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RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo acUcares prebidticos, cuja producdo ocorre pela
reacdo de transfrutosilacdo da sacarose catalisada pela enzima frutosiltransferase
(FTase; EC 2.4.1.9), sintetizada pelo fungo Aspergillus oryzae IPT-301. Este trabalho
teve por objetivo produzir e caracterizar suportes porosos de oxido de titanio (TiO,) e
avaliar as propriedades bioquimicas (pH e temperatura) de células de A. oryzae IPT-301
nele imobilizadas e reticuladas com glutaraldeido, visando a sintese de FOS. Os suportes
foram confeccionados pela técnica de réplica, partindo-se de uma espuma de poliuretano
com porosidade de 40 ppi impregnada com barbotina de titania (55%), seguida de
secagem e sinterizacdo a 1500 °C durante 2 h; o p6 de partida foi caracterizado por
difracdo de raios X (DRX) e por area de superficie especifica (método de B.E.T.). As
células foram produzidas e imobilizadas por cultivo submerso em meio sintético (30 °C,
200 rpm, 32 h) e, em seguida, reticuladas com glutaraldeido 25% em tampao tris-acetato,
com posterior reducao por borohidreto de sddio. A influéncia do pH e da temperatura
sobre a atividade de transfrutosilacéo foi avaliada por meio de DCCR 22, com trés pontos
centrais e quatro pontos axiais, e os dados foram analisados por analise de variancia
(ANOVA), superficies de resposta e gréafico de Pareto no software Protimiza Experimental
Design (nivel de significancia a = 10%). A caracterizagdo do suporte por DRX confirmou
a presenca predominante da fase rutilo (estrutura tetragonal, grupo espacial P4,/mnm) e
area de superficie especifica de 10,9456 m2 g~1. O maior valor experimental de atividade
de transfrutosilacdo (237,07 = 18,57 U g™!) foi obtido a 40 °C e pH 6,91, enquanto a
analise da superficie de resposta indicou uma atividade maxima de 292,99 + 67,95 U g™
na condicéo de 55,9 °C e pH 6,57. Observou-se um efeito linear positivo da temperatura
e um efeito quadratico negativo do pH, com o biocatalisador mantendo-se estavel em
ampla faixa de pH (5,5 a 6,9). Conclui-se que o suporte de 6xido de titanio, associado a
reticulacdo com glutaraldeido, constitui uma alternativa promissora e estavel para a
imobilizacao celular voltada a producéo de fruto-oligossacarideos.

Palavras-chave: fruto-oligossacarideos; imobilizacdo celular; Aspergillus oryzae;

reticulagéo; frutosiltransferase.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are prebiotic sugars produced through the
transfructosylation reaction of sucrose catalyzed by the enzyme fructosyltransferase
(FTase; EC 2.4.1.9), synthesized by the fungus Aspergillus oryzae IPT-301. This study
aimed to produce and characterize porous titanium oxide (TiO,) supports and to evaluate
the biochemical properties (pH and temperature) of A. oryzae IPT-301 cells immobilized
on these supports and cross-linked with glutaraldehyde for FOS synthesis. The supports
were fabricated using the replica technique, employing a 40 ppi polyurethane foam
impregnated with a titanium slurry (55%), followed by drying and sintering at 1500 °C for
2 h. The starting powder was characterized by X-ray diffraction (XRD) and specific surface
area analysis (BET method). The cells were produced and immobilized by submerged
cultivation in a synthetic medium (30 °C, 200 rpm, 32 h), followed by cross-linking with
25% glutaraldehyde in Tris-acetate buffer and subsequent reduction with sodium
borohydride. The effects of pH and temperature on transfructosylation activity were
evaluated using a 22 central composite rotatable design (CCRD), with three center points
and four axial points. The data were analyzed by analysis of variance (ANOVA), response
surface methodology, and Pareto charts using Protimiza Experimental Design software
(significance level a = 0.10). XRD characterization of the support confirmed the
predominant presence of the rutile phase (tetragonal structure, space group P4,/mnm),
with a specific surface area of 10.9456 m2 g™t The highest experimental
transfructosylation activity (237.07 + 18.57 U g™1) was obtained at 40 °C and pH 6.91,
whereas response surface analysis predicted a maximum activity of 292.99 + 67.95U g™
at 55.9 °C and pH 6.57. A positive linear effect of temperature and a negative quadratic
effect of pH were observed, while the biocatalyst remained stable over a broad pH range
(5.5-6.9). These results indicate that the titanium oxide support, combined with
glutaraldehyde cross-linking, represents a promising and stable alternative for cell
immobilization aimed at fructooligosaccharide production.

Keywords: fructooligosaccharides; cell immobilization; Aspergillus oryzae; cross-

linking; fructosyltransferase.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a alimentacdo saudavel tem sofrido modificacbes com o
passar do tempo e a saude tem sido um assunto cada vez mais discutido no século XXI,
visto que as pessoas tém buscado uma alimentacao melhor para alcangar uma vida mais
saudavel (Manicardi et al., 2023). Nesse sentido, alguns aclcares tém se destacado no
meio alimentar por promoverem beneficio a nutricdo humana, e, além disso, terem sabor
muito semelhante ao da sacarose convencional. Eles sdo os fruto-oligossacarideos
(FOS), acucares prebibticos e ndo cariogénicos (Maiorano et al., 2020; Nobre et al.,
2018). Conhecido como FOS, é um composto de origem natural, considerado um acucar
ndo convencional, visto que ndo é metabolizado pelo corpo humano e possui baixo valor
calorico, sendo encontrado em mais de 36 mil espécies de plantas e em alimentos tais
como alcachofra, aspargos, banana, beterraba, cebola e tomate (Cunha et al., 2019; Dias
et al., 2022).

Os fruto-oligossacarideos séo oligossacarideos formados através da estrutura
expandida da sacarose, fazendo parte da familia dos frutanos, e sua a abreviacdo FOS
€ usada para associar tais frutanos tipo inulina que podem ou nao ter um grupo terminal
de glicose (Macedo et al., 2020; Passos & Park, 2003). Ele é sintetizado através da
reacao de transfrutosilacao da sacarose, onde usa-se enzimas microbianas, neste caso,
a frutosiltransferase (FTase; EC 2.4.1.9), que age como catalisadora nesse processo,
além de muito prezada pela industria por sua capacidade de gerar compostos prebidticos
benéficos a saude intestinal e ao sistema imunolégico. No entanto, obter essa producéo
de maneira eficiente por meio da FTase ainda esbarra em desafios técnicos, uma vez
que, de modo geral, as enzimas em sua forma livre possuem tempo de meia-vida
reduzido, o que prejudica a viabilidade industrial do processo (Fanis, 2025).

Frente a crescente busca pelo FOS, ha grande procura por microrganismos que
produzem enzimas para este fim, destacando-se a cepa do Aspergillus oryzae IPT-301,
proveniente dos fungos do género Aspergillus sp. Essa cepa € adequada para a sintese
da FTase, obtendo uma enzima com alta capacidade para a transfrutosilagcdo da
sacarose (Antosova et al., 2008; Cuervo-Fernandez et al., 2007; Garcia et al., 2021,
Nobre et al., 2018).

Para melhorar o desempenho e aumentar a atividade de transfrutosilagédo, utiliza-
se a técnica de imobilizacdo celular, onde as células fungicas ricas em enzima FTase

ficam confinadas e fixas em um suporte solido insollvel em meio aguoso, no qual estaréo
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protegidas contra condi¢cdes adversas que possam existir no meio (Canilha et al., 2006;
Garcia et al., 2021). Outras vantagens sao: maior resisténcia a mudangas no meio
reacional, a possibilidade de reutilizar o biocatalisador e maior facilidade de separar o
catalisador do produto. Um dos principais e mais importantes parametros que influenciam
no desempenho dos biocatalisadores é o material do qual o suporte para imobilizacao é
feito (Souza et al., 2017; Cabrera-Orozco et al., 2017).

Segundo Souza et al. (2017), os materiais utilizados como suporte para a
imobilizacéo celular podem ser classificados de acordo com sua origem, em organicos e
inorganicos, e, quanto a sua estrutura, em porosos, nao porosos ou com conformacao
em gel. Além disso, a literatura descreve uma grande diversidade de suportes
empregados na imobilizacdo enzimatica, variando em composi¢cdo, estrutura e
propriedades fisico-quimicas. Nesse sentido, o 6xido de titanio foi escolhido como
suporte devido a sua capacidade de reuso e estabilidade térmica (Santos, 2024).

Dado o contexto, o objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de um
biocatalisador heterogéneo utilizando o suporte de 6xido de titanio (TiO2) para imobilizar
células com propriedades biocataliticas de Aspergillus oryzae IPT-301, aplicar a técnica
de reticulacao, e avaliar as propriedades bioquimicas (pH e temperatura) desse suporte
guanto a sua atividade enzimatica de FTase.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Obter um biocatalisador baseado a partir da imobilizagcéo e reticulagéo das células
biocataliticas de Aspergillus oryzae IPT-301 e avaliar suas propriedades bioquimicas

para a sintese de FOS.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral, foram definidos os seguintes objetivos especificos:
a) Produzir suportes ceramicos porosos de oxido de titanio pela técnica de réplica,
utilizando espumas de poliuretano (PU);
b) Caracterizar os suportes por difracdo de raios X (DRX), identificando as fases
cristalinas presentes;

c) Produzir e imobilizar células de A. oryzae IPT-301 nos suportes por meio de cultivo
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submerso em meio sintético;

d) Submeter a biomassa imobilizada ao processo de reticulagdo com glutaraldeido,
seguido de reducéo com borohidreto de sodio;

e) Avaliar a influéncia do pH e da temperatura sobre a atividade de transfrutosilacéo
por meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR);

f) Determinar as condigcbes de pH e temperatura que maximizam a atividade
enzimatica e analisar estatisticamente os resultados (ANOVA, superficies de

resposta e Grafico de Pareto) no Software Protimiza Experimental Design.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

O FOS é comercializado como um acgucar prebidtico que auxilia na saude
intestinal, adicionado ao fato de ele ndo ser digerido até chegar ao célon (Huang et al.,
2016). Por essa razdo ele é conhecido por melhorar a microflora intestinal, pois sua
fermentacao e de outros prebioticos pelo intestino auxilia no crescimento da comunidade
microbiana e melhora a composic¢éao lipidica do sangue, promovendo maior absorcao de
célcio de magnésio (Mahalak et al., 2023).

Os FOS, quando ingeridos em quantidades adequadas, proporcionam diversos
beneficios a saude. Sado adocantes nao cariogénicos e de baixo valor calérico
(apresentando poder adocante de 0,4 a 0,6 vez menor que o da sacarose), 0 que 0S
torna uma possivel alternativa a esse acucar. Além disso, contribuem para a reducao dos
niveis de colesterol e triglicerideos, podem auxiliar o organismo no combate a infec¢des
ao diminuirem as citocinas pro-inflamatorias, estimulam o sistema imunoldgico e
promovem a sintese de vitaminas do complexo B (Belmonte-lzquierdo et al., 2023;
Bhadra et al., 2022). Em raz&o do tipo de liga¢Bes glicosidicas que possuem, esses
compostos nao sao hidrolisados pelas enzimas salivares ou intestinais humanas, sendo
metabolizados por bactérias anaerdbias presentes no intestino. Tal caracteristica 0s
torna apropriados para o consumo por pessoas com diabetes (Rahim et al., 2021).

As moléculas de FOS pertencem ao grupo de frutanos, e sao oligbmeros formados
por cadeias curtas de unidades de frutose. Sua estrutura (Figura 1) mais comum é
formada por 1-kestose (GFz), nistose (GFs) e frutofuranosil nistose (GFs), na qual as
unidades de frutosil (F) sédo ligadas na posi¢céao (2—1) da sacarose, e isso os distingue

de outros oligdmeros (Macedo et al., 2020).
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Dentre as rotas de sintese do FOS, extracdo de fontes vegetais, reacdo de
transfrutosilagcdo enzimatica da sacarose e hidrolise enzimatica da inulina (Roberfroid,
1993), a rota com maior eficiéncia é a de reacao de transfrutosilacdo da sacarose pelas
enzimas FTases (Ftase, E.C. 2.4.1.9), que tém alta atividade de transfrutosilacéo e baixa
atividade hidrolitica (Dias et al., 2022; Singh; Singh, 2010). Nessa reagdo, essas enzimas
sdo capazes de catalisar a transferéncia de unidades de frutose para uma molécula de
sacarose, formando FOS com moléculas de tamanhos diversos e permitindo uma

producdo de composicao controlada.

Figura 1 - Férmula quimica dos FOS: (A) 1-kestose, (B) nistose e (C) 1-frutofuranosilnistose.
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A reacédo de transfrutosilacdo acontece quando a FTase se liga a molécula de
sacarose na posigao B (2—1), promovendo sua clivagem e separando o grupo frutosil do
grupo glicosil. Posteriormente, o grupo frutosil é transferido para uma molécula aceptora
adequada, como a propria sacarose ou outros FOS, resultando na formacdo de um
oligbmero de frutose e na liberacdo de glicose no meio reacional (Rocha et al., 2021),

conforme ilustrado na Figura 2 e demonstrado na Equacéo 1.
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Figura 2 - Esquematizacdo da reacdo de transfrutosilacao.

Ho

H

H
OH H *dn s

. —.
Sacarose [(2—1)-B-D-frutosil], [(2—1)-p-D-fructosil], Glicose
Fonte: Cunha (2017).
GF, + GF,FTase < GF,_1 + GF, 4 (2)

Em que G e F representam a glicose e frutose, respectivamente, e quando o indice
n tem valor de 1, trata-se da molécula de sacarose (GF).

A eficiéncia na producdo de FOS esta diretamente ligada ao microrganismo
escolhido para o cultivo, bem como a otimizacdo do meio de cultura e das variaveis
operacionais do processo. Nesse contexto, o fungo Aspergillus oryzae se destaca por
sua elevada capacidade de produzir a enzima frutosiltransferase (FTase). Além disso,
por possuir status de GRAS (Generally Recognized As Safe), pela Food and Drug
Administration (FDA), € amplamente empregado na industria de alimentos devido a sua
baixa toxicidade. Para a cepa A. oryzae IPT-301, as condi¢fes de cultivo e o meio foram
otimizados por Ottoni et al. (2012), servindo como base para diversos estudos

subsequentes.

3.2 PROCESSOS FERMENTATIVOS

Os processos fermentativos compreendem as formas de cultivo de producéo da
biomassa fungica, que nesse caso sera usada a fermentacdo submersa, onde o suporte
contendo o indculo do fungo esta submerso em um meio de cultivo, e sera submetido a
determinada temperatura e rotacdo ideais durante um periodo de tempo para o
crescimento da biomassa e alcance de atividade de transfrutosilagdo maxima. E durante

a fermentacdo que a enzima (FTase) sera sintetizada, e uma quantidade significativa
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dela ficard aderida ao micélio e outra parte sera desprendida diretamente no meio de
fermentacao (Faria et al., 2021).

O fungo que fundamenta a base do estudo é o Aspergillus oryzae IPT-301, e é
amplamente usado com fins de obtencdo de diversas enzimas, como amilases,
celulases, lipases e proteases, e dentre elas, produz a enzima Frutosiltransferase
(Maresma et al., 2009). No caso do A. oryzae IPT-301, pode-se utilizar as enzimas
aderidas ao micélio para reacdes de transfrutosilagcdo, ndo tendo a necessidade da
enzima ser extraida da célula fangica (Hernalsteens & Maugeri, 2010; Cuervo-Fernandez
et al., 2007).

Obtida a biomassa enzimaticamente ativa, 0 processo passa a etapa de
biocatalise, que engloba os processos e funcées enzimaticas dentro do meio reacional e
implica o uso de enzimas para acelerar reacdes com alta seletividade e elevada eficiéncia
catalitica (Fernandes et al., 2023). No caso em questdo, a reacdo a ser catalisada é a
transfrutosilacdo - responsavel pela producdo do FOS - tendo a FTase, presente na
célula microbiana do Aspergillus oryzae produzida por fermentacdo submersa, como

agente catalisador (Silva et al., 2021).

3.3 IMOBILIZACAO DE CELULAS COM ATIVIDADE CATALITICA

Trata-se de uma técnica amplamente utilizada nos ramos de biotecnologia e
bioquimica, que consiste na fixacdo das células em um espaco definido, onde elas ficaréo
confinadas, e suas atividades cataliticas serdo mantidas em processos continuos ou
descontinuos, podendo ser reutilizado (Covizzi et al., 2007).

A imobilizacéo de células fangicas € importante pois 0 uso dos microrganismos
em sua forma livre apresenta varias implicagbes, como alto custo para produzir e
purificar, baixa estabilidade operacional, e impossibilidade de reutilizagdo (Souza et al.,
2017; Goncalves et al., 2020). Uma maior concentracdo de ceélulas microbianas
imobilizadas no suporte favorece a producdo de metabdlitos, aumenta a eficiéncia do
processo fermentativo e ainda contribui para uma recuperagdo mais facil dos produtos
de interesse (Covizzi et al., 2007).

A imobilizag&o celular tem diversas vantagens sobre a imobilizagdo enzimética,
pois ndo necessita da extracdo e purificacdo da enzima para depois fixa-la em um
suporte, diminuindo consideravelmente o custo do processo, além de aumentar a
estabilidade da enzima (Aranda, 2024).
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O uso das células imobilizadas tem como vantagens a facil recuperacdo do
produto, ampla escolha de reatores, operacédo de reator facilitada e a reutilizagdo do
biocatalisador, além de possibilitar o maior controle sobre condi¢cdes operacionais (Bashir
et al., 2020). Utiliza-se diversos métodos de imobilizacdo, como o encapsulamento,
reticulacdo e ligacdo cruzada da enzima com material insolavel (Santos et al., 2014).
Neste trabalho foi utilizada a imobilizagéo celular por confinamento.

3.4 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

A escolha do suporte é de suma importancia para que a imobilizacdo seja bem-
sucedida e obtenha seu maximo desempenho, devendo ser consideradas as
caracteristicas das células e uso final do biocatalisador. Um suporte adequado deve ter
alta permeabilidade, estabilidade quimica e mecénica, alta area superficial, capacidade
de recuperacdao, baixo custo, podendo ter composi¢éo organica ou inorganica (Souza et
al., 2017).

Entre os exemplos recentemente experimentados, destacam-se materiais
naturais, como a bucha vegetal, e sintéticos, como ceramicas (como o éxido de aluminio
e titdnio) e polimeros, como o Poli-acido lactico (PLA), Acrilonitrila Estireno Butadieno
(ABS) e Polietileno Tereftalato Glicol (PETG) (Peixoto Filho, 2025; Fanis, 2025; Barbosa,
2022).

O O6xido de titanio é um material inorganico, podendo apresentar trés fases
polimorficas: rutilo, anatase e brookita, com estruturas cristalinas tetragonal e
ortorrdmbica (Santos, 2024). Dentre essas, o rutilo é a forma mais estavel e sendo
normalmente utilizada em diversas aplicagbes comerciais, como tintas, cosméticos,
industria de papel e celulose, revestimentos etc.

Os dados experimentais apresentam variacdo de 350°C a 1175°C para a
transformacéao de fase, segundo o estudo de Saleiro et al. (2010), ao passo que Pinheiro
(2012) aponta que, de modo geral, admite-se que essa transi¢ao ocorra a 850°C. Ainda
gue existam interpretacdes divergentes, neste trabalho serd adotada uma temperatura
de sinterizacdo bastante superior, de 1500°C, 0 que assegura que a titania presente nas
pecas porosas produzidas encontra-se na fase rutilo.

Do ponto de vista tecnolégico, o 6xido de titanio possui elevada inércia quimica,
garantindo-lhe estabilidade em meios basicos e acidos, alta refratariedade (temperatura

de fusdo acima de 1800°C), além de poder ser obtido da natureza por meio da extracéo
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de minerais, 0 que diminui seu custo de produc¢ao (Santos, 2024). Ainda, a obtencao de
pecas porosas de titania € favorecida pela possibilidade de se obter barbotinas estaveis
a partir do p6 ceramico, as quais podem ser utilizadas na conformacéao pela técnica de
réplica, seguida de secagem e sinterizacao, permitindo que a producéao de suportes com

boa resisténcia mecénica e estabilidade quimica e térmica.

3.5 RETICULACAO

A imobilizacdo de células por reticulagcado é uma técnica que consiste na formacao
de um aglomerado celular, que pode ocorrer naturalmente ou através de agentes
quimicos, induzindo a formacado de ligagbes cruzadas entre as células (cross-linking),
formando ligacdes covalentes entre moléculas de proteinas (Garcia et al., 2021). A
reticulacdo permite a obtencao de células cataliticas com maior resisténcia e estabilidade
frente a agentes desnaturantes, tais como calor e pH extremos (Souza et al., 2017).

Para a reticulacéo induzida ha diversos agentes bifuncionais, conhecidos como
agentes reticulantes, sendo o glutaraldeido o que mais se destaca, devido ao seu baixo
custo (Mateo et al., 2007; Cruz et al., 2012). Esse agente reticulante apresenta ao menos
dois grupos reativos, que sdo capazes de se ligar a regides especificas de aminoacidos
na superficie da enzima, dai vem seu caréater bifuncional. O processo de imobilizacédo
covalente de enzimas comeca com etapas de ativacao, nas quais a superficie do suporte
€ modificada para gerar intermediarios reativos. Nesse contexto, o glutaraldeido é
frequentemente empregado como agente ativador, pois apresenta mecanismos mais
simples e alta eficiéncia na obtencéo de preparacdes enziméaticas estaveis (Peixoto Filho,
2025).

Nesse processo, a molécula de glutaraldeido interage tanto com o suporte quanto
com a enzima, promovendo sua imobilizacdo covalente ao suporte por meio da reagéao
com os grupos amino (a-NH2 da extremidade da cadeia, e-NH2 da lisina e/ou NH2
originado de aminacao quimica), o que resulta na formagéo das bases de Schiff (Mateo
et al., 2007).

Ha estudos que sugerem ainda a conveniéncia de uma etapa complementar apés
reticulacdo com glutaraldeido, em que as bases de Schiff, inicialmente reversiveis, séo
reduzidas, originando ligagbes mais estaveis com aminas secundarias, enquanto 0s
grupos aldeido remanescentes séo transformados em espécies inertes. Essa etapa de

reducdo pode ser realizada com o uso de borohidreto de sodio (NaBH,) (Migneault et al.,
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2004; Rueda et al., 2016).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 PREPARO E CARACTERIZACAO DO SUPORTE

Os suportes de oxido de titanio a partir do po (TiO2, 99% de pureza, MW: 79,87
g/mol - Sigma-Aldrich®) foram produzidos no Laboratério de Engenharia de Materiais da
Universidade Federal de Alfenas (LABMAT), Pocos de Caldas/MG. As pecas foram
confeccionadas pela técnica de réplica, descrita por Faria (2019), sendo produzidas com
porosidade de 40 ppi (menor tamanho de poros) e identificadas como pecas TI40, tendo
como molde esponjas de poliuretano e 40 ppi com 1 cm de aresta. A porosidade final,
portanto, foi definida com base na esponja de poliuretano, em decorréncia dos resultados
promissores obtidos com seu uso como suporte de imobilizacéo celular.

Para a producao das pecas, preparou-se também a barbotina a base de 6xido de
tithnio, com concentracdo de 55% desse composto, complementada pela adicdo dos
aditivos em solucéo, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo da barbotina.

Componentes Quantidade (%)
Oxido de titanio (TiO,) 55
Disperlan 2

Agua 16
Glicerina 4
Polietilenoglicol 1

Acido oleico 0,5
Carboximetilcelulose (CMC) 15

Poli alcool vinilico (PVA) 20

Fonte: Autora (2025).

Em seguida, a titénia e os aditivos foram homogeneizados por meio de agitacao
mecanica e manual. Na etapa seguinte, realizou-se a impregnacao das esponjas de PU,
previamente cortadas, na barbotina. As esponjas foram submersas até que a barbotina
aderisse completamente a elas e, entéo, retiradas uma a uma com o auxilio de uma
pinca, sendo passadas duas vezes por uma calandra com abertura de 3 mm antes de

serem dispostas sobre uma superficie para secagem.
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Apés a conformacdo, as pecas a verde foram secas em estufa FANEM e
submetidas ao tratamento térmico cujas condicGes foram: aquecimento a 1°C min! até
650°C e patamar de 2h, seguido de novo aquecimento a uma taxa de 0,5°C min! até
1500°C e 2h de patamar.

A Figura 3A mostra os suportes de oxido de titanio antes da queima, enquanto a
Figura 3B mostra as pecas de oOxido de titanio apds o tratamento térmico. E possivel
observar a mudanca de coloracdo das pecas ap0s a queima, o que € caracteristico do
processo de queima. Além disso, observa-se por meio do toque manual, 0 aumento da

resisténcia mecanica das pecas (suportes) apds a queima.

Figura 3 - Suportes de 6xido de titanio: (A) antes da queima e (B) ap6s o tratamento térmico.

g

Fonte: Santos, 2024.

O po de titania foi caracterizado por Difratometria de Raios X (DRX), a fim de
verificar a cristalinidade e identificar as fases presentes antes das etapas de mistura, e
por determinacdo da area de superficie especifica pelo método de B.E.T. Tal
caracterizacao preliminar mostrou-se fundamental para a preparacdo e a otimizacao da
barbotina de titania destinada a conformacédo das pegas ceramicas porosas.

A caracterizacao do p6 via DRX foi feita através do equipamento Rigaku Ultima IV
do Laboratério de Cristalografia da Universidade Federal de Alfenas, Alfenas/MG.
Empregou-se um tubo de cobre (Ka = 0,1542 nm), com potencial de aceleragao e
corrente de 40 kV e 30 mA, respectivamente, em varredura angular continua entre 15 e
75 ° e passo de 0,02 °. Para fins de analise de resultados, utilizou-se o banco de dados
cristalografico PDF 2003 (Powder Diffraction File) da JCPDS-ICDD (Joint Commitee on
Powder Diffraction Standards - International Centre for Diffraction Data).

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

103 psig min.

4.2 PRODUCAO E IMOBILIZACAO DE CELULAS COM ATIVIDADE CATALITICA

Para produzir células que contenham a enzima FTase, utilizou-se a cepa do fungo
Aspergillus oryzae IPT-301, que foi fornecida pelo Laboratério de Biotecnologia Industrial
do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sdo Paulo (LBI/IPT-SP) e
posteriormente replicada pelo Laboratorio de Tecologia Enzimatica e Bioprocessos
(LabTEB).

O cultivo do microrganismo e concomitantemente imobilizacao de células fungicas
foi realizado no Laboratério de Tecologia Enzimatica e Bioprocessos (LabTEB). Um meio
de cultivo sintético estabelecido com pH 5,5 foi preparado (Garcia et al., 2021; Fernandez

et al., 2007). A constituicdo do meio sintético é trazida na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo do meio de cultivo.

Componente Fabricante Concentracgao (% m v?)
Sacarose Synth® 15,0

Extrato de levedura Synth® 0,5

NaNO; Dinamica® 0,5

KH,PO, Synth® 0,2
MgSO,-7H,0 Dinédmica® 0,05
MnCl,-4H,0 Synth® 0,03
FeS0,-7H,0 Synth® 0,001

Fonte: Autora (2025).

O meio de cultura foi igualmente distribuido em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 50 mL do meio em cada um, juntamente com 3 pecas de suportes de oxido de
titdnio, e autoclavados a 120 °C e 2,022 atm por 20 min. Ap6és isso, inoculou-se 500 uL
de suspensédo dos esporos do fungo naconcentragdo de 1 x 107 esporos m/L em cada
frasco, e os Erlenmeyers foram dispostos em uma incubadora (modelo TE-4200 da

Tecnal), sendo mantidos a uma temperatura constante de 30 °C, com agitacdo a
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200 rpm, durante um periodo consecutivo de 32 h. (Cunha, 2017; Faria, 2019; Fernandez
et al., 2007; Pereira, 2021). Ao término do cultivo celular, o contetdo dos Erlenmeyers
foi filtrado a vacuo por succéo através de papel filtro qualitativo nimero 1. As biomassas
imobilizadas nos suportes de 6xido de titanio empregado foram submetidas ao processo

de reticulacdo para posterior aplicacao nas reacdes enziméticas subsequentes.

4.3 RETICULACAO

Ap0Gs o cultivo microbiano foi feita a reticulagdo, onde as células imobilizadas nos
biocatalisadores foram adicionadas a frascos Erlenmeyer contendo 150 mL de um meio
composto por 137,4 mL de solucdo tampéao tris-acetato 0,2 mol L de pH 7,9 e 12,6 mL
de solucgéo de glutaraldeido 25 % (v v1). A reacdo de reticulacgéo foi realizada em Banho
Dubnoff (Lab-Line®, modelo 3540) a 25 °C, 200 rpm por 45 min, e foi interrompida por
mais 30 min com a adicdo de 1,5 mL de solucdo de borohidreto de sédio 100 g L+
dissolvido em uma solucgdo de hidréxido de sodio 1.10-3 mol L2. Apds o fim da reacéo,
os suportes foram filtrados a vacuo e lavados com agua destilada (Garcia et al., 2020;
Goncalves et al., 2021, Ribeiro et al., 2024).

4.4 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

Para a realizacdo do ensaio, os parametros de reacao foram otimizados utilizando
o delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com trés pontos centrais e quatro
pontos axiais, conforme mostra a Tabela 1. Os niveis das variaveis pH e temperatura
foram definidos com base em estudos prévios do grupo de pesquisa que delimitaram tais
faixas operacionais, conforme Cunha et al. (2019), Faria et al. (2021) e Aranda (2024).

O modelo para a superficie de resposta foi ajustado a uma variavel resposta, Y,
ou seja, a atividade de transfrutosilacdo. A funcéo resposta, de segunda ordem, para 0s
dois fatores avaliados foram descritas pela Equacdo (2) e as diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas para p-valores < 0,05.

Y = ﬁO + lel + ﬁZXZ + ﬁlZXIZ + Bll(Xl)z + :822(X2)2 (2)

Em que X1 e X2 representam pH e temperatura, respectivamente, enquanto Bo, B,

B2, B12, P11 € B22 representam os coeficientes estimados pelo modelo estatistico.
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Tabela 3 - Valores codificados das variaveis de entrada para o planejamento estatistico.

Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
pH (X2) 4,09 4,5 55 6,5 6,91
Temperatura (Xi) 25,9 30 40 50 54,1

Fonte: Autora (2026).

Em seguida foram realizados os ensaios de atividade enzimatica em temperaturas
e pH’s variados conforme a Tabela 3. Os dados foram analisados e representados
graficamente utilizando o software Protimiza Experimental Design, com um nivel de

significancia de a = 10 %.

4.5 ENSAIOS ANALITICOS: DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

As atividades enziméticas de transfrutosilacdo foram determinadas conforme
procedimento descrito por Cunha et al. (2019), Goncalves et al. (2020) e Garcia et al.
(2021). Para isso, a biomassa imobilizada no suporte (equivalente a 3 suportes porosos)
foi incubada com 3,7 mL de solucédo de sacarose 48 % (m v!) e 1,2 mL de tampdo tris-
acetato 0,2 mol L%, pH 5,5.

A reacdo foi conduzida em banho Dubnoff (Lab-Line®, modelo 3540) a 50 °C, 190
rpm por 60 min e interrompida pela imersdo do meio reacional em agua fervente por 10
min, seguido por resfriamento em banho de agua e gelo por 5 min para inativacao
enzimatica. Em seguida, o meio reacional foi filtrado a vacuo e a concentracdo de
acucares redutores (AR) e glicose (G) foram quantificadas. A atividade de

transfrutosilacao (Ar) foi calculada pela Equacéo (3).

_ FrVg (3)
ERMins

Ar

Em que Fr é a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (em pumol L?), Vr é
o volume do meio reacional (em L), tr 0 tempo de reacdo (em min) e mms & massa seca
efetiva de células microbianas imobilizadas nos suportes porosos de éxidos de titanio
(em g). Uma unidade (1 U) de atividade de transfrutosilacdo pode ser definida como a

quantidade de enzima que transfere um micromol (1 ymol) de frutose (Ft) por minuto,
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sob condi¢bes experimentais estabelecidas.

Para quantificacdo das concentracdes de glicose (G) e de acUcares redutores
(AR), serdo utilizados os meétodos colorimétricos GOD/PAP® (kit enzimatico
glicoseoxidase) e DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), respectivamente. As
concentracgOes de frutose liberada (F) e frutose transfrutosilada (transferida) (FT) no meio
reacional foram determinadas pelas Equacotes (4) e (5) (Chen, Liu, 1996; Cunha et al.,
2019; Goncalves et al., 2020; Garcia et al. 2021; Dias et al., 2022).

[F] = [AR] - [G] (4)
[Fr] =[G] — [F] (5)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO SUPORTE

A Figura 4 mostra o resultado obtido para a difracéo de raios X realizada no p6 de
titnia. Os picos de difracdo foram identificados e ajustados no software OriginPro por
meio da ferramenta Peak Analyzer, com subtracdo da linha de base e ajuste individual

dos picos.
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Figura 4 - Difratograma de raios X da amostra de 6xido de titanio, com os picos indexados a fase
rutilo (TiO,, estrutura tetragonal, grupo espacial P4,/mnm).
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software OriginPro (2026)

A andlise por DRX revelou picos de difracdo bem definidos, com destaque para
0s picos em 20 igual a 27,35°, 44,1° e 54,31°, indexados, respectivamente, aos planos
(110), (210) e (211) da fase rutilo da titania (estrutura tetragonal, grupo espacial
P42/mnm), em concordancia com a ficha cristalografica de referéncia
ICDD PDF n° 21-1276.

A auséncia do pico caracteristico do anatasio em 26 = 25,3° indica que, dentro dos
limites de deteccdo da técnica, a amostra é constituida predominantemente pela fase
rutilo. Esse resultado é consistente com o tratamento térmico de sinterizacdo da peca
ceramica, uma vez que o anatasio, fase metaestavel de baixa temperatura, converte-se
irreversivelmente em rutilo — fase termodinamicamente estavel — em temperaturas
elevadas e consistente também com os dados do fornecedor, que indica que o po se
encontra na fase rutilo. A elevada intensidade e a pequena largura dos picos evidenciam
também a elevada cristalinidade do material.

O valor da area de superficie especifica (A.S.E.) obtida pela técnica de B.E.T. para
0 p6 de titania foi de 10,9456 m2/g, valor tipico de oxidos de titanio comerciais

micromatricos usados na area de pigmentos. A analise da A.S.E. é fundamental para a
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preparacao da barbotina (usada na etapa de réplica); p6s nanométricos possuem maior
forca de atracdo (Van der Waals), tornando-os mais propensos a formacdo de
aglomerados, exigindo um controle reolégico mais complexo e, por conseguinte, um
estudo mais detalhado sobre o tipo de defloculante a ser utilizado na producdo da

barbotina.

5.2 EFEITO DO PH E DA TEMPERATURA DE REACAO NA ATIVIDADE ENZIMATICA

A Tabela 4 apresenta os valores de atividade de transfrutosilagdo obtidos
experimentalmente para as diferentes combinagdes de pH e temperatura definidas pelo
delineamento composto central rotacional (DCCR), acompanhados dos respectivos

valores preditos pelo modelo estatistico (Equacéo 6).

Tabela 4 - Projeto experimental para as influéncias de duas variaveis independentes (pH e temperatura)
na atividade enzimética das células Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em um suporte poroso de
oxido de titanio e reticulados com glutaraldeido.

Experimento pH (X2) Temperatura (°C) Atividade Atividade
(X1) enzimatica (U g?) enzimatica
predita (U g?)

1 4,5 30 41,862 £ 1,35 91,150
2 6,5 30 25,484 + 3,94 10,950
3 4.5 50 76,149 + 5,95 85,030
4 6,5 50 220,109 + 5,47 165,230
5 4,09 40 117,808 + 4,91 37,914
6 6,91 40 237,073 + 18,56 37,914
7 55 25,9 39,309 + 3,04 86,644
8 55 54,1 29,691 + 1,33 191,096
9 55 40 111,472 + 28,47 138,870
10 55 40 111,092 + 21,7 138,870
11 5,5 40 111,282 + 5,58 138,870

Fonte: Autora (2026).

Observa-se que a resposta enzimatica variou de forma expressiva ao longo de

todo o dominio experimental, oscilando desde 25,48 + 3,94 U g7¢, na condicao de pH 6,5
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e 30 °C, até 237,07 £ 18,57 U g7, obtida a pH 6,91 e 40 °C. Essa amplitude, superior a
nove vezes entre 0 menor e o maior valor, evidencia a forte dependéncia da atividade de
transfrutosilacdo em relacdo as condi¢Bes reacionais e reforca a pertinéncia de um
estudo sistematico desses dois fatores, uma vez que pequenas variacdes de pH e
temperatura podem comprometer significativamente o desempenho do biocatalisador.

Os trés ensaios realizados no ponto central (pH 5,5 e 40 °C) forneceram valores
praticamente coincidentes — 111,472 + 28,47, 111,092 + 21,7 e 111,282 + 558U g™,
com reduzida dispersdo entre as réplicas. Essa baixa variabilidade traduz-se no valor
extremamente pequeno do erro puro registrado na analise de variancia (Tabela 5) e
atesta a boa reprodutibilidade do procedimento experimental, desde o cultivo e a
imobilizacdo das células até a etapa de quantificacdo da atividade enzimética. A
consisténcia dos pontos centrais € um requisito fundamental da metodologia de
superficie de resposta, pois € a partir da estimativa independente do erro puro que se
torna possivel avaliar, de maneira estatisticamente rigorosa, tanto a significancia dos
coeficientes do modelo quanto a existéncia de eventual falta de ajuste.

A temperatura e pH 6timos do meio reacional obtidos nesse trabalho estdo
alinhados com os resultados da literatura desenvolvidos por Aranda (2024), que
obtiveram atividade enzimatica maxima de (246,29 + 37,23 U g!) a 50 °C e pH 5,5 ao
realizar a imobilizacdo celular em esponja vegetal. Com isso, os resultados indicaram
gue a imobilizacdo em diferentes suportes (6xido de titdnio e esponja vegetal) com
reticulacdo ndo afetaram o pH e temperatura do meio reacional.

Cabe destacar, inicialmente, que a atividade quantificada neste estudo se refere
especificamente a transfrutosilagdo, calculada a partir da concentracdo de frutose
transfrutosilada (Equacdes 3 a 5), e ndo a atividade hidrolitica da enzima. Essa distingao
€ essencial, pois a FTase de A. oryzae IPT-301 catalisa simultaneamente a transferéncia
de unidades frutosil para moléculas aceptoras — reacao de interesse para a sintese de
FOS — e a hidrélise da sacarose, que libera monossacarideos sem formacdo de
oligdbmeros. A predominéncia de uma ou outra via depende fortemente das condi¢des
reacionais, em especial da concentracdo de substrato: elevadas concentracdes de
sacarose, como 0s 48% (m v™!) empregados nos ensaios de atividade, deslocam o
equilibrio no sentido da transfrutosilacdo, uma vez que a propria sacarose atua como
aceptor do grupo frutosil, favorecendo o alongamento das cadeias em detrimento da
simples hidrélise (Chen & Liu, 1996; Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022). Assim, as
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condi¢Oes 6timas de pH e temperatura aqui identificadas devem ser interpretadas a luz
dessa elevada disponibilidade de substrato, que constitui um dos pilares para maximizar
o rendimento em FOS.

O Grafico de Pareto mostrado na Figura 5 exibe os reflexos dos impactos de AT,
apresentado por p-valor < a, e para a sua obteng&o, foi usado um coeficiente de
significancia (a) igual a 10%, obtendo o R? igual a 64,11%, indicando a boa
representatividade do conjunto de dados experimentais. Analisando o grafico pode-se
observar que as variaveis Xi, X22 e Xi.X1 influenciam diretamente na atividade

enzimética, e seus efeitos e magnitudes podem ser observados no gréfico.

Figura 5 - Gréfico de Pareto com os efeitos dos parametros e suas interacdes para o planejamento
experimental feito para a atividade enzimatica da FTase contida na biomassa.

[

Média

X1

Variavel

X2

0 1 2 3 4 5
Efeitos Padronizados (tcalc)

Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software Protimiza Experimental Design® (2026).
Nota: Fatores do planejamento experimental: X1 — temperatura; X2 — pH.

No que se refere ao efeito da temperatura, verificou-se uma contribuicdo linear
positiva e estatisticamente significativa sobre a atividade de transfrutosilagéo, conforme
evidenciado pelo grafico de Pareto (Figura 5) e pelo coeficiente positivo associado ao
termo X; na Equacéo 6.

O pH, por sua vez, manifestou-se por meio de um efeito quadratico negativo
significativo (termo X2 na Equacao 6), o que caracteriza a existéncia de uma regiao 6tima
intermediéaria, para além da qual a atividade decresce tanto em valores mais acidos

guanto mais alcalinos. Esse padrédo é tipico de biocatalisadores enzimaticos e decorre
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da influéncia do pH sobre o estado de ionizacdo dos grupos ionizaveis dos residuos de
aminoécidos situados no sitio ativo e em suas imediacdes.

Alteracbes no pH modificam a distribuicdo de cargas dessas cadeias laterais,
afetando tanto a ligacdo do substrato quanto a estabilizacdo do estado de transi¢cdo da
reacdo. Além disso, valores extremos de pH podem provocar alteragdes conformacionais
e até a desnaturacao parcial da enzima, reduzindo a fracdo de moléculas cataliticamente
ativas. O comportamento observado é consistente com o descrito por Silva et al. (2021),
gue avaliaram os efeitos de temperatura, pH e tempo de estocagem sobre a estabilidade
da frutosiltransferase extracelular de A. oryzae IPT-301, e por Cuervo-Fernandez et al.
(2007), que relataram a dependéncia da velocidade enzimética em relagdo ao pH e a
temperatura em microrganismos produtores de B-frutofuranosidase.

Merece destaque a interagdo significativa entre pH e temperatura (termo X;X5),
cujo efeito positivo indica que a resposta do biocatalisador a uma dessas variaveis
depende do nivel em que a outra se encontra. Na pratica, isso significa que o beneficio
proporcionado pelo aumento da temperatura € mais pronunciado em determinadas faixas
de pH, e vice-versa, de modo que a condicdo 6tima néo pode ser determinada avaliando-
se os fatores isoladamente. Esse comportamento é corroborado pelos dados da Tabela
4: enquanto a elevacéo da temperatura de 30 para 50 °C a pH 4,5 aumentou a atividade
de 41,86 para 76,15 U g%, o mesmo incremento de temperatura a pH 6,5 elevou a
atividade de 25,48 para 220,11 U g™, um ganho muito superior. A presenca dessa
interacdo reforca a importancia de uma abordagem por planejamento experimental,
capaz de capturar efeitos combinados que passariam despercebidos em estudos que
variam um fator de cada vez.

O modelo de superficie de resposta foi ajustado a uma variavel de resposta (),
ou seja, a atividade de transfrutosilagéo (U g1). A funcéo de resposta de segunda ordem
para dois fatores € dada na Equacdo (6) na qual permaneceram apenas 0S termos
estatisticamente significativos ao nivel de 10%, a saber, o efeito linear da temperatura
(X1), o efeito quadratico do pH (X;?) e a interacdo entre ambos (X;X;). Os termos
correspondentes ao efeito quadratico da temperatura (X;2) e ao efeito linear do pH (X;)
nao se mostraram significativos e foram excluidos sequencialmente durante a etapa de
reparametrizagdo, procedimento que visa obter um modelo mais parcimonioso e de

melhor interpretacao fisica.
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Y = 138,87 + 37,04 x' — 50,78 x,° + 40,10 x4 x (6)

O gréfico de Pareto (Figura 5) sintetiza graficamente a magnitude e a direcédo
desses efeitos, dispondo-os em relacdo a linha de significancia correspondente ao p-
valor associado ao nivel a = 10%. Para o modelo completo obteve-se coeficiente de
determinacdo de R2 = 84,59%, ao passo que a etapa associada ao grafico de Pareto
forneceu R? = 64,11%, indicando que a parcela dominante da variabilidade dos dados
experimentais € explicada pelos fatores considerados, ainda que uma fracéo relevante
permaneca nao descrita pelo modelo.

A Figura 6 apresenta o grafico de dispersdo entre os valores observados e preditos
pelo modelo completo, no qual os pontos se distribuem préximos a reta de identidade,
em concordancia com o elevado coeficiente de determinacdo (R? = 64,11%) e

confirmando a boa capacidade preditiva do modelo nesta etapa.

Figura 6 - Grafico de dispersao entre os valores de atividade enzimatica observados e preditos pelo modelo
completo.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software Protimiza Experimental Design® (2026).

A Figura 6, que confronta os valores de atividade enzimatica observados
experimentalmente com aqueles preditos pelo modelo, corrobora essa leitura. Os pontos
distribuem-se de maneira relativamente préxima a reta de identidade, em consonancia
com o coeficiente de determinacdo obtido, mas apresentam dispersdo perceptivel em
algumas condicdes, coerente com a falta de ajuste detectada na ANOVA. Ainda assim,

0 modelo mostra-se satisfatério para os fins deste trabalho, que consistiram em mapear



31

a influéncia do pH e da temperatura e delimitar a regido operacional mais favoravel a
transfrutosilacédo, e ndo em obter uma equacéao preditiva de preciséo absoluta.

A analise de variancia (ANOVA) foi apresentada para o modelo quadratico
aplicado e o ajuste das respostas experimentais ao modelo estatistico foi avaliado pelo

coeficiente de determinacéo do erro (R?), conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados da andlise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico com intera¢@o para a
avaliacdo dos efeitos da temperatura e do pH sobre a atividade enzimética.

Fonte da Soma dos Graus de Quadrado Fealc p-valor
Variacdo Quadrados Liberdade Médio
Regressao 33347.8 3 11115,9 4,2 0,05472
Residuos 18672,4 7 2667,5 - -
Falta de Ajuste 18672,4 5 3734,5 103448,1 0,00001
Erro Puro 0,1 2 0,0 - -
Total 52020,3 10 - - -

Fonte: Autora (2026).

A analise de variancia (Tabela 5) complementa a avaliacdo da qualidade do ajuste.
A regressao apresentou valor de F calculado igual a 4,2, com p-valor de 0,055, situando-
se no limiar da significancia adotada e indicando que o modelo € capaz de descrever a
tendéncia geral da atividade de transfrutosilacdo em func&o do pH e da temperatura. Por
outro lado, a decomposicao da soma dos quadrados dos residuos revelou uma falta de
ajuste estatisticamente significativa, com F calculado elevado e p-valor de 0,00001,
decorrente do contraste entre o erro puro extremamente baixo — reflexo da ja
mencionada reprodutibilidade dos pontos centrais — e a variancia associada aos demais
ensaios.

Esse resultado deve ser interpretado com cautela: a falta de ajuste nao invalida o
modelo como ferramenta exploratdria para identificar tendéncias e a regiao de interesse,
mas sinaliza que a superficie de resposta de segunda ordem nao reproduz com total
fidelidade o comportamento enzimético em toda a extensdo do dominio investigado,
sobretudo porque a condicdo 6tima se localiza nas bordas do planejamento. A propria
elevada sensibilidade da estatistica de falta de ajuste ao valor diminuto do erro puro
contribui para a magnitude observada, uma vez que qualquer desvio dos pontos fatoriais
e axiais em relacdo ao modelo é amplificado quando confrontado com a variancia

praticamente nula das réplicas centrais.
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Essa reducdo do R? ndo deve ser interpretada isoladamente como deterioracao
do modelo, mas ponderada em conjunto com a significancia estatistica dos coeficientes
e com o objetivo do estudo. Para fins de identificacdo de tendéncias e da regiao
operacional 6tima, um modelo parcimonioso e fisicamente coerente € preferivel a um
modelo sobreajustado, ainda que este ultimo exiba R2 nominalmente superior. A
persisténcia de falta de ajuste em ambas as parametriza¢des, por sua vez, reitera a
recomendacao de refinar o planejamento experimental em trabalhos futuros.

A Figura 7 mostra um grafico de superficie por meio do qual pode-se notar o
comportamento da atividade enzimatica frente as variaveis X1 e Xz construidas a partir

da Equacéao (6).

Figura 7 - Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) da reagdo de atividade enzimatica da
biomassa.
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A superficie de resposta e as respectivas curvas de contorno (Figura 7) traduzem
geometricamente o comportamento descrito pela Equagédo 6, permitindo visualizar a
regido que maximiza a atividade de transfrutosilacdo. A analise das curvas de contorno
indica que os maiores valores de atividade se concentram em temperaturas proximas ao
limite superior investigado, da ordem de 55 °C, associadas a uma faixa de pH
compreendida entre 5,5 e 6,9. Dentro dessa regiao, o modelo estimou uma atividade de
transfrutosilacéo de 292,99 + 67,95 U g™* para a combinacéo de 55,9 °C e pH 6,57, valor
superior ao maior resultado experimental direto (237,07 £ 18,57 U g%, a pH 6,91 e 40
°C) e que evidencia o potencial do biocatalisador quando operado nas condi¢cdes mais
favoraveis. E importante ressaltar, contudo, que essa condi¢&o 6tima situa-se na fronteira
do dominio experimental, o0 que confere carater de extrapolacdo a parte da predicéo e
reforca a recomendacao de ampliar a faixa de temperatura em estudos subsequentes.

Os valores de atividade obtidos neste trabalho sdo compativeis com os reportados
na literatura para sistemas analogos de producao de FOS a partir de A. oryzae IPT-301.
Aranda (2024), ao imobilizar células do mesmo microrganismo em esponja vegetal e
submeté-las a reticulacdo, obteve atividade maxima de 246,29 + 37,23 Ug*a50 °Ce
pH 5,5, valor da mesma ordem de grandeza do aqui observado. De modo semelhante,
Cunha et al. (2019) relataram atividades da ordem de 260 U g™ para pH inferior a 6,5 e
temperaturas acima de 46 °C, porém empregando células livres, sem imobilizacéo e sem
reticulacdo. A proximidade entre esses resultados e os do presente estudo indica que a
imobilizacdo em suporte de Oxido de titanio, aliada a reticulacdo com glutaraldeido,
preservou a capacidade catalitica das células, ndo acarretando perdas expressivas de
atividade em relacao as configuragdes previamente descritas — aspecto relevante, dado
gue a imobilizacéo frequentemente impde restricdes difusionais e limitagdes de acesso
do substrato aos sitios ativos.

Quanto as condi¢cGes otimas de pH e temperatura, os resultados alinham-se ao
conjunto de trabalhos voltados a sintese enzimatica de FOS. Faria et al. (2021)
observaram atividade méaxima a 50 °C e pH 5,5 ao imobilizar a FTase em silica gel,
enquanto Gongalves et al. (2020) e Barbosa (2022) reportaram desempenho semelhante
para células reticuladas com glutaraldeido e encapsuladas em gel de alginato de calcio.
A convergéncia das faixas otimas de temperatura (em torno de 50 °C) e de pH (de
levemente acido a neutro) entre suportes de naturezas tao distintas — silica, alginato,

esponja vegetal, poliuretano e, neste trabalho, 6xido de titAnio — sugere que tais
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parametros sdo governados majoritariamente pelas propriedades intrinsecas da enzima
e das células de A. oryzae IPT-301, e ndo pela matriz de imobilizacdo. Em outras
palavras, o suporte influencia primordialmente a estabilidade, a reutilizacéo e a facilidade
de manuseio do biocatalisador, a0 passo que a resposta ao pH e a temperatura
permanece atrelada a bioquimica da prépria FTase.

Um resultado particularmente relevante deste estudo diz respeito a ampliacao da
faixa de pH em que o biocatalisador se mantém estavel e ativo, que se estendeu de 5,5
a 6,9. Esse alargamento pode ser atribuido ao processo de reticulacdo com
glutaraldeido, o qual, por meio de sua acédo bifuncional, promove a formacgéao de ligacdes
covalentes entre os grupos amino das proteinas das células de A. oryzae IPT-301,
aumentando o numero de interacdes intercelulares e originando um emaranhado mais
denso e coeso em comparacao as células imobilizadas sem reticulacao (Barbosa et al.,
2012; Monsan, 1978; Peixoto Filho, 2025). Essa rede de ligacdes cruzadas confere
rigidez estrutural & enzima, restringindo os movimentos conformacionais que conduzem
a sua inativacdo sob condicbes adversas e, consequentemente, tornando-a mais
tolerante a variac6es de pH. A maior estabilidade em ampla faixa de pH é vantajosa do
ponto de vista industrial, pois amplia a flexibilidade operacional do processo e reduz a
necessidade de controle rigoroso desse parametro ao longo da reagao.

Do ponto de vista mecanistico, o efeito estabilizador da reticulacdo esta associado
a reacao entre os grupos aldeido do glutaraldeido e os grupos amino disponiveis na
superficie celular e nas proteinas — o grupo a-amino terminal das cadeias polipeptidicas
e, sobretudo, os grupos €-amino dos residuos de lisina —, com formacao das chamadas
bases de Schiff (Mateo et al., 2007; Migneault et al., 2004). Essas liga¢gbes imina,
inicialmente reversiveis, foram estabilizadas neste trabalho pela etapa subsequente de
reducdo com borohidreto de sddio (NaBH,), que as converte em aminas secundarias,
mais estaveis, ao mesmo tempo em que transforma os grupos aldeido residuais em
espécies inertes, evitando reacdes indesejadas e o comprometimento da atividade ao
longo do tempo (Rueda et al., 2016). A combinacdo da reticulagdo com a etapa de
reducdo, portanto, ndo apenas fixa mais firmemente a enzima a biomassa e ao suporte,
como também contribui para a manutencdo da densidade de sitios ativos, reduzindo o
arraste e a dessorcao da enzima durante a operacdo — aspecto especialmente critico
em reatores operados em modo continuo, como o reator de leito empacotado descrito
por Dias et al. (2022) e Ribeiro et al. (2024).
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As propriedades do suporte de Oxido de titdnio também contribuem para o
desempenho observado. Conforme discutido na caracterizacéo, o material apresenta-se
predominantemente na fase rutilo, termodinamicamente estavel, e exibe elevada inércia
guimica, estabilidade térmica e resisténcia mecanica, caracteristicas que garantem sua
integridade nas condic¢des reacionais e viabilizam o reuso das pecas (Santos, 2024). A
moderada area de superficie especifica determinada pelo método B.E.T. (10,9456 m?2
g71) e a estrutura macroporosa obtida pela técnica de réplica favorecem a colonizacéo
das células fungicas e o acesso do substrato, ainda que suportes com maior area
superficial pudessem, em principio, comportar maior carga celular. O equilibrio entre
porosidade, resisténcia mecéanica e estabilidade quimica faz do 6xido de titdnio uma
alternativa competitiva frente a suportes organicos, como a esponja vegetal e o
poliuretano, que, embora eficientes, apresentam menor durabilidade sob tratamentos
sucessivos. A possibilidade de recuperacéo e reaproveitamento das pecas ceramicas,
mesmo apos ciclos de queima, representa um diferencial economicamente atrativo para
aplicacdes de maior escala.

Sob a perspectiva de aplicagéo, os resultados obtidos sustentam a viabilidade do
biocatalisador desenvolvido para a producdo de FOS. A obtencdo de atividades de
transfrutosilacdo da ordem de centenas de unidades por grama, associada a estabilidade
em ampla faixa de pH e a robustez térmica do suporte, indica que o sistema é compativel
com as condic¢@es tipicas de operacao industrial, nas quais se buscam simultaneamente
elevada produtividade, longevidade do biocatalisador e simplicidade de separacao entre
catalisador e produto. A imobilizacdo em suporte ceramico rigido facilita o emprego em
reatores de leito fixo ou empacotado, configuracdo amplamente favorecida para
processos continuos por permitir o reuso do biocatalisador e a operagéo prolongada, e
converge com a tendéncia observada nos trabalhos mais recentes do grupo de pesquisa

voltados a intensificacdo da producédo enzimatica de fruto-oligossacarideos.

6. CONCLUSAO

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver e caracterizar um biocatalisador
heterogéneo baseado na imobilizacdo de células de Aspergillus oryzae IPT-301 em
suportes porosos de 6xido de titanio, reticuladas com glutaraldeido, e avaliar suas
propriedades bioquimicas frente ao pH e a temperatura, visando a sintese enzimatica de

fruto-oligossacarideos. A producéo e a imobilizacdo das células por cultivo submerso em
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meio sintético, seguidas da etapa de reticulacdo e de reducado com borohidreto de sédio,
mostraram-se eficazes na obtencdo de um biocatalisador ativo e estavel.

A caracterizacdo do suporte confirmou a adequacdo do Oxido de titanio a
finalidade proposta. A difracdo de raios X evidenciou a presenca predominante da fase
rutilo (estrutura tetragonal, grupo espacial P4,/mnm), termodinamicamente estavel,
resultante do tratamento térmico de sinterizagdo a 1500 °C, enquanto a area de
superficie especifica de 10,9456 m2 g7, determinada pelo método de B.E.T., aliada a
estrutura macroporosa obtida pela técnica de réplica, revelou-se compativel com a
imobilizacao celular e o acesso do substrato.

Quanto ao estudo das propriedades bioquimicas, o delineamento composto
central rotacional permitiu descrever o comportamento da atividade de transfrutosilagéo
em fungao do pH e da temperatura. Verificou-se um efeito linear positivo da temperatura,
um efeito quadratico negativo do pH e uma interacdo significativa entre os dois fatores,
indicando a existéncia de uma regido 6tima intermediaria de pH e o aumento da atividade
com a temperatura dentro da faixa investigada. O maior valor experimental de atividade
de transfrutosilacao foi de 237,07 £ 18,57 U g1, obtido a 40 °C e pH 6,91, ao passo que
a analise da superficie de resposta indicou uma atividade méaxima de 292,99 + 67,95 U
g7! na condicdo de 55,9 °C e pH 6,57. O modelo quadratico completo apresentou
coeficiente de determinacéo de R? = 84,59%, evidenciando boa representatividade dos
dados, embora a analise de variancia tenha acusado falta de ajuste significativa e o
modelo reparametrizado, ainda que fisicamente mais coerente, tenha exibido capacidade
preditiva inferior — limitac6es associadas, sobretudo, ao posicionamento da condic&o
otima na fronteira do dominio experimental.

Dessa forma, conclui-se que o emprego de suportes porosos de oxido de titanio,
aliado a reticulagdo com glutaraldeido, representa uma estratégia eficaz para a obtencéo
de biocatalisadores estaveis e reutilizaveis, capaz de ampliar a faixa operacional de pH
e de manter elevada atividade de transfrutosilagéo, contribuindo para o aprimoramento
dos processos de producdo de fruto-oligossacarideos. Recomenda-se, para consolidar
e aprofundar esses resultados, a ampliagcdo da faixa experimental de temperatura, a
adocdo de um novo planejamento centrado na regido de maxima atividade e o
aperfeicoamento da analise estatistica, conforme detalhado nas sugestbes para

trabalhos futuros.
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7.SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos e nas limitacées identificadas ao longo deste

trabalho, sugerem-se os seguintes desdobramentos para estudos futuros:

a)

b)

d)

Avaliar a estabilidade operacional do biocatalisador ao longo de sucessivos ciclos
de reacdo, preferencialmente em reatores de leito fixo ou empacotado,
determinando o nimero de reusos possiveis sem perda significativa de atividade;
Investigar a estabilidade de armazenamento do biocatalisador imobilizado sob
diferentes condicfes de temperatura e tempo;

Avaliar a capacidade de recuperacdo e reuso dos suportes de 6xido de titanio
apos tratamentos térmicos sucessivos, quantificando a perda de massa e a
integridade mecanica das pecas;

Otimizar as condi¢des de reticulacdo (concentracdo de glutaraldeido, tempo e
temperatura) com o intuito de maximizar a estabilidade do biocatalisador sem
comprometer a atividade enzimética,;

Quantificar e caracterizar os FOS produzidos (gf,, gf; e gf,) por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), avaliando o rendimento e a seletividade da
reacao de transfrutosilacdo, bem como avaliar aspectos ainda nao explorados,
como a difusdo de substrato e produto no interior do suporte poroso e o

desempenho do biocatalisador em reator de leito fixo operado em modo continuo.
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ABSTRACT

The fructooligosaccharides (FOS) are sugars with benefits for human health, and their
production occurs through the sucrose transfructosylation reaction catalyzed by
fructosyltransferase enzymes (FTase, E.C.2.4.1.9). However, the use of enzymes in
their soluble form can cause some problems, such as high production and purification
costs and the impossibility of reusing them. One way of reducing these problems is to
immobilize the cells in porous solid supports. The titanium oxide (TiO2) is a material
that when used in support for enzymatic immobilization offers the possibility of being
regenerated and reused, maintaining viability for growth of catalytic biomass. This
study proposes the evaluation of the use of regenerated titanium oxide supports for
immobilization of Aspergillus oryzae |PT-301 cells for the production of
fructooligosaccharides. Initially, the support was produced from a barbotine and its
conformation into larger (T130) and smaller (T140) porosity, followed by heat treatment
at 1500 °C. For microbial growth, a culture medium was prepared in which the cells
were immobilized on the support and subjected to the ideal conditions for growth. After
cultivation, the enzymatic reaction was performed with the biocatalyst produced and
then it was taken for drying in an oven at 60 °C for 24 hours. At the end of this process,
the support was subjected to a new heat treatment in a muffle furnace at 400 °C for 1
hour. It was noted that there were still remnants of the biomass, so the pieces were
again subjected to heat treatment at 550 °C for 1 hour and 30 minutes. The supports
were then washed with alcohol and distilled water and dried in an oven for 24 hours at
80°C. The supports were reused in a new culture and another heat treatment, totaling
two regenerations. It was observed that after the heat treatment the peaces, they
became more fragile and brittle, but when the supports were re-cultured, the TI140
pieces did not fall apart, proving that they were more resistant than the TI30 pieces
due to their lower porosity. In the 1st reuse, the concentration of cells obtained was
0.19 geells gsupport ' and the transfructosylation activity was 336.1 U g'. In the 2nd reuse,
the cell concentration was 0.18 geelis gsupport™! @nd the transfructosylation activity was
282.9 U g’'. From the results it can be seen that the transfructosylation activity and cell
concentration were close, proving the effectiveness of reusing the support for up to two
cultivation cycles.

Keywords: Fructooligosaccharides Production, Support Regeneration, Reuse
Process.
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ABSTRACT —The objective of this work was to evaluate the biochemical properties (pH
and temperature) of Aspergillus oryzae IPT-301 cells immobilized in porous
support of titanium oxide and cross-linked with gluteraldehyde. The production and
immobilization of microbial cells in the support were carried out in a synthetic
culture medium at pH 5.5, 200 rpm, 30 °C and 32 h, followed by cross-linking and
engymatic reaction, which was conducted at temperatures and pH variable
according to statistical planning (DCCR). The highest value of enzymatic activity
obtained was 292.99 67.95 U g (55.9 °C and pH 6.91), however the planning
showed a working range for the biocatalyst in which the pH varied from 5.5 to 6.9,
with little oscillation of enzymatic activity. Thus, it is observed that the crosslinking
gave a stability to the biocatalyst and could positively impact on FOS productivity.

1 INTRODUCTION

The work of Correa et al. (2024) showed that in recent times there has been an increase
in society's concern for health, awakening the need for healthier foods in the industry. In this
sense, Fructooligosaccharides (FOS) represent an excellent alternative as prebiotic sugars, and,
according to Cunha et al. (2019); Dias et al. (2022), they are sugars composed of fructose
oligomers, low in calories and non-cariogenic, their consumption helps prevent diseases and
can be consumed by diabetics without concern.

FOS production occurs from the sucrose transfructosylation reaction, catalyzed by the
enzymes fructosyltransferases (FTase, E.C.2.4.1.9), that are synthesized by the Aspergillus
oryzae IPT-301 fungus (Dias et al. 2022; Fernandez et al. 2007), which has shown being a
producer of cells with high transfructosylation activity (Ar). To promote the operational
stability of the biocatalyst, we investigate the immobilization of the fungus biomass, which was
relevant for FOS production according to studies by Fernandez et al. (2007) and Souza et al.
(2017). In this context, adding the crosslinking process after immobilizing the biomass could

1
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