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“Nunca se intimide por ndo saber algo. Essa ¢ exatamente a razao para investigar.”

Autor desconhecido



RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo oligdbmeros de frutose produzidos pela
transfrutosilacao da sacarose, catalisada por frutosiltransferases (FTase, E.C. 2.4.1.9). O uso de
células com atividade de transfrutosilacdo (At) imobilizadas em suportes porosos ¢ uma
estratégia promissora, pois aumenta a estabilidade do biocatalisador e elimina etapas de
purificagdo enzimatica. A escolha do suporte ¢ determinante, pois influencia o microambiente
enzimatico e a eficiéncia de imobilizac¢do, destacando-se os suportes poliméricos obtidos por
impressao 3D. Assim, este trabalho teve como objetivo imobilizar células biocataliticas de
Aspergillus oryzae IPT-301 em suportes de polidcido latico (PLA) produzidos por impressao
3D e avaliar seu desempenho na producdo de FOS em sistemas em batelada e continuo. A
producgdo das células microbianas imobilizadas foi conduzida em meio de cultura complexo,
em pH 5,5, sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C. A curva de crescimento microbiano indicou que
o melhor tempo de cultivo foi de 40 h. As células biocataliticas imobilizadas apresentaram
retencdo de 76,5 % da atividade inicial apos 29 ciclos consecutivos de reagdo (1 h cada) em
reator batelada, além de conversio e rendimento médios iguais a 37,78 % e 32,64 %,
respectivamente, além de produtividade média global de FOS de 61,06 + 6,11 gros L' h''. A
estabilidade de armazenamento evidenciou retengdo de At por até 300 dias, tanto na auséncia
quanto na presenca de solugdo tampao. Os ensaios de atividade também foram realizados em
reator de leito fixo (PBR) operando a 50 °C e alimentado com solugdo de sacarose (480 g L,
pH 5,5), avaliando-se vazdes de 1, 4, 6 ¢ 8 mL min™'. Os maiores valores de At (variando entre
327,37 £ 32,34 U gl e 443,37 + 75,19 U g!) foram obtidos para vazdes de 8 mL min'. Nos
estudos de desativacdo térmica em reator PBR, observou-se reducdo da At em temperaturas
acima de 30 °C, embora os biocatalisadores tenham apresentado elevada termoestabilidade e
manutengdo da At ao longo das 96 h de operacdo, indicando também alta estabilidade
operacional. A 50 °C, o biocatalisador apresentou conversdo média de 13,35 %, rendimento
médio de 53,81 % e produtividade média global de FOS igual a 142,25 £ 8,95 gros L' h™'. Os
resultados obtidos indicam o potencial das células biocataliticas imobilizadas para a producao
de FOS com propriedades prebidticas, demonstrando a viabilidade do uso de suportes
poliméricos tridimensionais (3D) em processos biotecnoldgicos sustentaveis e de alto
desempenho biocatalitico.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae; Imobilizagao; Manufatura aditiva; Células biocataliticas;

Fruto-oligossacarideos.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are fructose oligomers produced by the
transfructosylation of sucrose, catalyzed by fructosyltransferases (FTase, E.C. 2.4.1.9). The use
of cells with transfructosylation activity (Ar) immobilized on porous supports is a promising
strategy, as it increases the stability of the biocatalyst and eliminates enzymatic purification
steps. The choice of support is crucial, as it influences the enzymatic microenvironment and the
immobilization efficiency, with polymeric support obtained by 3D printing standing out in this
context. Thus, this work aimed to immobilize biocatalytic cells of Aspergillus oryzae 1PT-301
on polylactic acid (PLA) support produced by 3D printing and to evaluate their performance in
FOS production in batch and continuous systems. The production of immobilized microbial
cells was carried out in a complex culture medium at pH 5.5, under agitation at 200 rpm and 30
°C. The microbial growth curve indicated that the optimal cultivation time was 40 h. The
immobilized biocatalytic cells retained 76.5 % of their initial activity after 29 consecutive
reaction cycles (1 h each) in a batch reactor, in addition to presenting average conversion and
yield values of 37.78 % and 32.64 %, respectively, and an overall average FOS productivity of
61.06 £ 6.11 gros L' h™'. Storage stability demonstrated retention of At for up to 300 days,
both in the absence and presence of buffer solution. Activity assays were also performed in a
packed-bed reactor (PBR) operating at 50 °C and fed with a sucrose solution (480 g L', pH
5.5), evaluating flow rates of 1, 4, 6, and 8 mL min'. The highest Ar values (ranging from
327.37+32.34 U g ' to443.37 £ 75.19 U g') were obtained at a flow rate of § mL min™". In
the thermal deactivation studies conducted in the PBR, a reduction in At was observed at
temperatures above 30 °C, although the biocatalysts exhibited high thermostability and
maintained At throughout 96 h of operation, also indicating high operational stability. At
50 °C, the biocatalyst showed an average conversion of 13.35 %, an average yield of 53.81 %,
and an overall average FOS productivity of 142.25 + 8.95 gros L™ h™'. The obtained results
indicate the potential of immobilized biocatalytic cells to produce FOS with prebiotic
properties, demonstrating the feasibility of using three-dimensional (3D) polymeric supports in
sustainable biotechnological processes with high biocatalytic performance.

Key-words: Aspergillus oryzae; Immobilization; Additive manufacturing; Biocatalytic cells;

Fructooligosaccharides.
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1 INTRODUCAO

As mudancas nos habitos alimentares e, consequentemente, o crescimento da demanda
mundial por alimentos funcionais tém se intensificado nos ultimos anos, impulsionando o
interesse no desenvolvimento de produtos com composi¢ao nutricional aprimorada (DIAS et
al.,2025; CORREA et al., 2024). Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo agucares que atualmente
dominam a categoria de prebioticos, mostrando maior relevancia industrial, reconhecidos por
seus efeitos como alimentos funcionais (BIS-SOUZA et al., 2020; GONCALVES et al., 2020;
DIAS et al., 2022). Os FOS sao oligdomeros de frutose constituidos, principalmente, por kestose,
nistose e B-frutofuranosilnistose, e t€m se destacado como um ingrediente alimentar promissor
devido as suas caracteristicas funcionais (CORREA et al., 2024). Esses agucares, de baixa
caloria, sdo classificados como prebidticos, ndo sao cariogénicos, podem ser consumidos
seguramente por diabéticos, aumentam a absor¢cdo de calcio e magnésio pelo organismo
humano e, por ndo serem hidrolisados pelas enzimas gastrointestinais, promovem a seletividade
bacteriana na microbiota intestinal, auxiliando na elimina¢do de microrganismos patogénicos e
na prevengao do cancer de colon (DIAS et al., 2025; CORREA et al., 2024; MAIORANO et
al.,2020; CUNHA et al., 2019). Os FOS também auxiliam na redugdo dos niveis séricos totais
de colesterol e no tratamento de doengas como a anemia, hipertensio arterial e insuficiéncia
renal (JITONNOM et al., 2018). Além disso, estudos t€ém demonstrado que os FOS promovem
uma redugdo expressiva nos escores de ansiedade, além de aumentarem a proliferacdo de
bifidobactérias intestinais em pacientes com sindrome do intestino irritdvel (AZPIROZ et al.,
2017). Naturalmente, os FOS estdo presentes em alimentos ricos em carboidratos de reserva,
como cebola, alho, chicoria, alcachofra, entre outros (SILVA et al., 2023, CUNHA et al., 2019).
Além de sua ocorréncia natural, os FOS podem ser obtidos por meio da reacdo de
transfrutosilacdo da sacarose, catalisada por enzimas microbianas como a frutosiltransferase
(FTase, E.C.2.4.1.9) (DIAS et al. 2025; GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020;
MAIORANO et al., 2008). A producdo dessas enzimas estd predominantemente associada a
fungos dos géneros Aureobasidium, Penicillium e Aspergillus, podendo ser secretadas para o
meio de cultura (FTase extracelular ou soluvel) e/ou permanecerem aderidas na parede celular
do microrganismo (FTase micelial) (BELMONTE IZQUIERDO et al., 2023; DIAS et al., 2025;
CASTRO et al., 2017; ANTOSOVA et al., 2008). Especificamente, o fungo Aspergillus oryzae
IPT-301, conhecido por sintetizar FTases com elevada atividade de transfrutosila¢do, destaca-

se como um promissor microrganismo produtor dessas enzimas (CUERVO-FERNANDEZ et
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al., 2007; CUNHA et al., 2019; MAIORANO et al., 2020; GONCALVES et al., 2020;
GARCIA et al. 2021; DIAS et al., 2022; RIBEIRO et al. 2024; PEREIRA et al., 2025).

O mercado de FOS tem apresentado um crescimento acelerado, com projegoes
indicando que o seu valor deve alcancar US$ 5,22 bilhdes até 2028, em comparagdo aos
USS$ 2,37 bilhoes registrados em 2020 (BAHDRA et al., 2022). Esse avango ¢ impulsionado
pela crescente demanda por adogantes naturais e fibras alimentares, motivada por fatores como
o aumento do interesse dos consumidores por ingredientes prebidticos, sua aplicacdo em
formulas infantis e alimentos funcionais, além dos beneficios associados a saude digestiva
(DIAS et al., 2025). As propriedades funcionais dos FOS tém sido altamente valorizadas pela
industria alimenticia e farmacéutica (BELMONTE-IZQUIERDO ef al., 2023). No entanto, a
sintese desses agucares por meio da FTase extracelular enfrenta desafios operacionais e
econdmicos, especialmente devido aos altos custos associados a sintese e purificagdo da
enzima, a instabilidade da sua estrutura tridimensional quando isolada do seu ambiente natural,
além da possivel perda de atividade devido as condi¢des do processo ou inibi¢do provocada
pelo substrato e/ou produto de reagdo, dificultando a viabilidade econdémica do processo
enzimatico (KRAJEWSKA, 2004; SOUZA et al., 2017). Portanto, a aplicagdo de células
biocataliticas imobilizadas pode se tonar uma alternativa promissora frente aos desafios
levantados (NOBRE et al., 2022). A imobiliza¢ao consiste em aderir, fisica ou quimicamente,
as células microbianas a um suporte so6lido insolivel, inerte e poroso, obtendo-se um
biocatalisador heterogéneo com elevada atividade, especificidade, seletividade e estabilidade
(DWEVEDI, 2016). Neste sentido, a imobilizacdo tem sido considerada uma técnica muito
promissora para aplicacdo em processos fermentativos (MUSSATTO et al., 2009; SOUZA et
al.,2017).

A aplicacdo da biomassa catalitica imobilizada permite obter biocatalisadores
heterogéneos mais robustos e resistentes as mudancgas do ambiente reacional (aumento da
estabilidade enzimadtica), reutilizaveis e faceis de serem separados do produto, além da
possibilidade de implementar e conduzir processos nos modos continuo e batelada (LAPPONI
et al., 2022; BRITTON et al., 2018). Ressalta-se ainda que, a imobilizacdo de células
biocataliticas ¢ considerada mais vantajosa quando comparada a de enzimas, visto que a
aplicacdo industrial de enzimas imobilizadas tem sido limitada devido a fatores como por
exemplo baixo rendimento e etapas com custo elevado para extragdo e/ou purificagdo prévia da
proteina (MALIK & GHOSH, 2012). Inclusive, a imobilizagdo de células por encapsulagio e
reticulacdo tem possibilitado a preparacdo de biocatalisadores mais estaveis, com potencial

aplicacdo em reatores de leito fixo (PBR) para a produgdo de FOS (RIBEIRO et al., 2024; DIAS
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et al., 2022; LORENZONI et al., 2015; ZAMBELLI et al., 2016; GONCALVES et al., 2020).
O reator PBR preserva as caracteristicas estruturais da biomassa catalitica imobilizada devido
ao baixo efeito das forcas de cisalhamento sobre as células microbianas, possibilitando tempos
longos de operagdo e o bom controle dos pardmetros reacionais para a maximizacdo da
eficiéncia e do rendimento e produtividade do produto desejado (CAICEDO-PAZ et al., 2024;
ZHANG et al., 2022; REMONATTO et al., 2022).

O material de suporte para a imobilizacao celular ¢ um dos principais parametros que
afetam o desempenho do biocatalisador (MUSSATTO et al. 2009; CABRERA-OROZCO et
al., 2017). Dentre os diversos suportes reportados na literatura, as matrizes poliméricas,
fabricadas a partir da impressdo tridimensional (3D), tém sido identificadas como estruturas
promissoras quando utilizadas nos processos de imobilizagdo de células (REMONATTO et al.,
2023). Essa tecnologia possibilita a fabricagdo de suportes de imobilizagdo customizados e com
alta precisdo, tornando-a rapida e eficiente para testar e otimizar diferentes geometrias,
tamanho, volume e distribuicdo de poros no material obtido com morfologia e textura
especificas (NGO et al., 2018; RINALDI et al., 2021). A impressdo 3D possibilita produzir
estruturas geométricas altamente complexas e personalizadas, com elevada porosidade,
interconectividade de poros e baixa reatividade. Esses suportes customizados, projetados com
precisdo para maximizar a eficiéncia do sistema biocatalitico, representam uma inovagao
significativa para a industria, permitindo o desenvolvimento de processos mais eficientes e
sustentaveis, além de apresentar facil escalabilidade de produgdo (NGO et al., 2018; POSE-
BOIRAZIAN et al., 2022; REMONATTO et al., 2023; FANIS, 2025).

Nesse projeto de pesquisa, a impressdo 3D foi utilizada de forma inédita para a produgdo
de suportes destinados a imobilizacao celular, destacando-se por possibilitar a fabricacdo de
suportes com morfologia e texturas especificas que favorecem o crescimento e imobilizagdo
das células microbianas com atividade biocatalitica, a otimizacdo da dindmica de escoamento
e a transferéncia de massa durante a reagcdo enzimatica. Os suportes foram fabricados a partir
de polidcido latico (PLA), um polimero amplamente utilizado para a fabricacdo de estruturas
por impressao 3D devido a sua flexibilidade e resisténcias quimica, térmica € mecanica. Além
disso, o PLA ¢ reciclavel, sustentavel e de baixo custo, contribuindo para a redugao dos custos
de producdo dos suportes de imobilizagdo e para a diminuigdo da geracdo de residuos
(RINALDI et al., 2021; REMONATTO et al., 2023).

A relevancia deste projeto extrapola o avango tecnologico proposto, estando alinhada
aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela Organizagdo das

Nagodes Unidas (ONU). Ao integrar a imobilizagdo celular em suportes de PLA fabricados por
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impressao 3D para a producgdo de FOS, o estudo dialoga diretamente com o ODS 9 — Industria,
Inovagdo e Infraestrutura, ao propor uma tecnologia inovadora voltada ao fortalecimento de
bioprocessos industriais mais eficientes e sustentaveis. Paralelamente, a utilizacdo de um
material biodegradavel, associada a simplifica¢do das etapas do processo produtivo, estabelece
conexao com o ODS 12 — Consumo e Produgdao Responsaveis, ao incentivar praticas que
reduzem o impacto ambiental e promovem o uso racional de recursos. Ademais, considerando
as propriedades prebioticas dos FOS e sua aplicacdo em alimentos funcionais, o projeto também
se vincula ao ODS 3 — Satde e Bem-Estar, ao contribuir para a promocao da saude humana e

da qualidade de vida da populacao (Organizagdo das Nagdes Unidas, 2025).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Imobilizar células biocataliticas de Aspergillus oryzae IPT-301, durante o cultivo celular
submerso, em suportes macroporosos de poliacido latico (PLA) fabricados por impressdo 3D,
e avaliar o seu desempenho em reatores batelada e de leito fixo visando obter biocatalisadores

heterogéneos robustos, ativos e estaveis para a produgao de fruto-oligossacarideos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o potencial de imobilizacao das células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301 em
estruturas poliméricas macroporosas, fabricadas por impressao 3D a partir de filamentos
de poliacido latico (PLA);

e Determinar a capacidade de crescimento e imobilizacdo das células biocataliticas no
material de suporte em funcdo do tempo de cultivo em meio de cultura complexo
mediante a obtencdo da curva de crescimento microbiano;

e Realizar a caracterizagdo fisica do suporte 3D, na presenca e auséncia das células
biocataliticas imobilizadas, por microscopia eletronica de varredura, a fim de
comprovar seu potencial como material macroporoso estruturado para imobilizacdo;

e Monitorar o desempenho dos biocatalisadores heterogéneos em ciclos bateladas
consecutivas para avaliagdo da sua estabilidade operacional (capacidade de reuso)
durante a produgao de FOS;

e Avaliar a eficiéncia catalitica dos biocatalisadores heterogéneos quando armazenados

na auséncia e presenga de solu¢dao tampao por longos periodos e sob refrigeragao;
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e Avaliar a influéncia da vazdo volumétrica de alimentagdo de substrato nos perfis de
atividade enzimatica e nos parametros de desempenho (conversdo, rendimento e
produtividades volumétrica e especifica) no reator de leito fixo (PBR);

e Avaliar as estabilidades térmica e operacional do sistema reacional continuo por meio
do monitoramento dos perfis de atividade enzimatica e obten¢do dos parametros
cinéticos e termodindmicos de desativacdo térmica, além dos parametros de

desempenho (conversdo, rendimento e produtividade) para o reator PBR.

3 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo, apresenta-se uma revisao da literatura contemplando os fundamentos
necessarios a compreensao do processo de obtengado de biocatalisadores heterogéneos aplicados
a producao de fruto-oligossacarideos (FOS). Inicialmente, sdo discutidos os principais aspectos
relacionados aos FOS, as células biocataliticas com atividade de transfrutosilacdo ¢ as
estratégias de imobilizacdo celular. Em seguida, descreve-se a técnica de manufatura aditiva
empregada na fabricacdo dos suportes de polidcido latico utilizados neste trabalho para a
obtencdo dos biocatalisadores heterogéneos. Por fim, apresenta-se uma breve revisdo dos
principais tipos de reatores enzimaticos destinados a produgdo de FOS, bem como o
embasamento tedrico para a avaliagdo da estabilidade operacional e térmica em sistemas

reacionais operados nos modos continuo e em batelada.

3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

A crescente preocupacao dos consumidores com a satde tem promovido mudangas nos
habitos alimentares, despertando nas industrias o interesse em desenvolver produtos com
beneficios adicionais a nutri¢ao basica, como € o caso de alimentos funcionais, entre os quais
se destacam os prebioticos. Nesse contexto, os fruto-oligossacarideos (FOS), agucares
nutracéuticos nao digeriveis, tém se destacado como ingredientes promissores para a
formulacao de alimentos funcionais (CUNHA et al., 2019; SILVA et al., 2023; DIAS et al.,
2025). Os FOS sao oligdbmeros de frutose de cadeia curta, compostos por uma unidade de
glicose ligada a unidade terminal de frutose de uma cadeia de frutano por meio de uma ligacao
glicosidica B-2,1. Sao formados principalmente por 1-kestose, nistose e 1-frutofuranosilnistose
(MARTINS et al., 2019; BAHDRA et al., 2022; CHEN et al., 2024). Na Figura 1 mostra-se a

formula estrutural dos fruto-oligossacarideos.
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Figura 1 - Formula estrutural dos fruto-oligossacarideos: (A) 1-kestose, (B) nistose e
(C) 1-frutofuranosilnistose
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Fonte: Adaptado de Chen et al. (2024)

Além de seu efeito prebidtico, os FOS apresentam baixo valor caldrico, favorecem a
absor¢ao de calcio e magnésio no trato gastrointestinal, contribuem para a redugao dos niveis
de colesterol total, ndo sdo cariogénicos, sdo seguros para o consumo por individuos diabéticos
e podem estimular o sistema imunolégico, além de apresentarem potencial efeito antidepressivo
(MAIORANO et al., 2020. ZHANG et al. 2020; SILVA et al., 2023; DIAS et al., 2025).

Com dogura relativa entre 30 % e 60 % da sacarose, os FOS oferecem vantagens
nutricionais e funcionais que os tornam uma alternativa promissora como adogante no setor
alimenticio (ANTOSOVA & POLAKOVIC, 2001; HAULY & MOSCATTO, 2002; DIAS et
al., 2022). Segundo Dias et al. (2025), o mercado global de FOS tem apresentado expansao
significativa nos ultimos anos, especialmente na Asia, Europa e América do Norte,
impulsionada pelo crescimento do consumo de alimentos funcionais e suplementos alimentares.
No contexto brasileiro, embora a produg¢do ainda esteja concentrada em pesquisa €
desenvolvimento, observa-se uma tendéncia de crescimento do mercado interno, estimulada
pelo interesse crescente na incorporacao de ingredientes prebidticos em alimentos funcionais,
dietas especiais e suplementos nutricionais. Esse cenario configura uma oportunidade
promissora para a expansao industrial nacional (Dias ef al., 2025).

Os FOS sao naturalmente encontrados em concentragdes variadas em alimentos como

cebola, aspargos, alho e banana. No entanto, nessas fontes, a concentracao de FOS geralmente
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¢ baixa, variando de 0,1 % a 0,75 % (MAIORANO et al., 2008; KUMAR et al., 2018;
BAHDRA et al., 2022).

Em escala industrial, os FOS podem ser produzidos por duas rotas enzimaticas distintas:
(1) a hidrolise enzimatica controlada da inulina, mediada pela enzima inulinase, e (ii) a reacao
de transfrutosilagdo da sacarose, catalisada por frutosiltransferases (FTase E.C.2.4.1.9),
utilizando a sacarose como substrato (DIAS et al., 2022; PERNA et al. 2018; SINGH &
SINGH, 2010; ROBERFROID, 1993).

A rota enzimatica a partir da sacarose, empregando biocatalisadores, representa uma
alternativa promissora para a producdo de FOS, pois os processos quimicos convencionais
frequentemente envolvem reagentes toxicos, apresentam baixa especificidade e seletividade e
normalmente requerem elevado consumo de energia. Em contraste, a rota enzimatica
proporciona maior controle sobre as caracteristicas do produto (DIAS ef al., 2025). As enzimas
frutosiltransferases (FTases), amplamente empregadas na produg¢ao de FOS, destacam-se por
sua elevada atividade de transfrutosilagdo (MAIORANO et al. 2008; FORTES & MUNIZ,
2009; CUNHA et al., 2019). Essas enzimas sdo majoritariamente sintetizadas por fungos dos
géneros Aureobasidium, Aspergillus, Fusarium, Neurospora, Penicillium e Rhizopus, com
destaque para espécies como Aureobasidium pullulans, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger
e Aspergillus oryzae (BELMONTE-IZQUIERDO et al., 2023; DIAS et al., 2025).

As FTases podem ser secretadas no meio de cultura caracterizando-se como enzimas
extracelulares, e/ou permanecer associadas a parede celular (biomassa) do microrganismo,
constituindo a fracao micelial (FTase micelial). Entre as espécies relatadas, o Aspergillus oryzae
IPT-301 tem se destacado como fonte potencialmente produtora de FTases, apresentando alta
atividade de transfrutosilagdo, em comparacdo com outras cepas de fungos filamentosos
avaliadas (CUERVO FERNANDEZ et al., 2007; PERNA et al., 2018; FARIA et al., 2021;
GARCIA et al., 2022).

3.2 CELULAS BIOCATALITICAS COM ATIVIDADE DE TRANSFRUTOSILACAO

Os custos associados a producdao enzimdtica e ao rendimento das reagdes ainda
apresentam desafios para o escalonamento do processo (RIBEIRO ef al., 2024). A sintese de
FOS com FTase soluvel pode gerar altos custos de producdo e purificacdo da enzima, pois o
uso de enzimas sollveis exige a recuperacdo e a reutilizacdo destas para tornar o processo
economicamente viavel (KRAJEWSKA, 2004; SOUZA et al., 2017). Além disso, enzimas

soluveis apresentam reducdo de atividade devido as condi¢des do processo e inibicdo por



23

substrato ou produto, resultando em curto tempo de meia-vida operacional (ASHKAN et al.,
2021).

Por outro lado, o uso de células biocataliticas de microrganismos em vez das enzimas
purificadas permite evitar a primeira etapa de produgdo de enzimas, reduzindo o processo a
uma Unica fermentagdo e geralmente proporcionando maiores rendimentos de FOS, resultando
em bioprocessos mais rapidos e econdmicos (NOBRE et al., 2022; MALIK & GHOSH, 2012).
Na literatura, diversos trabalhos relatam o emprego de células microbianas, livres ou
imobilizadas, com atividade de transfrutosilacdo, para a sintese enzimatica do FOS. Ganaie et
al. (2014), estudaram a reutilizagdo de FTase micelial de 4. flavus NFCCI 2364 imobilizada
em dois tipos de polimeros, quitosana e alginato, durante a produgdo continua de FOS. As
esferas de alginato foram preparadas com 0,3 % (m v!) de alginato de sodio com
0,1 % (m v') de solugdo de CaCl,. O estudo mostrou que as esferas de FTase/alginato
alcangaram uma produ¢ido de aproximadamente 63 % (m m') ao longo de sete dias, sem
grandes alteragdes em sua atividade enzimatica.

Huang et al. (2016) exploraram a utilizagao de células de Aspergillus aculeatus M105
imobilizadas por encapsulamento em alginato de calcio, para produgdo de FOS. Os parametros
ideias reportados foram pH 5,0 — 6,0 e temperatura de 65 °C respectivamente. O biocatalisador
pdde ser reutilizado pelo menos cinco vezes em sistema com tampao e 15 vezes em sistema
sem tampao, mantendo uma boa atividade de produgao de FOS.

Nobre ef al. (2019) investigaram a producdo de FOS utilizando células de Penicillium
citreonigrum em uma fermentacdo de etapa tnica (pH 5,5; 30 °C; 150 rpm; 36 h). Os ensaios
realizados em biorreator resultaram em alto rendimento, produtividade e pureza de FOS
(0,65 £ 0,06 gros Zsacarose inicial > 2,28 £0,08 g L h! e 61 £ 0 %). A mistura de FOS foi purificada
até 92 % (m m™") em coluna de carvio ativado. Os autores observaram que os FOS produzidos
promoveram o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias.

Dias et al. (2022) avaliaram a atividade da FTase micelial de Aspergillus oryzae 1PT-
301 em um reator de leito fixo contendo esferas de biocatalisador com um didmetro de
4,0 £ 0,2 mm. A maior atividade de transfrutosilagdo (660 U g!) foi obtida apds 25 min de
reacdo, em temperatura de 50 °C, concentra¢do de sacarose de 470 g L™! e fluxo volumétrico
de 15 mL min~!'. Como resultados, observou-se um aumento na produtividade da enzima
(522 U g!' min"), aproximadamente 40 vezes superior ao valor reportado na literatura
(12 U g'' min!) para reatores em batelada, demonstrando as vantagens da produgdo continua de

FOS utilizando as células biocataliticas.
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Ribeiro et al. (2024) imobilizaram células de A. oryzae IPT-301 por reticulagdo com
glutaraldeido. As melhores condi¢des de atividade de transfrutosilagdo foram observadas a
200 rpm e 45 min. No reator PBR, a maior atividade (Ar) foi obtida a 50 °C, com taxas de fluxo
de 3 mL min a 5 mL min™ e concentragdes de sacarose de 473 g L' e 500 g L', mantendo
uma atividade constante de aproximadamente 75 U g*! durante 12 h de reacio.

No estudo de Jaswal et al. (2023) células de Microbacterium paraoxydans imobilizadas,
em alginato de calcio produziram levano de alta massa molecular com rendimento de
0,29 g g*!' de sacarose consumida, resultando em concentragio final de 44,6 gL', em condi¢des

de solugdo tampdo 100 mM, pH 7, temperatura de 37 °C, 400 g L' ¢ 20 mM de CaCl,.

3.2.1 Atividade de Transfrutosilaciao

A reacdo de transfrutosilagdo ocorre quando a FTase se liga a posi¢do B (2—1) da
molécula de sacarose, promovendo a clivagem entre o grupo frutosil e o grupo glicosil. Em
seguida, o grupo frutosil ¢ transferido para uma molécula aceptora apropriada, como outra
molécula de sacarose ou outras moléculas de FOS, formando um novo oligomero de frutose e
liberando glicose no meio reacional (CUNHA et al., 2019; MAIORANO et al., 2020; ROCHA

et al., 2021), conforme exemplificado na Figura 2:

Figura 2 - Esquema de reagdo de transfrutosilagdo

Sacarose [(2—1)-B-D-frutosil], [(2—1 )-B-D-ﬁuctosﬂ],!_! Glicose

Fonte: Adaptado de Cunha (2017).

Conforme reportado na literatura, a definicao de atividade de transfrutosilagao (Ar)

pode variar entre diferentes autores, conforme apresentado na Tabela 1. Neste estudo, adotou-
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se a definicdo de Dorta et al. (2006), que considera a At como a transferéncia da molécula de

frutose para um aceptor apropriado.

Tabela 1 - Defini¢ao de atividade de transfrutosilagdo por diferentes autores

Autores Definicio
Dorta et al., 2006, Cunha et al, 2019,
Gongalves et al., 2020, Garcia et al., 2021,
Dias et al., 2022; Dias et al., 2025; Pereira et
al., 2025; Prado et al. 2026; Cavini et al. 2026

Quantidade de enzima que transfere
1 pmol de frutose por minuto

Park; Oh; Yun, 2001 e Sangeetha; Ramesh;

Prapulla, 2005 Quantidade de enzima que libera 1 pmol

de glicose por minuto

Quantidade de enzima que produz 1 pmol
de 1-kestose por minuto
Quantidade de enzima capaz de produzir
1 pmol da mistura de FOS por minuto,
sendo esta composta por 1-kestose, 1-
nistose e 1-frutofuranosilnistose

L’hocine et al., 2000 e Vandakova et al., 2004

Ottoni et al., 2012

Fonte: Adaptado de Dias (2020).

3.3 IMOBILIZACAO DE CELULAS

O processo de imobilizacao celular € uma técnica de confinamento fisico das células em
uma regido definida, com o objetivo de catalisar reacdes especificas, mantendo sua atividade
catalitica e possibilitando a reutiliza¢do em sistemas reacionais operados nos modos batelada e
continuos (COVIZZI et al., 2007; ROUF et al., 2017). Em comparagdo com células in natura,
as células imobilizadas apresentam diversas vantagens, como por exemplo a facil separacao do
biocatalisador, permitindo sua reutilizagdo em processos repetidos e continuos, maior protecao
do biocatalisador imobilizado contra efeitos ambientais, aumento do rendimento e
produtividade devido a maior densidade de sitios ativos, maior resisténcia a inibidores, menor
custo e maior estabilidade durante o armazenamento (KMSNAN et al., 2016; JAIN;
AWASTHI; GHOSH, 2023). A escolha do método de imobilizagdo mais adequado deve levar
em consideragdo as caracteristicas do meio reacional e dos reagentes envolvidos, com o objetivo
de maximizar a estabilidade celular e garantir a eficiéncia catalitica. (PRATA, 2020). Estudos
comparativos entre cé€lulas imobilizadas e livres demonstram alteragdes nas taxas de
crescimento, maior absor¢do de substratos e aumento no rendimento de produtos, € menor
formacgao de subprodutos fermentativos (KOURKOUTAS et al., 2004). Outras vantagens da

imobilizacdo celular incluem, aumento da estabilidade celular, que pode resultar em maior
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produtividade, elevagdo da eficiéncia do processo devido a alta concentragao celular no meio
fermentativo e maior atividade das culturas imobilizadas, que demonstram resisténcia superior

a variagdes ambientais (SHELDON, 2007; MUSSATTO et al., 2009; PRATA, 2020). A Tabela

2 apresenta algumas aplicag¢des de células imobilizadas.

Tabela 2 - Aplicagdes de células imobilizadas e seus respectivos autores

s . . Suporte Regime de A
Aplicacao Microrganismo utilizado Operacio Referéncia
< Alginato de )
Prgduc;ao de M. purpureus calcio, PUF, Batelada Fenice et al.
pigmentos ~ . (2000)
carvao, perlita
Tratamento de Espuma de
aguas residuais Alcaligenes sp. P Batelada Lietal. (2019)
. poliuretano
contendo cianeto
~ . Shabhri,
I;Z?gg%gﬁf: Rhhizopus oryzae ]fzsepzrtli ? - Vahabzadeh e
& Mogharei (2020)
Aureobasidium Alginato de Continuo
pullulans calcio (PBR) Jung et al. (2011)
. . Continuo
A.Sp erglllus Algl,naFO de (tanques em  Sheu et al. (2013)
Jjaponicus calcio .
série)
Microbacterium Alginato de Batelada Jaswal et al.
paraoxydans calcio (2023)
Aspergillus oryzae Algllna‘Fo de Batelada Gongalves ef al.
~ IPT-301 calcio (2020)
Producdo de Aspergillus oryzae Espuma de
FOS IPT-301 poliuretano Batelada Barbosa (2022)
Aspergillus oryzae Espuma de Continuo
IPT-301 poliuretano (PBR) Cardoso (2023)
Aspergillus oryzae OXid'OS' e Batelada e
pergiius ory. aluminio continuo Santos (2024)
IPT-301 titanio (PBR)
y . Compositos
P eﬁ%lT u; Oolryzae ceramica- - Fanis (2025)
} polimero

Fonte: Autora (2026)
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3.4 MANUFATURA ADITIVA E POLIACIDO LATICO NA IMOBILIZACAO CELULAR

O material de suporte utilizado na imobilizagdo celular ¢ um dos pardmetros cruciais no
processo de imobilizagdo, devido ao seu impacto nas propriedades do sistema catalitico. E
fundamental selecionar materiais capazes de proteger os biocatalisadores de condigdes adversas
do meio, mantendo sua estabilidade e promovendo uma interagdo eficiente entre as células e a
matriz de imobilizacdo (ZDARTA et al., 2018. REMONATTO et al., 2023). Entre os diversos
suportes reportados na literatura, as matrizes poliméricas, produzidas por impressao 3D, tém se
mostrado promissoras para a imobilizagdo de células (REMONATTO et al., 2023). Essa
tecnologia permite a fabricar suportes customizados com alta precisdo, possibilitando testar e
otimizar diferentes geometrias, tamanhos, volumes e distribuicdo de poros, obtendo materiais
com morfologia e textura especificas (NGO ef al., 2018; RINALDI ef al., 2021). A impressao
3D, possibilita a criagdo de estruturas que podem maximizar significativamente a area
especifica dos suportes, favorecendo a imobilizagdo celular (KHUMSUPAN et al., 2025). Além
disso, essa técnica permite produzir estruturas geométricas complexas e customizadas, com
elevada porosidade, interconectividade de poros e baixa reatividade. Esses suportes
customizados e projetados com precisdo aumentam a eficiéncia do sistema biocatalitico,
representando uma inovacdo importante para a industria, ao possibilitar processos mais
eficientes, sustentaveis, e de facil ampliacao de escala (NGO et al., 2018; POSE-BOIRAZIAN
et al., 2022; REMONATTO et al., 2023; FANIS, 2025).

Os aspectos sustentdveis da impressdo 3D, incluem menor desperdicio de material,
reducdo de pos-processamento e baixo custo mesmo para a fabricagdo de pegas complexas,
além do potencial de reutilizar plasticos, reciclar e reduzir emissoes (JANDYAL et al., 2022).
Esses aspectos tornam a impressao 3D uma tecnologia do futuro.

A Tabela 3 apresenta uma compilacdo de alguns trabalhos da literatura cientifica que

utilizaram impressao 3D e polimeros para imobilizagdo de células e enzimas.

Tabela 3 - Aplicagdes de impressao 3D e polimeros para imobilizagao
celular/enzimatica e seus respectivos autores

Microrganismo/Enzima Material de

imobilizados Suporte Referéncia

Aplicacao

Produgdo de acido Propionibacterium Poliamida (nylon) Belgrano (2018)

propidnico
Remocao de estrogénio Lacase Poliacido latico  Rybarczyk et al.
de 4guas residuais 7 (PLA) 7 (2023)

(continua)
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(continuagao)
~ . Kluyveromyces Poliamida 12 Khumsupan et
Produgo de bioctanol marxianus (nylon 12) al. (2025)
B;f;iirgsl(i)sreitzl?xﬁigsz Uricase Poliacido latico Stoikov et al.
P (PLA) (2025)

monitoramento ambiental

Fonte: Autora (2026)

A impressao 3D permite a producao rapida e precisa de estruturas de suporte complexas
sem a necessidade de solventes nocivos. Entre os materiais mais comuns utilizados para a
impressao 3D visando a imobiliza¢do enzimatica estdo o poliacido latico (PLA), o copolimero
de acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) e o ndilon (RYBARCZYK et al., 2023). Com base na
literatura, o poliacido latico (PLA) se destaca devido a sua flexibilidade, resisténcia quimica,
térmica e mecanica além de possuir boa biocompatibilidade, ser totalmente biodegradavel,
sustentavel e de baixo custo. Essas caracteristicas contribuem para a reducao expressiva dos
custos de produgao dos suportes de imobilizagdo e da geragdo de residuos, ampliando sua gama
de aplicacdes (RINALDI et al., 2021; REMONATTO et al., 2023, JOSEPH et al., 2023,
WANG et al., 2024). No contexto da sintese de FOS, compostos de interesse na industria
alimenticia, ¢ essencial que o material do suporte seja quimicamente inerte, nao toxico e seguro
para contato com alimentos. Nesse sentido, o PLA ¢ uma alternativa promissora, tendo sido
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para aplica¢des alimenticias, o que reforca

sua adequacdo e seguranga para esse tipo de processo (JOSEPH et al., 2023).

3.5 REATORES ENZIMATICOS PARA A PRODUCAO DE FRUTO-
OLIGOSSACARIDEOS

A producdo de FOS pode ser realizada em modo de operagdo batelada, ou em reatores
de leito fixo (PBR) ou de leito fluidizado (FBR) (LORENZONI et al., 2015; ZAMBELLI et
al., 2016; GONCALVES et al., 2020; DIAS et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024). Reatores em
batelada sdo amplamente utilizados em experimentagdo de novos processos em pequena escala
ou em processos de dificil adaptagdao a operagao continua (FOGLER, 2022). Sao versateis e
eficientes para a produ¢dao de FOS, permitindo controle preciso de parametros como
temperatura, pH e concentragdo de substrato, facilitando a otimiza¢do do rendimento de FOS e
facil adaptacao a diferentes substratos e biocatalisadores (GONCALVES et al., 2020; GARCIA
et al., 2021; LIANG et al., 2021). O reator de leito fixo (PBR) ¢ preferido em comparacdo a

outros reatores cataliticos heterogéneos, devido a sua operacao simples e ao maior contato entre
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o substrato e o biocatalisador, além de permitir controle mais preciso do escoamento em relagao
ao leito fluidizado (FOGLER, 2022; DIAS et. al 2022; RIBEIRO et al. 2024). Esse reator
consiste em uma pilha compacta e imovel de biocatalisador, que funciona como meio poroso,
dentro de uma coluna geralmente vertical, permitindo que o fluido reaja com a superficie interna
e externa do biocatalisador (JAKOBSEN, 2014).

Lorenzoni et al. (2015) compararam a producao de FOS em reatores PBR e de leito
fluidizado (FBR) utilizando B-fructosyltransferase de Saccharomyces cerevisiae imobilizada
em quitosana. Os resultados mostraram que, sob as mesmas condigdes operacionais, 0
rendimento de FOS foi de 59 % no reator PBR e 54 % no FBR, indicando maior eficiéncia do
PBR para a produgdo continua de FOS com estabilidade operacional de 40 dias, sem redugao
na produtividade, mostrando boa estabilidade do reator.

Zambelli et al. (2016) utilizaram cinco cepas probioticas de Lactobacillus incubadas a
37 °C por 24 h e imobilizadas em alginato para avaliar a producdo continua de FOS em reator
PBR e compararam com a produ¢ao em modo batelada. Os autores comprovaram que, sob as
mesmas condi¢des experimentais, a produtividade de FOS no PBR foi cerca de 1,7 vezes maior
que no modo batelada. Além disso, concluiram que a transferéncia tecnoldgica do sistema em
batelada para o sistema de fluxo continuo resultou em uma melhora significativa na
produtividade.

Oliveira et al. (2020) empregaram FTase de Aspergillus aculeatus imobilizada em
quitosana, para a produgdo de FOS tanto em reator de leito fixo (PBR) quanto em batelada. O
maior rendimento de imobilizacdo (95,9 %) foi obtido utilizando 4,0 % de glutaraldeido por
60 min e 80 rpm a 25 + 1 °C. O biocatalisador apresentou boa estabilidade operacional e de
armazenamento, além de produzir mais de 25 g L' de FOS ap6s 100 min de reagdo continua.
A operagao em PBR mostrou-se eficiente para a produgdo continua de FOS, mantendo uma alta
atividade enzimatica apos imobilizacdo. Além disso, os autores concluiram que a enzima
imobilizada apresentou vdrias propriedades de interesse industrial, como maior estabilidade
térmica em comparacdo com a enzima livre, além de alta reutilizag@o e estabilidade durante o
armazenamento.

Dias et al. (2022) investigaram o uso de células de Aspergillus oryzae IPT-301 como
biocatalisadores na reacdo de transfrutosilacdo de sacarose em reator de leito fixo (PBR). A
maior atividade de transfrutosilagcdo (660 U g™) foi obtida aos 25 minutos de reagdo, a 50 °C,
concentragéo de sacarose de 470 g L™ e fluxo volumétrico de 15 mL min~". O aumento do

fluxo volumétrico elevou a atividade de transfrutosilagdo, mas acelerou a desativagdo do
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biocatalisador. As células mantiveram atividade enzimatica estavel durante 12 h de reagdo no
PBR operado com fluxo descontinuo (5 e 11,5 mL min™") e no PBR operado com fluxo continuo
(5 mL min™"). Cardoso (2023) implementou reatores de leito fixo com células de Aspergillus
oryzae imobilizadas em poliuretano, avaliando vazdes volumétricas de 1 mL min™! a 10 mL
min’!, concentra¢do de substrato 200 g L' a 600 g L' e temperatura do meio reacional de
30 °C a 60 °C, além de estudos de estabilidade operacional com e sem reciclo no reator PBR
por 12 h de reagdo. As melhores condi¢des para atividade enzimatica foram 400 g L-!,
1 mL min! e 50 °C resultando em produtividades de 115 g L' h'! (com reciclo) e 5 g L! h!
(sem reciclo). Nos ensaios de estabilidade operacional observaram valores de At elevados ao
longo do processo. Ribeiro et al. (2024) avaliaram a atividade enzimadtica e estabilidade de
células de Aspergillus oryzae TPT-301 reticuladas com glutaraldeido em reator de leito fixo
(PBR), obtendo a maior atividade de transfrutosilacdo (Ar) com agitacdo de 200 rpm por
45 min. No PBR, os maiores valores de At ocorreram a 50 °C, em vazdes de 3a 5 mL min' e
concentragdes de sacarose de 473 e 500 g L™'. Durante 12 h de operagdo, a At permaneceu

estavel em aproximadamente 75 U g (fluxo continuo) e 300 U g' (fluxo descontinuo).

3.6 ESTABILIDADE TERMICA E OPERACIONAL PARA SISTEMAS REACIONAIS
CONTINUOS E EM BATELADA

Um dos principais desafios da biocatalise ¢ a desativagao enzimatica ao longo do tempo,
fendmeno que impacta diretamente o dimensionamento e a selecdo de reatores para aplicagdes
industriais (SADANA, 1989). A reducdo progressiva da atividade catalitica compromete a
produtividade do processo e constitui um fator determinante na avaliagdo da viabilidade técnica
e econdmica de um biocatalisador. Nesse contexto, a estabilidade enzimatica torna-se um
aspecto central para a implementacao desses sistemas em processos industriais, especialmente
aqueles que envolvem condi¢des operacionais mais severas, capazes de comprometer a
integridade estrutural e funcional das enzimas (SILVA et al. 2018; FOGLER, 2022;
LEVENSPIEL, 1999).

Utilizando células de A. pullulans imobilizadas em esferas de alginato de calcio, Jung
et al. (2011) reportaram a producgdo de FOS em reator de leito fixo (PBR), com manuten¢do da
estabilidade operacional por aproximadamente 100 dias. De forma analoga, Castro et al. (2017)
observaram desempenho superior com células imobilizadas quando comparadas as células

livres da mesma espécie.
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No estudo de Dias ef al. (2022), a estabilidade operacional das células de Aspergillus
oryzae IPT-301 em reator de leito fixo mostrou-se promissora, mantendo valores constantes de
atividade de transfrutosilagdo por 12 h de operagdo continua a 50 °C. Similarmente, Cardoso
(2023) também avaliou, em reator de leito fixo, células biocataliticas do mesmo microrganismo
imobilizadas em esponjas de poliuretano, reportando atividade maxima de transfrutosilagao de
2521 U g ' apos 5 h de reagdo, além de atividade constante ao longo das 12 h de operagao.

Além da estabilidade ao longo de tempos prolongados de reagdo, o desempenho de
processos catalisados por enzimas ¢ fortemente influenciado pela temperatura do meio
reacional. Pequenas elevacdes de temperatura podem provocar perturbagdes estruturais na
proteina, levando ao seu desdobramento parcial ou total e, consequentemente, a perda de
atividade catalitica (RAHBAN et al, 2022). Isso ocorre porque enzimas, enquanto
macromoléculas proteicas, sdo suscetiveis a desnaturagdo térmica, resultante do rompimento de
interagdes nao covalentes que estabilizam sua estrutura tridimensional. Assim, a desnaturagao
pode promover alteragdes conformacionais em diferentes regides da molécula, comprometendo
a integridade do sitio ativo e reduzindo sua eficiéncia catalitica (DIXON; WEBB, 1979;
FIELDS, 2001).

A estabilidade térmica das enzimas estd diretamente ligada a fatores termodinamicos
que mantém sua estrutura e, portanto, sua atividade catalitica. A temperatura influencia tanto a
estabilidade estrutural quanto a velocidade da reagdo, criando um equilibrio entre aumento da
atividade e perda de conformacgdo. Assim, compreender esses efeitos € essencial para definir
uma temperatura de operagdo que combine bom desempenho catalitico com estabilidade ao
longo do processo (SHULER & KARGI, 2002; FIELDS, 2001; DIXON; WEBB, 1979).

De acordo com Prado ef al. (2026), a estabilidade térmica da frutosiltransferase de
Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizada foi investigada utilizando silica-gel e silica-gel
funcionalizada como suportes. Os resultados indicaram maior preservacdo da atividade
catalitica quando a enzima foi imobilizada no suporte funcionalizado, apresentando retencao
superior a 70 % ap6s 16 h a 30 °C e aproximadamente 50 % apds 4 h nas temperaturas de 40 e
50 °C. Em contrapartida, a enzima imobilizada apenas em silica-gel demonstrou menor
estabilidade. Em temperaturas mais elevadas (60 °C), observou-se queda significativa da
atividade em ambos os sistemas, atribuida a desnaturacao térmica, restando cerca de 10 % da
atividade inicial ap6s 16 h de incubagao.

Pereira et al. (2025) estudaram a termoestabilidade da frutosiltransferase (FTase) de
Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizada em sabugo de milho tratado com élcali. Os resultados

indicaram o biocatalisador apresentou um tempo de meia-vida aproximadamente 1,4 vezes
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superior ao da enzima soluvel, retendo cerca de 18, 15 e 5 % de sua atividade apos 24 horas de
incubacao a 40, 50 e 60 °C, enquanto a enzima livre reteve apenas 15 % da atividade em todas
as temperaturas testadas.

Mello (2025) avaliou a termoestabilidade de células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301
imobilizadas em EPU e observou elevada atividade de transfrutosilagdo por até¢ 12 h de
operagdo nas temperaturas de 40 e 50 °C, enquanto a 60 °C foi verificada uma taxa acentuada
de decaimento da atividade. Por outro lado, a 30 °C nao foi observada desativa¢do enzimatica
significativa ao longo do periodo avaliado, embora os valores de atividade tenham sido
consideravelmente inferiores aos obtidos nas demais temperaturas até as 12 h de operagao.

Paiva et al. (2023) avaliaram como a encapsulacdo da -galactosidase em hidrogel de
pectina-alginato melhora sua resisténcia ao calor em comparagdo com a enzima livre. Os
resultados mostraram que a enzima encapsulada apresentou maior meia-vida (por volta de 2 a
3 vezes maior) e uma energia de ativacdo da desnaturagdo significativamente mais alta (31,6
vezes maior) do que a enzima soltivel. Além disso, o encapsulamento aumentou a estabilidade
apos exposigdes a temperaturas de 40 °C, 50 °C e 60 °C.

O estudo de Araujo et al. (2022) teve como objetivo avaliar como a imobilizagdao da
FTase em PHB e GLU-PHB melhora sua resisténcia ao calor e estabilidade térmica em
comparagdo com a forma solivel. Os resultados mostraram que a imobiliza¢gdo aumentou
significativamente a resisténcia ao calor, com valores de AG positivos mais elevados,
particularmente para a FTase imobilizada em GLU-PHB, apresentando uma meia-vida de
atividade até 2,6 vezes maior que a forma soluvel. Por outro lado, Dias ef al. (2022) avaliaram
o impacto da temperatura na atividade de transfrutosilagdo de células de Aspergillus oryzae
IPT-301 em reator de leito fixo (PBR). Os resultados indicaram que, embora a maior atividade
inicial (671 +7 U g™!) tenha ocorrido a 60 °C, esta temperatura provocou uma rapida desativagdo
térmica da enzima ap0Os 45 minutos (491 + 69 U g!); em contrapartida, as temperaturas de 40
°C e 50 °C mostraram-se mais estaveis.

Barbosa (2022) reportou que os ensaios de estabilidade térmica indicaram maior
termoestabilidade para as células biocataliticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas quando
comparadas as células imobilizadas e reticuladas. Entretanto, os valores de ti/> obtidos foram
muito proximos para ambos os biocatalisadores, sugerindo que o processo de reticulagdo celular
ndo exerceu influéncia significativa sobre a termoestabilidade enzimatica. De forma
semelhante, Gongalves et al. (2020) avaliaram a estabilidade térmica de células de 4. oryzae
IPT-301 livres e imobilizadas em alginato de célcio, observando retengdo total da atividade de

transfrutosilagdo das células imobilizadas ap6s 24 h de armazenamento a 30 °C, enquanto as
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células livres mantiveram apenas 64 % de sua atividade nessa mesma temperatura. Além disso,
foi observada inativagdo térmica completa das células livres e das células reticuladas
aprisionadas quando armazenadas a 60 °C.

Por fim, o estudo de Perna ef al. (2017) avaliou a termoestabilidade da lipase de Candida
rugosa (CRL) livre e imobilizada em glioxil-agarose objetivou investigar o impacto dos
aditivos Triton X-100 e PEG na manutencao da atividade enzimatica e na resisténcia ao calor,
visando otimizar a estabilidade operacional. Os resultados demonstraram que a imobiliza¢ao
elevou a temperatura 6tima de 40 °C para a faixa de 45-50 °C e que o uso de PEG foi
determinante para a estabilidade térmica, permitindo que o biocatalisador retivesse 95 % de sua
atividade inicial a 45 °C e apresentasse um tempo de meia-vida seis vezes superior ao da enzima
livre.

De acordo com o levantamento realizado na literatura, ndo foram identificados estudos
que avaliem de forma simultanea a estabilidade térmica e a estabilidade operacional de células
biocataliticas imobilizadas. Os trabalhos encontrados abordam esses pardmetros de maneira
isolada. Nesse contexto, o presente estudo se diferencia ao integrar ambas as andlises,
proporcionando uma avaliagdo mais abrangente do desempenho do sistema biocatalitico para a

producao de FOS.

4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, descreve-se a metodologia experimental adotada para a condugdo dos
ensaios. Os procedimentos foram organizados em cinco etapas: (i) producao do biocatalisador
heterogéneo; (i) avaliagdo da estabilidade operacional do biocatalisador nos modos de
operagao batelada e (ii1) continuo; (iv) aplicagao de métodos analiticos bem como determinagdo
da atividade de transfrutosilacdo; e (v) realizacdo das andlises estatistica por meio do teste de

Tukey.
4.1 PRODUCAO DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO
4.1.1 Obtencao dos materiais de suporte por manufatura aditiva
Os suportes para a imobilizagdo das células biocataliticas foram produzidos no

Laboratorio de Tecnologia Enzimatica e Bioprocessos da Universidade Federal de Alfenas

(UNIFAL-MG, Campus Pogos de Caldas) por meio da impressdao 3D utilizando filamentos de
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poliacido latico (PLA) em uma impressora 3D CREALITY® Modelo K1C e a tecnologia Fused
Deposition Modeling. As estruturas poliméricas obtidas apresentaram geometria cilindrica com

1,0 cm de didmetro e altura, poros com abertura de 2,65 mm e porosidade total de 71 % (Figura

3).

Figura 3 - Suportes de PLA para a imobilizagdo de células biocataliticas fabricados
por impressao 3D pela tecnologia Fused Deposition Modeling

1 cm

1 cm

Fonte: Autora (2026).

4.1.2 Microrganismo, preparo do indculo e condi¢des de cultivo

Foram utilizadas cepas do fungo Aspergillus oryzae IPT-301, gentilmente cedidas pelo
banco de culturas do Laboratério de Biotecnologia Industrial do Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas do de Sdo Paulo (IPT-SP). Os esporos liofilizados do microrganismo foram
ressuspensos em 10 mL de dgua destilada estéril, e aliquotas de 70 puL foram inoculadas em
meio solido preparado em placa de Petri (16 x 60 mm), contendo (em %, m v''): 4gar batata
dextrose (KASVI®) 2,0, glicerina P.A. (Dinamica®) 2,5, extrato de levedura (Synth®) 0,5 e
glicose P.A. (Dinamica®) 2,5.

As culturas foram incubadas a 30 °C por 7 dias em incubadora refrigerada do tipo B.O.D.
(Tecnal®, modelo TE-371). Ap6s o periodo de incubagdo os esporos produzidos foram
coletados por raspagem com al¢a de Drigalski, em 10 mL de soluc@o constituida por NaCl
(Dindmica®) 0,95 % (m v'!) e Tween-80 (Dindmica®) 0,1 % (v v''). A suspensido de esporos
obtida foi homogeneizada em solugio de glicerina P.A. (Dindmica®) 20,0 % (m v'!) ajustando-
se os volumes para obter uma concentragio aproximada de 1 x 107 esporos mL™".

A quantificagdo dos esporos foi realizada com o auxilio de uma cdmara de Neubauer
(Newoptics®), e a suspensdo obtida foi armazenada em congelador a — 26 °C (CUNHA et al.,
2019; GARCIA et al., 2021; RIBEIRO et al. 2024).
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4.1.3 Formulac¢ao do meio de cultura

O meio de cultura complexo (pH 5,5), utilizado para o cultivo do microrganismo ¢ a
producdo das células biocataliticas foi constituido por (em %, m v-!): sacarose P.A. (Synth®)
15,0, extrato de levedura (Synth®) 0,5, NaNO3 (Dinamica®) 0,5, KH,PO4 (Synth®) 0,2,
MgS04.7H>0 (Dindmica®) 0,05, MnCl,.4H,0 (Synth®) 0,03, e FeSO4.7H>0 (Synth®) 0,001.
Um volume de 50 mL do meio de cultura foi transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL,
vedados com tampao de algodao hidrofébico e esterilizados em autoclave por 20 min a 120 °C
e 2,022 atm (CUNHA et al., 2019; FARIA et al. 2021; DIAS et al., 2022).

Os suportes tridimensionais (3D) de poliacido latico (PLA), obtidos por impressao 3D,
foram previamente pesados e autoclavados separadamente, sob as mesmas condi¢des. Em
seguida, os suportes estéreis foram adicionados ao meio de cultura para os ensaios de cultivo e

imobilizacao celular.
4.1.4 Construcido da curva de crescimento microbiano

Para a constru¢ao da curva de crescimento microbiano, foram inoculados 500 uL de
suspensdo de esporos, em uma concentra¢do de 1,0 x107 esporos mL™!, no meio de cultura
complexo descrito no topico 4.1.3. O cultivo e a imobilizagdo celular foram conduzidos
concomitantemente em agitador orbital do tipo shaker (Tecnal®, modelo TE-4200) a 30 °C e
200 rpm, durante 48 h. As amostras foram coletadas em intervalos pré-estabelecidos (8, 16,

24, 32, 40, 44 e 48 h), conforme apresentado na Figura 4.
Figura 4 - Etapas do cultivo celular
? \

Esporos
liofilizados

IR SIK 4

Inoculagdo: 500 uL de
1x107 esporos/mL

Incubagao em
agitador tipo shaker:
L s0°c
#% 200 rpm
I 48h

Coleta de amostras

Fonte: Autora (2026)
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O conteudo total dos frascos de cultivo foi filtrado a vacuo em funil de Biichner
empregando papel do tipo Qualy. As células biocataliticas imobilizadas no suporte de PLA
(Figura 5B), foram lavadas abundantemente com dgua destilada e, em seguida, submetidas aos
ensaios de atividade enzimatica descritos no topico 4.4.1.

A quantidade de células imobilizadas foi determinada a partir da diferenca entre a massa
celular seca e a massa de suporte presente no meio de cultura expressa em (Zeziula Esuporte ). A
massa seca foi obtida apods os ensaios de atividade enzimatica mediante secagem das células
biocataliticas em estufa de circulagao e renovagao de ar (Tecnal®, modelo TE-394/1) a 50 °C

por 24 h.

Figura 5 - (A) Suporte de PLA antes do cultivo celular; (B) Células biocataliticas de A. oryzae
IPT-301 imobilizadas em suporte 3D ap6s o cultivo microbiano (30 °C, 200 rpm e 40 h);
(C) Massa celular imobilizada apo6s 24 h de secagem

(A)

Fonte: Autora (2026)

Durante a construcdo das curvas de crescimento microbiano, monitoraram-se
simultaneamente a quantidade de células biocataliticas imobilizadas no suporte 3D e o perfil de
atividade enzimatica com o objetivo de determinar o tempo 6timo de cultivo e imobilizagao das
células fungicas. Concomitantemente, avaliou-se o pH do meio de cultura ao longo dos ensaios
utilizando-se um pHmetro digital (Tecnal®, modelo R-TEC-7/2-MP), cujos valores foram

plotados em fungao do tempo de cultivo.

4.1.5 Caracterizacao morfologica do material de suporte e das células biocataliticas

imobilizadas

A estrutura morfologica, dos suportes de PLA e das células imobilizadas foi analisada
por microscopia eletronica de varredura (MEV), empregando microscopio eletrdnico (Zeiss
EVO MA-10, Alemanha). As observagdes foram realizadas com tensao de aceleragao de

20 kV, distancias de 13,9 mm e 14,4 mm e amplia¢des de 100x, 150x e 200x.
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As amostras do material de suporte foram fixadas sobre fita de carbono em porta-
amostras (stub) e recobertas por uma fina pelicula de liga de ouro-paladio pelo processo de
sputtering, utilizando um mini Sputter Coater (POLARON EMITECH®, modelo SC7620,
Inglaterra). O processo de recobrimento conduzido por 3 min. As andlises morfologicas foram
realizadas no Laboratério de Biotecnologia Industrial do Instituto de Pesquisas Tecnologicas

de Sdo Paulo (LBI/IPT-SP).

4.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO EM
MODO BATELADA

4.2.1 Ensaios de estabilidade operacional

Para os ensaios de estabilidade operacional, trés unidades do biocatalisador heterogéneo
(células biocataliticas imobilizadas em suportes 3D) foram inseridas em meio reacional
composto por 3,7 mL de solugdo de sacarose P.A. (480 g L") e 1,2 mL de tampdo tris-acetato
(0,2 mol L', pH 5,5) (CUNHA et al., 2019; GONCALVES et al., 2020; GARCIA et al., 2021).
Cada ciclo batelada teve duragdo de 1 h de reagdo.

Ao final de cada ciclo, o biocatalisador heterogéneo foi removido do meio reacional por
filtracdo a vécuo, lavado abundantemente com agua destilada (utilizando aproximadamente
1000 mL) e reintroduzido em um novo meio reacional com a mesma composicao. A atividade
de transfrutosilagao foi monitorada ao longo de 29 ciclos conduzidos a 50 °C e 190 rpm e os
parametros de desempenho, envolvendo a conversao (X, em %), rendimento (R, em %) e
produtividade (P, em g L' h") (FOGLER, 2022; LEVENSPIEL, 1999) na produ¢io de FOS,
foram determinados para o 1°, 6° 12° 18° e 24° ciclos de reagdo. A Figura 6, ilustra

esquematicamente as etapas do ensaio de estabilidade operacional.
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Figura 6 - Etapas do ensaio de estabilidade operacional em batelada

&

\7
Biocatalisadores + —
sacarose PA. 480 g L 4 e

+ tampao tris-acetato =
0,2 mol L7, pH 5,5 l J—_ 1 \
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450°C Desativacdo
X 1h em banho a
#3190 rpm 100°C (10 min)
e gelo (5min) —

., _B

Métodos analiticos
GOD-PAP® e DNS

Fonte: Autora (2026)

Os parametros de desempenho, para os ensaios de estabilidade operacional em sistema
batelada, foram determinados de acordo com as Equacdes (1), (2) e (3), respectivamente

(FOGLER, 2022):

X = [%].100 )

R = (E—Z).lOO ()

p==t ®
R

Em que Co e Ctcorrespondem as concentragdes inicial e final de sacarose (substrato, em
g L), respectivamente. Cp representa a concentra¢do do produto desejado (FOS, em g L) e tr

corresponde ao tempo de reacao (h).
4.2.2 Ensaios de estabilidade de armazenamento
Os ensaios de estabilidade ao armazenamento foram realizados com as células

biocataliticas imobilizadas em diferentes periodos: 0 (dia inicial), 1 (24 h), 2, 5, 7, 9, 15, 30

dias, e, a partir desse ponto, com intervalos regulares de 30 dias, e posteriormente, intervalos
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de 60 dias. O biocatalisador heterogéneo foi armazenado sob refrigeragdo a 4 °C, tanto em
solugdo tampado tris acetato 0,2 mol L' (pH 5,5), quanto na auséncia de tampao.
As atividades de transfrutosilagdo foram determinadas nos tempos previamente

estabelecidos, sob condi¢des experimentais padrao descritas no topico 4.4.1.

Figura 7 - Biocatalisadores armazenados na presenga e auséncia de tampao

Fonte: Autora (2026)

4.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO EM
MODO CONTINUO

4.3.1 Especificacio do reator PBR e montagem do aparato experimental

O aparato experimental utilizado nos ensaios em modo continuo estd apresentado na
Figura 8A. O reator de leito fixo (PBR) (Figura 8B) foi construido em vidro de borosilicato
com didmetro e comprimento nominais de 1,2 cm e 20 cm, respectivamente.

O leito biocatalitico foi constituido por 18 pegas cilindricas do suporte 3D contendo as
células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301 imobilizadas na estrutura polimérica de PLA.

O PBR foi envolvido por uma jaqueta térmica, permitindo o controle da temperatura por
recirculacdo de 4gua proveniente de um banho termostatizado (Tecnal®, modelo TE-2005). O
meio reacional (solucdo de substrato) foi alimentado ao reator em fluxo ascendente, por meio
de uma bomba peristaltica (MS Tecnopon®, modelo LAP-101-3) conectada a tubulagdo de

silicone de 5 mm de didametro interno.
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Figura 8 - (A) Aparato experimental em duplicata;
(B) Reator de leito fixo (PBR)

Fonte: Autora (2026)

Durante os ensaios, o substrato foi mantido na temperatura de reagdo previamente
estabelecida, utilizando o mesmo banho termostatizado responsavel pelo controle térmico do
reator. As amostras do efluente foram coletadas na extremidade superior do PBR.

A atividade de transfrutosilacdo foi calculada pela Equacao (4) (DIAS et al., 2022;
RIBEIRO et al., 2024), enquanto os parametros de desempenho (conversdo, rendimento e
produtividade) foram calculados para o sistema reacional continuo a partir das concentragoes

de sacarose e FOS (FOGLER, 2022; LEVENSPIEL, 1999).

At (Ug™1) = £d=0 4)

ms

em que Fr é a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (em pmol L), Q é a vazdo
volumétrica de alimenta¢io do substrato (em mL min') e ms é a massa seca de células

biocataliticas imobilizadas no suporte 3D (em g).



41

4.3.2 Influéncia da vazao volumétrica no perfil de atividade enzimética e nos parametros

de desempenho do reator

Para a analise da influéncia da vazao volumétrica sobre a atividade de transfrutosilagao
e os parametros de desempenho (conversdo, rendimento e produtividade), o reator de leito fixo
(PBR), preenchido com células biocataliticas imobilizadas nos suportes 3D, foi alimentado com
uma solucdo de substrato composta por sacarose (480 g L™) e tampao tris-acetato (0,2 mol L,
pH 5,5). O sistema foi submetido a diferentes vazdes volumétricas de alimentagdo (1,4, 6 ¢ 8
mL min™).

A reagdo enzimatica em modo continuo foi conduzida a 50 °C por 240 minutos (DIAS
etal.,2022; CARDOSO, 2023; RIBEIRO et al., 2024). As amostras coletadas na saida do reator
(efluente) foram imediatamente submetidas a imersdo em banho de 4gua em ebuli¢dao por 10
minutos, seguida de resfriamento em banho de 4gua e gelo por 5 minutos, com o objetivo de
interromper a reacdo enzimatica.

Em seguida, determinaram-se as concentragdes de acucares redutores (topico 4.4.2) e
glicose (topico 4.4.3), utilizadas para o célculo da atividade de transfrutosilagdo (Equacdo 4),
bem como as concentragdes de sacarose e FOS (topico 4.4.4), empregadas na avaliacdo dos
parametros de desempenho do processo.

Os parametros de desempenho avaliados para este ensaio foram as produtividades
volumétrica (Py, em g L' h'") e especifica (Pg, em gros geea™ h!), calculadas pelas Equagdes

(5) e (6), respectivamente. O tempo de residéncia hidraulico (1, em min) foi calculado pela

Equagio (7).
Py =2 5)
Py =" ©)
I = VQ_R (7)

em que C, representa a concentragdo do produto desejado (FOS, em g L), Q
corresponde a vazao volumétrica (em mL min™'), m; € a massa seca de células (em g) e Vr

representa o volume util do reator (em mL).
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4.3.3 Avaliacio da estabilidade operacional e obtencio dos parametros de desempenho

Para os ensaios de estabilidade operacional, o reator de leito fixo (PBR) foi empacotado
com os biocatalisadores heterogéneos e a rea¢do conduzida em diferentes temperaturas (30, 40,
50 e 60 °C). A solugdo de substrato foi alimentada a vazdo de 1 mL min™ por meio de bombas
peristalticas (MS Tecnopon®, modelo LAP-101-3). O meio reacional foi composto por
sacarose comercial (Unido®) na concentragao de 480 g L, preparada em solugdo tampao tris-
acetato 0,2 mol L' (pH 5,5). A montagem do sistema experimental foi realizada conforme
ilustrado na Figura 8 (T6pico 4.3.1). Foram coletados 5 mL de amostra da corrente do efluente
em tempos pré-definidos (5 min, 10 min, 20 min, 30 min e 40 min, 1, 2, 3, 4, 8, 23, 27, 31, 47,
51, 55,71, 75,79 e 96 h) para obtengdo dos perfis de atividade enzimética e determinagdo dos
parametros de desempenho, envolvendo a conversdo, rendimento e as produtividades
volumétrica e especifica, calculados pelas Equagdes (1), (2), (5), (6) e (7), respectivamente. Os

ensaios foram conduzidos em quadruplicata.

4.3.4 Avaliacio da estabilidade térmica e obtencdo dos parametros cinéticos e

termodinamicos de desativacao

Os ensaios de estabilidade térmica foram realizados em reator PBR, conforme aparato
experimental apresentado na Figura 8 (Topico 4.3.1), cujo leito biocatalitico foi constituido
pelo empacotamento das células microbianas imobilizadas nos suportes 3D. O reator foi
alimentado com solugéo reagente constituido por sacarose (substrato) 480 g L! solubilizada em
tampao tris-acetato 0,2 mol L', pH 5,5. Os ensaios de termoestabilidade foram conduzidos em
diferentes temperaturas (30, 40, 50 e 60 °C) e amostras da corrente de efluente (5 mL) foram
coletadas em intervalos de tempo distintos por um periodo de até 96 h para obtencao dos perfis
de atividade enzimatica.

O modelo de Sadana e Henley (1987) (Equagao 8) foi ajustado aos dados experimentais
para a determinac¢do da constante de desativagdo térmica de primeira ordem (kp, em min'). O
ajuste foi realizado com o auxilio do software OriginPro 2026. (PRADO et al., 2026; ARAUJO
et al., 2022; FOGLER, 2022; SILVA et al., 2021; SADANA & HENLEY, 1987).

At(t
ﬁo) =1 —-—a)exp(—kp *xt) + « (8)
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em que At)/Ato € a atividade residual adimensional no tempo ¢, a € a razdo entre a
atividade especifica do estado final e a do estado inicial, e t (min) ¢ o tempo decorrido da
reacao.

A energia de desativacdo térmica (Ep, em kJ mol!") para desativacdo das células
biocataliticas imobilizadas foi determinada a partir da Equacdo de Arrhenius linearizada
(Equacao 9), que permite avaliar a influéncia da temperatura sobre a taxa de desativagdo do

biocatalisador (ARAUJO et al. 2022; FOGLER, 2022; LEVENSPIEL, 1999).

In(kp) = In(4) = 22 (3 o)

em que A ¢ a frequéncia de Arrhenius do fator de colisdo, R € a constante universal dos
gases (8,314 I mol! K') e T é a temperatura absoluta (K).

O tempo de meia-vida (ti/2, em min), as variagdes de entalpia de desativagao (AHp, kJ
mol™), as energias de Gibbs (AGp, kJ mol™) e as variagdes de entropia (ASp, kJ mol™ K™) para
cada temperatura avaliada, foram calculadas a partir das Equagdes (10), (11), (12) e (13),
respectivamente (PRADO et al., 2026; PEREIRA et al., 2025; ARAUJO et al., 2022; PAIVA
et al. 2023; PERNA et al. 2017).

In (2
ty)s = nk;) (10)
AHp = Ep — RT (11)
AGp = —RT *In (:22) (12)
ASp = (F2—=2) (13)

em que kb ¢é a constante de Boltzmann (1,38 1023 J k') e h é a constante de Planck

(66,24 1022 J h'') (ARAUJO et al., 2022; PAIVA et al. 2023; PERNA et al. 2017).
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4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Determinacao da atividade enzimatica em modo batelada

A atividade de transfrutosilacao foi determinada conforme o procedimento descrito por
Cunha et al. (2019), Garcia et al. (2021) e Gongalves et al. (2020). Para isso, o biocatalisador
heterogéneo (células biocataliticas imobilizadas no suporte 3D) foi incubado em 3,7 mL de
solugdo de sacarose 48 % (m v!) e 1,2 mL de tampdo tris acetato 0,2 mol L', pH 5,5.

A reagao foi conduzida em banho Dubnoff (Nova Técnica®, modelo NT-230) a 50 °C,
190 rpm por 60 min, sendo interrompida pela imersdo do meio reacional em dgua em ebuli¢do
por 10 min, seguido de resfriamento em banho de dgua e gelo por 5 min para completa
inativa¢ao enzimatica.

Posteriormente, o meio reacional foi filtrado a vacuo e as concentragdes de aglicares
redutores e glicose foram determinadas conforme os procedimentos descritos nos topicos 4.4.2
e 4.4.3, respectivamente. A atividade de transfrutosilacdo (Ar) para os ensaios em batelada foi

calculada pela Equacgao (14).

At = 4V (14)

t *xms

em que: [Fr] é a concentragdo molar de frutose transfrutosilada (em umol L), Vr é o
volume do meio reacional (em L), 7 € o tempo de reacao (em min) e ms € a massa seca de células
biocataliticas imobilizadas no suporte 3D.

A concentragdo de frutose transfrutosilada pode ser obtida, indiretamente, pelas

Equacgdes (15), (16) e (17).

[AR] = [G] + [F] (15)
[F] = [AR] — [G] (16)
[FT] = [G] — [F] = 2[G] — [AR] (17)

sendo que: [AR], [G], [F] representam as concentragdes, expressas em pmol L', de

acucares redutores, glicose e frutose, respectivamente.
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Conforme descrito no topico 3.2.1, por defini¢cdo, uma unidade (1U) de atividade de
transfrutosilacdo corresponde a quantidade de enzima que transfere um micromol (1 pmol) de
frutose por minuto por grama de célula seca, sob condigdes experimentais estabelecidas
(CUNHA et al., 2019; DIAS et al., 2022; GARCIA et al., 2021; GONCALVES et al., 2020;
RIBEIRO et al., 2024; PEREIRA et al., 2025).

4.4.2 Determinac¢ao da concentracao de acucares redutores

A concentragdo de agucares redutores [AR] presentes no meio reacional, foi
determinada pelo método do 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), adaptado de Miller (1959),
conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragao (2013). A solucao DNS foi preparada pela
dissolugcdo de 10,0 g de acido 3,5 dinitrosalicilico (C7H4N207) (Dindmica®) em 200 mL de
soluc¢do de hidroxido de sodio (NaOH) 2 mol L' (Dindmica®) (Reagente A). Paralelamente,
preparou-se o Reagente B, composto, por 500 mL de solu¢do aquosa (Reagente B) contendo
600 g L' de tartarato duplo de sodio e potassio (KNaCsH406.4H,0) (Dindmica®), sob
aquecimento e agitagao até completa dissolugdo dos sais. Em seguida, os reagentes A ¢ B foram
misturados, € o volume final da mistura ajustado para 1,0 L em balao volumétrico.

A quantificacdo dos AR foi realizada pela adi¢do, em tubo de ensaio, de 0,5 mL da
amostra proveniente da reagdo enzimatica a 0,5 mL da solugdo de DNS preparada. A reacdo foi
incubada em banho maria a 100 °C por 10 minutos e, posteriormente, resfriada em banho de
agua e gelo por 5 minutos para interrup¢do da reacdo. Apds o resfriamento, adicionaram-se
4,0 mL de 4gua destilada a mistura. As amostras foram analisadas em triplicata utilizando
espectrofotometro (Bel Photonics ®, modelo UV-M51) a 540 nm, para determinagdao das
absorbancias e posterior determinacao das concentragdes dos AR a partir da curva de calibragdo
obtida para o método (APENDICE A). O controle analitico foi preparado seguindo o mesmo

procedimento, substituindo a amostra da reacdo enzimatica, por dgua destilada.

4.4.3 Determinacio da concentracio de glicose

A concentragdo de glicose [G], presente no meio reacional foi quantificada pelo método
GOD-PAP® (GANALIE et al., 2014; CUNHA et al., 2019; DIAS et al., 2022; GARCIA et al.,
2021; GONCALVES et al., 2020). O método baseia-se em um kit enziméatico contendo glicose
oxidase (GOD), peroxidase (POD), 4-aminofenazona (4-AF), tampao fosfato pH 7,0 e 4

hidroxibenzoato. A glicose ¢ oxidada pela enzima glicose oxidase (GOD), formando perdxido
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de hidrogénio, o qual ¢ subsequentemente oxidado pela enzima peroxidase (POD). Nesta etapa
a presenca de 4-AF e 4 hidroxibenzoato resulta na formagdo de um composto de coloracao
rosacea ou vermelha (BOBBIO; BOBBIO, 2005; WONG; WONG; CHEN, 2008).

O kit enzimatico utilizado no presente trabalho foi da marca Laborlab®. A quantificacio
da glicose foi realizada pela adi¢cao de 10 pl. da amostra proveniente da reagao enzimatica em
microtubos tipo Eppendorf, seguida da adi¢ao de 1 mL da solugdo reagente do kit enzimatico.
A reagdo foi conduzida em banho Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232) a 37 °C por 5 min. A
coloracdo final foi analisada com auxilio de espectrofotometro (Bel®, modelo UV-M51) a 505
nm, obtendo-se as absorbancias e, consequentemente, as concentragdes de glicose, calculadas
a partir do “fator f” determinado com base na amostra padrdo fornecida pelo fabricante.

A amostra controle foi preparada seguindo o mesmo procedimento, substituindo-se a

amostra da reagdo enzimatica por dgua destilada.

4.4.4 Determinacio da concentracio de sacarose e de fruto-oligossacarideos

As concentracdes de sacarose e de FOS (1-kestose, nistose e 1-B-frutofuranosilnistose),
para calculo dos parametros de desempenho (conversdo, rendimento e produtividade), foram
obtidas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As analises foram realizadas
utilizando duas colunas cromatograficas Shodex SC 1011 (300 x 7,8 mm) acopladas em série e
mantidas a 72 °C.

O sistema cromatografico foi constituido por um HPLC Waters® (EUA), composto por
uma bomba isocratica modelo W515, um detector de indice de refracdo modelo W2414, um
injetor automatico modelo W2707 e o software de aquisi¢do e tratamento de dados Empower
2.0. A eluicao das amostras foi realizada com uma solucao de EDTACa (Na) 5 x 102 mol L,
empregando uma vazao de 0,4 mL min".

A identificagao dos componentes foi efetuada por comparagao dos tempos de retengao
com padroes analiticos dos mesmos analitos (Fuji Wako Chemicals, Japao) (CARDOSO, 2023;
BARBOSA, 2022; PERNA et al., 2018; MAIORANO et al., 2020). Os ensaios cromatograficos
foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Industrial do Instituto de Pesquisas

Tecnologicas de Sdo Paulo (LBI/IPT-SP).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios experimentais foram realizados em triplicata, e os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, adotando-se um nivel
de significancia de 5 % (p < 0,05). Esse procedimento estatistico permitiu avaliar e identificar

diferencgas significativas entre os tratamentos analisados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos a partir
dos ensaios laboratoriais conduzidos conforme as metodologias previamente descritas.
Inicialmente, sdo apresentados os resultados relacionados a produgdo e a caracterizacao do
biocatalisador heterogéneo, por meio de analises de microscopia eletronica de varredura (MEV)
e da construcdo da curva de crescimento microbiano. Em seguida, sdo discutidos os resultados
referentes a aplicagdo do biocatalisador em sistemas reacionais operados nos modos batelada e

continuo.

5.1 CARACTERIZACAO DO BIOCATALISADOR HETEROGENEO

5.1.1 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliar o crescimento das células fungicas, com atividade biocatalitica nos suportes
de PLA, foram obtidas imagens por microscopia eletronica de varredura (MEV) ao longo do
tempo de cultivo (Figura 9). Nas Figuras 9(A) e 9(B), observa-se a estrutura integra do suporte
de PLA antes do cultivo celular, apresentando abertura de poros com didmetro médio de 2,65
mm.

Nas Figuras 9(C), 9(D) e 9(E), nota-se a fixagao, aderéncia e crescimento das células
nos poros € ao longo dos filamentos do suporte, apos 40 h de cultivo. As micrografias de MEV
evidenciam o crescimento das células microbianas e sua aderéncia ao material de suporte obtido
por impressao 3D, demostrando resultados positivos tanto para o cultivo quanto para a o

processo de imobilizagdo celular.
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Figura 9 - Micrografias de microscopia eletronica de varredura

(A) (B)

(©)

Fonte: Autora (2026)
Legenda: (A), (B) - suporte de PLA antes do cultivo celular. (C), (D), (E) — suporte de PLA ap6s 40 h de cultivo

celular submerso.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

O ensaio para a constru¢do da curva de crescimento microbiano foi realizado com o
objetivo de determinar o tempo 6timo de cultivo e imobilizacdo concomitantes, de modo a obter
um biocatalisador heterogéneo com maior valor de atividade de transfrutosilagdo. A Figura (10)
mostra resultados de atividade de transfrutosilacdo e da concentracao de células biocataliticas
de A. oryzae 1PT-301 imobilizadas em suportes de PLA, em fun¢do do tempo de cultivo
submerso.

Durante as primeiras 16 h de cultivo e imobilizac¢ao celular, observa-se de adaptagao
(“fase lag”), caracterizada pelo periodo em que as células ajustam seu metabolismo ao novo
ambiente, sem a ocorréncia imediata de multiplicacdo, e, consequentemente, sem d aumento
significativo de massa (GODBEY, 2021). Em seguida, tem inicio a fase exponencial de

crescimento (“fase log”), que se estende até cerca de 44 h de cultivo. Nessa etapa, ocorre o pico
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de crescimento celular, atingindo uma concentracdo de células imobilizadas de

aproximadamente 0,14 + 0,01 gcéiula Zsuporte-

Figura 10 - Atividade de transfrutosilacdo (barras cinzas) e concentragdo de células
biocataliticas de A. oryzae IPT-301 (m) imobilizadas em suportes 3D de PLA
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Fonte: Autora (2026)
Nota - Condigdes de cultivo e imobilizacdo: pH 5,5, 30 °C, 200 rpm e 48h.

O aumento na biomassa celular ¢ da eficiéncia de imobilizacdo esta diretamente
associado as caracteristicas estruturais do suporte, especialmente ao tamanho e a distribuicao
de poros. A macroporosidade do material favorece a difusdo de oxigénio e substrato para o
interior do material polimérico, promovendo melhor desempenho no processo de crescimento
e imobilizagao celular (MARTINEZ et al., 2015; BARBOSA, 2022; ARANDA, 2024).

Embora o pico de concentragdo de células imobilizadas tenha sido observado em 44 h
de cultivo submerso, verificou-se uma reducdo de 33,36 % na atividade do biocatalisador em
relagdo ao valor obtido em 40 h de processo (101,05 + 17,82 U g'!). A partir de 44 h de cultivo,
de acordo com a andlise estatistica, a concentracao de células imobilizadas nao apresentou
diferenca significativa, indicando que a cultura atingiu a fase estacionaria de crescimento
celular. A fase de declinio ou morte celular ndo foi observada nas condi¢cdes experimentais

avaliadas, sugerindo a manutencdo da viabilidade celular do sistema de imobilizacdo durante o
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periodo. A Figura 11 permitiu avaliar, de forma visual, o crescimento das células biocataliticas
nos suportes 3D, corroborando com o comportamento observado durante o cultivo submerso e

o processo de imobilizagdo celular.

Figura 11 — Crescimento e imobilizagdo das células biocataliticas de 4. oryzae IPT-
301 nos suportes 3D de PLA em intervalos de tempo pré-definidos

T4

8 16
Fonte: Autora (2026)

Nas primeiras 8 h de cultivo, ndo foi possivel identificar crescimento na superficie
externa do suporte. A partir de 16 h, as células biocataliticas comecaram a aderir a superficie,
tornando-se mais evidentes ap6s 24 h de processo. Em 32 h, observou-se um aumento na
concentragdo de células, caracterizando o inicio da fase de crescimento exponencial, conforme
indicado pela curva de crescimento microbiano (Figura 10). Entre 40 h e 48 h de cultivo,
observou-se uma elevada concentragdo de células, sem variagdes visuais perceptiveis,
indicando a estabilizagdo do crescimento celular no suporte.

Mussatto et al. (2009) estudaram a produgdo e a imobilizacao de células de Aspergillus
Jjaponicus em matrizes cubicas de esponja de poliuretano para a sintese de FOS. Sob condi¢des
de cultivo em meio sintético, a 28 °C, 160 rpm, apds 48 h de processo, os autores obtiveram
uma concentragdo de células imobilizadas de 0,48 gcsiulas Zsuporte . No mesmo estudo, foi
também avaliada a imobilizacdo celular em fibra vegetal, sob as mesmas condigdes
operacionais, resultando em uma concentragdo de 1,25 Zeeulas Zsuporte - No estudo de Castro ef
al. (2017), foi avaliada a imobilizacdo de células de Aureobasidium pullulans em materiais
sintéticos, subprodutos agroindustriais e materiais minerais, visando a produ¢do de FOS. A
concentragdo de células imobilizadas e reticuladas em materiais sintéticos foi de

aproximadamente 2,2 £ 0,25 geelulas Zsuporte > ap0s 25 h de cultivo celular, a 28 °C e 150 rpm. De
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acordo com os autores, os materiais sintéticos apresentaram maior potencial de imobilizag3o,
entre os suportes avaliados, destacando-se como alternativas promissoras para processos
biotecnolédgicos de sintese de FOS.

Barbosa (2022) investigou a imobilizagdo de células 4. oryzae IPT-301 em esponjas de
poliuretano com geometria cubica (0,8 cm de aresta), obtendo uma concentracdo de
11,89 £ 2,29 geéiulas Esuporte ! apOs 32 horas de cultivo, em pH 5,5, 200 rpm e 30 °C. Santos (2024)
avaliou a imobilizagdo de células de A. oryzae IPT 301 em suportes de 6xido de aluminio
obtidos pela técnica de réplica, utilizando esponjas de poliuretano de 1 cm de aresta como
molde. Nessa condicao foi alcangada uma concentracdo maxima de células imobilizadas de
0,14 + 0,001 gestulas Gsuporte” apds 48 h de cultivo em meio complexo (pH 5,5) a 200 rpm e
30 °C. No mesmo estudo, também foi investigada a imobilizagdo celular em suportes de 6xido
de titanioproduzidos pelo mesmo método de réplica, obtendo uma concentragao celular maxima
de 0,25 £ 0,02 geelulas Zsuporte ', Nas mesmas condigdes experimentais e tempo de cultivo (48 h).

Em relagdo ao desempenho catalitico das células imobilizadas, a andlise estatistica
indicou que os valores de atividade de transfrutosilagdo do biocatalisador ndo apresentaram
diferenca significativa entre 32 h e 40 h de cultivo e imobilizacao celular. De acordo com
Delvigne et al. (2014), em estudos envolvendo microrganismos e bioprocessos, € comum a
ocorréncia de variagdes associadas a diferentes fontes de heterogeneidade fenotipica, como
reagdes metabolicas e influéncias do microambiente. Esses fatores podem levar a diferentes
comportamentos celulares dentro de uma mesma populagdo, ocasionando ampla distribuigao
dos dados e, consequentemente, maiores desvios estatisticos (DELVIGNE et al., 2014). O
tempo de cultivo e imobiliza¢do celular foi definido com base na concentragao de células
microbianas aderidas ao material de suporte 3D e, principalmente, no maior valor de atividade
enzimatica do biocatalisador obtido. Assim, verificou-se que, em 40 h de cultivo, foram
produzidos e imobilizados 0,12 + 0,02 gcelula Zsuporte ', correspondendo aos maiores valores de
atividade de transfrutosilacdo (101,05 + 17,82 U g'). Concentracdes mais elevadas de células
imobilizadas no suporte favorecem sua aplicacdo como leitos biocataliticos em reatores de leito
empacotado (PBR), minimizando a formacdo de caminhos preferenciais e zonas de estagnagao
do fluido no processo em fluxo continuo (ZAMBELLI et al., 2016; DIAS et al., 2022;
RIBEIRO et al., 2024). Esse aspecto também foi considerado um fator determinante na
defini¢@o do tempo 6timo de cultivo e de imobilizagao.

Biocatalisadores com alta atividade enzimatica possibilitam a condugao de processos de
sintese de FOS com alto desempenho (CUNHA et al, 2019; PEREIRA et al., 2025).

Garcia et al. (2021) e Ribeiro et al. (2024) reportaram as maiores atividades de transfrutosilagao
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apo6s 64 h de cultivo, sob as mesmas condi¢des experimentais e utilizando a mesma cepa fungica
usada neste trabalho. Entretanto, os autores aplicaram um método distinto de imobiliza¢ao,
baseado no uso de células microbianas in natura, posteriormente reticuladas com glutaraldeido,
o que pode justificar as diferencgas observadas no desempenho catalitico em relacdo ao sistema
de imobilizacao em suporte de PLA objeto desta pesquisa. De forma semelhante, Mussatto et
al. (2012) obtiveram cé¢lulas de Penicillium expansum imobilizadas em matrizes de esponja
vegetal, com maior valor de atividade enzimatica apds 48 h de cultivo, enquanto Cunha et al.
(2019) relataram que 64 h de cultivo foram necessarias para atingir os maiores valores de
atividade de transfrutosilagdo em células in natura de A. oryzae 1PT 301. Esses resultados
reforgam que o tempo de cultivo o6timo pode variar amplamente conforme o tipo de
microrganismo, o meio de cultivo e, sobretudo o método e o material de imobilizacdo
empregados.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as células biocataliticas de
A. oryzae 1PT-301, com elevada atividade de transfrutosilacdo, podem ser produzidas e
imobilizadas de forma concomitante, apresentando uma reducao de 38 % no tempo de cultivo,
em comparacao as 64 h reportadas na literatura, e sendo aplicaveis a sintese de FOS. Esses
resultados evidenciam uma vantagem significativa em termos de eficiéncia de processo, uma
vez que a obtencdo do biocatalisador em etapa unica — englobando simultaneamente o cultivo
¢ a imobilizagdo das células microbianas - pode contribuir para a redugao do tempo operacional,
do consumo de reagentes e do gasto energético do processo enzimatico (MUSSATTO et al.,

2009; CASTRO et al., 2017).

O método de imobilizagdo proposto neste estudo, fundamentado na adesdo e no
crescimento celular em suportes de polidcido latico (PLA) obtidos por impressao 3D, apresenta
vantagens expressivas em comparagdo aos sistemas convencionais que empregam agentes
reticulantes, como o glutaraldeido. Além de dispensar o uso de compostos potencialmente
toxicos e ambientalmente prejudiciais, o suporte de PLA destaca-se pela elevada
biocompatibilidade, boa estabilidade mecanica e possibilidade de controle preciso da
porosidade e da geometria, fatores que favorecem a difusdo de nutrientes e oxigénio e,
consequentemente, o desempenho catalitico (RINALDI et al., 2021; REMONATTO et al.,
2023.)

A possibilidade de adaptar a geometria tridimensional do suporte conforme as
exigéncias operacionais do processo amplia significativamente sua versatilidade, permitindo

aplicacdo em distintas configuragdes reacionais, com destaque para reatores de leito fixo (PBR)
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e sistemas continuos voltados a producdo de FOS. Dessa forma, embora as concentragdes
celulares obtidas sejam inferiores as reportadas em alguns trabalhos da literatura, o sistema de
imobilizagdo em PLA desenvolvido apresenta elevada eficiéncia catalitica e estabilidade
operacional, configurando-se como uma alternativa sustentdvel, segura e tecnicamente
consistente para processos biotecnoldgicos baseados em células imobilizadas.

Também foi monitorada a variagdo do pH do caldo de cultivo ao longo de todo o
processo (Figura 12). Inicialmente, o pH apresentava valor de 5,5, permanecendo praticamente
constante até aproximadamente 24 h de cultivo. A partir de 40 h, observou-se um leve declinio
nos valores de pH, possivelmente associado a produgdo de proteases acidas por A. oryzae, as
quais promovem a clivagem de ligagdes peptidicas e a consequente liberacdo de aminoécidos,
resultando na acidificagdo do meio de cultura (TSUJITA et al., 1997; CUNHA et al., 2019).
Além disso, Park et al. (2019) relataram que valores mais baixos de pH favorecem a formagao
de acidos organicos, contribuindo adicionalmente para a acidificacdo do meio durante o cultivo

submerso de cepas de 4. oryzae.

Figura 12 - Monitoramento do pH do meio de cultura de células biocataliticas de A. oryzae
IPT-301, imobilizadas em suportes 3D de PLA, em fungdo do tempo de cultivo
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Fonte: Autora (2026)

5.3 ESTABILIDADE OPERACIONAL EM MODO BATELADA E OBTENCAO DOS
PARAMETROS DE DESEMPENHO

A estabilidade operacional das células biocataliticas de A. oryzae IPT-301, imobilizadas

em suportes tridimensionais (3D) de PLA, foi avaliada ao longo de 29 ciclos reacionais
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consecutivos em modo batelada (Figura 13A). No ciclo inicial, foram produzidos
71,37 £10,31 g L' de FOS, com conversio e rendimento de 46,96 = 4,55 % e 32,93 + 1,89 %,
respectivamente, conforme apresentado na Figura 13B. O maior valor da atividade de
transfrutosilacdo  (Ar) foi observado no décimo primeiro ciclo, atingindo
709,52 + 175,27 U g!'. No décimo segundo ciclo consecutivo, o biocatalisador apresentou
conversao de 37,50 £ 1,88 %, rendimento de 33,80 + 2,54 % e produtividade de
61,05 + 7,39 g L' h'! do agticar prebidtico. De acordo com o teste de Tukey, ndo foram

observadas diferencas estatisticamente significativas entre as médias de atividade comparadas.

Figura 13 — (A) Avaliagdo da estabilidade operacional de células biocataliticas de A. oryzae
IPT-301 imobilizadas em suportes 3D de PLA durante ciclos reacionais consecutivos em
modo batelada (barras cinzas) e concentracao de fruto-oligossacarideos (@) (B) Parametros de
desempenho (conversao, rendimento e produtividade) para o ensaio de estabilidade
operacional, ao longo de 29 ciclos consecutivos
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Fonte: Autora (2026)
Nota - Condigdes experimentais: a reagdo foi realizada em meio constituido por 3,8 mL de sacarose P.A
(480 g L' e 1,2 mL de tampdo tris-acetato pH 5,5 (0,2 mol L), com velocidade de agitagdo de 190 rpm,
50 °C por 60 minutos.
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Nota: Pardmetros de desempenho obtidos por meio das Equacdes (1), (2) e (3) apresentadas no topico

42.1).

No ultimo ciclo, a At foi de 407,87 + 30,94 U g’!, o que corresponde a uma redugio de
aproximadamente 42 % em relagdo ao valor maximo obtido e uma retengao de cerca de 76,5 %
da atividade inicial. Além disso, ao final dos ensaios (29° ciclo operacional), foram obtidos os
seguintes valores médios: concentracdo de FOS de 50,97 + 6,03 g L', conversdo de
33,4 £ 1,15 %, rendimento de 31,7 = 2,86 % e produtividade de 50,97 + 6,03 g L' h'. Esses
resultados correspondem a uma redugdo de aproximadamente 26 % na conversdo inicial e
29 % na produtividade. Tal comportamento pode estar associado a desativagdo térmica dos
sitios ativos do biocatalisador, que permaneceu exposto por até 29 h consecutivas a 50 °C.
Embora a reintrodu¢ao do biocatalisador em um meio reacional sob condi¢des experimentais
semelhantes promova a renovagdo da concentragdo de substrato, ocorre simultaneamente um
aumento na quantidade de sitios ativos termicamente desativados, regido na qual se processa a
reagao enzimatica (ARANDA, 2024; SAQIB et al., 2010; ARAUJO et al., 2022).

Aranda (2024) reportou que os biocatalisadores, produzidos por meio da imobilizagao
de células de Aspergillus oryzae 1PT-301 em bucha vegetal, apresentaram produtividade de
63,88 = 11,45 g L' h'! apos 12 ciclos reacionais consecutivos, € uma redugdo de 50 % da

conversao inicial. Destaca-se que a bucha vegetal utilizada como suporte no referido trabalho,
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¢ um material organico, com estrutura macroporosa ndo uniforme e elevada flexibilidade,
caracteristicas que podem ter influenciado a transferéncia de massa e a estabilidade operacional
do sistema ao longo dos ciclos.

Em termos de atividade, Garcia ef al. (2021) reportaram um aumento da estabilidade
operacional mediante reticulagdo de células de 4. oryzae IPT-301 com glutaraldeido 25 %
(v v'"), demonstrando que, apds 12 ciclos reacionais consecutivos, o biocatalisador reteve
88,9 % da atividade inicial. De forma semelhante, Gongalves et al. (2020), mostraram que a
atividade de transfrutosilacdo de células de 4. oryzae IPT-301, reticuladas e encapsuladas em
alginato de cdalcio, mantiveram até 92 % da atividade inicial para cinco ciclos reacionais
consecutivos. Por outro lado, Barbosa (2022) avaliou a estabilidade das células de 4. oryzae
IPT-301 submetidas aos processos de imobilizagdo e imobilizagdo seguida de reticulagdo ao
longo de 12 ciclos reacionais consecutivos, observando que retencdes de atividade enzimatica
de 50,23 % e 60,90 %, respectivamente.

Santos (2024) avaliou a estabilidade de células de 4. oryzae IPT-301 imobilizadas em
oxido de titanio ao longo de 20 ciclos reacionais, observando uma redugado de apenas 30 % entre
os valores maximo e minimo de atividade registrados. O maior valor de atividade foi obtido no
sétimo ciclo, correspondendo a 1421,56 + 43,24 U g'. Em comparagdo com os resultados do
presente trabalho, nota-se que os valores reportados por Santos (2024) sdo significativamente
mais elevados. No entanto, essa diferenga pode ser atribuida ao uso de suportes com geometria
cibica e a maiores concentracdes de células imobilizadas, o que justifica, de forma
proporcional, os maiores valores de atividade observados.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os dados da literatura, que
evidenciam a maior estabilidade operacional conferida pela imobilizacao celular, e destacam o
potencial dos suportes 3D de PLA como matriz de imobilizagdo, uma vez que possibilitaram a
condugdo de 29 ciclos reacionais consecutivos, nimero superior aos usualmente reportados em
estudos anteriores. Esses resultados indicam que os suportes 3D de PLA apresentam boa
resisténcia mecanica e compatibilidade com o sistema biocatalitico, favorecendo a manutencao
da atividade de transfrutosilagdo ao longo de multiplos ciclos.

A Figura 14 apresenta os biocatalisadores heterogéneos obtidos em triplicata apds a
realizacdo de 29 ciclos reacionais consecutivos. Durante o ensaio, ndo foi observado
desprendimento de células do suporte, nem mesmo perda do material em decorréncia das forgas
cisalhantes. No entanto, o experimento foi encerrado no 29° ciclo, uma vez que, a partir das

etapas finais de filtragdo, observou-se que as células comegaram a se desprender, o que poderia
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levar a perda de biomassa imobilizada e comprometer a reprodutibilidade dos ciclos

subsequentes.

Figura 14 — Biocatalisadores heterogéneos obtidos apos 29 ciclos reacionais
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Fonte: Autora (2026)

5.4 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO DOS BIOCATALISADORES

A Figura 15 apresenta o perfil de estabilidade de armazenamento das células
biocataliticas imobilizadas em suportes 3D de PLA, mantidas sob refrigera¢do, na auséncia e
na presenca de solugdo tampdo tris-acetato (0,2 mol L', pH 5,5), ao longo de 300 dias. As
atividades de transfrutosilacio foram monitoradas durante o periodo de estocagem e
determinadas a partir da massa seca dos biocatalisadores.

A atividade inicial obtida neste ensaio foi de 594,63 + 111,13 U g para os
biocatalisadores armazenados em solucao tampao e de 446,30 = 120,61 U g para aqueles
armazenados na auséncia de tampao. Apos 300 dias de armazenamento, verificou-se maior
estabilidade das células biocataliticas mantidas sem tampao, que apresentaram retengdo de
75,2 % da atividade inicial (335,57 + 46,06 U g'). Em contraste, as células armazenadas em
solugdo tampdo apresentaram reducdo de 61,7 % da atividade enzimatica

(227,94 £ 29,14 U g') em relagdo ao valor inicial.
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Figura 15 - Estabilidade de armazenamento de células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301
imobilizadas em suportes de PLA. Biocatalisador heterogéneo armazenado em solucdo
tampao (barras em cinza escuro), na auséncia de solu¢ao tampao (barras em cinza claro) e
monitoramento do controle (solugdo tampao, @)
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Fonte: Autora (2026)

Nota - Condig¢des experimentais: a reagdo foi conduzida em meio composto por 3,8 mL de sacarose P.A
(480 g L") e 1,2 mL de tampdo tris-acetato pH 5,5 (0,2 mol L"), sob de agitagio de 190 rpm, a 50 °C,
durante 60 min. Os biocatalisadores foram armazenados sob refrigeracdo (4 °C) , na auséncia e presenga de

solucio tampao tris-acetato (0,2 mol L', pH 5,5).

Embora os resultados tenham apresentado certa variabilidade nos primeiros 15 dias de
armazenamento, o teste estatistico, ao nivel de 95 % de confian¢a, indicou que ndo houve
diferenca significativa entre os valores de atividade obtidos nas duas condi¢des ao longo do
ensaio.

Gongalves et al. (2020) relataram que a biomassa de Aspergillus oryzae 1PT-301,
reticulada e encapsulada em alginato de baixa viscosidade, apresentou redugdo de
aproximadamente 5 % da atividade de transfrutosilacdo inicial apdés nove dias de
armazenamento sob refrigera¢do (4 °C). No estudo de Barbosa (2022), utilizando células do
mesmo microrganismo imobilizadas em esponja de poliuretano, foi observada maior
estabilidade de armazenamento nos primeiros sete dias de incubacao. Apos 28 dias, as células

mantiveram 43 % da atividade inicial (396,89 + 98,32 U g™).
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De forma semelhante, Santos (2024) avaliou células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301
imobilizadas em 6xido de titdnio e armazenadas por 70 dias no mesmo tampao e pH. O autor
relatou atividades elevadas e estatisticamente semelhantes nos dias 0 e 1 (195,25 + 15,3 U g!
e 182,84 +£ 9,5 U g, respectivamente), seguidas por reducdo de 53 % da atividade a partir do
terceiro dia, mantendo-se constante at¢ 30 dias. Ao final do periodo experimental, os
biocatalisadores retiveram 17 % da atividade inicial.

Aranda (2024) verificou que as células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301, imobilizadas
em esponja vegetal, mantiveram sua atividade praticamente constante até o terceiro dia de
armazenamento em solu¢do tampdo tris-acetato (0,2 mol L', pH 5,5), apresentando valor
aproximado de 1153,23 + 27,80 U g'!. Em contraste, as células armazenadas na auséncia de
solucao tampao apresentaram reducao da atividade ja no segundo dia de armazenamento,
alcangando 780,93 + 40,60 U g!'. Ao final do periodo de armazenamento, apds 48 dias,
observaram que as células biocataliticas retiveram 10,8 % de sua atividade inicial quando
estocadas em solucdo tampao e apenas 2,5 % quando armazenadas sem tampao.

A capacidade de armazenamento dos biocatalisadores constitui um parametro essencial
para avaliagdo de sua aplicabilidade em processos industriais. Nesse contexto, maior
estabilidade de armazenamento estd diretamente associada a maior eficiéncia operacional,
permitindo redu¢do de tempo, custos de producdo e necessidade de reposicdo de

biocatalisadores (ARAUJO et al., 2022).

5.5 INFLUENCIA DA VAZAO VOLUMETRICA DE ALIMENTACAO NA ATIVIDADE
ENZIMATICA

A influéncia da vazdo volumétrica de alimentacdo do substrato na atividade de
transfrutosilacdo foi avaliada, e os perfis de atividade do biocatalisador no reator PBR estdo
apresentados na Figura 16. Observa-se que o sistema reacional atingiu o estado estacionario a
partir de 30 minutos de operagdo, mantendo-se estavel até o final do ensaio aos 240 minutos,
para todas as vazdes avaliadas.

Nos primeiros pontos de coleta, foi identificado o periodo de estabelecimento do perfil
de escoamento, caracterizado pela acomodagdo do fluido no leito do reator. A vazdo de
I mL min™ apresentou os menores valores de atividade de transfrutosilacdo, variando de
184,5+ 11,28 Ug'a 142,14 £ 14,04 U g'. As vazdes de 4 e 6 mL min' exibiram intervalos
de atividade semelhantes, compreendidos entre 300,17 £ 62,57 U g'e239,44+41,09U g "' e
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396,25 £59,03 U g a 185,21 £62,88 U g, respectivamente, indicando desempenhos médios

proximos entre ambas as condigdes.

Figura 16 - Atividade de transfrutosilacdo em fun¢do da vazao volumétrica de alimentag¢do do
substrato no reator PBR. Vazdes volumétricas avaliadas: 1 mL min-!' (m), 4 mL min™!' (e),

Atividade de Transfrutosilagdo [U g'l]

6 mL min™' (A), 8 mL min' (V)
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Fonte: Autora (2026)

Nota - Condi¢des experimentais: a reagdo foi conduzida com alimentagdo de sacarose a 480 g L', pH 5,5

(0,2 mol L") a 50 °C, durante 240 minutos.

Por outro lado, a vazao de 8 mL min™ apresentou os maiores valores de atividade,

variando de 327,37 +£32,34 U g 'a443,37+75,19 U g', o que sugere maior eficiéncia catalitica

do sistema sob condigdes de maior fluxo volumétrico. Em reatores PBR, baixas vazdes

volumétricas favorecem a formagdo de uma camada limite difusional mais espessa ao redor das

particulas de biocatalisador, fazendo com que a taxa de reagdo passe a ser controlada pela

transferéncia de massa externa (DIAS et al., 2022). Com o aumento da vazao volumétrica,

observa-se a redugdo dessa camada limite, o que intensifica o transporte de substrato até a

superficie do biocatalisador, onde ocorre a reagcao enzimatica (FOGLER, 2022).

Ao comparar as atividades médias entre as diferentes vazdes testadas, observa-se um

aumento progressivo da atividade de transfrutosilacdo (At) da vazdo mais baixa (1 mL min™")

para a mais alta (8 mL min™"). Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de que baixas
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vazoes favorecem a formacao de uma camada limite mais espessa ao redor das particulas do
biocatalisador, tornando o processo limitado pela transferéncia de massa externa. Com o
aumento das vazdes volumétricas, a espessura da camada limite diminui, reduzindo a resisténcia
a transferéncia de massa e facilitando o acesso do substrato a superficie do biocatalisador, local
onde ocorre a reagdo (FOGLER, 2022).

Apesar disso, a proximidade entre os valores de At observados para as vazodes
intermediarias (4 e 6 mL min') sugere que, nessa faixa, os efeitos difusionais tornam-se pouco
expressivos, prevalecendo os efeitos do fluxo e da cinética da reacdo (DIAS et al., 2022).

No estudo de Dias et al. (2022), foi avaliada a influéncia da vazdo volumétrica na
atividade de transfrutosilacdo de células in natura de A. oryzae IPT-301 em reator PBR, operado
em diferentes vazdes (5; 7,5; 11,5; 15 € 20 mL min'). A reac¢o foi conduzida por 45 minutos,
utilizando solugio reagente composta por sacarose comercial (473 g L™ e tampdo tris-acetato
(0,2 mol L', pH 5,5,) e. Os resultados mostraram que o aumento da vazdo até 15 mL min’!
promoveu elevagio da atividade de transfrutosilagdo, enquanto a vazao de 20 mL min™! resultou
em reducdo da atividade devido ao menor tempo de residéncia e ao contato insuficiente entre o
substrato e o biocatalisador. As vazdes intermediarias (7,5; 11,5 e 15,0 mL min'!) apresentaram
valores de atividade proximos entre si, sendo o menor valor registrado para a vazao
(5 mL min"). Neste estudo, a variacio de atividade de transfrutosilagdo ficou entre
aproximadamente 350 e 650 U g™,

De modo semelhante, Ribeiro et al. (2024) imobilizaram células de A. oryzae IPT-301
por reticulacdo com glutaraldeido, avaliando seus efeitos biocataliticos em reator de leito fixo
(PBR). A influéncia da vazao volumétrica foi avaliada alimentando-se o reator com solugdo de
sacarose comercial (473 g L', pH 5,5), por 150 minutos de rea¢do, em diferentes vazdes (1, 2,
3, 4 ¢ 5 mL min!). Os autores verificaram que a vazio de 1 mL min™' foi a mais adequada nas
condi¢des testadas, pois proporcionou maior tempo de residéncia do substrato, favorecendo o
contato com o biocatalisador e reduzindo o arraste das particulas, o que resultou em melhor
desempenho na reacao de transfrutosilacao.

Ao avaliar os parametros de desempenho (produtividade volumétrica e produtividade
especifica) para cada vazao investigada (Tabela 4), observou-se que, conforme esperado, o
aumento da vazao resultou em elevacdo gradual da produtividade. Esse comportamento ¢
caracteristico de reatores continuos, nos quais o aumento da vazdo implica maior taxa de
processamento de substrato por unidade de tempo, podendo elevar a taxa de formagdo de
produto (FOGLER, 2022). De forma andloga ao observado para a produtividade volumétrica,

a produtividade especifica também apresentou aumento com o aumento da vazao de substrato.
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Verifica-se que o aumento da vazdo de 1 para 4 mL min™', resultou em um acréscimo
de 63 % na produtividade. Entretanto, ao se promover novo aumento da vazdo, de 4 para
8 mL min™, o incremento obtido foi de aproximadamente 19 %. Esses resultados indicam que
o ganho de produtividade ndo € proporcional ao aumento da vazao. Assim, sob a perspectiva
da produtividade, conforme Tabela 4, o emprego de vazdes mais elevadas ndo proporciona
vantagem operacional expressiva para o sistema reacional avaliado, uma vez que, embora a
vazdo de 8 mL min! tenha apresentado os maiores valores de atividade, o aumento da vazao

de 4 para 8 mL min' ndo resultou em incremento proporcional na produtividade.

Tabela 4 - Avaliagao da produtividade de FOS em fun¢do da vazao volumétrica de
alimentagdo no reator PBR

Vaziao volumétrica Produtividade Produtividade especifica
[mL min] volumétrica [g L' h] [gFos Geetula™! D]
1 138,79 + 3,16 7,26 0,16
4 375,75 £ 18,61 15,58 + 0,77
6 378,85 + 50,96 12,7+ 1,71
8 462,61 + 9,05 23,43 £ 0,46

Fonte: Autora (2026)
Nota: Pardmetros de desempenho obtidos por meio das Equagdes (5), (6) e (7) apresentadas no topico

(43.2).

De modo geral, a comparagdo dos resultados indica que a vazdo volumétrica exerce
influéncia direta sobre a atividade de transfrutosilacdo, em fun¢ao do balango entre o tempo de
residéncia do substrato no reator € os fendmenos de transferéncia de massa. Vazdes reduzidas,
embora prolonguem o contato entre o substrato e o biocatalisador, podem intensificar gradientes
de concentragdo e limitagdes difusionais externas, comprometendo a taxa global de reacdo
(FOGLER, 2022; SHULER & KARGI, 2002). Em contrapartida, vazdes elevadas diminuem o
tempo de residéncia, restringindo o aproveitamento catalitico do sistema (FOGLER, 2022;
LEVENSPIEL, 1999). Nas condi¢gdes avaliadas neste estudo, a vazdo de 8 mL min~’
proporcionou o melhor desempenho, sugerindo que o regime hidrodindmico estabelecido e a
arquitetura dos suportes tridimensionais de PLA favoreceram uma distribuigdo homogénea do
fluxo e um acesso eficiente do substrato aos sitios ativos, resultando na maximizacdo da
atividade de transfrutosilagdo e evidenciando a robustez operacional do sistema frente a

diferentes condi¢oes de escoamento.
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5.6 AVALIACAO DA ESTABILIDADE OPERACIONAL EM MODO DE OPERACAO
CONTINUO E DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE DESEMPENHO

A estabilidade operacional dos biocatalisadores produzidos foi avaliada durante 96 h de
operagdo continua em reator de leito fixo, nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C. Os
experimentos foram conduzidos conforme o procedimento descrito no Tdpico 4.3.3, e os

resultados estdo apresentados na Figura 17.

Figura 17 - Perfis de atividade de transfrutosilacao em fun¢do do tempo em diferentes
temperaturas para a avaliagdo da estabilidade operacional dos biocatalisadores heterogéneos
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Fonte: Autora (2026)

Nota - Condicdes experimentais: a reagio foi conduzida com alimentago de sacarose a 480 g L™, pH 5.5

(0,2 mol L), vazdo de ImL min™, durante 96 h.

Na condicao de 30 °C (Figura 17A), a atividade inicial foi de 311,99 + 38,99 U g
Observou-se um discreto aumento da atividade nos primeiros minutos de operacao, seguido de
estabilizacdo a partir de aproximadamente 30 minutos. Esse comportamento pode estar

associado a uma fase inicial de acomodagdo hidrodindmica do sistema, possivelmente
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relacionada a redistribuicdo do fluxo no leito e a melhoria do contato entre o substrato e o
biocatalisador (FOGLER, 2022; LEVENSPIEL, 1999). Apos 96 h de operagdo, foi registrada
uma atividade de 380,5 + 20,45 U g!, indicando elevada estabilidade ao longo do processo. A
analise estatistica pelo teste de Tukey confirmou a auséncia de diferencas significativas entre
os valores obtidos ao longo do tempo de operacao. Na temperatura de 40 °C (Figura 17B), a
atividade inicial foi de 546,42 + 71,81 U g*!, sendo a mais elevada entre as condi¢des avaliadas.
Entretanto, observou-se reducdo gradual da atividade ao longo do periodo experimental. Ao
final do ensaio (96 h), a atividade enzimatica foi de 239,41 £+ 76,78 U g™', correspondendo a
uma diminui¢do de 56,2 % em relacdo ao valor inicial. Apesar dessa reducao, o sistema manteve
funcionamento estavel durante todo o periodo de operacdo continua, conforme indicado pela
analise estatistica. Esses resultados sugerem que, mesmo sob condi¢ao térmica mais elevada, o
biocatalisador preserva atividade catalitica quando submetido ao escoamento em fluxo
continuo.

Similarmente, na temperatura de 50 °C (Figura 17C), o sistema apresentou atividade
inicial mais elevada (682,48 + 59,12 U g'), seguida por redugdo ao longo das 96 h, com
atividade final de 322,31 = 116,15 U g''. Ainda assim, ndo foram observados indicios de
instabilidade estrutural do leito, como perdas abruptas de atividade ou aumento da variabilidade
experimental. Apds 96 h de operacdo, o biocatalisador apresentou reducdao de 52,77 % da
atividade inicial, resultado que pode ser considerado satisfatorio diante do prolongado periodo
de reacdo. Na temperatura de 60 °C (Figura 17D), a atividade inicial foi de
193,80 £ 40,67 U g, e atingindo um pico aos 20 minutos de reag¢do, valor de maxima atividade
obtida nesta condigdo (328,20 + 82,49 U g*). Apesar das oscilagdes observadas ao longo do
ensaio, nado houve desativacdo brusca ou interrup¢do do processo, € os resultados nao
apresentaram diferenga estatistica significativa. Apdos 96 h, a atividade foi de
215,58 £ 64,06 U g!, correspondendo a uma reducao de 34,3 % em relacdo ao valor maximo
obtido.

Ao comparar as atividades médias obtidas nas diferentes temperaturas avaliadas,
observaram-se valores de 387,33; 353,85; 471,50 e 279,62 U g para 30, 40, 50 e 60 °C,
respectivamente. Verifica-se redu¢do mais acentuada da atividade a 60 °C, comportamento
consistente com o aumento da taxa de desativagao térmica em temperaturas elevadas, uma vez
que a elevacdo da temperatura pode comprometer a estabilidade estrutural da enzima e
favorecer sua desnaturacdo (RAHBAN et al., 2022).

Até o momento, ndo foram identificados na literatura cientifica estudos que avaliem a

desativagdo catalitica ao longo de 96 h de operacdo continua utilizando células do género
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Aspergillus em reatores de leito fixo para a produgdo de FOS. O tnico trabalho encontrado com
abordagem semelhante ¢ o de Mello (2025), que investigou a estabilidade operacional de células
fungicas do mesmo género empregado no presente estudo, imobilizadas em esponja de
poliuretano, também ao longo de 96 h de operacdo. Nesse estudo, o autor relatou valores
elevados de atividade de transfrutosilagdo (Ar) durante as primeiras 12 h de operagdo para
temperaturas de leito de 40 e 50 °C, enquanto, a 60 °C, foi observado um decaimento acentuado
da atividade enzimatica. Para os ensaios conduzidos a 30 °C, ndo foi reportada desativagao
enzimdtica significativa ao longo do periodo de opera¢do, comportamento semelhante ao
observado nos perfis experimentais obtidos no presente estudo.

No estudo de estabilidade operacional conduzido por Dias ef al. (2022), foram avaliadas
células in natura de A. oryzae IPT-301 em reator de leito fixo (PBR), operado a 50 °C durante
12 h, com vazdes de alimentagao de substrato de 5 ¢ 11,5 mL min™', evidenciando desempenho
estavel do sistema. Para a vazdo de 5 mL min™', a atividade de transfrutosilagdo (At) manteve-
se praticamente constante ao longo das 12 h de operacao, em torno de 253 U g™'. Por outro lado,
na vazao de 11,5 mL min™', observou-se uma reducao aproximada de 27 % no valor de At entre
35 e 180 min de reacdo, seguida de estabilizagdo at¢ o término do ensaio, atingindo
384+ 50U g'. Além disso, os autores reportaram um aumento de até 40 vezes na produtividade
enzimatica dos biocatalisadores quando operados em sistema continuo, em comparagdo com
processos em batelada descritos na literatura.

No presente trabalho, os parametros de desempenho do processo (conversdo,
rendimento e produtividade) foram avaliados a 50 °C (Figura 18), temperatura que apresentou
a maior atividade enzimatica média ao longo das 96 h de operacdo, razdo pela qual também foi
adotada nos demais ensaios conduzidos em reator de leito fixo. Nos primeiros 30 minutos de
reagdo, obteve-se concentracao de FOS de 37,36 = 1,71 g L™, produtividade volumétrica de
158,55 £7,25 gL' h! e rendimento de 49,64 + 2,29 %. Ao final do ensaio, embora tenha sido
observada redugao de 44,3 % na conversao, verificou-se um incremento de 35 % no rendimento,
resultando em concentragdo final de 32,51 = 2,41 g L' e produtividade volumétrica de
137,97 £10,21 g L' h™! do agticar prebiotico. Em termos de produtividade especifica, ao longo
das 96 h de reagdo, os biocatalisadores apresentaram produtividade especifica média global de
24,23 + 1,52 gros eelulas W71

Aranda (2024) avaliou a produc¢do de FOS em reator empacotado com células de
A. oryzae IPT-301 imobilizadas em bucha vegetal, durante 180 minutos de reacdo (400 g L™
de sacarose, pH 5,5 e 50 °C), obtendo concentragdo de 26,51 g L' de FOS. Cardoso (2023),

sob as mesmas condi¢des experimentais € em regime estacionario, utilizou células da mesma
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cepa microbiana imobilizadas em esponja de poliuretano em reator PBR operado por 12 h,
alcangando concentracdo de 70 g L' do bioproduto. Por sua vez, Lorenzoni et al. (2015)
investigaram a produg¢do continua de FOS em reator PBR operando a 50 °C, pH 5,5 ¢ 600 g L™
de sacarose, com c¢lulas de Aspergillus aculeatus imobilizadas em quitosana, obtendo

concentragdo maxima de 230 g L' do agucar prebiotico.

Figura 18 - Parametros de desempenho (conversao, rendimento, produtividade
volumétrica e produtividade especifica) obtidos nos ensaios de estabilidade operacional em
sistema continuo ao decorrer de 96 h de processo em reator PBR
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Fonte: Autora (2026)
Nota: Parametros de desempenho obtidos por meio das Equacdes (1), (2), (5), (6) e (7) apresentadas nos

topicos (4.2.1) e (4.3.2).

Embora existam estudos conduzidos por periodos mais prolongados, os biocatalisadores
empregados em reatores de leito fixo (PBR) para producao de FOS foram obtidos a partir de
diferentes cepas fingicas, como por exemplo os trabalhos de Jung et al. (2011), que utilizaram
células de Aureobasidium pullulans imobilizadas em alginato de calcio em ensaios com duragao
superior a 100 dias, alcancando produtividade de 180 g L' h™' de FOS, e de Zambelli ef al.
(2016), que realizaram experimentos continuos por até 7 dias com células de Cladosporium

cladosporioides imobilizadas em alginato de sédio. Nesse estudo, foi observada produgdo
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maxima de 313 g L' de FOS em 20 h de tempo de residéncia, em sistema continuo operando a

pH 6 e 600 g L' de sacarose.

5.7 AVALIACAO DA TERMOESTABILIDADE DO BIOCATALISADOR EM SISTEMA
REACIONAL CONTINUO E OBTENCAO DOS PARAMETROS CINETICOS E
TERMODINAMICOS DE DESATIVACAO

O modelo matematico descrito pela Equacgdo (8) foi aplicado ao ajuste dos dados
experimentais apresentados na Figura 17, visando estimar os valores das constantes de
desativagdo térmica (kp, em min '), para as diferentes temperaturas avaliadas. Os perfis obtidos
a partir do ajuste, segundo o modelo de Sadana e Henley (1987) sao apresentados na Figura 19.

Na condi¢ao de 30 °C, o modelo cinético de desativacdo térmica apresentou ajuste
insatisfatorio, evidenciado pelo baixo coeficiente de determinagdo (R?* = 0,52). Esse resultado
pode estar associado a auséncia de desativacdo térmica significativa do biocatalisador, que
apresentou atividade média de 387,33 + 40,53 U g'!, ao longo das 96 h de operagdo do reator,
conforme observado no perfil de estabilidade operacional (Figura 17A). Dessa forma, a
limita¢do no ajuste do modelo em questdao pode ser atribuida a reduzida variacao da atividade
ao longo do tempo, o que dificulta a adequada estimagdo dos pardmetros cinéticos de
desativagao.

Para as temperaturas de 40 e 50 °C, observa-se que o biocatalisador reteve 51 e 48 % da
atividade relativa, respectivamente, apos 96 h de operagdo. A 60 °C, foi observada uma redugao
mais acentuada na atividade, apresentando apenas 16 % da atividade relativa ao final do periodo
de incubacdo. De acordo com Aranda (2024), Barbosa (2022) e Gongalves et al. (2020), as
c¢lulas biocataliticas de A. oryzae IPT-301, apresentam maior termoestabilidade para uma faixa

de temperatura compreendida entre 30 e 40 °C.
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Figura 19 - Perfis de atividade de transfrutosilacdo em fungdo do tempo de
reacdo em diferentes temperaturas para a avaliacao da desativagdo térmica das
células biocataliticas de 4. oryzae IPT-301 imobilizadas em suporte 3D de PLA
(A) 40 °C.; (B) 50 °C; (C) 60 °C. (-) Modelo de Sadana e Henley
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Fonte: Autora (2026)
Nota - Condi¢des experimentais: a reagio foi conduzida com alimentago de sacarose a 480 g L™, pH 5.5

(0,2 mol L), vazdo de ImL min™, durante 96 h.

Prado et al. (2026) relataram que a FTase imobilizada em gel de silica funcionalizado
apresentou maior estabilidade térmica, mantendo mais de 70 % da atividade apds 16 h a 30 °C
e mais de 50 % apds 4 h a 40 e 50 °C, enquanto a enzima imobilizada em gel de silica nao
funcionalizado apresentou atividades significativamente menores nas mesmas condigdes. Além
disso, a 60 °C ambas apresentaram forte perda de atividade devido a desnaturacdo térmica,
mantendo cerca de 10 % da atividade inicial apos 16 h de incubacao.

Pereira et al. (2025) relataram atividades residuais de transfrutosilacao de 18, 15e¢ 5 %
a 40, 50 e 60 °C, respectivamente, para a enzima imobilizada em particulas de sabugo de milho

tratadas com alcali. Por sua vez, Araujo ef al. (2022) relataram atividade residual de 70 a 20 %
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para a FTase imobilizada em polihidroxibutirato, (PHB) e de 75 a 30 % para a enzima
imobilizada no PHB ativado com glutaraldeido ap6s 24 h de incubagdo em temperaturas entre
30 e 60°C, respectivamente.

Destaca-se que, em temperaturas mais elevadas, os biocatalisadores apresentam menor
atividade relativa, pois as enzimas aderidas as células microbianas podem sofrer desnaturacao
térmica, processo no qual ocorre a ruptura de interagdes moleculares responsaveis pela
manuten¢do de sua estrutura, resultando na perda irreversivel de suas propriedades cataliticas
(PRADO et al. 2026; ARAUJO et al., 2022; ARANDA, 2024).

Os parametros termodinamicos das células biocataliticas imobilizadas em PLA estdo
mostrados na Tabela 5. A energia de ativa¢do para a desnaturag¢do térmica (Ep, em kJ mol™)
das células biocataliticas, foi determinada pela linearizacdo da Equagdo de Arrhenius, mediante
aplicacdo da Equagdo (10), cuja representacdo grafica estd apresentada na Figura 21

(APENDICE B).

Tabela 5 - Pardmetros termodindmicos de desativagdo para ensaios realizados em PBR
com cé¢lulas de 4. oryzae IPT-301 imobilizadas em PLA

Temperatura (°C)

Parametros

30 40 50 60

R? 0,52 0,843 0,831 0,680
kp (min ) - 0,00314 0,00693 0,00784

t12 (min) - 220,75 100,02 88,41

Eb (kJ mol ™) - 39,97

AHp, (kJ mol) ; 37,36 37,28 37,19

AGp (kJ mol ™) - 91,82 92,71 95,33
ASp (kJ mol! K1) - -0,174 -0,171 -0,174

Fonte: Autora (2026)

Nota: Os valores de kp e Ep foram obtidos a partir do ajuste dos modelos de Sadana e Henley (1987) e de Arrhenius,
respectivamente, aos dados experimentais de atividade enzimatica. R? é o coeficiente de correlagiio para estimativa
dos valores de kp; kp € a constate de desativacao térmica de primeira ordem; t;, ¢ o tempo de meia-vida; Ep € a
energia de desativacdo térmica; AHp € a variacdo de entalpia de ativagdo de desnaturagdo; AGp € a variacdo da

energia de Gibbs de ativacdo de desnaturacdo; ASp € a variagao de entropia de ativacdo de desnaturagao.

Os valores de tempo de meia-vida (ti/2) dos biocatalisadores (Tabela 5) diminuiram
progressivamente com o aumento da temperatura, enquanto a constante de desativacao térmica
(kp) apresentou aumento. No estudo presente, o maior ti/> foi de 220,75 min na temperatura de
40 °C. A meia-vida ¢ definida como o tempo requerido para que a atividade enzimatica se

reduza 4 metade da atividade inicial a uma dada temperatura (PRADO et al., 2026; ARAUJO
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et al., 2022; FARIA et al., 2021; SAQIB et al., 2010) e, quanto maior o tempo de meia-vida,
maior a estabilidade térmica do biocatalisador, indicando que este pode resistir a uma
temperatura por um periodo maior, aumentando a possibilidade de reuso, bem como sua
aplicagdo industrial (MARTINEZ et al. 2024; SILVA et al., 2021;).

Em estudo conduzido com FTase extracelular de Aspergillus oryzae 1PT-301
imobilizada em polihidroxibutirato (PHB) em sistema batelada, Araujo et al. (2022) reportaram
tempos de meia-vida de 136,44; 111,61 e 45,57 min para as mesmas temperaturas avaliadas no
presente trabalho. O trabalho de Santos (2024) resultou em tempos de meia-vida de 139,47;
30,69 e 10,96 min para cé¢lulas do mesmo microrganismo imobilizadas em 6xido de titanio, em
sistema batelada, sob as mesmas temperaturas testadas.

Prado et al. (2026), por sua vez, reportaram que a FTase imobilizada no gel de silica
funcionalizado com glutaraldeido apresentou valores de ti/2 aproximadamente 6,6 vezes e 2,5
vezes maiores do que aqueles da FTase imobilizada no gel de silica a 30 °C e 40—50 °C,
respectivamente, indicando maior termoestabilidade quando ligada ao suporte inorganico
funcionalizado.

A Tabela 5 também apresenta o valor de energia de desativacdo térmica (Ep) para o
biocatalisador em estudo (39,97 kJ mol™"). Este pardmetro representa a energia minima
necessaria para que a enzima se torne inativa, sendo a desnaturagao térmica caracterizada por
uma modificacao irreversivel na conformag¢do da biomolécula catalitica decorrente do
fornecimento de energia de ativagao (PRADO et al., 2026; PEREIRA et al., 2025; ARAUJO et
al., 2022). Assim, quanto maior o valor de Ep, maior ¢ a energia requerida para a desativacao
da estrutura proteica e, consequentemente, maior a estabilidade térmica do biocatalisador
(ARAUIJO et al., 2022; ARANDA, 2024; SAQIB et al., 2010).

Gongalves et al. (2020), ao avaliarem células de 4. oryzae IPT-301 livres e reticuladas
em batelada, verificaram menores taxas de desativacdo térmica para os biocatalisadores
reticulados, obtendo ti/> de 990 min a 50 °C ¢ Ep de 136,32 kJ mol™'. Outros valores de Ep
reportados na literatura incluem 56,8 kJ mol™ para FTase imobilizada em silica gel (FARIA et
al., 2021) e 50,8 kJ mol™ para FTase imobilizada em polihidroxibutirato (ARAUJO et al.,
2022), ambos em sistema batelada.

A variagao de entalpia de desativagdo térmica (AHp) estd diretamente relacionada com
Ep, e esta associada a quantidade total de energia necessaria para a desativagdo enzimatica
(PRADO et al., 2026; PEREIRA et al., 2025; ARAUJO et al., 2022). Assim como a energia de
desativacdo térmica, valores elevados e positivos deste pardmetro indicam elevada estabilidade

térmica do biocatalisador (FARIA et al., 2021; ARAUIJO et al., 2024). De acordo com os
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resultados apresentados na Tabela 5, o biocatalisador em estudo apresentou um comportamento
termicamente estdvel para a faixa de temperaturas avaliadas.

No estudo de Pereira et al. (2025), os autores reportaram valores de entalpia de
desativagdo térmica iguais a 16 kJ mol™ para a enzima FTase imobilizada em espiga de milho,
na mesma faixa de temperatura avaliada no presente trabalho. Similarmente, Faria et al. (2021)
obtiveram valores de AHp em torno de 54 kJ mol™ a 50 °C, para a FTase imobilizada em silica-
gel, enquanto Araujo et al. (2022) relataram para este parametro, valores de 39 kJ mol™ para a
mesma enzima imobilizada em polihidroxibutirato.

Em contraste, estudos conduzidos por Paiva et al. (2023) que trabalharam com pB-
galactosidase imobilizada, Gongalves ef al. (2020) e Mello (2025), que avaliaram as células de
A. oryzae TPT-301 reticuladas e imobilizadas em EPU, respectivamente, relataram valores
significativamente mais elevados de AHp a 50 °C, correspondendo a 93,38; 133,64 ¢ 103,66 kJ
mol ™, respectivamente, o que indica biocatalisadores mais termoestaveis em comparacao ao
avaliado neste estudo.

Embora valores elevados e positivos de AHp sugerem que a enzima ¢ termostavel,
também ¢ importante analisar a entropia de desativagdo (ASp) e a energia de Gibbs de
desativagdo (AGp). O ASp expressa a quantidade de energia por grau envolvida na transi¢ao de
um estado nativo para um estado desnaturado do biocatalisador (ARAUJO et al. 2022; SILVA
et al.,2021). A desnaturacdo térmica da enzima causa a ruptura da estrutura da proteina e gera
um sistema desordenado, ocasionando o aumento da entropia (SILVA et al., 2021;
GONCALVES et al. 2020)

Como mostrado na Tabela 5, as células biocataliticas imobilizadas em PLA,
apresentaram valores negativos de ASp, em todas as temperaturas estudadas, o que indica
transi¢do da enzima para um estado mais ordenado e estavel (PRADO et al., 2026; ARAUJO
et al., 2022; RASHID & SIDDIQUI, 1998). Tal comportamento converge com os resultados
reportados em trabalhos com células de 4. oryzae IPT-301, imobilizadas em EPU por Mello
(2025) (-0,02 kJ mol! K1, 50 °C) e imobilizadas em bucha vegetal no trabalho de Aranda
(2024) (-0,0018 kJ mol-! K-!, 50 °C), bem como em estudos com FTase de 4. oryzae IPT-301,
imobilizada em silica gel por Faria et al. (2021) (-0,17 kJ mol™! K, 50 °C), imobilizada em
polihidroxibutirato por Araujo ef al. (2022) (-0,2 kJ mol™!' K-!, 50 °C) e imobilizada em silica-
gel funcionalizada com glutaraldeido no estudo de Prado et al. (2026) (-0,12 kJ mol! K*!, 50
°C).

Por fim, a variag@o da energia de Gibbs de desativagdao (AGp) € o pardmetro mais preciso

e confidvel para se avaliar a termoestabilidade de biocatalisadores, pois integra tanto as
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contribuicdes entalpicas quanto entropicas (PRADO et al., 2026; PEREIRA, et al., 2025;
ARAUJO et al.,, 2022; SAQIB et al., 2010). A obtengdo de valores positivos de AGp, além de
indicarem boa termoestabilidade do biocatalisador (PEREIRA et al. 2025), também sugerem
que, na condi¢do de equilibrio, a concentragdo de proteina no estado nativo € maior do que no
estado desnaturado e, portanto, o processo nao ¢ espontaneo durante a transicdo de estado
(FARIA et al., 2021).

Os valores de AGp (Tabela 5) obtidos no presente trabalho, foram positivos em todos
os casos, indicando que, a transicdo do estado nativo para o estado desnaturado das células
biocataliticas imobilizadas em PLA, foi um processo ndo espontidneo, nas condi¢des do
experimento (PRADO et al., 2026; PAIVA et al. 2023; GONCALVES et al., 2020). Esse
mesmo comportamento pode ser observado nos processos de desativacao estudados por Mello
(2025) que imobilizou células biocataliticas de A. oryzae IPT-301 em suportes de EPU
(111,14 kJ mol”!, 50 °C) e Aranda (2024) que avaliou a imobiliza¢do das células do mesmo
microrganismo em bucha vegetal (103,15 kJ mol !, 50 °C), e obtiveram resultados satisfatorios

de desativacao térmica dos biocatalisadores.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstram o potencial dos suportes tridimensionais de PLA
como matriz alternativa, sustentdvel e de baixo custo para a imobilizacdo de células de
A. oryzae 1PT-301, apresentando desempenho estavel e elevada durabilidade operacional e
térmica. Essas caracteristicas evidenciam a viabilidade de aplicacao desses biocatalisadores,
contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias mais sustentaveis voltadas a produgado de
acucares funcionais e prebioticos, em consonancia com os principios da quimica verde e com
os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

O método de imobilizag¢do proposto, fundamentado na adesdo e no crescimento celular
em suportes de poliacido latico (PLA) produzidos por impressdo 3D, apresenta vantagens
significativas em relag@o aos sistemas convencionais que empregam agentes reticulantes, como
o glutaraldeido. Além de evitar o uso de compostos potencialmente toxicos e ambientalmente
agressivos, o suporte de PLA oferece elevada biocompatibilidade, boa estabilidade mecanica e
controle preciso da porosidade e da geometria, fatores que favorecem a difusdo de nutrientes e
oxigénio e, consequentemente, o desempenho catalitico.

Adicionalmente, a possibilidade de modular a estrutura tridimensional do suporte de

acordo com as demandas do processo amplia sua aplicabilidade em diferentes configuragdes
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reacionais, especialmente em reatores de leito empacotado (PBR) e sistemas continuos de
producgdo de FOS. Assim, embora os valores de concentracao celular obtidos sejam inferiores
aos reportados em alguns estudos da literatura, o sistema de imobiliza¢ao em PLA desenvolvido
neste trabalho apresenta elevada eficiéncia catalitica e viabilidade operacional, tanto em regime
continuo quanto em batelada, consolidando-se como uma alternativa sustentavel, segura e

tecnicamente robusta para processos biotecnologicos baseados em células imobilizadas.

7 CONCLUSOES

O presente trabalho propds a produg@o de células biocataliticas de Aspergillus oryzae
IPT-301, imobilizadas em suportes de poliacido latico (PLA) fabricados por impressao 3D,
obtidas por cultivo celular submerso em meio de cultura complexo.

A partir da curva de crescimento microbiano, determinou-se que o melhor tempo de
cultivo celular foi de 40 h, resultando em uma concentra¢dao de células imobilizadas foi de
0,12 £ 0,02 geéiula Zsuporte ', € atividade de transfrutosilagdo de 101,05 + 17,82 U g'! e as imagens
de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos suportes, com e sem células imobilizadas,
confirmaram o potencial dos suportes de PLA produzidos por manufatura aditiva como material
macroporosos estruturados adequados para imobilizagao celular.

Nos ensaios de estabilidade operacional em batelada, as células imobilizadas retiveram
aproximadamente 76,5 % da atividade inicial apds 29 ciclos consecutivos, bem como
produtividade média global de 61,06 = 6,11 gros L' h'l. Quanto a estabilidade de
armazenamento, apds 300 dias a 4 °C, observou-se retencao de 75,2 % da atividade inicial na
auséncia de tampao e 38,3 % na presenca de solucdo tris-acetato (0,2 mol L, pH 5,5). Tais
resultados reforcam a possibilidade de reuso do biocatalisador desenvolvido, bem como
armazenamento por longos periodos, sem a necessidade de um agente tamponante.

A avaliagdo da influéncia da vazio no reator de leito fixo indicou melhor desempenho
para 8 mL min™', com atividades entre 327,37 + 32,34 U g' e 443,37 £ 75,19 U g! ao longo
de 240 min de operacdo continua e produtividade média global de 462,61 + 9,05 gros L' h™.

Os ensaios conduzidos por até 96 h demonstraram que o uso de reator de leito fixo com
c¢lulas imobilizadas constitui uma alternativa promissora para a produgdo continua de FOS,
por longos periodos. A temperatura mostrou-se determinante para o desempenho do sistema,
visto que a 30 °C ndo houve desativacao significativa, nas temperaturas de 40 °C e 50 °C
verificou-se boa estabilidade, com reducdo de 56,2 e 52,77 % da atividade inicial,

respectivamente, sendo que a 50 °C observou-se maior atividade média ao longo do processo.
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Por fim, na temperatura de 60 °C ocorreu maior taxa de decaimento da atividade, indicando

intensificagdo da desativagdo térmica, além de atividade inicial inferior as demais condigdes.

Na temperatura de 50 °C, o biocatalisador apresentou produgdo de 33,52 g L' de FOS,

conversao de 13,35 %, rendimento médio de 53,81 % e produtividade média global de

142,25 +£8,95 gros L' h™.

8 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliagao dos efeitos da concentragdo de substrato na atividade de transfrutosilagao do
biocatalisador heterogéneo em sistema reacional continuo, por meio da obtengdo dos
perfis de concentracdo de reagente/substrato (sacarose) na superficie do biocatalisador
heterogéneo, visando compreender a influéncia da disponibilidade de substrato no
desempenho catalitico e na eficiéncia do processo de transfrutosilacao.

Obtengdo dos modelos de cinética enzimdatica que melhor se ajustam ao processo
reacional enzimatico avaliado, tomando como base os modelos reportados na literatura,
com o uso dos dados operacionais em estado estaciondrio, de modo a descrever
adequadamente o comportamento cinético do sistema e estimar os parametros cinéticos
envolvidos no processo reacional.

Obtenc¢do dos parametros de transferéncia de massa interna (TMI) e externa (TME),
visando avaliar a influéncia dos fendmenos difusionais no desempenho do

biocatalisador e possibilitar a detec¢ao de limitagdes no sistema reacional continuo.
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APENDICE A — CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DE
ACUCARES REDUTORES

Figura 20 - Curva de calibracdo obtida pelo método DNS (4cido 3,5-dinitrosilicilico) para a
determinacdo da concentracao de agucares redutores
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Fonte: Autora (2026)

Nota: Curva de calibragdo obtida a partir do método descrito no topico 4.4.2.

Tabela 6 - Dados de concentragdo e absorvancia para constru¢ao da curva de calibragio
obtida pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosilicilico)

Concent_x;agao Absorvancia Média Desvlo
[g L] padriao

0,2 0,0690 @ 0,0730 @ 0,0770 | 0,0730 0,0040

0,4 0,2050 | 0,2050 | 0,1960 @ 0,2020 0,0052

0,6 0,3360 | 0,3360 | 0,3400 @ 0,3373 0,0023

0,8 0,4600 @ 0,4600 0,4610 0,4603 0,0006

1,0 0,5910 ' 0,5940 0,6070 @ 0,5973 0,0085

Fonte: Autora (2026)
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APENDICE B — LINEARIZACAO DA EQUACAO DE ARRHENIUS

Figura 21 - Lineariza¢do da Equag¢io de Arrhenius [In (kp) versus (T™")] para estimativa
da energia de desativagdo térmica (Ep) das células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em
suporte tridimensional (3D) de PLA
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Fonte: Autora (2026)
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