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RESUMO
A crescente demanda por fruto-oligossacarideos (FOS) como prebidticos funcionais
tem estimulado o desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes e sustentaveis.
Neste trabalho, foi investigada a produgéo de FOS em biorreatores em modo batelada
utilizando células de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas por reticulagdo com
glutaraldeido. A estratégia eliminou etapas de purificagdo enzimatica, reduziu
limitagdes difusionais e conferiu maior estabilidade operacional ao biocatalisador. O
planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) permitiu otimizar as condi¢des de concentracdo de biomassa (m.m ™) e
velocidade de agitacédo (rpm), alcancando atividade maxima de transfrutosilagcado de
240,50 U g™" apds 32 horas de reagao. Estudos cinéticos e termodinamicos revelaram
parametros de elevada robustez com o tempo de meia-vida superior a 230 minutos
em determinadas condigbes, energia de ativagao de 729,96 kJ/mol e valores positivos
de energia livre de Gibbs (AG), que indicam resisténcia a desnaturagédo. Os valores
de entalpia (AH) mostraram que a desnaturacdo exige altos niveis de energia,
refletindo forte integridade estrutural, enquanto a entropia (AS) indicou baixa
desordem molecular, caracteristica desejavel para aplicagbes em processos
prolongados. Esses resultados comprovam que o biocatalisador mantém atividade
mesmo em condi¢gdes industriais, com vantagens para reatores continuos e de leito
fixo. A combinacao de elevada atividade enzimatica, estabilidade térmica e viabilidade
operacional demonstra que a imobilizagcdo por reticulagdo € uma estratégia
promissora para o escalonamento da produgao de FOS. Este trabalho contribui com
evidéncias experimentais que fortalecem o uso de biocatalisadores mais duraveis e
sustentaveis na biotecnologia de alimentos, aproximando o processo da realidade

industrial.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae; frutosiltransferase; reticulagao; imobilizagéo de

células inteiras; fruto-oligossacarideos; otimizagédo de processos.



ABSTRACT
The growing demand for fructo-oligosaccharides (FOS) as functional prebiotics has
driven the development of more efficient and sustainable bioprocesses. In this study,
FOS production was investigated in batch bioreactors using Aspergillus oryzae IPT-
301 cells immobilized by cross-linking with glutaraldehyde. This strategy eliminated
enzymatic purification steps, reduced diffusional limitations, and provided greater
operational stability to the biocatalyst. A Central Composite Rotational Design (CCRD)
experimental approach was used to optimize biomass concentration (g-L™") and
agitation speed (rpm), achieving a maximum transfructosylation activity of 240.50 U-g™
after 32 hours of reaction. Kinetic and thermodynamic studies revealed highly robust
parameters, with a half-life exceeding 230 minutes under certain conditions, an
activation energy of 729.96 kJ/mol, and positive Gibbs free energy (AG) values,
indicating resistance to denaturation. The enthalpy (AH) values showed that
denaturation requires high energy levels, reflecting strong structural integrity, while
entropy (AS) indicated low molecular disorder a desirable trait for long-term process
applications. These results demonstrate that the biocatalyst maintains activity even
under industrial conditions, offering advantages for continuous and fixed-bed reactors.
The combination of high enzymatic activity, thermal stability, and operational feasibility
shows that cross-linking immobilization is a promising strategy for scaling up FOS
production. This work provides experimental evidence supporting the use of more
durable and sustainable biocatalysts in food biotechnology, bringing the process closer

to industrial reality.

Key-words: Aspergillus oryzae; fructosyltransferase; crosslinking; whole-cell

immobilization; fructooligosaccharides; process optimization.
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1 INTRODUGAO

A busca por compostos prebioticos oligossacarideos dietéticos, que podem ser
utilizados como ingredientes em alimentos nutracéuticos, se expande atualmente
devido aos seus efeitos benéficos associados a saude humana e animal. Esses
prebidticos tem baixo valor caldrico, auxiliam na redugdo do colesterol total e sédo
seguros para diabéticos (Cunha et al., 2019; Cunningham et al., 2021; Guarner et al.,
2024). Dentre os prebioticos descritos com tais caracteristicas se destacam os fruto-
oligossacarideos (FOS).

Os FOS comerciais sao oligbmeros de unidades monossacaridicas, considerados
de cadeia curta e classificados como prebioticos (Corréa et al., 2024; Garcia et al.,
2021; Silva et al., 2021). Seus principais componentes sao kestose (GF2), nistose
(GF3) e 1-B- frutofuranosilnistose (GF4) (Cunha et al., 2019; Ganaie; Lateef; Gupta,
2014; Perna et al., 2018). Esses oligbmeros tem se destacado como ingrediente
alimentar promissor pois estimula a melhoria na microbiota intestinal, ampliando a
imunidade, favorece a absorgao de calcio e magnésio, além de possuir baixo valor
caldrico e potencial anticarcinogénico, prevenindo principalmente o cancer de colon
do intestino (Choukade; Kango, 2021). Além disso, estudos recentes mostraram que
os FOS auxiliam no controle do colesterol e na prevencao de anemia, obesidade,
osteoporose, hipertensao, intolerancia a lactose e insuficiéncia renal (Corréa et al.,
2024).

Alimentos ricos em carboidratos, como cebola, alho, beterraba, chicéria e em
diversas plantas e vegetais como tomate, alho, trigo, centeio, raiz de chicdria,
alcachofras de Jerusalém, nectarina, algas marinhas, bagaco de cana-de-agucar,
residuos de mandioca, farelo de arroz, farelo de milho, palha de arroz, bagacgo de
maca, mamao, cascas de beterraba e cascas de banana e em batata yacon sao
descritos como fonte natural de FOS (Maiorano et al., 2008; Cunha et al., 2019; Rahim
et al., 2021). Entretanto, essas fontes ndo possuem quantidade suficiente para ser
extraido e aplicado industrialmente, logo, comercialmente o FOS pode ser obtido de
outras maneiras, com maior rendimento, pela hidrélise da inulina ou usando enzimas
fungicas para sintese a partir da sacarose (Dou et al., 2022; Maiorano et al., 2020).

Comumente, as enzimas usadas em industrias s&o produzidas por microrganimos

principalmente por causa de sua alta pureza e atividade enzimatica, estabilidade,
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menos geragao de coprodutos e fabricagao lucrativa (Belmonte-lzquierdo et al., 2023).
Segundo Choukade e Kango (2021) a produc¢do de FOS em larga escala pode ser
obtida utilizando sacarose como substrato e das enzimas B-D-frutofuranosidase (3-D-
FFases) e frutosiltransferase (FTases), ambas enzimas produzidas a partir de cepas
de alto rendimento.

As frutosiltransferases (FTases) sdo enzimas que transferem grupos frutosil para
moléculas de sacarose, apresentando alta atividade de transfrutosilacdo. As B-D-
FTases séo produzidas principalmente por microrganismos como fungos dos géneros
Aureobasidium, Penicillium e Aspergillus (Rawat et al., 2024). Podem ser secretadas
no meio de cultura, denominadas FTases solluveis, ou permanecer aderidas a parede
celular do microrganismo, conhecidas como FTases micelial (Ribeiro et al., 2024). A
sintese enzimatica € o principal método comercial para produzir FOS, utilizando
sacarose como substrato e enzimas frutosiltransferases (FTases, E.C.2.4.1.9) (Castro
et al., 2017; Antosova et al., 2008). Células biocataliticas in natura ou imobilizadas
também podem ser utilizadas na producao de FOS (Belmonte-lzquierdo et al., 2023).

Aimobilizagao consiste em confinar ou aderir fisicamente ou quimicamente a célula
microbiana, obtendo-se um biocatalisador com elevada atividade, especificidade,
seletividade e estabilidade (Dwevedi, 2016). Dessa forma, a imobilizagcdo é
considerada a técnica mais promissora para tornar a aplicagdo de enzimas
competitiva no setor industrial (Souza et al., 2017). Sendo mais vantajosa, pois elimina
a necessidade de extracado e/ou purificacdo prévia da proteina, utilizando a prépria
estrutura da biomassa como suporte natural do biocatalisador (Belmonte-lzquierdo et
al., 2023).

A imobilizacao de células por encapsulacao e reticulacéo tem permitido a criagdo
de biocatalisadores mais estaveis, com aplicacio potencial em biorreatores batelada,
leito fixo e fluidizado para a producédo de FOS (Dias et al., 2022; Gongalves et al.,
2020; Lorenzoni et al., 2015; Ribeiro et al., 2024; Zambelli et al., 2016).

Especificamente, a reticulagdo de células microbianas permite obter
biocatalisadores robustos e mais resistentes a agentes desnaturantes, como calor,
solventes organicos e pH extremos, além de reduzir o fendmeno de dessorcao da
enzima micelial (Ribeiro et al., 2024). O glutaraldeido é o reagente mais comumente
utilizado nesses processos de reticulagao, proporcionando biocatalisadores ativos e
estaveis (Barbosa et al., 2012; Gongalves et al., 2020; Mateo et al., 2007).
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Ribeiro et al. (2024) e Garcia et al. (2021) estudaram a reticulagdo com
glutaraldeido de células de Aspergillus oryzae IPT-301 e relataram elevada
estabilidade operacional e estabilidade da atividade de transfrutosilagdo por até 12
ciclos de reagdo em batelada. Isso demonstra que as células microbianas reticuladas
com glutaraldeido sédo biocatalisadores promissores para a implementacdo de um
sistema de produgao de FOS, mesmo que n&o tenha sido estudado sobre a otimizagéo
dos parametros no processo.

Neste contexto, torna-se necessaria a otimizagao da producgdo e implementagao
de sistemas em batelada que aumentem o volume de produgéo de FOS e diminuam
seus custos de producado. Para isso, faz-se necessario a utilizacdo de biocatalisadores
que apresentem estabilidades térmica e operacional com atividade de
transfrutosilagdo expressiva e que as condigbes reacionais empregadas sejam
favoraveis a maximizagao da produgao do FOS (Castro et al., 2017; Cunha et al.,
2019; Fogler, 2012; Jung et al., 2011; Perna et al., 2018).

Dessa forma, a aplicacdo da técnica de reticulagdo a biomassa catalitica de
Aspergillus oryzae IPT-301 concilia o uso de um método de imobilizagdo ainda nao
explorado visando a otimizagcédo dos parametros de produgao, apresentando assim a

possibilidade de obtencdo de um biocatalisador robusto para a producéo de FOS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho catalitico de células de Aspergillus oryzae IPT-301,
imobilizadas por reticulacdo em glutaraldeido durante o cultivo celular submerso e
avaliar suas estabilidades bioquimicas visando obter biocatalisadores heterogéneos

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

2.2  Objetivo Especifico
a) Avaliar a influéncia dos parametros operacionais do reator batelada (tempo,
velocidade de agitagéo e razdo massa de biocatalisador/volume de reagao) na
atividade de transfrutosilagdo do biocatalisador;
b) Obtencao dos parametros de desativagao térmica (cinéticos e termodinamicos)
do biocatalisador;

c) Analise e processamento dos dados experimentais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

Os fruto-oligossacarideos (FOS) comerciais sdo oligossacarideos de cadeia
curta, formados por unidades monossacaridicas, e sdo reconhecidos como prebidticos
devido aos seus efeitos benéficos sobre a microbiota intestinal. Seus principais
componentes incluem cestose (GF2), nistose (GF3) e 1-B-frutofuranosilnistose (GF4)
como mostra a Figura 1, a sintese enzimatica é o principal método comercial para
produzir FOS, utilizando sacarose como substrato e enzimas frutosiltransferases
(Ftases, E.C.2.4.1.9) (Antosova et al., 2008; Castro et al., 2017)

Figura 1- Produgdo de fruto-oligossacarideos a partir da sacarose pela

frutosiltransferase

_

Frutosiltransferase

Frutosiltransferase

Frutosiltransferase

Fonte:Macedo et al, 2020.

Muitas publicagdes de trabalhos com fruto-oligossacarideos sdo encontradas na
literatura e comprovam seus beneficios para saude humana e animal. Estudos
recentes examinaram os efeitos da ingestdo de FOS em individuos pré-diabéticos e
diabéticos, em que pacientes com diabetes do tipo 1 apresentaram menor diversidade
da microbiota, associada a alteragdes na permeabilidade intestinal (Roshanravan et
al., 2017; Ho et al., 2019; Guarner et al., 2024).
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Dessa forma, a ingestdo de prebidticos pode melhorar o controle glicémico e
reduzir a permeabilidade intestinal, e assim, diminuir a resisténcia a insulina em
pacientes diabéticos (Roshanravan et al., 2017). Outros trabalhos demonstraram que
a ingestdo de FOS pode reduzir a absor¢do de agucares simples e carboidratos
complexos na corrente sanguinea, diminuindo os niveis de glicose (Adriano et al.,
2019; Shimonaka et al., 2020).

No estudo de Choukade e Kango (2021), o uso in vitro de FOS mostrou potencial
anticancerigeno contra cancer de colon, induzindo diretamente genes apoptéticos,
responsaveis por eliminar células cancerigenas do organismo. De acordo com Euler
et al. (2005) apds suplementagéo de FOS na dieta de bebés saudaveis, a contagem
de bifidobactérias em microbiota intestinal foram estatisticamente maiores do que o
grupo de bebés que nao ingeriram o prebidtico.

Dados disponiveis mostraram que estudos com modelos celulares in vitro
sugeriram que os prebioticos favorecem a absorgdo de minerais como magnésio,
calcio, cobre e ferro no célon, aumentando a retencao 6ssea (Whisner; Castillo, 2018).
Existem ainda estudos que comprovam que os FOS sao anticariogénicos, ou seja,
nao sdo assimilados por Streptococcus mutans para a geragao de acidos e B-glucanos
insoluveis, responsaveis pela formagao de caries dentarias (Mutanda et al., 2014).
Quanto aos beneficios para saude animal, o consumo de FOS mostrou melhorias na
densidade 6ssea de ratos fémeas Winstar em crescimento, além de aumentar o
volume do fémur, além de melhorar a absorcdo de calcio e magnésio (Whisner;
Castillo, 2018)

Como edulcorantes, os FOS demonstram sabor similar e possuem um poder
adocante entre 40% e 60% em comparagao a sacarose, sendo equivalentes aos FOS
encontrados naturalmente em alimentos (Khuenpet et al., 2015; Santos-Moriano et al.,
2015). Além destes beneficios, suplementacdo alimentar com frutanos tem
demonstrado ser uma importante ferramenta para pacientes diagnosticados com
doenga celiaca, um disturbio digestivo e imunoldgico genético devido a ingestdo de
gluten, que afeta a absorgéo de nutrientes importante, como calcio, fosfato e vitamina
D (Corréa et al., 2024). Suplementacdo com FOS e inulina em criangas celiacas, em
dieta sem ingestao de gluten, promoveu o aumento de vitamina D e (Drabinska et al.,
2020)

Aincorporacédo de FOS na industria alimenticia é bastante vasta, estando presente

como ingrediente em formulas infantis, suplementos vitaminicos para idosos, doces,
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erva-mate e, também, sdo comercializados para consumo diario além de serem
aplicados em ragbes para animais domésticos (Guarner et al., 2024; Verified Market
Reports, 2024). Estudos vem testando a substituicao parcial da sacarose por fruto-
oligossacarideos em bolos, paes, iogurtes e até mesmo, produtos derivados de carne
(Corréa et al., 2024).

O mercado nutracéutico, em 2019, foi avaliado em US$ 382,51 bilhdes. Com
perspectiva de crescimento de 8,3% ao ano de 2020 até 2027, resultando em US$
722,5 bilhes em 2027 (Research, 2020). Ja no ano de 2022, foi avaliado em US$ 7,2
e deve atingir US$ 22,92 bilhdes até 2032, cuja taxa de crescimento anual esta
estimada em 12,43 % de 2023 a 2032 (Verified Market Reports, 2024). A Europa
mantém uma parcela significativa do mercado do FOS devido ao seu elevado
consumo de probidticos presentes em produtos dietéticos e de nutricdo infantil. Em
seguida, tem-se a América do Norte e Asia. H4 uma perspectiva de crescimento de
11,2% entre os anos de 2020 e 2025 no mercado global de fruto-oligossacarideos
(Mordor Intelligence, 2020; Research and Market, 2024). No Brasil ainda nao se
encontra tecnologia eficaz para a producdo de FOS em larga escala que seja
proporcional a demanda existente, tendo que ser importado. Os custos relacionados
a produgdo enzimatica e ao rendimento reacional apresentam desafios perante o
escalonamento do processo. Por outro lado, o Brasil € um dos maiores produtores de
sacarose, matéria prima largamente utilizada para a producdo de FOS (CONAB,
2025).

De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento, a expectativa
€ que o Brasil permaneca na lideranga da produ¢ao mundial de agucar na safra atual
2023/24, com estimativa de mais de 637,1 milhdes de toneladas produzidas. Segundo
o levantamento, a fabricacédo de acucar devera chegar a 38,77 milhdes de toneladas,
sendo a segunda maior ja registrada na série histérica, perdendo apenas para a
temporada de 2020/21 quando foi estimada em 41,25 milhdes de toneladas (CONAB,
2023).

Uma analise bibliométrica foi realizada utilizando as plataformas Web of Science,
PubMed, SciELO, Lilacs e CAPES, tendo como fonte de pesquisa as palavras-chave
“Fructooligosaccharides; Frutooligosacarideo; Fruto-oligossacarideo e FOS”. O
processamento dos dados foi feito no software VOSviewer®, que aplica métodos
quantitativos apoiados em ferramentas matematicas e estatisticas para mensurar

inter-relagdes entre publicagdes. Como o VOSviewer gera automaticamente os mapas
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de sobreposic¢ao a partir dos titulos e palavras-chave originais dos artigos publicados

majoritariamente em inglés as imagens resultantes  apresentam-se

predominantemente nesse idioma. O levantamento identificou que o termo analisado
foi utilizado como palavra-chave em 1.477 artigos entre os anos de 2023 e 2025,

abrangendo diversos subtemas, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2- Analise bibliografica: Visualizacdo de sobreposi¢cao para artigos do
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Fonte: Da Autora utilizando o software VOSviewer®

O termo " Fructooligosaccharides" aparece no centro da rede e € o0 mais
destacado, enfatizando que esta fortemente relacionado com os demais topicos.

Outros termos importantes como "inulin", "prebiotics", "probiotics" e "Gut
microbiota" entdo préximos, indicando que os estudos sobre FOS estao intimamente
ligados com pesquisas sobre prebioticos, probidticos e saude intestinal. A proximidade
entre termos indica alta relacdo em publicagbes, o que pode refletir areas
interconectadas de estudo, afirmando os beneficios do FOS e seu efeitos na saude
humana.

By

Destaca-se também o termo relacionado a otimizagdo "optimization”,

evidenciado por sua menor concentracdo de conexdes e menor numero de
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publicagdes associadas. Isso sugere que, embora o interesse cientifico em aspectos
funcionais e nutricionais dos FOS seja expressivo, os estudos focados na otimizagao
de processos, etapa critica para viabilizar a produgao em escala industrial ainda sao
limitados. Essa escassez pode estar relacionada a complexidade de se manter
estabilidade operacional e rendimento em condi¢gées otimizadas, o que exige um
controle rigoroso de variaveis como pH, temperatura, atividade enzimatica e substrato.
Portanto, esse nicho representa uma lacuna relevante na literatura atual e um

potencial campo de desenvolvimento tecnoldgico.

3.2 FRUTOSILTRANSFERASE

A producdo de fruto-oligossacarideos por micro-organismos depende da
atividade de enzimas frutosiltransferases (FTases), que catalisam a transferéncia de
unidades de frutose a partir da sacarose, formando ligagées glicosidicas especificas,
como B(2—1), B(2—6) e B(2—6G), que determinam o tipo de FOS gerado e seu
potencial funcional (Belmonte-izquierdo et al., 2025; WU et al., 2025). A Tabela
1 apresenta uma comparagao entre diferentes micro-organismos produtores de
FTases, destacando suas caracteristicas cataliticas, produtos principais e condi¢oes
ideais de atividade, com base em estudos recentes que visam otimizar a produgao de

FOS para aplicagbes industriais e nutricionais.

Tabela 1- Micro-organizamos produtores de frutosiltransferases

(continua)
Micro- Tipo de EC Produtos Tipo de Referéncia
organismo Enzima Nuamero Principais Ligacao
Aspergillus  Frutosiltra  EC 1-kestose, B(2—1), WU et al., 2025
niger FS054 nsferase 24.1.9 nystose, B(2—6)
blastose

Aspergillus  Frutosiltra  EC 1-kestose, B(2—1) BELMONTE-
oryzae IPT- nsferase / 2.4.1.9 / nystose, IZQUIERDO et al.,
301 B- EC DP5 2025

frutofuran 3.2.1.26

osidase
Aureobasidi  Frutosiltra  EC 1-kestose, B(2—1) BELMONTE-
um nsferase 2419 nystose IZQUIERDO et al.,

pullulans 2025
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Tabela 1- Micro-organizamos produtores de frutosiltransferases

(concluséao)

Micro- Tipo de EC Produtos Tipo de Referéncia
organismo Enzima Niumero Principais Ligacao
Schwannio B- EC 6-kestose, B(2—6), BELMONTE-
myces frutofuran 3.2.1.26 blastose B(2—6G) I1ZQUIERDO et al.,
occidentalis  osidase 2025

com

atividade

FTase
Xanthophyll  6G- EC neo- B(2—6G) BELMONTE-
omyces frutofuran 3.2.1.26 kestose, IZQUIERDO et al.,
dendrorhou  osidase blastose 2025
S

Fonte: Da autora, 2025.

A cepa Aspergillus niger FS054 demonstrou alta atividade enzimatica (3422 U/L)
sob condigbes otimizadas de fermentag¢ao, com produgao predominante de 1-kestose,
nystose e blastose, ligadas por ligagbes B(2—1) e B(2—6) (WU et al., 2025).
Aspergillus oryzae IPT-301, estudado por Belmonte-lzquierdo et al. (2025),
apresentou atividade tanto de FTase quanto de B-frutofuranosidase, com producéao de
FOS de maior grau de polimerizagao (DP3 a DP5), incluindo 1-kestose e nystose.

A diversidade de ligagbes glicosidicas observadas — p(2—1), B(2—6) e
B(2—6G) reflete a especificidade enzimatica de cada micro-organismo, o que é
essencial para aplicagdes industriais voltadas a producido de FOS com propriedades
funcionais diferenciadas (WU et al., 2025). A frutosiltransferase (FTase) € uma enzima
amplamente utilizada na sintese de fruto-oligossacarideos, sendo adequada para
aplicacdes industriais desde que as reagdes desejaveis sejam favorecidas em altas
concentragbes de sacarose, como demonstrado por Charoenwongpaiboon et al.
(2024), que obtiveram rendimentos de até 45% na produgdo de FOS utilizando
sacarose como substrato. O mecanismo de acdo dessa enzima depende da sua
origem: quando derivada de plantas ou de certos micro-organismos, sua atividade
ocorre em conjunto com outras enzimas, como endo-hidrolases, formando sistemas
enzimaticos acoplados (Tian et al., 2014; Porras-Dominguez et al., 2017).

Por outro lado, em micro-organismos especificos, como Erwinia

tasmaniensis ou Bacillus subtilis, a frutosiltransferase atua de forma independente,
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sem necessidade de enzimas auxiliares, sendo capaz de catalisar a sintese de FOS
por si s6 (Charoenwongpaiboon et al., 2024; Raga-Carbajal et al., 2018). Como
membro da classe das transferases, a frutosiltransferase catalisa a transferéncia de
grupos frutosil de uma molécula doadora (geralmente sacarose) para uma molécula
aceitora, formando ligagdes glicosidicas especificas, como B(2—1) ou (2—6), que
definem o tipo de FOS produzido (Costa et al., 2022; Phengnoi et al., 2020). Essa
atividade é essencial para a geracao de oligossacarideos com diferentes graus de
polimerizagao, os quais apresentam propriedades prebioticas e funcionais relevantes,
como atividade antioxidante, imunomodulacao e efeitos anti-inflamatérios intestinais
(Capitan-Canadas et al., 2016; Pasqualetti et al., 2014; Biedrzycka & Bielecka, 2004).

3.3 MECANISMO PARA A PRODUGCAO DE FOS

O mecanismo detalhado para a formacao de FOS a partir da sacarose foi
estudado por Jung et al. (1989) que indicaram que a formacdo de FOS ocorre
mediante um conjunto de reagdes consecutivas:

GFn + GFn - GFn—1 + GFn+1

onde: n (inteiro) > 1, G e F é porgcao de glucopiranosil e frutofuranosil na molécula de
sacarose, respectivamente.

Duan et al. (1994), baseados no estudo realizado por Jung et al. (1989),
propuseram o estudo cinético para a atividade de uma frutosiltransferase. O
mecanismo de reacdo catalisada pela enzima envolvida na produgcdo de FOS é

apresentado nas equacgdes 1 a 4:

2GF - GF2 + G (1)
2 GF2 - GF3 + GF (2)
2 GF3 - GF4 + GF2 (3)
GF3 » GF2 + F 4)

A inibicdo competitiva da glicose foi incluida nas equagbes (1 a 3), tendo
sacarose (GF), 1- kestose (GF2) e nistose (GFs) como substratos das reacgbes
catalisadas pela frutosiltransferase. A inibigdo dos substratos inclui-se na equagéao (1)

para a reagao de transfrutosilagdo de sacarose e equagado (4) para a reagao de
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hidrolise da nistose. Refletindo a complexidade do sistema enzimatico, onde a

competicdo entre substrato e produto interfere diretamente na eficiéncia da sintese.

3.4 CELULAS COM ATIVIDADES DE TRANSFRUTOSILAGCAO

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

Nascimento et al. (2019) estudaram uma nova cepa, Aspergillus carbonario PC-
4, para a produgao de células FTase, variando fontes de carbono e de nitrogénio de
baixo custo. Os resultados obtidos mostraram que a coroa do abacaxi foi a melhor
fonte de carbono utilizada, com atividade de 14,6 U mL-1 apds 5 dias de cultivo,
enquanto nitrato de amonio e proteina de soja foram as melhores fontes de nitrogénio
para a produgdo de FTase, com 24,0 U mL-1 e 24,9 U mL" , respectivamente, de
atividade.

Ribeiro et al. (2024) também imobilizaram células de A. oryzae IPT-301 por
reticulagdo com glutaraldeido, e obtiveram melhores resultados para a imobilizagao
realizada nas condicoes de 200 rpm e 45 min. O biocatalisador foi inserido em reator
de leito fixo (PBR) e os maiores valores de atividade foram encontrados nas condigées
de 50°C, vazdo entre 3 mL' e 5 mL"" e concentragdes de sacarose entre 473 gL' e
500 g L™". Além disso, foi observada uma atividade constante de aproximadamente 75
U-g™" durante 12 horas de reagao em um reator de leito fixo (PBR) operando em fluxo
continuo. Utilizando o mesmo fungo imobilizado com glutaraldeido, Garcia et al.
(2021) relataram que, apdés 12 ciclos de operagcdo em batelada, as células
imobilizadas mantiveram 88,9% da atividade inicial de transfrutosilagao,
demonstrando maior estabilidade em comparacgao as células livres, que conservaram

apenas 50,3% da atividade no mesmo ensaio.
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3.5 IMOBILIZAGAO

A utilizacdo de microrganismos em sua forma livre pode apresentar diversos
problemas como o alto custo de sua produgao e purificagdo, baixa estabilidade
operacional, impossibilidade de reutilizagao, entre outros fatores (Gongalves et al.,
2020; Souza et al., 2017). A imobilizagao consiste no confinamento fisico das células
em um espaco definido, onde suas atividades cataliticas sdo mantidas em processos
de atuacdo continua ou descontinua, propiciando sua reutilizagédo (Covizzi et al.,
2007). Com isso, o processo de imobilizagdo de células tem sido uma alternativa para
produgdes, que utilizam microrganismos, em escala industrial.

Existem diversos métodos e suportes de imobilizacéo, e a escolha correta dessas
variaveis interferem na eficiéncia do processo. Dentre os métodos de imobilizagao
celular os mais utilizados sao: ligagao a superficie, auto agregacao e aprisionamento
em matrizes porosas (Kourkoutas et al., 2004; Queissada; Silva, 2020).

A imobilizacao de células microbianas, tem permitido um aumento significativo
nas estabilidades térmica e operacional das Ftases miceliais (Huang et al., 2016;
Ribeiro, et al., 2024). Ftases miceliais de A. oryzae IPT-301 tem apresentado maiores
atividades de transfrutosilagdo, em comparagao a outras dezessete linhagens de
fungos filamentosos avaliadas (Cuervo-fernandez et al., 2007). O uso dessas células
como biocatalisadores proporciona ao meio reacional os sitios ativos imobilizados no
seu suporte natural, oferece resisténcia ao arraste da enzima, aumentando assim a
estabilidade operacional e facilitando a separagdo do meio de reagao mediante
(Ganaie et al., 2014; Garcia et al., 2021; Ribeiro et al., 2024).

As células inteiras do micro-organismo imobilizadas, sdo biocatalisadores
promissores para a implementacdo de um sistema de producdao de FOS,
especialmente em biorreatores, que proporcionam um maior contato efetivo entre o
substrato e o biocatalisador (Fogler, 2012). No entanto, o biorreator deve ser projetado
e operado para minimizar as limitagdes de transferéncia de massa e evitar a presencga
de caminhos preferenciais ou volumes mortos, a fim de maximizar a produgao de FOS.

Quando a palavra “Immobilization; imobilizacdo” é adicionada a busca na
analise bibliométrica, o niumero de artigos relacionados €é reduzido a 48 artigos nos
anos de 2012 a 2024 que incluem ambas as palavras-chaves, como mostra o

Apéndice A de [1] — [48]. Ao adicionar “Reactor; Reator; Biorreator” o numero decai
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para 31 artigos publicados, como mostra o apéndice A de [49] — [79], e como podemos

ver nas figuras 3 e 4.

Figura 3- Anadlise bibliografica: Visualizacdo de sobreposi¢do para artigos do
periodo de 2012 a 2025 wusando as palavras-chaves:
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Fonte: Da Autora utilizando o software VOSviewer®

Figura 4- Andlise bibliografica: Visualizagdo de sobreposi¢céo para artigos do
periodo de 2012 a 2025 wusando as palavras-chaves:
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Em ambas as analises bibliométricas, o termo que se mantem presente
relacionando as palavras-chaves esta relacionado a estabilidade, o que nos diz que o
gargalo do processo para produgédo do FOS é a sua estabilidade durante o processo
de otimizacdo para reducio de custos.

O uso da célula integra do micro-organismo como biocatalisador remove a
necessidade de uma etapa de purificagdo para obtencdo da enzima, diminuindo os
passos do processo e o tornando mais barato e rapido (Castro et al., 2017)

A imobilizagdo de células € definida como a técnica de fixacdo de
células microbianas, visando aumentar a estabilidade da célula e possibilitar sua
utilizagdo como biocatalisador, podendo ser feita por aprisionamento em uma matriz

solida, retengdo por uma membrana ou reticulacao celular (Krashan et al.,2016).

3.6 IMOBILIZAGAO POR RETICULACAO

Entre as diversas técnicas de imobilizagao, a reticulagao entre as células possui
a vantagem de aproveitar a propria estrutura celular como um suporte e ndo exigir o
uso de um segundo suporte fisico, necessitando apenas de um agente quimico que
promova liga¢des cruzadas entre as células, como o glutaraldeido (Migneault et al.,
2004).

Garcia et al. (2021) investigaram a reticulagéo de células de A. oryzae IPT-301
com glutaraldeido e observaram elevada estabilidade operacional, além da
preservagao da atividade de transfrutosilacdo ao longo de 12 ciclos consecutivos em
batelada. Esses resultados evidenciam o potencial das células microbianas
reticuladas como biocatalisadores promissores para sistemas de producgao de fruto-
oligossacarideos (FOS), mesmo na auséncia de estudos voltados a otimizagcado dos
parametros do processo. E importante ressaltar que, em comparagdo com outras
técnicas de imobilizacao, a reticulagao utiliza a prépria estrutura celular como suporte,
eliminando a necessidade de materiais externos que podem causar restricoes
disfuncionais. (Ribeiro et al., 2024).

Em uma analise bibliométrica ndo ha muitos trabalhos que relacionem a
reticugdo com gluteraldeido a produgéo de FOS, no Apéndice A constam apenas dois
artigos como uma ligacao direta ao assunto, tendo sucesso na producédo de FOS em

reatores batelada e continuo, sendo eles trabalhos do mesmo grupo de pesquisa, 0
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Grupo de Pesquisa em Tecnologia Enzimatica e Bioprocessos da Universidade
Federal de Alfenas.

Embora o glutaraldeido seja frequentemente considerado um gargalo na
imobilizagdo de células produtoras de FOS, devido a sua toxicidade potencial (Kang,
2016), estudos recentes demonstram que o glutaraldeido, quando utilizado como
agente de reticulagdo ou imobilizagdo, pode aumentar a estabilidade térmica,
resisténcia ao pH e permitir multiplos ciclos de reutilizagdo sem perda significativa de
atividade enzimatica (Abd-elnaeem et al., 2025; Mulualem et al., 2025). Em particular,
Mulualem et al. (2025) mostraram que enzimas reticuladas com glutaraldeido
mantiveram até 69% da atividade apdés 12 ciclos de reutilizagédo, reforcando a
seguranga e eficiéncia do composto em sistemas biotecnologicos.

O avango de métodos analiticos e tecnologias permite a detecgédo rapida e
sensivel da presencga de glutaraldeido. Diversas abordagens, baseadas em principios
distintos, tém sido propostas para essa finalidade, conforme apresentado no Apéndice
B.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 PRODUGAO E IMOBILIZAGAO DE CELULAS MICROBIANAS

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

A biomassa catalitica foi produzida por cultivo celular submerso a partir do fungo
A. oryzae IPT-301 utilizando meio de cultura sintético, pH 5,5, constituido por:
sacarose (150 g L"), extrato de levedura (5,0 g L"), NaNOs (5,0 g L"), KH2PO4 (2,0 g
L"), Mg2S04.7H20 (0,5 g L"), MnCl2.4H20 (0,3 g L") e FeS04.7H20 (0,01 g L"). Um
volume de 50 mL do meio de cultura foi adicionado em frascos Erlenmeyers, vedados
com algodao e esterilizados em autoclave por 15 minutos a 120 °C e 2,022 atm. Os
frascos foram incubados em agitador orbital do tipo shaker, inoculando-se 500 mL de
suspensdo de esporos na concentragdo de 1 x 107 esporos mL-'. O cultivo celular foi
conduzido a 30 °C e 200 rpm ao decorrer de 64 horas de processo, utilizando sacarose
comercial como principal fonte de carbono (Cuervo-fernandez et al., 2007; Cunha et
al., 2019; Ottoni et al., 2012). O conteudo total do frasco foi filtrado a vacuo e o material

retido (biomassa catalitica) foi lavado abundantemente com agua destilada.

4.1.2 Imobilizagdo de células integras com glutaraldeido

Os ensaios de imobilizagao das células integras foram realizados de acordo com
a adaptacao dos métodos de reticulagao descritos por Garcia (2018), Garcia et al.
(2021) e Goncalves et al. (2020). Em frasco Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados
1,5 g de biomassa umida, oriunda do cultivo celular submerso ap6s filtragéo a vacuo.
Posteriormente, adicionou-se solugdo aquosa de glutaraldeido 25 % (v.v)
(Dinamica®), previamente dissolvido em solugdo tampéo tris-acetato 0,2 mol L,
totalizando um volume reacional de 150 mL. A reacdo de imobilizacao foi conduzida
por 60 minutos em agitador orbital do tipo shaker (Tecnal®, modelo TE 4200) e
finalizada, por mais 30 minutos, pela adicdo de 1,5 mL de borohidreto de sédio
(NaBH4) (Neon®) 100 g L', previamente dissolvido em 40 solugdo 1 x 10-3 mol L' de
hidroxido de sédio (NaOH) (Dinédmica®).
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Ao término da reagcdo de imobilizagdo, a suspensao resultante foi
cuidadosamente filtrada a vacuo utilizando papel de filtro do tipo Whatman n°1 com
didametro de 90 mm. As células imobilizadas (Figura 5) foram lavadas abundantemente
com agua destilada e preservadas sob refrigeragédo a 4°C em solugdo tampéao tris-

acetato 0,2 mol L-1 (pH 5,5) para a realizagdo dos ensaios de atividade enzimatica.

Figura 5- Comparagdo de células de Aspergillus oryzae IPT-301 (A) nao

imobilizadas e (B) imobilizadas por reticulagdo com glutaraldeido

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Legenda: a) Células integras de Aspergillus oryzae IPT-301 nao reticuladas
b) Células integras de Aspergillus oryzae IPT-301 reticuladas com solugéo de
glutaraldeido (25 %, v.v'")

4.2 AVALIAGAO DAS VARIAVEIS NO PROCESSO DE ESTABILIDADE EM

REATOR

4.2.1 Planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR)

Um planejamento experimental do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) foi aplicado para complementar os estudos de otimizagdo das

variaveis de imobilizacdo, cuja matriz de experimentos foi elaborada pelo Protimiza ®
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(Tabela 1). Foram realizados 11 ensaios com triplicata no ponto central para o estudo
de dois fatores (velocidade de agitagdo e massa de biomassa), cada um composto
por trés niveis. O modelo estatistico para a superficie de resposta foi ajustado para a
variavel resposta (Y) e (2) isto é, a atividade de transfrutosilagdo das células integras

reticuladas (U.g™") e concentragdo de glicose (g.L), respectivamente.

Tabela 1- Matriz de experimentos contendo valores codificados e reais para as
variaveis de massa e agitagao em reator batelada. Planejamento experimental do tipo

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

Ensaio Massa (g) Velocidade (rpm) Massa (cod.) Velocidade (cod.)
1 1 150 -1 -1
2 3 150 1 -1
3 1 250 -1 1
4 3 250 1 1
5 1 200 -1,41 0
6 3 200 1,41 0
7 2 150 0 -1,41
8 2 250 0 1,41
9 1,5 175 -1,41 -1,41
10 2,5 225 1,41 1,41
11 2 200 0 0

Fonte: Elaborada pela autora utilizando Protimiza ®.

4.2.2 Ensaios de estabilidade operacional em reator batelada

A biomassa catalitica imobilizada por reticulagdo foi adicionada em meio
reacional contendo 3,7 mL de solucao de sacarose comercial 47 % (m/v) e 1,2 mL de
tampédo tris-acetato 0,2 mol L', pH 5,5, a 50°C. A atividade enzimatica do
biocatalisador heterogéneo foi avaliada mediante a coleta de amostras em intervalos
de tempo predefinidos ao decorrer de 48 h de reacdo em modo batelada. Foram
obtidos dados experimentais para elaboracdo dos perfis de atividade enzimatica,
consumo de substrato e formacgao de produto para diferentes velocidades de agitacao

e concentracdo de biomassa. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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4.2.3 Ensaios de estabilidade térmica

Aproximadamente 1,5 g de células biocataliticas, foi adicionado em frascos tipo
Erlenmeyer com 150 mL de solugdo de meio reacional, pH 5,5, constituido por
sacarose comercial 473 g L-'. Os frascos foram incubados em banho Dubnoff (Lab-
Line®, modelo 3540) variando a temperatura, em 190 rpm por 48h. A atividade
enzimatica do biocatalisador foi avaliada mediante a coleta de amostras em intervalos
de tempo predefinidos ao decorrer do tempo em modo batelada nas temperaturas de
40, 45, 55 e 60 °C. Foram obtidos dados experimentais para a (i) obteng¢ao dos perfis
de atividade enzimatica em diferentes temperaturas reacionais e (ii) estimativa dos
parametros cinéticos (tempo de meia-vida, constante de desativacdo térmica de
primeira ordem e energia de desativagao térmica) e termodinamicos (variagdes de
energia de Gibbs, entalpia e entropia de desativacdo térmica) de acordo com
procedimentos descritos por Saqib et al. (2010), Ferreira et al. (2018), Gongalves et
al. (2020) e Araujo et al. (2022). Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Foram avaliados a influéncia de diferentes velocidades de agitacéo (150, 175,
200, 225 e 250 rpm) no processo de estabilidade operacional em reator batelada. Os
ensaios foram realizados conforme método descrito no Topico 4.2.2.

A estimativa da constante de desativagdo térmica ko (min™") foi realizada por
meio do ajuste de curvas utilizando splines cubicos suavizados aos dados de
atividade residual em fungao do tempo de incubacao (Equagao 5). Essa abordagem
nao pressupde um modelo cinético especifico, como o proposto por Sadana e Henley
(1987), mas sim utiliza uma interpolagao polinomial segmentada que permite capturar
com maior precisao a variagao da atividade enzimatica ao longo do tempo, mesmo
em sistemas com comportamento nao linear ou com ruido experimental (Maisincho
Asqui et al., 2022)

Para isso, os dados de atividade foram transformados em logaritmo natural, e a
funcao spline foi ajustada sobre In(At) em fungdo do tempo. A derivada da spline
representa a taxa de variagdo da atividade logaritmica, e a constante de inativacéo

térmica foi estimada como.

d
kp = T In(At) |¢=¢, (5)
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onde At é a atividade de transfrutosilagdo no tempot, eto € o tempo inicial da
incubagéo. Essa abordagem permite uma estimativa local de ko, reduzindo o impacto
de ruidos experimentais e variagdes nao lineares nos dados.

A partir dos valores encontrados de kb, foi possivel determinar a energia de
ativacdo de desnaturagéo térmica, Ep (kJ mol™), para as células imobilizadas por

reticulagao, realizando a linearizagao da Equagao de Arrhenius (Equagéao 6).

Ep
In (kp) = In (A7) — 27 (6)

O tempo de meia-vida (t:, em min), as variagbes de entalpia de ativacao de
2

desnaturacdo térmica (AHb, em kJ mol™), energias de Gibbs de ativagdo de
desnaturagao (AGp, em kd mol™) e variagdes de entropia de ativagdo de desnaturagao
térmica (ASp, em kJ mol™ K™) foram calculados utilizando as Equacgbdes (7) — (10),
respectivamente, onde h é a constante de Planck (11,04 x 107*¢ J-min), ks é a
constante de Boltzmann (1,38 x 107> J-K™), R é a constante universal dos gases
ideais (8,314 J-mol™"-K™") e T refere-se aos valores experimentais de temperatura (K)
(Faria et al., 2021; Saqid et al., 2010; Souza et al., 2015).

_ In(2)
7 ko @
AHp, = E p— RT (8
kph
AGp, = (—RT) Zn(k’; T) 9)
A4S, = M (10)

T

4.2.6 Ensaios para avaliagao da concentragcao de biomassa

Foram avaliados a variagédo de diferentes massas de biomassa (1, 1.5,2,2.5e
3 g) no processo de estabilidade operacional em reator batelada. Os ensaios foram

realizados conforme método descrito no Topico 4.2.2.
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4.2.7 Analise estatistica

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

os dados experimentais, verificando-os um a um.

4.2.8 Analise Bibliométrica

A analise bibliométrica foi conduzida com o objetivo de mapear o panorama
cientifico relacionado a produgdo de fruto-oligossacarideos (FOS), técnicas de
imobilizacao celular e aplicagdo em sistemas reacionais. Para isso, foram utilizadas
as bases de dados cientificas Web of Science, PubMed, SciELO, Lilacs e o portal de
periddicos da CAPES, abrangendo literatura nacional e internacional.

Os dados obtidos foram processados no software VOSviewer®, ferramenta
especializada em analise bibliométrica e visualizagdo de redes cientificas. O
VOSviewer aplica métodos quantitativos baseados em estatistica e matematica para
mensurar a co-ocorréncia de termos, autores e publicagdes. A partir dos titulos e
palavras-chave dos artigos, foram gerados mapas de sobreposi¢do que evidenciam

as relacdes entre os temas pesquisados.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica de transfrutosilagdo (At) foi determinada conforme
procedimento descrito por Cuervo-Fernandez et al. (2007), Ottoni et al. (2012) e
Cunha et al. (2019). Para isso, 1g do biocatalisador (células microbianas imobilizada),
foi incubado com 3,7 ml de solugdo de sacarose 47 % (m v'') e 1,2 ml de tampao tris-
acetato 0,2 mol L', pH 5,5. A reacao foi conduzida em banho Dubnoff a 50 °C, 190
rpom por 1 h e interrompida pela imersdo do meio reacional em agua em ebulicdo por
10 min, seguido por resfriamento em banho de agua e gelo por 5 min para
desnaturacdo enzimatica. Uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilagdo foi

definida como a quantidade de enzima que transfere um micromol (1 ymol) de frutose
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por minuto sob condigbes experimentais estabelecidas (Cunha et al., 2019; Gongalves
et al., 2020).

Posteriormente, o meio reacional foi filtrado a vacuo e as concentragbes de
acucares redutores e glicose foram quantificadas. A atividade AT (em U g-1 foi

calculada pela Equacéo (11)

Ap =T (11)

trMms
Em que Fr é a concentragédo molar de frutose transfrutosilada (em pmol L), Vr
é o volume do meio reacional (em L), tr o tempo de reacdo (em min) e mms se refere a

massa seca (em g) das células biocataliticas.

4.3.2 Determinacio da concentracao de agucares redutores

Para a quantificagdo da concentragao de agucares redutores (AR), presentes no
meio reacional, utilizou-se o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) adaptado de
Miller (1959), conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragao (2013). A solugéo de
DNS (Solugéao A) foi preparada pela dissolugao de 10,0 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
(C7H4N20O7) em 200,0 mL de solugéo 2 mol L-1 de hidréxido de sédio (NaOH).

Paralelamente, foi preparada 500 mL de uma solu¢ao aquosa (Solugcao B)
constituida por 600 g L-1 de tartarato duplo de sédio e potassio (KNaC4H406.4H20).
Apos a dissolugdo, ambas as solugdes (A e B) foram misturadas e levadas ao agitador
magnético com aquecimento (TECNAL®, modelo TE-0856) numa temperatura de
aproximadamente 40°C até homogeneizagao total. O volume final da mistura foi
aferido para 1 L em baldo volumétrico (Solugao DNS). A quantificagao dos ARs foi
realizada pela adi¢ao, em tubo de ensaio, de 500 uL da amostra oriunda da reagao
enzimatica, em 500 pL da solugdo DNS.

A reacao foi conduzida em banho maria a 100 °C por 15 min e interrompida por
resfriamento em banho de agua e gelo por 5 min, seguido pela adigdo de 4,0 mL de
agua destilada. Posteriormente, aliquotas do meio reacional foram analisadas com
auxilio de espectrofotometro (Bel®, modelo UVM51) a 540 nm usando cubeta de vidro,
visando medir as absorvancias e, consequentemente, determinar as concentracoes
dos ARs mediante auxilio da curva de calibragéo obtida para o método DNS. O mesmo
procedimento analitico foi realizado para a obtengao do branco (amostra controle),

porém, substituindo a amostra, oriunda da reagéo enzimatica de transfrutosilagao, por
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agua destilada. A concentracéo de frutose transfrutosilada (transferida) (FT) no meio
reacional foi determinada pela Equacéo (12) (Chen et al., 1996; Cunha et al., 2019;
Garcia et al., 2021; Gongalves et al., 2020). A curva de calibragdo assim como a

descricdo da metodologia se encontra no Apéndice D.

[FT] = 2[G] — [AR] (12)

4.3.3 Determinacao da concentracao de glicose

Para a quantificagdo da concentragao de glicose (G), presente no meio reacional,
utilizou-se o método GOD-PAP® (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al.
2021; Ganaie; Lateef; Gupta, 2014; Gongalves et al. 2020; Vega, Zuniga-Hansen,
2011). O método consiste em um kit enzimatico contendo glicose oxidase (GOD),
peroxidase (POD), 4- aminofenazona (4-AF), tampao fosfato pH 7,0 e 4-
hidroxibenzoato. A oxidacdo da glicose pela glicose oxidase produz peroxido de
hidrogénio, oxidado por meio da peroxidase que, em conjunto com o 4-AF e o 4-
hidroxibenzoato, produzem coloragao rosacea ou vermelha (Bobbio; Bobbio, 2005;
Wong; Wong; Chen, 2008). O kit enzimatico utilizado no presente trabalho foi da marca
Laborlab®. A quantificagdo da glicose no meio reacional foi realizada pela adigdo, em
microtubos tipo Eppendorfs®, de 10 uL da amostra, oriunda da reagao 43 enzimatica,
em 1,0 mL de solugéo reagente (kit enzimatico). A reagéo foi conduzida em banho
Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232) a 37 °C por 5 min. As absorbancias foram
medidas com o auxilio de espectrofotémetro UV-Visivel monofeixe (Bel Engineering®,
modelo UV-M51) a 505 nm e, posteriormente, utilizadas para a obtencdo das
concentragdes de glicose no meio reacional por meio do “fator f* estimado a partir da
amostra padrdao fornecida pelo fabricante. O mesmo procedimento analitico foi
realizado para a obtencdo do branco (amostra controle), porém, substituindo a

amostra, oriunda da reagao enzimatica, por agua destilada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ESTABILIDADE EM REATOR BATELADA

Conforme apresentado na Figura 6, a concentragédo de glicose aumentou ao
longo do tempo. O aumento da concentragao ao longo do tempo pode ser devido ao
maior tempo de contato entre substrato e complexo enzimatico no microambiente
celular e temperatura, fatores que levam ao aumento significativo da velocidade de
reacao (Muchendu, 2024). No entanto, essa mesma reagao pode ser afetada pelo
aumento de subprodutos no meio que podem se ligar a sitios inativos, alterando a
estrutura e consequentemente diminuindo a atividade enzimatica (Manikandan;
Nagini, 2018).

Figura 6- Concentragéo de glicose (g-L™') em ao longo do tempo de ensaio
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software Origin®

Gongalves et al. (2020) utilizaram células biocataliticas imobilizadas por
reticulacdo do fungo A. oryzae IPT-301 para avaliar o efeito da temperatura do meio
reacional na atividade enzimatica. Os dados experimentais indicaram que a taxa de
hidrélise da sacarose foi significativamente maior na faixa de temperatura entre 30 °C
e 35°C. Para a analise estatistica, foi aplicada uma Analise de Variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de comparagbes multiplas de Tukey HSD (Honest Significant
Difference), a fim de identificar diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais. Esses testes tem como objetivo verificar se existem diferengas

significativas entre as concentragdes nos diferentes tempos de coleta.
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A estatistica F obtida foi de 0,121, e o p-valor associado foi de 0,886. Como o p-
valor é significativamente maior que o nivel de significancia comumente adotado (a =
0,05), ndo ha evidéncias suficientes para rejeitar a hipotese nula. A hipétese nula da
ANOVA afirma que nao ha diferengas significativas entre as médias das

concentracodes verificadas.

5.2 ESTUDO CINETICO E TERMODINAMICO DA ESTABILIDADE ENZIMATICA

A estabilidade térmica de enzimas é um fator determinante para sua aplicagéo
em processos industriais, especialmente aqueles que envolvem temperatura e longos
tempos de operacgao. Neste trabalho a cinética de inativagdo enzimatica foi modelada
utilizando o modelo ajuste de curvas utilizando o método matematico de splines
cubicos suavizados programado em python como mostra o Apéndice C, que utiliza
uma interpolagao polinomial segmentada que permite capturar com maior precisao a
variagdo da atividade enzimatica ao longo do tempo, mesmo em sistemas com
comportamento nao linear ou com ruido experimental (Maisincho Asqui et al., 2022)

O modelo foi ajustado aos dados experimentais de atividade enzimatica residual
(AT/A,) obtidos em quatro temperaturas distintas: 40°C, 45°C, 55°C e 60°C, como
mostra da Figura 7. Os coeficientes de determinacéo (R?) variaram entre 0.98 e 0.99,
indicando que o modelo descreve adequadamente a cinética de desativacio térmica.

O grafico gerado evidencia a tendéncia de queda da atividade enzimatica com o
tempo, sendo essa redugado significativamente mais acentuada em temperaturas
elevadas. Esse comportamento € caracteristico da desativagdo térmica enzimatica,
que ocorre quando o calor promove alteracdes estruturais irreversiveis na enzima,
comprometendo sua fungao catalitica (Assis et al., 2021). A elevagao da temperatura
pode romper interagbes ndo covalentes essenciais como pontes de hidrogénio,
interacdes hidrofébicas e forcas de Van der Waals levando a desnaturagao parcial ou

total da proteina, esse processo € amplamente descrito por Nelson e Cox (2021).
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Figura 7- Ajuste do modelo Splines Cubicos Suavizados para diferentes

temperaturas
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025. Gréafico gerado no ambiente PyCharm utilizando biblioteca
Matplotlib

Em um estudo recente conduzido por Santos (2024), modelos cinéticos classicos
incluindo o modelo de Sadana-Henley foram aplicados para estimar a constante de
desativagao térmica ko de células de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas. No
entanto, os ajustes realizados apresentaram coeficientes de determinagdo (R?)
relativamente baixos, especialmente em temperaturas intermediarias. Esses
resultados indicam que os modelos paramétricos tradicionais podem nao capturar
adequadamente a complexidade da cinética de inativacdo térmica em sistemas
biolégicos heterogéneos, onde ha variagdes néo lineares e ruido experimental. Essa
técnica evita a imposicao de um modelo cinético especifico e melhora a precisdo da
estimativa de kp especialmente em faixas de temperatura onde os modelos classicos
falham em representar adequadamente os dados experimentais. Além disso, o uso de
splines € recomendado em literatura recente para modelagem de dados biolégicos
complexos, como em Maisincho Asqui et al. (2022), que destacam sua aplicabilidade
em sistemas com comportamento n&o linear e variabilidade experimental.

A Tabela 2 apresenta os pardmetros cinéticos e termodindmicos estimados para

a FTase presente nas células imobilizadas por reticulagao, incubadas em diferentes
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temperaturas. A aplicagado de splines para a modelagem dos dados permitiu uma
estimativa mais precisa da constante de desnaturagéao térmica (kp), especialmente em
faixas de temperatura onde os modelos cinéticos classicos ndo se ajustam

adequadamente aos dados experimentais.

Tabela 2- Parametros cinéticos e termodinamicos para a FTase presente nas células

integras imobilizada por reticulagao, incubada em diferentes temperaturas

T R Kb In (Ko ) t 1 Eo(kd AHp(kd AGp(kJ  ASp (kJ
(°C) (min*") (min*) (min) mol) mol) mol) mol" K1)
40 0,98 0,00013 -8,94 5331,90 727,36 32,84 2,21
45 0,98 0,0011 -6,81 630,13 729 96 727,32 27,76 2,19
55 0,99 0,0017 -6,37 407,73 ' 727,24 27,53 2,13

60 0,89 0,003 -5,80 231,04 727,19 26,41 2,10

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

O modelo linear ajustado descreve muito bem a relagao entre In(Kp) e 1/T, o que
€ esperado para processos de inativagdo térmica que seguem a equagao de
Arrhenius, como apresentado na Figura 8. A inclinacdo negativa da reta confirma que
a constante de inativagdo aumenta com a temperatura, ou seja, a enzima se torna

menos estavel termicamente em temperaturas mais altas (Muchendu, 2024).

Figura 8- Curva de ajuste cinético para determinagéo da energia de ativagéo
Linearizacao de Inikd) vs 1/T (Modelo Spline)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025. Grafico gerado no ambiente PyCharm utilizando biblioteca
Matplotlib.
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A energia de ativacao para a inativagao térmica (Ep) da FTase determinada neste
trabalho foi de 729,97 kd/mol, valor significativamente superior ao obtido por Garcia
(2018) para a FTase aderida a biomassa livre, que foi de 73,44 kJ/mol. Essa diferenca
indica que a enzima estudada neste trabalho apresenta elevada resisténcia a
desnaturagao térmica, exigindo uma quantidade muito maior de energia para iniciar o
processo de inativagao.

Segundo Santos (2024), valores de Ep superiores a 80 kdJ/mol sao indicativos de
enzimas com alta termoestabilidade, o que posiciona a FTase deste estudo como um
biocatalisador promissor para aplicagdes industriais em condi¢des térmicas severas,
como na producgado de FOS. A energia livre de Gibbs de ativagdo da desnaturagao
térmica (AG) é amplamente reconhecida como o parametro termodindmico mais
confiavel para avaliar a termoestabilidade de enzimas, pois considera
simultaneamente os efeitos entalpicos e entrépicos do sistema (SOUZA et al., 2015;
SAQIB et al., 2010).

Segundo Zhang et al. (2025), o aumento de AH (entalpia) observado na presenca
de oligossacarideos como FOS, GOS e XOS indica uma elevacdo da barreira
energeética para a desnaturacao térmica da lactoferrina (LF), o que esta diretamente
relacionado a um aumento de AG e, portanto, a maior estabilidade conformacional da
proteina. E possivel observar uma redugdo progressiva de AG, com o aumento da
temperatura, passando de 32,84 kJ/mol para 26,42 kJ/mol, o que representa uma
diminuicdo de aproximadamente 19,6% na energia necessaria para que a enzima
atinja o estado de transigao rumo a inativagao.

Esse comportamento é coerente com os resultados obtidos por Menossi et al.
(2024), que observaram estabilidade operacional da FTase por até 12 horas em reator
de leito fixo, e por Richard et al. (2025), que relataram valores positivos de AG, para
FTase imobilizada em particulas de sabugo de milho tratadas quimicamente,
indicando que a desnaturagao térmica € um processo nao espontaneo e que a enzima
permanece predominantemente em seu estado nativo sob condigbes controladas.

Importante destacar que todos os valores de AG obtidos sdo positivos, o que
significa que o processo de desnaturagao nao ocorre espontaneamente. Em termos
termodinamicos, isso indica que a enzima esta em um estado estavel, e que é
necessario fornecer energia ao sistema para que a enzima perca sua estrutura

funcional (Beg et al. 2018; Mensink et al. 2017). Quanto maior o valor de AG, mais
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resistente € a enzima a desnaturagdo térmica, pois a barreira energética para a
transi¢gdo ao estado desnaturado é mais elevada (Zhang et al. 2025).

O tempo de meia-vida (ts,) também reforca essa estabilidade, variando
de 5331,90 minutos a 231,05 minutos conforme a temperatura aumenta,
evidenciando que a enzima mantém sua atividade por periodos prolongados em

temperaturas mais baixas.

5.3 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

Para otimizar a atividade de transfrutosilagao utilizando Aspergillus oryzae IPT-
301, foi aplicado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), uma
metodologia estatistica que permite avaliar simultaneamente os efeitos lineares,
quadraticos e de interagao entre variaveis operacionais (Rodrigues; lemma, 2009).

Neste estudo, as variaveis independentes foram a concentragcdo de biomassa
(X1) e a velocidade de agitagdo (X;), com o objetivo de maximizar a atividade

enzimatica em dois tempos distintos: 16h e 32h.

Tabela 3- Resultados dos ensaios experimentais com variagdo de concentragéo de
biomassa (X;) e velocidade de agitacdo (X;), com respostas de atividade de

transfrutosilagdo em 16h (Y1) e 32h (Y;) e concentragéo de glicose em 16h (Z,) e 32h

(Z2)
Ensaio X X2 Ys (Ug") Y2(Ug™") Zy (Ug™") Z2 (Ug™)
(m.m™) (rpm) (16h) (32h) (16h) (32h)

1 1 150 38,546 23,516 28,095 45,166
2 2 150 28,202 102,946 28,807 45,344
3 3 150 103,946 74,100 40,899 50,145
4 1,5 175 16,553 36,396 31,474 55,658
5 1 200 31,859 13,250 30,407 23,828
6 2 200 144,290 19,551 95,49 32,363
7 3 200 31,859 15,170 32,008 29,696
8 2,5 225 15,929 34,377 34,319 55,658
9 1 250 42,378 30,758 24,183 33,608
10 2 250 87,646 240,499 43,21 23,472

1 3 250 126,310 32,794 30,229 34,319
Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Nota: X1 - concentragéo de biomassa (m.m™); Xz - velocidade de agitacdo (em rpm); Y+ - atividade de
transfrutosilagéo (U g™') em 16h; Y2 - atividade de transfrutosilagéo (U g™') em 32h; Z1 — concentragao

de glicose (g/L) em 16h; Z2 concentragao de glicose (g/L) em 32h.
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Tal desempenho €& comparavel ao de Menossi et al. (2024), que também
utilizaram células integras reticuladas com glutaraldeido, obtendo 300 U g™* em 12h
em reator de leito fixo com fluxo descontinuo. A maior atividade observada por
Menossi et al. (2024), pode ser atribuida ao uso de um sistema continuo com
recirculacdo, que favorece o contato entre substrato e biocatalisador, além de
condigdes operacionais otimizadas (como temperatura constante e fluxo controlado),
que reduzem perdas por difusdo e desnaturagdo. Por outro lado, Richard et al.
(2025) utilizaram FTase extracelular imobilizada por adsor¢cdo em sabugo de milho,
obtendo atividade maxima de 5,35 U g™'. Embora o suporte seja sustentavel e de
baixo custo, a técnica de adsor¢cdo apresenta menor estabilidade e eficiéncia
catalitica, com limitagbes na retengcao da enzima e na difusdo do substrato.

Assim, os resultados deste trabalho demonstram que o uso de células integras
reticuladas com glutaraldeido € uma estratégia eficaz, capaz de alcancgar atividades

cataliticas elevadas, comparaveis as de sistemas altamente otimizados.

5.3.1 Analise Estatistica

A anadlise de variancia (ANOVA) para os dados de 16h revelou um excelente
ajuste do modelo quadratico (R? = 0,98), com significancia estatistica global (p < 0,01),
indicando que o modelo é adequado para representar o comportamento do sistema.

Os efeitos lineares de X; (biomassa) e X, (agitagdo), bem como o termo
quadratico de X; e a interagao X;-X,, foram estatisticamente significativos (p < 0,05),
demonstrando que a resposta depende da sinergia entre essas variaveis. A auséncia
de significancia no teste de falta de ajuste (p > 0,05) refor¢ca a confiabilidade do
modelo.

Para os dados de 32h, o modelo também apresentou bom ajuste (R* = 0,97) e
significancia global (p < 0,01). Neste caso, o efeito linear de X, foi mais influente que
Xi, com significancia em p < 0,01, enquanto o efeito quadratico de X; teve menor
relevancia.

A interagdo X;-X, foi marginalmente significativa, sugerindo que, embora a
agitacdo seja predominante em tempos mais longos, a biomassa ainda exerce

influéncia moderada. Estudos prévios indicam que a agitagéo favorece a dispersao de
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substratos e reduz limitagbes difusionais, aumentando a eficiéncia enzimatica (Pratto
et al., 2016).

5.3.2 Superficies de Resposta

As superficies de resposta obtidas para 16h (Figura 9) apresentaram perfil
parabdlico com ponto maximo bem definido, correspondente a condi¢cao de 2% de
biomassa e 200 rpm. A atividade de transfrutosilacdo nesta condicao foi de 144,29 U
g™, valor compativel com estudos que relatam atividades superiores a 340 U g™
para A. oryzae IPT-301 (Maiorano et al., 2019).

A superficie de resposta plana em relagdo a biomassa observada em sistemas
fermentativos ou enzimaticos pode indicar que, acima de determinado limite, o
aumento da concentragédo de biomassa ndo resulta em ganho proporcional de
atividade catalitica. Esse comportamento é frequentemente atribuido a saturacéo dos
sitios ativos da enzima ou a limitagbes difusionais internas, como demonstrado por
Muhiz-Marquez et al. (2016), que observaram que o aumento da carga celular de A.
oryzae nao elevou proporcionalmente a produgédo de fruto-oligossacarideos em
fermentagao solida. Ademakinwa et al. (2017) também relataram que, em sistemas
com alta densidade de biomassa, a competicdo por substrato e 0 empacotamento
celular podem limitar a eficiéncia catalitica.

Por outro lado, a sensibilidade a agitagcdo esta diretamente associada a
necessidade de manter o sistema sob condi¢cbes adequadas de fluxo, favorecendo a
homogeneizacdo do meio reacional e prevenindo a formacdo de gradientes de
concentracdo. Farid et al. (2015) demonstraram que a velocidade de agitacao exerce
influéncia significativa sobre os processos de transferéncia de massa e sobre o
contato entre substrato e enzima, sendo um parametro critico para a maximizacao da
atividade das Ftases. Da mesma forma, Charoenwongpaiboon et al. (2024)
destacaram que, em sistemas de enzimas imobilizadas, a agitagdo adequada é
fundamental para garantir a difusdo eficiente do substrato até os sitios ativos,

especialmente quando ha barreiras fisicas como suportes solidos.
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Figura 9- Influéncia da Biomassa e Agitagdo na Produgéo de FTase

Superficie de Resposta - Concentracéo de frutose transfrutosilada 16h
e Pontos Experimentais

o
5 o)
o o

120

80
60

-
(=1
(=]

Concentracao de frutose transfrutosilada (g/L)

Fonte: Da autora, 2025. Grafico gerado no ambiente PyCharm

Essa interpretacéo esta alinhada com os resultados apresentados por Wu et al.
(2025), que observaram que o aumento da biomassa (massa seca de células
de Aspergillus niger FS054) além de certo ponto ndo resultou em aumento
proporcional da atividade da frutosiltransferase, sugerindo saturagdo enzimatica ou
limitagao difusional. Além disso, os autores destacam que a velocidade de agitacao
influencia diretamente a transferéncia de massa e a oxigenagdo do meio, sendo
essencial para manter a eficiéncia catalitica e evitar gradientes de concentragcédo que
comprometem a homogeneidade do sistema.

Complementarmente, Charoenwongpaiboon et al. (2024) discutem que, em
sistemas de enzimas imobilizadas, o excesso de carga proteica pode saturar o
suporte, reduzindo a eficiéncia de imobilizacdo e a atividade catalitica. A agitagao
adequada ¢é fundamental para garantir o contato entre substrato e enzima,
especialmente em sistemas heterogéneos, como os que envolvem suportes soélidos.

Para o tempo de 32 horas (Figura 10), observou-se uma superficie de resposta
mais plana em relagéo a biomassa, sugerindo que, nesse intervalo, a concentragéo
de biomassa deixa de ser o fator limitante. Por outro lado, a maior inclinagao na
diregcdo de X, (agitacdo) evidencia que a intensidade de mistura passa a ser
determinante para a manutencgao da atividade enzimatica, o que esta de acordo com

os resultados obtidos por Menossi et al. (2024), que demonstraram que velocidades
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de agitagdo superiores a 200 rpm favorecem a formagao de ligagbes cruzadas
eficientes entre enzima e micélio, aumentando a estabilidade do biocatalisador.

A condicao 6tima de 2% de biomassa e 250 rpm, que resultou em atividade de
240,50 U g7, reforga a importancia de se trabalhar com niveis adequados de carga
enzimatica e intensidade de mistura, especialmente em sistemas com tempo limitado
de reacdo. Garcia (2018) também observou que a reticulagcdo da biomassa com
glutaraldeido promoveu um aumento significativo na termoestabilidade e na

resisténcia ao arraste enzimatico, permitindo maior retencao da atividade ao longo dos

ciclos reacionais.

Figura 10- Influéncia da Biomassa e Agitagdo na Producao de FTase em 32h

Superficie de Resposta - Concentracdo de frutose transfrutosilada 32h

e Pontos Experimentais
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Fonte: Da autora, 2025. Grafico gerado no ambiente PyCharm

A maior influéncia da agitagdo em tempos prolongados pode estar relacionada a

melhoria na dispersdo dos substratos e a minimizacao de efeitos inibitérios causados

por produtos acumulados.
Os resultados obtidos demonstram que a condi¢do 6tima para 16h foi de 2%

(m/m) de biomassa e 200 rpm, enquanto para 32h foi de 2% (m/m) de biomassa e 250

rpm.
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Essas diferencas indicam que o ponto 6timo varia ao longo do processo, sendo
necessario realizar ajustes dindmicos nas condi¢gdes operacionais para maximizar a
produtividade. A significancia estatistica dos modelos reforga a confiabilidade das
conclusdes e valida a aplicacdo do DCCR na otimizacao da transfrutosilagdo com A.
oryzae IPT-301.

Além disso, a superficie de resposta plana em relagao a biomassa pode indicar
que, acima de determinado limite, 0 aumento da concentracido de biomassa nao
resulta em ganho proporcional de atividade, possivelmente devido a saturagdo dos
sitios cataliticos ou limitagdes difusionais internas. Esse comportamento foi observado
por Mufiz-Marquez et al. (2016), ao estudarem a produgao de fruto-oligossacarideos
por Aspergillus oryzae em fermentagao soélida, onde o aumento da carga celular ndo
elevou proporcionalmente a atividade enzimatica. Ademakinwa et al. (2017) também
relataram que, em sistemas com alta densidade de biomassa, a competicdo por
substrato e o empacotamento celular podem limitar a eficiéncia catalitica. Ja a
sensibilidade a agitacdo pode estar relacionada a necessidade de manter o sistema
em regime de fluxo adequado para evitar gradientes de concentracédo e garantir a
homogeneidade do meio reacional. Farid et al. (2015) demonstraram que a velocidade
de agitagado influencia diretamente a transferéncia de massa e o contato entre
substrato e enzima, sendo essencial para maximizar a atividade da frutosiltransferase.
Em sistemas com enzimas imobilizadas, como os estudados por
Charoenwongpaiboon et al. (2024), a agitagdo adequada é fundamental para garantir
a difuséao eficiente do substrato até os sitios ativos, especialmente quando ha barreiras

fisicas como suportes solidos.
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6 CONCLUSAO

A presente dissertagdo avaliou a viabilidade de utilizar células de Aspergillus
oryzae IPT-301 imobilizadas por reticulagao para a sintese de fruto-oligossacarideos
(FOS) cultivado em modo batelada. Os resultados demonstram de forma conclusiva a
eficiéncia catalitica da enzima intracelular frutosiltransferase (FTases), validando a
abordagem de imobilizagdo como uma estratégia promissora para otimizar o processo
de producéao de FOS.

Os achados principais do estudo confirmam que as células imobilizadas
mantiveram uma atividade catalitica robusta, superando as limitagées associadas ao
uso de enzimas livres, como a instabilidade e a dificuldade de recuperacdo. A
imobilizacdo permitiu a reutilizagao do biocatalisador, um fator crucial para a reducao
de custos operacionais e para a sustentabilidade de um processo industrial. A sintese
de FOS, um prebidtico de alto valor agregado, foi bem-sucedida, indicando o potencial
da aplicagdo em escala industrial para atender a crescente demanda por ingredientes
funcionais no mercado de alimentos e nutracéuticos.

Em suma, este trabalho ndo apenas alcangou seus objetivos ao comprovar a
eficacia da imobilizagao de A. oryzae IPT-301 para a produg¢ao de FOS, mas também

estabeleceu uma base sdlida para a continuidade da pesquisa.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuidade deste trabalho, sdo propostas as seguintes sugestées:
¢ Avaliacdo em sistemas continuos como leito fluidizado.

e Estudo da reutilizagdo do biocatalisador em ciclos sucessivos de reagao para
avaliar a estabilidade operacional e a viabilidade econémica do processo em
longo prazo.

¢ Analise da seletividade e perfil de FOS produzidos para caracterizar os tipos
de fruto-oligossacarideos gerados (GF2, GF3, GF4, etc.) sob diferentes
condigdes operacionais, visando aplicagdes especificas na industria alimenticia
ou farmacéutica.

e Exploragao de outras técnicas de imobilizagdo para comparar a reticulagdo com
glutaraldeido com outras metodologias, como encapsulamento ou adsorgao,
para verificar possiveis melhorias na atividade, estabilidade ou custo do

biocatalisador.
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APENDICE C - CODIGO PYTHON PARAAJUSTE DO MODELO SPLINES CUBICOS
SUAVIZADOS

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
from scipy.interpolate import UnivariateSpline
from sklearn.metrics import r2_score

# Dados experimentais de AT/AO por temperatura
dados_atividade = {
'60 °C": {
'tempo': np.array([60, 300, 600, 960, 2160]),
‘atividade': np.array([0.063248949, 0.040402824, 0.041021454, 0.037688535,
0.042542112))
1
'55 °C": {
'tempo": np.array([60, 300, 600, 960, 2160]),
‘atividade': np.array([0.316307547, 0.196405015, 0.095182968, 0.041165973,
0.042237077])
1
'45 °C": {
'tempo': np.array([60, 300, 600, 960, 2160]),
‘atividade': np.array([0.725712857, 0.592559296, 0.591609855, 0.561217419,
0.387140277])
2
'40 °C": {
'tempo": np.array([60, 300, 600, 960, 2160]),
‘atividade': np.array([0.749792089, 0.671878189, 0.495529724, 0.471921947,
0.422141045])

}
}

# Cores e marcadores
cores = {'60 °C": 'red', '55 °C": 'orange’, '45 °C". 'green’, '40 °C": 'blue'}
marcadores = {'60 °C". '0', '65 °C". 's', '45 °C" 'V, '40 °C". '\'}

# Criar figura
plt.figure(figsize=(10, 6))

# Ajuste spline e plotagem
for temp, dados in dados_atividade.items():
tempo = dados['tempo']
atividade = dados|['atividade']
cor = cores[temp]
marcador = marcadores[temp]

# Ajuste spline
spline = UnivariateSpline(tempo, atividade, s=0.001)
tempo_fit = np.linspace(min(tempo), max(tempo), 300)
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atividade_fit = spline(tempo_fit)

# Calcular R?
atividade pred = spline(tempo)
r2 = r2_score(atividade, atividade_pred)

# Plotar dados e ajuste
plt.scatter(tempo, atividade, color=cor, marker=marcador, label=f"{temp}
(R#={r2:.4f})")
plt.plot(tempo_fit, atividade_fit, color=cor, linestyle='--)

# Configuragdes do grafico
plt.xlabel("Tempo (min)")
plt.ylabel("AT / AQ")
plt.title("Ajuste Cinético - Modelo Spline")
plt.ylim(-0.1, 1.2)
plt.legend(title="Temperatura")
plt.grid(True)
plt.tight_layout()
plt.savefig("ajuste_cinetico_modelo_spline.png", dpi=300)
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APENDICE D - CURVA DE CALIBRACAO PARA DETERMINAGCAO DE AGCUCAR

REDUTOR

Para obtencg&o da curva de calibragao (Figura 11), inicialmente foi preparada
solugdo padrdo- mae de glicose anidra na concentragéo de 1 g L-'. Posteriormente,
foram realizadas dilui¢des para obtencéo de solugées com concentragdes de 0,2; 0,4,
0,6 € 0,8 g L™'. Apos, realizou-se 0 mesmo processo que se deu com as amostras e
com os valores de absorvancias, plotou-se um grafico de dispersao, em que o eixo X
representou a concentragéo de glicose (g L") e o eixo Y, as absorbancias medidas e
a partir disso, foi gerada a equagao da reta correlacionando os termos de variavel
dependente (Y) com concentragao, o coeficiente angular (a) com a absorbancia e a
variavel independente (X) com a absorvancia (Equacao 8). O valor do coeficiente de
correlagao (R?) obtido por meio do ajuste linear foi 0,9987.

Y=aX+b-~[gL-1]1=a[ABS]+b (8)

Figura 11- Curva de calibracdo obtida pelo método DNS (acido 3,5-
dinitrosilicilico) para a determinagédo da concentragédo de agucares

redutores

Concentracdo de Glicose (g L-1)

Fonte: Autora (2025)
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