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RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) séo oligbmeros de frutose, constituidos por unidades
de frutose ligadas a sacarose. Esses acuUcares apresentam propriedades nao
cariogénicas, anticancerigenas e contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal.
Os FOS podem ser produzidos a partir da reacéo de transfrutosilacdo da sacarose
catalisada por enzimas frutosiltransferases (FTase, E.C.2.4.1.9), extracelulares ou
presentes em células microbianas. A utilizacdo de células com atividade de
transfrutosilagcéo (At) tém se tornado uma alternativa promissora para a producao de
FOS, principalmente quando imobilizadas em suportes porosos uma vez que
constituem biocatalisadores heterogéneos com alta estabilidade. O desempenho
destes biocatalisadores depende das caracteristicas da célula, das condicbes de
reagdo e do suporte utilizado. Com isto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
imobilizacéo, por cultivo celular submerso, de células de Aspergillus oryzae IPT-301,
em Oxidos de aluminio e titdnio. A imobilizacdo das células microbianas nos 6xidos,
ocorreu em meio de cultura sintético, pH 5,5, 200 rpm e 30°C. Foram avaliados a
capacidade de crescimento das células em func¢éo do tempo de cultivo e da atividade
de transfrutosilacdo para ambos os suportes, além de ensaios de regeneracao e
reutilizacdo do suporte para a escolha daquele mais adequado para os demais
ensaios. Foram realizados ensaios de estabilidade frente ao pH, térmica, de
armazenamento e operacional em reator batelada e de leito fixo. Também, foi
determinada a influéncia da concentracédo de sacarose do meio reacional nos perfis
de atividade de transfrutosilagéo. A curva de crescimento microbiano mostrou que o
melhor tempo de cultivo celular ocorreu em 32 h de processo, para ambos 0s suportes.
O ensaio de regeneracdo dos 6xidos indicou que apenas a titania - TI140 pode ser
reutilizada no processo de cultivo celular, ja que ndo apresentou fraturas, nas diversas
etapas, que afetassem sua morfologia. O ensaio de estabilidade frente ao pH indicou
o pH 6timo de 5,5 com maior valor de atividade de transfrutosilacédo, de 1990,12 + 45,5
U g. A estabilidade de armazenamento mostrou que a atividade se manteve apenas
até o primeiro dia, vindo a cair progressivamente até o tempo de 60 dias. A
concentracdo de sacarose que obteve a maior atividade foi de 480 g L, no valor de
262,89 + 25,49 U g, e os parametros termodinamicos obtidos no ensaio de
estabilidade térmica, indicaram uma maior termoestabilidade para célula imobilizada
em comparacao com a célula in natura. Por ultimo, as células imobilizadas em titania
apresentaram atividade enzimatica estavel no reator batelada durante 20 ciclos de
reacao consecutivos de 1lh, e em reator de leito fixo durante 24 horas sob fluxo
continuo. Esses resultados evidenciam o potencial de aplicacdo de células de A.
oryzae IPT-301 imobilizadas em 6xido de titanio para producao de FOS, destacando
0 potencial de regeneracdo do suporte e a elevada estabilidade operacional do
biocatalisador.

Palavras-chave: imobilizacdo; 6xido de titanio; 6xido de aluminio; Aspergillus
oryzae IPT-301; fruto-oligossacarideos.



ABSTRACT

Fructo-oligosaccharides (FOS) are fructose oligomers consisting of fructose units
linked to sucrose. These sugars exhibit non-cariogenic, anticancer properties and
contribute to the balance of the intestinal microbiota. FOS can be produced from the
transfructosylation reaction of sucrose, catalyzed by fructosyltransferase enzymes
(FTase, E.C.2.4.1.9), which are extracellular or present in microbial cells. The use of
cells with transfructosylation activity (A1) has become a promising alternative for FOS
production, especially when immobilized in porous supports, as they form highly stable
heterogeneous biocatalysts. The performance of these biocatalysts depends on the
characteristics of the cell, the reaction conditions, and the support used. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the immobilization, via submerged cell culture,
of Aspergillus oryzae IPT-301 cells in aluminum and titanium oxides. The
immobilization of the microbial cells on the oxides occurred in a synthetic culture
medium at pH 5.5, 200 rpm, and 30°C. The cell growth capacity over time and
transfructosylation activity for both supports were evaluated, along with regeneration
and reuse tests of the support to determine the most suitable one for further
experiments. Stability tests were conducted for pH, thermal, storage, and operational
conditions in batch and fixed-bed reactors. Additionally, the influence of sucrose
concentration in the reaction medium on transfructosylation activity profiles was
determined. The microbial growth curve showed that the optimal cell culture time was
32 hours for both supports. The regeneration test for the oxides indicated that only
titania (T140) could be reused in the cell culture process, as it did not present fractures
during the various stages that could affect its morphology. The pH stability test
indicated an optimal pH of 5.5 with the highest transfructosylation activity value of
1990.12 + 45.5 U g1. The storage stability showed that the activity was maintained
only until the first day, progressively decreasing up to 60 days. The sucrose
concentration that yielded the highest activity was 480 g L1, with a value of 262.89 +
25.49 U gl. The thermodynamic parameters obtained in the thermal stability test
indicated greater thermostability for the immobilized cell compared to the free cell.
Finally, the cells immobilized on titania exhibited stable enzymatic activity in the batch
reactor for 20 consecutive 1-hour reaction cycles and in the fixed-bed reactor for 24
hours under continuous flow. These results highlight the potential application of A.
oryzae IPT-301 cells immobilized on titanium oxide for FOS production, emphasizing
the support's regeneration potential and the high operational stability of the biocatalyst.

Keywords: immobilization; titanium oxide; aluminum oxide; Aspergillus oryzae IPT-
301; fructo-oligosaccharides.
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1 INTRODUCAO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sao oligbmeros de frutose, prebidticos, de
baixo nivel cal6rico, ndo sao cariogénicos, além de poderem ser consumidos,
seguramente, por diabéticos (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Maiorano et al.,
2008; Nobre et al., 2018). Estes beneficios, acrescido a progressiva demanda por uma
alimentacdo mais saudavel, tém incentivado o consumo de FOS pelo mercado de
alimentos prebidticos (Castro et al., 2017; Zambelli et al., 2016).

Os FOS podem ser encontrados naturalmente em raizes de determinadas
plantas, como alho-poro, aspargos, chicéria, farelo de trigo e banana. Podem também
ser produzidos via rota enzimética, mediante reacdo de transfrutosilacdo das
moléculas de sacarose, utilizando enzimas de origem microbiana denominadas
frutosiltransferases (FTase; EC 2.4.1.9) (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia
et al., 2021; Nobre et al., 2018). As FTases sao sintetizadas especialmente pelos
fungos dos géneros Aureobasidium, Aspergillus, Penicillium e Xanthophyllomyces
(Antosova et al., 2008; Castro et al., 2017; Dias et al., 2022). Dentre as diversas
linhagens de fungos filamentosos avaliadas, especificamente o fungo Aspergillus
oryzae IPT-301 se destaca como fonte produtora de FTases com elevadas atividades
de transfrutosilacao (Cuervo-Fernandez et al., 2007).

Em 2023 o mercado de FOS foi avaliado em US$3,49 bilhdes, e foi reportada
uma previsao de aumento para US$5,67 bilhdes até 2028 (Mordor intelligence, 2020).
Em pesquisa feita por Fortes e Muniz (2009) constatou-se um consumo médio de FOS
de 2-12 g/dia na Holanda, 13,7 mg/kg/dia no Japéo e 7-12 g/dia na Espanha sendo
qgue, no Brasil, ndo se dispde destes dados. Estes valores e previsdes atraem a
atencdo da industria para a producéo deste agucar, porém, a utilizacdo de enzimas
soluveis traz consigo diversos problemas, como alto custo de producao e purificacdo
e perda de atividade decorrente as condigcbes do processo ou por inibicdo pelo
substrato ou produto (Souza et al., 2017).

Uma alternativa promissora para diminuir estas problematicas é a producéo de
FOS catalisada por biocatalisadores heterogéneos estaveis, 0s quais podem ser
obtidos mediante a imobilizacdo de células microbianas ricas em FTase. A utilizacao

de células biocataliticas resulta em vantagens como o aumento da resisténcia a
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temperaturas elevadas, a substancias quimicas agressivas e tensGes de
cisalhamento, possibilidade de reutilizacdo e a reducdo de processos de inibicao
(Castro et al., 2017).

O material de suporte para a imobilizacdo celular € um dos principais
parametros que afetam o desempenho destes biocatalisadores (Cabrera-Orozco et
al., 2016). Neste trabalho, seréo utilizados os 6xidos de aluminio e de titanio, visando
a regeneracao e reuso destes como suporte, e de obter leitos cataliticos que néo
sofram deformacéo quando utilizados em reatores de leito fixo. Vale ressaltar que,
ambos o0s suportes, sdo normalmente utilizados como base na estrutura de outros
catalisadores, sendo inédito seus usos como suportes de imobilizagdo de células. O
oxido de titAnio possui caracteristicas diferenciadas, como inércia quimica, baixa
toxicidade, abundancia, custo relativamente baixo e resisténcia a corroséo (LOPEZ-
MUNOZ et al., 2015). O 6xido de aluminio pode proporcionar diversas vantagens, tais
como elevada area especifica da fase ativa, porosidade apropriada para determinados
tipos de reac¢fes quimicas, e, muitas vezes, pode aumentar de maneira significativa a
atividade, seletividade e estabilidade enzimatica (Braga et al.,2009; Rotan et al., 2013;
Thorat; Dalvi, 2012).

Com base nisso, este trabalho visa estudar a sintese, caracterizacao
bioguimica e aplicacdo de novos biocatalisadores para a reacdo de conversdo da
sacarose em FOS, produzidos mediante a imobilizagdo de células de Arpergillus
oryzae IPT-301 em 6xidos de aluminio e titanio.
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2.1

15

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral a imobilizacdo de células

integras de Aspegillus oryzae IPT-301 durante o cultivo celular, em suportes

inorganicos de 6xido de aluminio e 6xido de titanio, sua caracterizacao bioquimica

e do seu desempenho em reatores batelada e de leito fixo (PBR), visando a

obtencdo de biocatalisadores heterogéneos estaveis para a producdo de fruto-

oligossacarideos (FOS).

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) avaliar o crescimento das células de Aspergillus oryzae IPT-301, em
particulas de Oxido de aluminio e éxido de titanio, durante o cultivo
celular em funcdo do tempo de cultivo e da atividade enzimatica
mediante avaliagdo das curvas de crescimento microbiano;

b) determinar as propriedades fisicas dos suportes inorganicos por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analise de area superficial
especifica (BET);

c) determinar a capacidade de regeneracdo dos suportes para reuso em
novos ciclos de cultivo celular;

d) avaliar o efeito da concentracdo de substrato do meio reacional nas
atividades de transfrutosilacdo dos biocatalisadores heterogéneos;

e) definir os parametros cinéticos para os biocatalisadores heterogéneos
por meio de ajustes dos dados experimentais a modelos de velocidades
de reacdo enzimaticos reportados na literatura;

f) determinar as estabilidades térmica, de armazenamento e frente ao pH
dos biocatalisadores heterogéneos;

g) avaliar o desempenho dos biocatalisadores heterogéneos em ciclos de
bateladas consecutivas, e suas estabilidades operacionais durante a

producéo de fruto-oligossacarideos (FOS);
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h) analisar a estabilidade operacional do sistema reacional em fluxo
continuo, por meio do monitoramento dos perfis de atividade de

transfrutosilacao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS (FOS)

Os oligofrutoses s&o oligdbmeros de D-frutose encontrados principalmente em
plantas, na forma de carboidratos de reserva, e pertencentes ao grupo de frutanos
(Hauly; Moscatto, 2002). Os frutanos possuem trés classificacdes: compostos
ramificados, que sdo polimeros com ligacgdes tipo B(2—6) e B(2—1); inulina, polimero
linear com ligacdes glicosidicas B(2—1); e levanas, polimeros, também lineares, com
ligacdes B(2—6) (Roberfroid, 1993).

Os fruto-oligossacarideos (FOS) séo oligbmeros de frutose, pertencentes ao
grupo de frutanos, constituidos por 1-kestose, nistose e 1-frutofuranosilnistose, onde
as unidades frutosil estéo ligadas na posi¢ao (2—1) na molécula de sacarose (Chen;
Liu, 1996; Romano et al.,, 2016). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica dos
principais FOS.

Figura 1 - Formula estrutural dos fruto-oligossacarideos:
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Fonte: Fortes; Muniz (2009, p. 245).
Legenda: (A) 1-kestose;

(B) nistose;

(C) 1-frutofuranosilnistose.

Os FOS séo sintetizados em mais de 36.000 espécies de plantas (Tabela 1),

que representam 10 familias (Hauly; Moscatto, 2002).



Tabela 1 - FOS (% massa fresca) em plantas e vegetais
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Plantas Parte Comestivel FOS (%)
Alcachofra Folhas centrais <1
Alcachofra Jerusalém Tubérculo 10-15
Alho Bulbo 3-6
Alho-por6 Bulbo 2-5
Banana Fruta 0,6 -0,7
Cebola Bulbo 2-6
Cevada Cereal 05-15
Centeio Cereal 05-1
Chicoéria Raiz 5-10
Trigo Cereal 1-4
Yacon Raiz 3-19

Fonte: Adaptado de Hauly; Moscatto (2002, p.107).

Além disso, podem ser produzidos por dois processos diferentes: hidrolise
enzimatica da inulina e pela reacdo enzimatica de transfrutosilacdo da sacarose. No
primeiro caso efetua-se hidrélise enzimética controlada de moléculas de inulina com
a enzima inulinase (Roberfroid, 1993). Ja a producdo de FOS via reacdo enzimatica
de transfrutosilacéo, € realizada a partir de enzimas, denominadas frutosiltransferases
(FTases), utilizando sacarose como substrato (Dias et al., 2022; Singh; Singh, 2010).

No ramo industrial, os FOS s&o sintetizados utilizando sacarose como substrato
por acdo da enzima frutosiltransferase (FTase E.C.2.4.1.9) com elevada atividade
transfrutosilante. A FTase pode ser advinda de células de varios microrganismos,
alguns deles indicados na Tabela 2, como Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans,
Aspergillus oryzae, Fusarium oxysporum e Aspergillus japonicus (Fortes; Muniz, 2009;

Goncalves et al., 2020).

Tabela 2 - Microrganismos produtores de FTase E.C.2.4.1.9
Microrganismos
Lactobacillus gasseri

Aspergillus japonicus

Aspergillus niger Paenibacillus macerans

Aspergillus oryzae Penicillium citrinum
Aspergillus sydowii Streptomyces viridochromogenes
Aureobasidium pullulans Talaromyces purpureogenus
Aureobasidium sp. Weissella confusa

Fonte: Adaptado de Brenda (2018).
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A definicdo de atividade de transfrutosilagdo pode divergir de um autor para

outro, sendo algumas delas dispostas na Tabela 3.

Tabela 3 - Defini¢cdo de atividade de transfrutosilacéo por diferentes autores

Autores Definicéo
(Chen; Liu, 1996), (Dorta et al., 2006),
(Hayashi et al., 1990), (Kurakake; Onoue; Quantidade de enzima que transfere 1
Komaki, 1996), e (Vega; Zuniga-Hansen, pmol de frutose por minuto
2011)

(Park; Oh; Yun, 2001) e (SAngeetha; Ramesh Quantidade de enzima que libera 1 pumol

Prapulla, 2005) de glicose por minuto
(L'Hocine et al. 2000) e (Vandakova et al., Quantidade de enzima que produz 1 pmol
2004) de 1-kestose por minuto

Quantidade de enzima capaz de produzir 1

pumol da mistura de FOS por minuto, sendo

(Ottoni et al., 2012) esta composta por 1-kestose, 1- nistose e
1-frutofuranosilnistose

Fonte: Dias (2020, p. 23).

Com base nessas definicdes, adotou-se, para este trabalho, a definicdo de
Dorta et al. (2006), visto que a mesma se trata da transferéncia da frutose.

O mecanismo de transfrutosilacdo consiste em uma reagédo que transfere o
grupo frutosil para uma molécula receptora, sendo esta molécula podendo ser tanto a
sacarose quanto o FOS, apds romper as ligagdes B (2—1) da molécula de sacarose,
produzindo moléculas de FOS com até 4 unidades de frutose (Equacédo 1), e como
subproduto, uma molécula de glicose (AntoSova; Polakovi¢, 2001; Ganaie et al., 2014;
Maiorano et al., 2008; Yun, 1996).

GE, + GEp, > GFpyq + GFp_y  1<nm<3 (1)

onde G e F se referem as moléculas de glicose e frutose, respectivamente, e 0s

indices n e m o nimero de unidades frutosil ligados a unidade glicosil. Quando estes



20

indices assumem valor um, temos a molécula de sacarose (GF) como reagente, e as
moléculas 1-kestose (GF2) e glicose como produtos. Ao tomarem os demais valores,
tém-se as moléculas de nistose (GF3) e 1-frutofuranosilnistose (GF4), como mostra a

Figura 2.

Figura 2 - Producao de FOS a partir da sacarose pela frutosiltransferase

Frutosiltransferase
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Frutosiltransferase
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Fonte: Adaptado de Macedo; Vimercati; Araujo (2020, p. 4).

A eficiéncia no processo de producao de FOS vai depender do microrganismo
selecionado para cultivo, e otimiza¢do do meio de cultura e das variaveis envolvidas.
Para o fungo A. oryzae IPT-301, o meio foi otimizado por Ottoni et al. (2012), e essas

condi¢cbes vém sendo utilizadas por diversos autores.

3.2 CELULAS COM ATIVIDADE DE TRANSFRUTOSILACAO

E possivel encontrar na literatura trabalhos sobre células microbianas com
atividade de transfrutosilacdo, assim como sua imobilizacdo visando a sintese do
FOS.

Rawat, Ganaie e Kango (2015) avaliaram a producéo de FTase intracelular a
partir de diversos fungos com diferentes concentragdes de substrato para a producao
de FOS, e obtiveram as maiores atividades para o Aspergillus niger GNCC 2613 (121
+ 2,36 U mL1), Aspergillus awamori MTCC 2879 (124 + 1,84 U mL-1), Aspergillus
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niger GNCC 2668 (83,1 + 0,69 U mL1) e Aspergillus ficuum MTCC 7591 (64,7 + 0,84
U mL71).

Nascimento et al. (2019) estudaram uma nova cepa, Aspergillus carbonario PC-
4, para a producao de células FTase, variando fontes de carbono e de nitrogénio de
baixo custo. Os resultados obtidos mostraram que a coroa do abacaxi foi a melhor
fonte de carbono utilizada, com atividade de 14,6 U mL* ap6s 5 dias de cultivo,
enguanto nitrato de amonio e proteina de soja foram as melhores fontes de nitrogénio
para a producédo de FTase, com 24,0 U mL* e 24,9 U mL, respectivamente, de
atividade.

Ribeiro et al. (2023) também imobilizaram células de A. oryzae IPT-301 por
reticulacdo com glutaraldeido, e obtiveram melhores resultados para a imobilizacao
realizada nas condicfes de 200 rpm e 45 min. O biocatalisador foi inserido em reator
de leito fixo (PBR) e os maiores valores de atividade foram encontrados nas condi¢des
de 50°C, vazdo entre 3 mL* e 5 mL e concentracdes de sacarose entre 473 gLt e
500 g L1. Além disso, chegaram a uma atividade constante durante 12 h de reacéo
no PBR em fluxo continuo, de aproximadamente 75 U g*. Imobilizando o mesmo
fungo com glutaraldeido, Garcia et al. (2021), ap6s 12 ciclos de operacao em batelada,
obtiveram, para a célula imobilizada, 88,9 % da atividade de transfrutosilag&o inicial,
apresentando uma maior estabilidade em comparacdo com as células livres, que

mantiveram apenas 50,3 % para 0 mesmo ensaio.

3.3 IMOBILIZACAO DE CELULAS

A utilizacdo de microrganismos em sua forma livre pode apresentar diversos
problemas como o alto custo de sua producédo e purificacdo, baixa estabilidade
operacional, impossibilidade de reutilizagéo, entre outros fatores (Gongalves et al.,
2020; Souza et al., 2017). A imobilizag&o consiste no confinamento fisico das células
em um espaco definido, onde suas atividades cataliticas s&o mantidas em processos
de atuacdo continua ou descontinua, propiciando sua reutilizagdo (Covizzi et al.,
2007). Com isso, o processo de imobilizag&o de células tém sido uma alternativa para
producdes, que utilizam microrganismos, em escala industrial, como mostra a Tabela
4.
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Tabela 4 - Algumas aplicac6es de células imobilizadas e seus respectivos autores

Célulade Utilizacao Autor

Aspergillus niger Producéo de acidos organicos Papagianni, 2007

Producéo de insulina
Escherichia coli recombinante, bioetanol e outras Lee, 1996
proteinas terapéuticas

Producéo de acido lactico e

Lacrobacillus spp produtos derivados da John; Nampoothiri; Pandey, 2006
fermentacéo lactica

Biodegradacéo de poluentes e

. . Timmis, 2002
biorremediacéo

Pseudomonas putida

Saccharomyces cerevisiae Producéo de etanol Basso; Basso; Rocha, 2011

Producéo de etanol a partir de

Zymomonas mobilis .
glicose e frutose

Rogers; Jeon; Lee; Lawford, 2007

Fonte: Autor (2024).

Uma maior densidade de células microbianas no suporte promove a sintese de
metabdlitos e melhora a eficiéncia da fermentacéo, além de facilitar a recuperacéo
dos produtos metabdlicos de interesse (Covizzi et al., 2007).

Existem diversos métodos e suportes de imobilizacdo, e a escolha correta
dessas variaveis interferem na eficiéncia do processo. Dentre os métodos de
imobilizacdo celular os mais utilizados sao: ligacdo a superficie, auto agregacao e
aprisionamento em matrizes porosas (Kourkoutas et al., 2004; Queissada; Silva,

2020). Alguns métodos de imobilizacao celular estdo esquematizados na Figura 3:
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Figura 3 - Esquematizacdo de métodos de imobilizacao celular

Aprisionamento em

Ligacao a superficie Auto agregagao matrizes porosas

Adsorgdo a
¢ . Floculagdo natural Aprisionamento em
uma superficie (auto agregagdo) matriz porosa

ZENZZRN 72N 72N G 2
fatadadad N34

Ligagdo eletrostética Floculagdo artificial
a uma superficie (ligagBes cruzadas)

@®®®
Ligagdo covalente
auma superficie

Fonte: Adaptado de Kourkoutas et al. (2004, p. 379).

Na imobilizacao por ligacédo a superficie, tem-se a adeséao celular ao suporte de
imobilizacao, facilitada por meio de ligacfes ibnicas ou covalentes entre as células e
o material utilizado (Kourkoutas et al., 2004). E uma técnica relativamente facil de se
realizar, podendo ser efetuada naturalmente ou induzida artificialmente a partir de
agentes de ligacdo, como por exemplo, o glutaraldeido e o aminosilano (Rocha, 2020).

A técnica de autoagregacédo envolve a habilidade das células de se unirem para
formar uma estrutura maior ou a tendéncia de células em suspenséao de se agruparem
rapidamente em aglomerados e sedimentarem, sem depender da presenca de um
suporte (Kourkoutas et al., 2004).

Por fim, o método de aprisionamento em matrizes porosas envolve a insercao
de células em uma estrutura porosa, onde sua movimentacdo é restringida pela
presenca de outras células ou pela formacdo do material poroso diretamente na
cultura celular. Pode-se utilizar uma grande variedade de materiais macro ou
Microporosos, como ceramica, vidro sinterizado e carvao ativado, além de polimeros
naturais como colageno, agar e alginato, e polimeros sintéticos, como acrilamida,
poliuretano e polivinil. Logo, a eficacia da imobilizagdo depende do tipo de célula e do
material empregado como suporte (Kourkoutas et al., 2004; Rocha, 2020).

A imobilizac&o de células tem sido cada vez mais estudada e aprimorada, visto

seus efeitos ao processo, como 0 aumento da viabilidade e da atividade - mesmo
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armazenadas por certo periodo de tempo, melhora na resisténcia ao meio, caso haja,
por exemplo, algum composto toxico ao microrganismo, além da diminui¢do de custos
na sua utilizacdo em escala industrial, visto que a maior parte da producéo,
principalmente alimenticia, fazem uso de enzimas como catalisadores.

O suporte € o principal contribuinte para o excelente desempenho da
imobilizagéo, e estes podem ser classificados como materiais organicos e inorganicos.
Geralmente, os critérios fundamentais para um material ser classificado como um
suporte adequado incluem: alta area superficial, permeabilidade, estabilidade quimica
e mecanica sob as condi¢cdes de operacdo, capacidade de regeneracdo, custo,
morfologia e composi¢do, natureza hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque
microbiano, e uma alta densidade de grupos reativos em sua superficie, entre outros
fatores (Souza et al., 2017). Pensando nisto, os materiais escolhidos para a execugao
deste projeto foram os suportes inorganicos, 6xido de aluminio e 6xido de titanio.

Faria et al. (2020) realizaram a imobilizac&o da célula extracelular de Arpergillus
oryzae IPT-301 em silica-gel, e chegaram aos maiores valores de atividade de
transfrutosilacdo as condicfes reacionais de pH igual 5,5, e temperaturas entre 45 e
60 °C. Os ensaios também indicaram uma maior estabilidade térmica e frente ao pH
das células imobilizadas comparada com a soltvel, além da sua capacidade de reuso

em 6 ciclos reacionais em batelada consecutivos.

3.4  OXIDO DE ALUMINIO (Al203)

O oxido de aluminio, conhecido como alumina, € um composto com a férmula
molecular Al2O3 e é encontrado em diversas formas cristalinas. Sua principal fonte na
natureza é o minério de bauxita, do qual a alumina é extraida através do processo
Bayer, utilizado para refinar o aluminio (Sartori, 2015).

A alumina € um material ceramico que possui caracteristicas distintas, como
baixa toxicidade, inércia quimica, abundancia e, consequentemente, custo
relativamente baixo. Além disso, tem uma alta temperatura de fuséo, o que influencia
na temperatura de sinterizagdo, resultando em uma boa resisténcia mecénica e

estabilidade dos materiais produzidos.
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Por razbes como essas, a alumina se destacou e foi escolhida entre muitos
outros materiais para estudar a viabilidade de seu uso como matéria-prima na

producdo de suportes porosos para imobilizacdo enzimatica.

3.5 OXIDO DE TITANIO (TiOz)

O oxido de titéanio, conhecido também como titania, € um material abundante
na Terra e pode ser encontrado em trés fases polimorficas distintas: rutilo, anatase e
brookita, com estruturas tetragonal e ortorrombica (FUJISHIMA, ZHANG; TRYK,
2008). O rutilo, sendo o0 mais comum e estavel entre elas, sera utilizado neste estudo,
embora a anatase também possa ser empregada, uma vez que se transforma
irreversivelmente em rutilo. Segundo Viana (2011), essa transformacao ocorre durante
a queima a temperaturas a partir de 800 C, entretanto, ha divergéncias na literatura
sobre esse ponto.

Dados experimentais variam de 350°C a 1175°C para a mudanca de fase,
conforme estudado por Saleiro (2010), enquanto Pinheiro (2012) relata que
geralmente é aceito que a mudanga ocorre a 850°C. Apesar das diferentes
interpretacdes, neste trabalho, a temperatura de sinterizacdo sera consideravelmente
maior, esta de 1500 °C, o que confirma que a titania das pecas porosas produzidas
esta na fase rutilo.

Além disso, o Oxido de titanio foi escolhido devido ao seu destaque em
pesquisas sobre ceramicas avancadas e suas caracteristicas favoraveis para a
conformacao de pecas porosas, como a alta temperatura de fusdo, que influencia na

temperatura de sinterizacéo, resultando em boa resisténcia e estabilidade.

3.6 BIORREATORES PARA A PRODUCAO DE FOS

A producéo de FOS pode ser realizada em reatores em batelada ou em reatores
continuos, incluindo os de leito fixo (PBR) ou de leito fluidizado (FBR) (Lorenzoni et
al., 2015; Zambelli et al., 2016).

Geralmente, reatores em batelada sdo empregados em escala reduzida,
experimentacédo de novos processos, producéo de produtos de alto valor agregado e

em processos que nao sao facilmente adaptaveis para operagdes continuas. Esses
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reatores tém a capacidade de alcancar altas conversdes em reacgdes, apesar de terem
custos operacionais elevados e poderem apresentar variagdo nos produtos entre os
lotes. Em muitos reatores batelada, a conversdo do reagente em produto aumenta a
medida que o reagente permanece no reator por mais tempo, até que o equilibrio da
reacdo seja alcancado ou até que o reagente seja totalmente consumido. (Fogler,
2014).

Nobre et al. (2018) utilizaram um fermentador de bancada autoclavavel de 2 L
para producdo de FOS a partir de uma nova cepa isolada do fungo Aspergillus
ibericus. Apés 38 h de processo, obteve-se uma producédo de FOS de 0,64 g g* de
sacarose inicial, com um teor de 118 g L"! de FOS e pureza de 56%.

N&o foram encontrados na literatura estudos que reportem a producao de FOS
em batelada, utilizando o fungo Aspergillus oryzae IPT-301.

Os reatores de leito fixo (PBR) sdo compostos por uma pilha imével de
particulas dentro de uma coluna, pela qual uma solugcdo de reagente é bombeada.
Esses reatores sado preferidos em comparagdo com outros tipos de reatores devido a
sua tecnologia mais simples, ao alto volume do leito, a facilidade de operacéo e a
capacidade de escalonamento (Lorenzoni et al., 2015). Além disso, de acordo com
Santana et al. (2018), o uso de reatores continuos de leito fixo (PBR) oferece outras
vantagens em comparacao com os de batelada, como a facilidade de separacao entre
0 biocatalisador e o substrato, a possibilidade de operar por longos periodos e um
bom controle dos parametros de reacao.

Jung et al. (2011) realizaram um estudo sobre a producao de FOS utilizando
Aureobasidium pullulans imobilizado em alginato de calcio em um reator de leito
empacotado, e chegaram a uma produtividade de 180 g de FOS L ht. Além disso,
relataram que foi possivel manter a atividade inicial por mais de 100 dias, sem
necessidade de recarregar as células imobilizadas.

O estudo realizado por Lorenzoni et al. (2015) comparou a producdo de FOS
em reatores de leito fixo (PBR) e leito fluidizado (FBR). Os resultados indicaram que,
sob as mesmas condi¢des operacionais, a producdo de FOS no PBR foi maior do que
no FBR. Concluiu-se que, devido ao PBR transferir maiores quantidades de unidades
de frutosil em comparagcéo com o FBR, esse modelo € mais eficiente para a producao
continua de FOS e possui potencial para escalonamento.

Dias et al. (2022) avaliaram o desempenho de células de Aspergillus oryzae

IPT-301 em reator PBR para a sintese de FOS, e obtiveram o maior valor de atividade
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de transfrutosilacdo, esta de 660 U g, nas condicdes reacionais de 50 °C, com fluxo
volumétrico de 15 mL mint, com 25 min de reacdo utilizando uma concentracéo de
sacarose de 470 g L. Verificou-se, também, que as células apresentaram atividade
constante durante 12 h de funcionamento do PBR em fluxo continuo, com vazéo de 5

mL min-t,
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada neste trabalho consistiu em trés etapas: (i) Preparacéo
dos biocatalisadores heterogéneos a partir da imobilizacdo de células de Aspergillus
oryzae IPT-301 em oOxidos de aluminio e titanio; (ii) caracterizacdo bioquimicas dos
biocatalisadores e (iii) ensaios de estabilidade operacional dos biocatalisadores em
reatores batelada e de leito fixo.

4.1 SINTESE DOS BIOCATALISADORES HETEROGENEOS

A Figura (4) apresenta a estrutura dos ensaios realizados nesse projeto, que
incluem as etapas (i), (i) e (iii).

Figura 4 - Esquematizacao das etapas da metodologia

Etapa (i)

Preparacao dos biocatalisadores heterogéneos

Construcao da curva de crescimento para cada

um dos suportes porosos Aplicagao do biocatalisador em reator batelada
durante 20 ciclos consecutivos

Ensaio de regeneracgao e reutilizacao, e selegao
do suporte para continuar com os demais Determinagéo da
ensaios atividade
enzimatica e
quantificagao dos
acucares do meio

Caracterizagio fisica - MEV e BET reacional

Ensaios de caracterizacao das propriedades
bioquimicas

Aplicagdo do biocatalisador em reator de leito
fixo (PBR) durante 24 h de reagao

Fonte: Autora (2024).

4.1.1 Preparo do material de suporte

Para a imobilizagdo das células microbianas, os suportes utilizados foram o
Oxido de aluminio (Al203) e 6xido de titanio (TiOz2), que foram produzidos e cedidos
pelo Laboratério das Engenharias da Universidade Federal de Alfenas, Pocos de
Caldas/MG.
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Os suportes porosos de Alumina foram obtidos a partir da técnica de réplica,
descrita em pesquisa desenvolvida por Faria (2019). Foram utilizadas esponjas de
poliuretano com porosidade de 30ppi (ppi = poros por polegada) para producédo da
sua estrutura. Apos a obtencado dos suportes a verde (antes do tratamento térmico),
estes foram tratados termicamente até a temperatura de 1600 °C. A Figura 5 mostra
as pecas de alumina, identificada como AL30, antes e pds o tratamento térmico.

F|ura 5 - Suportes POrosos de alumlna AL30

Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) AL30 antes do tratamento térmico;
B) AL30 apos o tratamento térmico.

A producédo do oxido de titanio foi realizada de maneira similar da alumina, a
partir da técnica de réplica, descrita por Faria (2019). Adicionalmente, as pecas de
titdnia foram produzidas utilizando dois moldes com porosidades diferentes. Apos a
producdo da peca a verde, estas foram submetidas ao tratamento térmico, até
1500°C. As pecas foram produzidas com duas porosidades, sendo elas de 30ppi
(maior tamanho de poros), identificadas como pecas TI130 e de 40 ppi (menor tamanho
de poros), que sao as pecas TI40, tendo como molde esponjas de poliuretano com 1
cm de aresta. A porosidade foi baseada na esponja de poliuretano, em decorréncia
de seus resultados promissores encontrados utilizando-a como suporte de
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imobilizac&o celular. A Figura 6 mostra as pecas de titania antes e pos o tratamento

térmico.

Figura 6 - Suportes porosos de titania
Ay T

Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) TI30 e TI40 antes do tratamento térmico;
B) TI30 apds o tratamento térmico.

4.1.2 Preparo do in6culo: microrganismo e condi¢gdes de cultivo

A fim de produzir células contendo a enzima FTase, foi utilizada a cepa do fungo
Aspergillus oryzae IPT-301, fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial do
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (LBI/IPT-SP). Os
esporos liofilizados do microrganismo foram ressuspensos em 10 mL de &agua
destilada estéril e aliquotas de 70 pL foram inoculadas em meio sélido, preparado em
placa de Petri, contendo (em %, m v1): 4gar batata dextrose (KASVI®) 2,0, glicerina
(Isofar®) 2,5, extrato de levedura (Synth®) 0,5 e glicose (Dinamica®) 2,5. Apos
incubacédo por 7 dias a 30 °C em incubadora refrigerada do tipo B.O.D. (Tecnal®,
modelo TE-371), os esporos produzidos foram coletados, por meio de raspagem,
utilizando al¢a de Drigalski, em 10 mL de solug&o constituida por NaCl (Dinamica®)
0,95 % (m v!) e Tween-80 (Dinamica®) 0,1 % (v v'1), em bancada de fluxo laminar
vertical (Pachane®, modelo PCR). A suspenséo obtida foi homogeneizada com

solucéo de glicerina (Isolar®) 20,0 % (m v1), cujo volume foi variavel, de modo a
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ajustar a concentracdo de esporos para, aproximadamente, 1 x 107 esporos mL™,
quantificado com auxilio de uma camara de Neubauer (Newoptics®), seguido de
armazenamento sob refrigeracdo a -6 °C (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia
et al., 2021; Gongalves et al., 2020).

4.1.3 Preparo do meio de cultivo

Para o cultivo do microrganismo e producdo das células microbianas com
atividade biocatalitica, preparou-se meio de cultivo sintético (pH 5,5) constituido por
(em % m v1): sacarose (Synth®) 15,0, extrato de levedura (Synth®) 0,5; NaNO3
(Dindmica®) 0,5; KH2PO4 (Synth®) 0,2; MgS04.7H20 (Dinamica®) 0,05; MnCl2.4H20
(Synth®) 0,03 e FeS04.7H20 (Synth®) 0,001. Este meio de cultura foi distribuido em
frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio em cada juntamente
com 3 pecas dos suportes porosos de alumina ou de titania, sendo autoclavados a
120 °C e 1 atm durante 20 min (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al.,
2021; Ottoni et al., 2012).

4.2 CONSTRUCAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

ApoGs a esterilizacdo do meio de cultivo e depois de seu resfriamento a
temperatura ambiente, inoculou-se 500 pL de suspensao, esta contendo cerca de 1 x
107 esporos m L1, em cada Erlenmeyer, dentro de uma banca de fluxo laminar vertical
(Pachane®, modelo PCR). O cultivo celular submerso foi conduzido durante 48 horas
em agitador orbital (Tecnal®, modelo TE-4200) a 30 °C e 200 rpm, com coleta de
amostras em intervalos de tempo pré-determinados (Figura 7).
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Figura 7 - Erlenmeyers contendo os biocatalisadores

Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) biocatalisador de AL30;
B) biocatalisador de TI40.

O meio de cultura, juntamente com o biocatalisador, foi filtrado a vacuo em funil
de Buchner em papel do tipo Whatman n°1. As células microbianas imobilizadas,
retidas no papel (torta), foram lavadas abundantemente com agua destilada e levadas
para ensaio de atividade. A concentragao efetiva de células imobilizadas nos suportes
porosos (geeiula gsuporte*) foi obtida por meio da razéo entre as massas celular seca e

de suporte contido no meio de cultivo (Equagéao 2):

C = Ycélula (2)

Isuporte

onde g .14 € @ Massa seca, obtida apds os ensaios de atividade enzimética mediante
secagem das células imobilizadas em estufa por 5 h a 60 °C, € gg,porte € @ massa do

suporte, representada pela massa inicial das pecas porosas antes do cultivo. Os
valores meédios de concentracdo celular com seus respectivos desvios padrdo foram
plotados, juntamente com os valores de atividade enzimatica, em funcao do tempo de
cultivo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

O meio de cultura que foi coletado, pelo método de filtracdo a vacuo, teve seus
respectivos valores de pH medidos, com um pHmetro digital (Tecnal®, Modelo TEC-
7). Os valores médios de pH com seus devidos desvios padrdao foram plotados em

funcdo do tempo de cultivo.
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4.3 ENSAIO DE REGENERACAO E REUTILIZACAO DO SUPORTE

Para o ensaio de regeneracao, fez-se um tratamento térmico com todos os 3
tipos de pecas (alumina, titdnia T140 e titAnia T130) contendo biomassa, utilizando uma
mufla (Fornitec®, modelo F2 - DM). Apos Varios ensaios, o processo foi otimizado,

sendo a mufla programada para a temperatura de 550 °C durante 1 h e 30min.

Figura 8 - Pecas porosas apoés o tratamento térmico nas condi¢cfes de 550 °C por 1
h e 30 min
By

.‘

Fonte: Autora (2024).

Legenda: A) alumina AL30;
B) titania T130;
C) titania T140.

Apos retirada dos suportes da estufa, os mesmos foram lavados com alcool
etilico PA, seguido de lavagem com agua destilada. Os suportes foram secos em
estufa durante 24 h a 60 °C. Em seguida, foram utilizados novamente para um novo
cultivo celular e imobilizacao de células, sendo, apds término do cultivo, submetidos a
reagcdo enzimatica para determinagdo de sua atividade de transfrutosilacdo. Os
ensaios foram realizados em triplicata e 0 processo se repetiu duas vezes, ou seja, 0S
suportes passaram por este tratamento térmico e reutilizacdo por duas vezes
consecutivas. A partir desses dados e dos resultados obtidos nas curvas de
crescimento microbiano, foi realizada uma andlise para escolha de apenas um dos

suportes porosos para continuar com 0s experimentos posteriores.
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4.4 CARACTERIZACAO FiSICA DOS BIOCATALISADORES

Os suportes porosos de oxido de aluminio e o6xido de titanio foram
caracterizados mediante as técnicas MEV, para determinac¢do da sua morfologia, e
BET, para caracterizagcdo de sua area superficial.

Para a analise MEV, foi utilizado um microscopio eletrénico (Zeiss EVO MA-10,
Alemanha), com tensao de aceleracao de 20 kV e distancias de 10 mm e 21 mm. As
amostras do material de suporte foram depositadas sobre uma fita de carbono em um
porta-amostras (stub) e recobertas por uma fina pelicula de liga de ouro-palédio por
meio do processo de sputtering, com o0 uso de um mini Sputter Coater modelo
POLARON EMITECH SC7620. As analises foram realizadas pelo Laboratorio de
Biotecnologia Industrial do IPT-SP. Para esta andlise, apenas a titania TI140 foi
analisada.

Ja a andlise BET foi realizada no Laboratério de Materiais da Universidade
Federal de Alfenas, campus Pocos de Caldas - MG. A Fisissor¢cdo de Nitrogénio
(B.E.T), foi feito no equipamento Micromeritcs ASAP 2020 na temperatura de 77 K. A
densidade foi medida através da picnometria a Hélio em ensaios de quintuplicata,
através do equipamento Micromeritcs AccuPyc 1330 com taxa de equilibrio de gas 5,0

x 1073 psig min™.

4.5 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

Os ensaios realizados para a caracterizacdo bioquimica incluem: ensaios de
estabilidade frente ao pH, de armazenamento, térmica e de concentracdo de
substrato. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para o ensaio de estabilidade frente ao pH, as células imobilizadas foram
armazenadas em solugdo tampéo tris acetato 0,2 mol L sob pH variavel (4,5 até 6,5,
com uma variagao de 0,5), na auséncia de substrato, por 24 h sob refrigeracao de 4
°C. Ao término da incubacéo suas atividades de transfrutosilacdo foram determinadas
sob condi¢bes experimentais padréo.

Os ensaios de estabilidade de armazenamento foram realizados com as células
imobilizadas ao decorrer de 1 (24 h), 3, 5, 10, 20, 30 e 60 dias de armazenamento. O

biocatalisador heterogéneo foi armazenado em solucao tampéo tris acetato 0,2 mol L-
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!, pH 5,5, na auséncia de substrato, sob refrigeracdo a 4 °C, e suas atividades de
transfrutosilacdo foram determinadas, apos retirada nos tempos pré-determinados,
sob condicfes experimentais estabelecidas.

Foi analisado a influéncia da concentracdo de substrato, a partir dos perfis de
atividade enzimética para a célula imobilizada, que foram determinados a 50 °C em
meio reacional composto por 1,2 mL de tampé&o tris acetato 0,2 mol Lt e 3,7 mL de
solucéo de sacarose comercial em diferentes concentra¢gdes: 100, 200, 300, 400, 480,
500, 600, 700 e 800 g L. Ao meio reacional foram adicionadas 3 unidades da peca
porosa com célula imobilizada e entdo a atividade enzimatica foi determinada sob
condigbes experimentais estabelecidas. Os parametros cinéticos (V;,,4x, Ko s € n) foram
estimados a partir de analises de regressao nao linear mediante ajuste do modelo de
Hill, apresentado pela Equacéo 3, aos dados experimentais de atividade enzimética.

Vmax [S]"
V= —maxll 3
[ST™ (Ko,5)™ (3)

onde n representa o coeficiente de Hill, V é a taxa de reacdo em U g2, Ky5 € a
concentracdo de substrato em g L%, onde a velocidade de reacdo é metade da
velocidade méaxima, [S] é a concentracédo de substrato em g L e V,,,4, € a velocidade
maxima de reacdo em U g (Weiss, 1997).

Por fim, para o ensaio de estabilidade térmica, as células in natura e
imobilizadas foram incubadas em tampéo tris-acetato 0,2 mol L, pH 5,5, na auséncia
de substrato, para uma faixa de temperaturas de 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C em
intervalos de tempos distintos (2h, 4h, 8h, 16h e 36 h), em banho termostatizado. As
amostras foram retiradas, resfriadas a temperatura ambiente e as atividades
enzimaticas de transfrutosilacao foram obtidas sob condi¢des padréo.

A estimativa da constante de desativacédo térmica k, ( min?) foi realizada por
meio do ajuste do modelo de Sadana e Henley (1987), de acordo com a Equacéo 4,
aos dados de atividade residual em fung&o do tempo de incubacéo (Araujo et al., 2022;
Perna et al., 2017; Silva et al., 2021).

L=01- a)e ® 4+ o (4)
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onde ’:—T € a atividade residual (adimensional), A € a atividade de transfrutosilacdo
0

para um determinado tempo de incubacgdo a uma determinada temperatura (U g1), 4,
é a atividade de transfrutosilacdo decorrente da enzima-suporte ao final da
imobilizacdo e antes da incubacdo (U g?),a um dos parametros do modelo de
desnaturacao térmica enzimatica de Sadana e Henley (1987) que representa a razao
entre as atividades especificas do estado final e inicial, e t o tempo de reac¢édo (min).
A partir dos valores encontrados de kj, foi possivel determinar a energia de
ativacdo de desnaturacdo térmica, Ep (kJ mol?), para as células in natura e

imobilizadas, realizando a linearizacdo da Equacéo de Arrhenius (Equacéo 5).

Ep

kp = Are rr (5)

O tempo de meia-vida, (t1, em min), as variacdes de entalpia de ativagédo de
2

desnaturacdo térmica (AH, , em kJ mol?l), Energias de Gibbs de ativacdo de
desnaturacao (AG,, em kJ mol?) e variagcdes de entropia de ativacdo de desnaturagao
térmica (AS,, em kJ mol! K1) foram calculados utilizando as Equacdes (6) — (9),
respectivamente, onde h é a constante de Plank (11,04 x 10-%¢ J min), k,, € a constante
de Boltzmann (1,38 x 1022 J K1), R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J
mol* K1) e T refere-se aos valores experimentais de temperatura (K) (Faria et al, 2020;
Sagqid et al., 2010; Souza et al., 2015).

In2
t% = E (6)
kph
AGp = (—RT) In (kl;—T) (8)
AS, = AHp— AGp )

4.6 ENSAIOS DE ESTABILIDADE OPERACIONAL

Para o ensaio de estabilidade operacional em reator batelada, a biomassa

catalitica imobilizada, cerca de 3 unidades, foi adicionada em meio reacional contendo
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3,7 mL de solugéo de sacarose comercial na concentragédo definida no ensaio da
influéncia da concentracéo de substrato, e 1,2 mL de tampdo tris-acetato 0,2 mol L2,
pH 5,5. A reacdo enzimatica foi determinada sob condi¢cdes padrédo. Ao término de
cada ciclo batelada, correspondente a 1 h de reacéo, o biocatalisador heterogéneo foi
removido do meio reacional e, entdo, reintroduzido em um novo e similar meio
reacional. O processo se repetiu até 20 ciclos batelada, a 50 °C e 190 rpm. As
atividades enzimaticas da biomassa imobilizada foram avaliadas considerando o
namero de ciclos reacionais.

Para a aplicagéo do biocatalisador em reator de leito fixo, a reagdo enzimética
foi conduzida em reator cilindrico de boro silicato com suporte nas bases para fixacao
das particulas do biocatalisador heterogéneo (biomassa catalitica imobilizada). O
reator foi carregado com 3 particulas do biocatalisador (Figura 9) e a temperatura da
reacdo de 50°C foi controlada utilizando banho termostatizado, que permitiu a
recirculacdo de agua por meio de jaqueta de vidro, que envolve o reator. Uma bomba
peristaltica foi anexada ao sistema e utilizada para transportar o substrato/reagente
através do reator, com vazdo de 1 mL min 1. O reagente era constituido de uma
solucdo de sacarose 48% (m v!) e tampdo tris-acetato 0,2 mol L, pH 5,5. Na saida
do reator, as amostras foram coletadas em intervalos de tempo pré-definidos (5, 10,
20, 30, 120, 240, 480, e 1440 min) para a quantificacdo de frutose transfrutosilada
produzida em regime de fluxo continuo durante 24 h e posterior obtencdo das
atividades de transfrutosilacdo. Apés a reacao, o biocatalisador foi mantido em estufa
a 60 °C durante 5 h, até estabilizacdo da sua massa, para determinacdo de massa
seca. Os ensaios foram feitos em triplicata, e as condigdes do reator (temperatura,
vazéao e concentracado de substrato) foram selecionadas segundo estudos de Dias et
al. (2022) e Ribeiro et al. (2023), que avaliaram as melhores condigbes para
funcionamento do reator.

Vale ressaltar que houve formacéo de caminhos preferenciais visiveis no leito
catalitico, como mostra a Figura 9. Isso se dé& pela conformacao e tamanho das pecas
no PBR, visto que as mesmas possuem 1 cm de arestas, e o leito 1,2 cm, além de
nao serem flexiveis, o que impossibilita, assim, organizar as pecas de maneira que
preencha todo o leito. As esferas de vidro foram adicionadas ao meio a fim de evitar

arraste do biocatalisador durante o ensaio.
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Figura 9 - Imagem do leito catalitico do reator PBR recheado com 3 particulas
cubicas dos biocatalisadores

Fonte: Autora (2024).

4.7  METODOS ANALITICOS
4.7.1 Determinacdo da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas de transfrutosilagdo foram determinadas conforme
procedimento descrito por Cunha et al. (2019), Garcia et al. (2021) e Gongalves et al.
(2020). Para isso, 3 suportes porosos contendo biomassa imobilizada foram
incubados com 3,7 mL de solucdo de sacarose 48% (m v?) e 1,2 mL de tampdo tris-
acetato 0,2 mol L1, pH 5,5. A reacédo foi conduzida em banho Dubnoff (Lab-Line®,
modelo 3540) a 50 °C, 190 rpm por 60 min e interrompida pela imersdo do meio
reacional em agua fervente por 10 min, seguido por resfriamento em banho de agua
e gelo por 5 min para inativacdo enzimatica. Em seguida, o meio reacional foi filtrado
a vacuo e a concentracdo de acgucares redutores (AR) e glicose (G) foram
quantificadas. A atividade de transfrutosilagéo (Ar) foi calculada pela Equacéo (10).

A, = _frVe (10)

tR Mseca
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onde Fr é a concentracdo molar de frutose transfrutosilada (em pumol L), Vr é 0
volume do meio reacional (em L), tr 0 tempo de reag&o (em min) € Mseca @ Massa seca
efetiva de células microbianas imobilizadas nos suportes porosos de Oxidos de
aluminio e titanio (em g).

Uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilacéo pode ser definida como a
quantidade de enzima que transfere um micromol (1 y mol) de frutose (Fr) por minuto,
sob condi¢cdes experimentais estabelecidas (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022;
Dorta et al., 2006; Garcia et al., 2021; Gongalves et al., 2020).

4.7.2 Quantificacdo dos acucares do meio reacional

Para quantificacdo das concentracdes de glicose (G) e de acucares redutores
(AR), serao utilizados os métodos colorimétricos GOD/PAP® (kit enzimatico glicose-
oxidase) e DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico) (Miller, 1959), respectivamente. As
concentracdes de frutose liberada (F) e frutose transfrutosilada (transferida) (Ft) no
meio reacional foram determinadas pelas Equacdes (11) e (12) (Chen; Liu, 1996;
Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al., 2021; Goncalves et al., 2020).

[F] =[AR] - [G] (11)
[Fr] = [G] — [F] (12)
4.7.2.1 Determinacédo da concentracdo de acglcares redutores

Para a quantificacdo da concentracao de acucares redutores (AR), presentes
no meio reacional, utilizou-se o0 método 3,5-dinitrosalicilico (DNS) adaptado de Miller
(1959), conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragao (2013). A solucao DNS
(Reagente A) foi preparada pela dissolugdo de 10,0 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
(C7HaN207) (Dinamica®) em 200,0 mL de solucdo 2 mol L de hidréxido de sédio
(NaOH) (Dindmica®). Paralelamente, foi preparada 500 mL de uma solu¢do aquosa
(Reagente B) constituida por 600 g L' de tartarato duplo de sédio e potassio
(KNaC4H406.4H20) (Dinamica®). Apos a dissolucéo, ambas as solucdes (A e B) foram

misturadas e o volume final da mistura aferido para 1,0 L em baldo volumétrico.
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A quantificagdo dos ARs foi realizada pela adicdo, em tubo de ensaio, de 0,5
mL da amostra oriunda da reagdo enzimatica, em 0,5 mL da solugédo final de DNS
(Reagentes A + B) sob agitacdo vigorosa. A reacéo foi conduzida em banho maria a
100 °C por 10 min e interrompida por resfriamento em banho de agua e gelo por 5
min, seguido pela adi¢do de 4,0 mL de agua destilada. Posteriormente, aliquotas do
meio reacional foram analisadas com auxilio de espectrofotdmetro (Bel®, modelo UV-
M51) a 540 nm, visando obter as absorbancias e, consequentemente, determinar as
concentracdes dos ARs mediante auxilio da curva de calibracéo obtida para o método
DNS. Para a obtencdo do branco, o mesmo procedimento analitico foi realizado,
porém, substituindo a amostra, proveniente da reacao enzimatica de transfrutosilacao,

por agua destilada.

4.7.2.2 Determinacéo da concentracao de glicose

Para a quantificacdo da concentracdo de glicose (G), presente no meio
reacional, utilizou-se o método GOD-PAP® (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022;
Ganaie et al., 2014; Garcia et al., 2021; Goncalves et al., 2020; Vega; Zuniga-Hansen,
2011). O método consiste em um kit enziméatico contendo glicose oxidase (GOD),
peroxidase (POD), 4-aminofenazona (4-AF), tampao fosfato pH 7,0 e 4-
hidroxibenzoato. A oxidacdo da glicose pela glicose oxidase produz peréxido de
hidrogénio, oxidado por meio da peroxidase que, em conjunto com o0 4-AF e o0 4-
hidroxibenzoato, produzem colorag¢édo rosacea ou vermelha (Bobbio, F.; Bobbio, P.,
2005; Wong, C.; Wong, K.; Chen, 2008). O kit enzimético utilizado no presente
trabalho foi da marca Laborlab®.

A quantificacdo da glicose no meio reacional foi realizada pela adi¢cdo, em
eppendorfs, de 10 yL da amostra, oriunda da reagao enzimatica, em 1 mL de solugéo
reagente (kit enzimatico). A reacao foi conduzida em banho Dubnoff (Bunker®, modelo
NI 1232) a 37 °C por 5 min. A coloragao final foi analisada com auxilio de
espectrofotdmetro (Bel®, modelo UV-M51) a 505 nm, obtendo assim, as absorbancias
e, consecutivamente, calculada as concentragdes de glicose, utilizando o “fator f”
obtido a partir da amostra padréo fornecida pelo fabricante. Para a obtencdo do

branco, o mesmo procedimento analitico foi realizado, porém, sem adicdo da amostra.
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4.7.3 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata e o tratamento dos dados
experimentais foram submetidos ao teste de Tukey pela metodologia ANOVA, a um
nivel de significancia de 5%. O teste de Tukey avaliou a diferenca significativa entre

os dados experimentais, verificando-os um a um.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CRESIMENTO MICROBIANO E MONITORAMENTO DO pH DO
MEIO DE CULTURA

A curva de crescimento do fungo Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizado em
oxido de aluminio e a atividade de transfrutosilacdo em funcdo do tempo estdo

representados na Figura 10:

Figura 10 - Concentracdo de células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte
poroso de 6xido de aluminio AL30 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), e atividade de
transfrutosilacdo em funcdo do tempo de cultivo celular
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Uma curva de crescimento microbiano indica o crescimento de um determinado
microrganismo inserido a um meio rico em nutrientes apropriados para 0 mesmo.
Durante esse processo, 0S microrganismos percorrem quatro fases de crescimento:
fase lag, fase log (logaritmica), fase estacionaria e fase de declinio ou de morte (Black,
J.; Black, L., 2021).

A partir da analise da Figura 10, observou-se a fase lag do inicio até o tempo
de 24h. A partir de entdo, tem-se a fase de crescimento exponencial (fase log), até o
final do processo em 48 h, que tem ocorréncia apds as células se ajustarem ao
ambiente, onde a maxima concentracdo de ceélulas imobilizadas, para este mesmo

tempo, foi de 0,14 + 0,001 gesiula gsuporte™*. Na fase lag de uma curva de crescimento, o
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organismo ndo aumenta significativamente em nimero, mas ha metabolismo ativo
(Black, J.; Black, L., 2021). Apés a fase de adaptacdo (fase lag), as células se
multiplicam rapidamente, resultando em um aumento exponencial na massa celular e
na densidade populacional ao longo do tempo. Esse crescimento € equilibrado, com
todos os componentes da célula crescendo na mesma taxa (Shuler; Kargi, 2002).

Apesar dos pontos de 16 h, 24 h, e 32 h serem estatisticamente iguais, pode-
se notar que ndo houve ocorréncia da fase estacionaria do crescimento celular, visto
gue apos esses tempos, tém-se que ha um aumento da concentragcdo nos pontos
subsequentes, sendo seu pico no ultimo ponto da curva, este de 48 h. Com isso, pode-
se afirmar que ndo é possivel identificar na curva a fase de morte celular, visto que
nao ha queda na concentracao de células durante todo o processo. A fase estacionaria
indica a diminuicéo da velocidade de crescimento, onde o numero de novos individuos
€ 0 mesmo ao numero de individuos que morrem. Isto pode ocorrer, devida a
quantidade de nutrientes disponiveis tornar-se insuficiente para a populacao
microbiana presente ao meio. Ja a fase de morte celular indica que a quantidade de
organismos que morrem € superior aos do que surgem (Alterthum, 2020).

Com relagdo a atividade de transfrutosilagdo, observa-se seu aumento
gradativo até alcangar o maior valor, que foi de 480,75 + 6,23 U g para o tempo de
cultivo celular de 32 h. Apés esse tempo, as atividades comecam a cair
gradativamente.

Também foi monitorado o pH do caldo de cultivo durante todo o processo, como
mostra a Figura 11, que se inicia com o valor de 5,5 antes das coletas, e se mantém
praticamente constante até o tempo de 40 h, apresentando um leve aumento no ultimo
ponto do experimento (6,12 + 0,01). Este aumento na basicidade do meio pode estar
relacionado as pecas porosas de alumina, visto que, em alguns pontos, a mesma se

desfez e liberou residuos no meio liquido de cultivo.
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Figura 11 - Progresséao do pH do meio de cultura de células de A. oryzae IPT-301,
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Fonte: Autora (2024).

Os suportes porosos de 6xido de titanio, utilizados para a producdo da curva

de crescimento microbiano, possuiam duas porosidades diferentes. Com isso, duas

curvas foram produzidas para o mesmo suporte, variando apenas a sua porosidade,

em funcéo do tempo de cultivo.

A Figura 12 apresenta o perfil da curva de crescimento para o suporte de titania

TI30 (A), para a titania T140 (B), e suas atividades de transfrutosilacdo em funcéao do

tempo de cultivo.
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Figura 12 - Concentragdo de células de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em suporte
de oxido de titanio (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), e suas atividades de
transfrutosilacdo em funcéo do tempo de cultivo
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) TI30;
B) T140.

Na Figura 12 — (A), para o T130, observa-se a fase lag do inicio do processo até
o tempo de 16 h, seguido pela fase de crescimento exponencial até o final do ensaio,
no tempo de 48 h. Com isso, a maxima concentragdo de células imobilizadas no
suporte TI30 foi de 0,25 + 0,02 geelula Gsuporte X, NO tempo de 48 h. N&o é possivel
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identificar as fases estacionaria e de morte celular. Para a atividade de
transfrutosilacdo, assim como ocorre com a AL30, h4 um aumento de atividade até o
tempo de 32 h, onde este foi 0 maior valor observado, de 308,85 + 7,88 U g1, seguido
pela diminuicdo do mesmo até o ultimo tempo do cultivo.

Na Figura 12 — (B), para a peca de T140, tém-se a fase lag do inicio até o tempo
de 24 h, seguido pela fase de crescimento exponencial no ponto de 32 h. A partir
desse tempo, até o ultimo ponto da curva, observa-se a fase estacionaria, visto que
0s pontos nao possuem diferenca significativa, verificado pelo teste te Tukey (5%). A
méaxima concentracdo alcang¢ada foi no tempo de 40 h. com valor de 0,23 + 0,06 gcélula
gsuporte >. ASSim como nas analises das curvas de crescimento anteriores, para a T140
também nao é possivel observar as fases lag e de morte celular.

O fato de nao ser possivel identificar a fase lag para todos os suportes, pode
ser justificado pelo fato do novo meio onde o microrganismo foi inserido, apresentar
mais nutrientes que o seu meio original. Sendo assim, o cultivo de microrganismos em
meio mais rico que o original leva, na maior parte das vezes, a uma reducao ou
extincdo da fase lag (Black, J.; Black, L., 2021). Ja para a fase de morte celular,
considera-se que o tempo de 48 h de cultivo celular submerso n&o seja suficiente para
sua identificacao.

Castro et al. (2017) imobilizaram células de A. pullulans em materiais sintéticos
e encontraram concentracdes maiores, cerca de 2,16 + 0,09 gcelula Jsuporte™, para 0s
suportes de espuma de poliuretano reticulada, 1a de vidro e fibra de poliéster. Para a
espuma de poliuretano reticulada, obtiveram a quantidade maxima de FOS de 108,17
+8,83gL™

Mussato et al. (2009) encontraram para a imobilizacéo do Aspergillus japonicus,
em materiais sintéticos, valores de concentracao de células imobilizadas iguais a 1,13,
0,48 e 1,25 gcelula gsuporte™* para esponja de aco inoxidavel, espuma de poliuretano e
fibra vegetal, respectivamente. Para estes valores, o tempo de cultivo foi de 48 h.
Relataram, também, que para ambos o0s suportes, o tempo que alcangcou maiores
concentracdes de FOS foi de 24 h, onde a fibra vegetal produziu 116,3 g L%, a esponja
de aco inoxidavel 111,8 g L'! e a esponja de poliuretano 110,3 g L.

Com relacdo ao pH do meio de cultivo, apresentado na Figura 13 (A) e (B), a
titdnia T130 apresentou um leve aumento de pH, sendo o maior deles de 6,11 + 0,005
no tempo de 24 h. Assim como encontrado no suporte de alumina, o pH alcangou uma

basicidade em alguns pontos, visto que ambos 0s suportes apresentaram resquicios
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de suas pecas no meio de cultivo, em funcéo de fraturas durante o processo. Para a
titania T140, o pH do meio se manteve praticamente constante, alcangcando um pico
de acidez no ponto de 32 h (4,58 £ 0,13), ponto este que apresentou o maior valor de
atividade de transfrutosilacdo e também marca o fim da fase log para a curva em
questdo. Ao fim da fase log e inicio da fase estacionaria, tém se a producdo de

metabdlitos secundarios, que podem causar um aumento de pH do meio.

Figura 13 - Progressao do pH do meio de cultura de células de A. oryzae IPT-301,
imobilizadas em suporte de 6xido de titanio (1,0 x 1,0 x 1,0 cm) em
funcdo do tempo de cultivo celular
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) TI30;
B) TI40.

Barbosa (2022) produziram uma curva de crescimento microbiano com células
de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja de poliuretano, e, ao verificar o pH
durante o cultivo, chegaram a resultado parecido com o encontrado para a T140, onde
o menor valor chegou préximo a 5,0. Isso pode ser relacionado a liberacdo de
aminodacidos pelo microrganismo ao digerir os nutrientes de seu interesse do meio de
cultivo.

As pecas porosas de titania TI30 apresentaram resultados analogos as pecas
de alumina, visto que estas foram produzidas a partir do mesmo molde, ou seja,
possuem porosidades iguais (30 ppi).

A Tabela 5 apresenta os principais resultados das curvas de crescimento e de

atividade de transfrutosilagéo, para ambos os suportes, a fim de comparacéao.
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Tabela 5 - Principais e maiores valores encontrados para as curvas de crescimento
de AL30, TI30 e TI140

Parametro AL30 TI30 T140

Atividade de

o 480,75em 32 h 308,85em 32 h 242,93 em 32 h
transfrutosilagéo (U g?)

Concentracéo de célula
) o 0,14 em 48h 0,25em 48 h 0,23em 40 h
imobilizada (gcelula gsuporte_l)

Fonte: Autora (2024).

Realizando um comparativo com as Figuras 10 e 12 (A) e (B) e analisando a
Tabela 5, nota-se que em todos o0s casos, 0s maiores valores de atividade de
transfrutosilacdo foram no tempo de 32 h. Apesar das maiores concentracdes de
célula serem a partir de 40 h, ap06s esse tempo ha uma queda gradativa nas
atividades, em ambos os suportes. Com isso, o tempo 6timo de cultivo celular para as
pecas porosas e, 0 que sera utilizado para todos os cultivos dos proximos ensaios, foi
de 32 h.

5.2 ENSAIOS DE REGENERACAO E REUTILIZACAO DO SUPORTE

Apbs o tratamento térmico de regeneracao dos suportes de alumina e titania,
foi possivel perceber que todos obtiveram uma condi¢cdo mais delicada e quebradica.
Ao se produzir um novo cultivo com essas pecas, apenas a titania T140 nao se desfez
durante o processo. Com isso, se confirmou que os estudos para 0s demais ensaios
seriam apenas com a titania TI140, visto sua resisténcia a fratura.

Este novo cultivo com a titania TI40, apresentou 0s seguintes valores de
atividade de transfrutosilacédo (Tabela 6). Apos este cultivo, as mesmas pecas foram
submetidas a outro tratamento térmico, com as condi¢fes ideais de queima, e
novamente os suportes foram utilizados para outro cultivo celular, repetindo este

processo até a 32 regeneracao e reutilizacao.
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Tabela 6 - Resultados obtidos das reutilizagbes da titania T140

Parametro 12 Reutilizagéo 22 Reutilizagéo 3?2 Reutilizagao
Atividade de transfrutosilacéo 371,58 + 48,04 325,94 + 77,13 37,16 +£ 12,34
Ug?
Concentracédo de células 0,13+ 0,01 0,09 £ 0,03 0,1+0,04

(gcélulas gsupone_l)
Fonte: Autora (2024).

A partir da andlise da Tabela 6 pode-se observar que, tanto a atividade de
transfrutosilacdo quanto a concentracdo de células imobilizadas, para a primeira e
segunda reutilizacéo, obteve-se valores muito proximos, o que evidencia a eficacia na
reutilizacdo do suporte poroso em pelo menos dois ciclos de cultivo apds total
eliminacdo da matéria organica. Nota-se, porém, que a cada tratamento térmico nos
suportes, estes vao se tornando mais frageis e quebradicos, além da queda de
atividade a partir da terceira reutilizacdo. Este resultado é um grande diferencial no
reaproveitamento de suportes para a imobilizacdo de células, o qual é um
procedimento oneroso e inclusive impossivel em suportes organicos, e nao tem sido

reportado para producéo enzimatica de FOS.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICA DOS BIOCATALISADORES

Foi realizada a caracterizacao fisica de imagem do microrganismo imobilizado
no suporte de titania T140 apos 32 h de cultivo. A Figura 14 (A) mostra o suporte antes
da imobilizacéo, onde é possivel visualizar seus poros de maneira clara. Na Figura 14
(B) e (C) tém-se o suporte utilizado pela primeira vez e o suporte regenerado e
reutilizado, respectivamente, com célula imobilizada apds 32 h de cultivo, indicando
que ambos possibilitaram o crescimento celular em seus poros. E possivel perceber

gue a imobilizacdo néo alterou a textura do corpo poroso.
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Figura 14 - Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Imagens
ampliadas em 500x
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) T140 antes da imobilizacao;
B) T140 contendo biomassa;
C) T140 ap6s a regeneracdo e reutilizacdo, contendo biomassa.

Os resultados da analise de Fisissorgcdo de Nitrogénio para 0s suportes,
dispostos na Tabela 7, mostraram que ambos 0s suportes ndo apresentam diferencas

significativas na sua area superficial, volume de poros e tamanho de poros.

Tabela 7 - Resultados obtidos na analise BET

Parametro AL30 T130 T140
Area superficial (m2 g'%) 0,7022 0,4814 0,2041
Volume de poro (cm? g?) 5,15x 104 1,83 x 10 0,3x10*%
Tamanho de poro (A) 20,965 21,146 20,677

Fonte: Autora (2024).
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5.4 CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS E DE
ESTABILIDADE

O efeito do pH de armazenamento na atividade de transfrutosilagédo de células
de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em suporte poroso T140 é mostrado na Figura 15.

Figura 15 - Estabilidade frente pH de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em
suporte poroso T140 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm)
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Fonte: Autora (2024).

Observou-se que as células imobilizadas em titdnia apresentaram maiores
valores de atividade de transfrutosilacdo para uma faixa de pH contida entre 5,0 e 6,0,
0 que esta de acordo com os valores reportados na literatura, para este fungo. O valor
de maxima atividade, 1990,12 + 45,5 U g1, foi identificado no pH 5,5.

Garcia et al. (2021) investigaram a FTase micelial in natura de Aspergillus
oryzae IPT-301, e avaliaram a atividade de transfrutosilacdo, apdés armazenamento
por 24 h, na auséncia de substrato, em uma faixa de pH de 3,0 a 8,0. Constataram
qgue o biocatalisador reticulado com glutaraldeido, demonstrou estabilidade em pHs
entre 45 e 7,5. Gongalvez et al. (2020), utilizando o mesmo microrganismo,
examinaram sua estabilidade encapsulada em esferas de alginato, demonstrando que

ele permaneceu estavel em pHs entre 5,5 e 7,5.
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A Figura 16 apresenta o perfil de estabilidade de armazenamento das células
imobilizadas em T140, no periodo de 70 dias, em pH 5,5.

Figura 16 - Perfis de estabilidade de armazenamento das células de A. oryzae IPT-
301 imobilizadas em suporte porosoTI40 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm)
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Fonte: Autora (2024).

Pode-se notar que para os tempos de 0 e 1 dia, as atividades de
transfrutosilacdo permanecem, estatisticamente, iguais, com valores de 195,25 + 15,3
Ug'e 182,84 + 9,5 U g, respectivamente. Entretanto, o valor de atividade do dia 1
para o dia 3 (85,99 + 11,9 U g?) teve uma queda, de 53 %, se mantendo constante
até o dia 30, e caindo novamente no ultimo dia. Houve uma retencéo de 17 % na
atividade inicial até o ultimo ponto, este de 70 dias. Faria et al. (2020) realizaram o
ensaio de armazenamento durante 5 dias, e obtiveram que a FTase imobilizada em
PHB e em GLU-PHB reteve uma atividade de 14,36% + 1,14% e 44,07% = 8,48%,
respectivamente. Segundo Silva et al. (2021), a FTase solavel advinda de A. oryzae
IPT-301 retém 45,9 % da sua atividade inicial, em apenas 9 h de armazenamento.
Com isso, confirma-se que com a imobilizacdo da célula em 6xido de titanio, ha uma
maior estabilidade de armazenamento.

A influéncia da concentracdo de sacarose do meio reacional na atividade de
transfrutosilacédo de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em TI40 esta disposto
na Figura 17.
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Figura 17 - Influéncia da concentracéo de substrato nas atividades de
transfrutosilacédo de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em
suporte poroso TI140 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm)
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Fonte: Autora (2024).

Verificou-se que o maior valor de atividade de transfrutosilacao (262,89 + 25,49)
foi obtido para a concentragéo de sacarose igual a 480 g L. Em semelhanca, tém-se
que Garcia et al. (2021) encontraram, para células de Aspergillus oryzae IPT-301
reticulada em glutaraldeido, maior atividade de transfrutosilacdo na concentracéo de
377,5 g L', e maior razdo At/An para a concentracéo de 480,2 g L. Gongalves et al.
(2020), utilizando a célula reticulada e encapsulada, chegou em maiores valores de
atividade para a concentracdo de 400 g L. Araujo et al. (2022) encontraram, para
FTase tanto apenas imobilizada em PHB (polihidroxibutirato) quanto imobilizada em
PHB e reticulada com glutaraldeido, maiores valores de atividade de transfrutosilacéo
em concentracdes de substrato entre 400 e 500 g L.

Apés as células microbianas alcancarem seu pico de atividade enzimatica,
observou-se uma leve diminuicdo da atividade. Esses resultados podem sugerir a
presenca de inibicdo devido a saturacao dos sitios ativos do complexo enzimatico pelo
substrato e/ou pelo produto, ou uma possivel limitacdo de acesso do substrato aos
sitios ativos das FTases aderidas as células microbianas (Antosova, Polakovic, 2001;
Ashfaque et al., 2015; Gongalves et al., 2020).
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Alvarado-Huallanco e Maugeri (2011) sintetizaram fruto-oligossacarideos
utiizando a FTase de Rhodotorula sp. Seus estudos concluiram que, para
concentracbes de sacarose acima de 70% do meio reacional (em g L?), ocorre efeitos
de inibicdo pelo substrato. De maneira semelhante, observou-se que a imobilizacao
da FTase em oOxido de titanio resultou em reducéo da atividade de transfrutosilacéo a
partir da concentracdo de 600 g L.

A Figura 18 mostra o perfil de cinética enzimatica ajustado de acordo com o
Modelo de Hill, sendo este o0 que mais se adequou aos dados, onde o coeficiente de

determinacéo de erro (R?) foi de 0,993, como mostra a Tabela 8.

Figura 18 - Dados sobre a atividade de transfrutosilacao e seu ajuste ao modelo de
Hill para células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em suporte poroso
TI140 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm)
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Fonte: Autora (2024).

Tabela 8 - Parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Hill para células de A.
oryzae IPT-301 imobilizadas em suporte poroso TI140
(continua)
Parametros Células imobilizadas em TI140

Vmax (U g9 548,44 + 235,23




55

Tabela 9 - Parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Hill para células de A.
oryzae IPT-301 imobilizadas em suporte poroso T140
(concluséo)

Parametros Células imobilizadas em T140
kos (g LY 543,56 + 197,2
n 1,98 +0,19
R? 0,993

Fonte: Autora (2024).

Ao se avaliar os resultados aos modelos cinéticos classicos reportados na
literatura, apenas o Modelo de Hill se ajustou com os dados experimentais. Entretanto,
para isso, foi necessario que o ajuste se realizasse até a concentracdo de 500 g L™,
visto que, a partir desse ponto, os valores de atividade caem drasticamente,
impedindo a adequacdo do ensaio em qualqguer modelo cinético. Outros autores
também relataram o modelo cinético de Hill para seus dados, como Cunha et al.
(2019), para a FTase micelial, Faria et al. (2020), com células imobilizadas em silica
gel, e Araujo et al. (2022), com imobilizacdo em PHB e PHB reticulado com
glutaraldeido.

A velocidade maxima de reacdo (Vmax) representa a maxima velocidade de
reacao alcancada pelo sistema em uma concentracdo saturante de substrato. Indica
a capacidade maxima da enzima de convertes substrato em produto. O valor de Vmax
obtido neste trabalho foi de 548,44 + 235,23 U g. O coeficiente de Hill (n) descreve
a cooperatividade da ligacdo do substrato a enzima. Um valor de n maior que 1 indica
cooperacao positiva, enquanto um valor menor que 1 indica cooperacdao negativa.
Logo, é possivel afirmar que ha cooperacao positiva, visto que se obteve um valor de
1,98 £ 0,19 para o coeficiente de Hill. A constante de dissociacdo aparente (ko)
refere-se a concentracdo de substrato necesséria para atingir metade da velocidade
méaxima de reagdo. Quanto menor o valor desse parametro, maior a afinidade da
enzima pelo substrato. O valor encontrado para kos foi maior que os valores
reportados pelos autores citados acima, e a Tabela 9 apresenta o comparativo entre

todos os parametros.
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Tabela 10 - Parametros cinéticos obtidos pelo modelo de Hill para células de A.
oryzae IPT-301 por alguns autores da literatura

Cunhaetal. Fariaetal. Araujo et al.
Parametros Este trabalho
(2019) (2020) (2022)*
Vmax (U g1) 548,44 342,23 1,45 8,023 e 10,35
kos (g LY) 543,56 234,73 204,2 221,14 e 205,9
n 1,98 1,41 10,4 6,38 € 6,39
R? 0,993 0,926 0,993 0,94 € 0,98

Fonte: Autora (2024).
Nota: Valores para célula apenas imobilizada em PHB e imobilizada em BHB e reticulada com
glutaraldeido, respectivamente.

A Figura 19 mostra o perfil de inativacdo da FTase imobilizada em T140.

Figura 19 - Perfil de desativacao térmica de células de A. oryzae IPT-301 incubadas
durante 36 h sob diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 °C e 60°C)
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) células imobilizadas em TI40;
B) célula in natura.

A partir da Figura 19 (A) e (B), obteve-se os valores da constante de
desativacdo térmica (ko) para cada temperatura, podendo assim, realizar a
linearizacdo pela Equacdo de Arrhenius (Figura 20) para obtencdo da energia de
ativacado de desnaturacao térmica (Ep) do biocatalizador e da FTase in natura.
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Figura 20 - Linearizagdo da Equacéo de Arrhenius [In (ko) versus (T1)] para
determinacéo da energia de desnaturacao térmica (Ep) das células de

A. oryzae IPT-301
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: A) células imobilizadas em TI140;
B) células in natura.

A energia de ativacdo de desnaturacdo térmica para a célula imobilizada foi
obtida pela Equacéo (13), onde o ajuste indicado pela Figura 20 (A) apresentou um

valor de R? igual a 0,95.

Inkp = 28,464 —0,1044 (13)

Para a FTase in natura, a energia de ativacdo de desnaturacdo térmica foi
obtida pela Equacéo (14), onde o ajuste indicado pela Figura 20 (B) apresentou um

valor de R? igual a 0,87.
Inkp = 2,5465 —0,0193 - (14)
A Tabela 10 apresenta os valores calculados dos parametros termodinamicos,

a partir dos ajustes dispostos na Figura 20 (A) e (B), para a célula imobilizada (IM) e

in natura:



58

Tabela 11 - Parametros termodinamicos para as células imobilizadas em éxido de
titdnio e in natura

Temperatura (°C)

Parametros FTase
30 40 50 60
] IM 0,77 0,36 0,46 0,93
R .
in natura 0,57 0,75 0,34 0,48
IM 3,29 x 103 4,97 x 103 22,6 x 10 63,3 x 103
ko (min1) ;
in natura 20 x 103 28,7 x 103 34,9 x 103 35,2 x 103
IM 210,68 139,47 30,69 10,96
T2 (Min) . t
in natura 34,66 24,15 19,82 19,69
1 IM 86,79
Eo (kJ mol) in natura 16,05
IM 84,28 84,19 84,11 84,03
AHb (kJ mol) .
in natura 13,52 13,44 13,36 13,28
IM 23,57 23,36 20,12 17,98
AGp (kJ mol?t) ;
in natura 13,53 13,44 13,36 13,28
IM 0,2 0,19 0,2 0,2
ASp (kJ molt K1) .
In natura -0,018 -0,017 -0,017 -0,019

Fonte: Autora (2024).

A partir dos dados termodinamicos, observa-se que para a célula imobilizada o
maior tempo de meia vida (t12) foi de 210,68 min, na temperatura de 30 °C, e que este
parametro diminui conforme se aumenta a temperatura de incubagdo. O mesmo
ocorre com a FTase in natura, porém, o seu maior tempo de meia vida foi de 34,66
min, que corresponde a 83,55 % a menos do tempo encontrado para a célula
imobilizada, na mesma temperatura. Em consonancia, Araujo et al. (2022) também
relataram que a célula soltvel apresentou valores muito menores de tempo de meia-
vida comparada com a célula imobilizada e imobilizada e reticulada com glutaraldeido,
sendo estes de 122,46, 224,31 e 317,95 min, respectivamente, para a temperatura de
30 °C. O tempo de meia-vida (t12) pode ser definido como o tempo que €é preciso para
gue a atividade enzimatica diminua para metade da sua atividade inicial a uma dada
temperatura. Altos valores de meia-vida indicam que a enzima pode resistir a essa
temperatura por um periodo maior (Aradjo et al., 2022; Silva et al., 2021; Saqib et al.,
2010). Podemos verificar que, quanto menor o valor da constante de desnaturacao

térmica (kp), maior é o tempo de meia-vida, logo, maior a estabilidade da enzima.
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A energia de desativacdo térmica, ou, energia de ativacdo da desnaturacao
térmica (Ep), é a quantidade minima de energia que deve ser fornecida para que uma
enzima passe do seu estado estavel para um estado intermediario instavel e,
possivelmente, para o estado desnaturado. O processo de desnaturacao térmica leva
a perda da estrutura tridimensional da enzima, o que impacta sua atividade catalitica
(Saqib et al., 2010). Os resultados obtidos no experimento mostram que a energia de
ativacédo da desnaturacéo térmica da célula imobilizada (86,79 kJ mol?) é 5,4 vezes
maior que da célula in natura (16,05 kJ mol?), o que indica que a imobilizagédo da
FTase aumentou sua estabilidade térmica.

A variacéo de entalpia de ativagdo de desnaturacao (AHp) representa a energia
térmica absorvida ou liberada durante uma reacao quimica ou processo fisico mantido
a pressao constante. Em termos da desnaturacao térmica de enzimas, a variacdo de
entalpia de ativacao para desnaturacao indica a quantidade de energia requerida para
levar a enzima ao estado ativado para a desnaturagdo a uma determinada
temperatura (Saqib et al., 2010). Valores altos e positivos da variacdo de entalpia de
ativacao de desnaturacdo indica maior termoestabilidade do biocatalisador (Araudjo et
al., 2022; Silva et al., 2021). Com isso, nota-se que para este parametro, os maiores
valores sdo pertencentes a condicdo de célula imobilizada, sendo que, para a
temperatura de 30 °C, obteve-se valores 6,2 vezes maior que a célula in natura.

A variacdo de entropia de desnaturacdo (ASp) reflete a quantidade de
desordem ou aleatoriedade presente em um sistema. Durante a desnaturacdo, a
estrutura organizada da enzima se desfaz, levando a um incremento na entropia, ou
seja, a desnaturacdo térmica leva a um aumento da entropia (Saqib et al., 2010).
Diferentemente de todos os outros parametros abordados, a variacdo de entropia de
desnaturacao foi o Unico cujos dados apresentaram-se melhores para a célula in
natura, visto que, os resultados para esta condicdo, obtiveram valores negativos, o
que indica a transicao para o estado mais ordenado da enzima.

A variacdo da energia de Gibbs (AGp) é o parametro termodindmico mais
fundamentado e preciso para analisar a estabilidade térmica do biocatalisador, visto
gue inclui tanto contribuicdes entalpicas quanto entrépicas, sendo que, quanto maior
seus valores, mais termoestavel se encontra o sistema (Faria et al., 2020). Obteve-se
melhores resultados para a temperatura de 30 °C e para a célula imobilizada, sendo

este valor 1,7 vezes maior que a célula in natura.
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Por fim, pode-se concluir que a imobilizacdo de células em suporte de 6xido
de titanio aumentou a termoestabilidade quando comparada com a célula in natura.
Araujo et al. (2022) ao avaliarem a estabilidade térmica da célula de Aspergillus oryzae
IPT-301 in natura, imobilizado e imobilizado e reticulado, também alcancaram
melhores valores dos parametros termodinamicos para as condi¢des de imobilizagéo,
destacando que os resultados foram mais altos, em todas as temperaturas testadas,
para a FTase imobilizada e reticulada, indicando que essa forma de imobilizacédo
proporciona uma protecdo superior em comparacao com a FTase soluvel e apenas

imobilizada.

5.5 ESTABILIDADE OPERACIONAL

O ensaio de estabilidade operacional em reator batelada foi realizado com 20
ciclos, onde os resultados de atividade de transfrutosilagdo em funcdo do namero de

ciclos esta disposto na Figura 21:

Figura 21 - Estabilidade operacional de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas
em suporte poroso T140 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), durante ciclos reacionais
consecutivos em batelada
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Fonte: Autora (2024).
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O maior valor de atividade de transfrutosilagdo do ensaio, foi de 1421,56 *
43,24 U g1, para o sétimo ciclo. No entanto, pode-se notar que, de acordo com as
analises estatisticas, os pontos ndo possuem diferenca significativa. Mesmo apos
vinte ciclos reacionais, o Ultimo ponto apresentou um valor de atividade de 1016,42 +
73,81 U g*. Pode-se dizer que houve uma queda de apenas 30 % do maior valor de
atividade, em comparacdo com o menor valor do ensaio, sendo estes
correspondentes ao sétimo e pendultimo ciclo, respectivamente.

Faria et al. (2020) reportaram que a atividade de transfrutosilacdo, de células
de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em silica gel, ndo se alterou ao decorrer dos
primeiros dois ciclos consecutivos, vindo a cair cerca de 45 % de seu valor inicial no
terceiro, permanecendo constante até cair, novamente, no quinto ciclo. Garcia et al.
(2021) mostraram, com a reticulagdo da mesma célula com glutaraldeido, que apo6s
12 ciclos a atividade se manteve 88,9 % da inicial. Com isso, os resultados obtidos
nao sO corroboram com os dados da literatura, que indicam uma maior estabilidade
operacional para a utilizacdo de células imobilizadas, como potencializam o suporte
de 6xido de titénio para imobilizag&o celular.

A Figura 22 mostra o perfil do biocatalisador heterogéneo em reator de leito fixo

(PBR) durante 24 h de processo.

Figura 22 - Estabilidade operacional de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas
em suporte poroso TI40 (1,0 x 1,0 x 1,0 cm), durante ciclos reacionais
consecutivos em reator PBR
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Fonte: Autora (2024).
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Ao analisar a Figura 22 é possivel perceber que a partir de 120 min de reacéo

0 sistema se apresenta estabilizado, o que pode ser confirmado pela analise ANOVA,
gue apontou que nao ha diferenca significativa entre este ponto e os demais, até o
final do processo. A maior atividade de transfrutosilacéo foi de 345,06 + 24,38 U g1,
apoés 24 h de reacao.

Dias et al. (2022) obtiveram o maior valor de atividade de transfrutosilacdo, para
a célula in natura de A. oryzae IPT-301 em reator PBR, de 660 U g, com inicio da
estabilidade em 25 min de reacdo, com condi¢des para concentragédo de substrato de
470 g L1, a 50 °C e vazdo volumétrica de 15 mL min, atribuindo o aumento da
atividade com a maior vazdo de escoamento. Entretanto, o aumento do fluxo também
aumenta a velocidade da queda desta atividade, que pode estar associada ao arraste
de enzimas. Relataram que na menor vazao estudada, esta de 5 mL min-t, houve uma
maior estabilidade operacional. Ribeiro et al. (2023), imobilizando as células do
mesmo fungo com glutaraldeido, alcancaram o maior valor de atividade (190 U g*) do
biocatalisador em 5 mL mint, 50 °C e concentracdes de sacarose de 473 e 500 g mL"
1, condicdes semelhantes com aquelas encontradas por Dias et al. (2022), e utilizadas
neste trabalho. Ambos obtiveram estabilidade de reacdo durante as 12 horas de
funcionamento dos reatores.

Ao realizar um comparativo entre os ensaios de reatores batelada e PBR, pode-
se notar que em ambos 0s casos 0 biocatalisador se mostrou eficiente, atingindo a
estabilidade a partir da primeira hora de processo, e se mantendo até o final, de 20
ciclos para o reator batelada (20 horas) e de 24 horas para o PBR.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a producéo e imobilizacdo de células de Aspergillus
oryzae IPT-301 em suportes porosos de 6xido de aluminio e O6xido de titanio, com
atividade de transfrutosilacdo, por cultivo celular submerso em meio de cultura
sintético.

Concluiu-se que, a partir da curva de crescimento microbiano e seus valores
de atividade de transfrutosilacdo, o melhor tempo de cultivo celular foi de 32 h para
ambos os suportes utilizados. O ensaio de regeneracéo e reutilizagcdo mostrou que o
suporte de titania T140 p6de ser reutilizado com seguranca por dois cultivos apos a
regeneracao, com isso, este foi selecionado para os demais ensaios, visto sua maior
resisténcia a fratura durante os ensaios. Os ensaios de caracterizacdo bioquimica
obtiveram melhores resultados para: a faixa de pH correspondente entre 5,0 e 6,0,
com maior atividade para o meio com pH 5,5; 0 ensaio de armazenamento indicou
que nao ha diferenca significativa na atividade de transfrutosilacdo nos tempos 0 e 1
dia, entretanto, apos 3 dias de armazenamento, os valores caem substancialmente;
concentracdo de sacarose do meio reacional de 480 g L, sendo o Modelo de Hill o
gue melhor se ajustou aos dados, obtendo-se, assim, os valores de 548,44 + 235,23,
543,56 + 197,2 e 1,98 + 0,19 para 0s parametros cinéticos Vmax, kos € n,
respectivamente; o biocatalisador se mostrou mais estavel termicamente que a célula
in natura, mas ambos apresentaram maior termoestabilidade para a menor
temperatura, de 30 °C. Ja os ensaios de estabilidade operacional demonstraram que
0 suporte manteve atividade de transfrutosilacéo nos 20 ciclos realizados em batelada,
com 1 h de reagdo em cada, mantendo valores constantes durante todo processo, e
em reator de leito fixo, mostrou estabilidade na atividade de transfrutosilacéo a partir

do tempo de 120 min, se mantendo assim até o final do ensaio, de 24 h.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A fim de continuidade deste trabalho, sdo propostas as seguintes sugestoes:

Avaliar o suporte de 6xido de aluminio com porosidades diferentes e com
temperaturas maiores de sinterizacao, a fim de aumentar sua resisténcia

durante o processo de cultivo;

Otimizacéao das variaveis de imobilizacéo (temperatura, pH e velocidade
de agitacdo) por meio de planejamento de experimentos, durante

ensaios de cultivo celular;

Desenvolvimento de novo modelo cinético que melhor se adeque aos

dados da FTase;

Realizar estudos do uso do biocatalisador estudado em reatores de leito
fixo, verificar a influéncia da altura do leito catalitico, vazao volumétrica
e reciclo na atividade de transfrutosilacao, e avaliacdo dos coeficientes

de transferéncia de massa;

Estudar os efeitos de inibicAo enzimatica em processos continuos

durante a producéao de FOS.
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