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RESUMO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo carboidratos funcionais de elevado valor agregado,
produzidos por catalise enzimatica a partir da sacarose. O uso de células imobilizadas
representa uma alternativa promissora para sintese continua, conferindo maior
estabilidade e reaproveitamento do biocatalisador. Entre os fatores estruturais que
influenciam esse desempenho, a porosidade dos suportes exerce papel fundamental na
retencdo celular e na acessibilidade do substrato aos sitios ativos. Neste trabalho,
avaliou-se a maximizacdo da atividade de transfrutosilagdo de células de Aspergillus
oryzae IPT-301 imobilizadas em suportes tridimensionais de poli(acido latico) (PLA),
fabricados por impressdo 3D com diferentes porosidades, em sistemas de reagcdo em
batelada e em reator de leito fixo. Os suportes apresentaram porosidades de 49,0%,
61,8% e 64,3% e foram obtidos por manufatura aditiva do tipo FDM. A influéncia da
porosidade na imobilizacao celular e na atividade de transfrutosilacédo foi investigada,
bem como os efeitos da concentracédo de sacarose e da velocidade de agitacdo (batelada)
e da concentracdo de sacarose e vazdo volumétrica (leito fixo), empregando
delineamento composto central rotacional (DCCR). Os biocatalisadores obtidos ap6s 38
h de cultivo submerso apresentaram maiores atividades de transfrutosilacdo quando
comparados aos obtidos ap6s 32 h, com atividades especificas de 222,18 U-g! + 10,65
(49,0%), 394,14 U-g' + 57,82 (61,8%) e 398,09 U-g! + 37,99 (64,3%). O suporte de
menor porosidade apresentou a maior atividade absoluta (169,96 U), enguanto os
suportes mais porosos apresentaram atividades absolutas de 66,62 U e 43,03 U. Nos
ensaios em reator batelada, as maiores atividades de transfrutosilacdo foram observadas
na condicdo central do planejamento experimental, correspondentes a 175 rpm e 400
g-L ! de sacarose. Nessas condigdes, foram obtidas atividades maximas de 361,85 U-g™!
+ 7,92 para o suporte de 49,0% e 605,88 U-g! + 52,89 para o suporte de 64,3%. Na
validacdo experimental em reator batelada, a atividade méxima observada foi de 386,97
U-g' £ 12,74 no tempo de 3 h para o suporte de 49,0% e de 520,94 + 24,98 também no
tempo de 3 h para o suporte de 64,3%. Nos ensaios em reator de leito fixo, sob as
condicBes 6timas definidas pelo planejamento experimental (400 g-L! de sacarose e 4
mL-min™!), a atividade maxima observada foi de 52,3 U-g! £ 9,04. Durante a validacdo
experimental, a atividade variou entre 176,8 + 20,42 e 8,37 £ 0,72 U-g ' ao longo de 35
horas de operacao continua.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae IPT-301; fruto-oligossacarideos; imobilizacdo
celular; poli(acido latico); impressdo 3D.



ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are functional carbohydrates with high added value,
produced through enzymatic catalysis from sucrose. The use of immobilized cells
represents a promising alternative for continuous synthesis, providing greater stability
and reuse of the biocatalyst. Among the structural factors that influence this
performance, support porosity plays a fundamental role in cell retention and substrate
accessibility to active sites. In this study, the maximization of the transfructosylation
activity of Aspergillus oryzae IPT-301 cells immobilized on three-dimensional
poly(lactic acid) (PLA) supports fabricated by 3D printing with different porosities was
evaluated in batch reaction systems and in a packed-bed reactor. The supports exhibited
porosities of 49.0%, 61.8%, and 64.3% and were produced by FDM additive
manufacturing. The influence of porosity on cell immobilization and transfructosylation
activity was investigated, as well as the effects of sucrose concentration and agitation
speed (batch) and sucrose concentration and volumetric flow rate (packed-bed), using a
Central Composite Rotational Design (CCRD). Biocatalysts obtained after 38 h of
submerged cultivation showed higher transfructosylation activities than those obtained
after 32 h, with specific activities 0£222.18 U-g' £ 10.65 (49.0%), 394.14 U-g ' + 57.82
(61.8%), and 398.09 U-g™' + 37.99 (64.3%). The support with lower porosity exhibited
the highest absolute activity (169.96 U), whereas the more porous supports showed
absolute activities of 66.62 U and 43.03 U. In batch reactor assays, the highest
transfructosylation activities were observed at the central condition of the experimental
design, corresponding to 175 rpm and 400 g-L' sucrose. Under these conditions,
maximum activities of 361.85 U-g™' + 7.92 were obtained for the 49.0% support and
605.88 U-g' + 52.89 for the 64.3% support. In batch reactor validation experiments, the
maximum activity observed was 386.97 U-g™' + 12.74 at 3 h for the 49.0% support and
520.94 + 24,98 U-g! also at 3 h for the 64.3% support. In packed-bed reactor assays,
under the optimal conditions defined by the experimental design (400 g-L™! sucrose and
4 mL-min™"), the maximum activity observed was 49.86 U-g'. During experimental
validation, the activity ranged from 176.8 + 20.42 to 8.37 + 0.72 U-g ! over 35 h of
continuous operation.

Keywords: Aspergillus oryzae IPT-301; fructooligosaccharides; cell immobilization;
polylactic acid; 3D printing.
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1 INTRODUCAO

Os fruto-oligossacarideos (FOS) sdo carboidratos de cadeia curta com
propriedades prebidticas que beneficiam a salde intestinal ao aumentar a populacgao de
bactérias benéficas, como as bifidobactérias, ajudando a manter a homeostase do
microbioma intestinal e modulando a inflamacéo (Oliveira et al., 2023; Santos et al.,
2023). Eles também sdo amplamente utilizados nas indUstrias alimenticia e farmacéutica
para melhorar a textura e o sabor dos alimentos, além de servirem como adogantes
naturais devido a seu poder edulcorante e as propriedades ndo cariogénicas (Martins et
al., 2023; Silva et al., 2023).

Os FOS podem ser produzidos a partir da sacarose, utilizando enzimas
frutosiltransferase (FTases) como biocatalisadores, as quais podem ser obtidas de
diferentes fontes microbianas, incluindo fungos e leveduras. Entre essas fontes, as
células de Aspergillus oryzae IPT-301 tém se destacado pela alta capacidade de
producdo de FTases, sendo consideradas biocatalisadores eficientes e promissores para
a sintese de FOS (Ferreira et al., 2023). Além disso, a imobilizacdo de células de
Aspergillus oryzae em suportes porosos durante o cultivo tem se mostrado uma
estratégia eficaz para aumentar a estabilidade operacional e a eficiéncia catalitica na
producdo de fruto-oligossacarideos. Essa abordagem permite a reutilizacdo das células
e a manutencdo de elevada atividade enzimética ao longo de mdltiplos ciclos reacionais
(Ferreira et al., 2023). Em sistemas continuos, como reatores de leito fixo, a
imobilizacéo celular tem sido associada a maior estabilidade operacional e a reducédo de
custos do processo (Santos et al., 2023).

Neste tipo de bioctalidadores, a porosidade do suporte exerce influéncia decisiva
sobre 0 seu desempenho, afetando simultaneamente a adesdo celular, a difusdo de
substratos e produtos e a resisténcia mecanica do material. Porosidades intermediarias
promovem uma relacdo adequada entre area superficial e transferéncia de massa,
enguanto valores muito baixos restringem o acesso dos reagentes e valores muito altos
comprometem a integridade estrutural, especialmente em reatores de leito fixo. (Braga
et al., 2023; Cabrera-Orosco et al., 2017; Dalvi; Thorat, 2012). Estudos indicam que
suportes com rede porosa interconectada otimizam a difusdo e a conversdo enzimatica,
e materiais como esponja de fibra vegetal, vidro poroso e zeolitas tém se destacado na
imobilizacdo de celulas para producdo de FOS, apresentando elevada retencdo de

atividade e estabilidade operacional (Almeida et al., 2023; Banerjee et al., 2023; Pereira



etal., 2023).

A fabricadacdo de suportes por impressdo 3D tem se mostrado uma técnica
promissora para imobilizagdo celular por permitir o controle preciso da morfologia,
geometria interna e porosidade, fatores diretamente relacionados a transferéncia de
massa e a estabilidade operacional do biocatalisador. Entre os materiais poliméricos, o
poli(acido latico) (PLA) destaca-se por ser biodegradavel e biocompativel, apresentar
boa processabilidade por impressdo de filamento fundido (FDM — Fused Deposition
Modeling ou FFF — Fused Filament Fabrication), estabilidade dimensional e custo
relativamente baixo, além de origem renovavel, atributos que favorecem sua aplicacéo
em bioprocessos e dispositivos impressos com porosidade e arquitetura projetadas
(Joseph et al., 2023; Khouri et al., 2024; Pose-Boirazian et al., 2022). Evidéncias
recentes mostram que a impressdo 3D ampliou o escopo da imobilizacdo enzimatica e
celular, com PLA atuando como matriz ou “carrier” em sistemas de biocatalise,
incluindo placas e macroscaffolds que preservam a atividade e a estabilidade operacional
das enzimas, e estudos com imobiliza¢do covalente em PLA confirmam a viabilidade e
a robustez do material em condicGes reacionais (De Lima Junior et al., 2025; Remonatto
et al., 2023; Skonta et al., 2022).

Entretanto, o desempenho das células imobilizadas como biocatalisadores na
producdo de FOS depende diretamente do sistema de reacdo empregado. Reatores em
batelada sdo amplamente utilizados em processos de sintese de FOS por permitirem o
controle rigoroso das condi¢cdes operacionais, como temperatura, pH e tempo de reacéo.
Além disso, possibilitam o monitoramento detalhado do consumo de sacarose e da
formacao dos oligossacarideos ao longo do tempo, sendo ideais para estudos cinéticos e
de otimizacdo do processo. Trabalhos recentes demonstraram que, em sistemas batelada,
a variacdo da velocidade de agitacdo exerce influéncia direta sobre a difusdo do substrato
até o biocatalisador, enquanto a concentracdo de sacarose define a proporcao relativa
entre as reacdes de sintese e hidrolise catalisadas pela frutosiltransferase. (Patel et al.,
2021; Vallecilla-Yepez et al., 2022). Nessas condigdes, foram observados altos
rendimentos de FOS quando se utilizou Aureobasidium pullulans cultivado em meio de
melago de cana-de-aglcar, com valores otimizados de agitacdo e oxigenacéo,
destacando a eficiéncia do sistema batelada em escalas laboratoriais e piloto.

Por outro lado, reatores de leito fixo (Packed Bed Reactors — PBR) tém se
mostrado promissores para a producdo continua de FOS, principalmente quando

combinados com células imobilizadas em suportes porosos. Nesses sistemas, 0 substrato
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é continuamente alimentado através do leito contendo o biocatalisador, permitindo
operacdo estavel e prolongada. As variaveis mais relevantes nesse tipo de reator sdo o
tempo de residéncia do substrato e a massa de biocatalisador, que afetam diretamente a
conversao de sacarose e a manutencéo da atividade catalitica ao longo do tempo. Ensaios
recentes mostraram que biocatalisadores de A. oryzae podem manter atividade constante
por até 24 horas de operacao continua em reatores PBR, (Almeida et al., 2023; Pereira
et al., 2023). Assim, a estabilidade operacional, associada a possibilidade de
escalonamento, torna esse tipo de reator uma alternativa eficiente para aplicacdes
industriais.

Dessa forma, compreender o comportamento dessas variaveis na atividade de
transfrutosilacéo é fundamental para o aprimoramento do processo de produgdo de FOS
em diferentes configuracdes de reaotres (Almeida et al., 2023; Pereira et al., 2023;
Vallecilla-Yepez et al., 2022).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho é estudar e maximizar a atividade de
transfrutosilacdo de células Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em suportes de
PLA fabricados por impressdo 3D, com diversas porosidades, visando a producdo de

FOS em reatores de leito fixo e batelada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a reacdo de transfrutosilacao da sacarose em sistemas de reacao batelada
e continuo, catalisada por células de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em

suportes 3D de PLA fabricados com diferentes porosidades.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar e classificar os suportes conforme a influéncia da sua porosidade na
imobilizaco e atividade enzimética das células;

o Avaliar e classificar os biocatalisadores conforme a influéncia da sua
porosidade na na reacdo de transfrutosilacdo em biorreatores batelada e de leito fixo;

o Maximizar a atividade de transfrutosilacdo em reatores batelada mediante
otimizacdo das variavéis caracteristicas de cada sistema reacional, usando um
biocatalisador com porosidade selecionada;

o Maximizar a atividade de transfrutosilacdo em reatores de leito fixo mediante
otimizacdo das variavéis caracteristicas de cada sistema reacional, usando um

biocatalisador com porosidade selecionada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Fruto-oligossacarideos (FOS)

Os fruto-oligossacarideos, conhecidos pela sigla FOS, sdo oligossacarideos
formados essencialmente por cadeias de unidades de frutose ligadas a uma glicose
terminal por ligag¢des do tipo B (2—1), que ndo sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas
humanas (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022). Por esta razéo, os FOS chegam intactos
ao intestino grosso, onde atuam como prebidticos, promovendo seletivamente o
crescimento de bactérias beneficas, como Bifidobacterium e Lactobacillus, contribuindo
para a manutencdo da sadde intestinal, modulacao do sistema imunoldgico, melhora na
digestdo e prevencdo de doencas metabdlicas, como diabetes, obesidade e até alguns
tipos de céancer, como o colorretal (Corréa et al., 2024; Silva et al., 2021).

Além dos beneficios biolégicos, os FOS possuem baixo valor cal6rico, ndo sdo
cariogénicos, auxiliam na absorcdo de minerais como célcio, ferro e magnésio, e estdo
associados a melhora do perfil lipidico e a prevencdo de osteoporose, hipertensdo e
disbiose intestinal (Choukade et al., 2021; Nobre et al., 2018).

O mercado global de fruto-oligossacarideos reflete o crescimento da busca por
alimentos saudaveis e funcionais. De acordo com dados da Verified Market Reports
(2023) e da Mordor intelligence (2022), o mercado global de FOS foi avaliado em 2,8
bilhGes de dolares em 2020, com uma expectativa de alcancar 6,5 bilhGes até o ano de
2030. Esse aumento é impulsionado pela demanda crescente nos mercados da América
do Norte, Europa e Asia-Pacifico, além do aumento do consumo de prebi6ticos por parte
dos consumidores preocupados com a salde intestinal e o bem-estar geral.

Por outro lado, no Brasil, a producdo industrial de FOS ainda é incipiente,
dependendo majoritariamente da importacdo, o que eleva custos e limita o acesso da
inddstria local ao insumo (Aranda, 2024; Barbosa, 2022). Isso evidencia a necessidade
urgente de desenvolvimento de tecnologias nacionais para producdo -eficiente,
sustentavel e economicamente viédvel de FOS.

A projecdo do mercado global de fruto-oligossacarideos entre 2020 e 2032
demonstra uma tendéncia de expansao continua, impulsionada pelo crescente interesse

em ingredientes funcionais e prebioticos na industria alimenticia (Figura 1).
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Figura 1 - Crescimento estimado do mercado global de fruto-oligossacarideos de 2020
a 2032
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Fonte: Dados originais adaptados de Verified Market Reports (2023) e Mordor Intelligence (2022), com
adicdo de estimativas recentes de mercado FOS (Maximize Market Research, 2024).

3.2 Producao enzimatica de FOS

A producdo de fruto-oligossacarideos ocorre predominantemente pela via
enziméatica, através da reacdo de transfrutosilacdo catalisada pela enzima
frutosiltransferase, classificada como EC 2.4.1.9, que utiliza a sacarose como substrato
para a formacao dos oligossacarideos kestose, nistose e frutofuranosilnistose (Castro et
al., 2017; Perna et al., 2018).

O fungo Aspergillus oryzae, especialmente a cepa IPT-301, destaca-se como uma
das principais fontes microbianas de frutosiltransferase, devido a sua elevada atividade
catalitica, seguranca, e robustez operacional (Araujo et al., 2022; Cuervo-Fernandez et
al., 2007). A enzima FTase pode ser secretada para o meio de cultura, sendo considerada
soltvel, ou pode permanecer aderida a parede celular, caracterizando-se como FTase
micelial (Cunha et al., 2019; Silva et al., 2021).

Diversos parametros operacionais impactam diretamente o desempenho da
reacao de transfrutosilagcdo. Estudos demonstram que o pH ideal esta na faixa de 5,0 a
5,5, enquanto a temperatura Otima situa-se entre 50 °C e 60 °C (Goncalves et al., 2020;
Maiorano et al., 2020). Além disso, a concentragdo de sacarose deve ser elevada, entre
300 e 500 g-L, a fim de favorecer a sintese de FOS sobre a hidrélise. Também, tempos

de reacdo muito longos aumentam a producao de glicose e frutose livres, devido a acao
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hidrolitica da FTase (Mohidem et al., 2023).

Apesar da eficacia do uso de FTase livre para produgdo de FOS, esse modelo
apresenta limitagBes operacionais significativas, como baixa estabilidade térmica e
operacional, dificuldade de recuperacédo e impossibilidade de reutilizacdo, além dos altos
custos de purificacdo enzimatica (Sheldon, 2007; Souza et al., 2017). Estas limitacdes
conduzem a busca por processos mais robustos e sustentaveis, como a imobilizacdo de
celulas inteiras contendo a enzima.

Adicionalmente, destaca-se que a producdo de FOS pode ser realizada tanto com
enzimas purificadas quanto com células inteiras contendo a enzima FTase aderida a
parede celular, conhecida como FTase micelial. Esta abordagem apresenta vantagens
operacionais significativas, tais como eliminacdo das etapas de purificacdo enzimatica,
maior estabilidade térmica e facilidade de imobilizacdo em suportes estruturados (Cunha
et al., 2019; Gongcalves et al., 2020).

Do ponto de vista mecanistico, a reacdo catalisada pela frutosiltransferase
envolve a clivagem da ligagdo glicosidica da sacarose, com formacdo de um
intermediario fruto-sil-enzimatico, seguido da transferéncia do residuo frutofuranosil
para um aceptor adequado. Quando a molécula aceitora é outra molécula de sacarose ou
um oligossacarideo em crescimento, ocorre a reacdo de transfrutosilacéo, resultando na
formagao sequencial de kestose (GF-), nistose (GFs) e frutofuranosilnistose (GF4). Em
contrapartida, quando a agua atua como aceitora, predomina a reacdo de hidrdlise,
levando a liberacdo de glicose e frutose livres como subprodutos do processo (Maiorano
et al., 2020; Mohidem et al., 2023; Zhang et al., 2021).

3.2.1 Efeito inibitorio da glicose na atividade de transfrutosilacao

Durante a sintese enzimatica de fruto-oligossacarideos, a formacdo de glicose
ocorre como consequéncia das reagdes de hidrolise que acompanham a transfrutosilacdo
catalisada pela frutosiltransferase (Maiorano et al., 2020; Mohidem et al., 2023; Zhang
et al., 2021). Embora ndo constitua o produto desejado do processo, sua presenca no
meio reacional exerce influéncia direta sobre o desempenho catalitico do sistema
(Banerjee; Saha, 2022; Lin et al., 2023).

Estudos recentes indicam que a glicose atua como inibidor da atividade da
frutosiltransferase, reduzindo a eficiéncia da conversdo da sacarose em FOS a medida

que sua concentracdo se eleva no meio (Banerjee; Saha, 2022; Lin et al., 2023). Esse
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efeito estd associado a interferéncia no balanco entre as rotas de sintese e hidrdlise,
favorecendo a formacdo de aclcares livres em detrimento da producdo de
oligossacarideos (Chen et al., 2021; Mohidem et al., 2023).

Sob a perspectiva cinética, o acuimulo de glicose tem sido apontado como um
dos fatores limitantes do rendimento global do processo, uma vez que sua presenca
contribui para a redugdo progressiva da taxa de transfrutosilacdo ao longo do tempo
reacional (Costa et al., 2024; Lin et al., 2023). Esse comportamento é particularmente
relevante em sistemas nos quais ndo ha remocdo continua dos produtos formados,
resultando em aumento gradual da concentracao do subproduto no meio.

Investigacdes recentes também demonstraram que estratégias voltadas a reducao
da glicose acumulada podem levar a incrementos na produtividade de FOS, reforcando
seu papel como variavel determinante no desempenho de sistemas baseados em
frutosiltransferase (Banerjee; Saha, 2022; Costa et al., 2024).

3.3 Imobilizacdo celular em suportes porosos

A imobilizagdo de células com atividade de frutosiltransferase surge como uma
estratégia eficiente para aumentar a estabilidade do biocatalisador, permitir sua
reutilizacdo e viabilizar processos industriais continuos (Guisan et al., 2013; Karel et al.,
1985). O processo consiste na fixacdo das células em matrizes sélidas, que podem ser
de natureza organica, inorganica ou polimérica.

Os suportes para imobilizacdo devem apresentar elevada porosidade (30-70%),
boa resisténcia mecénica, estabilidade quimica e térmica, biocompatibilidade e baixo
custo (Brena et al., 2013; Souza et al., 2017). Materiais como esponja vegetal,
poliuretano, oxido de aluminio, Oxido de titanio e poli(acido latico) (PLA) sdo
amplamente explorados devido as suas propriedades especificas (Ureta et al., 2021).

Recentemente, a impressdo 3D tem revolucionado a producdo de suportes,
permitindo a fabricacdo de estruturas com geometria e porosidade altamente
controlaveis, além de garantir melhor distribuicdo das células no interior da matriz
(Gongalves et al., 2023; Guio et al., 2023). Este nivel de personalizacdo proporciona
otimizagdo na transferéncia de massa, aumento na estabilidade do biocatalisador e
melhoria significativa no desempenho operacional.

Os estudos de Amaral (2025), utilizando esponja vegetal e poliuretano, e de

Santos (2024), utilizando oxidos de titanio e aluminio, evidenciaram que a escolha do
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suporte impacta diretamente a eficiéncia da imobilizacdo, a estabilidade térmica e a
resisténcia operacional durante multiplos ciclos de uso.

Além da natureza do material e do método de fabricacdo, a porosidade dos
suportes exerce papel fundamental no desempenho dos biocatalisadores imobilizados.
Estudos recentes indicam que suportes com porosidade intermediaria, especialmente na
faixa de 50-70%, apresentam equilibrio adequado entre retencdo celular, estabilidade
estrutural e desempenho operacional, sendo particularmente adequados para aplicagdes
em reatores batelada e de leito fixo. Arquiteturas internas homogéneas e com canais
interconectados favorecem a distribui¢do das células no interior da matriz e contribuem
para a manutencao da atividade catalitica ao longo de multiplos ciclos reacionais, sem
comprometer a resisténcia mecénica do suporte. Resultados obtidos por Santos (2024)
demonstraram gue suportes ceramicos com porosidade nessa faixa mantiveram atividade
estavel por vinte ciclos consecutivos em reatores batelada e por até vinte e quatro horas

em operacdo continua, enquanto Amaral (2025).
3.4 Poli(acido latico) (PLA) como material suporte em sistemas de imobilizacéo

O poli(acido latico) (PLA) tem sido progressivamente investigado como material
estrutural em sistemas de imobilizacdo voltados a biocatalise, sobretudo em aplicacdes
que requerem estabilidade operacional e possibilidade de reuso do biocatalisador. Trata-
se de um poliéster alifatico obtido a partir de mondmeros derivados da fermentacao de
acucares, como glicose e sacarose provenientes de biomassa vegetal, caracteristica que
0 insere no contexto de materiais de origem renovavel aplicaveis a processos
biotecnoldgicos (Khouri et al., 2024; Pose-Boirazian et al., 2022).

Nos ultimos anos, estruturas de PLA tém sido empregadas como matrizes para
imobilizacdo enzimatica e celular, especialmente quando fabricadas por manufatura
aditiva. Trabalhos recentes demonstraram a viabilidade de suportes produzidos por
impressao 3D em PLA na imobiliza¢ao de enzimas como lacase e B-galactosidase, com
manutencdo da atividade catalitica associada a ganhos em estabilidade operacional
quando comparados as formas livres (De Lima Junior et al., 2025; Remonatto et al.,
2023). Esses sistemas tém sido explorados também em configuracdes continuas,
evidenciando potencial de reutilizacdo do biocatalisador ao longo de mdltiplos ciclos
operacionais sem perdas expressivas de desempenho (Joseph et al., 2023; Skonta et al.,
2022).
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Do ponto de vista fisico, 0 PLA apresenta propriedades favoraveis para sua
utilizagdo como suporte, incluindo resisténcia mecanica adequada, estabilidade
dimensional nas faixas de temperatura tipicas de processos enzimaticos e boa
processabilidade por deposicdo de filamento fundido (FDM). Essas caracteristicas
permitem a obtencdo de estruturas reprodutiveis e com geometrias controladas,
contribuindo para sua crescente adocdo em sistemas de imobilizacdo (Joseph et al.,
2023; Khouri et al., 2024).

Nesse contexto, o PLA tem sido descrito como uma matriz promissora para
biocatalise heterogénea, possibilitando o desenvolvimento de suportes com elevada
integridade estrutural ao longo da operagéo. Revisdes recentes destacam sua aplicagédo
como uma das abordagens emergentes na interface entre manufatura aditiva e
bioprocessos, sobretudo em sistemas que demandam estabilidade operacional e
compatibilidade com condi¢bes reacionais prolongadas (Khouri et al., 2024; Pose-
Boirazian et al., 2022).

3.5 Impressdo 3D aplicada a sintese de suportes para imobilizacéo celular

A impressdo tridimensional tem se consolidado, nos dltimos anos, como uma
tecnologia promissora para a sintese de suportes destinados a imobilizacdo de células
em processos biotecnoldgicos. Essa abordagem permite a fabricacdo de estruturas com
geometrias complexas, elevada reprodutibilidade e controle preciso de parametros
estruturais, como porosidade global, distribuicdo dos poros e conectividade dos canais,
aspectos essenciais para o desempenho operacional dos biocatalisadores imobilizados
(Goncalves et al., 2023; Guio et al., 2023).

Diferentemente dos métodos convencionais de obtencdo de suportes, a impressao
3D possibilita a personalizagdo das arquiteturas internas de acordo com as exigéncias
especificas do processo, favorecendo a distribuicdo homogénea das células no interior
da matriz e contribuindo para maior estabilidade do biocatalisador durante a operagéo.
Além disso, a flexibilidade do processo permite a adaptacdo do suporte a diferentes
configuracdes de reatores, como sistemas batelada e de leito fixo, ampliando o potencial
de aplicacdo industrial dessa tecnologia (Guio et al., 2023; Ureta et al., 2021).

Materiais poliméricos e ceramicos tém sido amplamente explorados na
fabricacdo de suportes por impressdo 3D, com destaque para o poli(acido latico) (PLA)

e oxidos metalicos, devido a sua biocompatibilidade, estabilidade quimica e facilidade
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de processamento. Estudos recentes demonstram que suportes produzidos por
manufatura aditiva apresentam desempenho operacional superior ou equivalente aos
suportes convencionais, mantendo elevada estabilidade térmica e resisténcia mecéanica

ao longo de multiplos ciclos de uso (Amaral, 2025; Gongalves et al., 2023).
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada neste estudo foi dividida em trés etapas principais: (i)
preparacdo dos biocatalisadores heterogéneos por meio da imobilizacdo de células de
Aspergillus oryzae IPT-301 em trés suportes com diferentes porosidades; (ii) realizagédo

de ensaios em reator batelada; e (iii) conducédo de ensaios em reator de leito fixo.
4.1 Preparacao dos biocatalisadores
4.1.1 Fabricacéo dos suportes de PLA e determinacéo da porosidade

Os suportes foram projetados no Laboratdrio de Tecnologias Computacionais —
LABTEC, da Universidade Federal do Tocantins, e produzidos por meio de manufatura
aditiva, utilizando impressoras 3D do modelo Creality K1C, na Universidade Federal de
Alfenas. O material empregado foi o poli(acido latico) (PLA). Foram projetadas
estruturas cilindricas, com dimensdes de 1,0 cm de altura e 1,0 cm de didmetro,
variando-se a morfologia para obtencdo de diferentes niveis de porosidade interna. A
Figura 2 apresenta os suportes de poli(acido latico) (PLA) obtidos por impressao 3D.

Ap6s a fabricacdo, os suportes foram submetidos a um processo inicial de
limpeza, sendo lavados com agua destilada para remocdo de possiveis residuos
provenientes do processo de impressao. Em seguida, foram secos em estufa a 50 °C até
massa constante, etapa realizada previamente a qualquer procedimento de esterilizacéo
ou caracterizacao.

Figura 2 - Suportes tridimensionais de poli(acido latico) (PLA) fabricados por
impressao 3D, designados como suporte 1 (a esquerda), suporte 2 (ao centro) e suporte
3 (adireita

Fonte: Autora (2025).

A porosidade aparente foi determinada por meio do método de deslocamento de

liquido, técnica fundamentada no principio de Arquimedes. Nesse procedimento, cada
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suporte foi previamente seco em estufa a 50 °C e, posteriormente, pesado em balanca
analitica. Em seguida, os suportes foram imersos individualmente em &gua destilada,
previamente degaseificada, e mantidos sob leve agitacdo para garantir o preenchimento
completo dos poros. O volume de liquido deslocado foi registrado, permitindo o calculo
do volume de poros e, consequentemente, da porosidade do material, expressa como a
razdo entre o volume de vazios e 0 volume total da amostra sélida. Essa metodologia é
amplamente reconhecida pela simplicidade operacional e boa reprodutibilidade, sendo
recomendada para materiais porosos, rigidos e com baixa absorcdo superficial
(Altinkaya, 2024; De Gregorio et al., 2022). A Figura 3 ilustra o procedimento
empregado para a determinacdo da porosidade aparente dos suportes de PLA.

Figura 3 - Determinacdo da porosidade aparente dos suportes de PLA por método de
deslocamento de liquido
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Fonte: Autora (2025).

4.1.2 Cultivo e imobilizacao celular

A cepa fungica Aspergillus oryzae IPT-301, proveniente do banco de culturas do
Laboratdrio de Biotecnologia Industrial (LBI) do Instituto de Pesquisas Tecnolégicas do
Estado de Sao Paulo (IPT/SP), foi inicialmente ressuspensa em agua destilada estéril.
Aliquotas de aproximadamente 100 puL foram inoculadas em meio sélido (agar batata
dextrose — BDA) e incubadas por 7 dias a 30 °C para esporulagdo. Os esporos foram
colhidos por raspagem, suspendidos em solucgéo estéril de NaCl 0,95 % (m/v) e Tween-
80 0,1 % (v/v), filtrados em |& de vidro e transferidos para tubos Falcon de 50 mL em
camara de fluxo laminar. A concentracdo de esporos foi determinada em camara de
Neubauer, padronizando-se para 1 x 107 esporos-mL™'. Em seguida, adicionou-se
glicerina a 20 % (m/v) como crioprotetor, e o indculo foi armazenado a -12 °C até o
momento de uso (Cunha et al., 2019; Garcia et al., 2021).

A producéo das células imobilizadas foi realizada por meio de cultivo submerso
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do fungo Aspergillus oryzae IPT-301, utilizando um meio de cultura complexo, com pH
ajustado para 5,5. A composi¢do do meio incluiu sacarose (150 g-L!), extrato de
levedura (5,0 g-L™"), nitrato de so6dio (NaNOs, 5,0 g-L™"), fosfato monopotéssico
(KH2POs4, 2,0 g-L™"), sulfato de magnésio heptahidratado (MgSOa4-7H20, 0,5 g-L™),
cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl.-4H20, 0,3 g-L') e sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4-7H20, 0,01 g-L').Aliquotas de 50 mL do meio foram
transferidas para frascos Erlenmeyer de 250 mL, vedados com tampas de algodéo
hidrofilo e esterilizados em autoclave (Phoenix Luferco®, modelo AV) por 20 minutos,
a 120 °C e 2,022 atm.

Apos resfriamento, cinco suportes foram adicionados aos frascos contendo o
meio estéril, sequidos da inoculagdo de 500 pL de suspensdo esporal de A. oryzae,
previamente padronizada para 1 x 107 esporos-mL™". Os cultivos foram conduzidos em
incubadora com agitacdo orbital (Tecnal®, modelo TE-4200), a 30 °C e 200 rpm, por
38 horas, tempo previamente determinado, conforme descrito no item 5.2.

Todo o conteudo dos frascos foi filtrado a vécuo, e o material retido,
correspondente as células cataliticas imobilizadas nos suportes, foi lavado com agua
destilada e novamente filtrado. As etapas de cultivo submerso, imobilizacédo celular e
filtracdo estdo representadas no fluxograma da Figura 4. A Figura 5 ilustra os
biocatalisadores lavados e preparados para as analises subsequentes, incluindo a
determinacdo do crescimento de biomassa nos suportes e 0s ensaios de atividade

enzimatica (conforme item 4.4.1) realizados em reatores batelada e de leito fixo.
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Figura 4 - Fluxograma do cultivo submerso e imobilizacao celular

—
Meio de cultura Inoculagao de 500uLde
complexo esporos (1,10” mL")
Esterilizacédo
(120°C | 20min) l

Lavagem e filtragdo a

. Incubagdo em agitador do
tipo shaker
(ph 5.5 130°C | 200 rpm| 38
horas)

Fonte: Autora (2025).

Figura 5 - Biocatalisadores, biocatalisador 1 (a esquerda), biocatalisador 2 (ao centro)
e biocatalisador 3 (a direita

Fonte: Autora (2025).

A concentracdo efetiva de células imobilizadas nos suportes porosos

(Gesiuta . Gsuporte-1) SEra determinada mediante a razdo entre a massa celular seca e a
massa do suporte presente no meio de cultivo, conforme descrito na Equagéo 1.
C = Icélula (1)

YJsuporte

Onde C refere-se a concentracdo efetiva de células imobilizadas; gcélula) é a
massa seca, obtida apds os ensaios de atividade enzimatica, mediante secagem das

células imobilizadas em estufa por 24 h a 50 °C; e gsuporte) € a massa do suporte,
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representada pela massa inicial das pecas porosas antes do cultivo.

A escolha pela realizacdo dos ensaios subsequentes em reatores batelada e de
leito fixo foi fundamentada nas vantagens e limitagcOes operacionais discutidas no item
3.5. Enquanto o reator batelada permite maior controle em estudos exploratérios, o
sistema de leito fixo apresenta potencial de aplicacdo continua em escala industrial,

especialmente quando combinado com biocatalisadores imobilizados.

4.1.3 Determinacao da influéncia da porosidade na imobilizacao celular e atividade

de transfrutosilacéo

Os testes preliminares foram conduzidos com biocatalisadores imobilizados em
trés suportes de poli(acido latico) (PLA), produzidos por impressdao 3D, que se
diferenciavam exclusivamente quanto a porosidade. O objetivo principal desta etapa foi
duplo: (i) avaliar o impacto da porosidade na atividade catalitica do sistema imobilizado
e (i) identificar o tempo de cultivo submerso mais adequado para a obtencdo de
biocatalisadores ativos.

Para isso, 0s biocatalisadores foram obtidos a partir de cultivos submersos
conduzidos por 32 e 38 horas, conforme descrito no item 4.1.2. o intervalo de 38 horas
foi adotado como padrdo experimental nas etapas seguintes.

Os biocatalisadores imobilizados foram adicionados a uma solucéo de sacarose
comercial a 47% (m/v) e tampdo tris-acetato 0,2 mol-L™!, pH 5,5, contida em tubos
Falcon de 50 mL. As reagdes de transfrutosilacdo foram realizadas em reator batelada,
a 50 °C, durante 1 hora, conforme as condigdes descritas no item 4.4.1. Em seguida,
foram determinadas as concentracGes de sacarose, glicose e acucares redutores,
utilizadas para o célculo da atividade enzimatica. Os materiais de suporte foram, entéo,
classificados de acordo com a atividade obtida, permitindo a compara¢do do

desempenho em funcéo da porosidade.
4.2 Ensaios cataliticos em sistemas batelada

4.2.1 Influéncia da porosidade do biocatalisador na atividade de transfrutosilacéo

em funcgao do tempo de reacéo

Os biocatalisadores, imobilizados nos trés tipos de suportes avaliados foram

adicionados a uma solucéo reacional composta por sacarose comercial a 47% (m/v), em
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tampé&o Tris-acetato 0,2 mol-L™!, pH 5,5, acondicionada em frascos Erlenmeyer de 250
mL. As reacBes enzimaticas foram conduzidas a 50 °C, por tempos previamente
estabelecidos de 1, 3, 6, 24 e 48 horas, sendo cada condicéo realizada em triplicata para
os diferentes suportes, a fim de garantir a reprodutibilidade dos resultados.

Apdbs cada periodo reacional, os biocatalisadores foram lavados, filtrados e
submetidos & determinacéo da atividade de transfrutosilacdo, conforme o método padréo
descrito no intem 4.4.1. Ao final do processo, foram determinadas as concentracfes de
acucares redutores e glicose, bem como a atividade enzimatica, permitindo a
comparacao e classificacdo dos suportes com base no desempenho catalitico observado.
A Figura 6 ilustra o fluxograma metodoldgico que sintetiza as etapas experimentais
apresentadas.

Figura 6 - Fluxograma metodoldgico das etapas do processo de producéo e analise da
atividade catalitica
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Fonte: Autora (2025).

4.2.2 Ensaios de maximizag&o da atividade de transfrutosilagéo e influéncia de

variaveis operacionais

A influéncia das variaveis concentracdo de sacarose (g'L™') e velocidade de
agitacdo (rpm) na atividade de transfrutosilacdo foi determinada mediante um
delineamento experimental do tipo DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional), totalizando 11 pontos experimentais, dos quais trés correspondem ao ponto

central, fixado nas condigoes de 175 rpm ¢ 400 g-L! de sacarose. As repeti¢cdes do ponto
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central foram realizadas em triplicata, com o objetivo de assegurar a confiabilidade
estatistica e a reprodutibilidade dos dados obtidos. Cada ensaio experimental foi
conduzido por um periodo total de 6 horas.

O delineamento experimental foi construido com o auxilio da plataforma online
Protimiza Experimental Design (https://experimental-design.protimiza.com.br/), que
permite a geracdo automatizada de planos experimentais, com calculo dos valores
codificados e reais, definicdo de pontos axiais e centrais e exportacdo de tabelas para
analise estatistica e construcdo de superficies de resposta. Essa ferramenta tem sido
amplamente empregada na otimizacdo de processos enzimaticos e fermentativos,
destacando-se por sua acessibilidade e confiabilidade (Moura et al., 2020; Protimiza,
2024).

O modelo ajustado foi do tipo quadratico de segunda ordem, possibilitando a
analise dos efeitos lineares, quadraticos e de interacdo entre as variaveis independentes
(X: =velocidade de agitacéo, rpm; Xz = concentracdo de sacarose, g-L'). A adogdo desse
delineamento permitiu a avaliacdo sistematica dos efeitos individuais e combinados das
varidveis sobre a reacdo de transfrutosilacdo, conduzida com biocatalisadores
imobilizados de diferentes porosidades.

Para 0s ensaios descritos os biocatalisadores foram testados em reacdes de
transfrutosilacédo, realizadas em reator batelada e conduzidas pelo periodo de 6 horas.

A descricdo completa das combinacdes experimentais testadas, incluindo os
niveis reais e codificados das variaveis independentes, bem como os valores de atividade
enzimatica obtidos, é apresentada na Tabela 1, no item 5.3.2. A partir da definicdo dos
fatores independentes e da execucdo dos ensaios previstos pelo DCCR, os resultados
foram analisados estatisticamente por meio do ajuste do modelo quadratico e da analise
de variancia (ANOVA). A conducdo experimental seguiu a mesma sequéncia
metodolo6gica anteriormente descrita, sendo igualmente representada pelo fluxograma
apresentado na Figura 6.

4.2.3 Validagdo experimental da condigdo otima de maximizagéo da atividade de

transfrutosilacéo

As reacles enzimaticas destinadas a validagdo da condigdo 6tima de operagdo
foram conduzidas em reator batelada, sob velocidade de agitacdo de 175 rpm e

concentracdo de sacarose de 400 g-L', valores definidos a partir da etapa de
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maximizacéo por delineamento composto central rotacional (DCCR). Os ensaios foram
realizados a temperatura de 50 °C, mantendo-se essas condi¢des constantes ao longo de
todo o periodo reacional, procedimento comumente adotado em estudos de validacéo
experimental de condicdes Otimas obtidas por planejamento estatistico, nos quais a
repeticdo do experimento em ponto fixo permite avaliar a confiabilidade e a
aplicabilidade pratica do modelo ajustado (Campos et al., 2024; Dias et al., 2022;
Gongcalves et al., 2020).

O tempo total de reacdo foi de 35 horas, com retirada de amostras nos tempos de
1, 3, 6, 11, 25 e 35 horas, para determinacdo da atividade de transfrutosilacdo. Cada
ensaio foi conduzido em duplicata.

Ao final de cada intervalo reacional, os biocatalisadores foram separados do
meio reacional por filtracdo, submetidos a lavagem e, em seguida, utilizados para a
determinacdo da atividade de transfrutosilacdo, conforme o procedimento descrito no
item 4.4.1. Apés a determinacdo da atividade, as amostras foram submetidas a
desativacdo térmica, seguida de resfriamento, e posteriormente encaminhadas para
analises espectrofotométricas. A conducdo experimental seguiu a mesma sequéncia
metodoldgica anteriormente descrita, sendo igualmente representada pelo fluxograma

apresentado na Figura 6.
4.3 Ensaios cataliticos em reator de leito fixo

4.3.1 Ensaios de maximizag&o da atividade de transfrutosilagéo e influéncia de

variaveis operacionais

O reator consistiu em uma coluna de vidro de 12 mm de diametro com jaqueta
de vidro, mantida a 50 °C mediante recirucacdo de agua bombebada por banho
termostatizado, e alimentado por bomba peristaltica com controle de vazéo.

O planejamento experimental seguiu 0 mesmo delineamento composto central
rotacional (DCCR), descrito anteriormente (item 4.2.2), totalizando 11 ensaios
experimentais, dos quais trés corresponderam ao ponto central. As variaveis
independentes avaliadas foram a concentragdo inicial de sacarose (X:, gL ') e a vazéo
de alimentagdo (Xz, mL-min™'), que variaram entre 200 e 600 g-L™' ¢ 2 ¢ 6 mL-min",
respectivamente. O delineamento foi elaborado utilizando a plataforma Protimiza
Experimental Design, empregada para geracao automatica dos niveis codificados e reais,

pontos axiais e centrais, e posterior analise estatistica.
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Cada ensaio foi conduzido em duplicata, utilizando cinco particulas de
biocatalisadores (suportes com biomassa aderida) como fase ativa do leito, enquanto o
volume restante foi preenchido com esferas de vidro,. A solucéo reacional foi composta
por sacarose comercial a 47% (m/v) em tampéo Tris-acetato 0,2 mol-L™ (pH 5.5),
preparada conforme as condi¢fes adotadas nos ensaios em reator batelada. A Figura 7
apresenta o fluxograma metodoldgico referente aos ensaios.

Figura 7 - Fluxograma metodoldgico dos ensaios de de maximizacao da atividade de
transfrutosilacdo e influéncia de variaveis operacionais em reator de leito fixo
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Fonte: Autora (2025).

4.3.2 Validacao experimental da condi¢do 6tima de maximizacdo da atividade de

transfrutosilacéo

As reacOes enzimaticas destinadas a validacdo da condigcdo 6tima de operagdo
em reator de leito fixo foram conduzidas sob as condi¢des de concentracdo de sacarose
e vazdo volumétrica definidas a partir da etapa de maximizacdo por delineamento
composto central rotacional (DCCR), conforme descrito no item 4.3.1. Os ensaios foram
realizados a temperatura constante de 50 °C, mantendo-se fixos o0s parametros
operacionais ao longo de todo o periodo reacional, procedimento amplamente adotado
em estudos de validagdo experimental de sistemas biocataliticos com biocatalisadores
imobilizados (Campos et al., 2024; Dias et al., 2022; Gongalves et al., 2020).

Os ensaios de validacdo experimental foram realizados no mesmo reator de leito

fixo operado em regime continuo descrito anteriormente. As condigdes operacionais
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consistiram na alimentacdo de uma solucdo de sacarose preparada em tampéo Tris-
acetato 0,2 mol-L™! (pH 5,5), nas concentragdes definidas pelo delineamento composto
central rotacional, mantendo-se a temperatura constante de 50 °C ao longo de todo o
periodo reacional.

O tempo total de operacdo foi de 35 horas, com retirada de aliquotas do efluente
nos tempos de 1, 3, 6, 11, 25 e 35 horas, com 0 objetivo de avaliar a estabilidade
operacional do biocatalisador sob as condigdes 6timas estabelecidas. Cada ensaio foi
conduzido em duplicata.

Apos a coleta, as amostras foram submetidas a desativacdo térmica, seguida de
resfriamento em banho de gelo, e posteriormente encaminhadas para analises
espectrofotométricas destinadas a determinacdo da atividade de transfrutosilacéo,
conforme descrito no item 4.4. A concordancia entre os valores experimentais obtidos e
aqueles preditos pelo modelo estatistico foi utilizada como critério para validar
experimentalmente a condi¢do 6tima de maximizacdo da atividade no sistema de leito
fixo, conforme metodologia empregada em estudos similares envolvendo processos
enzimaticos continuos (Almeida et al., 2023; Pereira et al., 2023; Vallecilla-Yépez et
al., 2022). A conducdo experimental seguiu a mesma sequéncia metodoldgica
anteriormente descrita, sendo igualmente representada pelo fluxograma apresentado na

Figura 7.

4.4 Métodos analiticos e andlise estatistica

4.4.1 Determinacédo da atividade de transfrutosilagio

As atividades enzimaticas de transfrutosilacdo foram determinadas conforme
procedimento descrito por Cunha et al. (2019), Garcia et al. (2021), Gongalves et al.
(2020) e. Para isso, trés suportes porosos contendo biomassa imobilizada foram
incubados com 3,7 mL de solucdo de sacarose a 48% (m/v) e 1,2 mL de tampéo Tris-
acetato 0,2 mol-L!, pH 5,5. A rea¢ao foi conduzida em banho Dubnoff (Lab-Line®,
modelo 3540), a 50 °C e 190 rpm, por 60 minutos, sendo interrompida pela imersao do
meio reacional em &gua fervente por 10 minutos, seguida de resfriamento em banho de
agua e gelo por 5 minutos, para inativacdo enzimatica.

Com base nos resultados obtidos para as concentracbes de frutose
transfrutosilada transferida e frutose liberada, foram determinadas as atividades

enzimaticas de transfrutosilagdo (AT) e hidrolitica (AH), usando as Equagdes (2) e (3).
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Uma unidade de AT e AH ¢é definida, respectivamente, como a quantidade de enzima
que transfere ou libera um micromol (1 pmol) de frutose por minuto, sob as condic¢des
experimentais utilizadas (Cunha et al., 2019; Faria et al., 2021; Gongalves et al., 2020;
Ottoni et al., 2012; Prata, 2020).

[FT]Q
AT: Mpjomassa (2)
An [FIQ (3)

Mpjomassa

Onde Q refere-se a vazdo volumétrica do substrato e mbiomassa a massa de

biomassa seca presente no leito catalitico.
4.4.2 Determinacdo da concentracdo de acgucares

Apds a atividade enzimatica, as amostras foram utilizadas para quantificacdo
colorimétrica das concentracdes de glicose (G), utilizando o método GOD/PAP® (Kkit
enzimatico glicose-oxidase), e de acUcares redutores (AR), através do método DNS
(&cido 3,5-dinitrosalicilico). Os dados experimentais obtidos foram utilizados para
calcular as concentracbes de frutose liberada no meio reacional (F) e de frutose
transfrutosilada transferida (FT), empregando as Equaces (4) e (5) (Chen, 1996; Cunha
etal., 2019; Garciaet al., 2021; Gongalves et al., 2020; Miller, 1959; Ottoni et al., 2012).
[FI1=[AR]-[G] (4)
[FT1=[G]-[F] (5)

4.4.2.1 Determinacdo da concentracdo de acgUcares redutores (AR)

A quantificacdo dos aclcares redutores (AR) foi realizada pelo método
colorimétrico de 3,5-dinitrosalicilico (DNS), conforme procedimento classico descrito
por Miller (1959) e adaptado por Vasconcelos, Pinto e Aragdo (2013). As amostras
foram reagidas com a solucdo de DNS e aquecidas em banho-maria a 100 °C por 10
minutos, promovendo o desenvolvimento da coloragdo caracteristica. Apds
resfriamento, as leituras de absorbéancia foram efetuadas em espectrofotdometro (Bel®,
modelo UVM51) a 540 nm. As concentracdes de AR foram calculadas com base na
curva de calibragdo construida a partir de padrdes de glicose. A Figura 11 ilustra o

procedimento adotado para a quantificacdo de agucares redutores pelo método do DNS.
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Figura 11 - Quantificacdo de agucares redutores pelo método de DNS
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Fonte: Autora (2025).

4.4.2.2 Determinacao da concentracao de glicose (G)

A concentracdo de glicose (G) foi determinada pelo método enziméatico GOD-PAP®,
conforme descrito por Cunha et al. (2019), Dias et al. (2022), Ganaie et al. (2014),
Garcia et al. (2021) , Gongalves et al. (2020), Vega e Zuniga-Hansen (2011),. As
amostras foram tratadas com o reagente enzimatico do kit comercial (Laborlab®) e
incubadas a 37 °C por 5 minutos. As leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro (Bel®, modelo UV-M51) a 505 nm, e as concentragdes de glicose
foram calculadas a partir do fator de calibracdo fornecido pelo fabricante, utilizando
agua destilada como branco. A Figura 12 apresenta o procedimento experimental

empregado para a quantificacdo da glicose.

Figura 12 - Quantificacdo da concentracdo de glicose por meio do kit enzimatico
GOD- PAP®
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Fonte: Autora (2025).

4.4.3 Determinagdo da atividade absoluta

A atividade absoluta do biocatalisador foi definida como a quantidade total de
frutose transfrutosilada produzida pelo sistema imobilizado, considerando
simultaneamente a atividade especifica e a massa de biomassa seca efetivamente retida
no suporte.

Essa grandeza foi calculada a partir da multiplicacdo da atividade especifica de
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transfrutosilacao (U-g ') pela massa seca de biomassa imobilizada presente em cada

suporte, conforme descrito na Equacdo (6) abordagem amplamente utilizada na

avaliacdo do desempenho global de biocatalisadores imobilizados (Brena; Batista-Viera,

2013; Guisan, 2013).

Agps = Aesp - Mpiomassa (6)
Onde, A,y corresponde a atividade absoluta (U); A., € a atividade especifica

de transfrutosilacdo (U-g™'); Mpiomassa 'EPresenta a massa seca de biomassa

efetivamente imobilizada no suporte (g).
4.4.4 Andlise estatistica

Os ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata, conforme o sistema
avaliado. Os dados experimentais foram analisados por meio de andlise de variancia
(ANOVA), a um nivel de significancia de 5%, sendo aplicado o teste de Tukey quando

pertinente para comparacao entre médias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Porosidade dos suportes

Os suportes produzidos por manufatura aditiva apresentaram porosidades de
49,0% v/v, 61,8% v/v e 64,3% v/v (Suportes 1,2 e 3, do menos ao mais poroso), valores
compativeis com os intervalos relatados por Bartolo et al. (2021) e Danilevicius et al.
(2022) para estruturas de PLA (30-70%). O aumento da porosidade esta diretamente
associado a maior contato de substrato e celulas imobilizadas, o que favorece a atividade
catalitica do biocatalisador. Segundo Belmonte-lzquierdo et al. (2023), a elevada
permeabilidade interna é determinante para reduzir resisténcias difusionais e ampliar a
area de contato efetiva entre as células e o meio reacional. Entretanto, conforme Santos
etal. (2021), esse ganho deve ser equilibrado com a integridade mecanica e a capacidade
de retengéo de biomassa, fatores essenciais para a estabilidade operacional em processos

prolongados.

5.2 Determinacéao da influéncia da porosidade na imobilizacéo celular e atividade
de transfrutosilacéo

A Figura 13 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de cultivo submerso,
comparando os tempos de 32 e 38 horas para os biocatalisadores imobilizados em
suportes com diferentes porosidades. Os resultados indicam que todas as porosidades
avaliadas permitiram a imobilizacdo eficiente de células de A. oryzae IPT-301,
resultando em elevada atividade de transfrutosilacdo tanto em 32 h quanto em 38 h, com
valores superiores aos reportados recentemente para sistemas imobilizados de A oryzae.
A literatura indica que atividades entre 60 e 80 U-g* sdo classificadas como altas para
biocatalisadores imobilizados aplicados a sintese de FOS (Almeida et al., 2023;
Banerjee et al., 2023; Zhang et al., 2024).
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Figura 13 - Concentracéo de biomassa imobilizada (pontos) e atividade especifica de
transfrutosilacdo (barras) (U g™') nos tempos de cultivo de 32 e 38 h
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Fonte: Autora (2025).

No entanto, os biocatalisadores produzidos em 38 h apresentaram maior
atividade enziméatica como mostrado na Tabela 1, sendo este tempo de cultivo adotado
para ensaios posteriores.

Tabela 1 - Atividade especifica e atividade absoluta dos biocatalisadores imobilizados
em suportes com diferentes porosidades
Biocatalisador Atividade Especifica (U-g™")  Atividade Absoluta (U) M.biomassa (seca)(g)

1(49%) 222,18 + 10,65 169,96 0,765
2 (61,8%) 394,14 + 57,82 66,62 0,169
3 (64,3%) 398,09 £ 37,99 43,03 0,108

Fonte: Autora 2025.

Observa-se que 0s suportes mais porosos exibiram valores mais elevados de
atividade especifica. A primeira impressdo, esses resultados poderiam levar a
interpretacdo de que o aumento da porosidade estaria associado a um desempenho
enzimatico superior. Contudo, quando se analisa a atividade absoluta, que representa a
quantidade total de produto formada e foi calculada a partir da multiplicacéo da atividade
especifica pela massa de biomassa seca efetivamente retida em cada suporte, verifica-se
0 comportamento oposto.

A diferenca entre atividade especifica e absoluta indica que o aumento observado
na atividade especifica dos suportes mais porosos nao reflete uma maior capacidade

global de conversdo do sistema, mas esta relacionado principalmente a menor
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quantidade de biomassa imobilizada nessas estruturas. Suportes com porosidades
elevadas tendem a apresentar paredes mais delgadas e menor densidade estrutural,
reduzindo o nimero de sitios internos disponiveis para a adesdo e retengdo celular. Como
consequéncia, a massa total de biomassa imobilizada diminui, elevando
proporcionalmente o valor da atividade especifica, sem que isso represente
necessariamente melhor desempenho global. Estudos recentes enfatizam essa relacéo
inversa entre porosidade elevada e retencéo celular, apontando que suportes mais densos
tendem a reter maiores quantidades de biomassa, resultando em maior atividade
absoluta, enquanto suportes mais porosos favorecem difusdo, mas apresentam menor
ocupacdo celular (Cheng et al., 2023; Liu et al., 2022; Zhang et al., 2024).

Por outro lado, o suporte de menor porosidade apresentou maior retencdo de
biomassa, 0 que pode ser associado a um crescimento e immobilizacdo maior das células
causado pela maior presenca de filamentos de PLA na estrutura interna da particula de
suporte (Rodrigues et al., 2021; Zhao et al., 2018). Essa relagéo inversa entre porosidade
e retencdo celular indica que a otimizagao da estrutura deve contemplar a combinagao
adequada entre acessibilidade interna e estabilidade fisica do biocatalisador,
assegurando elevada atividade reacional e possibilidade de reuso sucessivo, sem perda
significativa de atividade.

Embora os suportes mais porosos apresentem maiores valores de atividade
especifica, o suporte menos poroso foi o que registrou a maior atividade absoluta,
evidenciando que a quantidade de biomassa retida influencia diretamente o desempenho
final do biocatalisador. Assim, a interpretacdo dos resultados deve considerar
simultaneamente a atividade especifica, a atividade absoluta e a relacéo entre porosidade
e retencdo celular, evitando conclusdes baseadas apenas em valores expressos por grama
de biomassa.

Além disso, foi realizado o teste ANOVA seguido do teste de Tukey, conforme
descrito no item 4.4.4, e os resultados demonstraram que as diferencas entre os suportes
foram estatisticamente significativas tanto para a atividade de transfrutosilagdo quanto
para a concentracdo celular. Isso indica que as caracteristicas estruturais dos materiais
influenciaram de maneira relevante ndo apenas o comportamento enzimatico, mas
tambem a quantidade de biomassa efetivamente imobilizada. Abordagens estatisticas
semelhantes, envolvendo ANOVA e teste de Tukey para comparacdo entre
biocatalisadores imobilizados em suportes com diferentes propriedades fisicas, tém sido

amplamente aplicadas em estudos recentes que investigam a relacdo entre estrutura do
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suporte, retencao celular e desempenho em sistemas imobilizados operando em batelada
ou leito fixo (Carvalho et al., 2024; Ranieri et al., 2024; Soares et al., 2022).

5.3 Ensaios cataliticos em reator batelada

5.3.1 Influéncia da porosidade do biocatalisador na atividade de transfrutosilagio

em func¢ao do tempo de reacéo

As Figuras 14 e 15 apresentam, respectivamente, a taxa de frutose
transfrutosilada (umol-g''min™') e a concentragdo de glicose (g-L™') ao longo dos
diferentes tempos de reacao (1, 3, 6, 24 e 48 horas) para os biocatalisadores imobilizados
nos trés tipos de suportes de PLA avaliados.

A Figura 14 mostra que o suporte mais poroso (64,3%) apresentou a maior taxa
inicial de transfrutosilacédo, atingindo 79,99 U-g'-min! + 3,62 em 3 h de reacdo. Essa
resposta pode estar associada a ampliacdo da area superficial da biomassa imobilizada,
facilitando o contato entre as moleculas do substrato com os sitios ativos das enzimas.
Chen et al. (2021) e Mallappa et al. (2023) relataram comportamento semelhante em
sistemas porosos, destacando o efeito da estrutura aberta na mitigagdo das limitacoes
difusionais. No entanto, ressalta-se que o0s biocatalisadores obtidos neste estudo
consistem em células imobilizadas cujo crescimento pode ocasionar o blogueio parcial
dos poros internos do suporte, resultando predominantemente em transferéncia de massa
externa a particula do biocatalisador. J& 0 suporte menos poroso (49%) exibiu menor
taxa inicial, alcangando 31,82 U-g''min! + 1,79 em 3 h e mantendo-se estavel. Essa
estabilidade pode estar relacionada a maior fixacdo celular e a menor perda de enzimas
do suporte durante o processo reacional, conforme observado por Lourenco et al. (2019)
e Rodrigues et al. (2021).
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Figura 14 - Taxa de Frutose transfrutosilada (umol/g.min) dos biocatalisadores
imobilizados em diferentes suportes de PLA ao longo dos tempos de reagédo (1, 3, 6, 24
e 48 horas)
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Fonte: Autora (2025).

Na Figura 15 é possivel observar o aumento progressivo da concentracdo de
glicose ao longo das 48 horas de reacdo, o que pode ser atribuido a sua formacdo como
principal subproduto do processo de sintese de fruto-oligossacarideos (FOS). Como o
sistema reacional opera em regime de batelada, ndo ha remocédo continua dos produtos

formados, resultando em acimulo gradativo de glicose no meio.

O suporte menos poroso (49%) manteve produgdo, atingindo 121,69 U-g ' min!
+ 0,842, enquanto o suporte mais poroso (64,3%) apresentou atividade de 160,58 g-L ' +
3,26. Esses resultados indicam que suportes mais porosos favorecem maiores taxas
iniciais de reacdo, engquanto suportes mais densos podem apresentar maior retencdo de
biomassa e menor perda enzimatica, caracteristicas frequentemente associadas a materiais

com menor porosidade (Mallappa et al., 2023; Morais et al., 2020; Zhao et al., 2018).

Além disso, o acumulo de glicose ao longo da reacdo exerce efeito inibitdrio sobre
as frutosiltransferases, reduzindo a taxa de transfrutosilagdo conforme o produto se
acumula no meio. A glicose atua como inibidor competitivo da sacarose, ocupando o sitio
ativo e diminuindo a eficiéncia catalitica, efeito que se intensifica em sistemas batelada
devido & auséncia de remocdo continua dos produtos. Assim, suportes que liberam mais
glicose nas primeiras horas tendem a apresentar queda mais rapida na atividade, enquanto

suportes menos porosos mantém taxas mais estaveis. Esse comportamento é amplamente
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descrito na literatura recente (Banerjee & Saha, 2022; Costa et al., 2024; Chen et al.,
2021; Lin et al., 2023).

Figura 15 - Concentracéo de glicose (g/L) ao longo do tempo de reacéo para
biocatalisadores imobilizados em diferentes suportes de PLA

[EEN
(o]
o

B Suporte 1 (49%)
B Suporte 2 (61,8%)
Suporte 3 (64,3%)

[N
N b
o o

100

2]
o O

Concentragdo de Glicose (g./L)
[00]
o

N
o

£
\\Y

Tempo (h) 0

Fonte: Autora (2025).

5.3.2 Ensaios de maximizacéo da atividade de transfrutosilacéo e influéncia de

variaveis operacionais

As Equacdes (6) e (7) descrevem a relagdo entre as varidveis de velocidade de
agitagio (Xi1) e concentragdo de sacarose (X2) sobre a atividade de transfrutosilagio (Y)

para os suportes de 49 % e 64,3 % de porosidade, respectivamente.

AT, = 341,60 — 94x:% + 30,37x1— 85,04x,> (6)
AT; = 554,30 -113,73x,% — 123,81x,? (7)

Em ambos os modelos, a presenca de termos quadraticos negativos caracteriza
superficies de resposta com curvatura concava, nas quais a atividade de transfrutosilagao
aumenta até uma regido Otima e passa a decrescer quando a velocidade de agitacdo e a
concentracdo de sacarose se afastam dos niveis centrais. Para o suporte de 49 % de
porosidade, além dos efeitos quadraticos, observa-se contribuigéo positiva do termo linear
de concentracdo de sacarose (X:), indicando que incrementos moderados de substrato
favorecem a resposta antes que predomine o efeito inibitorio associado ao termo X22. Ja
o suporte de 64,3 % ¢ descrito exclusivamente pelos efeitos quadraticos de Xi e Xa,
sugerindo comportamento mais simétrico em torno da condigéo central e maior robustez

frente a pequenas variagdes operacionais. Tendéncia semelhante, com predominancia de



38

termos quadraticos em sistemas imobilizados suportados em matrizes porosas, tem sido
relatada em estudos recentes de otimizag&o de bioprocessos enziméticos (Carvalho et al.,
2024; Dias et al., 2022; Mahak et al., 2023; Moura et al., 2020).

Em seguida, a Tabela 2 apresenta as condi¢cdes experimentais e os valores de
atividade de transfrutosilacdo observados e preditos pelos modelos ajustados para ambos
0s suportes. Essa comparacdo evidencia boa concordancia entre os valores médios
experimentais e aqueles obtidos pelas Equacdes (6) e (7) ao longo da faixa estudada de
velocidade de agitacdo e concentracdo de sacarose, reforcando a capacidade preditiva dos
modelos quadraticos para descrever o comportamento catalitico dos biocatalisadores
imobilizados.



Tabela 2 - Condi¢des do DCCR, atividade experimental e predita (Y) para os suportes 1 (49%) e 3 (64,3%)

Velocidade de Sacarose Atividade Atividade Atividade Atividade

Ensaio Agitacao (X, g1 experimental prgdita (D experimental prgdita (3)
(X1, rpm) z (1) (U/g) (Y,U/g) (3) (U/g) (Y, U/g)
1 100 (-1) 200 -(1) 198,55 + 15,91 132,19 269,76 + 13,20 316,76
2 250 (+1) 200 (-1) 89,35 + 8,25 132,19 300,77 + 40,44 316,76
3 100 (-1) 600 (+1) 211,29 +5,58 192,93 357,3+ 22,69 316,76
4 250 (+1) 600 (+1) 216,67 +9,64 192,93 327,49 + 28,31 316,76
5 68,93 (-1,41) 400 (0) 121,74 £ 11,18 154,72 358,75 + 45,12 328,19
6 281,07 (+1,41) 400 (0) 152,64 +£9,70 154,52 300,77 + 40,44 328,19
7 175 (0) 117,16 (-1,41) 118,74 £ 15,97 129,71 321,21 +43,28 308,15
8 175 (0) 682,84 (+1,41) 191,49 £ 15,57 215,35 297,99 + 31,25 308,15
9 175 (0) 400 (0) 313,86 + 24,14 341,60 605,88 + 52,89 554,30
10 175 (0) 400 (0) 361,85+ 792 341,60 557,79 + 41,28 554,30
11 175 (0) 400 (0) 349,08 + 3,74 341.60 499,24 £ 9,52 554,30

Fonte: Autora (2025).
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Nota: Condices experimentais do delineamento composto central rotacional (DCCR), com os niveis codificados e reais das variaveis de velocidade de agitagdo (X, rpm) e
concentragdo de sacarose (X2, g-L™), e respectivos valores médios de atividade de transfrutosilagdo (U-g™) obtidos experimentalmente e preditos (Y) pelos modelos
quadréticos ajustados para os suportes 1 (menos poroso) e 3 (mais poroso).
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As atividades méaximas de 605,88 U-g™' + 52,89 (64,3 %) ¢ 361,85 U-g' + 7,91
(49 %) foram obtidas em condi¢des proximas ao ponto central de 175 rpm e 400 g-L ! de
sacarose, indicando que a faixa operacional selecionada favoreceu a conversdo sem
evidéncias de inibicdo pronunciada por excesso de substrato. A combinacdo de
concentracdes intermediarias de sacarose e niveis moderados de agitacdo parece
proporcionar balango adequado entre disponibilidade de substrato e transferéncia de
massa, evitando tanto restrices operacionais associadas ao contato entre 0 meio e 0
biocatalisador quanto possiveis danos mecanicos as células imobilizadas, como
observado em outros estudos de sintese de FOS com planejamento experimental (Campos
etal., 2024; Dias et al., 2022; Gongalves et al., 2020). A analise de variancia, apresentada
nas Tabelas 3 e 4, confirma a significancia estatistica dos modelos ajustados para ambos
0s suportes.
Tabela 3 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo quadratico ajustado ao

suporte 1 (49%)
Fontede Somados Grausde Quadrado

Variagdo Quadrados Liberdade  Médio Fealc p-valor
Regressdo  77636,3 3 25878,8 18,1 0,00112
Residuos 10015,8 7 1430,8 - -
Falta de
Ajuste 8780,3 5 1756,1 2,8 0,28046
Erro Puro 1235,5 2 617,8 - -
Total 87652,1 10 - - -

Fonte: Autora (2025).

Nota: Andlise de variancia (ANOVA) referente ao modelo quadréatico ajustado ao suporte 1 (menos
poroso). Sao apresentados os valores de soma dos quadrados, graus de liberdade, quadrado médio, valor
de F calculado (Fcalc) e o respectivo p-valor, utilizados para avaliar a significancia e adequagao do
modelo.

Tabela 4 - Anélise de variancia (ANOVA) para o0 modelo quadratico ajustado ao
suporte 3 (64,3%)

Fonte de Somados Grausde Quadrado

Variacdo Quadrados Liberdade Médio Fealc  p-valor

Regressdao  123524,7 2 61762,4 41,5 0,00006
Residuos 11912,1 8 1489,0 - -
Falta de 6207,8 6 10346 04  0,85847

Ajuste
Erro Puro 5704,3 2 2852,1 - -

Total 135436,8 10 - - -
Fonte: Autora (2025).
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Nota:Analise de variancia (ANOVA) referente ao modelo quadratico ajustado ao suporte 3 (mais poroso).
Sdo apresentados os valores de soma dos quadrados, graus de liberdade, quadrado médio, valor de F
calculado (Fcalc) e o respectivo p-valor, indicando a significancia estatistica e a adequagao do modelo.

Para o suporte de 49 % de porosidade, a regresséo apresentou p = 0,00112 e R2 =
88,57 %, com quadrado médio dos residuos (QMres = 1430,8) refletindo maior disperséo
experimental ao longo dos ensaios. J& o suporte de 64,3 % apresentou p = 0,00006 e R2 =
91,20 %, com QMres = 1489,0, porém acompanhado de menor variabilidade relativa e
melhor alinhamento entre valores observados e preditos. Esse padréo tem sido descrito
em estudos recentes envolvendo suportes poliméricos e estruturas obtidas por manufatura
aditiva, nos quais maior uniformidade estrutural e regularidade do material tendem a
favorecer respostas experimentais mais consistentes e modelos estatisticos com ajuste
superior (Bai et al., 2025; Eixenberger et al., 2023; Luo et al., 2025; Remonatto et al.,
2023). Para ambos o0s suportes, a falta de ajuste ndo foi significativa (p = 0,28046 para 49
% e p = 0,85847 para 64,3 %), confirmando que as superficies de resposta representam
adequadamente o comportamento observado dentro da regido experimental avaliada. Na
Figura 16 sdo apresentados os graficos de Pareto dos efeitos padronizados nos modelos
quadréticos ajustados.

Figura 16 - Gréaficos de Pareto dos efeitos padronizados nos modelos quadraticos
ajustados
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Fonte: Autora (2025).

Nota: Gréaficos de Pareto obtidos para os suportes 1 (menos poroso) e 3 (mais poroso), dispostos
verticalmente. Cada grafico mostra a magnitude e a significancia estatistica dos efeitos padronizados das
varidveis independentes (velocidade de agitacdo e concentracdo de sacarose) e suas interacdes sobre a
atividade de transfrutosilagdo. Os termos quadraticos X:? (velocidade de agitacdo) e X2? (concentragdo)
apresentaram os maiores efeitos, indicando comportamento curvilineo e predominancia de limitagcdes
difusionais.

Na Figura 16 sdo apresentados os graficos de Pareto dos efeitos padronizados para
os dois suportes, nos quais se observa que os termos quadraticos Xi? e X2? foram os mais
influentes sobre a atividade de transfrutosilacdo. Para o suporte de 49 %, o termo linear
de concentragao de sacarose (X2z) também contribuiu de forma significativa, embora em
menor magnitude que os efeitos quadraticos. Ja no suporte de 64,3 % predominam
exclusivamente os termos Xi? ¢ X2?, reforcando a natureza essencialmente curvilinea da
resposta. Esse comportamento indica que a maximizagdo da atividade depende de um
intervalo estreito de velocidade de agitacdo e concentragéo de sacarose em torno das
condicGes Otimas, padrdo frequentemente relatado em sistemas enzimaticos heterogéneos
em que a intensificagdo do gradiente de velocidade ou 0 aumento da viscosidade do meio
podem dificultar o acesso do substrato as células imobilizadas (Chen et al., 2021;
Fernandes; Oliveira; Souza, 2022; Wu et al., 2022).

Os termos quadréaticos negativos de velocidade de agitagdo (X:2) indicam que

agitacOes excessivas tendem a reduzir a atividade de transfrutosilacdo, efeito associado
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ao aumento do cisalhamento e a possiveis danos a estrutura celular ou ao biofilme
formado sobre o suporte. De maneira analoga, o termo quadratico de concentracdo de
sacarose (X2?) sugere que concentragdes muito elevadas de substrato podem aumentar a
viscosidade do meio e dificultar o acesso da sacarose aos sitios ativos, resultando em
queda da taxa de transfrutosilacdo. A influéncia desses efeitos de segunda ordem em
sistemas de FOS e em outros bioprocessos com células imobilizadas tem sido reportada
em reatores agitados e continuos, destacando o papel da hidrodindmica e da difusdo na
definicdo da regido 6tima de operacdo (Dias et al., 2022; Morais et al., 2020; Pereira et
al., 2023; Ribeiro et al., 2024). Na sequéncia, a Figura 17 mostra a correlacdo entre os

valores experimentais e os preditos pelos modelos quadréaticos para os dois suportes.

Figura 17 - Correlacdo entre valores experimentais e preditos da atividade de
transfrutosilacéo
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Fonte: Autora (2025).

Nota: Correlacdo entre os valores experimentais observados e os valores preditos pelos modelos
guadraticos ajustados, para os suportes 1 (grafico superior) e 3 (grafico inferior). Os pontos préximos a
linha de identidade indicam elevado grau de ajuste e precisdo preditiva. O suporte 3 apresenta menor
dispersao residual, refletindo maior reprodutibilidade e estabilidade catalitica em fun¢éo de sua estrutura
mais porosa.

Observa-se que 0s pontos experimentais se distribuem préximos a linha de
identidade, com disperséo relativamente baixa em todo o intervalo de atividade avaliado.
Esse comportamento confirma a boa capacidade preditiva das Equacdes (6) e (7) e indica
que os residuos se distribuem de forma aleatdria, sem tendéncia sistematica ao longo da
faixa de resposta. Estudos recentes de modelagem de bioprocessos com suporte em
DCCR reportam padrdes similares de correlacdo, associando a proximidade dos pontos a
linha de 45° a adequacdo estatistica do modelo e a confiabilidade das predicdes para fins
de otimizacdo (Campos et al., 2024; Ribeiro et al., 2024; Zhang et al., 2025).

As Figuras 18 e 19 exibem, respectivamente, as superficies de resposta
tridimensionais (a esquerda) e os graficos de contorno bidimensionais (a direita)
referentes a atividade de transfrutosilagio (Y, U-g) em fun¢do das variaveis de
velocidade de agitagdo (Xi) e concentracao de sacarose (Xz2) para os suportes de 49 % e
64,3 % de porosidade. As superficies revelam zonas de méaxima atividade bem definidas
entre aproximadamente 150 e 200 rpm de agitagdo e 350 a 450 g-L~' de sacarose, com

declinio progressivo da resposta quando as condigdes se afastam dessa regido. Para ambos
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0s suportes, as regides em vermelho concentram as maiores atividades preditas, situadas
proximas aos niveis centrais do DCCR (175 rpm; 400 g-L™"), coerentes com os valores

maximos observados experimentalmente.



Figura 18 - Superficie de resposta da atividade de transfrutosilacdo para o suporte menos poroso (49%)
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Fonte: Autora (2025).

Nota:Superficie tridimensional (a4 esquerda) e grafico de contorno (a direita) da atividade de transfrutosilagdo (Y, U-g™") em funcio das varidveis de velocidade de agitagio
(X1, rpm) e concentrag@o de sacarose (X2, g-L™') para o suporte de PLA menos poroso (49%). As regies em vermelho indicam as condi¢fes de maior resposta predita,
situadas proximas aos niveis centrais do DCCR (175 rpm; 400 g-L™).

46
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Figura 19 - Superficie de resposta da atividade de transfrutosilacdo para o suporte mais poroso (64,3%)
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Fonte: Autora (2025).

Nota: Superficie tridimensional (a esquerda) e grafico de contorno (& direita) da atividade de transfrutosilagdo (Y, U-g') em fung&o das variaveis de velocidade de agitagdo
(X1, rpm) e concentracdo de sacarose (X2, g-L™") para o suporte de PLA mais poroso (64,3%). As regides em vermelho indicam as condi¢des de maior resposta predita,
proximas aos niveis centrais do DCCR (175 rpm; 400 g-L™). O perfil suavizado e a amplitude da zona 6tima podem indicar menor resisténcia difusional e melhor
acessibilidade do substrato a biomassa imobilizada.
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O suporte com porosidade de 64,3 % apresenta curvatura mais ampla e suave nas
superficies de resposta, denotando uma regido 6tima com maior extensdo e menor
sensibilidade a pequenas variagdes de velocidade de agitacdo e concentracéo de sacarose.
Esse comportamento sugere que a estrutura mais aberta facilita a circulacdo do meio
reacional e o acesso das moléculas a superficie ativa do material, reduzindo gradientes de
concentragdo. Em contrapartida, o suporte de 49 % de porosidade mostra reducdo mais
acentuada da atividade nas regides extremas de agitagdo e concentragdo, caracteristica de
sistemas em que a estrutura fisica impde maior resisténcia a interacdo entre 0 meio
reacional e a biomassa imobilizada. Tendéncias semelhantes, relacionando o aumento da
porosidade e da conectividade dos poros a superficies de resposta mais suaves e a maior
estabilidade operacional, tém sido relatadas em suportes poliméricos e estruturas
produzidas por manufatura aditiva (De Gregorio et al., 2022; Eixenberger et al., 2023;
Guio et al., 2023; Zhao et al., 2024).

5.3.3 Validagéo experimental da condicéo 6tima de maximizacgéo da atividade de

transfrutosilacéo

A Figura 20 apresenta a evolugéo da atividade de transfrutosilacdo ao longo do
tempo para os biocatalisadores imobilizados nos suportes de 49 % (Suporte 1) e 64,3 %
(Suporte 3), operando na condi¢ao 6tima definida pelo DCCR (175 rpm e 400 gL' de
sacarose). Para ambos os suportes, observa-se aumento inicial da atividade, seguido de
reducdo gradual ao longo do periodo reacional.

Figura 20 - Evolucgdo temporal da atividade de transfrutosilacéo na condicdo 6tima
definida pelo DCCR
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Fonte: Autora (2026).
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No Suporte 1 (49 %), a maior atividade média foi registrada em 6 horas de
reacao, atingindo 387,77 U-g! £ 13,52 com queda progressiva em tempos mais longos.
J& 0 Suporte 3 (64,3 %) apresentou valores de atividade sistematicamente superiores ao
longo de todo o ensaio, alcancando maximo de 544,72 + 14,71 U-g' em 6 horas,
mantendo desempenho mais elevado inclusive nos tempos finais de 25 e 37 horas.

A maior resposta inicial observada para o suporte mais poroso esta de acordo
com estudos que relatam melhor desempenho catalitico inicial em estruturas com maior
area de contato entre a biomassa imobilizada e o meio reacional, favorecendo a interagédo
entre substrato e sitios ativos das enzimas (Banerjee et al., 2023; Chen et al., 2021;
Mallappa et al., 2023). No entanto, a reducéo da atividade apds o pico inicial, observada
para ambos 0s suportes, € compativel com o acimulo progressivo de subprodutos da
reacao, especialmente glicose, fenémeno amplamente descrito em sistemas batelada de
producdo de FOS (Banerjee & Saha, 2022; Lin et al., 2023; Morais et al., 2020).

Mesmo com a redugéo da atividade ao longo do tempo, o Suporte 3 apresentou
valores sistematicamente superiores aos do Suporte 1 em todos os tempos avaliados,
evidenciando maior estabilidade da resposta catalitica na condicdo 6tima estabelecida.
Esse comportamento esta de acordo com estudos que relatam que suportes com maior
porosidade tendem a apresentar manuten¢do mais consistente da atividade ao longo do
tempo em sistemas batelada de producgéo de FOS, especialmente quando comparados a
matrizes mais densas, nas quais a queda de desempenho ocorre de forma mais acentuada
em tempos prolongados (Banerjee & Saha, 2022; Lin et al., 2023, Morais et al., 2020).

A validacdo experimental confirma que a condi¢do de 175 rpm e 400 g-L ! de
sacarose, definida a partir do DCCR, apresenta boa concordancia com os valores
maximos obtidos na etapa de maximizacdo, demonstrando a confiabilidade do modelo
estatistico empregado. A repeticdo dos ensaios nessa condicdo resultou em perfis de
atividade compativeis com aqueles observados no ponto central do planejamento.
Observou-se ainda que os valores de atividade obtidos na valida¢do foram proximos aos
registrados na etapa de otimizacdo quando avaliados no tempo de 6 horas de reacéo,
correspondente ao tempo total adotado nos ensaios do planejamento experimental. Esse
resultado demonstra que a condi¢do Otima prevista pelo DCCR se mantém quando
avaliada em ensaios experimentais realizados separadamente da etapa de otimizacgéo,
caracteristica fundamental para a aplicacdo do processo em estudos subsequentes
(Campos et al., 2024, Dias et al., 2022; Gongalves et al., 2020).
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5.4 Ensaios em biorreator de leito fixo

5.4.1 Ensaios de maximizacdo da atividade de transfrutosilacéo e influéncia de

variaveis operacionais

A Equacdo (8) apresenta 0 modelo quadratico ajustado para a atividade de
transfrutosilaco (Y) em funcio das variaveis de concentracio de sacarose (Xi) ¢ vazio
(X2) em reator de leito fixo.
¥ =48,96 - 12,05%:2 - 12,97X,2 (8)

A atividade de transfrutosilacdo no reator de leito fixo foi descrita pelo modelo
quadratico reduzido, no qual apenas os termos referentes as componentes quadraticas de
concentracdo de sacarose (Xi?) e vazao (X»?) permaneceram significativos. A presenga
de coeficientes negativos para esses termos indica uma superficie de resposta concava,
caracteristica comum de sistemas continuos operando em regime estavel, nos quais a
distribuicdo do escoamento ao longo do leito tende a gerar uma regido operacional 6tima
entre 0s extremos avaliados. Trabalhos recentes destacam que a estabilizacdo
hidrodinamica em leitos fixos frequentemente produz superficies com maximos centrais,
especialmente em processos envolvendo células imobilizadas ou biocatalisadores
estruturados (Campos et al., 2024; Pereira et al., 2025; Zhang et al., 2021).

Em seguida, a Tabela 5 apresenta as condi¢cdes experimentais do DCCR em
sistema de leito fixo, bem como os valores observados e preditos (Y) de atividade de
transfrutosilacdo obtidos apds 60 minutos de reacdo.

Tabela 5 - Condi¢des do DCCR, atividade experimental e predita (Y)

Atividade Atividade
Ensaio Sacarose (X3, g-L™') Vazio (Xi, mlL.min1) experimental predita (64,3)
(643) (U/g)  (Y,U/g)

1 200 (-1) 2(-1) 23,74 + 2,59 23,94
2 600 (+1) 2(-1) 20,56 + 0,59 23,94
3 200 (-1) 6 (+1) 26,73+ 2,30 23,94
4 600 (+1) 6 (+1) 20,59 + 3,28 23,94
5 117,6(-1,41) 4 (0) 26,28 2,59 25,00
6 682,84(+1,41) 4 (0) 25,46 + 3,51 25,00
7 400 (0) 1,17(-1,41) 25,50 + 3,55 23,18
8 400 (0) 6,83(+1,41) 22,58 + 0,46 23,18
9 400 (0) 4 (0) 4986+11,88 48,96
10 400 (0) 4 (0) 4470 +2527 48,96
11 400 (0) 4 (0) 52,30 + 9,04 48,96
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Fonte: Autora (2025).

A maior atividade foi observada no ponto central do planejamento 400 g-L~' de
sacarose € 4 mL-min~' de vazdo, 52,30 U-g™' & 9,04, valor que se aproxima da previsao
do modelo quadratico. A concordancia entre os dados observados e estimados indica
que, em concentracOes intermediarias e em vazdo moderada, o fluido atravessa o leito
com eficiéncia suficiente para promover maior contato entre substrato e biocatalisador.
Estudos recentes demonstram que regides centrais costumam favorecer desempenho
catalitico por proporcionarem condigdes mais equilibradas de operacdo, sem
comprometer o tempo de residéncia, o que também foi relatado em reatores continuos
empregados na sintese de oligossacarideos e outros bioprodutos (Almeida et al., 2023;
Morais et al., 2020; Raval et al., 2020). A Tabela 6 apresenta a analise de variancia
(ANOVA) correspondente ao modelo quadratico ajustado, utilizada para verificar a
significancia estatistica dos efeitos e a adequacao do modelo.

Tabela 6 - Anélise de variancia (ANOVA) para 0 modelo quadréatico ajustado ao reator
de leito fixo

Fonte de Somados Grausde Quadrado Fealc _valor
variacdo quadrados liberdade médio p
Regressao 1369,7 2 684,8 79,1 0,00001
Residuos 69,3 8 8,7 - -
Falta de 39,2 6 6,5 04 081846
ajuste

Erro puro 30,1 2 15 - -
Total 1439,0 10 - - -

Fonte: Autora (2025).

A ANOVA confirma que o modelo quadratico apresenta boa capacidade de
explicar a variabilidade experimental. O valor de F para regressao elevado (79,1) e o p-
valor inferior a 0,05 demonstram que os termos retidos no modelo séo estatisticamente
relevantes. Os residuos apresentaram baixo valor de soma de quadrados, indicando que
0 erro experimental € pequeno em relacdo a variabilidade explicada. Além disso, o teste
de falta de ajuste néo foi significativo (p = 0,81846), indicando que o modelo se ajusta
adequadamente aos dados. O coeficiente de determinagdo (R? = 95,19%) reforca que a
equacdo descreve com precisdo 0 comportamento da resposta no intervalo avaliado.
Resultados semelhantes foram reportados por Chen et al. (2021), Zhang et al. (2025) e
Carvalho et al. (2024) em modelagens de sistemas continuos empregando catalisadores

imobilizados, nos quais os modelos apresentaram excelente desempenho preditivo. A
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Figura 21 apresenta o grafico de Pareto dos efeitos padronizados, que permite avaliar a
magnitude e a significancia dos termos do modelo sobre a atividade de transfrutosilacgao.

Figura 21 - Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados sobre a atividade de
transfrutosilacéo
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Fonte: Autora (2025).

O gréfico de Pareto mostra que os termos quadraticos foram os Unicos
responsaveis pela variacao significativa da atividade, enquanto os demais efeitos ndo
apresentaram contribuicdo estatistica relevante. Esse padrdo sugere que o sistema
responde predominantemente a intensidade individual de cada variavel, sem
dependéncia consideravel de efeitos lineares ou interacBes, comportamento também
observado em sistemas de fluxo continuo com estruturagdo interna estavel (Pereira et
al., 2023; Ranieri et al., 2024). A Figura 22 apresenta o grafico de correlacdo entre 0s
valores experimentais e preditos da atividade de transfrutosilagéo, permitindo avaliar a

precisdo do modelo quadratico ajustado.
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Figura 22 - Correlacéo entre valores experimentais e preditos da atividade de
transfrutosilacéo
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Fonte: Autora (2025).

A comparagdo entre valores experimentais e previstos demonstra forte
alinhamento em torno da linha de identidade, reforcando a consisténcia do ajuste e a
capacidade preditiva do modelo. Essa proximidade é compativel com estudos recentes
que investigam o desempenho de reatores continuos na producdo de FOS e mostram que
modelos quadréaticos reduzidos tendem a apresentar elevada correspondéncia com 0s
valores experimentais quando as condi¢Ges operacionais permanecem estaveis ao longo
do processo (Oliveira et al., 2022; Pereira et al., 2025). A Figura 23 apresenta a
superficie tridimensional e o grafico de contorno bidimensional da atividade de

transfrutosilagio (Y, U-g™') em fungio da concentragio de sacarose (X1) e da vazio (Xz).
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Figura 23 - Superficie de resposta tridimensional da atividade de transfrutosilagdo (Y, U-g™') em fungio da concentragio de sacarose (X:) e da
vazao (Xz)
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A superficie tridimensional e o grafico de contorno evidenciam uma regido de
méaximo bem definida ao redor do ponto central. A suavidade das curvas de nivel sugere
que pequenas variagdes nas condi¢des operacionais ndo provocam alteragfes abruptas
na atividade, o que é desejavel para processos continuos. Tanto concentragdes muito
elevadas quanto vazfes extremas reduzem a resposta, o que provavelmente reflete a
perda das condigOes operacionais que favorecem a distribuicdo uniforme do fluido ao
longo do leito. Em concentragdes muito altas, a solugéo tende a apresentar maior
viscosidade relativa e a modificar o perfil hidraulico, o que pode afetar a regularidade
do escoamento. Em vazbes muito elevadas, por outro lado, a reducdo acentuada do
tempo de residéncia limita o periodo disponivel para que a reagdo ocorra antes da saida
do meio reacional. Esses efeitos macroscopicos tornam o desempenho menos eficiente
quando o sistema é operado muito distante das condicdes centrais.Pesquisas recentes em
reatores de leito fixo reforcam esse padrdo, destacando que o equilibrio entre carga de
substrato e tempo de contato é decisivo para maximizar o rendimento de bioconversdes
(Almeida et al., 2023; Costa et al., 2024).

No grafico de contorno, observa-se uma faixa operacional estavel, na qual
aumentos adicionais de concentracdo ou vazao nao resultam em ganho significativo de

atividade, definindo o limite 6timo de operacdo (Almeida et al., 2023).

5.4.2 Validacao experimental da condi¢cdo 6tima de maximizacao da atividade de

transfrutosilacéo

A Figura 24 ilustra o perfil temporal da atividade de transfrutosilagio obtida no
reator de leito fixo operado sob as condi¢bes étimas preditas pelo modelo estadistico
(pH, temperatura, concentracdo de sacarose e vazao volumétrica), com amostragem em
1,3, 6,11, 25 e 35 horas. Observou-se que a maior atividade de transfrutosilacdo ocorreu
na primeira hora de operacao (176,8 U-g™' + 20,42), seguida de uma queda progressiva

ao longo do tempo, até o valor de 8,37 + 0,72 U-g ! na 35° hora.
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Figura 24 - Evolucgdo temporal da atividade de transfrutosilacédo na condicéo 6tima
definida pelo DCCR
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Fonte: Autora 2026.

A tendéncia observada na Figura 24, caracterizada por elevada atividade inicial
seguida de decaimento progressivo ao longo da operacao continua, ndo corresponde ao
comportamento de regime quase estacionario frequentemente descrito para reatores de
leito fixo contendo biocatalisadores imobilizados. Como hip6tese inicial, esse perfil
pode estar relacionado a caracteristicas intrinsecas do sistema catalitico avaliado, uma
vez que comportamentos semelhantes, com atividade inicial elevada seguida de reducéo
ao longo do tempo, tém sido reportados para células de Aspergillus oryzae imobilizadas
operando em regime continuo (De Santis et al., 2020; Dias et al., 2022).

Considerando que o mesmo comportamento foi observado na duplicata
experimental, a reducdo progressiva da atividade pode ser atribuida a atuacdo de
mecanismos sistematicos ao longo da operagdo continua, € ndo apenas a variagdes
experimentais pontuais. Nesse contexto, ndo se pode descartar a ocorréncia de
desativacdo gradual do biocatalisador, uma vez que processos de desativagdo térmica,
guimica ou metabolica podem se manifestar mesmo em sistemas com células
imobilizadas, resultando em diminuigdo da atividade catalitica aparente ao longo do
tempo de operacédo (Bié et al., 2022; Michaud et al., 2024).

Adicionalmente, deve-se considerar a possibilidade de ocorréncia de arraste de
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biomassa ou de fragdes cataliticas ao longo da operacdo continua. Em sistemas de leito
fixo contendo células imobilizadas, for¢as hidrodindmicas associadas ao escoamento do
meio reacional podem promover a remocédo gradual de células fracamente aderidas ou
de material biocatalitico superficialmente associado ao suporte, contribuindo para a
reducdo progressiva da atividade observada ao longo do tempo. Esse fendmeno tem sido
descrito como um dos fatores que podem impactar o desempenho de sistemas continuos
com biocatalisadores imobilizados, mesmo quando estes apresentam boa estabilidade
estrutural (Bié et al., 2022; Guisan, 2013; Sheldon; Van Pelt, 2013). Dessa forma, o
arraste progressivo de biomassa constitui uma hipotese adicional para explicar o
comportamento observado, especialmente em condi¢des nas quais a operacao continua

impde tensdes de cisalhamento sobre o leito catalitico.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu avaliar o desempenho de células de Aspergillus
oryzae IPT-301 imobilizadas em suportes tridimensionais de poli(acido latico) (PLA)
com diferentes porosidades (49,0%, 61,8% e 64,3%), aplicadas a reacdo de
transfrutosilacdo da sacarose em sistemas batelada e de leito fixo.

A variagdo da porosidade influenciou diretamente a quantidade de biomassa
imobilizada e o desempenho catalitico dos biocatalisadores. Os suportes mais porosos
apresentaram maiores valores de atividade especifica, atingindo 394,14 £ 57,82 U-g' e
398,09 £ 37,99 U-g', enquanto o suporte de menor porosidade apresentou a maior
atividade absoluta (169,96 U), associada a maior retencao de biomassa, em comparacéo
com 66,62 U e 43,03 U para os suportes de maior porosidade.

Nos ensaios em reator batelada, o delineamento composto central rotacional
permitiu identificar a influéncia da concentracéo de sacarose e da velocidade de agitacéo
sobre a atividade de transfrutosilacdo. As maiores atividades foram observadas em
condigdes proximas a 175 rpm e 400 g-L™! de sacarose, com valores maximos de 361,85
+ 7,92 U-g! para o suporte de 49,0% e 605,88 + 52,89 U-g™' para o suporte de 64,3%.
Na validagao experimental, foram obtidas atividades de 386,97 + 12,74 U-g! e 520,94
+24,98 U-g !, respectivamente, no tempo de 3 horas, confirmando a concordancia entre
os valores preditos pelo modelo estatistico e os resultados experimentais.

Para o sistema em reator de leito fixo, a aplica¢do do planejamento experimental
permitiu definir condi¢cdes operacionais que resultaram em atividade méaxima de 49,86
U-g'. Durante a validag¢do experimental, a atividade variou entre 176,8 + 20,42 e 8,37
+ 0,72 U-g! ao longo de 35 horas de operagdo continua, evidenciando a estabilidade
inicial do sistema seguida de reducdo progressiva da atividade.

De forma integrada, os resultados demonstram a viabilidade da utilizagdo de
suportes de PLA produzidos por impressdo 3D para imobilizacao de células de A. oryzae

IPT-301 e sua aplicagdo na producédo de FOS em sistemas batelada e de leito fixo.
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