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RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sao alimentos nutracéuticos considerados
promissores substitutos de substancias adogantes convencionais. Mundialmente,
observa-se um crescimento no mercado de FOS, com previsao para atingir cerca de
US$ 6,25 bilhdes até 2030. Muitos estudos tém se concentrado na sintese de FOS a
partir da sacarose com o uso de células fungicas com elevada atividade de
transfrutosilagéo (A4;). Destaca-se, nessa aplicacéo, a cepa Aspergillus oryzae |PT-
301, tanto em estudos em batelada quanto em reatores continuos. Isto posto, o
presente trabalho objetivou avaliar o desempenho de células de A. oryzae IPT-301
imobilizadas em suportes compostos de espuma de poliuretano comercial (EPU) e
poliacido lactico (PLA), empacotadas em reatores de leito fixo (PBR) para a produg¢ao
de FOS. Os ensaios foram realizados com fluxo ascendente, pH de 5,5 e vazao de 1
ml min'. No estudo da cinética enzimatica com EPU, o sistema atingiu o regime
estacionario a partir de cerca de 30 min e a maior A, (1504,27 + 116,71 U g', 50 °C)
foi obtida utilizando 473 g L' de sacarose na alimentagdo. Nos estudos de inibig&o,
observou-se que baixa concentracdes de glicose podem inibir a A; células de A.
oryzae IPT-301. Pela avaliacdo da desativagdo com EPU, observaram-se
decaimentos significativos de A, para temperaturas acima de 30 °C, porém, o maior
valor de atividade média no periodo de 96 h foi obtido com 40°C. Na determinagao da
desativacdao para o PLA, estatisticamente ndo houve variagdo da atividade,
provavelmente, devido a elevada oscilagdo no perfil de A; causada pela formagao de
caminhos preferenciais. Ressalta-se que, em todos os ensaios de desativagao, os
biocatalisadores tiveram A, até 96 h. Com o estudo da queda de presséo (AP),
observou-se que as esferas de vidro utilizadas na base e no topo do leito ofereceram
a colaboragdo mais expressiva, representando cerca de 99 % da AP total. Na
avaliagao da distribuicao de tempos de residéncia (DTR) com EPU, verificou-se um
comportamento caracteristico de reatores reais, com assimetria e variancia
significativa no perfil de DTR e tempo médio de residéncia de 38,34 min. Tais
resultados demonstram que o uso de PBR empacotado com células de A. oryzae IPT-
301 imobilizadas € uma alternativa promissora para a producao continua de FOS.

Palavras-chave: fruto-oligossacarideos; Aspergillus oryzae; frutosiltransferase;

bioprocesssos.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are nutraceuticals considered promising substitutes for
conventional sweeteners. Worldwide, the FOS market is growing, with a forecast to
reach approximately US$ 6.25 billion by 2030. Many studies have focused on the
synthesis of FOS from sucrose using fungal cells with high transfructosylation (A;)
activity. In this application, the Aspergillus oryzae IPT-301 strain stands out, both in
batch and continuous reactor studies. Therefore, the present study aimed to evaluate
the performance of A. oryzae IPT-301 cells immobilized on supports composed of
commercial polyurethane foam (PUF) and polylactic acid (PLA), packaged in packed
bed reactors (PBR) for the production of FOS. The tests were performed with
ascending flow, pH of 5.5 and flow rate of 1 ml min-'. In the study of enzyme kinetics
with EPU, the system reached steady state after approximately 30 min and the highest
A, (1504,27 £ 116,71 U g™', 50 °C) was obtained using 473 g L' of sucrose in the feed.
In the inhibition studies, it was observed that low glucose concentrations can inhibit A;
in A. oryzae IPT-301 cells. By evaluating deactivation with PUF, significant A,
decreases were observed for temperatures above 30 °C, however, the highest average
activity value in the 96 h period was obtained at 40°C. In determining deactivation for
PLA, there was no statistical variation in activity, probably due to the high oscillation in
the A, profile caused by the formation of preferential pathways. It is noteworthy that, in
all deactivation tests, the biocatalysts had A; up to 96 h. By studying the pressure drop
(AP), it was observed that the glass spheres used at the base and top of the bed offered
the most expressive collaboration, representing approximately 99% of the total AP. In
the evaluation of the residence time distribution (DTR) with PUF, a behavior
characteristic of real reactors was observed, with asymmetry and significant variance
in the DTR profile and an average residence time of 38.34 min. These results
demonstrate that the use of PBR packed with immobilized A. oryzae IPT-301 cells is a

promising alternative for the continuous production of FOS.

Keywords: fructooligosaccharides; Aspergillus oryzae; fructosyltransferase;

bioprocesses.
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1 INTRODUGCAO

Os alimentos que promovem beneficios a saude comprovadamente,
denominados nutracéuticos, tém apresentado um crescimento constante no consumo
mundial. Entre esses alimentos, os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo considerados os
acucares prebioticos mais consumidos, devido as suas boas caracteristicas
organolépticas, estabilidade térmica e quimica e aos efeitos benéficos que
proporcionam, tais como: nao cariogenicidade; indigestibilidade; aumento da
absorgao de macronutrientes; e melhorias nos resultados de tratamentos de algumas
doencas (Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Chaves; Franco; Oliveira, 2019; Correa et
al., 2024; Ibrahem; Al-Shawi; Al-Temimi, 2024; Rosa et al., 2023; Xu et al., 2024).
Mundialmente, o mercado de FOS representa cerca de 3,85 bilhdes de dolares (2024)
e deve atingir o valor de 6,25 bilhdes de ddlares até o ano de 2030 (Mordor
Intelligence, 2025).

Os FOS sao carboidratos formados por cadeias poliméricas lineares,
compostas por monémeros de frutose unidos por ligagcées (B-(2,1) e uma D-glicose
terminal, ligada por meio de uma ligagédo a-glicosidica (Belmonte-lzquierdo et al.,
2023; Correa et al., 2024; Maiorano et al., 2008; Marques-Ldpez et al., 2023; Noidee;
Songbang; Ninchan, 2023; Ojwach et al., 2022; Xu et al., 2024). Essas cadeias
apresentam o grau maximo de polimerizagao igual a 10, porém, os FOS de cadeias
curtas, tanto de origem natural quanto industrial, sdo os que apresentam maior
ocorréncia, especialmente as moléculas 1-kestose (GF2), 1-nitose (GF3) e 1-B-
frutofuranosilnistose (GF4) (Correa et al., 2024; Marques-Lopez et al., 2023; Xu et al.,
2024). Tais substancias podem ser obtidas comercialmente por processos de extragéo
de matéria-prima vegetal e por processos enzimaticos de sintese a partir da sacarose.
Para a sintese com o uso de sacarose como substrato, utilizam-se, geralmente,
biocatalisadores que contenham enzimas com elevadas atividades de
transfrutosilagdo (4;), como a frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26) e a
frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9) (Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Marques-
Lopez et al., 2023; Noidee; Songbang; Ninchan, 2023; Ojwach et al., 2022; Xu et al.,
2024). Nessa aplicacéo, destaca-se a cepa Aspergillus oryzae IPT-301, que produz
FTase com elevada A, (Cunha et al., 2019; Maiorano et al., 2020; Morales et al., 2020;
Perna et al., 2018b).
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Industrialmente, a produgcédo de FOS em processos descontinuos com uso
FTase soluvel apresenta caracteristicas que tornam os custos do produto final
elevado. Isso porque, nesses processos, a variagdo da composi¢cdo do meio em
funcdo do tempo pode inibir a atividade enzimatica e a presenga da enzima soluvel
dificulta a recuperagao do produto, o que também inviabiliza a reutilizacdo desse
biocatalisador. Assim, em comparagao com a FTase soluvel, o uso de biocatalisadores
compostos por FTase ou células com FTase imobilizadas podem promover melhorias
significativas no processo de produgédo de FOS. Entre tais melhorias, se destacam a
reducao da contaminacado do efluente do reator, possibilidade de recuperagcédo do
biocatalisador e a possibilidade de aumento na produtividade e na estabilidade
operacional, quando utilizados em reatores continuos, como os de leito fixo (PBR).
(Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Ganaie; Lateef; Gupta, 2014; Garcia et al., 2021;
Gongalves et al., 2020; Ribeiro, 2022).

O desenvolvimento e a aplicagdo de processos com o uso de células fungicas
imobilizadas empacotadas em PBR pode proporcionar resultados promissores na
producao de FOS, pois se opera com parametros estaveis, em regime estacionario, e
a inibicdo da A; por produtos pode ser reduzida. Além disso, a aplicagdo desse
biocatalisador em processo continuo pode reduzir as limitagcdes reacionais por
fendbmenos de transferéncia de massa e melhorar a seletividade, a especificidade e a
estabilidade enzimatica. Destaca-se ainda a importancia da selecdo do material a ser
utilizado como suporte na producado do biocatalisador, o qual deve apresentar baixo
custo, reusabilidade e propriedades quimicas e fisicas adequadas (Castro et al., 2017;
Gomes, 2019; Gongalves et al., 2020; Jung et al., 2011; Krasnan et al., 2016; Mussato
et al., 2009; Saeed; Igbal, 2013; Souza et al., 2017).

Com base no que foi exposto acima, no presente trabalho foram preparados
biocatalisadores contendo células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em suportes
macroporosos compostos de espuma de poliuretano comercial (EPU) e poliacido
lactico (PLA). A avaliagdo do desempenho desses materiais na aplicagdo em PBR
para producdo de FOS ocorreu pela determinagcao dos parametros: de estabilidade
operacional; termodinamicos; cinéticos; de queda de pressdo; de desativagao
catalitica; e de distribuicdo de tempos de residéncia. Tais estudos foram realizados
para que fossem determinadas as condi¢gdes de operagao em PBR que maximizem

A; e, possivelmente, a producao de FOS.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho, em reator PBR, de células de Aspergillus oryzae IPT-

301 imobilizadas em diferentes suportes, visando a produgédo continua de FOS com

elevada atividade enzimatica e estabilidade operacional.

1.1.2 Objetivos especificos

a)

¢))

Produzir biocatalisadores heterogéneos com elevada atividade enzimatica, a
partir do cultivo submerso de A. oryzae IPT-301 em meio de cultura sintético e
imobilizacdo em suportes de EPU e PLA;

Avaliar os efeitos da queda pressao no reator de leito fixo utilizado;

Avaliar os parametros cinéticos nos sistemas reacionais em operacdo em
estado estacionario;

Determinar os parametros de estabilidade térmica em cada sistema reacional
testado;

Avaliar a estabilidade operacional e cinética de desativacdo dos
biocatalisadores;

Determinar a distribuicdo dos tempos de residéncia no reator utilizado;

Avaliar o desempenho dos biocatalisadores heterogéneos testados em PBR
com fluxo continuo e regime estacionario, por meio da determinagao das

atividades enzimaticas de transfrutosilagao e hidrolitica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

Observou-se, nos ultimos anos, um aumento na preferéncia por alimentos que
oferecam, além de propriedades nutritivas, significativos beneficios a saude. Produtos
com essas caracteristicas podem ser classificados como nutracéuticos, caso sejam
substancias obtidas a partir de outros alimentos e possuam efeito benéfico a saude
comprovado, como o tratamento de carater preventivo ou terapéutico de doengas
(Batista et al., 2024, Belmonte-Izquierdo et al., 2023; Chaves; Franco; Oliveira, 2019;
Correa et al., 2024; Ibrahem; Al-Shawi; Al-Temimi, 2024: Rosa et al., 2023; Xu et al.,

2024). Dentre os alimentos nutracéuticos, os fruto-oligossacarideos (FOS) s&o os
probiéticos mais consumidos, com um mercado mundial estimado de 3,85 bilhdes de
délares em 2024 e previsao de crescimento ao valor de 6,25 bilhdes de ddlares até o
ano de 2030 (Mordor Intelligence, 2025). Os FOS estdo presentes em baixas
concentracbes em muitos produtos naturais, como banana, trigo, mel, cebola e
tomate, e sdo utilizados na fabricagdo de uma grande variedade de alimentos
funcionais e cosméticos, devido, neste caso, as suas propriedades umectantes
(Batista et al., 2024; Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Correa et al., 2024; Ibrahem; Al-
Shawi; Al-Temimi, 2024; Xu et al., 2024).

Os FOS néao sao digeridos ou absorvidos no sistema gastrointestinal humano
e, portanto, sdo definidos como um tipo de fibra alimentar. Assim, podem ser
consumidos por portadores de diabetes e apresentam propriedades prebioticas, por
servirem de substrato as bactérias probidticas presentes no trato gastrointestinal
(Menon et al., 2024; Xu et al., 2024; Yang et al., 2024). Esses agUcares prebidticos
podem ser empregados como substitutos de substancias adogantes como a sacarose
em diversas aplicagdes, pois apresentam estabilidade quimica e térmica adequadas,
boas propriedades organolépticas e melhoram a durabilidade dos alimentos
(Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Correa et al., 2024). Ademais, o consumo de FOS
pode estimular o funcionamento do sistema imunoldgico, reduzir a concentragcao de
colesterol, aumentar a absorgéo de micronutrientes, como magnésio e calcio, prevenir
cancer de célon e melhorar os resultados de tratamentos de diversas doencas

(Belmonte-Izquierdo et al., 2023; Maiorano et al., 2008; Noidee; Songbang; Ninchan,
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2023; Rosa et al., 2023; Yang et al., 2024). Ressalta-se, segundo Belmonte-lzquierdo
et al. (2023), que, apesar dos beneficios, recomenda-se que o consumo diario dessas
substancias ndo deve exceder 20 g.

FOS sao parte de uma classe de carboidratos denominada frutanos, que séo
compostos por polimeros de frutose, nos quais prevalecem ligagdes glicosidicas [3-
(2,6) elou B-(2,1) e uma unidade de D-glicose por molécula, em muitos casos. Os
frutanos séo classificados segundo: a origem da molécula; a linearidade e a
composi¢cado da cadeia carbdnica; o grau de polimerizacdo; e os tipos de ligagdes
presentes. Nesses critérios, os frutanos classificados como FOS sao oligbmeros de
cadeias lineares com unidades de frutose unidas exclusivamente por ligagcdes B-(2,1),
que apresentam grau de polimerizagao (GP) maximo de 10 e uma D-glicose terminal
ligada por uma ligagédo a-glicosidica (Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Correa et al.,
2024; Marques-Lopez et al., 2023, Noidee; Songbang; Ninchan, 2023; Xu et al., 2024).

As moléculas de FOS de maior ocorréncia s&o as de cadeias curtas,
denominadas 1-kestose (GF2), 1-nitose (GF3) e 1-B-frutofuranosilnistose (GF4), tanto
em fontes naturais quanto em produtos obtidos por processos industriais (Amanful et
al., 2024; Maiorano et al., 2020; Ojwach et al., 2022; Xu et al., 2024). Comercialmente,
esses agucares prebidticos podem ser produzidos pela extracdo de matéria-prima
vegetal ou pela sintese enzimatica a partir de substrato a base de sacarose. Nos
bioprocessos de sintese de FOS, as enzimas utilizadas podem ser obtidas de plantas
ou de microrganismos, como bactérias e fungos, e as propriedades apresentadas por
essas moléculas geralmente proteicas podem variar de acordo com a fonte que as
produz (Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Choukade; Kango, 2019; Maiorano et al.,
2008; Yun, 1996).

Assim, diante desse cenario comercial caracterizado por uma demanda
crescente de FOS, considera-se de extrema importancia o desenvolvimento de
processos de produgdao que aumentem a oferta desse acucar prebidtico a baixos
custos. Além disso, ao se tornar esse produto mais acessivel, uma maior quantidade

de pessoas podera obter beneficios salutares pela presenga de FOS na alimentagao.

2.2 FRUTOSILTRANSFERASE

As enzimas sao biocatalisadores que normalmente requerem condicdes
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moderadas de temperatura, pressdo e pH para apresentarem elevada seletividade,
biodegradabilidade e reusabilidade em aplicagbes em bioprocessos. Essas
caracteristicas possibilitam classificar essas macromoléculas como materiais
sustentaveis e ambientalmente amigaveis, o que justifica o crescente numero de
estudos para o desenvolvimento de processos que visam diversas aplicagbes das
mesmas (Belmonte-Izquierdo et al., 2023; Fernandes, 2010; Robinson, 2015).

A sintese de FOS a partir da sacarose pode ocorrer pela aplicagado de enzimas
com elevada atividade de transfrutosilagao (4;), como a frutofuranosidase (FFase, EC
3.2.1.26) e a frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9). Essas enzimas podem ser
produzidas por diversas cepas de fungos, tais como Aspergillus sp., Aureobasidium
sp., Fusarium sp. e Penicillium sp., e de bactérias, tais como Bacillus sp., Lactobacillus
sp., Streptococcus sp. e Zymomonas sp. (Marques-Lopez et al., 2023; Maiorano et al.,
2020; Noidee; Songbang; Ninchan, 2023; Ojwach et al., 2022).

Enzimas de origem microbiana com atividade de transfrutosilagcdo, como a
FTase, podem ser encontradas extracelularmente e também concentradas e
imobilizadas nas préprias células que as produzem. As células com atividade de
transfrutosilacdo podem ser aplicadas diretamente na sintese de FOS, o que pode
melhorar a estabilidade térmica e quimica enzimatica e simplificarem os processos de
separagao e purificacdo dos produtos, se comparada a aplicacdo de enzimas
extracelulares soluveis. Essas e outras propriedades das células utilizadas como
biocatalisadores, tais como estabilidade mecanica, alta A; e possibilidade de
reutilizagao, podem ainda ser melhoradas com o uso de técnicas de imobilizagao e/ou
reticulagédo (Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Dias et al., 2022; Garcia et al., 2021;
Maiorano et al., 2008; Ribeiro, 2022).

Muitos estudos reportam resultados promissores sobre a producdo de FOS
pela aplicacao de FTase produzida por diversas cepas de fungos, tais como Fusarium
sp., Penicillium sp., Aspergillus sp. e Aureobasidium sp. (Choukade; Kango, 2019;
Ganaie; Lateef; Gupta, 2014; Maiorano et al., 2020; Morales et al., 2020; Ojwach et
al., 2022; Perna et al., 2018b). Industrialmente, as FTases produzidas por espécies de
fungos A. pullulans e A. niger sdo as mais utilizadas como biocatalisadores para a
sintese enzimatica de FOS. No entanto, conforme apresentado por Fernandez (2007)
em um estudo com 17 cepas de fungos filamentosos, a espécie A. oryzae tem se

destacado por produzir enzimas FTase com elevados valores de A;. Nesse estudo,
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especificamente, a variedade A. oryzae IPT-301 apresentou resultados mais
promissores para possiveis aplicagdes industriais €, como confirmado em pesquisas
posteriores, pode produzir FTase com altas A;, tanto extracelular quanto intracelular
(Cunha etal., 2019; Fernandez et al., 2007; Maiorano et al., 2020; Morales et al., 2020;
Ojwach et al., 2022; Ottoni et al., 2012; Perna et al., 2018b).

2.3 IMOBILIZACAO DE CELULAS

A imobilizacdo celular consiste no confinamento de células, por interagdes
fisicas e/ou quimicas, em suportes, matrizes ou membranas, com o objetivo de manter
suas propriedades biocataliticas e de melhorar caracteristicas de bioprocessos
(Chiang et al., 1997; Ganaie; Lateef; Gupta, 2014; Krasnan et al., 2016; Saeed; Igbal,
2013; Yun et al.,, 1996). Os métodos mais utilizados para a obtengcao desses
biocatalisadores sao: a imobilizagcdo em superficies sdlidas, o aprisionamento em
matriz porosa, a contengao por barreiras fisicas ou membranas e a reticulagdo. Além
desses métodos, também se utilizam combinacdes de técnicas de imobilizacéo, o que
pode melhorar algumas propriedades, porém eleva os custos de produgao (Krasnan
et al., 2016; Saeed; Igbal, 2013).

Muitas vantagens tém sido observadas pelo uso de células imobilizadas em
processos biotecnolégicos, tais como: aumento da resisténcia quimica, térmica e a
variagcbdes de pH; elevados rendimentos e produtividade, devido a alta concentragéo
de células; facilidade de remog¢ao do meio reacional, o que possibilita a regeneracao,
a reutilizacao e facilita as etapas de separacao e purificacdo de produtos; e a reducao
da sensibilidade dos biocatalisadores a agentes contaminantes. Ademais, as células
imobilizadas, além de possuirem boa estabilidade ao armazenamento, quando sao
utilizadas em reatores de leito fixo, apresentam boa estabilidade operacional e
reduzem a inibigdo enzimatica causada por produtos (Castro et al., 2017; Gomes,
2019; Jung et al., 2011; Krasnan et al., 2016; Mussato et al., 2009; Saeed; Igbal, 2013).

Entretanto, em alguns casos, ha a necessidade de analises criteriosas sobre a
viabilidade do uso da imobilizagao celular, pois essa aplicagdo pode conferir limitacoes
aos processos. Alguns desses problemas podem se apresentar como custos
adicionais para a producao dos biocatalisadores, inviabilidade de certas espécies de
microrganismos serem imobilizadas satisfatoriamente e limitagdes difusionais, devido

as caracteristicas fisicas da biomassa imobilizada (Krasnan et al., 2016; Mussato et



20

al., 2009). Além disso, ressalta-se que, na imobilizacdo em matrizes porosas, a
selecdo de materiais de suporte com propriedades fisicas e quimicas e geometria
adequada é determinante para o bom desempenho do sistema reacional (Mussato et
al., 2009; Saeed; Igbal, 2013).

Em vista da demanda crescente de produgao industrial de FOS, observa-se
que o0 uso de biocatalisadores produzidos por imobilizacdo de células vem
apresentando, em muitos casos, vantagens muito significativas, se comparada ao uso
de células livres, enzimas soluveis e enzimas imobilizadas (Krasnan et al., 2016;
Saeed; Igbal, 2013). Segundo Yun (1996), as células imobilizadas apresentam maior
estabilidade operacional do que as enzimas imobilizadas. Em ensaios com suportes
de diferentes composi¢des para imobilizagdo de células de A. japonicus, Mussato et
al. (2009) observaram, com o uso de matriz de fibra vegetal, atividades enzimaticas
equivalentes as obtidas com células livres. Com o uso de células imobilizadas de A.
pullulans, Jung et al. (2011) produziram FOS em PBR, com estabilidade operacional,
por cerca de 100 dias e Castro et al. (2017) obtiveram melhores resultados do que os
atingidos com células livres de uma mesma espécie.

Destacam-se ainda os resultados promissores obtidos com o uso de células de
A. oryzae IPT-301 imobilizadas na producédo de FOS de cadeias curtas. Isso foi
confirmado por Prata (2020), pela realizagcdo de ensaios em PBR, com boa
estabilidade operacional e A;, com células encapsulados em alginato de calcio. No
caso de Barbosa (2022), muitos resultados promissores foram obtidos com células de
A. oryzae IPT-301 imobilizadas e imobilizadas e reticuladas em espuma de poliuretano
(EPU) em cultivo submerso, com preservagao de cerca de 50,23 % e 60,90 % da A4;,
respectivamente, apds 12 ciclos de batelada. Além disso, diversos resultados que
evidenciam o potencial de aplicacao industrial dessa cepa fungica foram obtidos com

o uso de células reticuladas (Garcia et al., 2021; Gongalves et al., 2020; Ribeiro, 2022).

2.4 ATIVIDADE DE TRANSFRUTOSILACAO

Para producdo de FOS, normalmente as enzimas FTase utilizadas
comercialmente necessitam de altas concentragdes de sacarose (Belmonte-lzquierdo
et al., 2023; Mano et al., 2018; Sanchez-Martinez et al., 2020; Yun, 1996). Nessas
condigbes, geralmente sdo produzidas moléculas de FOS com GP de 3, 4 e 5, por

meio do mecanismo que pode ser descrito pela acdo da FTase sobre moléculas de
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sacarose (GF) ou de FOS (GE,, n > 1), conforme a seguinte representagao (Belmonte-

Izquierdo et al., 2023; Ganaie; Lateef; Gupta, 2014; Maiorano et al., 2008):

GF, + GE, > GF,,, + GF,_, (1)

No mecanismo acima, a FTase, devido a atividade hidrolitica (4;), promove a
quebra de ligacbes glicosidicas B-(2,1) e a transferéncia de grupos frutosil a uma
molécula receptora, por meio da A;. Esse processo gera a liberagdo de FOS e de
glicose (G), como um dos subprodutos, e depende de valores elevados da razao
A /Ay, para que sejam obtidas altas conversdes de sacarose em FOS (Choukade;
Kango, 2019; Maiorano et al., 2008; Morales et al., 2020; Perna et al., 2018b).

A definicao de A, pode variar de acordo com o objeto de estudo ou com os
resultados experimentais disponiveis para o calculo desse parametro. Na Tabela 1 sao

apresentadas algumas definicdes usuais encontradas na literatura.

Tabela 1 — Defini¢gdes para a atividade de transfrutosilagcao

Definicao Autoria
Quantidade de enzima que transfere um (Aguiar-Oliveira; Maugeri, 2011;
1 umol de frutose por minuto Alvarado-Obando et al., 2022; Chen; Liu,

1996; Dorta et al., 2006; Morales et al.,
2020; Oliveira et al.,, 2019; Sanchez et
al., 2010)

Quantidade de enzima que libera um 1 (Fernandez et al., 2004; Park; Oh; Yun,

pmol de glicose por minuto 2001; Sangeetha; Ramesh; Prapulla,
2005; Yun, 1996)

Quantidade de enzima que produz um 1 (Maiorano et al., 2020; Ottoni et al., 2012;

pmol de FOS por minuto Perna et al., 2018a)

Quantidade de enzima que produz um 1 (Han et al., 2020; L'Hocine et al., 2000;

pmol de 1-kestose por minuto Madlova et al., 2000; Vandakova et al.,
2004)

Quantidade de enzima que produz um 1 (Wang; Rakshit, 1999)

mmol nitrofenol por minuto

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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2.5 CINETICA ENZIMATICA

No estudo cinético de reacdes quimicas catalisadas por enzimas, avalia-se a
velocidade e os mecanismos dessas transformacgdes quimicas, bem como as
condi¢cdes que favorecem a geragao de produtos desejados. Assim, em aplicagdes em
projetos de engenharia quimica, o conhecimento da cinética enzimatica €
determinante para a escolha do tipo de reator mais adequado para se obterem
melhores parametros de desempenho de um catalisador (Fogler, 2012; Levenspiel,
2000). Tais métodos podem ser aplicados para a avaliagcdo de biocatalisadores
heterogéneos, como os destacados no Topico 2.3, empacotados em reatores de leito
fixo visando a producéo de FOS.

Em reacdes catalisadas por enzimas em meio aquoso, para se avaliar a cinética
da reagao ocorrida em condicbes experimentais conhecidas, € necessario se
determinar a velocidade da reagdao com sistemas operando em estado estacionario
(reatores continuos) ou nos instantes iniciais (batelada). Isso porque as condigbes
operacionais variam em fung¢ao do tempo, devido ao consumo do substrato e aos
efeitos do processo reacional no meio, e, no instante inicial ou no regime estacionario,
essas condigdes podem ser definidas e a concentragdo do substrato (S) pode ser
considerada inalterada (Borzani et al., 2001).

Para condi¢des experimentais que possibilitam a determinacdo da velocidade
inicial da reagdo enzimatica, V (U g'), podem-se ajustar os dados experimentais de V
em fungdo de S (g L") a uma equagdo cinética adequada. Normalmente, nos
processos fermentativos enzimaticos, os dados se ajustam a modelos matematicos
que representam reacdes de ordem variavel, pois v aumenta proporcionalmente a S,
até um valor de S a partir do qual V se mantém constante. Para tal processo, pode ser
aplicado o modelo cinético de Michaelis-Menten, que, apesar de nao ser muito
complexo, ainda é muito utilizado, devido a eficacia apresentada nos ajustes a essa
cinética (Borzani et al., 2001; Levenspiel, 2000).

O modelo de Michaelis-Menten, que representa o efeito de saturagdo pelo
substrato por um perfil hiperbdlico, se baseia nas hipoteses de que: o substrato e a
enzima formam um composto intermediario (complexo enzima-substrato) por uma
reacao reversivel; e o complexo enzima-substrato da origem aos produtos da reagao,

por decomposicao ou reagdo com outras substancias (Borzani et al., 2001; Levenspiel,
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2000). A modelagem algébrica, representada pela Equagao 2, que descreve essas
caracteristicas foi obtida por Michaelis e Menten (1913) em estudos sobre a hidrélise

da sacarose pela enzima invertase.

S

V= I e s
M

(2)

Na Equacgdo 2, V,;:, (U g') é a velocidade maxima da reagéo, atingida na
condi¢do de saturagdo da enzima pelo substrato, e K,, (g L"') é denominada como
constante de Michaelis-Menten. Essa constante esta relacionada ao grau de afinidade
da enzima pelo substrato e representa o valor de S que resulta em V = 0,5 Vmax
(Borzani et al., 2001; Levenspiel, 2000; Nelson; Cox; Hoskins, 2022).

Para a maioria das enzimas, a cinética descrita pelo modelo de Michaelis-
Menten se adequa satisfatoriamente aos dados experimentais. No entanto, em
algumas reagdes enzimaticas o substrato se liga a multiplos sitios de enzimas
multiméricas. Esse comportamento enzimatico, definido como cooperagao positiva,
pode ser ajustado a equacgéo de Hill (Equagéo 3), que foi desenvolvida a partir do
estudo das interagbes entre o oxigénio (O2) e a hemoglobina. Graficamente, a
variagdo da velocidade V em funcdo da concentracdo do subtrato na cinética
representada pela equacao de Hill apresenta um perfil sigmoide (Rodwell et al., 2017,
Weiss, 1997).

sn
V= Vméxm (3)
Na Equagdo 3, K, s representa a concentragdo do substrato que resulta em
metade da velocidade da reacdo enzimatica inicial e n € denominado coeficiente de
Hill. O valor desse coeficiente empirico se relaciona as caracteristicas das interagcdes
entre os multiplos sitios da enzima e o substrato. Quando n € igual a 1, ocorre uma
cinética de saturacao simples e a Equacgao se torna analoga a equacgao de Michaelis-
Menten. Porém, caso se encontre um valor para n maior que 1, implica que a enzima
apresenta cooperatividade positiva, com grau e acentuagao da curva sigmoide (V em
funcao de S) diretamente proporcionais a n (Rodwell et al., 2017; Weiss, 1997).

Na condicdo em que n > 1, uma vez que o substrato se liga a um sitio da
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enzima a afinidade dos demais sitios ao substrato € aumentada, o que implica que VV
€ significativamente sensivel a pequenas variagdes de S. Ja em casos onde n < 1,
considera-se que ocorre cooperatividade negativa entre o substrato e os sitios ativos
enzimaticos e V torna-se pouco sensivel a variagdes de S (Rodwell et al., 2017; Weiss,
1997).

Observa-se, assim, que, por meio de diferentes mecanismos, a concentragao
do substrato afeta significativamente a velocidade das reagdes enzimaticas. Porém, a
cinética desses processos também sofre influéncia de outros fatores, como pH e
temperatura. Esses parametros foram avaliados por Cunha et al. (2019), para FTase
extracelular de A. oryzae IPT-301, em substrato com cerca de 471 g L-! de sacarose,
0s quais obtiveram maiores valores de A, com pH igual a 5,5 e temperatura de 50 °C.
Nessas condigdes de pH e temperatura, Dias (2020) estudou a cinética enzimatica de
células de A. oryzae IPT-301 em reator de leito fixo e observou maiores resultados de

A, com a concentragdo de sacarose igual a 473 g L.

2.6 INIBICAO DAATIVIDADE ENZIMATICA

Na catalise enzimatica, a cinética das reagdes pode ser alterada pela perda de
atividade devido a processos reversiveis ou irreversiveis de inibigdo da atividade de
enzimas envolvidas em mecanismos reacionais de interesse. A ocorréncia desse
processo inibitério em biocatalisadores pode reduzir significativamente a vida util
desses materiais e inviabilizar a aplicagdo dos mesmos em processos industriais.
Dessa forma, em projetos PBRs empacotados com biocatalisadores, como na
aplicacao de células imobilizadas para a producao de FOS, a identificagao de inibicao
da atividade catalitica pode gerar a necessidade de redugdo do volume reacional,
reduzir a conversao de reagentes possivel nesses sistemas e ampliar a frequéncia de
processos de substituicdo do leito. Isso, pois a composicdo da corrente nesses
reatores ira variar espacialmente, o que podera potencializar a redu¢ado da atividade
enzimatica, devido a variagdo de parametros causadores de inibigcdo (Borzani et al.,
2001; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

A presencga de algumas substancias pode causar a redugao na taxa de reagao
enzimatica e, por isso, podem ser classificadas como inibidores. Normalmente, a
inibicao de reagdes enzimaticas pode ocorrer reversivelmente de forma competitiva,

acompetitiva ou ndo-competitiva, de acordo com os tipos de interagdes entre enzima,
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substrato e inibidor. A inibicdo ocorre competitivamente quando o substrato e a
substancia inibidora disputam o mesmo sitio ativo enzimatico e, de maneira nao-
competitiva, se essas espécies se ligam exclusivamente a sitios diferentes da enzima.
E, no caso da inibigdo acompetitiva, o inibidor causa a desativacdo do complexo
enzima-substrato (Borzani et al., 2001; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Na aplicacado da FTase para a producao de FOS, que normalmente ocorre com
substratos com altas concentragdes de sacarose, observa-se a ocorréncia de inibigao
enzimatica causada por produtos, como a glicose liberada pela A4;,. O mecanismo
inibitério de diversas enzimas FTase tem sido determinado como competitivo com as
moléculas de glicose. Dessa maneira, ao se considerar o efeito de concentragdes
significativas de glicose no meio reacional, pode-se utilizar um modelo para o calculo
da velocidade de reacdo com esse tipo de inibicdo, como a de Michaelis-Menten
modificada descrita pela Equagdo 4 (Alvarado-Huallanco; Maugeri-Filho, 2010;
Borzani et al., 2001; Gabrielczyk et al., 2018; Khandekar et al., 2014; Pravilovi¢ et al.,
2023; Sanchez-Martinez et al., 2020).

S

Vi="V..
oMY g (1+i/K)+ S

(4)

Na Equacdo, a constante K; (g L") é associada a inibigdo competitiva por
glicose e o termo i (g L") representa a concentragdo inicial desse subproduto. Assim,
a velocidade de reagdo com inibigdo competitiva, V; (U g™), parai > 0, serd menor

do que V calculado pela Equacgéo 2 (Borzani et al., 2001).

2.7 DESATIVACAO

Nos processos de biocatalise, um dos problemas mais relevantes é a perda da
atividade em fungdo do tempo. Uma série de mecanismos ja foi proposta para se
conhecer as causas e as formas de se minimizar a desativacdo enzimatica, no caso
de bioprocessos. Esses fendbmenos influenciam no projeto e na escolha dos reatores
para se aplicar em um processo industrial e sdo determinantes para a avaliagdo da
viabilidade de um biocatalisador (Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Os processos reacionais catalisados por enzimas sao significativamente

afetados pela temperatura do meio. Isso, porque essas macromoléculas sao
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suscetiveis a desnaturacao térmica, devido ao possivel rompimento de ligagdes que
interferem na estrutura tridimensional enzimatica. Dessa forma, a desnaturagéo pode
alterar a conformagéo de muitas regides da enzima e inativar sitios que reagem com
o substrato (Dixon; Webb, 1979; Fields, 2001; Fogler, 2012).

A desnaturagdo térmica de enzimas esta relacionada a aspectos
termodindmicos que afetam diretamente na taxa de reagcdo enzimatica. O estudo
dessas propriedades pode auxiliar a definir a temperatura 6tima que proporcione
atividade e estabilidade operacional biocatalitica adequadas ao processo avaliado.
Com essa finalidade, é possivel avaliar a variagao da atividade catalitica em funcao
do tempo a uma determinada temperatura, conforme descrito pelas Equagdes 5 e 6
(Dixon; Webb, 1979; Fields, 2001; Fogler, 2012).

A(D) _

A =0 (5)
d
2 ke 6)

Define-se o termo a(t) presente na Equagéo 5 como a atividade catalitica no
tempo t resultante da razao entre a razao entre as A, nesse tempo (4;(t))eemt =0
(A¢,)- Em uma curva tipica de desativagao, a atividade decai com o tempo e os valores
de a se encontram no intervalo: 0 < a < 1. Na lei de velocidade de decaimento
expressa pela Equacéo 6, d € a ordem da desativagao determinada pelo ajuste aos
dados experimentais e kj, € a constante de desativacdo. Considerando que, para t =
0 h, a = 1, a Equacéao 6 pode ser integrada de acordo com as ordens de desativacéo
(d), como demonstrado nas Equacodes 7 e 8. Estas equacdes podem ser ajustadas a
dados experimentais para obtencao e avaliagdo dos pardmetros d e kp (h') (Fogler,
2012; Levenspiel, 2000).

Parad =1,

a(t) = e~knt (7)

Para d + 1,
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a(t) = ((d — Dkpt + VD (8)

Um modelo exponencial e n&o linear para obtencdo de parametros de
desativacgao térmica enzimatica, como a constante de desativacao térmica de primeira

ordem kj, foi proposto por Sadana e Henley (1987) e esta descrito pela Equagao 9.

A1)
Ay,

=1 —a)exp(—kpt) +a (9)

onde a € o parametro de ajuste do modelo (Atﬁnal/AtO), t (h) é o tempo decorrido da

reacao e A.(t)/A;, € a atividade residual no tempo ¢.

Ao se obter o valor de k, (h') para uma dada temperatura, € possivel
determinar o tempo de meia-vida enzimatico (t,,,, em h) expresso pelas Equagbes
10, 11 e 12, referentes aos ajustes obtidos a partir das Equagdes 7, 8 e 9,
respectivamente. Esse resultado representa o tempo necessario, sob as condigbes
operacionais estabelecidas, para que a atividade enzimatica atinja metade do valor da
atividade no tempo inicial (Araujo et al., 2022; Fogler, 2012; Sadana; Henley, 1987;
Silva et al., 2021).

U W 10

1/2 — kD n(0’5 _ a) ( )
1

t1/2 =Eln(2) (11)
@24 -1)

ty2 = m (12)

A constante de desativacédo k, € uma fungdo da temperatura que segue a
equacgao de Arrhenius (Equacgédo 13), a qual permite avaliar como a temperatura
influéncia na taxa de desativacao. Isso pode ser efetuado por meio de valores de kj,
obtidos em diferentes temperaturas em sistemas reacionais com as mesmas

caracteristicas, inclusive a concentracgéo inicial de reagentes.
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kp = Ae~Eo/RT (13)

onde A é o fator de frequéncia de colisao de Arrhenius, R é a constante universal dos
gases (8,3144 J mol' K') e E, a energia de ativagdo da desnaturagéo térmica
enzimatica. A Equacao 13 pode ser linearizada para determinagao dos parametros A
e E, por ajuste a valores de k, obtidos em temperaturas distintas, na forma da
Equacéao 14 (Araujo et al., 2022; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Ep /1
=n4--2(= 14
Ink, =InA 2 (T) (14)

A constante E,, representa a quantidade de energia necessaria para ativar o
processo de desnaturacédo enzimatica, portanto, quanto maior o seu valor, mais lenta
sera a velocidade de desativagdo. Para melhor compreensao do processo
termodinamico de desativagao, o valor obtido de E;,, com o ajuste as Equacgdes 13 ou
14, pode ser utilizado para os célculos da entalpia (AH,, em kJ mol'), da energia de
Gibbs (AGp, em kJ mol') e da entropia (AS,, em kJ mol' K') de ativagido da
desnaturacao enzimatica. Essas funcdes de estado podem ser calculadas com o uso
das Equacgdes 15, 16 e 17 (Araujo et al., 2022; Koretsky, 2007; Souza et al., 2015).

AGp = —RT1 (th) 16
AH, — AG
ASp = (DT—D) (17)

onde k, é a constante de Boltzmann (1,38 1022 J k') e h é a constante de Planck
(66,24 1022 J h") (Araujo et al., 2022; Koretsky, 2007; Souza et al., 2015).

A grandeza AH, é relacionada a quantidade de energia necessaria para
desnaturar 1 mol de enzima, enquanto AS, representa a variacdo de energia por
variagao unitaria de temperatura na transigcdo do estado enzimatico nativo para o

desnaturado. No caso da grandeza AGp, ha contribuicdes dos resultados de entalpia
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e entropia e se trata de um importante parametro para interpretagcdo do grau de
espontaneidade do processo estudado. Assim, valores proximos de zero ou negativos
indicam que a enzima, nas condi¢cbes estudadas, se apresenta mais suscetivel ao
processo de desnaturagao térmica e, consequentemente, menos estavel. Para valores
maiores de AGp, considera-se que a desnaturacdo € menos espontanea e que a
enzima € mais termicamente estavel (Araujo et al., 2022; Koretsky, 2007; Souza et al.,
2015).

Com o uso do modelo de Sadana e Henley (Equacéo 9), Araujo ef al. (2022) e
Pereira et al. (2024) avaliaram a desativacao da FTase extracelular de A. oryzae IPT-
301 e determinaram os parametros termodinamicos associados E, desse processo,
conforme descrito acima. A partir dos resultados obtidos nesses estudos, com a FTase
imobilizada e reticulada em polihidroxibutirato (PHB) (Araujo et al., 2022) e imobilizada
em particulas de sabugo de milho (Pereira et al., 2024), observaram-se que essas
enzimas extracelulares provenientes da cepa A. oryzae IPT-301 sofrem um aumento
significativo na taxa de desativagédo entre 30 e 60 ° C. Como nas duas pesquisas
ocorre uma desativagao expressiva nas primeiras horas de operagdo em batelada,
considera-se importante a execugao de ensaios em PBR com biocatalisadores que
possam ser mais termicamente estaveis, como as células dessa cepa fungica

imobilizadas em suportes porosos.

2.8 REATOR DE LEITO FIXO

O reator de leito fixo (PBR) é um tipo de reator de escoamento continuo, com
o leito preenchido com catalisador heterogéneo. Nessa configuracdao de reator, os
reagentes sdo consumidos a medida que percorrem o leito, de forma proporcional a
massa de catalisador. Na modelagem de um PBR, ao considerar o escoamento
uniforme, ou seja, que as concentragdes ndo variem radialmente e variem axialmente
de maneira constante, a velocidade de reagéo (') ira variar em fungido da massa de
catalisador, W (g), (Equagdo 18) e das concentragbes das espécies, exceto para

reacdes de ordem zero (Fogler, 2012).

, _dF; _ molsde jreagidos

Tj=

= 1
dw g de catalisador s (18)
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O PBR, de acordo com Fogler (2012), possui a constituicdo semelhante a um
reator tubular empistonado (PFR) preenchido com catalisador heterogéneo. Para se
obter a equacao de projeto de um PBR, a partir das condi¢des supracitadas, pode-se
iniciar pelo balango molar, assumindo que n&o ocorram gradientes radiais de
temperatura, concentragao e velocidade de reacéo, conforme a Equacao 19. Além
disso, nao ha acumulo nessa equacao, devido a hipotese de operagdo em estado

estacionario desse sistema.

entrada — saida + geracao = acamulo (19)

Fy(W) —FE,(W +AW) +71', =0

O balango molar generalizado, representado pela Equacao 19, foi efetuado
para: uma espécie geneérica A, a massa de catalisador W, a vazdo molar F, (mols de
A s) e a taxa de reagdo heterogénea r', (mols de A gcataisador' 871). Essa equagao
pode ser escrita na forma diferencial, para aplicagdes em que a queda de presséao e

a desativacao catalitica ndo podem ser desprezadas:

dF,

aka _ 20
aw A (20)

Com a integracado da Equacao 20 projeto, € possivel se determinar a massa de

catalisador para se obter uma determinada vazao molar F,,

FadF,
w=| 5 (21)

Fao L

O PBR geralmente possui construgdo simples, baixos custos de manutengao e
atinge altas conversdes, comparado a outros reatores cataliticos. Porém, devido a
dificuldade de se manter a temperatura homogénea no leito, esses reatores tém
tendéncia a formacgao de pontos quentes, caso ocorram reagdes exotérmicas. Outros
desafios de se utilizar PBRs sdo: a reducdo dos caminhos preferenciais, que
provocam a subutilizacdo dos catalisadores, e a complexidade do processo de
substituicdo do leito catalitico, o que eleva os custos operacionais e justifica a

necessidade do uso de biocatalisadores com boa estabilidade operacional e elevada
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atividade enzimatica. Além do mais, nesses reatores, deve-se avaliar e buscar
minimizar, caso sejam significativos, os efeitos de queda de presséao, limitagbes
difusionais e escoamento irregular no leito (Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

No desenvolvimento de processos de produgao de FOS, muitas vantagens tem
sido observadas pelo uso da sintese a partir da sacarose em PBR, promovida pela
atividade de transfrutosilagdo de enzimas como a FTase. Nessas aplicagdes,
normalmente, sdo utilizadas enzimas ou células fungicas imobilizadas, o que reduz a
contaminagao dos efluentes dos reatores, simplifica as etapas de separacédo dos
produtos e minimiza os efeitos de inibigdo por subprodutos (Dias et al., 2022; Jung et
al., 2011; Veljkovic et al., 2023). Além disso, a producao de FOS por sintese enzimatica
via transfrutosilacdo em sistemas continuos eleva a produtividade do processo e
favorece a obtengdo de FOS de cadeias curtas, que sdao as moléculas desses
agucares que apresentam propriedades funcionais mais promissoras (Dias et al.,
2022; Veljkovic¢ et al., 2023).

2.9 QUEDA DE PRESSAO

O uso de PBR em bioprocessos apresenta alguns desafios relacionados as
caracteristicas fisicas das particulas de biocatalisador, tais como as dimensdes
externas e a porosidade. No processo reacional, é desejavel que uma grande area
com biocatalisadores ativos esteja disponivel para que haja contato efetivo com o
substrato. Isso pode ser atingido com diferentes porosidades e com a reducgao do
tamanho das particulas biocataliticas. Porém, deve-se avaliar o efeito do leito
biocatalitico sobre o escoamento do fluido, em termos de perdas de energia e,
consequentemente, queda de pressao, o que pode afetar o tempo de contato entre
substrato e sitios enzimaticos e a transferéncia de massa (Fogler, 2012; Rocha;
Pereira, 2019).

Para a determinacao da queda de pressdo em um PBR, deve-se antes avaliar
qual o regime de escoamento ocorre no estado estacionario. Para isso, recomenda-
se a utilizagdo da equacao de Reynolds modificada (Equagado 22), na qual € é a
porosidade do leito (volume vazio/volume total) e u (Pa s) e p (kg m3) sao,
respectivamente, a viscosidade dindmica e a densidade do fluido (Fogler, 2012;
Rocha; Pereira, 2019).
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. _ PUdp

BT

(22)

onde U é a velocidade de escoamento da solugdo reagente (m s™) e d,, é o didmetro
caracteristico da particula no leito catalitico, dado em m. Para a determinagéo de d,,

deve-se considerar a esfericidade da particula (@), conforme as Equagdes 23 e 24,

descritas para particulas cubicas (Londe; Lima; Finzer, 2021).

1/3

0=(2) (23)
a
d, = 3 (24)

em que a € o valor médio da aresta ou do didametro da particula. Para particulas
esféricas, @ é igual a 1.

Em regime laminar de escoamento, usualmente atribuido a Re* < 10, a
equacao de Darcy (Equacao 25 e Equacgao 26) pode ser aplicada para o calculo de
perda de carga. Segundo esse equacionamento, no regime laminar, a queda de
pressdao pode ser definida com a razdo entre u© e a permeabilidade do leito,

denominada constante de Darcy (Equagdo 26), Kparc, (M™?) (Fogler, 2012; Rocha;

Pereira, 2019).

AP uU (25)
AL Kparcy
e3d,?
K = P 26
barey ™ 180(1 — €)2 (26)

onde U é a velocidade superficial (m s™'), AP é a variagdo de pressao (N m2) e AL (m)
a variagdo de comprimento, referente a regido avaliada do leito. Destaca-se que
Kparcy € determinada de acordo com as caracteristicas de cada particula.

Para valores de Re* > 10, referentes aos regimes de escoamento de transicao

e turbulento, aplica-se satisfatoriamente a equacédo de Ergun (Equacéo 27) para a
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determinacao da perda de carga em leito poroso. Nessa equacgao, o segundo termo
praticamente nao afeta os resultados em regimes laminares de escoamento (Fogler,
2012; Rocha; Pereira, 2019).

AP 150(1 — &)?uU 1-— 2
_150a=eyul ) os|dzre (27)
g3d,

AL 83dp2

Em PBR empacotado com biocatalisadores heterogéneos, além do regime de
escoamento, as caracteristicas fisicas das particulas que preenchem o leito também
interferem na perda de carga. Assim, como demonstrado nas Equagdes 25, 26 e 27,
a magnitude da queda de pressao no leito do PBR é ampliada para pequenos valores
de d, e de &, pois causam a redugdo do volume disponivel para o escoamento do
fluido alimentado no reator (Fogler, 2012; Rocha; Pereira, 2019). Esses parametros
também podem ser afetados pelas caracteristicas da biomassa presente no leito,
como no caso do uso de células de fungos filamentosos imobilizadas, devido ao

volume e a permeabilidade desses materiais.
2.10 DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DE TEMPO DE RESIDENCIA

Em situacbes reais, os modos de escoamento em reatores como o PBR
normalmente se distanciam dos modelos ideais. Os desvios da idealidade, nessas
situagdes, ocorrem, geralmente, pela formagao de caminhos preferenciais, curtos-
circuitos externos e desvios. Esses fatores podem ser capazes de interferir
substancialmente no desempenho do reator e causar a subutilizagdo do biocatalisador
disponivel no leito, devido a variacido espacial de tempo que as moléculas do substrato
permanecem em contato com os sitios ativos do biocatalisador. Como, nesses modos
de escoamento nao ideais, elementos do fluido podem levar tempos diferentes para
percorrer o leito empacotado do reator, 0 comportamento desse sistema pode ser
avaliado por métodos de determinagao da distribuicdo de tempo de residéncia (DTR)
(Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Experimentalmente, a DTR pode ser determinada injetando-se uma substancia
inerte, denominada tragador, no fluxo de alimentagéo do reator. Essa substancia deve:
ser completamente soluvel no substrato; apresentar propriedades fisicas semelhantes

ao mesmo; e ser de facil detecgao na faixa de diluicdo necessaria ao método utilizado.
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O momento em que ocorre a injecdo do tragador € considerado o tempo t =0 e, a
partir desse instante, mede-se a concentragéo de tragador no efluente do reator (C),
dada em mg L. Para a injegdo dessa substancia, os métodos mais utilizados s&o do
tipo pulso e do tipo degrau (Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Na injeg¢ao do tipo pulso, o tracador deve ser adicionado a corrente de entrada
do reator instantaneamente, no menor intervalo de tempo possivel. Nessa aplicacéo,
os tragadores coloridos sdo alguns dos mais utilizados e, para a deteccdo dessas
substancias, pode-se utilizar métodos espectrofotométricos. A resposta ao estimulo
provocado pelo pulso pode ser representada em uma distribuigdo dos valores
mensurados de C em fungao de t (Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Aos dados de injegao do tipo pulso pode-se aplicar uma fungdo que descreve
o tempo que cada elemento que compde o fluido permaneceu no leito, chamada
fungdo de distribuicdo de tempo de residéncia E(t) (min-', Equacao 28). Na Equagéo
28, descreve-se 0 modelo dessa fungéo para o caso de vazao volumétrica constante
e a expressao em seu denominador representa a area sob a curva C(t). Se a fungéo
E(t) adimensional for integrada em fungéo do tempo, de t = 0 at = < (Equagao 29),
a fragéo resultante, igual a 1, representa a quantidade total de tragador adicionado

que saiu do reator e corresponde a area sob a curva E(t) (Fogler, 2012; Levenspiel,
2000).

]mE(t) dt =1 (29)
0

Segundo Fogler (2012), para que a injegao tipo pulso seja adequada a
determinacdo da DTR, € preciso que o tracador seja injetado em um intervalo de
tempo consideravelmente menor que os tempos de residéncia das particulas de fluido
no leito. Outra caracteristica desejavel no método de injecdo é que a dispersédo do
fluido, ocorrida entre o ponto de injecao e o inicio do leito catalitico, seja desprezavel.
Caso essas condigdes ndo sejam satisfeitas, a curva C(t) podera apresentar uma

cauda muito longa e induzir a erros na analise da DTR, principalmente na integracao
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de C(t).

As DTRs podem ser caracterizadas e comparadas pela analise de trés
momentos da distribuicdo da fungcdo de DTR (E(t)). O primeiro momento, chamado
de tempo médio de residéncia (t,,) das particulas de fluido no sistema reacional, é

determinado pela Equacéao 30 (Fogler, 2012).
tn = | e5) dt (30)
0

O segundo momento da DTR é utilizado para se avaliar o espalhamento da
distribuicdo dos dados experimentais. Esse momento, calculado pela Equagéo 31 e
associado a média, é chamado de variancia ou desvio padrdo ao quadrado (o?),
expresso em min?. Dessa forma, quanto maior o resultado de o2, maior é a dispersao
desses dados (Fogler, 2012):

0% = foo(t — t,)2E(t) dt (31)
0

Para a determinacdo do terceiro momento, também relativo a média dos
valores, calcula-se o parametro correspondente a assimetria da distribuicao (Equacéao
32), representado por s3 (m3). Para a interpretagdo desse momento, considera-se que
elevados niveis de assimetria da disposicdo dos dados em torno da meédia sao

associados a resultados elevados de s3 (Fogler, 2012).
3 1 ” 3
== @t—-tx)’E@®)dt (32)
020

Para se avaliar a DTR pela interpretacdo desses trés momentos, visando a
identificacado de possiveis melhorias no projeto do reator testado, deve-se observar as
caracteristicas fisicas das particulas empacotadas no leito. Isso porque, como
mencionado no Topico 2.9, as dimensdes e a porosidade das particulas e do leito s&o
proporcionais ao espaco disponivel para o escoamento do fluido no interior do reator.
Ademais, quando se utilizam células, como as de A. oryzae IPT-301, imobilizadas em

suportes porosos, as propriedades fisicas da biomassa presente nos suportes
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também podem colaborar significativamente para as caracteristicas da DTR das
particulas de fluido no leito do PBR. Essas interferéncias na DTR também podem ser
causadas por particulas inertes que possam ser utilizadas para preencher algumas
regides do leito do reator (Dias, 2020; Fogler, 2012).



37

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PRODUGAO DO BIOCATALISADOR

3.1.1Pré-tratamento e caracterizagao fisica da matriz de suporte

Para a realizagao dos ensaios propostos neste trabalho, foram utilizados dois
tipos de suportes macroporosos de materiais poliméricos, constituidos de espuma de
poliuretano (EPU) e poliacido lactico (PLA). Cada uma dessas matrizes suporte foi
aplicada separadamente em ensaios em PBR e o desempenho de ambas, visando a
producao de FOS, foi comparado. Para o EPU, optou-se pela geometria cubica, pois,
apesar de ser diferente da geometria do leito do reator, ndo foi possivel produzir
particulas cilindricas desse material com os equipamentos disponiveis. Na confec¢ao
dos suportes cubicos de EPU comercial, utilizou-se o equipamento elétrico mostrado
na Figura 1, que possibilitou o corte do material com um fio metalico tensionado, que
foi aquecido pela passagem de corrente elétrica. Apds o processo de corte, esses
suportes em EPU apresentaram meédia das arestas igual a 9,82 £ 0,58 mm, o que
resultou em valores das diagonal das faces maiores que o diametro interno do leito do
PBR. Essas dimensodes foram utilizadas pois esse material se deformou facilmente no
empacotamento dos leitos cataliticos, o que pode ter reduzido a formacdo de
caminhos preferenciais.

Para a producéao dos suportes em PLA, foi empregada a técnica de manufatura
aditiva, realizada na Universidade Federal do Tocantins, com o uso de software para
a criacdo do modelo do suporte e impressora 3D alimentada com filamento desse
polimero para a impressao. Visando a comparagao do desempenho com o uso dos
suportes em EPU, as matrizes em PLA também foram produzidas no formato cubico,
porém com arestas menores, iguais a 8,20 £ 0,01 mm, pois, devido a rigidez do PLA,
esses suportes ndo se deformaram durante o empacotamento. Essas e as dimensoes
dos suportes em EPU foram aferidas com o uso de um paquimetro com resolucéo de
0,05 mm. Alguns dos suportes resultantes desses processos de confecgao podem ser

visualizados na Figura 2.
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Figura 1 - Equipamento para corte de EPU

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Figura 2 — Suportes de EPU e PLA

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Suporte de EPU.
b) Suporte de PLA.

Os dois suportes, antes do uso na producdo dos biocatalisadores, passaram
por um procedimento de limpeza e descontaminagdo. Com essa finalidade,
inicialmente os materiais, separadamente, foram submersos em solugdo de
detergente neutro por 30 min e, em seguida, lavados com agua tipo Il. Na etapa
seguinte, os suportes foram mantidos em submerséao por 30 min em solug¢ao de alcool

etilico na concentragdo de 70 % (m/m) e, novamente, lavados com agua tipo Il.
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Subsequentemente, em conjuntos de 3 pecgas, os materiais foram secos em estufa de
secagem de circulagao forgada (Tecnal®, modelo TE-394/1) por 24 h, sob a
temperatura de 50 °C, e pesados em balanga analitica, para determinacdo da massa

seca dos suportes.

3.1.2Producéo e imobilizagao das células fungicas

Os biocatalisadores foram produzidos pela imobilizacdo de células com
atividade de transfrutosilacdo do fungo A. oryzae IPT-301, por meio de cultivo
submerso em frascos Erlenmeyer de 250 ml. O meio complexo utilizado para esse
cultivo foi preparado com a composi¢céo dada por: nitrato de sddio (NaNO3) (5,0 g L-
1), di-hidrogénofosfato de potassio (KH2PO4) (2,0 g L), sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS04.7H20) (0,5 g L), cloreto de manganés tetrahidratado
(MnCl2.4H20) (0,3 g L"), sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H20) (0,01 g L),
sacarose (150 g L") e extrato de levedura (5,0 g L™"). Essas substancias, pesadas em
balanga analitica (Shimadzu®, modelo AUY220), foram dissolvidas com agua tipo Il e
o pH dessa solugao resultante foi ajustado para o valor de 5,5 (em pHmetro Tecnal®,
modelo TEC-7), com a adicdo de gotas de acido acético glacial ou de solucao de
NaOH (0,5 mol L-"). Aos frascos, adicionou-se 50 ml desse meio e 3 pegas de suporte
preparados conforme descrito no Tépico 3.1.1 (em EPU ou em PLA) e, em seguida,
tais conjuntos de materiais foram esterilizados em autoclave (Phoenix®, modelo AV-
50) por 15 min, sob a temperatura de 121 °C (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022;
Fernandez et al., 2007; Ottoni et al., 2012).

A inoculacdo dos meios estéreis contendo os suportes foi efetuada a
temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C), em cabine de fluxo laminar vertical
(Pachane®, modelo PCR 2), pela adicao de 50 uL de suspensdo de esporos. As
suspensbes de esporos utilizadas, com concentragbes aproximadas de 1,5 107
esporos mL-!, foram adicionadas a esses frascos como auxilio de micropipetadores
monocanais com volume variavel de 10 a 100 pyL. Apds as transferéncias dos inoculos,
tais recipientes foram incubados em incubadoras do tipo shaker com agitagcao orbital
(Tecnal®, modelo TE 4200), durante 32 h, sob a temperatura de 30 °C e velocidade
de agitagédo de 200 rpm (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Fernandez et al., 2007;
Ottoni et al., 2012).

Os biocatalisadores foram separados do meio de cultivo apds a incubacao por
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filtracdo a vacuo, com uso de funil de Buchner e papel de filtro qualitativo de 90 mm
de didmetro. Nesse procedimento de filtragcdo cada conjunto de trés suportes com
células de A. oryzae IPT-301 foi lavado com cerca de 500 ml de agua tipo Il
Subsequentemente, os biocatalisadores foram armazenados em solugdo tampéao de

tris-acetato (0,2 mol L"), sob refrigeragédo a aproximadamente 3 °C.

3.2 ENSAIOS CATALITICOS

3.2.1Caracterizagcao do aparato experimental com PBR

O modelo de reator PBR de bancada utilizado nos ensaios, construido em vidro
borossilicato, possui as dimensdes aproximadas de 12,0 + 0,05 mm de diametro
interno, 20,0 £ 0,5 cm de comprimento de leito e 29,0 + 0,5 cm de comprimento total.
O leito desse PBR é envolto por uma camisa para troca térmica, com dois conectores
para a circulacdo do fluido do trocador de calor, e possui roscas externas nas
extremidades do leito (entrada e saida), para conexdo das tubulagdes para
alimentacgao e coleta de efluente.

Para o controle da temperatura do leito biocatalitico do reator mencionado
acima, foi utilizado um banho termostatizado (Tecnal®, Modelo TE-2005) que
possibilitou 0 bombeamento constante de agua tipo Il aquecida através da camisa do
reator. A cuba de aquecimento da agua desse sistema também foi utilizada para o
aquecimento do substrato, o qual estava contido em um recipiente conectado a
entrada do reator. Para o transporte do substrato que alimentou os sistemas em fluxo
ascendente e para a coleta dos efluentes, usaram-se tubos de silicone com didmetros
interno de 3 mm e externo de 5 mm, isolados termicamente com tubos de polietileno,
e bomba peristaltica (MS Tecnopon, modelo LDP-201-3/DMC 100) com regulagem de

vazao. Essa montagem experimental esta exemplificada na Figura 3.
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Figura 3 — Montagem do aparato experimental
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: (a) banho termostatizado, (b) bomba peristaltica e (c) PBR.

3.2.2 Avaliagao da operagao em estado estacionario em PBR

Para a execucdo nos ensaios em PBR no presente trabalho, a entrada dos
reatores foi preenchida com pérolas de vidro de didmetro aproximado de 4,4 + 0,4
mm, até a altura de 75,5 £ 0,5 mm. Esse preparo foi efetuado para sustentacdo dos
biocatalizadores na regido encamisada do reator. O leito biocatalitico nesses ensaios
foi composto por trés unidades de suporte de EPU com células imobilizadas, sobre as
quais se adicionaram perolas de vidro de 70,0 £ 0,5 mm. As pérolas de vidro foram
dispostas sobre os biocatalisadores com o intuito de estabiliza-los na posigao inicial,
em quantidades suficiente para também evitar a deformacgéo excessiva dos suportes
e maior compactagéao do leito.

A determinacgao do periodo de operagao em estado estacionario dos sistemas
reacionais suprarreferidos, montados com os aparatos descritos no Tépico 3.2.1, foi
executada com ensaio em triplicata, com duragéo de 60 min por réplica, e uso do teste

de Tukey (nivel de confianca de 95%). A operacdo desses ensaios ocorreu a
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temperatura de 50 °C, regulada no banho termostatizado, e com vaz&o de 1 ml min-’
de solucgao reagente. Essa solugao de alimentacéo foi preparada com a concentragéao
de 473 g L' de sacarose em tampéo de tris-acetato (0,2 mol L") e pH igual a 5,5.
Durante os 60 min de operagao continua dos reatores, amostras de 5 ml foram
coletadas dos efluentes desses sistemas nos tempos: 0 min; 5 min; 10 min; 15 min;
20 min; 30 min; 40 min; 50 min; e 60 min. Ressalta-se que os valores adotados para
0 preparo da solugdo reagente (concentragdo e pH) e de temperatura do meio
reacional foram otimizados em estudos anteriores, para essa aplicagdo do A. oryzae
IPT-301 visando a produgao de FOS (Cunha et al., 2019; Dias, 2020; Ribeiro, 2022).

3.2.3 Avaliagao da cinética enzimatica

Para o estudo da cinética enzimatica da FTase, os leitos cataliticos foram
empacotados com trés unidades de biocatalisadores imobilizados em suportes de
EPU, aplicando-se o método de preparo do aparato experimental no Topico 3.2.1.
Para cada valor de concentragdo do substrato, as amostras nesses ensaios foram
coletadas até o inicio da operacdo em estado estacionario, como determinado pelo
método explicado no Tépico 3.2.2. Os dados utilizados para determinagdao dos
parametros da cinética enzimatica com o uso da Equacao 2 foram obtidos como uso
das solugdes reagentes nas concentragdes de sacarose, em g L, iguais a: 200, 300,
400, 473 e 600 (Dias, 2020; Dias et al., 2022; Oliveira et al., 2019).

3.2.4 Avaliagao da inibicao da A; pela presenca de glicose

Com o uso do sistema reacional com reator de leito fixo montado segundo o
Topico 3.2.1, efetuou-se a avaliagdo do efeito da presenca de glicose na solugéo de
alimentagdo. Nesses ensaios, utilizaram-se trés unidades de suportes de EPU com
células imobilizadas e foram avaliadas as solugdes de alimentagcdo com pH de 5,5,
concentragdes de 473 g L' de sacarose, 0,2 mol L' de tris-acetato e concentragdes
de glicose distintas de: 11,8 gL, 23,6 gL' e 47,3 g L™, equivalentes a 2,5 %; 5 %; e
10 % da massa inicial de sacarose. Para cada concentragdo de glicose, foram
realizados ensaios em triplicata, com sistema reacional sob a temperatura de 50 ° C
e alimentagdo com vazao de 1 ml min-'. A amostra de cada réplica de tais ensaios de

inibicdo foi coletada no estado estacionario do sistema reacional, conforme
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determinado pelos procedimentos do Topico 3.2.2, e os resultados foram avaliados

com o auxilio do teste de Tukey, com o nivel de confianga de 95 % (Borzani et al.,
2001; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

3.2.5Avaliagao da desativagao térmica

Os ensaios de desativagao térmica foram realizados em duplicata, no sistema
descrito no Topico 3.2.1, com empacotamento do leito catalitico com biocatalisadores
imobilizados em EPU e PLA (Figura 4). As solugdes utilizadas nesse estudo, para
alimentacgao do sistema reacional, foram preparadas com as concentragdes de 473 g
L' de sacarose, em tampéo de tris-acetato (0,2 mol L-') e pH igual a 5,5. Em termos
de condi¢cdes operacionais, realizaram-se esses ensaios com o banho termostatizado
regulado em 50 °C e com a vazdo de 1 ml min”'. O tempo da monitoragido da
desativacao térmica dos biocatalisadores foi de 96 h a cada réplica, com coleta de
amostras de 5 ml dos efluentes dos reatores a partir do inicio das saidas de fluido e
nos seguintes tempos: 0,5 h; 1 h; 2h; 3h;4h;6h; 8h; 12 h; 16 h; 24 h; 36 h; 48 h;
72 h; e 96 h. Aos dados obtidos pelos métodos analiticos (Tépico 3.3.4) aplicou-se o
teste de Tukey (grau de confianca de 95 %) e o ajuste as Equagbes 7, 8 € 9, com o
auxilio do programa OriginPro (OriginLab, versao 8.6.0) (Araujo et al., 2022; Fogler,
2012; Sadana; Henley, 1987; Silva et al., 2021).
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Figura 4 — Leitos cataliticos empacotados
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) biocatalisador com EPU.

b) biocatalisador com PLA.

3.2.6 Determinacao da DTR

Para a determinacéo da DTR foram utilizadas duas solu¢gdes com o mesmo pH
(5,5) e as mesmas concentracdes de sacarose (473 g L) e de tris-acetato (0,2 mol L-
1) dos ensaios suprarreferidos. Uma dessas solucbes, chamada solucdo A, foi
preparada tal qual aquelas utilizadas nesses ensaios e a mistura denominada solugéo
B, foi adicionado o tracador azul de metileno (AM), na concentragdo de 10 mg L.
Essa substancia foi selecionada por possuir, nas condi¢cdes dos ensaios realizados
neste trabalho, as caracteristicas necessarias para a aplicacdo como tragador, em
concordancia com a descricdo presente no Topico 2.10 (Fogler, 2012; Levenspiel,
2000).

Os ensaios de DTR foram realizados em triplicata com as mesmas montagens
do aparato experimental e do leito catalitico descritos no Tépico 3.2.1. Inicialmente,
em cada uma das réplicas de tais ensaios, foi efetuada a saturagéo do leito catalitico
com o tracador AM, conforme descrito por Dias (2020), pelo bombeamento das
solucdes intercaladas a uma vazdo de 1 ml min (Figura 5). Nessa etapa, o sistema
foi primeiramente alimentado com a solugdo A, por 40 min, até atingir o estado
estacionario. Em seguida, passou-se a alimentacdo do reator com a solucdo B, até
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gue a medida de absorvancia permanecesse constante no efluente e igual a medida
da solucéo B. Essa etapa de saturacdo do leito foi finalizada com a alimentacao da
solucéo A e conferéncia da absorvancia das amostras de efluente do sistema. Essas
medidas foram encerradas quando a absorvancia apresentada permaneceu igual a

da solucéao A.

Figura 5 — Saturacéo do leito catalitico com AM

a) b)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: a) Concentragdo maxima de AM.
b) Concentracgéo intermediaria de AM.

c) Substrato sem AM em leito saturado.

As injecdes do tipo pulso de 2 ml da solugdo B foram executadas nos leitos
saturados, em cada réplica, com o0 uso de uma seringa de 5 ml, fabricada em
polipropileno, com uma agulha de aco inoxidavel. Essa adicdo da solu¢do B ao
sistema reacional foi efetuada proxima a entrada do reator e, instantaneamente,
iniciou-se a coleta de amostras de 2 ml do efluente, em intervalos de 5 min. Apés cada
pulso de tracador, a amostragem na saida do reator foi cessada quando as medidas

dessas aliquotas resultaram em valores aproximadamente iguais aos da solucéo A.
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3.3 METODOS ANALITICOS
3.3.1Determinacgao da densidade

Determinaram-se as densidades das solu¢cées com concentracdes de sacarose
de 200, 300, 400, 473 e 600 g L, em tris-acetato a 0,2 mol L' e pH igual a 5,5, por
método de picnometria. A calibracdo do picnémetro de Gay-Lussac em vidro utilizado
e a determinacdo do volume calibrado desse recipiente (V. [m?]) foram efetuadas com
agua do tipo Il, em triplicata. Para isso, determinou-se a massa do picnémetro vazio
com tampa (m, [kg]), por pesagem em uma balanca analitica (Shimadzu®, modelo
AUY220). Em seguida, adicionou-se agua até o preenchimento de todo o volume do
picndmetro sem tampa, evitando-se a formacédo de bolhas de ar, e a tampa foi
colocada de forma que o liquido preenchesse o capilar nela contido. O recipiente com
agua foi aquecido em banho-maria (Nova Técnica®, modelo NT 245) a 50 °C por 2
horas, para equilibrio da temperatura e da dilatacdo do picndmetro mais a dgua. Apos
esse periodo, o picndmetro foi retirado do banho, secado cuidadosamente na parte
externa e deixado em repouso em dessecador por 1 hora, para atingir a temperatura
ambiente. Seguiu-se, entdo, com a pesagem desse conjunto em balanca analitica
para determinacdo da massa de agua utilizada para preencher o picnémetro a 50 °C
(mg [kg]) (1SO 6883:2017, 2017).

Com os dados obtidos para o picnbmetro com agua e a densidade da agua a
50 °C (p, = 986,99 kg m=3), calculou-se o V. com o uso da Equacdo 33.
Subsequentemente, determinou-se a massa do picnémetro preenchido com cada
solucdo de sacarose (mg [kg]) pelo método citado acima para a 4gua. As densidades
dessas solucbes a 50 °C (ps [kg m3]) foram calculadas com a Equacgdo 34 (ISO
6883:2017, 2017).

V. = w (33)
Pa

Ps = —=_ (34)
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3.3.2Determinagao da viscosidade dinamica

Foram determinadas as viscosidades dinamicas de amostras de solu¢gbes com
as mesmas composicoes das solucdes utilizadas nos ensaios para alimentar 0s
reatores PBR. Assim, foram analisados, em triplicata, os substratos com
concentracbes de sacarose iguais a 200, 300, 400, 473 e 600 g L, preparadas com
tris-acetato a 0,2 mol L' e com pH igual a 5,5. Os ensaios de viscosidade foram
realizados na temperatura utilizada nos meios reacionais, de 50 °C, e com o uso do
viscosimetro Brookfield, modelo DV-I Prime, equipado com spindle 18, sob a

velocidade de agitacao de 60 rpm.

3.3.3Determinagao da porosidade do leito catalitico

A estimativa da porosidade dos leitos cataliticos (¢) foi efetuada separadamente
para cada material adicionado no empacotamento dos PBRs utilizados nos ensaios
com EPU e PLA. Para isso, determinaram-se os volumes ocupados por esses solidos
(Vsstidos), por meio da medicdo do volume deslocado de liquido causado por cada
fragdo de particulas adicionadas em provetas preenchidas com agua do tipo Il. Esse
procedimento foi efetuado com as esferas de vidro usadas na base (EVb) e no topo
(EVt) dos leitos colocadas em provetas graduadas de 100,0 cm?® + 0,5 cm?, as quais
se adicionaram 50 cm?® + 0,5 cm?® de agua. O V4,4, das esferas foi considerado como
a diferenga entre o volume final aferido na proveta e o adicionado (Borges et al., 2023;
Rocha; Pereira, 2019).

Para a determinagao os V4,5 referentes aos biocatalisadores, 3 pegas de
cada biocatalisador, imobilizados em EPU e PLA, foram inseridas separadamente em
provetas de 10,00 cm® + 0,05 cm3, de maneira semelhante ao empacotamento
realizado nos leitos. Nessas provetas foram vertidos 5,00 cm?3 + 0,05 cm?® de agua e
o volume final aferido foi utilizado para o calculo de V405, COMO descrito acima.
Posteriormente, calcularam-se os volumes totais dos leitos (V;,;¢, [cm?]), assumindo a
geometria cilindrica, considerando os didmetros da regido ndo encamisada (base,
3,60 mm = 0,05 mm), encamisada (topo e regido com biocatalisador, 1,20 mm % 0,05
mm) e os comprimentos dos segmentos ocupados pelas diferentes particulas (L [cm])
(Borges et al., 2023; Fogler, 2012; Rocha; Pereira, 2019).

Os resultados de ¢ para os diferentes segmentos dos leitos cataliticos
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utilizados, empacotados com biocatalisadores imobilizados em EPU e PLA e EVp e
EV, foram calculados com o uso das Equacgdes 35 e 36 (Borges et al., 2023; Fogler,
2012; Rocha; Pereira, 2019).

Vesi:
(1 _ 8) — solidos (35)
Vleito
Vesy:
e=1-— solidos (36)
Vleito

3.3.4Determinacao da At e Ah

Durante o periodo de operacdo dos PBRs, os frascos contendo as amostras
coletadas nas correntes de saida de tais sistemas foram aquecidas por imersédo, com
0 uso de um equipamento de banho-maria com agua mantida em temperatura de
ebulicdo, por um periodo de 10 minutos, seguida de imersdo em banho de gelo por 5
min. Em seguida, utilizaram-se tais amostras para a quantificacdo colorimétrica, com
auxilio de um espectrofotdmetro (Bel Photonics ®, modelo V-M5), das concentracdes
de glicose (G), utilizando-se 0 método GOD/PAP® (kit enzimatico glicose-oxidase), e
de acUcares redutores (AR), com o uso do método DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico).
Tais dados experimentais foram utilizados para o célculo das concentracdes de
frutose liberada no meio reacional (F) e de frutose transfrutosilada (F;), utilizando-se
as Equacdes (37) e (38). (Araujo et al., 2022; Chen; Liu, 1996; Dias et al., 2022;
Morales, et al., 2020).

[F] = [AR] — [G] (37)

[Fr] = [G] = [F] (38)

Para os ensaios de inibigdo da 4¢, devido a adigéo de glicose na alimentagéo
do reator ([G]i), utilizaram-se os seguintes calculos de concentracdo de AR e G, para

substituicdo de [AR] e [G] nas Equagbes 39 e 40:
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[AR]" = [AR] - [G]; (39)

[G]" = [G] - [G]; (40)

A partir dos resultados obtidos para as concentragdes de frutose
transfrutosilada e frutose liberada e das Equacgdes 31 e 32 abaixo, foram determinadas
as atividades enzimaticas de tranfrutosilagéo (A;) e hidrolitica (4;). Sendo que, neste
trabalho foram utilizadas as definicdes de uma unidade de At e Ah, respectivamente,
como: a quantidade de enzima que transfere ou libera um 1 umol de frutose, por
minuto por grama de biomassa seca, sob as condigdes experimentais utilizadas
(Cunha et al., 2019; Faria et al., 2021; Gongalves et al., 2020; Morales et al., 2020;
Prata, 2020).

ar=—LrlQ (41)
Mpiomassa
an =11 (42)

Mpiomassa

onde Q se refere a vazao volumétrica de substrato (ml min-') € my;ymassq, @ Massa de

biomassa seca contida no leito catalitico (g).

3.3.5Determinagao da concentragao de azul de metileno

Nos ensaios de DTR, descritos no Tépico 3.2.6, as concentragcdes de AM foram
determinadas com o uso do espectrofotdmetro (Bel Photonics ®, modelo V-MS5).
Nesse método analitico, optou-se pela regulagem do comprimento de onda de 665
nm, com o objetivo de se obter o maximo de absorvancia para o AM e determinacgao

das concentracdes dessa espécie quimica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIAGCAO DA CINETICA ENZIMATICA

Os ensaios para avaliagdo do periodo de operagcao em estado estacionario,
efeito da concentragdo na A; e determinacao de parametros cinéticos foram realizados
em triplicata, conforme o método descrito no Tépico 3.2.3. A vazao utilizada nesses
sistemas continuos do tipo PBR foi de 1 ml min~' e os leitos foram empacotados com
biocatalisadores imobilizados em EPU. Os resultados desses ensaios, para todas as

concentragdes analisadas, estdo presentes na Figura 6.

Figura 6 - Perfil da atividade de transfrutosilacdo em funcdo do tempo
com diferentes concentracdes de sacarose para avaliagdo da cinética

enziméatica de células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: (#)200g L™, (#)300gL", (¢)400gL", (¢)473gL"'e( )600gL™.

Nota: experimentos realizados com pH de 5,5, 50 °C e vazéo de 1 ml min™.

De acordo com as distribuicbes de dados presentes na Figura 6, observaram-

se maiores valores de A, para concentragdes acima de 300 g L' de sacarose, o que
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corresponde com as caracteristicas esperadas pela presengca de enzimas do tipo
FTase no meio reacional, por proporcionarem alta produtividade de FOS na presenca
de altas concentragdes desse dissacarideo (Belmonte-lzquierdo et al., 2023; Mano et
al., 2018; Sanchez-Martinez et al., 2020; Yun, 1996). Entretanto, ndo se observou um
aumento nos resultados de A; diretamente proporciona a concentracdo de sacarose,
pois 0 maior valor obtido para essa atividade enzimatica, igual a 1504,27 + 116,71 U
g, ocorreu com a concentracéo de 473 g L de sacarose, em 20 min.

Os perfis cinéticos dispostos Figura 6 indicam que, possivelmente, a A; das
células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU sao inibidas na presenca de altas
concentracbes desse substrato, geralmente acima de valores de cerca de 500 g L™,
como reportado por Cunha et al. (2019) em ensaios em batelada com FTase soluvel
e células biocataliticas, ambos com o0 uso de A. oryzae IPT-301. Goncalves et al.
(2020) e Faria et al. (2021), utilizando essa mesma cepa em ensaios em batelada,
também observaram tal comportamento com células reticuladas e encapsuladas em
alginato de calcio e enzimas imobilizadas em silica gel, respectivamente. No caso de
Dias et al. (2022), observaram-se dados que contribuem para a confirmacédo dessa
hipotese, obtidos em PBR, com leito catalitico empacotado com células de A. oryzae
IPT-301.

Para a determinacdo dos parametros cinéticos da reacdo de transfrutosilacéo
nos sistemas analisados, utilizaram-se os valores de A; dos sistemas determinadas
com amostras coletadas no mesmo tempo de operagao, com os reatores funcionando
em estado estacionario. O intervalo que resultou nesse regime de operagao foi
estimado entre 30 e 60 min, periodo no qual, pela tendéncia visualmente aparente, as
médias dos resultados A; permaneceram aproximadamente constates nos perfis
representados na Figura 6 (Fogler, 2012; Lorenzoni et al., 2015). Assim, utilizaram-se
os pontos em 40 min de operacgao, devido aos menores desvios padrdes calculados
para a maioria das concentracoes, apesar de o resultado do teste Tukey (nivel de
confianga de 95 %) ter demonstrado que, para cada concentragdo, os pontos
experimentais da Figura 6 sao estatisticamente iguais. Essa distribuicdo dos
resultados de A; determinados em regime estacionario em fungdo das concentragbes

de sacarose esta representada graficamente na Figura 7.
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Figura 7 - Perfil da atividade de transfrutosilacdo em regime
estacionario em funcdo da concentragcdo de sacarose para a
avaliacdo de modelos cinéticos enzimaticos com células de A.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: (---) modelo de Michaelis-Menten, (—) Modelo de Hill.

Nota: experimentos realizados com pH de 5,5, 50 °C e vazéo de 1 ml min™.

Observa-se, na Figura 7, uma tendéncia ao aumento da A; diretamente
proporcional a concentragdo de sacarose, no intervalo abaixo de 300 g L. Isso foi
confirmado com a aplicagéo do teste de Tukey com nivel de confianga de 95 %, pela
definicdo do ponto referente a 200 g L-! de sacarose como estatisticamente diferente
dos pontos subsequentes, os quais sao estatisticamente iguais. As duas curvas
presentes na Figura 7 correspondem aos ajustes aos dados experimentais dos
modelos cinéticos descritos pelas Equacgdes 2 e 3, cujos parametros calculados estao

relacionados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros cinéticos para ensaios realizados em PBR com células de A.

oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU

Parametros Michaelis-Menten Hill
Ky (g LY 201,83 + 90,91 -
Kos (g L) - 176,08 + 7,83
Voax (U g0 1878,91 + 291,81 1355,71 + 40,07
n - 3,91+1,03
R? 0,79 0,96

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Pelos parametros ajustados presentes na Tabela 2, verificou-se que os valores
para as constantes K, e K, s, iguais a 201,83 + 90,91 g L' e 176,08 + 7,83 g L™,
respectivamente, foram semelhantes. Esses resultados, que representam as
concentracdes que correspondem a metade da velocidade maxima da reagdo nas
condigbes experimentais empregadas, podem ser considerados significativamente
elevados e, por isso, demonstrar uma elevada afinidade entre o substrato e as
enzimas com A; presentes nas células de A. oryzae IPT-301. Entre os resultados de
Viax, iguais a 1878,91 + 291,81 U g' e 135571 + 40,07 U g, ajustados
respectivamente para os modelos de Michaelis-Menten e Hill, o que apresentou maior
coeréncia com as maiores atividades obtidas experimentalmente em regime
estacionario foi o obtido com a aplicagdo da equagao de Hill. Além disso, o ajuste ao
modelo de Hill resultou em um coeficiente de determinagdo (R?) (igual a
aproximadamente 0,96) mais satisfatério que o obtido para o modelo de Michaelis-
Menten. Isso indica que, possivelmente, a distribuicdo sigmoide seja a forma mais
adequada de representacdo da cinética enzimatica obtida nas condicbes
experimentais utilizadas (Rodwell et al., 2017; Weiss, 1997).

O valor obtido para o coeficiente de Hill (Tabela 2) igual a 3,91 £ 1,03 implica
gue, provavelmente, as enzimas presentes nos biocatalisadores avaliados
apresentam cooperatividade positiva, em relacdo a A;. Garcia et al. (2021) também
obtiveram resultados que sugerem que o modelo de Hill representa satisfatoriamente
a cinética enzimatica da FTase de A. oryzae IPT-301. Esses dados foram gerados
pelo estudo experimental realizado em PBR com células dessa cepa livres e

reticuladas com glutaraldeido, cujos resultados, respectivamente para V,,;,, Ko 5 € n,
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foram iguais a: 662,34 U g* e 833,08 U g'; 97,80 g L1 e 85,90 g L*; 2,33 e 1,67.
Porém, em experimentos realizados em PBR com células de A. oryzae IPT-301 e
vazdo de 11,5 ml min?, Dias et al. (2022) obtiveram o melhor coeficiente de
determinacao para a cinética de Michaelis-Menten (0,96), que gerou valores de V4,
e Ky iguais a 634 +85 U gte 157 + 78 g L, respectivamente.

Em estudos realizados em batelada com FTase extracelular de A. oryzae IPT-
301, Faria et al. (2021) (Vypar = 1,45+ 0,03 U g1, K5 =2402+40gLten=104+
6,1) e Araujo et al. (2022) observaram ajustes satisfatorios ao modelo de Hill. Nos
ensaios realizados por Faria et al. (2021), obteve-se R? igual a 0,99. No caso de Araujo
et al. (2022), para os ensaios com FTase imobilizada em (PHB) (V,,,4, = 8,02 £ 0,65 U
g', Kos = 221,14 + 1592 g L* e n = 6,38 + 2,87) e PHB funcionalizado com
glutaraldeido (V4 = 10,35+ 0,30 U g%, Ky 5 = 205,90 +5,78 gLt e n = 6,39 £ 1,76),
respectivamente, obtiveram-se valores para R? iguais a 0,94 e 0,98. Tais resultados
também indicam que, possivelmente, a FTase de A. oryzae IPT-301 apresente

cooperatividade positiva nas condi¢cdes experimentais adotadas.

4.2 AVALIAGAO DO EFEITO INIBITORIO DA GLICOSE

Os ensaios para avaliagcdo da inibicdo causada por diferentes concentragdes
de glicose (Cyiicose) NA A, das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
foram realizados conforme os procedimentos descritos no Tépico 3.2.4. Como se pode
observar nos resultados de tais ensaios presentes na Tabela 3, ndo foi possivel
determinar os resultados de A, para as concentracdes maiores que 11,8 g L de
glicose, pelos métodos detalhados no Topico 3.3.4. Isso pode indicar limitagdes dos
métodos analiticos usados para determinacdo das composi¢cdes dos efluentes
gerados nesses ensaios, para 0s casos de baixa A;. Porém, pode-se comprovar o
efeito significativo de inibicdo dessa atividade enzimatica pela presenca de glicose.

Pela andlise estatistica dos dados, observou-se que o0s dois resultados
expressos na Tabela 3 séo estatisticamente iguais. No entanto, ao se comparar 0s
valores medios desses resultados, nota-se uma reducéo de cerca de 63 % da A; na
presenca de 11,8 g L™ de glicose no meio reacional. Apesar desses resultados néo
permitirem concluir satisfatoriamente a avaliagcdo cinética desse processo de inibicao,

a reducdo acentuada da A; evidencia que esse processo pode ocorrer com baixos
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valores de Cgycose, Para células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU. Tais
dados reforcam o efeito de inibicdo competitiva apresentado pela glicose comprovado
em diversos estudos, como descrito por Gabrielczyk et al. (2018) e Pravilovi¢ et al.
(2023).

Tabela 3 - A; com diferentes concentracdes de glicose em ensaios de inibigdo

realizados em PBR com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU

Cglicose (g I—-l) At (U gl)
0,00 835,55 + 212,37
11,82 315,87 +170,46

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

4.3 AVALIAGAO DA DESATIVACAO

4.3.1 Avaliacao da desativagcao com uso de suportes em EPU

A avaliacdo da desativacdo dos biocatalisadores compostos por células de A.
oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU foi efetuada com ensaios em duplicata, para
cada valor de temperatura, e vazao de substrato mantida a 1 ml min-t. Esses ensaios
foram executados segundo o método descrito no Topico 3.2.5 e os resultados obtidos
dessa maneira se encontram na Figura 8.

Na Figura 8, é possivel observar, até 12 h de operagao, maiores valores de A;
para temperaturas acima de 30 °C, com pico em 30 min, referente a 60 °C e a 4, igual
a 1438,76 + 231,51 U g'. Nesse grafico, nota-se, a partir de cerca de 6 horas de
operacao dos PBRs (intervalo com maiores oscilagdes nos dados), que ocorre um
decaimento significativo das atividades cataliticas para temperaturas maiores que
30 °C. Assim, nos pontos coletados ao final dos experimentos, com 96 h, obtiveram-
se resultados coerentes com o esperado decaimento das atividades biocataliticas em
fungdo da temperatura, devido a desativagdo mais acentuada para 60 °C e a maior
estabilidade térmica referente ao perfil de 30 °C (Dixon; Webb, 1979; Fields, 2001;
Fogler, 2012).
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Figura 8 - Perfil da atividade de transfrutosilacdo em funcdo do tempo em
diferentes temperaturas para a avaliacdo da desativacao com células de
A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: (¢) 30 °C, (¢) 40 °C, (#) 50 °C e (#) 60°C.
Nota: experimentos realizados com 473 g L de sacarose, pH de 5,5, e vazdo de

1 ml min.

Os modelos matematicos representados pelas Equacgbées 7, 8 e 9 foram
empregados para ajustes aos dados presentes na Figura 8 e obtencdo dos
parametros de desativagdo enzimatica. Os perfis ajustados referentes aos modelos
de desativagcdo de primeira ordem, de ordem d e de Sadana e Henley estédo
representados na Figura 9.

Destaca-se que os estudos realizados no presente trabalho para a avaliagéo
da desativacao catalitica por 96 h, com células do género Aspergillus aplicadas em
reatores de leito fixo, visando a producéo de FOS, s&o inéditos na literatura. Como se
verifica no trabalho de Dias et al. (2022), que estudaram a estabilidade operacional de
células de A. oryzae IPT-301 em PBR por 12 h, a 50 °C e com vazéao de substrato de
5 e 11,5 ml min-'. Apesar de outros estudos em PBR para produgéo de FOS terem

sido feitos em periodos maiores que 96 h, os biocatalisadores utilizados nesses casos
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foram produzidos com outras cepas fungicas. Desses trabalhos, destacam-se os
executados por Jung et al. (2011), que utilizaram células de Aureobasidium pullulans
imobilizadas em alginato de calcio, em ensaios de mais de 100 dias de duragdo, e
Zambelli et al. (2016), por terem executado ensaios continuos de até 7 dias, com

células de Cladosporium cladospoioides imobilizadas com alginato de sédio.

Figura 9 - Perfis de atividade de transfrutosilagdo em fun¢do do tempo em diferentes
temperaturas para a avaliagdo de modelos de desativagdo com células de A. oryzae
IPT-301 imobilizadas em EPU
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: (a) 30 °C, (b) 40 °C, (c) 50 °C, (d) 60°C, (---) primeira ordem, (—) ordem d e (—)
Sadana e Henley.

Nota: experimentos realizados com 473 g L de sacarose, pH de 5,5, e vazédo de 1 ml min™.

Pode-se observar, nos graficos dispostos na Figura 9, que as maiores
divergéncias entre as curvas ajustadas para os diferentes modelos de cinética de
desativagcao ocorrem para as temperaturas que causaram maiores decaimentos
relativos das A; (60 e 60 °C). Os parametros resultantes desses ajustes estdo

apresentados na Tabela 4 e os resultados de k,, foram utilizados para a determinagao
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dos dados de E;, (Tabela 5), por aplicacdo das Equacdes 13 e 14, conforme as

representacgdes graficas na Figura 10.

Figura 10 - Perfis de k;, em funcdo da temperatura para a determinacéo da E, com

células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: (a) primeira ordem, (b) ordem d, (c) Sadana e Henley e (—) modelo de Arrhenius.

Nota: experimentos realizados com 473 g L de sacarose, pH de 5,5, e vazdo de 1 ml min™,

Pelos resultados ajustados para as constantes kj (Tabela 4), considerando os
coeficientes de determinacdo, o modelo cinético de primeira ordem é, provavelmente,
mais adequado para descrever as cinéticas de desativacéo a 30 e 40 °C, apesar de
que, para 40 °C, os R? referentes aos trés modelos ficaram semelhantes. Porém, os
valores de R? indicam que, para 30 °C, os ajustes obtidos para os modelos cinéticos
nao foram muito precisos estatisticamente, possivelmente, devido a alta dispersdo dos

dados e a baixa reducao da A; apos 96 h nessa temperatura. Ja para as temperaturas
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de 50 e 60 °C, os melhores ajustes para obten¢do de kj, ocorreram com os modelos
com o coeficiente d ajustavel, cujos valores resultaram nas ordens de reacao iguais a
4,13 e 2,38, respectivamente.

Os resultados E; obtidos através dos ajustes representados na Figura 10,
podem ser considerados estatisticamente satisfatorios para os trés modelos cinéticos
considerados, conforme os resultados de R? préximos de 1 resultantes (Tabela 5)
(Araudjo et al., 2022; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000). No entanto, as cinéticas de
ordem d e de Sadana e Henley geraram ajustes aos dados experimentais com
qualidade ligeiramente melhor.

Nos resultados apresentados na Tabela 4, observa-se, de forma coerente com
a Equacao 13, um aumento significativo de k, em funcédo da temperatura, resultados
cuja magnitude é ampliada com o aumento da taxa de desativacdo enzimatica. Isso
implica na variacéo observada para os valores de t;,, calculados, que podem ser
considerados coerentes com os dados dos ensaios nas Figuras 8 e 9, devido a
presenca de kj nas Equacfes 10, 11 e 12. Utilizando FTase extracelular de A. oryzae
IPT-301 em batelada, a 50 °C, Faria et al. (2021) e Araujo et al. (2022),
respectivamente, com o uso de FTase imobilizada em silica gel e imobilizada em PHB
funcionalizado, obtiveram valores ajustados para t;,, iguais a 11,33 e 2,07 h. Isso
implica que, provavelmente, a FTase das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas
em EPU aplicadas em PBR apresentam maior estabilidade térmica do que a FTase
extracelular, como foi utilizada nos estudos desses autores.

Goncalves et al. (2020), pela avaliacdo de células de A. oryzae IPT-301
reticuladas e livres em batelada, observaram menores taxas de desativacdo com o
uso dos biocatalisadores reticulados, o que resultou em um t, /, igual a 16,5 h (50 °C).
Comparando com os valores de t;,, supracitados, nota-se que, provavelmente, as
células de A. oryzae IPT-301 com A; apresentam menor taxa de desativagdo do que
suas enzimas extracelulares, para os tipos de aplicagdes mencionados acima. Nesses
ensaios citados, as barreiras energéticas representadas pela E, obtidas também
corroboram essa hipétese, conforme a Tabela 5, o valor calculado por Gongalves et
al. (2020), igual a 136,32 kJ mol?, e os dados apresentados por Faria et al. (2021) e

Araujo et al. (2022), iguais a 56,8 kJ mol* e 50,8 kJ mol?, respectivamente.
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Tabela 4 — Parametros termodinamicos de desativagao para ensaios realizados em

PBR com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU

Temperaturas
Parametros Modelo
30 °C 40 °C 50 °C 60 °C
kp (hY) Ordem1 2,18.10° 7,12.10° 1,05.102 8,78.10%2

Ordemd 2,14.10°% 9,07.10° 2,78.1072 0,157
SH 1,78.10% 1,36.102 2,62.1072 0,133

d Ordemd 0,74 1,96 4,13 2,38

a SH -0,21 0,36 0,41 0,17

R? Ordem1 0,46 0,90 0,75 0,86
Ordemd 0,40 0,89 0,81 0,96

SH 0,40 0,89 0,77 0,94

) Ordem1 317,96 97,35 66,01 7,89
Ordemd 296,36 108,39 89,19 7,40

SH 300,41 111,34 71,62 6,92
AHp (kJ mol?) Ordem1 11420 114,12 114,03 113,95
Ordemd 107,56 107,47 107,39 107,31
SH 103,83 103,74 103,66 103,58
AGp (kJ molY) Ordem1 110,37 111,01 113,60 111,32
Ordemd 110,42 110,38 110,98 109,71
SH 110,88 109,33 111,14 110,71

A4S, (kJ molt K1) Ordem1 0,01 0,01 0,001 0,01
Ordemd  -0,01 -0,01 -0,01 -0,01

SH -0,02 -0,02 -0,02 -0,02

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Tabela 5 — E, determinada para ensaios realizados em PBR com células de A. oryzae
IPT-301 imobilizadas em EPU

Parametros Primeira ordem Ordemd Sadana e Henley
Ep (kJ mol?) 116,72 + 40,64 110,08 £ 27,72 106,35 £ 24,19
R? 0,95 0,97 0,97

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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De acordo com os valores de AHj, na Tabela 4, os biocatalisadores avaliados
neste trabalho necessitam de menores quantidades de energia para desnaturacéo de
1 mol de enzimas, em todas as temperaturas utilizadas, se comparados aos
resultados obtidos por Faria et al. (2021) (37,11 kJ mol?, 50 °C) e Aradujo et al. (2022)
(37,11 kJ mol%, 50 °C), nas condi¢cGes citadas acima. Resultados semelhantes aos
gue estdo presentes na Tabela 4 foram adquiridos por Gongalves et al. (2020), como
o valor de 133,64 kJ mol%, a 50 °C, com o uso de células reticuladas. Observando-se
os altos valores de 4G, calculados para células A. oryzae IPT-301 imobilizadas em
EPU expressos nessa tabela, pode-se considerar que desnaturacéo enzimatica tende
a nao ocorrer espontaneamente nas condi¢cdes experimentais descritas (Souza et al.,
2015; Koretsky, 2007). Essas mesmas caracteristicas podem ser atribuidas aos
processos de desativacdo estudados por Faria et al. (2021) (108,86 kJ mol?, 50 °C),
Araujo et al. (2022) (104,29 kJ mol%, 50 °C) e Gongcalves et al. (2020) (89,83 kJ mol%,
50 °C), considerando os biocatalisadores que apresentaram melhor desempenho em
cada um desses trabalhos.

Os dados de 4S5, calculados proximos de 0, para os modelos de primeira
ordem, ordem d e de Sadana e Henley, demonstram que as estruturas enzimaticas
presentes nos biocatalisadores testados apresentam baixo grau de desordem dos
sistemas. Esses dados representam a ocorréncia de baixas quantidades de energia
incrementadas por unidade de temperatura na transicdo enzimatica para o estado
desnaturado (Heidtmann et al., 2012; Koretsky, 2007; Souza et al., 2015). Resultados
semelhantes foram observados, em temperaturas entre 30 e 60 °C, com FTase de A.
oryzae IPT-301 imobilizada em silica gel por Faria et al. (2021) (-0,17 kJ mol?* K1, 50
°C), imobilizada em PHB funcionalizado por Aradijo et al. (2022) (-0,17 kJ mol* K%, 50
°C) e células de A. oryzae IPT-301 reticuladas usadas por Gongalves et al. (2020)
(0,14 kJ mol* K1, 50 °C).

4.3.2 Avaliagao da desativagao com uso de suportes em PLA

Na Figura 11 sdo mostrados os resultados dos ensaios de desativacao térmica
da A;, realizados em duplicata com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em
suportes de PLA e gerados pela aplicagdo do método detalhado no Topico 3.2.5.
Nesse grafico também se encontram as curvas que representam 0s ajustes aos

modelos cinéticos de desativacao implementados com os dados experimentais. Assim
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Ccomo nos ensaios realizados com biocatalisadores imobilizados em EPU, discutidos

no topico anterior, tais ajustes foram feitos para os modelos de primeira ordem, de

ordem d e de Sadana e Henley.

Figura 11 - Perfil de atividade de transfrutosilacdo em fungéo do tempo

para a avaliacdo de modelos de desativacdo com células de A. oryzae
IPT-301 imobilizadas em PLA
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: (---) primeira ordem, (—) ordem d e (—) Sadana e Henley.

Nota: experimentos realizados com 473 g L de sacarose, pH de 5,5, 50 °C e vazéo

de 1 ml min™.

No perfil

apresentado na Figura 11, observam-se desvios padrdes

consideravelmente elevados até o periodo de 3 h de operacdo. Além disso, percebe-

se a ocorréncia de oscilagbes nos valores médios de A; durante todo o periodo

representado nesse grafico. Tais observacbes podem ser complementadas pela

avaliacado desses dados com o teste de Tukey (95 % de confianga), que determinou

que todos os pontos sao estatisticamente iguais.

Essa elevada dispersao dos dados pode ter sido causada pela ocorréncia de

caminhos preferenciais e pelo baixo volume de células biocataliticas presentes nas

superficies externas dos suportes. Os caminhos preferenciais no leito foram causados
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principalmente pelos suportes cubicos rigidos de PLA nao terem preenchido
satisfatoriamente o perfil cilindrico dos leitos cataliticos. A quantidade reduzida de
biomassa também contribuiu para a formagao dessas regides com menor resisténcia
ao escoamento, além de ter reduzido a superficie biocatalitica acessivel a solugao
reagente (Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).

Os resultados dos ajustes dos modelos de desativagao aos dados dos ensaios
com PLA, obtidos pela aplicagcao das Equacdes 7, 8 e 9, estdo exibidos na Tabela 6.
Os valores de t, , ndo foram calculados para esses ensaios, pois, devido a dispersao
do perfil de desativacéo, ndo foi identificado um nivel decaimento da A, suficiente para
essa determinacédo (Araujo et al., 2022; Fogler, 2012; Sadana; Henley, 1987; Silva et
al., 2021).

Tabela 6 - Parametros cinéticos de desativacao para ensaios realizados em PBR com

células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em PLA

Parametros Primeira ordem Ordem d Sadana e Henley
kp (h1) 2,80.10°3 4,73.103 2,59.10°3
d - 5,77 -
a - - 0,78
R? 0,17 0,11 0,12

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

De acordo com os resultados descritos na Tabela 6, as equacdes de
desativacao utilizadas nédo se ajustam satisfatoriamente aos dados experimentais com
PLA. Isso pode ser definido pelos baixos valores dos coeficientes R? calculados para
os trés modelos avaliados.

Comparando-se o valor maximo de A; obtido com células de A. oryzae IPT-301
imobilizadas em suportes de PLA (4 h), igual a 519,92 + 48,09 U g%, com os resultados
dos ensaios com EPU nas mesmas condi¢cdes, sao observadas atividades
expressivamente maiores com o uso de EPU como suporte, até o tempo de 48 h.
Nesse ponto, os ensaios ceélulas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
apresentaram A, igual a 685,92 + 12,29 U g. Em ensaios em PBR (470 g L de
sacarose, 50 °C, pH de 5,5 e vazdo de 11,5 ml min-t), Dias et al. (2022) obtiveram

valores de A, de cerca de 751 U g aproximadamente constantes, no periodo de 3 a



64

12 h de operacéo. Isso implica que, nessas condicdes citadas, as células de A. oryzae
IPT-301 apresentam, em média, elevados valores de A, e, consequentemente, um
elevado potencial de proporcionarem altas produtividades de FOS com boa
estabilidade operacional, quando aplicadas em reatores de leito fixo.

Considera-se que melhores desempenhos cataliticos com o uso de PLA,
provavelmente, poderdo ocorrer com a otimizacdo das condi¢cdes de imobilizacdo de
células de A. oryzae IPT-301 nesse material, incluindo a avaliagdo da porosidade
adequada desses suportes. Além disso, com a manufatura aditiva, os materiais
suportes em PLA podem ser projetados com uma geometria mais adequada ao perfil
dos leitos dos reatores utilizados. Esses aprimoramentos poderao reduzir a formagao
de caminhos preferenciais e melhorar os processos de transferéncia de massa e calor
no meio reacional (Fogler, 2012; Levenspiel, 2000). Destaca-se ainda, nessa
aplicacéo visando a producéo de FOS, a relevante inovacao tecnoldgica caracterizada
pelo uso de suportes de PLA obtidos por impresséo 3D.

4.4 AVALIAGAO DA QUEDA DE PRESSAO

A partir dos métodos apresentados nos Topicos 2.9 e 3.3.3, estimaram-se
valores caracteristicos dos leitos cataliticos utilizados e das particulas que os
compuseram. Assim, foram determinadas as porosidades em cada regido dos leitos

dos PBRs e os dados referentes a essas grandezas estao presentes na Tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas fisicas das particulas constituintes dos leitos cataliticos de
PBRs com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU e PLA

Materiais
Parametros
EVb EVi EPU PLA

d, (cm) 0,46 +0,07 0,46+0,07 0,98+0,06 0,82+0,01
Vesiidos (€m?3) 8,1+05 78+05 0,5+0,1 15+0,1

L (cm) 460+0,05 10,00+£0,05 3,00+0,05 3,00=0,05
Vieito (€M) 11,64 11,31 3,39 3,39

(1-2¢) 0,70 0,69 0,15 0,44

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: (EV») esferas de vidro na base do leito e (EV:) esferas de vidro no topo do leito.
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Ao se observar os dados da Tabela 7, percebe-se que os volumes ocupados
por trés pecas de biocatalisadores imobilizados em EPU e PLA sdo pouco
significativos, se comparador com 0s V405 €Stimados para as esferas de vidro.
Assim, como os valores de V405 SA0 inversamente proporcionais a porosidade do
leito (), as regides ocupadas pelas esferas de vidro apresentam menores volumes
disponiveis para a percolacédo do substrato (Fogler, 2012; Rocha; Pereira, 2019).

Com uso dos métodos descritos nos Topico 3.3.1 e 3.3.2, foram determinadas
as densidades e as viscosidades dinamicas referentes as diferentes concentracdes
de solucdes reagentes utilizadas nos ensaios de cinética enzimatica, a 50 °C. Esses
dados e os resultados calculados de Re para cada solucdo e material dos leitos sédo
apresentados na Tabela 8. Os parametros Re foram determinados com o uso da
Equacédo 22 e os dados das Tabelas 7 e 8. Ressalta-se, que com excecao do resultado
para a solucdo de 200 g L para o EPU, que representa um regime transiente de
escoamento, todas os outros resultados de Re indicam a ocorréncia de escoamento
laminar (Fogler, 2012; Rocha; Pereira, 2019).

Tabela 8 — Propriedades fisicas das particulas constituintes dos leitos cataliticos e
regimes de escoamento em PBRs com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em
EPU e PLA

R o Concentracgdo de sacarose (g L)
Parametros Materiais

200 300 400 473 600

p (g cm?) 1,07 1,10 1,14 1,17 1,21
1 (cP) 1,00 1,88 2,63 2,92 5,22
EVb 0,46 0,25 0,19 0,17 0,10

Re EVi 1,03 0,57 0,42 0,39 0,22
EPU 12,99 7,13 5,27 4,87 2,83

PLA 3,61 1,98 1,47 1,35 0,79

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Observou-se, na Tabela 8, um aumento coerente dos valores de p e de u em
funcdo das concentragdes de sacarose, para as medi¢gdes dessas grandezas
realizadas a mesma temperatura de 50 °C. De acordo com os tipos de escoamentos

relativos aos dados de Re calculados, determinaram-se as quedas de pressao



66

produzidas em cada segmento dos leitos cataliticos, para cada concentracdo de
sacarose, utilizando-se as Equacgdes 25, 26 e 27. Esses resultados se encontram na
Tabela 9, descritos para cada tipo de material e somados para os leitos alimentados
com cada solugao reagente. Entretanto, as variagées da composicao dos fluidos que
percorrem os leitos cataliticos, devido as reacdes cataliticas, ndo foram consideradas

nos calculos.

Tabela 9 — Queda de pressao nos leitos cataliticos referentes aos ensaios realizados

em PBRs com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU e PLA

A o Concentracéo de sacarose (g L)
Pardmetro  Materiais

200 300 400 473 600
EVb 0,47 0,88 1,24 1,37 2,45
EVt 2,28 4,30 6,01 6,66 11,91
AP (Pa) EPU 1,25.10% 3,54.10% 4,94.10% 5,47.10* 9,79.10*
PLA 2,88.102 5,43.102% 7,60.102 8,41.102 0,15
Total (EPU) 2,75 5,18 7,25 8,03 14,36
Total (PLA) 2,78 5,24 7,32 8,11 14,51

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Nota: * ponto calculado com a Equacéo 27. Os demais foram calculados com as Equacdes
25 e 26.

Nos resultados expressos na Tabela 9, é possivel verificar valores de AP mais
significativos para os segmentos com esferas de vidro, por serem sélidos ndo porosos
e por apresentarem elevados V4,405 NOS leitos cataliticos. Essas diferengas entre os
resultados de AP em fungao das concentragdes podem ser confirmadas pelos perfis
demonstrados na Figura 12. Entre as particulas de biocatalisadores, pode-se observar
maiores reducdes de pressao com o uso do PLA como suporte. Isso pode ser
explicado, de acordo com a Tabela 7, pelos menores resultados de € e maiores Vysidos
meédios determinados para estes biocatalisadores, comparados com os dados obtidos

para os biocatalisadores com suportes de EPU.
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Figura 12 — Perfis de AP em fungdo da concentragdo de sacarose

para as diferentes particulas dos leitos cataliticos
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Legenda: (m) EVy, (@) EV,, (A) EPU e (#) PLA.

Nota: experimentos realizados considerando pH de 5,5, 50°C e vazéo de 1 ml min™.

Com o aumento da queda de pressao ha a reducao da energia cinética das
moléculas reagentes e, consequentemente, a diminuicdo de choques eficientes entre
essas moléculas e os sitios ativos enzimaticos, o que reduz as velocidades de reacao
(Koretsky, 2007). Isso indica a relevancia de se selecionar materiais inertes para o
preenchimento de leitos fixos que possam nao interferir significativamente nos
processos de perda de carga. Porém, ndo se considerou que os efeitos de perda de
carga nos leitos estudados neste trabalho foram significativos, de acordo com a
magnitude dos valores totais de AP encontrados (Figura 12).

Delbianco et al. (2016) realizaram estudos de modelagem com reatores de leito
fixo para conversao de gas de sintese em combustiveis liquidos, empacotados com
catalisadores com d,, e ¢ respectivamente iguais a 0,25 cm e 0,49. Nesse processo
de sintes de Fischer-Tropsch, considerou-se que quedas de pressao de cerca de 3 %
(aproximadamente 50 kPa) da pressdao na corrente de alimentagdo ndo sao

significativas. Isso demonstra a importancia de se avaliar o nivel de influéncia da perda
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de carga em outros parametros de desempenho dos sistemas reacionais.

Em um méddulo experimental de PBR recheado com esferas de vidro, Rocha e
Pereira (2019) observaram que a porosidade dindmica do leito variou com o
escoamento, com uma média de 0,56, enquanto a porosidade estatica foi mensurada
como 0,4. Isso implica que os calculos de AP podem fornecer estimativas
inconsistentes, caso nao se utilize a determinagcdo adequada da porosidade do leito.
Tal hipétese foi validada nas condigbes dos experimentos realizados por Rocha e
Pereira (2019), pela comparacgao entre dados experimentais e calculos com a equagao

de Ergun, que resultaram em APs superestimados para a porosidade estatica.

4.5 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE TEMPOS DE RESIDENCIA

Conforme o método descrito no Topico 3.2.6, realizaram-se 0S ensaios para
determinacdo da DTR dos reatores de leito fixo utilizados nos ensaios descritos nos
topicos anteriores, com o uso de biocatalisadores produzidos com EPU. Os resultados
em triplicata obtidos com esse método de injecdo em pulso se encontram
representados na Figura 13. Esse grafico se refere ao perfil da funcéo de distribuicdo
de tempo de residéncia (E(t)), que pode ser interpretada como a disposi¢do das
idades das particulas de fluido na saida do reator, calculada pela Equacgéo 28 (Fogler,
2012).

Nas distribuicbes dos dados de E(t), observa-se a formacdo de uma cauda
longa com o decaimento desses valores apds o pico formado. Essas caracteristicas
sdo tipicas do uso da técnica de injecao tipo pulso, como Fogler (2012) e Levenspiel
(2000) descrevem, e podem induzir a erros na avaliacdo nos momentos da DTR.
Porém, devido ao desvio da idealidade esperado para reatores reais, a assimetria e
valores iniciais e finais maiores que 0 na distribuicdo da funcdo E(t) podem ser
considerados tipicos desses ensaios. Tais comportamentos das particulas de fluido
nos leitos podem ocorrer mesmo com injecdes rapidas e adequadas do tragador.
Algumas das causas desses desvios podem ser a ocorréncia interacdes e adsorgado
do fluido em particulas sélidas e nas paredes do reator. Alem disso, pontos de
estagnacdo e caminhos preferenciais também afetam significativamente no

escoamento do substrato.
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Figura 13 — Perfil de E(t) para leito catalitico empacotado com

células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
Nota: experimentos realizados com 473 g L de sacarose, 10 mg L de
AM, pH de 5,5, 50 °C e vazéo de 1 ml min™.

Com o uso das Equacdes 30, 31 e 32, calcularam-se 0s momentos necessarios
para a caracterizacdo satisfatéria da DTR (t,,, 0% e S3). Esses resultados foram
obtidos por integracdo numérica (regra de Simpson de um terco) aplicada aos dados
experimentais e estdo dispostos na Tabela 10. O tempo de execucédo de cada réplica
dos ensaios de DTR foi de 120 min, o qual corresponde ao periodo necessario para a
estabilizacdo das medidas de C(t) em valores aproximadamente iguais aos
registrados antes dos pulsos com AM (Dias, 2020; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).
Pelos valores calculados, notou-se que a maior parte das particulas de fluido deixa o
sistema em um tempo menor que o t,, (38,34 min), de acordo com a posi¢ao do pico
na Figura 13. No entanto, pode-se considerar que o valor de t,, obtido foi coerente

com o tempo de inicio do regime estacionario determinado no Tépico 4.1.
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Tabela 10 — Momentos calculados para a avaliagdo da DTR para ensaios realizados

em PBRs com células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU

Momentos Resultados
t,, (Min) 38,34
a? (min?) 792,85
§3 (min®) 177,49

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

O resultado obtido para a variancia em torno da média (¢2), ou quadrado do
desvio padrao, indica que a distribuicao dos valores experimentais apresenta um nivel
de espalhamento elevado, devido a magnitude de o2. O valor do terceiro momento
calculado em torno da média, S, demonstra que os dados obtidos nos ensaios
resultaram em uma distribuicdo com alta assimetria. Dessa maneira, 0s resultados
determinados para esses trés momentos caracterizam que a DTR do sistema
reacional continuo analisado se desvia significativamente do modelo ideal de PBR,
mas podem ser considerados aceitaveis para os tipos de leitos fixos avaliados (Fogler,
2012; Levenspiel, 2000).

As possiveis causas desse comportamento podem ser atribuidas, além das
interacbes com as superficies internas dos reatores, as caracteristicas fisicas e
operacionais dos biocatalisadores empacotados nos leitos cataliticos, tais como:
poros do suporte de EPU obstruidos pela presenca de grandes quantidades de células
fungicas; compactacéo crescente das particulas, devido a deformabilidade do suporte;
e irregularidade na distribuicdo do biocatalisador no leito catalitico. Além disso, o
grande volume de esferas de vidro na entrada e na parte superior dos reatores, como
demonstrado pelos valores de AP, podem ter afetado significativamente o escoamento

das particulas de fluido nesses sistemas (Dias, 2020; Fogler, 2012; Levenspiel, 2000).
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5 CONCLUSOES

Nas avaliagbes em PBR das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em EPU
foram observados elevados valores de A,, com valor maximo igual a 1504,27 £ 116,71
U g1 (473 g L de sacarose, a 50 °C). Esses sistemas reacionais entraram em regime
estacionario a partir de 30 min, aproximadamente, e apresentaram cinética enzimatica
satisfatoriamente descrita pelo modelo de Hill.

Nos estudos da inibicdo da A; dos biocatalisadores imobilizados em EPU,
notou-se que a presenca de glicose pode reduzir significativamente a A;. Esse efeito
foi observado devido a reducédo da A, média em cerca de 63 %, com a concentracao
de 11,8 g L de glicose, e aos dados de A, ndo detectados para concentracées
maiores desse inibidor.

Observaram-se, na avaliacdo da desativacdo enzimatica, resultados elevados
de A;, até 12 h de operacéo, com temperaturas dos leitos de 40 e 50 °C e uma taxa
de decaimento acentuada de A; para 60 °C. Durante as 96 h de duracdo dos ensaios
a 30 °C, nao houve desativacdo enzimatica significativa, porém, os valores de A, a 30
°C foram significativamente menores que os das demais temperaturas, até os pontos
medidos em 12 h. A partir desse periodo, as atividades se mantiveram semelhantes
para as temperaturas de 30, 40 e 50°C, ressaltando-se que a atividade média com 40
°C, em 96 h de operacéao, foi a maior observada.

As avalicbes de quedas de pressdo demonstraram, devido as baixas
porosidades nas regides dos leitos ocupadas por esferas de vidro, que esses materiais
foram responsaveis pelos maiores valores de AP nos ensaios. No caso dos
biocatalisadores, as particulas produzidas com PLA apresentaram APs cerca de 153
vezes maiores que as com EPU, porém ambos os materiais ndo contribuiram
significativamente para os valores de AP totais calculados. Entretanto, considerou-se
que, devido a magnitude desses valores totais, a perda de carga néo foi suficiente
para interferir no desempenho desses sistemas, nas condicbes experimentais
adotadas.

Na determinacdo da DTR, observou-se que a maior parte do fluido deixa o
sistema em um tempo menor que o t,, (38,34 min). Esse desvio da idealidade na
distribuicdo das idades das particulas do substrato foi confirmado pela determinacéo
dos momentos o2 (792,85 min?) e §3 (177,49 min®) da DTR. A magnitude desses
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momentos, proporcionais ao nivel de espalhamento e assimetria dos dados,

respectivamente, € coerente para modelos reais de escoamento de fluidos em PBR.
As avaliagbes dos resultados obtidos demonstram que o uso de PBR com

células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas sdo uma opcao promissora para a obtencao

de FOS em modo continuo por até 96 h de reacéao.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Conforme as conclusbes obtidas no presente trabalho, propdem-se as

seguintes sugestdes para comporem pesquisas vindouras:

a)
b)

c)
d)

Avaliar os processos de transferéncia de massa interna e externa em PBR,;
Aprofundar os estudos sobre inibicdo da A; causada pelo substrato e pela
presenca de glicose;

Avaliar a aplicacao de suportes com diferentes geometrias e composicoes;
Efetuar mais estudos de desempenho de biocatalisadores com substrato a
temperatura igual a 40 °C;

Comparar o desempenho de biocatalisadores em diferentes tipos e
configuragdes de reatores;

Estudar e implementar a modelagem matematica e a simulacdo, para
aplicacdes em planejamentos experimentais e em analises da producdo de

FOS em larga escala.
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APENDICE A — Curva analitica

Figura 14 — Curva analitica para determinacdo de azul de metileno

em solugdo com 473 g L' de sacarose
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Fonte: Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: (Abs) absorvancia e (AM) azul de metileno.
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