarideos. Para a
concentracéo de levedura ndo existiu nenhuma variacao significativa e para variagéo
da velocidade de agitacéo foi obtido a mesma producédo de FOS de 65g. L com 150

rpm e 4 horas de agitacéo.
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Antosova et al. (2004) estudou a influéncia dos parametros de cultivo e
producdo de FOS pela enzima FTase produzida pelo microrganismo fungico
Aureobasidium pul lulans. O efeito da concentracdo inicial e tempo de cultivo foi
analisado, variando de 208 a 491 g.L! e 26 a 94 h, respectivamente. A concentracdo
de sacarose nao impactou na producéo das enzimas FTase. A concentracao inicial de
sacarose impactou negativamente no crescimento das células integras, mas a
atividade enzimatica especifica cresceu com o aumento da concentracao de sacarose.
O tempo de cultivo exibiu efeitos positivos na producéo de enzimas FTase, mas obteve
influéncia negativa na atividade especifica enzimatica.

Dhak et al.,, (2005) caracterizaram a enzima intra e extracelular de
frutosiltransferase por Penicillium purpurogenum para producdo de FOS, com tempo
de incubacdo de dez dias, obtendo temperatura e pH 6timos de 55 °C e 5,5,
respectivamente. O autor relatou a produ¢do méxima de frutosiltransferase intracelular
em 3 dias de fermentacdo, enquanto a producdo maxima para enzima extracelular foi
em 4 dias de fermentacdo. Existiu ainda um aumento na producdo enzimatica em 1%
com a restauracao da solucdo de sacarose tanto para enzima intracelular quanto para
extracelular. Dhak também testou a influéncia da agitacdo do meio a 120 rpm e 30 °C
por 10 dias e diferente de outros microrganismos produtores de frutosiltransferase, a
agitacdo do meio ndo mostrou efeito positivo para crescimento de Penicillium

purpurogenum.

3.3.2 Atividade de transfrutosilagao (AT)

Atividade de transfrutosilacdo € definido como a quantidade de enzimas
necessarias para produzir 1 pmol de frutose por minuto (CHEN; LIU, 1996). A
concentracdo de frutose transferida através da reacao de transfrutosilacdo pode ser
obtida com o seguinte balanco de massa, representados pelas equagbes 1, 2,3 e 4 a

sequir:

[ART]=[F]+[G] (1)
[FI=[ART]-[G] (2)
[Ft=[G]-[F]=2[G]-[ART] ©)

[FO=[G]-[FI=2[G]-[ART] (4)
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[ART], [F], [G] e [Ft] s&o as concentracdes de acucares redutores totais, frutose,
glicose e frutose transfrutosildada, respectivamente (LEMOS, 2019).
Sendo assim, € possivel calcular a atividade de transfrutosilagdo em

reator continuo atraveés da equacéao (4) a seguir:

[Ft]x[Q] (5)

- w
Em que Q refere-se a vazdo volumétrica (L.min') e w é a massa de

biocatalisador (g).

3.4 IMOBILIZACAO DA ENZIMA FRUTOSILTRANSFERASE PRODUZIDA
POR ASPERGILLUS ORYZAE IPT-301

Aspergillus Oryzae é um microrganismo fungico filamentoso, assexuado e
muito utilizado na industria de alimentos, principalmente na producao de shoyu, sake,
miso e na producdo de vinagre, 0 que torna 0 microrganismo muito conhecido na
cultura oriental. Existem relatos de mais de 3000 anos da utilizacdo de Aspergillus
Oryzae mesmo sem o0 conhecimento de sua existéncia, com um cultivo em estado
semi-solido de produtos fermentatos, na China. (MACHIDA, et al., 2008).

Han et.al. (2020) caracterizaram a FTase purificada produzida por Aspergillus
Oryzae S719, estudando a temperatura e pH 6timo de producdo enzimatica,
estabilidade operacional e cinética enzimatica. A temperatura e pH 6timo foram de 55°
C e 6,0, respectivamente. A FTase mostrou-se estavel com no minimo 80% da
atividade enzimatica inicial durante 12 horas, e manteve 90% da atividade enzimatica
com pH entre 4,0 e 11,0. Os parametros enzimaticos foram de Km 310 mmol. L™t e
Kcat de 2.0 x 102 min~t. A FTase foi ativada com 5 mmol. L™* Mg?* e 10 mmol. L™
Na*, respectivamente. Aproximadamente 64% de FOS foi obtido com 500 g.L? de
solucdo de sacarose com 4 horas de reagdo, 0 menor tempo reacional reportado até
a publicacdo do artigo.

Cuervo et al. (2007) comparou 17 microrganismos produtores de
frutosiltransferase e dentre eles, Aspergillus Oryzae IPT-301 foi um dos

microrganismos que apresentou maiores atividades enzimaticas, ultrapassando
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12500 U.L* e apresentou atividades de transfrutosilagcdo maiores que as atividades
hidroliticas, parametro fundamental para producéo de FOS.

Cunha (2017) cultivou FTase microbiana de Aspergillus Oryzae IPT-301 por
fermentacdo submersa aerdbica visando a caracterizacdo enzimatica e estudos
cinéticos. Também foi estudado efeitos da temperatura e pH na atividade enzimatica
extracelular. Com 64 horas de fermentacao obteve-se o pico de producdo enzimatica,
incubada com pH na faixa de 4,5-6,0, temperatura de 50 °C, rotacao de 200 rpm e
concentracdo de sacarose a partir de 296 g. L1. A FTase extracellular apresentou
cinética Micheliana, com Vmax de 16,23 U.mL*e Km de 50,41 g. L.

O estudo de Lemos (2019) investigou o processo de imobilizacdo da enzima
FTase microbiana extracelular em silica-gel como suporte para a producédo de FOS.
Os dados da caracterizacdo de Cunha (2017) foram utilizados para testar a
imobilizacéo por adsorc¢ao fisica em diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C) e pH
(5,5) por um periodo de 6 horas, com agitacdo a 175 rpm.

Lemos (2019) realizou um planejamento experimental DCCR para determinar
0s parametros 6timos de reacdo, que foram a temperatura de 50 °C, pH de 5,5 e
concentracdo de 400-600 g.L*! de solucdo de sacarose. Além disso, ensaios de
estabilidade térmica, concentracdo do substrato e estabilidade operacional foram
conduzidos. O resultado mais significativo foi o0 maior rendimento de imobilizagéo de
85% observado a 35 °C. O perfil cinético foi melhor descrito pelo modelo cinético de
Hill. A enzima mostrou ser estavel em um pH compreendido entre 5,0 e 6,5 e 0s
parametros termodindmicos indicaram que a estabilidade térmica da enzima foi

aumentada em 2,5 vezes apos a imobilizacao em relacdo a enzima livre.

3.4.1 Reticulacdo enzimética com glutaraldeido

A reacdao de reticulacdo enzimatica ou ligacao cruzada (cross-linking) acontece
com o auxilio de um agente bifuncional, que possui a funcdo de ligar dois ou mais
grupos de aminos (NH,) reativos na superficie da proteina (MATEO et al., 2007).

O glutaraldeido (CHO-(CH,)3-CHO) € um dialdeido utilizado com frequéncia
como agente desinfetante e bactericida nas industrias de alimentos. Quiocho et al.
(1964) foram os pioneiros no estudo da reticulagdo enzimatica, utilizando glutaraldeido
como agente reticulante com objetivo de estabilizar cristais de enzimas para estudos

de difracdo de raios-X. Ao reticular as enzima com glutaraldeido, os autores
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observaram a formacdo de uma rede cristalina de enzimas insolUveis com alta
atividade enzimética. A partir desta abordagem surgiram diversos estudos visando a
obtencdo de enzimas imobilizadas livres de suporte, utilizando glutaraldeido como
agente reticulante (SOUZA et al., 2017).

A reacdo de reticulagdo com glutaraldeido possui diversas vantagens em
relacdo a enzima imobilizadas por adsorcdo. Com a reacao de reticulacéo é possivel
obter enzimas imobilizadas em células integras microbianas, sem a necessidade de
suportes, formando uma estrutura proteica insolivel com grande resisténcia a
lixiviagdo do biocatalisador e conferindo boa estabilidade operacionao ao processo. O
processo de reticulagdo com glutaraldeido também possui baixo custo e possibilita 0
reuso dos biocatalisadores em diversos ciclos reacionais, diminuindo
consideravelmente o custo do processo (HUDSON et al., 2008). No entanto, este tipo
de imobilizacdo pode causar problemas de transferéncia de massa entre o substrato
e 0 complexo enzimatico, tornando a rea¢do mais lenta. O grupo aldeido presente no
glutaraldeido pode reagir com a estrutura proteica das enzimas de duas maneiras. A
primeira € a reacdo do grupo amina das proteinas sob condicdes acidas ou neutras
formando bases de Schiff. Em condi¢Bes &cidas, as bases de Schiff ndo sao instaveis
e a reacdo pode acontecer no sentido inverso, gerando o grupo aldeido e amina
novamente (CAO et al., 2003).

Sendo assim, é necessario realizar uma reducdo das aminas com uma solucao
de borohidreto de sédio (NaBH,), gerando um derivado inerte. O segundo mecanismo
€ a adicdo de Michael, no qual um grupo amina (NH,) é adicionado & uma ligacdo
dupla C-C produzindo uma amina secundaria estavel. (FERNANDEZ-LAFUENTE et
al., 1995; GONCALVES, 2019; SOUZA et al., 2017).

3.4.2 Encapsulacao de enzimas

O processo de encapsulamento enzimatico consiste no aprisionamento da
enzima em geis ou fibras, confinada em uma estrutura tridimensional no interior da
estrutura. A vantagem do aprisionamento € a conservacdo da estrutura proteica da
enzima, visto que o processo de aprisionamento ndo envolve reacdes quimicas,
evitando a perda da atividade enzimatica devido a modificacdes na estrutura proteica,
muito comum em outros processos de imobilizagcdo (FERNANDEZ-ARROJO et al.,
2013).
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Dentre os géis promotores de imobilizacdo por encapsulacao, o gel de alginato
€ um dos agentes mais utilizados, conferindo boa resisténcia ao complexo enzimatico
e evitando a lixiviagcdo de enzimas. O alginato € um polimero de origem natural de
baixo custo, com a capacidade de formar géis termoestaveis na presenca de céations
divalentes por meio de sua adicao controlada. A forma salina € a mais difundida para
formacao de géis, sendo os sais de alginato de sédio, calcio, potassio e amdnio
(DONATI et al., 2005, GONCALVES, 2019).

O processo de gelificacdo acontece com o contato dos grupos carboxilicos
presentes no alginato com solugdo contendo cations divalentes, formando uma rede
tridimensional com o ion como atomo central, originando grandes cadeias de
poliméricas (BRACCINI et al., 2001).

A continua ligacdo entre os grupos carboxilicos do alginato e os cations
resultam na formacgé&o de pontos de reticulacdo, causando a gelificacdo do alginato ao
longo do tempo. Os monGmeros formados com a reticulagdo formam uma estrutura
tridimensional denominada egg-box (BRACCINI; PEREZ, 2001; CACURO, 2019).

Allen et al. (1963) destaca o uso do cloreto de célcio como agente gelificante
pela capacidade de formacédo de estruturas agregadas por ligacdes ibnicas do ion de
calcio com a rede polimérica formada por grupos carboxilicos presentes na estrutura
do alginato. O ion de calcio se acomoda com facilidade na rede polimérica
tridimensional e o cloreto de célcio possui grande solubilidade em agua, aumentando
a disponibilidade de ions de calcio no processo de gelificacdo do alginato. O gel
resultante da reticulacdo da matriz polimérica de alginato com ions de calcio é
denominado gel de alginato de célcio.

Os géis de alginato de calcio formados séo insolliveis em agua, de facil
manuseio, baixo custo, com baixa permeabilidade de gases, termoestaveis a
temperatura ambiente e com resisténcia ajustavel, dependendo do grau de reticulacdo
alcancado no polimero, concentracdo do alginato, ion reticulante, temperatura e pH
do meio (PACHECO,2016; SANTANA, 2020).

Kamimura et al. (2009) estudaram a imobilizacdo das FTases miceliais de
Pichia pastoris reticuladas com glutaraldeido e encapsulada em uma mistura de gel
de alginato de sédio, gelatina e cloreto de calcio e sua aplicacdo para producao de
FOS. Foram relatadas melhorias significativas na estabilidade térmica e operacional

das enzimas.
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Ganaie et al. (2014 a) estudaram a imobilizacdo da FTase micelial em gel de
alginato e quitosana para producdo de FOS. Os autores relataram melhoria nas
caracteristicas mecanicas dos biocatalisadores e um aumento na resisténcia térmica.
A aplicacdo em gel de alginato gerou resultados mais satisfatorios quando comparado
com a quitosana para melhoria da resisténcia térmica das enzimas.

Goncalves (2019) estudou a reticulacdo das enzimas FTase micelial de
Aspergillus Oryzae IPT-301 em gel de alginato utilizando ions de célcio e bario como
agentes reticulantes e sua aplicagcdo para producdo de FOS. Foram relatadas
melhorias nas propriedades mecéanicas, aumento da estabilidade térmica, operacional
e baixa diminuicdo da atividade enzimatica quando comparada com as enzimas livres.
As melhores propriedades foram obtidas utilizando o ion de calcio como agente

reticulante durante o processo de gelificacao do alginato.

3.5 CINETICA ENZIMATICA

O conhecimento da cinética enzimatica é essencial para operacdo de um
biorreator. A cinética enzimatica descreve através de um modelo matemético como a
velocidade especifica de uma reacdo enzimética é afetada pelas variagcbes de
temperatura e concentragéo do substrato. Tais modelos sé&o classificados na literatura
em dois conjuntos: modelos que consideram a inibicdo enzimatica e 0os que néo
consideram (CRUZ e JUNIOR,2012).

3.5.1 Efeitos da temperatura na cinética enzimatica

A temperatura esta diretamente ligada a energia das moléculas reagentes,
aumentando a frequéncia de colisbes e por consequéncia, a velocidade de formacgao
do produto final. No entanto, o aumento continuo da temperatura prejudica a interacao
enzima-substrato devido a deformacéo das ligages covalentes da estrutura proteica
das enzimas e provoca o decaimento da atividade enzimatica (FRAGA; MENDES,
2021).

Gongalves (2019) analisou a influéncia da temperatura na atividade de
transfrutosilacéo (Ar) e hidrolitica (An) da FTase micelial reticulada com glutaraldeido
e aprisionada em gel de alginato, com substrato na concentracéo de 400g. L e pH
de 5,5, obtendo atividade maxima de (1828 + 166 U.g?) sob a temperatura de 50 °C.
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3.5.2 Efeitos do pH na cinética enzimatica

Enzimas manifestam atividade maxima em uma faixa restrita de pH, pois os
aminoacidos que compde a estrutura enzimatica podem se apresentar protonados ou
desprotonados de acordo em diferentes valores de pH. Existe um valor especifico de
pH que favorece o arranjo dos grupos protonados e desprotonados, modificando
estrutura enzimatica por conta das interacdes iénicas e favorecendo seu desempenho
catalitico. O distanciamento deste valor 6timo de pH tem como consequéncia a
diminuicdo da atividade enzimatica.

Goncalves (2019) analisou a influéncia do pH na atividade de transfrutosilacao
(A7) e hidrolitica (An) da FTase micelial de Aspergillus Oryzae IPT-301 reticulada com
glutaraldeido e aprisionada em gel de alginato, com substrato na concentracdo de
400g. L e temperatura de 50 °C, obtento atividade maxima de 1464 + 219 U.g* e pH
de 5,5.

3.5.3 Efeitos da concentracdo na cinética enzimatica

Para Mendes e Fraga (2021) a concentracdo de substrato € o parametro mais
importante para analise da velocidade de uma reacdo enzimatica. Para a maioria das
enzimas a velocidade inicial da reacdo varia em formato de uma hipérbole, para a
mesma concentracao de enzimas.

O modelo de Michaelis e Menten (1913) € muito utilizado na literatura para
descrever este comportamento, descrevendo um crescimento hiperbdlico da
velocidade de reacédo em funcdo da concentracéo de substrato até determinado ponto,
onde todos os sitios ativos da enzima estdo ocupados e a velocidade da reacdo é
constante mesmo com mais disponibilidade de substratos disponiveis (MENDES e
FRAGA, 2021).

Michaelis e Menten consideram a etapa de formacédo de produtos como
irreversivel e a velocidade de formacéo e dissociacdo do complexo enzima-substrato
sao iguais, obtendo um estado estacionario. Essas preposicfes sdo convenientes
quando a reacgdo esta iniciando e ndo existem muitos produtos sendo formados
(BOTTs e MORALES,1953). A equacao 6 a seguir representa o modelo de Michaelis-
Menten.
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[S] (6)

Vo = Vinax X ———
o7 TS+ Km

Vo € a velocidade de reagéo enzimética e [S] a concentracdo de substrato (g.L-
D). Vmax (U.g?) é a velocidade méaxima, obtida quando enzima esta saturada. Km (g.L

1) é a constante de Michaelis e é o valor que representa a metade da velocidade
maxima. Km indica a afinidade da enzima de se ligar ao substrato S, quanto menor for
Km, maior a afinidade da enzima com substrato. A figura 4 a seguir ilustra o
comportamento de uma reacdo enzimatica em funcéo da concentracdo do substrato

[S], descrito pela equacgéao (6):

Figura 4 - Comportamento hiperbdlico da equacéo (6) de Michaelis-Menten

Vm

v

km

Fonte: FRAGA e MENDES (2021, pg.13)

No entando, existem enzimas que exibem cinética enzimatica com
comportamento sigmoidal e ndo se ajustam ao modelo de Michaelis-Menten. Um
modelo comumente utilizado na literatura para descrever estes casos é modelo de
Hill. O modelo de Hill se adapta melhor a alguns desvios do modelo de Michaelis-
Menten adicionando uma variavel “n”, que descreve o grau de cooperagado entre
enzima e o substrato. O valor n>1 sugere cooperacao entre dois ou mais sitios ativos
para ligacao de substratos (WEISS,1997).
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A cooperacao entre sitios ativos torna a velocidade de reagdo enzimatica mais
sensivel positivamente a pequenas variacbes de substrato, obtendo maiores
velocidades enzimaticas com menores variacdes de concentracdo de substrato. No
entanto, o valor n<l sugere cooperacdo negativa entre sitios ativos enzimaticos,
fazendo com que a adi¢do de mais substratos tenha pouca ou nenhuma mudanca na
velocidade de reagéo. Um valor de n=1 torna o modelo de Hill idéntico ao modelo de
Michaelis-Menten (FERREIRA; FERREIRA C e TRINCA, 2014). A equacao 7 a seguir

descreve o modelo de Hill:

[s]™ (7)

Vo = Vimax X —————
o7 T S|4 Kos™

Ko.s € a concentracdo (g.L ™) necessaria para obter uma velocidade enzimatica
igual a metade da velocidade maxima. Assim como a constante de Michaelis, Kos

também representa a afinidade da enzima com substrato (WEISS, 1997).
3.6 REATORES ENZIMATICOS COM LEITO FIXO

Reatores de leito fixo (ou packed bed reactors, PBR) sao reatores cilindricos
tubulares preenchidos com particulas de catalisadores (FOGLER,2012). Reatores
PBR possuem diversas vantagens em relacao a reatores batelada. Por possuir fluxo
continuo, sdo mais faceis de operar, possuem maior produtividade e facilitam a
separacao dos produtos na corrente de saida (DELBIANCO et al., 2017; HONG et al.,
2014;).

A forma mais comum do reator de leito fixo € de um tubo cilindrico preenchido
com particulas de catalisador formando um meio poroso, com o reagente escoando
entre estes poros de forma ascendente ou horizontalmente (MORAIS, 2004).

O reator leito fixo é uma alternativa muito comum para producdo de diversos
produtos em larga escala por apresentarem alta eficiéncia, baixo custo, facilidade de
automacao e ampliacdo de escala comparado com reatores do tipo batelada. Alguns
processos sdo viaveis apenas neste tipo de reator. A producdo de cilcohexano,

anidrido maléico, alcool isopropilico, anilina, ciclohexanol, estireno, formaldeido,
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cloreto de vinila, e acetato de vinila sdo exemplos de produtos obtidos em reatores de
leito fixo (MORAIS, 2004; RICO, 2015).

Varios estudos estédo sendo feitos em reator de leito fixo para conseguir novas
rotas de producéo de bioprodutos valiosos para industria, aproveitando as facilidades
operacionais do reator leito fixo em comparacéo ao reator batelada.

Rico (2015) imobilizou células integras de Mucor circinelloides em espuma de
poliuretano para preencher um reator de leito fixo visando a producao de biodiesel
etilico e conseguiu rendimento da ordem de 86 + 3,53% com tempo especial de 86
horas e produtividade de e 7,57 + 0,31 mg éster/g.h mg éster/g. h.

Magassy et al. (2017) avaliou o desempenho de um sistema de tratamento de
agua de esgoto utilizando bucha vegetal de curcubitdcea como material suporte de
um reator leito fixo, variando tempo de detencao hidraulica (TDH) de 8,6 e 4 horas,
adquirindo efluentes médios para nitrogénico amoniacal foram de 22,71 mg N.L%;
27,97 mg N.L! e eficiéncia de remocdo de DQO de 73,0%, 59,7% e 64,0%,
respectivamente.

Bosco et al. (2007) estudou a remocédo de benzeno em reator anaerébico de
leito fixo na presenca de sulfato preenchido com espumas de poliuretano e alimentado
com lodo de residuos provenientes de abatedouros de aves e obteve remocéao
organica de DQO de 90% e degradacéo de benzeno de 0,07 mgbenzeno.mg'SSV.d-
1.

Silva et al. (2014) empregou lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
matriz hibrida silica-PVA para avaliar a sintese enzimatica de biodiesel a partir do 6leo
de coco em reator de leito fixo com tempo espacial de 14 horas e obteve rendimentos
meédios de 98,0 + 1,45% de atividade recuperada e produtividade de 41,1 +1,5mqg. g
1ht e tempo de meia vida de 520 horas e o produto obtido atendeu as normas
vigentes pela resolu¢cdo ANP n°14/2012.

Pinheiros et al. (2010) utilizou cubos de poliuretano como suporte para
preencher um reator de leito fixo com inéculo de suspensédo de 2 x 10® esporos. mL?
de Aspergillus niger mantido sob recirculagdo durante cinco Dias para remogéo de
fenol e obteve remocédo media de DQO e fenol de 82% e 99%, respectivamente

através da acgéo das enzimas fenol hi-droxilase e catecol 1,2-dioxigenases.
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3.7 REACAO DE TRANSFRUTOSILACAO EM REATOR PBR

Apesar da elevada procura mundial por produtos funcionais com baixas calorias
e dos multiplos beneficios da utilizacéo de frutooligossacarideos (FOS) para a saude,
a producdo de FOS ainda € um grande desafio, devido aos elevados custos
operacionais resultantes do processo em batelada e a instabilidade dos
biocatalisadores utilizados. Para contornar esses obstaculos, diversos estudos estéo
sendo realizados visando a utilizacdo de reatores em leito empacotado (PBR, ou
“‘Packed Bed Reactor”) para a producdo de FOS, visando diminuir os custos
operacionais, aumentar a longevidade dos biocatalisadores e melhorar a
produtividade (PASSOS; PARK, 2003). Lorenzoni et al. (2015) realizaram uma
comparacao da producédo de frutooligossacarideos (FOS) utilizando enzimas FTase
imobilizadas em quitosana com glutaraldeido como reticulante, em dois tipos de
reatores: PBR (reator em leito empacotado) e reator de leito fluidizado. Foi observado
que a producéo de FOS no reator PBR atingiu 59% (g/g de acucar na alimentacéo),
enguanto no reator de leito fluidizado, a producao foi de 54%. Além disso, a andlise
mostrou que a variagdo na vazao volumétrica também permitiu a variagdo na
concentragdo de kestose e nistose na corrente de produtos. A estabilidade
operacional no reator PBR foi de 40 dias sem perda de produtividade.

Zambelli et al. (2016) utlizaram FTases miceliais de Cladosporium
cladosporioides MUT 5506 encapsuladas em alginato de célcio, preenchendo um
reator PBR com concentracdo na alimentagdo de 600g.L* e pH 6,0. O tempo de
residéncia foi mantido em 5 horas e a temperatura variando de 25 °C a 70 °C. A maior
proporcao de atividade de transfrutosilagéo (Ar) por atividade hidrolitica (An) foi obtido
a 35 °C. Também foi testado o aumento da pressao no sistema reacional, variando
entre 40 e 250 psi, mas ndo houve nenhuma diferenca significativa nas atividades
enzimaticas. A producdo de FOS em reator PBR foi 1,7 vezes maior que em reator
batelada.

Jung et al. (2011) estudou a utilizagdo das células integras de Aureobasidium
pullulans imobilizadas em alginato de calcio para produgcdo de FOS utilizando um
reator continuo PBR. As condi¢cbes 6timas de reacdo foram com concentracdo na
alimentacdo de 770 g.L! solucdo sacarose e vazdo de 200 L.h** 50 °C, com

produtividade de 180 g FOS.L. A estabilidade operacional foi de mais de 100 Dias
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sem perdas de atividade enzimatica. O sistema operacional foi escalado com sucesso
para um reator PBR industrial de 1,2 m3.

Vankova et al. (2008) estudaram a viabilidade econémica de um processo semi-
piloto para producéo de 102 toneladas/ano de FOS em reator PBR de 1,6m? utilizando
enzimas FTase oriundas das células miceliais de Aureobasidium pullulans CCY 27-1-
94 como recheio do reator PBR, obtendo um investimento necessario de 5.031x10°8 €

para producéo de FOS em p6 e 4.837 x10°€ para o xarope.

3.8 OBTENCAO E AVALIACAO DO COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE
MASSA EXTERNA

Uma reacdo catalitica € composta por diversas etapas consecutivas
envolvendo a reacdo quimica e o transporte de massa de reagentes e produtos
externamente ao biocatalisador ou no interior dos seus poros (FIGUEIREDO, 1989;
FOGLER, 2002). Se houverem limitacdes ao transporte de massa entre o meio
reacional e a superficie do biocatalisador, sejam elas internas ou externas, a
velocidade de reacdo sera limitada a taxas de reacdo menores (CALDAS; SILVA,;
ROCHA,20009).

Se a taxa de reacdo quimica for lenta, o transporte de massa conseguira suprir
toda demanda de substrato para o sitio ativo da enzima e a reacao sera limitada pela
etapa de reacdo quimica. No entanto, se a velocidade de reac&o quimica for rapida e
existirem limitagBes de transporte de massa no meio reacional, existira uma escassez
de substrato nos sitios ativos e o processo sera limitado pela etapa de transporte de
massa (DORAN, 1995).

Para modelagem matematica da transferéncia de massa externa, deve-se
pressupor a existéncia de uma camada limite hidrodinamica de espessura § ao redor
da esfera catalitica (BAILEY et al.,1977). A camada limite hidrodindmica oferece
resisténcia ao transporte de substrato do meio catalitico até a superficie do
biocatalisador e para diminuir os efeitos de resisténcia da camada limite, deve-se
operar o reator PBR em regime turbulento (DORAN, 1995; FOGLER, 2012).

A modelagem da transferéncia de massa entre o substrato no meio reacional
até a superficie catalitica assume o biocatalisador como uma esfera perfeita e isolada
do meio catalitica. A equacdo 8 a seguir descreve o fluxo do substrato para a

superficie de um biocatalisador:
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Ns=Ks x (Cso-Css) (7)

Ns (mol.m=2.s) é o fluxo do substrato em direcéo a superficie do biocatalisador,
Cso é a concentracao do substrato na superficie da particula e Css a concentracdo do
substrato no seio do fluido expressas em mol.m=3. Ksm.s* é o coeficiente de transporte
de massa.

Fogler (2012) faz uso de correlagBes adimensionais, utilizando o numero de
Sherwood (Sh), diametro da particula dp (m) e difusividade massica Das (m?2.s1) para

calcular Ks, de acordo com a equacéo 9 a seguir:

Ks=Sh x Dag % dp (8)

A equacao (9) é vélida apenas para solucdes diluidas e por isso, deve-se
analisar se a solucdo de sacarose de alimentacdo pode ser considerada diluida.

Koretsky (2007) define o coeficiente de atividade termodinamico (y) como
medida da eficiéncia do processo de solubilizacdo de uma solucédo diluida. Este
coeficiente permite a andlise da concentracgédo relativa dos componentes presentes na
solucéo e sua influéncia nas propriedades termodinamicas. A solucéo € considerada
ideal quando as forc¢as intermoleculares entre os componentes estao equilibradas e a
fracdo molar do solvente se aproxima de 1. Nesse caso, 0 comportamento da solucéo
pode ser considerado equivalente ao de uma solucéo pura.

Starzake et al. (1997) avaliaram o coeficiente de atividade (y) da agua em
solucdo de sacarose e concluiram que para uma solu¢cdo que possua teor de
substancia seca de sacarose (TS) entre 37% e 50%, o coeficiente de atividade (y) da
agua se aproxima de 1 e consequentemente, a solucdo pode ser considerada ideal,
validando a equacéo (9). O valor de TS para solugcéo de sacarose pode ser obtida em
tabelas conforme a fragdo molar de sacarose na solucao (DIAS,2020; MATHLOUTH;
REISER ,1995).

A equacao 9 representa numero de Sherwood (Sh) em funcdo de fenbmenos

convectivos e difusivos:
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Sh=2+0,6 x Re®5 x Sc1/3 9)

Re é o numero de Reynolds de particula e Sc o numero de Schmidt, que
equivale a razdo da viscosidade cinemética do fluido e a difusidade massica, e estao
representados nas equacdes 11 e 12 a sequir:

Rep:U:ip (10)
Sch (ll)
DAB

Em que U é a velocidade de escoamento do fluido reagente (m.s?), dp o
diametro da particula (m), v a viscosidade cinematica do meio reacional (m2.s?), Das
o coeficente de difusdo do soluto (A) no fluido (B).

A correlacdo empirica de Darken apresentada na equacgao 12 a seguir pode ser
utilizada para calcular a difusividade do substrato em agua, considerando o substrato

como soluto em dilui¢ao infinita no solvente (agua) (CREMASCO, 2016).

Das=XaxDopa+XpxDoas (12)

Sendo Xa e Xg as fragdes molares do soluto e solvente, respectivamente e Dosa
e Doas 0s coeficientes de diluicéo infinita do solvente no soluto e do soluto no solvente.
A correlacao de Geankoplis € indicada para estimar Dosa € Doas emu ma solucao de
acucares (CREMASCO, 2016). A equacdo 14 a seguir descreve a correlacao de
Geankoplis:

9,40 x 1011 x T (13)
MMAY/3 x uB

Doag=

Sendo T a temperatura da solugéo, MMa (g.molt) a massa molar do soluto e
Us a viscosidade dinamica do solvente.

Fogler (2002) afirma que € possivel verificar a existéncia da limitagédo da reacao
pelo transporte de massa externo (TME) verificando os efeitos do escoamento e
diametro de particula na velocidade de reacdo. A figura 5 a seguir exemplifica a

analise de TME em funcé&o da variacdo do didmetro de particula e escoamento:
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Figura 5 - Andlise das regifes de limitacdo da reacao pela transferéncia de massa ou pela

reacdo quimica

A

——» Limitada pela reagao

'ru

v
Limitada pela transferéncia de massa

>

(U/dp)**

Fonte: Adaptado de FOGLER (2012, p. 632) por DIAS (2020).

Com o aumento da vaz&o volumétrica, a camada hidrodindmica formada no
entorno das particulas cataliticas diminui e a transferéncia de massa do seio do fluido
para a superficie do biocatalisador € favorecida. Sendo assim é favoravel operar o
reator PBR em regime turbulento e menores didametros de particula para eliminar a
limitacdo da reacdo pela transferéncia de massa externa. No entanto, o uso de
particulas diminutas pode ocasionar o entupimento do Sistema reacional e ocasionar
0 aumento da presséao no reator (FOGLER, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUCAO SUBMERSA DAS CELULAS INTEGRAS DE ASPERGILLUS
ORYZAE IPT-301

4.1.1 Condic0Oes de cultivo

A producdo das células integras ricas em FTase foi realizada atraves das cepas
do fungo Aspergillus Oryzae IPT 301, fornecido pelo Instituto de Pesquisas
Tecnologicas do Estado de S&o Paulo (IPT-SP), a qual foram utilizadas para
repicagem dos microrganismos. 5g de um Pellet contendo esporos liofilizados foram
suspensos em 10 mL de agua destilada foram inoculadas em meio sélido contido em
uma placa Petri, contendo as seguintes propor¢cdes em % m/v: agar batata dextrose
(KASVI®) 2,0, glicerina (Isofar®) 2,5, extrato de levedura (Synth®) 0,5 e glicose
(Dindmica®) 2,5. Os esporos em meio sdlido foram encubados a temperatura de 30
°C em uma incubadora refrigerada B.O.D (Tecnal®, modelo TE-371). ApGs 7 dias
foram coletados os esporos utilizando uma alga de Drigalsk para raspagem, em meio
contendo NaCl (Dindmica®) 0,5% (m/v) e Tween-80 (Dinamica®) 0,1% (v/v). A
suspensao obtida foi homogenizada em solucao glicerina 20% m/v, variando o volume
utilizado de solucédo até que a concentracdo final de esporos atinja x10” esporos. mL"
1. Os esporos foram quantificados utilizando uma camara de Neubauer (Newoptics®)
e armazenados em tubos eppendorf 2 ml em um refrigerador (CUNHA, 2017).

4.1.2 Cultivo celular submerso de Aspergillus oryzae IPT-301

As células integras de Aspergillus Oryzae IPT-301 foram produzidas através
do método de cultivo celular submerso. O meio de cultura sintético foi constituido em
% (m/v) por. sacarose (Unido®) 15,0, extrato de levedura (Synth®) 0,5,
NaNOsz(Dinamica®) 0,5, KH2PO4(Synth®) 0,2, MgS04.7H20 (Dinamica®) 0,05,
MnCl2.4H20 (Synth®) 0,03 e FeS04.7H20 (Synth®) 0,001.

O pH do meio foi ajustado para 5,5 por uma adi¢ao controlada de solugdo NaOH
(Synth®) 0, 01mol. L1. A solucéo de cultivo foi fracionada em partes iguais de 50mL

em frascos Erlenmeyer 250 mL e em seguida autoclavados juntamente aos
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equipamentos auxiliares para inoculagdo a 120 °Ce latm por 20 minutos. Os
erlenmeyers contendo a solugéo de cultivo foram transferidos para uma capela de
fluxo laminar onde foram expostos a luz ultravioleta durante 15 minutos para posterior
inoculacéo de 0,5mL da suspenséo de esporos com concentragdo de 1x10’ esporos.
mL1 (GONCALVES et al., 2020).

ApGs a inoculacdo os frascos foram adicionados a um agitador orbital do tipo
ShakerTE-4200 54 (Tecnal®) a 30°C e 200 rpm durante 64h. O conteudo final
contendo células integras ricas em FTase produzida por Aspergillus Oryzae IPT 301
e o caldo contendo meio de cultura foi filtrado a vacuo utilizando uma bomba TE-058
(Tecnal®) e papel filtro do tipo Whatman n.°1 com diametro de 90 mm para separar
as células integras do caldo contendo meio de cultura sintético. Apds a separacao, as

células integras foram pesadas e armazenadas para posterior imobilizacao.
4.2 RETICULAGAO DAS CELULAS INTEGRAS COM GLUTARALDEIDO

Para reticular as células integras de Aspergillus Oryzae IPT-301, utilizou-se um
método otimizado por Ribeiro (2022) baseado em Vescovi et al. (2016). As células
foram fracionadas em partes de 2g e adicionadas a Erlenmeyers contendo 183,2 mL
de solugéo tris-acetato 0,2 mol. Lt e 16,8 mL de glutaraldeido, totalizando 200 mL. O
meio foi agitado a 25°C e 200 RPM por 45 minutos, seguido pela adicdo de 2 mL de
solucdo de NaBH4 e NaOH com concentracdo de 100g.L* e 0,001 mol. L7,
respectivamente, por mais 45 minutos para estabilizar as bases de Schiff formadas
durante a reacdo. Apds 0 processo, 0 meio reacional foi filtrado com papel filtro
Whatman n. °1 de 90 mm de didmetro usando a bomba TE-058 da Tecnal sob vacuo.
As células filtradas foram lavadas e secas com papel toalha. A Figura 6 mostra as
células integras obtidas por meio do cultivo celular submerso de Aspergillus Oryzae
IPT-301.
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Figura 6 - Células integras reticuladas com glutaraldeido

Fonte: Autor

4.3 APRISIONAMENTO DAS CELULAS INTEGRAS EM ALGINATO DE
CALCIO

4.3.1 Preparo da suspensdao contendo as células integras reticuladas com

glutaraldeido e alginato de sédio.

O método de imobilizacdo das células integras reticuladas com glutaraldeido
foi adaptada da metodologia utilizada por Gongalves (2019) empregando o0s
parametros 6Otimos reportados pela autora, seguindo as propor¢des apontadas na

tabela 1 a seguir:
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Tabela 1 - Composicdo final da solugdo contendo as células integras reticuladas com

glutaraldeido e alginato de sédio.

Componentes % (m/m)
Células integras reticuladas 23,08
com glutaraldeido, Umidas

Alginato 4,00
Agua 72,92

Fonte: Adaptado de GONCALVES (2019, pg. 44)

Para a execucdo dos experimentos foi preparada uma solucéo utilizando a
proporcdo exibida na tabela 1. Inicialmente foi preparado uma solugcdo contendo
alginato e 4gua, utilizando um agitador magnético para homogeniza¢édo da solucao.
Apds uma hora de homogenizacao, as células integras foram adicionadas a solucéo
e suspensado obtida foi enviada a um Ultra Turrax® (modelo T18 basic, IKAWerke,
Staufen, Alemanha) e submetida a cisalhamento constante por 10 minutos a 1000 rpm

para homogenizacéo da solucao final.

4.3.2 Obtencao das esferas de alginato

O processo de encapsulacao consiste no gotejamento da solugdo contendo as
células integras reticuladas com glutaraldeido e alginato de sddio em uma solucdo
reticulante de 50 mL de cloreto de célcio 0,2 mol. L1, conforme relatou Gongalves
(2019). O sistema de aprisionamento das células integras reticuladas em alginato de
sédio é composto pela solucéo alginato de sédio com as células integras reticuladas,
uma bomba peristaltica (Pump IV, BCC, Austria) acoplada a uma mangueira de
silicone de 3 mm de diametro interno e 5 mm de diametro externo, que por sua vez,
possui a outra extremidade acoplada a um bico gotejador com didametro de 1,5 mm,
uma solucéo 0,2 Mol.L* de cloreto de célcio e um agitador magnético.

Durante o processo foram obtidas células integras reticuladas com
glutaraldeido e encapsuladas com gel de alginato de céalcio com diametro médio de
2,48 + 1,5 mm. O sistema de gotejamento da solu¢cdo contendo as células integras

em alginato de sodio esta representada na figura 7 a seguir:
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Figura 7 - Sistema de gotejamento da solugdo contendo as células integras

reticuladas com glutaraldeido e com gel de alginato de sddio

Fonte: Autor

O fluxograma da figura 8 representa 0 metodologia empregada na
encapsulacéo das células integras reticuladas utilizando solug&o alginato de sédio e

cloreto de célcio como agente reticulante:
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Figura 8 - Fluxograma do procedimento de encapsulacdo

OBTENGCAO DA SOLUCAOQ
BIOMASSA RETICULADAE
ALGINATO DE SODIO

BOMBA PERISTALTICA

Bombeamento da solucdo biomassa
reticulada e alginato de sodio até o
bico gotejador.

l

BICO GOTEJADOR

Gotejamento das esferas com vazdo
aproximada de 2,4 ml/min.

SOLUCAO DE CLORETO DE CALCIO

Encapsulacéo da biomassa reticulada
com a formacao de esferas de alginato
de calcio,

l

FILTRACAO COM VACUO

Filiracdo e secagem das esferas de
alginato .

Fonte: Autor

Para realizar o gotejamento da solucdo contendo as células integras e alginato
de sédio em cloreto de calcio 0,2 mol. L foi utilizado um bico gotejador de teflon com
40 mm de comprimento e 12 mm de diametro e bico gotejador com diametro de 1,5

mm, conforme ilustra a figura 9 a seguir:
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Figura 9 - Bico gotejador de Teflon com saida de 1,5 mm de diametro

Fonte: Autor

A bomba peristéltica foi ajustada para uma taxa de fluxo de 2,4 mL.mint e o
bico gotejador foi posicionado a 10 cm acima do nivel de solucdo de cloreto de célcio
de concentracgdo 0,2 mol. L, conforme os parametros descritos por Gongalves (2019).
Apoés a formacédo das esferas de alginato de sédio com a solucédo celular, elas foram
mantidas iméveis na solucéo reticulante de cloreto de sédio 0,2 mol. L' por 15 minutos
para solidificagéo.

A separacdo das esferas de alginato de calcio da solucao de cloreto de célcio
foi realizada por filtracdo a vacuo com o uso de uma bomba Tecnal TE-058 e papel
filtro Whatman n°1 com diametro de 90 mm. As esferas foram lavadas com agua
destilada abundantemente, secadas com papel toalha e posteriormente utilizadas
para o preenchimento de um reator PBR para o ensaio catalitico. As imagens das
esferas de alginato de célcio na solucédo reticulante e apds o processo de secagem

estao representadas nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10 - Esferas de alginato de célcio em solucéo reticulante

Fonte: Autor

Figura 11- Esferas de alginato de calcio em solucéo reticulante

Fonte: Autor
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4.2 REATOR PBR E MONTAGEM DO SISTEMA OPERACIONAL

O sistema experimental consistiu em um reator tubular de borosilicato de 12mm
de didametro interno e 15cm de altura do leito. Para garantir a estabilidade do meio
catalitico, o reator foi equipado com suportes cilindricos de teflon na parte superior e
inferior e uma jaqueta de vidro para a recirculagdo de agua como fluido de troca
térmica. O fluxo ascendente foi gerado por uma bomba peristéltica (modelo LAP-101-
3, da NS Tecnopo®) e a temperatura foi mantida constante através de um banho
termostatizado (modelo TE-2000, da Tecnal®) com agua destilada a 50°C.

O leito catalitico foi composto por células integras reticuladas e encapsuladas
em gel de alginato de calcio. As amostras foram coletadas em tubos falcon de 15 mL
por meio de uma mangueira de silicone de 3 mm de diametro interno e 5 mm de
didmetro externo. Apos a coleta, as amostras foram aquecidas a 100°C por 10 minutos
e imersas em gelo por 5 minutos para interromper a reacdo. As configuragcbes

experimentais estdo ilustradas nas figuras 12 e 13.

Figura 12 - Reator PBR empacotado com

esferas de alginato de célcio

Fonte: Autor



Fonte: Autor

4.3 ENSAIOS DE OBTEN(;AO DE PARAMETROS REACIONAIS EM REATOR
PBR

Os parametros reacionais iniciais utilizados nos ensaios de producdo de
atividade enzimatica foram de concentracdo de 473 g.L, temperatura de 50°C, e pH
de 5,5, conforme verificado por Garcia (2018) e os ensaios foram realizado em
triplicata.

A fim de preencher completamente o reator tubular PBR, a massa catalitica
necessaria foi determinada pela pesagem das esferas de alginato utilizadas. O leito
catalitico foi preenchido com uma massa de 20 g de esferas de alginato e todos os

ensaios foram realizados utilizando este valor.

4.3.1 Andlise da influéncia da vazdo volumétrica na atividade de

transfrutosilacéo.

Para obtencdo do perfil de atividade enzimatica em funcdo da vazao
volumétrica, o reator PBR foi totalmente preenchido com 20 g de células integras
reticuladas com glutaraldeido e aprisionadas em gel de alginato de célcio, mantendo-
se constante a alimentagdo de substrato em 473 g. L! e temperatura em 50 °C.

A vazao na saida do reator foi ajustada medindo o tempo necessario para o

fluxo na corrente de saida preencher 10 ml em uma proveta, ajustando a poténcia da
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bomba conforme a vaz&o volumétrica obtida até alcancar a vazao desejada. Os testes
foram realizados com o tempo de reagéo de 180 minutos, a 50 oC e pH 5,5 (ajustado
utilizando solucao tampao tris-acetato 0,2 mol. L-1) no reator PBR. A cada 15 minutos
de reacdo a vazao volumétrica foi aferida novamente, para ajustar possiveis quedas
de pressao no reator e manter a vazao constante. As amostras na saida do reator
foram coletadas nos tempos de 5, 10,20,25,30,60,90,120,150 e 180 minutos.

4.3.2 Analise da influéncia da concentracdo na atividade de

transfrutosilacdo e obtencéo dos parametros cinéticos

Para analise da influéncia da concentracdo na atividade de transfrutosilacéo
foram realizados ensaios cataliticos em reator PBR mantendo constantes a
temperatura (50 °C), pH do substrato (mantido em 5,5, com tampao tris-acetato 0,2
mol. LY), vazédo volumétrica de 1 ml.min e variando a concentragdo da solucédo de
sacarose, nas concentracdes de 200, 300, 400, 470 e 600 g.L™.

O leito catalitico do reator PBR foi preenchido com 20 g de células integras
reticuladas com glutaraldeido e encapsuladas em gel de alginato de célcio. A reacao
foi conduzida por 30 minutos utilizando o aparato experimental descrito no tépico 4.4.
Foram tomadas 2 ml de amostras em tubos falcon de 15 ml nos tempos de 5,10,15,20
25 e 30 minutos.

Apos a obtencdo da atividade de transfrutosilacdo (Ar), foram estimados os
parametros cinéticos em regime estacionario por meio de ajuste cinético (equacdes 6

e 7), com auxilio de software gréfico.

4.3.3 Analise da influéncia da temperatura na atividade de

transfrutosilagao.

Os estudos de influéncia da temperatura em reator PBR foram realizados
mantendo-se constante a vazdo volumétrica em 1 ml. min' e concentracdo de
substrato de 473 g.L* e pH de 5,5 mantido por solucéo tris-acetato 0,2 mol. L. A
reacao foi conduzida por 90 minutos nas temperaturas de 30,40,50 e 60 °C e foram
tomadas 2 ml de amostras em tubos falcon 15 ml nos tempos de 5,10,15,30 60 e 90

minutos.
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4.3.4 Analise da estabilidade operacional do processo

A andlise da estabilidade operacional foram realizados em sistemas
operacionais com e sem reciclo. O reator PBR foi preenchido com as células integras
reticuladas com glutaraldeido e aprisionadas em gel de alginato de calcio e a reagéo
foi conduzida a 50 °C, alimentando o reator PBR com solugao reagente de sacarose
na concentracdo de 473 g.L! e pH mantido em 5,5 por uma solugéo tris-acetato 0,2
ml.Lt. Para a reagdo com reciclo o aparato experimental foi montado de maneira que
toda corrente do efluente do reator PBR retornasse na corrente de alimentagéo, para
formar um reciclo total.

A reacéo foi realizada por um periodo de 10 horas e amostras foram tomadas

a cada uma hora.

4.4 DETERMINACAO DE ATIVIDADES ENZIMATICAS

AplOs a coleta de amostras foram realizadas andlises colorimetricas para
determinar a concentracdo de agucares redutores (AR) e glicose (G) utilizando os
métodos DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) para acucares redutores (AR) e o método
GOD PAP® - Merck 8443 para quantificacao de glicose (G) (BOBBIO; BOBBIO, 2005;
WONG; WONG; CHEN, 2008).

Para quantificacdo em U.g? da atividade de transfrutosilacédo (Ar) foi realizado
o balanco de massa utilizando as equacgfes de nimero 1 a 5 reportadas no item 3.3.2
utilizando as equacdes (1), (2), (3) e (4).

4.4.1 Determinacdo de acgucares redutores (AR)

Para utilizacdo do método DNS foi necessario o preparo de uma solugéo 10g
acido 3,5-dinitrosalicilico (C7H4N207) em 200 ml de NAOH 2 mols/L (solucdo 1). Como
segundo componente da solucéo, foram preparados 300g de tartarato de sodio e
potassio (KNaC4H40s6.4H20) em 500 ml de agua destilada (solucéo 2). A solucéo 1 foi
adicionada a solucdo 2 sob agitacdo constante até que a solugdo se tornasse
homogénea. Apds a mistura completa, a solugéo resultante foi transferida para um
baldo de 1000 ml e o volume do balédo foi aferido com agua destilada e armazenado

em frasco ambar fora do alcance da luz.
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A quantificacdo dos agucares redutores foi realizada utilizando-se 0,5 ml da
solucédo previamente preparada de DNS e 0,5 ml de amostra retirada na corrente de
saida do reator PBR em um tubo de ensaio 15 ml. O tubo foi entdo levado a agua
fervente por 15 minutos e logo apos mergulhado em gelo por mais 5 minutos. Ao sair
do banho de gelo, foram adicionados mais 4 ml de 4gua destilada a solugéo. O mesmo
procedimento foi realizado para o branco, apenas substituindo 0,5 ml de amostra por
0,5 ml de 4gua destilada. A solucéo foi lida em um espectofotdmetro (Edutec®, modelo
EEQ901A-B) utilizando comprimento de onda de 540 nm.

Para construcdo da curva analitica foram preparadas solu¢fes de glicose na
faixa de 0 a 1,0 g.L* e as respectivas absorvancias das solucdes foram medidas em
espectrofotometro (Edutec®, modelo EEQ901A-B). Um gréafico da absorbancia em
funcdo da concentracao de glicose foi plotado utilizando o software Microsoft Excel e
a equacao da reta foi utilizada para calcular a concentragdo de acgucares redutores
[AR] em pL.

4.4.2 Determinacao da concentracéo de glicose [G]

Para determinacdo da concentracdo de glicose [G] foi utilizado um kit
enzimatico (LABORLAB®) contendo glicose oxidase (GOD), peroxidase (PAD), 4-
aminofenazona (4-AF), tampéo fosfato pH 7,0 e 4-hidroxibenzoato. O kit age na
oxidacdo da glicose produzindo peréxido de hidrogénio (H202), que por sua vez é
oxidado por meio da enzima peroxidase que em conjunto com a 4-AF e o0 4-
hidroxibenzoato conferem uma coloracdo rosacea a solucdo (BOBBIO; BOBBIO,
2005; WONG; WONG; CHEN, 2008).

Para quantificar a glicose foi utilizado um tubo de ensaio 15 ml. Foram
adicionados 35 pL de amostra e 3,5mL de solugdo do kit enzimatico GOD-PAP®
(Laborlab). O branco foi obtido utilizando o mesmo procedimento, substituindo
amostra por agua destilada. O tubo de ensaio foi levado a um banho Dubnoff
(Bunker®, modelo NI 1232) a 37 °C por 5 min. Apds sair do banho Dubnoff, a
absorbéncia da solugdo foi medida em um espectrofotometro (Edutec®, modelo
EEQ901A-B) utilizando o comprimento de onde de 505 nm.

Também foi lida a absorbancia em triplicata do padréo (solucéo glicose 1g. L)
fornecido pelo fabricante do kit enzimético. Para obter a concentracéo de glicose foi

utilizada a equacéo 5, fornecida pelo manual técnico do kit analitico GOD-PAP:
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Dx100(%9) (14)

(6] (mg.di) = ——

Com D sendo a absorbancia lida no espectrofotémetro e P o padréo de glicose.
4.5 OBTEN(;AO DE MASSA SECA DO BIOCATALISADOR

Apés o término de cada ensaio catalitico no reator PBR, a massa de
biocatalisador utilizada para preencher o reator foi retirada e pesada. O leito catalitico
foi retirado e transferido para uma solucéo contendo citrato de soédio 2% (m/m), como
reportado por Gongalves (2019). ApGs a solubilizacdo das esferas de alginato de
calcio em solucao citrato de sodio, a solucédo resultante foi filtrada a vacuo para
separar as células integras reticuladas do restante da solucdo. As células integras
separadas foram entdo levadas a estufa (ProLab®, Sao Paulo, Brasil) a 60 °C para
secagem do biocatalisador sendo mantida em estufa até a obtencdo de massa

constante (24 horas aproximadamente).

4.6 OBTENQAO DOS PARAMETROS DE TRANSFERENCIA DE MASSA
EXTERNA

Para calcular o coeficiente de transporte de massa externa foi utilizada
equacado (8), determinando o valor dos numeros admensionais de Sherwood,
Reynolds de particula e Schmidt, com as equacoes (9), (10) e (11), respectivamente.

Os parametros operacionais utilizados foram extraidos dos ensaios de andlise
de influéncia da vazéo, temperatura e concentracédo na atividade de transfrutosilacao,
utilizando dados que gerararam maiores atividades enzimaticas. Para o calculo do
coeficiente de difusdo massica (Das) foram utilizadas as correlacdes de Darken,
equacao 12 e Geankoplis, equacéo 13.

Além das correlagdes empiricas, o método grafico proposto pro Fogler (2012)
(Figura 5) também foi utilizado para andlise do momento em que a reagdo € limitada
pelo transporte de massa externa ou pela propria reacdo quimica. O grafico foi
construido variando o parametro (U. dp?)%° em funcéo da atividade enzimatica, em
que U é a velocidade do fluido reagente no estado estacionario e dp € o tamanho da

particula catalitica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. REFORMULACAO DA COMPOSICAO DO BIOCATALISADOR

Este trabalho foi conduzido seguindo os métodos descritos por Gongalves
(2019) para encapsular células integras reticuladas com glutaraldeido em gel de
alginato de baixa viscosidade, utilizando cloreto de calcio como agente reticulante
durante a encapsulacdo. No entanto, em contraste com a metodologia descrita por
Goncalves (2019), as células integras de Aspergillus Oryzae IPT-301 foram
encapsuladas imediatamente ap0s a reticulacdo, ao invés de serem armazenadas
como biomassa Umida no tampéao tris-acetato 0,2 mol. L para uso posterior, visto que
a quantidade de tampdo tris-acetato 0,2 mol. L utilizado pela autora néo foi descrita.

Esta decisdo resultou em uma alteracdo na viscosidade da solucao pré-
encapsulada, devido a incorporacdo de umidade proveniente das células reticuladas.
Tal fato resultou em desafios durante o processo de encapsulacdo, tais como a
formacdo de aglomerados alongados em vez de esferas regulares, uma obstrucao
frequente da ponta de goticulas e problemas relacionados a transferéncia de massa
entre a bomba peristaltica e a ponta de goticulas.

A proporcédo da solucéo de alginato contendo células integras utilizada para a
encapsulacao foi ajustada a fim de atingir uma viscosidade adequada para 0 processo.
Para tal, a concentracao de células integras na solucéo de alginato de sddio foi varrida
em concentragdes de 20, 18, 15, 12 e 10% em massa. A solugéo contendo 12% de
células integras apresentou a melhor viscosidade para o processo, e foi utilizada
durante todo o trabalho. A Tabela 2 a seguir apresenta a nova propor¢cao da solucao

utilizada para a encapsulacao das células integras reticuladas.

Tabela 2 - Nova proporcao para solucdo contendo alginato de sédio

Componentes % (m/m)
Células integras reticuladas

com glutaraldeido, secas 12
Alginato 4
Agua 84

Fonte: Autor
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5.1.1 Configuracéo do leito catalitico

Os ensaios iniciais no reator PBR utilizaram um leito catalitico completo de 20 g.
Contudo, a baixa densidade do leito causou problemas de entupimento e aumento de
pressdo quando a vazdo excedeu 7 mL.min! no fluxo ascendente. Para solucionar
essa questédo, reduziu-se a massa do leito para 5,66 g e adicionou-se 20 esferas de
vidro acima e abaixo do leito catalitico. Essas esferas evitaram o deslocamento do

leito e 0 novo arranjo esta representado na Figura 14.

Figura 14 - Reator PBR recheado com esferas de alginato e esferas de vidro

P

Fonte: Autor

5.1.2 Formacgéo de caminhos prferenciais e volumes mortos

A passagem de fluxo em um leito de um reator, na maioria das vezes,
apresentam comportamentos que divergem da idealidade. Dependendo da
configuracdo do leito catalitico, existe a possibilidade da formacdo de zonas de
estagnacéao do fluxo de substrato, forgando que o fluido seja recirculado em uma area

sem contato com o leito catalitico, resultando em uma conversao muito baixa ou nula.
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7

Essa zona de estagnacédo do fluxo de substrato é chamada de volume morto.
(LEVENSPIEL, 2000).

Durante os ensaios em reator PBR foi possivel notar a formacéo de caminhos
preferenciais e volumes mortos no sistema reacional. Inicialmente as esferas de
alginato preencheram todo o reator PBR, porém com a passagem de fluxo o leito
catalitico se contraiu e o volume ocupado pelas esferas diminuiu e deixou de ocupar
todo o volume disponivel para o leito catalitico.

A deformacdo do leito também causou zonas de volumes mortos com
recirculagéo de fluxo, diminuindo drasticamente a conversao de substratos em produto
final. A formacgdo de volumes mortos ocorreram também no interior do leito catalitico
e a observacao deste fendmeno so foi possivel com a retirada do leito no fim dos

ensaios com o reator PBR, impossibilitando o ajuste do leito no inicio da reacéo.

Figura 15 - Deformagéo do leito catalitico com a passagem de fluxo

Fonte: Autor

As linhas vermelhas na figura 15 representam os limites do volume reacional
disponivel. Ao observar a figura 15 é possivel notar que certa parte do volume

reacional ndo esta totalmente preenchido pelo leito catalitico.
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A analise de determinacdo do tempo de residéncia seria fundamental para o
estudo da deformacdao do leito catalitico, no entanto, néo foi possivel realizar a anélise
DTR, pois ensaios prévios com tracadores do tipo corante ja foram realizados por este
grupo de pesquisa pelo autor Prata (2020) e nao foi possivel chegar a uma concluséo

correta deste fenébmeno devido a absor¢édo do corante pelo gel de alginato de calcio.

5.2 ANALISE DOS EFEITOS DA VAZAO VOLUMETRICA NA  ATIVIDADE
ENZIMATICA.

A seguir serdo apresentados os efeitos de cada uma das vazdes volumétricas
avaliadas na atividade enzimatica. Os graficos estdo dispostos separadamente para

evitar a sobreposicao dos resultados obtidos e facilitar a visualizagéo.

5.2.1 Andlise dos efeitos da vazdo volumétricade 1 ml.min! na atividade

enzimatica

Figura 16 - Perfil de atividade enzimatica para vazdo volumétrica de 1 ml.min? a 50°C,

concentracdo de substrato de 470 g.L* e pH de 5,5
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Fonte: Autor
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Os dados apresentados na figura 16 foram submetidos a um teste Tukey de
comparacao de médias para verificar estatisticamente em que ponto o reator PBR
comecou a operar em regime estacionario. O ponto de 20 minutos (570 + 12 U.g!) de
reacao foi o primeiro em que a média da atividade enzimatica ndo apresentou
diferenca significativa a um nivel de 5% de significancia em comparacdo com o0s
pontos anteriores e posteriores, indicando que a partir de 20 minutos atividades
constantes ao longo do tempo. O resultado com o p valor de cada ponto obtidos

durante o teste Tukey constam na tabela A1 do apéndice A.

5.2.2 Andlise dos efeitos da vazao volumétrica de 4 ml. min1 na atividade

enzimaéatica

Figura 17- Perfil de atividade enzimatica obtida alimentando o sistema operacional com vazéo

de 4 ml.min!t
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Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software SigmaPlot.

Os dados representados na figura 17 foram submetidos ao teste estatistico de

Tukey para obtencéo do ponto onde o reator PBR comecgou a operar em estado
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estacionario. Conforme a analise, ndo existe diferenca significativa entre as médias
de 5 a 180 minutos, 0 que indica que o reator opera com uma faixa continua de
atividade enzimatica desde o inicio da operacédo. O resultado com o p valor de cada
ponto obtido durante o teste Tukey constam na tabela A2 do apéndice A.

5.2.3 Andlise dos efeitos da vazdo volumétrica de 7 ml. min na atividade

enzimaéatica

A figura 18 a seguir ilustra o perfil de atividade enzimatica obtida alimentando

0 sistema operacional com vazdo de 7 ml.min.

Figura 18 - Perfil de atividade enzimatica para vazao volumétrica de 7 ml.mint a 50°C

concentracao de substrato de 470 g.L"* e pH de 5,5
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Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme o teste Tukey realizados com os dados apresentados na figura 18,
ndo existe diferenca entre os valores das médias ao nivel de 5% de significancia, o
gque sugere que o reator atingiu o regime estacionario logo no inicio da operacao.
Graficamente, o regime estacionario comeca a partir do ponto de 20 minutos, com
atividade enzimatica de 1600 + 410 U.g-1. O resultado com o p valor de cada ponto

obtido durante o teste Tukey constam na tabela A3 do apéndice A.
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5.2.4 Andlise dos efeitos da vazao volumétrica de 10 ml. min?na atividade

enzimaéatica

A figura 19 a sequir ilustra o perfil de atividade enzimatica obtida alimentando

o0 sistema operacional com vazdo de 10 ml.min,

Figura 19 - Perfil de atividade enzimatica para vazdo volumétrica de 10 ml.min? a 50°C,

concentracdo de substrato de 470 g.L* e pH de 5,5
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Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme o teste Tukey realizado com os dados apresentados na figura 19, as
médias de atividades enzimaticas do ponto 5 a 180 minutos ndo apresentam
diferencas significativas a 5% de significancia. Graficamente é possivel observar que
O reator comecga a operar em regime estacionario a partir dos 20 minutos, com
atividade enzimatica de 2246 + 823 U.g*. O perfil obtido para vazédo de 10 ml.min! foi
a que apresentou maiores atividades enzimaticas, enquanto exibiu os maiores
desvios. O resultado com o p valor de cada ponto obtido durante o teste Tukey

constam na tabela A4 do apéndice A.
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5.25 Comparacdo das atividades enziméaticas obtidas no estado

estaconario

A figura 20 a seguir exibe a atividade enzimatica obtida durante o estado
estacionario aos 20 minutos de reacdo, temperatura de 50 °C, concentracdo de

substrato de 470 g.L! e pH de 5,5 para todas as vazdes analisadas:

Figura 20 - Atividades enziméaticas obtidas aos 20 minutos para vazdes volumétricas de 1,4,7

e 10 ml.min!t
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Fonte: Elaborada pelo autor

A andlise da atividade obtida aos 20 minutos para vazdes de 1,4,7 e 10 ml.min-
! permite inferir que a atividade enzimatica apresenta um perfil crescente em funcéo
do aumento da vazédo volumétrica. A vazado de 10 ml.min"! foi o ensaio que apresentou
maior atividade enzimatica (3497 + 1580 U.g') aos 150 minutos de reacdo enquanto
exibiu as maiores deformacdes do leito catalitico e consequentemente, os maiores
desvios, o0 que dificultou a reprodutibilidade dos ensaios neste ponto. Prata (2020)

também relatou maiores producées de FOS para vazdes acima de 10 ml. minY,
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utilizando as células integras de Aspergillus Oryzae IPT-301 aprisionadas em gel de
alginato para preencher um reator PBR em condic¢des reacionais semelhantes.

As particulas cataliticas estdo sujeitas a formacdo de uma camada limite
difusional em seu entorno, causado pela passagem de fluido. A camada limite
difusional dificulta o acesso do substrato aos sitios ativos presentes no complexo
enzimatico, com consequente queda na atividade enzimatica. A espessura da camada
limite difusional possui dependéncia linear negativa com a vazao volumétrica, por isso,
altas vazbes favorecem a diminuicdo da camada limite difusional e favorecem o
acesso do substrato ao sitio ativo do biocatalisador. (FOGLER, 2012;
LEVENSPIEL, 2000).

A vazdo de 10 ml.min! apresentou as maiores atividades enzimaticas, no
entanto, a vazdo de 1 ml.min! foi escolhida para os ensaios subsequentes para
garantir a reprodutibilidade, pois houve menor deformacdo do leito catalitico e,
consequentemente, menores variacées nas atividades enzimaticas.

O estado estacionario foi atingido em aproximadamente 20 minutos de reacao.
Em comparacao, Ribeiro (2022) reportou o estado estacionario ap6s 135 minutos de
reacdo utilizando a FTase reticulada com glutaraldeido em operacdo continua em
condicBes semelhantes. A adicdo de uma camada de gel de alginato na enzima FTase
reticulada com glutaraldeido melhorou a estabilidade do leito catalitico no sistema
reacional, resultando em uma reducéo significativa do tempo para atingir o estado
estacionario. Prata (2021) utilizando FTase encapsulada em gel de alginato de célcio
em reator PBR também obteve estado estacionario em um periodo menor de reagao
(50 minutos) em relacdo a FTase livre e imobilizada com glutaraldeido de Ribeiro
(2022).

53 ANALISE DOS EFEITOS DA CONCENTRACAO NA ATIVIDADE
ENZIMATICA E OBTENCAO DOS PARAMETROS CINETICOS.

Os ensaios para a analise do efeito da concentracédo na atividade enzimatica
foram realizados variando a concentracdo da solugcdo de sacarose na corrente de
alimentacédo do reator. Foram testadas vazdes de 200,300,400 e 600 g.L™> A vazéo
utilizada foi de 1 ml.min! por apresentar os menores desvios, como pode ser

observado na figura 20. Os parametros reacionais de temperatura (50°C) e pH (5,5)
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foram o0s resultados o6timos reportados por Goncgalves (2019) para 0 mesmo
biocatalisador em operacéo batelada. Os resultados obtidos foram divididos em dois

graficos para melhor visualizacéo e estdo dispostos nas figuras 21 e 22 a seguir:

Figura 21 - Perfil de atividade enzimatica obtida para concetracdes de 200 e 300 g.L!
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 22 - Perfil de atividade enziméatica obtido para vaz6es de 400 e 600 g.L™!
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Fonte: Elaborado pelo autor

Observa-se que para menores concentracdes de substrato (200 e 300 g.L™?)
a atividade enzimatica foi menor. Também € possivel notar a tendéncia de
crescimento da atividade com o aumento da concentracdo de substrato. No entanto,
h& uma diminuicdo da reacdo quando a concentracdo é aumentada a partir de 400
g.L%, sugerindo a saturacdo dos sitios ativos enzimaticos. A figura 23 a seguir ilustra

o perfil de atividade obtido para diferentes concentra¢des aos 30 minutos de reacgao:
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Figura 23 - Variacéo da atividade enzimatica em funcéo da concentragdo de substrato aos 30

minutos de reacéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Ao trabalhar com a concentracdo de 600 g.L* Ribeiro (2022) e Dias (2020)
também obtiveram decaimento da atividade enzimatica, indicando possivel inibicédo
complexo enzimético pelo substrato ou produtos formados.

A maior atividade enzimatica (1277 + 246 U.g™*) foi obtida com a concentragéo
de 400 g.L* aos 30 minutos de reacdo. Gongalves (2019) ao analisar a influéncia da
concentracdo na atividade enziméatica utilizando o mesmo biocatalisador, também
relatou atividade enzimatica maxima (2200 U.g') com a concentracédo de 400 g.L?,
operando um reator batelada. De maneira analoga aos ensaios realizados neste
trabalho, a autora também relatou queda da atividade enzimatica para concentracdes
acima de 400 g. L2,

Comparando com os resultados obtidos por Gongalves (2019) para 0 mesmo
biocatalisador, a atividade maxima obtida para 400 g.L! de 1277 + 246 U.g! neste
trabalho € menor que a reportada pela autora (aproximadamente 2200 U.gl). A
diminuicdo da atividade pode ser explicada pela necessidade de adaptacdo do teor
de células integras na solucdo de alginato utilizada durante o processo de
encapsulacao, relatado na tabela 3.
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5.4 OBTENCAO DOS PARAMETROS CINETICOS

A avaliacdo da cinética enzimatica foi realizada utilizando os modelos de
Michaelis-Menten (equacéo 6) e Hill (equacéo 7).

Os pontos experimentais foram retirados dos dados obtidos dos ensaios de
andlise da concentracdo do substrato na atividade de transfrutosilacdo, colhidos aos
20 minutos de reacao, onde o sistema reacional encontra-se em estado estacionario
bem definido. O ajuste do modelo de Michaelis-Menten e Hill foi realizado através do
método de regressdo nao linear com auxilio do software Origin. A figura 24 retrata o
ajuste do modelo de Michaelis-Menten.

Figura 24 - Ajuste do modelo de Michaelis-Menten para obten¢do dos dados cinéticos.

representa o modelo de Michaelis-Menten e ® sdo os dados obtidos.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O ajuste do modelo de Michaelis-Menten resultou em R? de 95,96%, o que
significa que o modelo tem a capacidade de explicar a maioria absoluta dos dados. A

tabela 3 representa os dados cinéticos obtidos com o ajuste do modelo.
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Tabela 3 - Dados cinéticos obtidos pelo modelo de Michaelis-Menten.

Modelo Michaelis-Menten
Vmax (U.g?) 1575 + 287

Km (g.L?) 441+ 189

R? 0.9596

Fonte: Elaborado pelo autor

O valor de Vmax e Km obtido é substancialmente maior que os valores
relatados para a mesma enzima. Ribeiro (2022) relatou Vmax de 13,07 + 0,38 U.g' e
Km 132,11 + 52,12 g.L! para FTase reticulada com glutaraldeido e reagdo em reator
PBR e Dias (2020) relatou Vmax de 632,8 + 78,2 U.g' e Km de 632,8 + 78,2 g.L* para
FTase livre e reacdo continua em reator PBR.

O comportamento grafico observado na figura 24 é semelhante ao
comportamento obtido com o modelo de Michaelis-Menten. Para concentragbes mais
baixas de substratos, a reacdo comporta-se como modelo de primeira ordem, ao
passo que o aumento da concentracdo de substrato acima de 400 g.L! faz com que
a reacao exiba comportamento de ordem zero. Este fato também pode ser observado
analisando o topico 5.3, onde o aumento da vazédo acima de 400 g.L* ndo implica em
aumento na atividade enzimatica.

O modelo de Hill € amplamente utilizado na literatura para descrever enzimas
alostéricas. Este tipo de enzima exibe formato de sigmoide de velocidade em funcéo
da concentracdo de substrato, diferente do formato hiperbdlico exibido pelo modelo
de Michaelis-Menten (MARQUES, 2008). O ajuste cinético realizado para o modelo
de Hill s&o mostrados na figura 25 a sequir:
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Figura 25 - Ajuste do modelo de Hill para obteng&o dos dados cinéticos.

representa o modelo de Hill e ® sdo os dados obtidos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O ajuste cinético ao modelo de Hill apresentou coeficiente de determinacéo de
erros R? de 98.04%, superando o coeficiente de determinacéo obtido pelo modelo de
Michaelis-Menten, indicando que o modelo de Hill ajustou-se melhor aos dados.
Goncalves (2019) investigou a cinética enzimatica para 0 mesmo biocatalisador em
reacdo batelada e relatou um ajuste melhor do modelo de Hill aos dados cinéticos em
comparacao ao modelo de Michaelis-Menten. Gongalves obteve Km de 132,11 +
52,12 g.L't. O aumento do valor Km (441+ 189 g.L!) obtidos para a FTase reticulada
com glutaraldeido e encapsulada em gel de alginato operando em reator PBR indica
gue existe maior afinidade da enzima e substrato com o processo continuo.

Os dados cinéticos obtidos com o modelo de Hill s&o apresentados na tabela 4

a sequir:
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Tabela 4 - Dados cinéticos obtidos pelo modelo de Hill

Modelo Hill

Vmax (U.g?1) 998.52 + 143
Kos (g.L?) 218.73 + 34
R? 0.9596

n 2.28+1.30

Fonte: Elaborado pelo autor

O valor de n>1 obtido com o modelo de Hill indica cooperacéo positiva entre 0s
sitios ativos do complexo enzimético, o que significa que a ligacdo de um substrato a
um sitio ativo aumenta a afinidade de outros sitios com o substrato e

consequentemente, a atividade enzimatica. (RODWELL et al. 2015).

5.5 ANALISE DOS EFEITOS DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE
ENZIMATICA

Os parametros operacionais utilizado nos ensaios de influéncia da temperatura
na atividade enzimatica foram os mesmos onde Gongalves (2019) obteve as maiores
atividades enzimaticas (concentracdo de substrato de 473 g.L* e pH de 5,5). A vazéo
volumétrica utilizada foi de 1 ml.mint, conforme a discusséo do tépico 5.2.1. A figura
26 a seguir expressa o perfil cinético da atividade de transfrutosilacdo obtido em

funcdo da temperatura.
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Figura 26 - Perfis cinéticos da atividade de transfrutosilagdo em funcédo da temperatura
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel observar com o perfil obtido na figura 26 que durante o estado
estacionario a temperatura de 60 °C foi a que apresentou as maiores atividades
enzimaticas, com valores variando entre 1315 + 190 U.g' e 949 + 111 U.g, a partir
dos 20 minutos de reacao. Esse resultado corrobora com o trabalho de Goncalves
(2019), que obteve as maiores faixas de atividade enzimatica entre 40 e 60 °C para o
mesmo biocatalisador, em modo de operacao batelada.

Ganaie et al. (2014 b) também relataram atividade de transfrutosilacdo (Ar)
maxima com 60 °C para FTase aprisionada em gel de alginato. Os autores também
relataram perda da atividade de transfrutosilagdo para temperaturas maiores que
60°C, sugerindo possivel deformac&o da matriz enzimatica por conta da temperatura.
Da mesma forma, Gongalves (2019) também relatou perda de atividade enziméatica
com temperaturas maiores que 60°C para FTase reticulada com glutaraldeido e

aprisionada em gel de alginato de calcio.
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A utilizacdo da FTase reticulada com glutaraldeido e encapsulada com gel de
alginato de célcio em reator PBR apresentou maior estabilidade térmica quando
comparado com a FTase livre e reticulada com glutaraldeido. Analisando o perfil
obtido na figura 26, é possivel observar que ndo houve queda de atividade de
transfrutosilacdo ao longo do tempo, mesmo para temperaturas mais altas. Ribeiro
(2022) relatou decrescimo da atividade de transfrutosilacao para temperaturas entre
40 e 60 °C para FTase reticulada com glutaraldeido e operagcédo em reator PBR. Cunha
et al. (2017) e Dias (2020) relataram o mesmo comportamento para FTase livre, em
operacéao batelada e continua, respectivamente.

Embora a temperatura de 60°C tenha sido a que gerou maior atividade de
transfrutosilacdo (Ar), a temperatura utilizada nos ensaios de estabilidade operacional
foi 50°C. Goncgalves (2019) relatou em seu trabalho, utilizando a FTase reticulada com
glutaraldeido e encapsulada em gel de alginato de célcio para producdo de FOS com
operacdo em batelada, que embora a temperatura de 60 °C resulte nas maiores
atividades enzimaticas, a temperatura de 50 °C foi a que exibiu menor atividade

hidrolitica (An),resultado em maiores razdes AT/AH, favorecendo a producéo de FOS.

5.6 ANALISE DA ESTABILIDADE OPERACIONAL DO PROCESSO

A maior vantagem da imobilizacdo de enzimatica na matriz de suporte é sua
utilizacao por longos periodos durante o processo de produc¢do industrial, sendo um
fator significativo para diminui¢do dos custos de um processo (FOGLER,2012).

Para andlise da estabilidade operacional da FTase reticulada com glutaraldeido
e encapsulada com alginato de calcio, a reacao foi conduzida durante dez horas em
um sistema operacional sem reciclo e outro com reciclo.  Os parametros
operacionais utilizados foram: vazdo volumétrica de 1 ml.mint, concentracédo de
sacarose de 473 g.L1, temperatura de 50 °C e pH de 5,5. A figura 27 a seguir expressa

os resultados de estabilidade operacional obtidos para opera¢cdo com e sem reciclo:
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Figura 27 - Perfil de atividade de transfrutosilacdo ao longo de 10 horas de reacéo
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Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel notar o aumento da atividade de transfrutosilacdo do regime
operacional com reciclo comparado com sistema sem reciclo. O reciclo total faz com
gue exista a diminuicdo da concentracdo do substrato na corrente de entrada do reator
enquanto eleva a concentragdo de produtos e subprodutos, o que explica 0 aumento
de atividade para o sistema com reciclo.

O pico de atividade enzimatica foi de 2400 + 320
U.g?, obtido ap6s 6 horas de reacgédo, pelo regime operacional com reciclo. Sob o
mesmo regime foi registrado atividade média de 1960 * 360 U.g?! das 2 as 10 horas
de reacgdo, sem apresentar sinais de diminui¢do da atividade. J& o regime operacional
sem reciclo manteve atividade média de 770 + 433 U.g™1, expressivamente menor que

0 sistema com reciclo.
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Prata (2020) sugere que o aumento da atividade de transfrutosilagdo ao longo
do tempo, observado no sistema com reciclo implica que os efeitos inibitérios do
subproduto glicose foram sobrepostos pela conservacdo da atividade catalitica
atribuida a encapsulacdo da FTase em gel de alginato. O aumento da atividade
enzimatica para rea¢cdo com reciclo também foi observado pelos autores Dias (2020)
e Ribeiro (2022).

A reacdo sem reciclo exibiu atividade enzimatica constante ao longo das dez
horas de reacdo, sendo assim, € possivel concluir que a FTase reticulada com
glutaraldeido e encapsulada em gel de alginato consegue reter atividade enzimatica
durante longos periodos de reacdo. Para a reacdo sem reciclo, a atividade média
maxima de 1087 + 362 U.g* foi obtida com 9 horas de reacgéo, evidéncia que a matriz
enzimatica pode conseguir manter a atividade enzimatica por longos periodos.

Chien, Lee e Lin (1995) estudaram a estabilidade operacional para producao
de FOS em reator de leito fixo, imobilizando as células integras de Aspergillus
japonicas em gel de alginato e relataram atividade enzimatica constante durante 35

dias de reacdo, utilizando vazao volumétrica de 1 ml.min! e temperatura de 42 °C.

5.7 OBTENCAO E AVALIACAO DO COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE
MASSA EXTERNA

A obtencdo do coeficiente de transferéncia de massa externa foi obtido
conforme os procedimentos descritos no tépico 3.8. Os célculos foram realizados
considerando os seguintes parametros operacionais: vazao volumétrica de 1 ml.min-
1, temperatura de 50 °C, concentracéo de substrato na alimentacéo de 473 g.L' e pH
de 5,5.

A tabela 5 a seguir apresenta os dados fisico-quimicos utilizados para obter o

coeficiente de transferéncia de massa externa:
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Tabela 5 - Parametros fisico-quimicos para solvente agua liquida e solugéo de sacarose 50 %

m.m-1, a 50°C.

Propriedades Agua liquida Solugao Aquosa de
fisicas materiais sacarose (50% m.m")

MM (g.mol") 18,01 3423

p (kg.m3) 988,1 12145

u (cP) 0,5494 6,18

v (m2.s) 56 x 107 5,1 x10-6

Fonte: Adaptada de MATHLOUTH e REISER (1995, p. 200 - 217).
O numero admensional de Reynolds de particula (Rep), Schmitd, Sherwood e
difusividade Das obtidos para célculo do coeficiente de transferéncia de massa Ks sao

apresentados na tabela 6 a seguir:

Tabela 6 - Nomeros admensionais de Reynolds, Schmidt, Sherwood e difusividade

Propriedade Valor

Reynolds de particula 0,072

Schmitd 4,261 x 103
Sherwood 4,22

Das (M?.seg™?) 1,76 x 10°

Kc (m.s?) 1.84 x101'm.s?

Fonte: Elaborado pelo autor

O valor obtido para Reynolds de particula indica que a operacéo no reator PBR
ocorreu em regime laminar. Dias (2020) obteve o valor de Rep de 0,59 sob condi¢des
semelhantes em reator PBR, utilizando células integras livres de Aspergillus Oryzae
IPT 301 como catalisador heterogéneo.

O numero admensional de Schmitd € definido como a razdo do momento de
difusividade, relacionado a viscosidade, e a difusividade de massa, que funciona como
uma aproximacgao relativa da razdo da camada hidrodindmica e a camada limite de
transferéncia de massa. Por tanto, o valor 1 para Sc significa equiparidade das
espessuras da camada hidrodinamica e da camada limite de transferéncia de massa.

O valor obtido de Sc de 4,261x10% expde grande predominancia do momento de
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viscosidade sob o transporte de massa. Prata (2021) e Dias (2020) utilizando os
mesmos parametros reacionais com diferentes biocatalisadores e obtiveram valores
expressivos para Sc de 4,43x10™, 6,64x10° e 6,6x10°, respectivamente.

O numero admensional de Sherwood representado pela equacédo (10) é
anélogo ao numero de Nusselt para transferéncia de massa e representa a razao entre
a transferéncia de massa convectiva e difusiva, sendo que um valor 1 resulta na
igualdade entre os dois fendmenos. O valor obtido de 4,22 significa que efeitos
convectivos sdo mais significativas que efeitos difusivos no regime reacional. O
aumento da vazao proporciona a diminuicdo da camada hidrodinamica ao redor das
esferas de alginato, diminuindo a resisténcia a transferéncia de massa convectiva e
favorece o aumento da atividade de transfrutosilacdo (FOGLER,2012; PRATA, 2020).

Com parametros reacionais semelhantes, Dias (2020) obteve um valor de 88
para o numero de Scherwood enquanto Prata (2021) e obtiveram valores de 2,82 e
118,027 respectivamente. Todos os regimes com dominéncia da transferéncia de
massa convectiva.

Para o calculo do coeficiente de transporte de massa externo € preciso primeiro
validar a equacao (9) verificando se a solucdo de sacarose possui comportamento
semelhante a uma solugdo ideal (PEACOCK; STARZAKE ,1997). Starzake e
Peacock (1997) demonstrou em seus estudos que uma solucdo com teor de
substancia seca de sacarose (TS) entre 37 e 50% podem ser consideradas
ideais.

Para solucdo de sacarose de estudo de 473 g.L? e os dados da tabela 5, foi
possivel calcular a fracdo molar da solu¢cdo de sacarose, que segundo dados da
literatura, correspondem a TS de aproximadamente 30% e validando a equacao (9).
Dias (2020) encontrou valor de TS de 37%, valor proximo ao obtido neste trabalho.

Com os dados obtidos na tabela 5 e utilizando a equacéo (9), é possivel calcular
o valor do coeficiente de transporte de massa externo Ks (m.s-1):

O valor obtido de Ks foi de 1.841*m. s1. Fogler (2012) afirma que para analisar
se h& limitacdo da reacgédo pela transferéncia de massa externa, € necessario comparar
Ks com a constante de reacao de Arrhenius (K). No entanto, ndo foi possivel comparar
0S parametros cinéticos obtidos pela equacéao de Michaelis-Menten com a constante
de Arrhenius, visto que o modelo ndo pode ser aproximado como modelo de primeira

ordem ou ordem zero. Neste caso, a analise do TME foi realizada graficamente,
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utilizando o procedimento apresentado na figura 5. Os resultados obtidos sao
demonstrados na figura 28 a seguir:

Figura 28 - Atividade enzimatica em funcéo da variacdo da velocidade do fluido e tamanho da

particula catalitica.

3500 -
3000 1 T
2500 +

2000

1500

1000 4

Atividade enzimatica (U.g ")

200

02 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 n.a8

Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico apresentado na figura 28 foi construido utilizando a atividade
enzimatica obtida aos 20 minutos, em estado estacionario, para as vazles
volumétricas de 1,4,7 e 10 ml.min-t. O perfil obtido na figura 28 é de crescimento linear,
0 que configura limitacdo da velocidade de reacao pelo transporte externo de massa
para vazdes entre 1 e 10 ml.min~, Seria necessario testar vazdes acima de 10 ml.min-
! para observar o momento em que o perfil de atividade enzimatica em funcéo de (U.
dp)?° apresenta comportamento linear, configurando limitacédo da reacéo pela prépria
reacdo quimica. No entando, ensaios com vazées acima de 10 ml.mint ndo foram
possiveis devido ao arraste do leito catalitico pelo fluxo de substrato.

Destaca-se que mesmo operando o reator em faixas de vazOes volumétricas
onde existe a limitacdo da reacdo pelo transporte de massa externa, a FTase

reticulada com glutaraldeido e encapsulada com gel de alginato de calcio exibiu
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atividades de transfrutosilacdo muito elevada e apresentou boa estabilidade térmica e
operacional sob o regime TME, mostrando-se eficaz para proteger a enzima dos
efeitos de lixiviagcao e possibilita a manutencéo da atividade de transfrutosilacéo (Ar)

durante grandes periodos.
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6 CONCLUSAO

Com os estudos realizados foi possivel constatar um grande potencial do uso
da FTase micelial obtida com o cultivo submerso de Aspergillus Oryzae IPT-301
reticulada com glutaraldeido e encapsulada com gel de alginato de célcio utilizada em
reator continuo PBR para producdo de frutooligossacarideos, apresentando boa
estabilidade operacional e altas atividades de transfrutosilacao.

Mesmo com a modificagdo da proporcdo das células integras
(aproximadamente 24% no trabalho de Gongalves (2019) para 12% no presente
trabalho) foi possivel obter alta atividade enzimatica em reator continuo PBR. Foi
possivel atingir a atividade média de 2246 + 823 U.g* ao atingir o estado estacionario
para vazédo de 10 ml.min! enquanto Gongalves atingiu atividade média maxima de
1828 + 166 U.g*' sob condicdes reacionais semelhantes, em modo de operacéo
batelada.

O uso de esferas de alginato contendo células integras reticuladas com
glutaraldeido favoreceu o surgimento de caminhos preferenciais e volumes mortos,
principalmente devido ao diminui¢cado do volume das esferas com a passagem do fluxo
reacional. Também foi possivel observar grande arraste das esferas de alginato com
a passagem do fluxo ascendente, sendo necessario a diminuicdo do leito catalitico
para 25% do volume do reator e a utilizacdo de esferas de vidro tanto acima quanto
abaixo do leito para evitar o arraste de esferas de alginato de calcio e entupimento na
corrente de saida do reator.

Quanto a vazao, foi possivel observar a obtencdo do estado estacionario foi
obtido aos 20 minutos de reacdo para todas as vazodes testadas, sugerindo boa
adaptacado do leito catalitico e diminuicdo expressiva do tempo de necessario para
obtencéo do estado estacionario, comparado a outros autores.

A temperatura que exibiu maior atividade enzimatica (1315 + 190 U.g™?) foi a de
60°C aos 25 minutos de reagdo. Foi poss manter a atividade média de 949 + 111 U.g
! durante os 90 minutos de reagdo, média superior a obtida para 50 ° C (604,8 + 82
U.g?Y), indicando boa estabilidade térmica do biocatalisador durante todo o periodo de
reacdo, mesmo para temperatura de 60°C, ponto em que outros autores relataram

diminuicdo expressiva da atividade enzimética.
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A concentracdo de substrato que obteve maior atividade enzimatica (1277 +
246 U.g?) foi a de 400 g.L! obtida aos 30 minutos de reacdo. A atividade enzimatica
exibiu perfil crescente com o aumento da concentracdo de substrato até 400 g.L™.
Acima deste valor a atividade enzimatica diminuiu, o que sugere saturacao dos sitios
ativos do complexo enziméatico. Com os resultados obtidos para analise da
concentracdo do substrato na atividade de transfrutosilacado foi possivel avaliar os
parametros cinéticos. O modelo de Hill foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais, exibindo valor de n=2.28 + 1.30, indicando cooperacao positiva entre
o sitio ativo e substrato. O perfil de atividade enzimética em funcdo da concentragcédo
do substrato apresentou formato de sigmoide, caracteristico de enzimas alostéricas.

A analise grafica da atividade de transfrutosilagcdo em fungéo da velocidade do
substrato na corrente de entrada e do diametro de particula permitiu observar que
para as vazdes estudadas de 1 a 10 ml.min-, o gréafico exibe comportamento linear, o
que indica limitagdo da reacdo pelo transporte de massa externo. E necessario o
estudo da reacdo em vazGes maiores para verificar 0 momento em que o grafico se
torna constante, caracterizando limitacdo pela reacdo quimica. A constante de
transferéncia de massa Kc obtido (1.84*' m.s!) € muito pequeno, sugerindo lentiddo
para troca de massa externo ao substrato, comprovando a limitacdo da reacao pelo
transporte de massa externo.

A estabilidade operacional das esferas de alginato de calcio contendo a FTase
reticulada com glutaraldeido foi satisfatoria tanto para o sistema sem reciclo quanto
para o sistema com reciclo. Ap6s 10 horas de reacgéo, o sistema reacional sem reciclo
exibiu 100% da atividade enzimatica, enquanto a reacao com reciclo exibiu atividade
maxima equivalente a 300% da atividade enzimatica sem reciclo, evidenciando a
excelente estabilidade operacional do biocatalisador.

Por fim, o preenchimento do leito catalitico do reator PBR com as células
integras de Aspergiullus oryzae IPT-301 reticuladas com glutaraldeido e
encapsuladas com gel de alginato de calcio apresentaram altas atividades de
transfrutosilacdo no reator PBR, além de estabilidade térmica e operacional,
provando-se um biocatalisador promissor para suprir as necessidades de producao

continua de frutooligossacarideos (FOS).
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com os resultados obtidos com o presente trabalho, propde-se as seguintes

sugestdes para continuacéo do trabalho:

a)

b)

Implementar o mesmo sistema reacional com um reator PBR com maior
resisténcia a passagem de fluxo com leito totalmente preenchido e
massa (w) de biocatalisador maior, para que seja possivel minimizar os
efeitos de deformacao do leito catalitico.

Realizar ensaios para vazoes acima de 10 ml.min'! para verificar se a
reacao deixa de ser limitada pelo transporte de massa (TME) sob vazfes
volumétricas altas.

Verificar a estabilidade operacional do biocatalisador para periodos
reacionais acima de 10 horas.

Estudar se existe inibicdo enzimatica com o sistema reacional proposto.
Quantificar a produtividade de FOS com o0s parametros reacionais que

exibiram maiores atividades de transfrutosilacdo neste trabalho.



78

REFERENCIAS

GUIAR, E.; MAUGERI, F. Effects of the addition of substrate and salts in both
the fructosyltransferase immobilization and its catalytic properties. Journal Food
Biochemistry, v. 37, n. 5, p. 520-527, 2012.

ALLEN, L. et al. Edible corn-carbohydrate food coatings: Development and
physical testing of a starch-alginate coating. Food Technology, v.17, p.1437,
1963.

BAILEY, J. E.; OLLIS, D. F. Biochemical Engineering Fundamentals. New
Delhi: McGraw-Hill Kogakusha, Ltd. 1977.

BALI, V., PANESAR, P. S., BERA, M. B., & PANESAR, R. Fructo-
oligosaccharides: Production, Purification and Potential Applications. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, v. 55, n. 11, p. 1475-1490, 2015.
https://doi.org/10.1080/10408398.2012.694084.

BENKEBLIA, N. Fructooligosaccharides and fructans analysis in plants and food
crops. Journal of Chromatography A, v. 1313, p. 55-57, 2013.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.08.013.

BOBBIO, F. O; BOBBIO, P.A. Quimica dos alimentos. Sao Paulo: Varela,
2005.

BOTTS, J.; MORALES, M. Analytical description of the effects of modifiers and
of enzyme multivalency upon the steady state catalyzed reaction rate.
Transactions of the Faraday Society. London, v. 49, p. 696-707, 1953.
http://dx.doi.org/10.1039/tf9534900696.

BRUNARI, N. C.; SOUZA, B. M. S. Bactérias probioéticas e sua aplicacdo em
leites fermentados. Revista Cientifica de Medicina Veterinaria-UNORP, v. 1,
n. 1, p. 22-29, 2017.

CABRAL, B. V. Hidrdlise de Sacarose por Invertase Imobilizada em Duolite A-
568 por Adsorcao e Ligacdo Cruzada. Sistema de Bibliotecas Da UFU, MG -
Brasil, 2012. 115 p. Disponivel em:
https://repositorio.ufu.br/bitstream/123456789/15184/1/d.pdf. Acesso em: 15 fev.
2023.

CACURO, T. A. Compésitos de Alginato como Material Inteligente,
Modulacéo de Solubilidade e Objeto de Ensino. Orientador: Prof. Dr. Walter
Ruggeri Waldman. 2019. Tese (Doutorado) - UFSCAR, Sorocaba, 2019.

CAO, L.; LANGEN, L. V.; SHELDON, R. A. Immobilised enzymes: carrier-bound
or carrier-free? Current Opinion in Biotechnology, v. 14, n. 4, p. 387-394,
2003.CASTRO, C.C. et al. Screening and selection of potential carriers to



79

immobilize Aureobasidiumpullulans cells for fructo-oligosaccharides production.
Biochemical Engineering Journal, v. 118, p.82-90, fev. 2017.

CHEN, W. C., & LIU, C. H. Production of B-fructofuranosidase by Aspergillus
japonicus. Enzyme and Microbial Technology, v. 18, n. 2, p. 153-160, 1996.
https://doi.org/10.1016/0141-0229(95)00099-2

CHIEN, C. S; LEE, W.C; LIN, T.J. Immobilization of A. japonicas by entrapping
cells in gluten for production of frutooligosaccharides. Enzyme Microbiology
Technology, v.29. p.252-257, 2001.

COIMBRA, C. G. O. Producéo de Fruto-oligossacarideos e Aspectos da
Biosseparagédo das Fracdes Leves de Levana Hidrolisada. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia Quimica), Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, 2006. https://doi.org/10.5004/dwt.2011.2038

CRUZ, R., CRUZ, V. D., BELENI, M. Z., BELOTE, J. G., & VIEIRA, C. R.
Production of fructo oligosaccharides by the mycelia of Aspergillus japonicus
immobilized in calcium alginate. Bioresource Technology, v. 65, n. 1-2, p.
139-143, 1998. https://doi.org/10.1016/S0960-8524(98)00005-4

CUNHA, J. S. et al.. Synthesis and characterization of fructosyltransferase from
Aspergillus Oryzae IPT-301 for high fructooligosaccharides production. Brazilian
Journal of Chemical Engineering, v. 36, n. 2, p. 657-668, 2019.

DAL MASSO, S. S. S. Producéao de Frutosiltransferase e B-
Frutofuranosidase por Aspergillus niger ATCC 9642 em Cultivo Submerso.
Dissertacao (Mestrado em Engenharia de Processos), Universidade Regional
Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, Erechim, 2019.

DELBIANCO, J. V. T., DE OLIVEIRA, L. F. M. C., BOAS, L. V., & NOVAZZI, L.
F. Andlise e otimizacdo das condicGes operacionais de um reator de leito fixo na
sintese de Fischer-Tropsch. The Journal of Engineering and Exact Sciences,
v. 3, n. 2, 2017. https://doi.org/10.18540/2446941603022017281.

DETOFOL, M. R., OLIVEIRA, E. A., VARGAS, C. E. B., SOARES, A. B. J.,
SOARES, M. B. A., & MAUGERI, F. Modeling and simulation of
fructooligosaccharides synthesis in a batch basket reactor. Journal of
Biotechnology, v. 210, p. 44-51, 2015.

DIAS, Giancarlo. Implementacéao de reator de leito fixo empacotado com
biomassa catalitica de Aspergillus Oryzae IPT-301 para a producéao de
frutooligossacarideos. Orientador: Rafael Firmani Perna. 2020. Dissertagcéo
(Mestrado) - Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, 2020.

DOMINGUEZ, A. L.; RODRIGUES, L. R.; LIMA, N. M.; TEIXEIRA, J. A. An
overview of the recent developments on fructooligosaccharide production and
applications. Food and Bioprocess Technology, v. 7, n. 2, p. 324-337, 2014.



80

Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11947-013-1221-6. Acesso em: 15 fev.
2023.

DONATI, I. et al.. New hypothesis on the role of alternating sequences in
calcium-alginate gels. Biomacromolecules, v. 6, n. 2, p. 1031-1040, 2005.

FARIA, L. L. Imobilizacdo da enzima frutosiltransferase extracelular de
Aspergillus Oryzae IPT-301 em silica-gel para producéao de
frutooligossacarideos. Pocos de Caldas, 2019.

FEKETY, R.; SHAH, A. B. Diagnhosis and treatment of Clostridium difficile
colitis. J. Am. Med. Assoc., v. 289, p. 71-75, 1993.

FERNANDEZ-ARROJO, L. et al.. Dried alginate-entrapped enzymes (DALGEES)
and their application to the production of fructooligosaccharides. Process
Biochemistry, v. 48, n. 4, p. 677-682, 2013.

FERNANDEZ-LAFUENTE, R. et al.. Strategies for enzyme estabilization by
intramolecular crosslinking with bifunctional reagents. Enzyme and Microbial
Technology, v. 17, p. 517-523, 1995.

FERREIRA, I. E. P.; TRINCA, L. A.; FERREIRA, C. P. Delineamentos
experimentais eficientes para estudos de cinética quimica. Quimica Nova, v.
37,n.4, p.589-596, 2014. https://doi.org/10.5935/0100-4042.20140102.

FOGLER, H. S. Elementos da engenharia das reacfes quimicas. 4. ed. Rio de
Janeiro: LTC, 2012.

FROMENT, G. Fixed bed catalytic reactors. Vol. 19. AH) 4 U dz’. UTC, 2021.
https://pubs.acs.org/sharingguidelines.

GANAIE, M. A.; GUPTA, U. S.; KANGO, N. Screening of biocatalysts for
transformation of sucrose to fructooligosaccharides. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, v. 97, p. 12-17, 2013.

GANAIE, M. A. et al. Immobilization of fructosyltransferase by chitosan and
alginate for efficient production of fructooligosaccharides. Process
Biochemistry, v. 49, n. 5, p. 840-844, 2014b.

GANAIE, M. A.; LATEEF, A.; GUPTA, U. S. Enzymatic trends of
fructooligosaccharides production by microorganisms. Applied Biochemistry
Biotechnology, v. 172, p. 2143-2159, 2014a.

GARCIA, R.; DIAS, G.; MORALES, S.; XAVIER, M.; SABINO, E.; MAIORANO,
A.; TARDIOLI, P.; PERNA, R. Glutaraldehyde-crosslinked cells from Aspergillus
Oryzae IPT-301 for high transfructosylation activity: optimization of the
immobilization variables, characterization and operational stability. Brazilian
Journal of Chemical Engineering, v. 38, 2021. https://doi.org/10.1007/s43153-
021-00110-9.



https://doi.org/10.1007/s43153-021-00110-9
https://doi.org/10.1007/s43153-021-00110-9

81

HEIDTMANN, R. B., Duarte, S. H., Pereira, L. P., & Graga, A. R. C. (2012).
Caracterizagao cinética e termodinamica de -galactosidase de Kluyveromyces
marxianus CCT 7082 fracionada com sulfato de amonio Kinetics and
thermodynamic characterization of 3-galactosidase from. Brazilian Journal of
Food Technology, 15(1), 41-49.

HIDAKA, H., Hirayama, M., & Sumi, N. (1988). A Fructooligosaccharide-
producing Enzyme from Aspergillus niger ATCC 20611. Agricultural and
Biological Chemistry, 52(5), 1181-1187.

HONG, S. I, Ma, N. D. S., Choi, N., Baik, J. Y., Kim, C. T., Kim, Y., Chang, E.,
& Kim, I. H. (2014). Enrichment of DHA from tuna oil in a packed bed reactor via
lipase-catalyzed esterification. JAOCS, Journal of the American Oil
Chemists’ Society, 91(11), 1877-1884. https://doi.org/10.1007/s11746-014-
2536-9.

JUNG, K. H., Kim, M. J., Kim, Y. S., Seo, J. H,, & Park, C. S. (2011). Industrial
production of fructooligosaccharides by immobilized cells of Aureobasidium
pullulans in a packed bed reactor. Biotechnology Letters, 33(8), 1621-1624.
https://doi.org/10.1007/s10529-011-0614-4.

JUNIOR, A. C. B., & Cruz, A. J. G. (2012). Reatores Quimicos e Bioquimicos:
um texto introdutério. Sdo Carlos.

KAENPANAO, P., & Jaturapiree, P. (2016). Prebiotic fructooligosaccharide
production from yeast strain ML1. International Food Research Journal,
23(1), 425-428.

KAMIMURA, E. S., Monteiro, M. R., Zanin, G. M., & Fernandez-Lafuente, R.
(2009). Immobilization of fructosyltransferase from Pichia pastoris in blend of
alginate and gelatin. New Biotechnology, 25, S149.

KASHYAP, R., Palai, T., & Bhattacharya, P. K. (2015). Kinetics and model
development for enzymatic synthesis of fructo-oligosaccharides using
fructosyltransferase. Bioprocess and Biosystems Engineering, 38(12), 2417-
2426. https://doi.org/10.1007/s00449-015-1478-4.

KUHN, R. C., Palacio, L., Pradanos, P., Hernandez, A., & Filho, F. M. (2011).
Selection of membranes for purification of fructooligosaccharides. Desalination
and Water Treatment, 27(1-3), 18-24.
https://doi.org/10.5004/dwt.2011.2038Levenspiel, O. Engenharia das reagdes
guimicas. Sao Paulo: Edgard Bliicher Ltda., 2000.

LORENZONI, A. S. G., Aydos, L. F., Klein, M. P., Ayub, M. A. Z., Rodrigues, R.
C., & Hertz, P. F. (2015). Continuous production of fructooligosaccharides and
invert sugar by chitosan immobilized enzymes: Comparison between in fluidized
and packed bed reactors. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 111,
51-55. https://doi.org/10.1016/].molcatb.2014.11.002.



https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2014.11.002

82

MAGASSY, T. B., Fagundes, J. V. C., Araljo, A. S., & De Oliveira NETTO, A. P.
(2017). Utilizacéao da bucha vegetal de curcubitacea como material suporte em
reator anaerobio de leito fixo. In Brazilian Journal of Biosystems
Engineering v (Vol. 11, Issue 2).

MARQUES, R.B.O.; Yamanaka, H. Biossensores baseados no processo de
inibicdo enzimatica. Quimica Nova, v. 31, p. 1791-1799, 2008.

Marzzoco, Anitta; TORRES, Bayardo Baptista. Bioquimica basica. 2. ed. Rio
de Janeiro: Guanabara Koogan, 2015. 356 p. v. 1.

MATEOQ, C. et al. Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via
immobilization techniques. Enzyme and Microbial Technology, v. 40, n. 6, p.
1451-1463, 2007.

MATEOQ, C. et al. Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via
immobilization techniques. Enzyme and Microbial Technology, v. 40, n. 6, p.
1451-1463, 2007.

MATHLOUTH, M.; Reiser, P. Sucrose: Properties and Applications. Boston:
Springer,1995.

MCFARLAND, L. V, and Bemasconi, P. Saccharomyces boulardii: a review of
an innovative biotherapeutic agent. Microb Eco Health Dis. v.6: 157-171,1993.

MERENSTEIN, D. Salminem, S. World Gastroenterology Organisation
Practice Guideline — probi6ticos e prebiéticos, 2017.

MUTANDA, T. et al. Microbial enzymatic production and applications of short-
chain perspectives. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology, v.
41, p.893- 906, 2014

NOBRE, C. et al. Production of fructo-oligosaccharides by Aspergillus
ibericusand their chemical characterization.LWT -Food Science and
Technology, v. 89, p. 58-64, 2018

OLIVEIRA, L. G. de, & Mantovani, S. M. (2009). Transformacoes biologicas:
Contribuicoes e perspectivas. Quimica Nova, v.32, n.3, p.742-756.
https://doi.org/10.1590/S0100-40422009000300018

OTTONI, C. A. et al. Media Optimization for B-Fructofuranosidase production by
Aspergillus Oryzae. Brazilian Journal of Chemical Engineering, v. 29, n. 1, p.
49-59, 2012

OTTONI, C. A., Cuervo-fernandez, R., Piccoli, R. M., Moreira, R., Guilarte-
Maresma, B., da Silva, E. S., Rodrigues, M. F. A., & Maiorano, A. E. (2012).
Media optimization for B-fructofuranosidase production by Aspergillus Oryzae.
Brazilian Journal of Chemical Engineering, 29(1), 49-59.
https://doi.org/10.1590/S0104-66322012000100006


https://doi.org/10.1590/S0100-40422009000300018

83

PACHECO, Lais. Obtencéo e caracterizacao de uma matriz polimérica a
base de alginato com diferentes agentes reticulantes. 2016. Dissertacao
(Mestrado em engenharia de materiais) - UENF, [S. I.], 2016. Disponivel em:
https://uenf.br/posgraduacao/engenharia-de-materiais/wp-
content/uploads/sites/2/2013/07/Dissertacédo-Laissa-R-E-Pacheco.pdf. Acesso
em: 8 dez. 2022.

PASCHOALIM, S.A.C. Contribuic&o ao estudo da hidrdlise enzimética da
sacarose por células de Saccharomyces cerevisae (levedura de
panificacdo). Sdo Paulo, 1990. 67p. Dissertacdo (Mestrado em engenharia
quimica) - Escola Politécnica - Universidade de S&o Paulo.

PASSOS, L. M. L., & PARK, Y. K. (2003). Frutooligossacarideos: implicagbes na
saude humana e utilizacdo em alimentos. Ciéncia Rural, v.33, n.2, p.385-390.
https://doi.org/10.1590/s0103-84782003000200034

PERNA, R. F. et al. Microbial Fructosyltransferase: Production by Submerged
Fermentation and Evaluation of pH and Temperatura Effects
onTransfructosylation and Hydrolytic Enzymatic Activities. International Journal
of Engineering Research & Science, v. 4, n. 3, p. 43-50, 2018.

PRADO, Silvia et al. Enzimas: Uma senhora biomolécula. 1. ed. Parana:
UFPR, 2019. 82 p. v. 1.

PRATA, M. G. (2020). Implementacao de reator de leito fixo recheado com
biomassa microbiana encapsulada em alginato para a producéo de
frutooligossacarideos. Orientador: Prof. Dr. Rafael Firmani Perna. 2019. 103 p.
Dissertacao (Mestrado) - UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS, POCOS
DE CALDAS-MG, 2020.

Renuka, B., Kulkarni, S. G., Vijayanand, P, and Prapulla, S. G. (2009).
Fructooligosaccharide fortification of selected fruit juice beverages: Effect on the
quality characteristics. LWT - Food Sci Technol. V.42, n.5, p. 1031-1033.

RICO, A. (N.D.). Producéo enzimética de biodiesel etilico em reator de leito
fixo e regime de fluxo continuo utilizando células integras de Mucor
circinelloidesimobilizadas em espuma de poliuretano. Lorena/SP 2015.

Rodwell, V. W. et al. Harper's illustrated biochemistry. Nova lorque: McGraw-Hill
Education / Medical, 2015.

SIMON, P. M. Pharmaceutical oligosaccharides. DDT, v.1, n.12, p.522-528,
1996.

SKORONSKI, E., Fernandes, M., Junior, A. F., Soares, C. H. L., & Jodo, J. J.
(2014). Imobilizacao de lacase de aspergillus sp. em quitosana e sua aplicagao
na bioconversao de fendis em reatores de leito fixo. Quimica Nova, 37(2), 215-
220. https://doi.org/10.5935/0100-4042.20140037



https://doi.org/10.5935/0100-4042.20140037

84

TOSHIAKI, K. (1995) Fructooligosaccharides. In: Oligosacharides: Production,
Properties and Applications. Vol. 3, No. 2, ed. T. Nakakuki. Gordon and Breach
Science Publishers, Shizuoka, Japan, p.50-78.

VANKOVA, K. et al. Design and economics of industrial production off
fructooligosaccharides. Chemical Papers, v. 62, n. 4, p.375-381, 2008.

WALSH, C.; NATURE 2001, 409, 226; NELSON, D. L.; COX, M. M;
LEHNINGER: Principles of Biochemistry, 3rd ed., Worth Publishers: New York,
2000; Campbell, M. K.; Biochemistry, 2nd ed., Saunders College Publication,
1995.

WEISS, J.N. The Hill equation revisited: uses and misuses. FASEB Journal,
v.11, n. 11, p. 835-841, 1997.

WONG, C. M.; Wong, K. H.; Chen, X. D. Glucose oxidase: natural occurrence,
function, properties and industrial applications. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 78, n. 6, p. 927-938, 2008.

YOUNESI E, Ayseli MT. An integrated systems-based model for substantiation
of health claims in functional food development. Trends Food Sci Technol.
2015; 41(1): 95-100.

ZAMBELLLI, P.et al. An efficient continuous flow process for the synthesis of a
non-conventional mixture of fructooligosaccharides. Food Chemistry, [s.l.], v.
190, p.607-613, jan. 2016. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.06.002, acesso em 22 de mar. De
2020.



10
20
30

90

120
150
180

10
20
30

a0
120

1

50

180

10
20
30

90
12
15

0
0

180

0.3007
2411
2.308
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5.004
3175
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APENDICE A - TESTE TUKEY DE COPARACAO DE MEDIAS

Tabela A1 - p valor obtido com teste tukey para vazdo de 1ml.min-1,

10
1

211

2.007
3.002
4.733
2.874
4.028
6.092

20
0.7367
0.8453

01031
0.8821
2.643
0.7636
1918
3.982

30
0.7765
0.8762

0.9851
2.746
0.8666
2.021
4.085

60

0.3721
0.4888
0.9991
0.9981

1.731
0.1285
1.026
3.09

90
0.04362
0.06595
0.641
0.597
0.93638

1.879
0.7248
1.34

Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software PAST

Tabela A 2 - p valor obtido com teste tukey para vazao de 4 ml.min1.

10

1.209
0.7935
0425
0.653
0.6712
0.8961
0.2168

20
0.9997
0.9929

04136
1.634
0.3562
0.538
03131
0.9924

30
1
0.9995

1.221

0.1426
0.1243
0.1006
0.3788

60
0.9993
1
0.9562
0.9924

1.078
1.096
1.321
0.6418

90

1
0.9999
1

1
0.9967

0.01825
0.2432
0.4362

Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software PAST

120
0.4201
0.5425
0.9997
0.9993
1
0.9095

1.154
3.219

120

1
0.9999
1

1
0.9963

0.2249
0.4544

Tabela A 3 - p valor obtido com teste tukey para vazao de 7 ml.mint,

10
0.9989

1514
0.4574
1.775
2.141
1777
0.2667
0.03344

20
0.9999
0.9653

1.057
0.261
0.8272
0.2631
1.247
1.35

30

1

1
0.996

1318
1.684
132
0.1907
04929

60
0.9987
0.9223
1
0.9842

0.2661
0.00209
1509
1811

90

0.9877
0.8254
0.9999
0.9398

0.364
1.875
2177

Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software PAST

120
0.9987
0.9218
1

0.984
1

1

151
1.813

150

0.1154
0.1678
0.9001
0.8724
0.9976
0.9998
0.9948

0.6794

150
0.9999

0.9836

0.986

0.9

0.9658

0.3021

85

180
0.006331
0.009831
01773
01563
0.4533
0.9864
0.4033
0.8595

180

0.9981

0.9999

0.9999

180
0.9985

0.9608
0.9147

0.8141
0.9142



10
20
30

90

120
150
180

0.2158
0.5833
1.754
04583
1.434
0.07088
0.105
0.2941

Tabela A 4 - p valor obtido com teste tukey para vazao de 7 ml.min-!

10

0.3675
1.338
0.2425
1.218
0.2867
0.1108
0.07835

20
0.9999

1171
0.125
0.8509
0.6542
0.4734
0.2892

30

0.9265
0.9622
0.9923

1.296
0.32
1.825
1.649
1.46

b2y

= = | = | =

L9857

0.9759
0.5292
03534
01642

90

0.9743
0.9901
0.9991

0.9976

1.305

1329
1.14

Fonte: Elaborado pelo autor com auxilio do software PAST

120

0.9999

0.9115

0.9664

01739
0.365

150

0.9458

0.9834

0.1892

86

180

0.9716

0.9935



