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RESUMO

Os frutooligossacarideos sdo considerados prebidticos, uma vez que promovem
seletivamente o crescimento de micro-organismos probidticos como Lactobacillus acidophillus e
Bifidobacterium bifidus. Novas enzimas, na forma livre ou imobilizada, representam uma das
possibilidades para sintese destes compostos. Neste trabalho procedeu-se ao estudo da modelagem
cinética e simulag@o da sintese de frutooligossacarideos a partir de sacarose em diferentes tipos de
reatores, pela enzima frutosiltransferase produzida pela levedura do género Rhodotorula, isolada em
trabalhos prévios. Os estudos foram realizados sob condi¢des de pH 4,5, 50°C e 5 Urg/mL de
concentracdo da enzima. Tanto a enzima livre quanto a imobilizada mostraram seguir a cinética de
Michaelis-Menten com inibi¢do pelo substrato para concentragdes acima de 70% e 60% (p/v),
respectivamente. Observou-se inibigdo competitiva da glicose para os substratos sacarose, kestose e
nistose. Por outro lado, considerou-se significativa a atividade hidrolitica da nistose, sendo incluida
no modelo. Apds a andlise de sensibilidade dos pardmetros cinéticos, estes foram ajustados por
simulacdo, e determinou-se seus valores intrinsecos. O modelo mostrou-se valido com desvios
menores que 4% para a enzima livre (57% de FOS) e de 5% para enzima imobilizada (46% de
FOS), indicando que ele pode ser utilizado no desenvolvimento e controle de biorreatores. No caso
da enzima imobilizada incluiu-se no balanco de massa o efeito da resisténcia a transferéncia de
massa externa. Devido ao suporte ser um soélido compacto, com porosidade interna desprezivel,
desprezou-se a difusdo intraparticular, considerando-se que a imobiliza¢do da enzima foi somente
na superficie da particula. A otimizacdo do processo em reator de cesto em batelada, tanto quanto
na do reator de cesto continuo, foi realizada segundo delineamentos do tipo composto central
rotacional (DCCR), nas condi¢des de 50% de sacarose, 50°C e pH 4,5. As condi¢gdes 6timas para o
processo em batelada, foram de 14 Uy/mL para a enzima imobilizada e 45 rpm para a agitacao,

sendo o rendimento de FOS igual a 50,60% apds 24 horas de sintese. Para o reator de cesto
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continuo as varidveis otimizadas foram de 15 Uy/mL para a enzima imobilizada e 45 rpm para a
agitacdo, com rendimentos de FOS de 32,1% e produtividade de 5,0 g/L.h, com tempo de residéncia
de 32 h. Neste ultimo caso, o componente principal de FOS foi o GF, (25%). Os resultados
mostraram que a atividade biocatalitica e o coeficiente de transferéncia de massa tiveram influéncia
significativa no curso da reag¢do e no rendimento de produgdo de FOS e que o melhor processo foi o

de batelada em reator de cesto.
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ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are considered prebiotics, since selectively promote the
growth of microorganisms as probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium bifidus acidophillus.
New enzymes, in its free or immobilized form, represent one of the possibilities for this
development. In this work, the kinetic modeling and simulation of the synthesis of FOS from
sucrose in different types of reactors were carried out. The enzyme utilized was the
fructosyltransferase from Rhodotorula sp., a microorganism isolated in a previous study. The
studies were performed under conditions of pH 4.5, 50°C and 5 Ug/mL concentration of enzyme.
Both free and immobilized enzymes showed the Michaelis-Menten kinetics with substrate
inhibition, at concentrations above 70% and 60% (w/v), respectively. Additionally, it was shown
that there is competitive inhibition of glucose over sucrose, kestose and nystose uptake. Moreover,
the hydrolytic activity on nystose was considered significant, therefore, it was included in the
model. After the parameter sensitivity analysis the intrinsic kinetic parameters were determined and
the model was validated against experimental data for sucrose concentrations of 50 and 70%. The
model proved to be valid with deviations of less than 4% for the free enzyme (57% FOS) and 5%
for immobilized enzyme (46% FOS), indicating that it can be used in the development and control
of bioreactors. The enzyme immobilization was by adsoption on the surface of a niobium ore,
which is a compact solid with negligible internal porosity. For the batch and continuous basket
reactor processes, the optimization experiments were simulated in two central composite rotatable
designs (DCCR), using 50% of sucrose concentration, 50°C and pH 4.5. The optimum conditions
for the batch reactor were: 14 U/mL for the activity of immobilized enzyme and agitation speed of
45 rpm, with yield of 50.60% of FOS, after 24 hours of synthesis. For the continuous basket reactor,

the optimum conditions were: an activity of immobilized enzyme of 15 Uy/mL and an agitation

XV



speed of 45 rpm, performing a FOS yield of approximately 32.1% and produtivity of 5.0 g/L.h,
with a residence time of 32 h. In the latter case of the main FOS fraction was the GF,, with about
25% of the total, a result very different from those obtained with other types of reactors. The results
showed that the immobilized enzyme activity and the coefficient of mass transfer had a significant
influence on the course of the reaction and the yield of FOS and that the best process for FOS

production is the batch basket reactor.
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Introdugdo geral

1 Introducio geral

Nos ultimos anos vem sendo observado o aumento da aplicacdo de tecnologias que priorizam
0o uso de micro-organismos ou enzimas, tecnologias estas que se convencionou chamar de
Biotecnologia. Assim, processos como os de produg@o de xaropes de alto conteddo de frutose, de
polissacarideos, como a goma xantana, inseticidas bacterianos, bioetanol, farmacos, entre outros,
estdo sendo intensificados. A biotecnologia é a utilizacdo potencial de todas as formas de vida e de
seus produtos, e os micro-organismos tém um importante papel no desenvolvimento desta
tecnologia que serd utilizada cada vez mais no futuro.

As enzimas, catalisadores de reagdes bioldgicas, cujas fungdes sdo exploradas num amplo
setor industrial e particularmente na inddstria de alimentos, possuem importante papel por
permitirem a obtengdo de numerosos produtos alimenticios. Na utiliza¢do de enzimas em alimentos,
sdo levados em conta a sua selecdo e controle de atividade, sendo inativada quando seu
comportamento € indesejdvel, e favorecendo sua acdo quando util ao processamento do produto
(EVANGELISTA, 1987).

Atualmente existe uma grande preocupagdo em todo o mundo com a qualidade de vida e
saide, aumentando o cuidado da populagdo com os alimentos que sdo consumidos. Em resposta ao
atrativo crescente dos consumidores por estes alimentos saudédveis (alimentos funcionais) e de
calorias controladas, um grande nimero de adogantes alternativos tem surgido desde 1980 e, entre
eles, diversos oligossacarideos. Destes oligossacarideos podem-se destacar os frutooligossacarideos
(FOS), os quais sdo importantes, ndo s6 pelo baixo teor caldrico e dogura, mas, principalmente, por
suas propriedades funcionais (PASSOS & PARK, 2003). Os FOS sdo considerados prebiéticos uma
vez que promovem seletivamente o crescimento de probidticos como Lactobacillus acidophillus e

Bifidobacterium bifidus. Promovem uma série de beneficios a satde, desde a redugao do colesterol
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sérico até o auxilio na prevencdo de alguns tipos de céncer, assim como a prevengdo de cdries
dentdrias (PASSOS & PARK, 2003; HIDAKA et al., 1986).

Atribui-se a sua expansdo no mercado de acticar devido ao fato de que sua producdo em
massa ndo é complicada e seu sabor doce ¢ muito similar ao da sacarose, o adocgante tradicional
(YUN, 1996). As enzimas de fontes microbianas podem trazer um futuro bastante promissor devido
ao rapido ciclo reprodutivo dos micro-organismos, conseguindo-se obter grandes populacdes de
células que aumenta a produtividade. Gracas a manipulacio genética, podem ser selecionadas cepas
de alta produtividade e especificidade. As operacdes envolvidas na extracdo da enzima sdo de
maneira geral, simples e o controle de producdo pode ser feito desde a fonte até a comercializagdo
(VITOLO, 1981). O produto enzimitico deve ser testado segundo a atividade enzimdtica e
caracterizado segundo as condi¢des 6timas como pH e temperatura, assim como a cinética de
reacdo, estabelecendo-se critérios para o controle do processo e, portanto, podendo o reator mais
adequado a nivel industrial ser projetado.

No Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP desde 2002, vém-se estudando a obtencdo de FOS utilizando leveduras ‘“ndo
convencionais”, isoladas no meio ambiente, utilizando-se meios sintéticos para a producdo de
frutosiltransferases. As enzimas obtidas mostraram-se altamente eficientes em atividade de
transferéncia de frutose (UTF), com valores no caldo de fermentacdo de até 100 Urg/mL e uma
faixa de temperatura 6tima de acdo entre 60 e 66°C, segundo Hernalsteens (2006). Entre os
organismos isolados, um pertencente ao género Rhodothorula, se mostrou particularmente
interessante. No presente momento, a continuidade dos estudos visam a diminuicdo de custos de
producdo e neste sentido obteve-se uma produgdo de enzima de 50 Urg/mL utilizando meios
industriais. Em termos de rendimento de oligossacarideos, em trabalhos anteriores (Patente n.

202602-3, 2002), o rendimento méaximo era de ordem de 18%, enquanto que com a enzima
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produzida por este micro-organismo chega a 60%. Além disso, a enzima é mais estdvel, o que
aumenta o interesse economico.

A enzima [-frutosiltransferase de outros micro-organismos é considerada na categoria
GRAS, podendo ser utilizada livremente na industria de alimentos. Leveduras do género
Rhodotorula sdo in6cuos para a produgdo de enzimas na obtencdo de FOS, assim como ¢ utilizado
na obten¢do de diferentes produtos para a industria de alimentos: gorduras (ROSE & HARRISON,
1970), etanol, dcido acético e acetaldeido (YECH, 1996), epoxido hidrolase (KRONENBURG et
al., 1999), invertase (RUBIO et al., 2002), carotendides (BUZZINI et al., 2005). Um dado
importante é que, neste projeto, a enzima serd purificada e imobilizada, de forma que o risco de

existéncia de substincias alergénicas ou téxicas no produto final € praticamente nulo.
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2 Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi realizar a modelagem matemaética da cinética de atuagdo
da enzima frutosiltransferase de Rhodotorula sp. para a producdo de frutooligossacarideos a partir
da sacarose, e a partir deste modelo simular diferentes reatores de sintese do oligossacarideo. Para
isto as seguintes etapas foram cumpridas:
=  Produzir, extrair e pré-purificar a enzima frutosiltransferase.
= Estudar a cinética da enzima na forma livre.
= Estudar a cinética da enzima na forma imobilizada em suporte inorganico de nidbio.
= Propor um modelo matematico, simular e validd-lo a partir de dados experimentais para a

enzima nas formas livre e imobilizada.
= Modelar, simular e otimizar a producdo de FOS a partir da enzima frutosiltransferase
imobilizada no suporte de nidbio utilizando o reator de mistura (RM), reator de cesto em

batelada (RC), reator de cesto continuo (RCC).



Revisdo bibliogrdfica geral

3 Revisao bibliografica geral

3.1 Frutooligossacarideos (FOS)

Os FOS sdo oligossacarideos de ocorréncia natural, encontrados em produtos de origem
vegetal (HARTEMINK ef al., 1997) e o consumo na indistria dos chamados agucares ndo
convencionais tem aumentado nos ultimos anos, devido as suas excelentes caracteristicas funcionais
em alimentos, além de seu aspecto fisioldgico e fisico (SPIGEL et al., 1994).

FOS € o nome dado para oligdmeros de frutose que sdo compostos, mais comumente, de 1-
kestose (GF,), nistose (GF;) e frutofuranosil nistose (GF,), em que as unidades de frutosil (F) s@o
ligadas na posi¢do beta 2,1 da sacarose, o que os distingue de outros oligdmeros (YUN, 1996).

Os FOS apresentam ao redor de um terco do poder adogante da sacarose e ndo sdo caldricos, ,
sdo acucares ou fonte de energia, e podem ser utilizados de forma segura por diabéticos.
Apresentam solubilidade maior que a da sacarose, ndo cristalizam, ndo precipitam e nem deixam
sensacdo de secura ou areia na boca. Os FOS sdo degradados na maioria dos processos de
aquecimento, mas podem ser hidrolisados em frutose em condi¢cdes muito dcidas ou em condi¢des
de exposi¢do prolongada a determinadas combinagdes de tempo e temperatura (BORNET, 1994;
YUN, 1996).

Os FOS siao considerados ingredientes e nao aditivos alimentares na maioria dos paises, sdo
fibras dietéticas, confirmado pelas autoridades legais de varios paises e, nos Estados Unidos,

possuem o status GRAS (Generally recognized as safe).
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3.1.1 Efeitos benéficos a saude

Os FOS sdo conhecidos como prebidticos, pois promovem o crescimento de probidticos,
como L. acidophillus, B. bifidus e E. Faecium, estabilizando e aumentando a proliferacdo dessas
bactérias benéficas no trato gastrointestinal do hospedeiro. A incorporagdo de FOS na dieta
intensifica a viabilidade e adesdo dessas bactérias benéficas no trato gastrointestinal, mudando a
composi¢do de sua microbiota, e inibindo a ac@o de bactérias patogé€nicas como Escherichia coli,
Clostridium perfringes e outras (YAMASHITA et al., 1984, SPIGEL et al., 1994, GIBSON &
ROBERFROID, 1995).

O consumo de FOS estimula outros efeitos benéficos a satide, como a reducdo da pressdao
sanguinea em pessoas hipertensas, alteracdo do metabolismo de 4cido géstrico, reducio da absor¢do
de carboidratos e lipideo sérico e melhora o metabolismo em diabéticos (YAMASHITA et al.,
1984; SPIGEL et al., 1994). Pode-se observar um aumento da digestdo e metabolismo da lactose,
aumento de reciclagem de compostos como o estrégeno, aumento da sintese de vitaminas como as
do grupo B, aumento da producdo de compostos imuno estimulantes, com atividade antitumoral,
diminui¢cdo do crescimento de bactérias nocivas, diminuicdo da produgdo de toxinas e compostos
carcinogénicos e auxilio da restauracio de flora intestinal normal durante a terapia com antibi6ticos.
Assim, produz a redugdo da potencialidade de vérias patologias humanas normalmente associadas
com o alto numero de bactérias patogé€nicas, como doencas autoimunes, cancer, acne, cirrose
hepidtica, constipagdo, intoxicag¢do alimentar, diarréia associada a antibidticos, problemas digestivos,
alergias e intolerancia a alimentos e gases intestinais (YUN, 1996).

Segundo estudos realizados por Bouhnik et al. (1996) demonstrou-se que a ingestdo de FOS
tem efeitos significativos na queda da contagem de anaerdbios totais nas fezes, queda do pH,
diminui¢do da atividade de nitroredutases, azoredutases e beta glucoronidases, diminui¢do na

concentracdo de bile 4cida e esterol neutro, uma vez, que leva ao aumento da colonizagdo de
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bifidobacterias. Além disso, possuem caracteristicas de preven¢do de cdries dentdrias, reducdo dos
niveis séricos de colesterol total e lipideos, assim como na atuagdo como estimulante do
crescimento de bifidobacterias no trato digestivo (YAMASHITA et al., 1984; HIDAKA et al.,
1986; MODLER, 1994). Os FOS ndo sdo digeridos pelo metabolismo humano (MOLIS et al.,
1996), mas sdo rapidamente fermentados pelas bacterias presentes no colén. (HARTEMINK et al.,

1997).

3.1.2 Aplicacao dos frutooligossacarideos

Os FOS podem ser utilizados em formulagdes de sorvetes e sobremesas lacteas que levam no
rétulo "agucar reduzido”, "sem adicdo de agucar”, "calorias reduzidas", "produto sem agucar", etc.,
em formulagdes para diabéticos, em produtos funcionais que promovam efeito nutricional adicional,
fibras dietéticas, em iogurtes, em biscoitos e produtos de panificacdo, substituindo carboidratos e
gerando produtos de teor reduzido de agucar, em barras de cereais, sucos e néctares frescos,
produtos de confeitaria, molhos, em alimentos simbidticos funcionais, quando adicionados

conjuntamente com micro-organismos probidticos (YUN, 1996). Podem ser utilizados como

aditivos alimentares para suinos e aves domésticas (FISHNEIN ez al., 1988).

3.1.3 Producio de frutooligossacarideos

Os FOS podem ser obtidos do ponto de vista comercial de duas formas:

a) Preparados por hidrélise enzimatica da inulina, que consiste em unidades lineares de
frutosil com ou sem uma unidade final de glicose. O grau de polimerizacdo desses FOS varia entre
1 e 7 unidades frutosil. Este produto é comercializado como "Raftilose", produzido pela Orafti Ltda,

da Bélgica, ou como "Frutafit", produzido pela Imperial-Suikner Unie, da Holanda. Este processo
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ocorre amplamente na natureza, e esses oligossacarideos podem ser encontrados em uma grande
variedade de plantas (ROBERFROID, 1993), como alcachofras, aspargos, beterraba, chicéria,
banana, alho, cebola, trigo, tomate (YAMASHITA et al., 1984; SPIGEL et al., 1994 e YUN, 1996).
Também podem ser encontrados no mel (STEYN, 1996), no acticar mascavo, em tubérculos como o
yacon (OHYAMA et al., 1990; FUKAI et al., 1993; GOTO et al., 1995).

b) Preparados por reacdo enzimética de transfrutosilacdo em residuos de sacarose, e consiste
tanto de cadeias lineares como de cadeias ramificadas de oligossacarideos, com grau de
polimerizag¢ao variando entre 1 e 5 unidades frutosil. Este produto € produzido pela Meiji Seika
Ltda (T6quio, Japdo), e comercializado como "Neosugar", "Profeed”, "Meioligo", ou "Nutraflora".
O "Actilight" € produzido e comercializado na Europa pela Béghin Meiji Industries (HIDAKA et
al., 1986; HARTEMINK et al., 1997).

O processo de producio de FOS pode ser dividido em duas formas, a primeira mediante o uso
de enzima na forma livre em reatores de batelada, e a segunda mediante a utilizacdo de processos
continuos utilizando a enzima ou células imobilizadas. Muitos estudos tém sido realizados para
otimizacdo das condi¢des de produgdo de FOS mediante a utilizagdo de diferentes micro-
organismos. Assim, todos os estudos reportaram limitadas faixas de temperatura e pH 6timos. O
valor tipico de condi¢des recomendadas para a produgdo de FOS foram valores de pH entre 5,0 e
5,5 e temperatura de 55 a 60°C (JUNG et al., 1989; CHENG et al., 1996; KURAKAKE et al.,
1996; CHIANG et al., 1997). Sangeetha et al. (2004) obtiveram méxima produ¢do de FOS apés 8
horas de reagdo em meio reacional com 60% de sacarose utilizando a frutosiltransferase de
Aspegillus oryzae. Por outro lado, segundo os estudos realizados por Van Balken et al. (1991), a
enzima presente no micélio de Aspergillus phoenicis tem uma temperatura O6tima de 60°C,
mostrando uma termo-estabilidade relativamente alta, assim como um pH 6timo alcalino (7.5 a 9.0).
Por outro lado, a invertase também presente no micélio do Aspegillus phoenicis tem um pH 6timo

ao redor de 6.0. Conseqiientemente, para pH ao redor de 8,0 a sacarose € convertida principalmente
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para 1-kestose e nistose, enquanto que a frutose é formada em pequena quantidade. Sob condicdes
6timas, 55 °C, pH 8,0 e concentracgdo inicial de sacarose de 750 g/L obtiveram um rendimento de
300 g/L de 1-kestose, em 8 horas de reagao.

Jung et al. (1989) investigaram a influéncia da temperatura sobre a atividade de
frutosiltransferase na faixa de 40 a 70°C, obtendo uma curva de atividade da enzima completamente
simétrica, com uma atividade maxima a 55°C. O efeito do pH foi verificado pela medi¢dao da
quantidade de 1-kestose produzida em duas solu¢des tampdo: tampao citrato (pH de 3,0 a 5,0) e
tampao fosfato (pH de 6,0 a 8,0), devido a que a sacarose pode ser hidrolisada nestes valores. Os
resultados mostraram a ativacdo da enzima em pH acima de 5,0, sendo o pH 6timo de 5,5.

Em estudos realizados por Hernalsteens e Maugeri (2006) foi atingido um rendimento de
FOS entre 55 e 65%, sendo que as condi¢des Otimas para a FTase de Rhodotorula sp. foram: 50°C,
pH 5,0, para uma concentragdo de enzima de 6,5 Urg/mL e 50% de sacarose. Sob estas condi¢des o
tempo de reacdo variou de 24 a 29 h. No entanto, a partir da utilizag@o de agiicar comercial e melago
de cana de acticar os rendimentos foram de 63 e 52%, respectivamente. Madlova et al. (1999)
encontraram que o efeito de pH na faixa de 4 a 8 resulta ser significativo para a produgdo de FOS e
o rendimento ao redor de 70% em todos os casos. Observaram que um aumento na temperatura
produz um acrescimo na taxa inicial de reacdo, sendo que a tempeartura 6tima encontra-se entre 60
e 65°C. Observaram que apds 1 hora de reacdo o rendimento dos FOS alcanga o valor miximo
independentemente da temperatura.

Estudos realizados por Park et al. (1999), mostraram que um novo isolado de Bacillus
marcerans, EG-7, requer um periodo de adaptacdo para que a atividade catalitica de formacao de
FOS a partir da sacarose inicie. O perfodo de adaptacdo ao meio foi amplamente reduzido pela
adicao de fons amonia a mistura da reacdo ¢ 100 mM de NH,NO; intensificaram a atividade da

enzima, reduzindo o tempo de adaptagdo do micro-organismo de 25 horas para 30 min.
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Hidaka ef al. (1988) investigaram a agdo de FTases em sacarose e selecionaram o fungo
Aspergillus niger como o mais apropriado para a produgdao de FOS. Esta espécie mostrou alta
produtividade da FTase, e sua atividade de transfrutosilagdo foi comparada com sua atividade de
hidrélise. Observaram que a enzima de Aspergillus niger tem uma alta atividade de
transfrutosilagdo para concentragdes de sacarose de 50% (p/v). As condi¢des de otimizacdo da
reacdo de transfrutosilagdo foram estudadas por muitos autores. Recomenda-se que a concentragdo
de sacarose no meio reacional deva estar entre 600 a 850 g/L, entdo a atividade de transferase pode
ser dominante sobre a atividade hidrolitica (JUNG et al., 1989; CHEN et al., 1996; KURAKAKE et
al., 1996; CHIANG et al., 1997). Chien et al, (2001) imobilizaram o micélo de Aspergillus
Jjaponicus em gliten e obtiveram rendimento do 61% de FOS apds 5 h, para um méaximo de 40% de
sacarose. Em menores concentracdes de sacarose a atividade invertase compete com a de
transfrutosilagdo e, conseqiientemente, ha menor rendimento de FOS (20%), devido a liberagao de
maior quantidade de glicose e frutose. Porém, o maior rendimento foi obtido quando se utilizou 500
g/L. de sacarose (KIM et al., 2000).

Todos os estudos mostram que o produto da reacdo enzimdtica e sua composi¢do foram
similares, independentemente da fonte da enzima. Os xaropes comerciais de FOS contem 25 a 30%
(p/v) de 1-kestose (GF,), 10 a 15 % de nistose (GF;), € 5 a 10 % de 1f-frutofuranosilnistose (GF,),
incluindo 25 a 30% de glicose livre como produto (YUN et al., 1990; YUN et al., 1992; HAYASHI

etal., 1991).

3.1.4 Mecanismo para a producio de frutooligossacarideos

O mecanismo detalhado para a formagdo 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 reacdes

consecutivas, a saber:
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GF, + GF, - GF,, + GF,,
onde: n (inteiro) > 1, G e F € por¢do 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 producdo de FOS € apresentado nas equagdes 1 a 4:

2GF - GF,+G (1)
2 GF, - GF; + GF (2)
2 GF; - GF, + GF, 3)

GF; - GF,+F 4)

A inibicdo competitiva da glicose foi incluida nas equagdes (1 a 3), tendo sacarose (GF), 1-
kestose (GF,) e nistose (GF;) como substratos das reagdes catalisadas pela frutosiltransferase. A
inibicdo dos substratos inclui-se na equacdo (1) para a reagdo de transfrutosilacdo de sacarose e
equacio (4) para a reagdo de hidrolise da nistose.

Os efeitos da concentragdo da sacarose, 1-kestose ou nistose sobre a atividade
frutosiltransferase foram investigados para uma temperatura de 55°C e pH de 5,5. Os valores de K,,,
e Vmix para cada substrato foram determinados utilizando o grafico de Lineweaver-Burk. Como
mostraram os autores, houve um aumento no nimero de unidades de frutose no meio, resultando em

uma diminui¢do do valor de V4 € aumento do valor de K, JUNG et al., 1989).

3.1.5 Frutosiltransferase

A frutosiltransferase ¢ uma enzima conhecida como a catalisadora de transformagdes de
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sacarose em FOS. Estd enzima é produzida em laboratério na forma extra e intracelular por vérios
micro-organismos, incluindo Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori,
Aureobasidium sp., Aureobasidium pullulans, Aspergillus japonicus, Aspergillus phoenicus e
Arthobacter sp. (HIDAKA et al., 1986).

Alguns pesquisadores utilizam a denominacio [-D-fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) com
atividade de transfrutosilagdo, conforme citacdo de L’Hocine et al. (2000) ou B-frutosiltransferase
(EC 2.4.1.9). Esta é uma das enzimas utilizadas na obtencdo de FOS e pode ser de diversas origens
microbiana e vegetal (GHAZI et al., 2005), podendo hidrolisar tanto moléculas com ligacao [3-2-1
frutofuranosidicas (sacarose, inulina etc.), como sintetizar compostos contendo o mesmo tipo de
ligacdo, como os FOS, dependendo das condi¢des de reagao.

A enzima frutosiltransferase tem sido purificada e caracterizada (HIRAYAMA et al., 1989;
SHIOMI, 1981). Em geral, a enzima produzida por micro-organismos é de maior peso molecular e
mais estdvel que as originadas de plantas. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura indica
que a atividade de transfrutosilacdo € favorecida em valores 6timos de pH entre 5 e 6,5 e
temperaturas entre 50 e 60°C (HIRAYAMA et al., 1989; SHIOMI, 1981 e YUN, 1996). A enzima é
adequada para uso comercial desde que as reagdes desejdveis sejam favorecidas em altas
concentracdes de sacarose.

O mecanismo de ag@o desta enzima depende da fonte; se a fonte for vegetal ou produzida por
alguns micro-organismos, sua acdo ocorre em conjunto com uma série de outras enzimas. Mas para
outros micro-organismos, sua acdo € unica, ndo necessitando de outras enzimas (YUN, 1996).
Como uma enzima do grupo transferase, a reacdo conduzida por ela consiste na transferéncia de um
grupo de uma molécula para outra, mais especificamente de grupos frutosil (DIXON & WEBB,

1979).
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A FTase de Aspegillus oryzae tem méxima atividade a 60 °C e pH de 6,0. A enzima mostrou
boa estabilidade a 40°C e na faixa de pH de 5,0 a 7,0, de acordo com os estudos de Sangeetha et al.
(2004). J4 L’Hocine et al. (2000) encontraram que o pH e temperatura 6timos para a enzima
frutosiltransferase de Aspergillus niger é de 5,8 e 50°C, respectivamente. A atividade catalitica foi
dependente da concentracdo de sacarose, pois aumenta-se a atividade com o aumento da
concentracio da sacarose.

Para a enzima P-frutosiltransferase de Aspergillus niger foi constatado que em altas
concentracdes de sacarose, a transfrutosilacdo é favorecida e bastante eficiente. Porém em baixas
concentracdes de sacarose a acdo hidrolitica era predominante (JUNG et al., 1989). Os autores
determinaram que a temperatura maxima de atividade para esta enzima foi 55 °C e seu pH 6timo foi
de 5,5.

Por outro lado a frutosiltransferase de Agave americana foi ativada pelos fons Ca™, Mg2+,
Co’*, Li* e inibida por alguns minerais como Ag*, Pb**, Hg**, AI’* ¢ Sn** (BHATIA & NANDRA,
1979), enquanto que a enzima do Aureobasidium sp. foi inibida por fons Hg**, Cu** e Pb*
(HAYASHI et al., 1991), porém estes ativadores ndo sdo estaveis.

De acordo com L’Hocine et al. (2000), alguns fons metédlicos e outros inibidores tém
diferentes efeitos sobre a atividade da enzima, sendo inibida por Hg** e Ag®*. Assim, os estudos
mostraram que o pH e temperatura 6timos para a enzima frutosiltransferase de Aspergillus niger
foram 5,8 e 50°C, respectivamente. Os pesquisadores obtiveram valores de 44,38 mM para K, e
1030 pmol/mL.min para V., sendo que a atividade catalitica foi dependente da concentracdo de

sacarose, pois hd um aumento da atividade com o aumento da concentra¢io da sacarose.

15



Revisdo bibliogrdfica geral

3.1.5.1 Enzima imobilizada

Alguns sistemas reacionais requerem que o biocatalisador esteja imobilizado em um material
s6lido, de forma que a concentragdo do mesmo tenha um aumento significativo, proporcionando, ao
mesmo tempo, um contato 6timo com o substrato. Alguns micro-organismos e outros materiais
celulares tém inclinagdo natural para aderir-se as superficies e, portanto podem ser imobilizados
(SCOTT, 1987).

A imobilizagdo de enzimas é amplamente utilizada por apresentar algumas vantagens, como a
facil recuperacdo da enzima do sistema de reacdo e posterior reutilizacdo; além disso, na maioria
das vezes observa-se um aumento no tempo de vida ttil, assim como boa tolerancia a variacdes de
forcas idnicas, pH e temperatura. No entanto, devem-se fazer algumas consideracdes quanto as
limitacdes difusionais e transferéncia de massa, que sao fatores que afetam a atividade da enzima,
visto que nutrientes e produtos tém que fazer o percurso através da camada limite externa
(transferéncia de massa externa) para o interior da matriz (transferéncia de massa interna) (DE
BACKER et al., 1996; JOVETIC et al., 2001; BAILEY, 1986).

Na literatura sdo descritos vdrios métodos de imobiliza¢do, sendo o encapsulamento um
processo comum. Varios polimeros sdo utilizados, como poliacrilamida, gelatina, alginato e k-
carragena (CHIBATA & TOSA, 1980; SHIN et al., 2004).

A B-frutofuranosidase de Aspergillus japonicus é uma glicoproteina localizada na parede da
célula, e sua maior atividade estd relacionada com o micélio. O micélio foi imobilizado em alginato
de célcio, resultando numa imobilizacdo rdpida, sendo obtido uma boa resisténcia mecanica e
grande aumento na estabilidade da enzima (CHENG et al., 1996; CRUZ et al., 1998). Estudos
realizados por HAYASHI et al. (1994) utilizaram o alginato de cdlcio para imobilizar a enzima de

Aureobasidium sp. e obtiveram uma vida util de 275 dias para um reator de leito fixo.
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A frutosiltransferase de diferentes fontes ja foi imobilizada em resinas de troca idnica numa
solugdo contendo um agente bifuncional de ligacao (KIM, 1993); por troca id6nica (YUN, 1995); em
suporte de polimetacrilato a partir de A. aculeatus (GHAZI et al., 2005, TANRISEVEN, 2005); por
adsorcdo em DEAE-celulose, para imobilizar a [-frutofuranosidase de A oryzae (KIDA et al.,
1988); por encapsulamento (HAYASHI et al., 1994) e ligacdo covalente (PATIL, 1999). Chiang et
al. (1997) imobilizaram a B-frutofuranosidase de A. niger por ligagdo covalente em metacrilamida
baseada em bolhas poliméricas. A enzima de A. aculeatus foi imobilizado em pectinex ultra SP-L
por ligacdo covalente (TANRISEVEN & ASLAM, 2005). A cepa de A. aculeatus foi imobilizado
em bolhas de EC com epodxi-ativada (ligacdo covalente), utilizando reator de leito fixo operado em
batelada (GHAZI et al., 2005). PLATOVA et al. (2006) imobilizaram a enzima de Aureobasidium
pullulans em polimetacrilato, por ligagdo covalente em copolimero de butil acrilato e etileno glicol
dimetacrilato (ONDERKOVA, 2007).

Para as frutosiltransferases, observou-se que a imobilizag@o é extremamente benéfica, pois ha
um aumento da estabilidade da enzima, aliado ao fato de poder utilizd-las em reatores continuos,
que operam ininterruptamente durante 5 a 6 meses. Isto representa uma economia no processo,
reduzindo custos de produgdo e melhorando a qualidade do produto. A frutosiltransferase
imobilizada é muito importante para redugdo de custo na producdo em grande escala. Em geral, a
enzima imobilizada comparada com a enzima livre tem melhor estabilidade térmica, sdo faceis de
separar e podem ser reutilizadas ou usadas continuamente. Entre muitos processos de imobiliza¢do
destacam-se as ligacdes covalentes. A eficiéncia da imobilizacdo depende das propriedades do
suporte, natureza da enzima e condicdes de imobilizacdo. A eficiéncia da imobilizacdo ¢é
caracterizada por sua atividade e estabilidade de armazenamento. Um dos pardmetros que
influenciam esta eficiéncia é o pH do tampao utilizado (KIM, 1993; MARTIN, 2003; HERNAIZ,

2000).
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Estudos especificos foram realizados com a FTase extracelular de Rhodotorula sp.
imobilizada em alginato por Hernalsteens (2006) e Aguiar-Oliveira (2007), indicando que o alginato
ndo permite reuso, apresenta baixa estabilidade fisico-quimica e ndo proporciona boa estabilidade
para a enzima. De acordo com os estudos realizados por Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010), os
melhores resultados foram obtidos ao se imobilizar a enzima por adsor¢cao em suporte sdlido dcido
inorganico, composto por niébio e grafite, obtendo-se uma eficiéncia de imobiliza¢do de 97,76 %
para uma razdo de 164 U/g suporte. Na sintese de FOS tendo sacarose a 50 % como substrato
inicial, foi observado um rendimento em torno de 60 % ndo muito diferente aos da enzima livre.

As interagOes bio-especificas envolvem o reconhecimento da molécula alvo pelo sitio de
adsorcdo e o ajuste dessa molécula a posicdo mais adequada através de interagdes entre o suporte e
os residuos de aminodcidos das proteinas. A complementaridade da interagdo € por meio da
estrutura enzima-suporte, que permite a ligacdo da molécula ao suporte por ligagdes covalentes e/ou
ndo covalentes. A conformacdo espacial da enzima em relagdo ao suporte ou sitio de adsor¢do tem
papel fundamental na intensidade das interacdes bio-especificas. Vale lembrar que enzima e suporte
ndo sdo estruturas naturalmente complementares e imediatamente apds os primeiros pontos de
ligacdo se formarem, a enzima perde flexibilidade (MATEO et al., 2006; NOGUEIRA, 1999).

O pH do macro e micro-ambiente tem influéncia direta sobre a enzima e sua reatividade,
estabilidade estrutural e solubilidade. A carga do suporte pode alterar o pH do micro-ambiente,
alterando o perfil de pH da enzima apds imobilizagdo e pode ocorrer também alteracdes
conformacionais da enzima, devido a protona¢do induzida por extremos de pH. Muitas vezes o pH
6timo da enzima nio corresponde ao 6timo para um processo biotecnoldgico devido, muitas vezes a
variagdo de solubilidade do substrato e produto, a mudanga da posi¢do de equilibrio da reagao, a
ionizacdo do produto, a reagdes adversas, ao ataque microbiano, etc. (RESHMI et al., 2007;

ARROYO, 1998; CHAPLIN, 1990; TREVAN, 1980).
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Algumas das técnicas de imobilizacdo enzimdtica para a FTase de Rhodotorula foram
avaliadas por Aguiar-Oliveira (2007) e dentre elas se destacam a adsorcdo e a imobilizacdo por
ligacdes covalentes em suportes inorganicos. Estudos realizados com a enzima FTase imobilizada
em um suporte sélido 4cido inorganico composto por niébio e grafite com grau de pureza em torno
de 80% e com granulometria entre 65 e 80 mesh fornecido pela CBMM (Companhia Brasileira de
Metalurgia e Mineracdo). Os estudos mostraram um deslocamento para uma faixa mais bésica de
pH em seu perfil apds imobilizagdo. Além do pH 6timo (4,5) para a enzima livre, observou-se 6tima
atividade e estabilidade em pH 6,0. Este comportamento pode ser explicado pela carga negativa do
suporte.

Algumas enzimas necessitam de certos sais para realizar determinadas catdlises. De acordo
com Chaplin (1990), alguns sais necessdrios para boa reatividade de enzimas podem ser ligados ao
suporte onde a enzima serd imobilizada ou adicionados ao meio de reacdo. Resultados obtidos por
Hernalsteens (2006) e Aguiar-Oliveira (2007), revelaram que a adi¢cdo de alguns sais, especialmente
o CuSO,, apresenta efeito promotor da atividade e estabilidade para FTase extracelular de
Rhodotorula sp. nas formas livre e imobilizada. Resultados semelhantes com este mesmo sal foram
observados em trabalho de Papinutti et al., (2008) com a enzima lactase.

Aguiar-Oliveira (2007) observou um deslocamento do perfil de atividade enzimdtica para
uma regido mais bésica, quando comparada com a enzima livre, indicando efeito causado pela carga
negativa do suporte. A adicdo de sais a 10 mM no meio de incubacdo demonstrou aumentar a
estabilidade térmica do imobilizado, especialmente para o sal CuSO4. Em pH 4,5 e 6,0 foram
observadas altas atividades enziméticas e estabilidade, em diferentes temperaturas, e ambos 0s
valores de pH foram selecionados para caracterizacdo do sistema. As meias-vidas da enzima
imobilizada a 50°C em pH 4,5 e 6,0 foram respectivamente de 24 e 48 dias e a temperatura Gtima
para cada pH foi de 61 e 63°C. A cinética enzimdtica apresentou inibi¢do pelo substrato sacarose,

efeito ndo observado com a enzima livre (AGUIAR-OLIVEIRA, 2007).
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3.1.5.2 Rhodotorula sp.

As leveduras do género Rhodotorula podem apresentar coloragdo rosa, vermelha ou amarela
e sdo responsaveis por coloracdes anormais de alguns alimentos e alteracdo de agucar liquido e
azeitonas. Sdo produtoras de carotendides de coloracdo vermelha ou amarela e sdo comuns em
bebidas ndo alcodlicas (sucos de maga, laranja, etc.) sendo a R. glutinis muito utilizada na produgdo
de lipidios de origem microbiana. Sdo consideradas “leveduras falsas” ou fungos imperfeitos, pois
ndo produzem esporos sexuais (FRANCO & LANDGRAF, 2003; FRAZIER & WESTHOFF,

1978).

3.1.5.3 Frutosiltransferase extracelular da Rhodotorula sp.

De acordo com os estudos realizados por Hernalsteens (2006) no Laboratério de Engenharia
de Bioprocessos (DEA/FEA-UNICAMP) utilizando a enzima extracelular de Rhodotorula sp. na
forma livre, apGs a purificagdo o peso molecular foi estimado em 170 kDa utilizando o gel de
filtracdo e 77 kDa pela eletroforese desnaturante, SDS-PAGE. A determinacdo da massa molecular
indica que a enzima na sua forma nativa se apresenta como um dimero. A enzima mostra ambas
atividades, a frutofuranosidase/hidroliitica (FA) e a frutosiltransferase (FTase). Utilizando a
sacarose como substrato, observou-se uma cinética enzimatica de transfrutosilacio obedecendo a
equacdo de Hill (Eq. 5) com valores para V,,, de 236,1 pmol/mL, K5 de 299 g/L e h de 2,2. A
maior atividade foi obtida para um pH de 4,0 e uma temperatura de 65 °C. Porém, observou-se uma

estabilidade maior para pH de 5,0 e temperaturas inferiores a 60 °C.
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onde:

v = velocidade de reacdo

V' max = velocidade limitante de reagéo

h = coeficiente de Hill (indice de cooperatividade)

Ko 5 = concentragdo de substrato para v = 0,5 V' .

O pH e temperatura 6timos para a atividade de frutofuranosidase se situaram em torno de 4,0
e 72 a 75°C, respectivamente, enquanto a frutosiltransferase mostrou atividade 6tima em pH 4,5 e
temperatura na faixa de 65 - 70°C. Ambas as atividades foram muito estiveis em temperaturas
abaixo de 66°C, enquanto que para a atividade frutofuranosidase a enzima foi mais estdvel em pH

4,0 e para a frutosiltransferase em pH 5,0 (HERNALSTEENS, 2006).
4 Modelagem matematica

A modelagem matemdtica permite organizar informacdes desconexas a respeito dos
fendmenos biol6gicos num conjunto coerente, pensar logicamente a respeito de quais componentes
e interacdes sdo importantes no sistema, descobrir novas estratégias para explicar o comportamento
do sistema submetido a determinadas condigdes, corrigir falhas eventuais existentes no
entendimento convencional de determinados fendmenos, e finalmente entender as caracteristicas
qualitativamente essenciais de determinado processo (BAILEY, 1998; INGHAM et al., 2007).

O objetivo principal da modelagem e simulagdo é prever o comportamento dindmico e

estaciondrio do processo, inclusive em condi¢des ndo testadas empiricamente, possibilitando a
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determinacdo de condi¢des operacionais economicamente 6timas do sistema, avaliando o projeto e
o ajuste de algoritmos de controle, no qual o modelo mateméatico formulado passa a ser parte
integrante do mesmo (BONOMI & SCHMIDELL, 2001; INGHAM et al., 2007).

Uma etapa essencial no desenvolvimento de qualquer modelo € a formulacio das equagdes de
balanco de massa e energia, podendo-se incluir relacdes adicionais que representem: as taxas de
reacdo quimica, as taxas de transferéncia de calor e massa e alteracdes de propriedades do sistema.
A combinagdo destas relacdes constitui a base para a descricdo quantitativa do processo e
compreende o modelo matematico bésico. O modelo resultante pode variar de um simples caso de
equacdes até modelos de grande complexidade. Uma das habilidades da modelagem é, portanto,
obter o modelo mais simples possivel que seja capaz de uma representagdo realista do processo

(INGHAM et al., 2007).

4.1 Formulaciao do modelo

As equacdes de balanco de massa no estado estaciondrio baseiam-se no principio da

conservacdo de massa. Para o estado estaciondrio (steady-state) o fluxo do processo € expresso por:

Taxa de massa na entrada do sistema = Taxa de massa na saida do sistema

O balango de massa total dinamico é dado por situagdes reais, no entanto, as condi¢des sdao
alteradas com relag@o ao tempo. Sob estas circunstancias, o balan¢o de massa no estado estacionério
¢ inapropriado e deve ser substituido por um balanco dindmico ou balanco de massa no estado de

equilibrio, apresentado na Equagao 6.

22



Revisdo bibliogrdfica geral

Taxa de acumulo de massa taxa mdssica taxa mdssica

no sistema na entrada na saida (6)

Neste caso a taxa de acimulo representa a taxa de variacdo na massa total do sistema, com
respeito ao tempo, e no estado estaciondrio essa taxa € igual a zero. Assim, o balango de massa em
estado estaciondrio € visto como uma simplificagdo do balan¢o de massa dindmico geral. A escolha
da regido de balango depende da drea particular de interesse do modelo, a avaliacdo pode ser no

reator ou numa regiao determinada do reator.

4.1.1 Reator de mistura

O reator de mistura, operando na forma de batelada, ¢ um dos mais utilizados em processos
enzimaticos, principalmente na 4rea de alimentos. Neste tipo de reator se tem um ingresso inicial do
substrato junto a enzima e logo é permitida que a reagdo ocorra sob condi¢des 6timas (Figura 1). No
entanto, este sistema pode levar a baixas produtividades, ja que o substrato € adicionado de uma s6
vez no inicio da reacdo, podendo exercer efeitos de inibicdo. Além disso, apresenta tempo morto,
como na carga e descarga do reator. O balanco de massa € dado pela Equagdo 7, se consideramos
que a densidade é constante no reator, temos a equagdo simplificada (Eq. 8). Sendo que C; € a

concentracdo de substrato e V € o volume.
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GCi

(& [\
ViV

Figura 1. Esquema de operagdo de um reator de mistura.

dCc\Vv

——=V.rC.,C. 7
7 (C.,C)) (7)
Entdo se =0, temos:

dt

dcC.

—Y=r(C,,C, 8
7 (C,,C)) (8)

Onde:

C; : concentra¢do do componente i

C; : concentragdo de outra espécie que influencie a taxa de consumo ou formagdo de 1 na reacdo
V : volume do reator

r : taxa volumétrica de formag@o ou consumo do componente i.

Neste tipo de reatores a produtividade, Pr, dado em g/L.h é calculado pela equagdo 9, onde C

¢ a concentragdo do produto, t é o tempo de reagao.
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Pr=— 9)

Quando uma enzima € imobilizada, a imobilizac¢do limita a mobilidade da mesma, podendo,
portanto, ocorrer perda de acessibilidade desta ao substrato, levando a uma redugdo na atividade do
catalisador (enzima), promovida por restricdes difusionais, ou seja, dificuldade para acessar
livremente ao sitio ativo. Isto é devido a presenca de uma superficie rigida da particula do suporte, o
que pode fazer com que o produto se acumule nas proximidades do sitio ativo. As propriedades
cinéticas da enzima s@o alteradas com o processo de imobilizacdo devido as modificagcdes
conformacionais que a molécula da enzima sofre, afetando especialmente seu sitio ativo. Porém, a
sua expressao depende da velocidade com que o substrato, atinge o sitio ativo no interior da
particula do catalisador. Nesse trajeto sdo gerados gradientes de concentracdo do substrato, cuja
intensidade depende dos mecanismos de transferéncia. No exterior da particula o processo de
transferéncia pode ser por difusdo molecular se a solugdo ndo estiver sendo agitada, ou convectivo,
se houver agitacdo; ao atingir a superficie da particula o substrato terd que fazer um percurso no
interior que poderd ocorrer também por mecanismos difusionais ou convectivos, dependendo da
natureza e estrutura do suporte inerte. Em geral a escolha do suporte, do meio e dos parametros de
operagdo reduzem este efeitos (DUTTA, 2008; BLANCH, 1997; BON et al., 2008).

A cinética enzimdtica, apés a imobilizacdo, pode também ser modificada, devido a
interferéncia do suporte ou das ligacdes formadas entre a enzima e o suporte. O aumento de K,
significa que uma concentracdo maior de substrato é necessdria para uma mesma taxa de reagdo
observada com a enzima livre (CHAPLIN, 1990; WOODWARD, 1985). Assim, estudos realizados
por Aguiar-Oliveira (2007) mostraram que, para a FTase de Rhodotorula sp. houve aumento do K,

de 299 g/L na forma livre para cerca de 370 g/ em pH 4,5, para uma concentragio de sacarose de

500 g/L em pH 6,0 para a enzima imobilizada.
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4.1.1.1 Transferéncia de massa

A imobiliza¢do de enzima pode introduzir um novo problema, o qual estd ausente na
enzima livre, ou seja, a resisténcia a transferéncia de massa devido, por um lado a existéncia da
camada limite, e por outro lado devido a problemas difusivos se a enzima for imobilizada em poros
ou no interior de uma matriz polimérica. Entdo a imobilizagdo de enzimas gera fendmenos de
resiténcia a transferéncia de massa, os quais s@o importantes fatores limitantes do processo,
podendo assim afetar a velocidade global de reag@o. Se considerarmos estes fendmenos e seguirmos
um caminho hipotético do substrato desde o liquido até o sitio de reacdo da enzima imobilizada,
como se mostra na Figura 2, este caminho pode ser dividido nas seguintes etapas: (1) transferéncia
do substrato do meio liquido para a camada limite de liquido ao redor da particula com a enzima
imobilizada e (2) difusdo relativa através da camada limite (transferéncia de massa externa); e (3)

difusdo no interior da particula até o sitio ativo da enzima no interior do suporte inerte

(transferéncia de massa interna).

Meio liquido
Enzima imobilizada
1
=
Co

Cs

Figura 2. Diagrama esquematico da trajetéria do substrato para o
sitio de reagc@o na enzima imobilizada.
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Se a enzima € imobilizada na superficie da particula insolivel, entdo o caminho é composto
apenas pela etapa (1) e (2), ou seja, uma resisténcia de transferéncia de massa externa, onde a taxa

de transferéncia de massa € proporcional ao gradiente de concentracao do substrato.

4.1.1.2 Transferéncia de massa externa

Em suportes ndo porosos a enzima estd imobilizada a superficie e o substrato e o produto
estdo sujeitos apenas a resisténcias externas a transferéncia de massa através do filme de fluido ao
redor da particula. O fluxo de massa (J) pode ser expresso em funcdo de um coeficiente de
transferéncia de massa e de uma diferenca de concentrac¢des segundo a equacdo 10. (DUTTA, 2008;

BLANCH, 1997).
J=K,(C-C)) (10)

O coeficiente de transferéncia de massa K freqiientemente poder ser determinado por
correlagbes empiricas que incluem propriedades fisicas do fluido. Durante a rea¢do enzimética de
uma enzima imobilizada, assumindo o estado estacionario, a taxa de transferéncia do substrato é
igual ao consumo do substrato. Portanto, se a reagdo da enzima € descrita pela equacdo de Michaelis

Menten, o fluxo de massa pode ser descrito pela equagdo 11.

v S
J=K,(C -C )=—m=—_ 11
T (an

As equagdes 12 e 13, que expressam a relacio das velocidades maxima de reagdo e maxima
de transferéncia, conhecidas como ntimero de Damkdlher (Da), ddo uma idéia de qual € a etapa

limitante do processo (DUTTA, 2008; BLANCH, 1997).
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_ Taxa mdxima de reag¢do

Da - - (12)
Taxa mdxima de difusdo
Vv
Da = —=— (13)
KL Km

Dependendo da magnitude de Da, a equacdo (11) pode ser simplificada. Se Da << 1, a taxa de
transferéncia de massa é muito maior que a taxa de reacdo, entdo a reacdo global é controlada pela

cinética de reacdo da enzima (reagdo limitada), segundo a equagado 14.

—_ Vmax S

= 14
s (14)

Se Da >> 1, a taxa de rea¢do € muito maior que a taxa de transferéncia de massa e a reacdo
global é controlada pela taxa de transferéncia de massa, o que torna a equacido 16 na equacio

simplifica de primeira ordem (Eq. 15).
v=K,aC (15)

Para avaliar a reducdo da velocidade devido a resisténcia de transferéncia de massa, define-se
o fator de efetividade de uma enzima imobilizada, 1, que traduz a razdo entre a velocidade
observada real e a velocidade que se observaria na auséncia desses efeitos de acordo com a equacio

16.

Taxa de reagdo observada

= ; (16)
Taxa calculada segundo a concentragdo de substrato no meio

O fator de efetividade externo () € uma medida numérica da influéncia da resisténcia a

transferéncia de massa observada na taxa de reagdo. Se N << 1, a resisténcia a transferéncia de

massa € limitante do fornecimento do substrato a enzima, limitando assim a atividade catalitica da
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enzima imobilizada. Se n 0O 1, a concentragdo do substrato na superficie do biocatalisador
imobilizado € essencialmente a mesma daquela contido no meio, e a taxa de reacdo praticamente
ndo € limitada pela transferéncia de massa.

Para a determinacdo do coeficiente de transferéncia de massa em reatores de batelada, com
particulas em suspensdo, utiliza-se a correlacdo de Levins & Glastonbury (1972) (Eq. 17) que
relaciona os nimeros adimensionais Sherwood (Sh), Schmidt (Sc)(Eq. 18) e Reynolds (Re) (Eq.

19). A determinacdo do coeficiente de difusdo em liquidos € obtida pela equacdo de Stoke-Einstein

(equagdo 21).
0,62
K d d 4/3'51/3 4 0,17 0,36
Sh=—tl —ppoug L | |2 d (17)
D(s) % T, D(s)
Sc = D'zs) (18)
2
Re = PN-D” (19)
Vv
% =% (20)
K,T
D(s) = —67721R (21)
Onde:

D,: didmetro da matriz esférica

D): coeficiente de difusividade do soluto em solvente
V: viscosidade cinematica

N: freqiiéncia de agitacdo.

K3 : constante de Boltzmann
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T : temperatura absoluta
M : viscosidade do solvente

R, : raio do soluto

Em tanques agitados costuma-se relacionar o numero de Reynolds (Re) com o consumo de
poténcia por unidade de massa (€), que € obtida pela equacdo 22. O numero de poténcia é obtido

pela correlacdo de Rushton et al. (1950), conforme a equagado 23.

N,N°.D’
P (22)
VV'
P
Np=——— 23
4 O ND (23)
Onde:

D : didmetro das pds do agitador
N : freqiiéncia de agita¢do

Np: niimero de poténcia

P: poténcia consumida

V,: volume do liquido do reator

4.1.2 Reator de cesto em batelada

O reator de cesto fornece uma boa mistura e € facil de ser mantido sob condi¢des isotérmicas.

A grande utilizacdo destes reatores € na determinagdo das constantes cinéticas intrinsecas. Eles

também sdo ideais para o estudo da influéncia da difusdo intraparticular, na auséncia de efeitos de

transferéncia externa de massa. Este tipo de reator tem a vantagem que o biocatalisador nio sofre
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atrito pelo agitador, sendo que o catalisador encontra-se contido em uma estrutura semi-permedvel,
a forma de uma cesta. Em alguns casos o biocatalisador € fixado em uma cesta estitica anular em
torno do impulsor (GOTO & SAITO, 1984) ou em um cesto rotativo movido pelo eixo (GOTO &

SAITO, 1984; TESHIMA & OHASHI, 1977).

Figura 3. Esquema de operagdo de um reator de mistura perfeita. A cesta contendo a enzima é

representada pela estrutura fixada em b, C; € a concentragdo de substrato e Vg é o volume do reator.

Para reatores de cesto o balaco de massa segue o balancgo utilizado no reator de batelada, no
entanto a enzima encontra-se retida em um cesto, mudando assim as condi¢des de transferéncia de
massa. A determinacio do coeficiente de transferéncia de massa (K;) resulta ser diferente, podendo
ser determinado utilizando a correlacdo de acordo com Teshima & Ohashi (1977) (Eq. 24) que
relaciona o nimero de Sherwood (Sh) a taxa de energia de dissipacdo (€) , ao nimero de Scmidt
(Sc) (Eq. 26) e as relacdes geométricas do reator. Um dos pardmetros nesta equagdo é a energia

dissipada (€), determinada a partir da equagdo 25.

041
K.d ed? 064
g = 2t =2+0.012{ ”} { d } (24)

D(s) v? D(s)
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P
= 25
¢ Vip ()
v
= 26
¢ D(s) (26)

Onde:

K.: coeficiente de transferéncia de massa

d,: didmetro da particula

€: energia dissipada

V: viscosidade cinematica

D(s): difusividade do substrato em solugdo (Eq. 24).
P: potencia consumida

V: volume do reator

4.1.3 Reator de cesto continuo

A maioria dos processos que envolvem a enzima imobilizada é operada continuamente. Eles
podem ser divididos em dois tipos: reator continuo com agitagdo e reator tubular.

No reator de cesto a enzima encontra-se retida no cesto do reator. O reator é continuamente
alimentado com um fluxo volumétrico, Q, contendo substrato em concentracdo inicial, C;, obtendo-

se uma corrente continua do produto, P, como é mostrado na Figura 4.
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Q,C,P

Figura 4. Esquema de operacio de um reator de cesto continuo. C; € a concentragdo de substrato na

alimentagdo, Q € o fluxo de alimentagdo e Vg é o volume do reator.

O balanco de massa de substrato, no estado estaciondrio para o reator de cesto continuo €

dado pela equacao 27 onde o tempo de residéncia (T) é calculado pela equagdo 28.

dac;, _C, -G, -rC, 27)
dt T
T= K (28)
0
Onde:

C;: concentracdo do substrato
Ci,: concentracao de substrato na alimentacao

r.: taxa volumetrica de formag@o ou consumo do componente i

T: tempo de residéncia
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Para a determinagdo da produtividade (Pr) em processo continuo utiliza-se a equagdo 29 e a

taxa de diluicdo € calculada a partir da equagao 30.

Pr=CI[D (29)
0

D== 30
v (30)

Sendo:

C: concentracdo do produto

D: taxa de diluicao

4.2 Cinética enzimatica

O estudo da cinética de reagdes enzimdticas visa medir as velocidades das transformacdes
que se processam, estudando a influéncia de condi¢des de trabalho como concentracdes de
reagentes, enzimas, temperatura, pH, concentragdo de ativadores e de inibidores. Correlaciona as
equacdes empiricas ou modelos matemdticos relativos as velocidades das transformacdes com
alguns dos fatores que as afetam com o objetivo de colaborar na otimiza¢do do processo, desta
forma estabelecer critérios para o controle do processo e posteriormente projetar o reator mais

adequado (DIXON &WEBB, 1979).

4.2.1 Cinética de Michaelis-Menten

O modelo cinético para uma reacdo enzimatica simples foi desenvolvida por Michaelis e

Menten, o qual considera a velocidade inicial de reacdo quando a concentracdo do substrato é
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constante e a concentracdo do produto desprezivel, e considerando também a existéncia de um
complexo Enzima-Substrato (ES). A dependéncia da velocidade inicial de reac@o (v) em funcgdo da
concentracdo de substrato (S) € apresentada na equag@o 31, sendo K,, a constante de saturacdo e

Vinax @ velocidade médxima de reacdo (DIXON & WEBB, 1979; BAILEY & OLLIS, 1986).

v=VmaxL (31
K, +S

Para a determinacido dos parametros cinéticos K, e V.x uma das técnicas é utilizada a
técnica de linearizacdo da equag@o como descrita por Lineweaver-Burk, Eadie-Hanes e Hofstee. No
entanto nem todas as reagdes enzimadticas seguem a teoria cldssica descrita por Michaelis-Menten
devido a problemas de inibi¢des, seja por algum composto presente na solugdo, seja pelo proprio
substrato ou pelo produto formado. Freqiientemente sio realizadas correcdes nas equacdes cinéticas

(DIXON & WEBB, 1979; BAILEY & OLLIS, 1986).

4.2.2 Concentracao do substrato

A concentracdo do substrato influencia fortemente a atividade enzimdtica. Assim para baixas
concentracdes de substrato hd uma relagcdo direta entre o aumento da concentra¢do do substrato e a
velocidade de reagdo (cinética de primeira ordem). Para baixas concentracdes, cada vez que
duplica-se S, duplica-se o valor da velocidade (cinética de primeira ordem). No entanto para
maiores concentracdes de substrato, o aumento da velocidade passa a ser cada vez menor e, a partir
de determinada concentracdo, a velocidade se estabiliza, mesmo que a concentracdo do substrato
continue a aumentar (cinética de ordem zero) em que a velocidade é independente do S. Isto é
devido ao centro ativo da enzima encontrar-se ligado a molécula do substrato, produzindo assim

uma saturagdo dos centros ativos das enzimas. Pelo que, a partir deste momento, a quantidade de
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produto formado por unidade de tempo (velocidade da reacdo) é constante, e a tnica possibilidade
neste caso de aumentar a velocidade da reagdo é aumentar a concentracdo da enzima, sendo
representado pela equagdo 32, onde Kjs € a constante de inibi¢do pelo substrato (DIXON & WEBB,

1979; BAILEY & OLLIS, 1986).

v=V S (32)

K. +S[g1+8j
KIS

4.2.3 Inibicao da atividade enzimatica

A presenca de uma substancia inibidora na solu¢cdo provoca a diminui¢do da velocidade de
reacdo, e sua acdo pode ser reversivel ou irreversivel. Na inibicdo irreversivel o inibidor reage
quimicamente com a enzima levando a uma inativacdo praticamente definitiva. A inibi¢do
reversivel € caracterizada por um equilibrio estabelecido muito rapidamente entre a enzima e o
inibidor. A inibicdo reversivel pode ser competitiva, ndo competitiva, incompetitiva e mista, sendo

avaliada pela constante de inibicdo (K;).

4.2.3.1 Inibicao competitiva

Um inibidor competitivo € uma molécula que compete diretamente com o substrato pelo
centro de ligac@o a enzima. O inibidor geralmente tem semelhancas estruturais com o substrato para
se ligar ao centro ativo, mas € suficientemente diferente para ndo reagir. Neste caso, quanto maior a
concentracdo do inibidor (I), mais elevado o valor de K, € 0 V;,,x nfo sofre variacdo. Este tipo de
inibicdo é representado pela equagdo 33 (DIXON & WEBB, 1979; BAILEY & OLLIS, 1986), onde

K| é a constante de inibic¢ao.
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max / (33)
Km(l+j+5
K

4.2.3.2 Inibicao nao competitiva

Este tipo de inibicdo ndo € superado pelo aumento da concentragdo de substrato como na
inibi¢do competitiva. A molécula € ligada a enzima em um local diferente ao sitio ativo, alterando a
conformacdo da proteina enzimadtica, o que a torna inativa. O valor de V ,,x diminui devido a ligacao
do substrato a enzima, e tem um efeito idéntico a diminui¢do da concentracao total da enzima. O K,
¢ mantido constante ji4 que a acdo deste inibidor ndo afeta a ligacdo do substrato. Representa-se

mediante a equagdo 34 (DIXON & WEBB, 1979; BAILEY & OLLIS, 1986).

S

v=V__ (34)
K1+ 1 |+sti+ L
KI KI

4.2.3.3 Inibicao incompetitiva

A equacdo 35 represente este tipo de inibi¢do, a qual é caracterizada pelo fato de que o
inibidor se liga exclusivamente ao complexo ES e ndo a enzima livre. Como conseqiiéncia, a
inibicdo aumenta na medida em que aumenta a concentragdo do substrato. Os valores de K, € V.«
sao afetados e diminuem com o aumento da concentra¢do do inibidor (DIXON &WEBB, 1979;

BAILEY & OLLIS, 1986).
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rog”
Vv = K—I (35)
m + S
1+1/K,
4.2.3.4 Inibicao mista

O inibidor liga-se a um local especifico da enzima, que ndo é o centro ativo. Liga-se tanto a
enzima livre como ao complexo ES. O V,;,,, diminui e o K,;, pode aumentar, diminuir ou manter-se.
A representacdo da inibi¢do mista € dada pela equagdo 36 (DIXON & WEBB, 1979; BAILEY &
OLLIS, 1986). Onde K; é a constante de inibi¢do e K; € a constante de inibi¢do do complexo

enzima-susbtrato inibidor.

Vv
y = e (36)

4.3 Ajuste e validacao do modelo

O modelo matematico € representado por equacdes diferenciais ordindrias de condicao inicial
(EDO). O ajuste do modelo aos dados experimentais € feito pelo calculo do melhor conjunto de
parametros, que tornam minima a diferenca entre os dados previstos pelo modelo e os dados
experimentais. O problema de estimacdo de parimetros em EDO pode ser resolvido mediante: a
diferenciacdo dos dados experimentais para a obtencdo direta dos valores das velocidades de reacao,
o uso de equagdes algébricas conhecido como método diferencial, pela integracio analitica (quando

o modelo é simples) ou numérica das EDO do modelo, ajustando-se o modelo aos dados
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diretamente medidos que é o chamado método de integracdo indireto (BONOMI & SCHMIDELL,
2001).

Na maioria dos casos, a estimacdo de pardmetros resulta ser um problema de regressdo nao
linear, envolvendo o uso de métodos numéricos de minimizagdo da fungdo objetivo através de
procedimentos iterativos. No caso de ajuste de parametros, a fungdo objetivo a ser minimizada
reflete o residuo calculado entre os valores experimentais e os valores simulados das varidveis de
estado (BONOMI & SCHMIDELL, 2001).

A avaliagdo do modelo matematico consiste na realizagdo de uma analise estatistica que visa
validar o modelo, seguida da identificagdo da necessidade da realizacdo de novos experimentos com

0 objetivo de aprimorar o conhecimento do processo, visando melhorar a qualidade do modelo.

4.3.1 Analise de sensibilidade

A analise de sensibilidade de um sistema refere-se a uma alteracdo na varidvel de saida
(resposta) que pode ser atribuida a uma mudanga em um dos pardmetros do sistema. Uma medida
da sensibilidade tem valor significativo, pois permite avaliar as possiveis alteracdes na saida do
sistema (BURKET, 2003). A sensibilidade é avaliada mediante a utilizagdo do método de andlise de

respostas, sendo determinado o fator de sensibilidade pela equacao 37.

V()MTC
4
SF=——our___ 37
vV -V (37)

inc inr

%

mr

-V

outr

Onde:
SF : fator de sensibilidade

Vou : variavel de saida
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Vi, : variavel de entrada
r : indice que se refere 4 condigao standard

c : refere-se 4 condi¢do alterada

4.4 Simulacao

A simulacdo € a utilizagdo dos modelos matemadticos gerados de maneira que os mesmos
reproduzam o comportamento real do sistema, tendo em vistas a otimizagdo, e ainda permite a
extrapolacdo deste comportamento (BONOMI & SCHMIDELL, 2001). Dependendo do ponto de
vista, o problema poder ser:

a) Simulacdo estdtica: refere-se a sistemas que estdo operando em regime permanente, isto, é
independente do tempo.

b) Simulacdo dinamica: este tipo de simulacio € a representacdo do sistema que varia com o tempo.
Normalmente, é trabalhado com equagdes diferenciais ordinarias (EDO) no tempo para biorreatores
operando em batelada, ou durante o transiente para sistemas continuos; pode ser trabalhado ainda
com equagdes diferenciais parciais no tempo e espaco, quando € avaliado o comportamento de
biorreatores tubulares.

No mercado existem varios pacotes ou software capazes de resolver este tipo de equacdes. O
MATLAB (Matrix Laboratory) é um software para computacdo numérica e visualizacdo de alta
performance, facil de ser usado, onde os problemas e solugdes sdo expressos quase da mesma forma
que no papel. Seus elementos bdsicos sdo matrizes que niao requerem dimensionamento. Ele permite
implementar e resolver problemas matematicos muito mais rapidos e eficientemente que através de
outras linguagens como C, Basic, Pascal ou Fortran. O SIMULINK é um programa utilizado para
modelagem, simulagdo e andlise de sistemas dinamicos. Simular um modelo no SIMULINK

significa resolver numericamente um conjunto de equacdes diferenciais ordindrias. Para isso,
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encontra-se disponivel um conjunto de métodos de integracdo. Infelizmente, devido a diversidade
de comportamentos dindmicos que os sistemas podem apresentar, ndo existe um método tnico
capaz de garantir sempre a melhor exatidao e eficiéncia de simulacdo. Logo, a escolha do método e

dos parametros de simulacdo € crucial para uma simulagdo apurada.

4.4.1 Simulink

O programa SIMULINK se aplica a sistemas lineares e nao lineares, continuos e/ou discretos
no tempo. Utiliza uma interface grafica com o usudrio para construcdo dos modelos a partir de
diagramas em blocos, através de operacdes de clique-e-arraste do mouse. Com esta interface
podem-se criar modelos da mesma forma que se faz com papel e caneta (MATHWORK, 2004).

Apés a definicdo do modelo, a simulagdo pode ser feita com diferentes algoritmos de
resolucgdo, escolhidos a partir dos menus do SIMULINK ou da linha de comando do MATLAB. Os
menus sdo particularmente convenientes para o trabalho interativo, enquanto a linha de comando
tem sua utilidade na simulag@o repetitiva na qual se deseja somente mudar parametros. Usando
osciloscopios (Scopes) ou outros visualizadores, tém-se o resultado gréafico da simulacdo enquanto
esta estd sendo executada. Os resultados da simula¢do podem ser exportados para 0o MATLAB para
futuro processamento ou visualizacdo. As ferramentas de andlise de modelos incluem ferramentas
de linearizacdo e ajuste (Trimming) que podem ser acessadas a partir da linha de comando do
MATLAB, assim como vdrias ferramentas do MATLAB e suas TOOLBOXES especificas. Sendo o
MATLAB e o SIMULINK integrados, pode-se simular, analisar e revisar os modelos em qualquer
dos dois ambientes (MATHWORK, 2004).

O SIMULINK possui a habilidade de simular sistemas discretos (dados amostrados). Os
modelos podem ter multiplas taxas de amostragem e conter tanto blocos discretos como continuos.

Todos os blocos discretos encontrados nas bibliotecas possuem embutido um amostrador nas
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entradas e seguradores de ordem zero nas saidas. O periodo de amostragem € introduzido na caixa
de didlogo dos blocos. Normalmente o periodo de amostragem € definido por um escalar; contudo,
€ possivel definir um offset ao periodo, usando um vetor de 2 elementos no mesmo campo. Nos
sistemas puramente discretos, para obtermos a informag¢do somente nos periodos de amostragem,
basta selecionar o passo de integracdo minimo maior que o passo de integragdo mdaximo

(MATHWORK, 2004).

4.4.2 Simulink Parameter Estimtion[]

O Simulink Parameter Estimation € um produto base para a estimativa SIMULINK usado
para os parametros do modelo a partir de dados experimentais. Permite realizar a estimacdo
transiente, ou seja, estimar pardmetros de saida, e logo compard-los a histéria do modelo e aos
dados experimentais para uma dada entrada. Mediante a utilizacdo de uma condic¢do inicial de
estimacdo podem ser estimadas as condicdes iniciais dos estados com os dados experimentais.
Também, permite estimar os valores da tabela de pontos de interrup¢do fixados por meio de
medidas do sistema fisico MATHWORK, 2004).

Mediante a utilizacdo do Simulink Parameter Estimation pode-se configurar o problema,
especificar quais os parametros de estima¢do do modelo, importacdo e pré-processo dos dados
experimentais, acompanhar o progresso de estimacdo, e finalmente validar os resultados da
estimacgao por diversas parcelas MATHWORK, 2004).

Este software compara os dados empiricos com os dados gerados por um modelo SIMULINK
e mediante a utilizacdo de técnicas de otimizagdo, estima as condicdes dos estados iniciais e/ou
pardmetros para que uma fung¢do custo para o utilizador selecionado, geralmente envolvendo o erro

de minimos quadrados entre os dois sinais de dados, seja minimizado (MATHWORK, 2004).
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4.4.3 Analise numérica

O desempenho da simulagdo em termos de velocidade e exatiddo, € funcdo do modelo e das
condi¢des. No caso em que é dificil integrar, derivar ou determinar analiticamente algum valor
especifico de uma funcdo, o computador pode ser utilizado para aproximar de uma forma numérica
a solugcdo desejada. O MATLAB possui ferramentas para resolver esses problemas mediante a

utiliza¢do de métodos numéricos conhecidos como solvers (MATHWORK, 2004).

4.4.3.1 Solvers para problemas Non-stiff

Os problemas non-stiff podem ser resolvidos mediante a utilizagdo das seguintes métodos.

a) ode45 ¢ baseado na formula explicita de Runge-Kutta (4,5), e de Dormand-Prince. E um
solucionador de uma etapa, em computacdo y(f,) € necessdria apenas a solucdo no instante anterior,
¥(t,.;). Em geral, ode45 é a melhor func¢do a ser aplicada como uma “primeira tentativa” para a

maioria dos problemas.

b) ode23, baseia-se no explicito de Runge-Kutta (2,3) e par de Bogacki Shampine. Pode ser mais
eficiente do que a ode45 e na presenga de uma rigidez moderada. A ode45, ode23 é um

solucionador de uma etapa.

¢) odell3, de ordem variavel € baseado no método de Adams-Moulton Bashforth-solver PECE.
Pode ser mais eficiente do que a ode45 e quando a funcdo de ODE ¢é particularmente elevada para
avaliar. A odel13 ¢ um solucionador de vérias etapas, que normalmente tem as solu¢des em varios

pontos do tempo anterior para calcular a solugdo atual.
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4.4.3.2 Solvers para problemas Stiff

Os problemas Stiff apresentam termos de derivadas que variam muito rapidamente em
diferentes faixas de integracdo. Os métodos tradicionais de integracdo divergem rapidamente para
este tipo de equagdes. Solucionadores de problemas rigidos podem ser utilizados exatamente como
os outros algoritmos. No entanto, muitas vezes pode-se melhorar significativamente a efici€ncia
destes solvers, fornecendo-lhes informagdes adicionais sobre o problema. Existem quatro solvers

projetados para os problemas de rigidez ou stiff.

a) odel5s: solver de ordem varidvel, é baseado nas féormulas de diferenciagdo numérica (NDFs).
Opcionalmente, ele usa as formulas para retroalimentar a diferenciacdo (backward differentiation),
BDFs, (também conhecido como método de Gear). Como a odel13, odel5s é um solver de varias
etapas. Se suspeitar que o problema é dificil ou se ode45 falhou ou foi muito ineficiente, pode

utilizar-se a odel5s.

b) ode23s: baseia-se na férmula Rosenbrock de segunda ordem. Porque é um solucionador de uma
etapa, pode ser mais eficiente do que a tolerancia da odelSs. Pode resolver alguns tipos de

problemas para os quais ode15s ndo € eficaz.

c¢) ode23t: € uma aplicacdo da regra trapezoidal com uma "interpolacdo livre". Este solver pode ser

utilizado para problemas de moderados a dificeis e se precisa de uma solu¢cdo sem amortecimento

numeérico.

d) ode23tb: € uma aplicagdo de TR-BDF2, uma férmula de Runge-Kutta implicita com uma

primeira fase que € um passo regra trapezoidal e uma segunda fase que € uma férmula para
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retroalimentar a diferenciacido (backward differentiation) de segunda ordem. Como ode23s, este

solver pode ser mais eficiente do que a tolerincia da odel5s.
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Abstract

Fructosyltransferase was produced by a strain of Rhodotorula, isolated from flowers collected
in the costal Atlantic Forest located in Southern Brazil and screened according to the ability to
produce the enzyme. The production was carried out in submerged fermentation and subsequently
purified using the following three procedures: alcohol precipitation, Q-Sepharose ion-exchange
chromatography and ultrafiltration. The studies of fructooligossacaride production were carried out
in a batch stirred reactor using sucrose as the substrate and 5 Urg/mL of fructosyltransferase at pH
4.5 and 50°C. Since the industrial application for this enzyme does not require a highly purified
enzymatic solution, the enzyme kinetics were comparatively performed using both purification
degree: partially purified (only alcohol precipitated enzyme) and purified (using all steps specified
above). The kinetics showed a characteristic Michaelis-Menten behavior with substrate inhibition
effects at high sucrose concentrations (up to 70% w/v). Additionally, glucose competitive inhibition
relating to the sucrose, 1-kestose and nystose uptakes were verified. An inhibitory effect was also

noticed with high concentrations of fructose (over 50%) but considered meaningless since the
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fructose concentration is always low in the actual medium reaction. The hydrolyzing activity over
nystose was found to be significant, so it was included in the mathematical model. The initial values
for the kinetic constants, K, V, and K, for each substrate were obtained, and then fine-tuned by
simulations, after a parameter sensitivity analysis being carried out. The model predictions fitted
well the experimental data, either for the purified or partially purified enzyme, while different set of
adjusted parameters were used in each case. Model predictions for FOS production were not higher

than 5% deviation in both cases, so they can be used for bioreactor designs.

Keywords: Fructosyltransferase; Rhodotorula sp.; fructooligosaccharides; transfructosylating

kinetics; mathematical modeling and simulation.

1. Introduction

Fructosyltransferase was an enzyme known for catalyzing the transformation of sucrose into
fructooligosaccharides (FOS), which are sugars with beneficial functional properties in the
proliferation of bifidobacteria in the human colon, and classified as probiotics. This enzyme is
produced in the extra and intracellular forms from different microorganisms, including Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori, Aureobasidium sp., Aureobasidium pullulans,
Aspergillus japonicus, Aspergillus phoenicus and Arthobacter sp. (Hidaka et al., 1986).

Currently, there are different opinions about transfructosilation. Some authors, such as Chiang
et al. (1997), classified it as the reaction catalyzed by B-fructofuranosidase or invertase (FFase EC
3.2.1.26); others, such as Rubio et al. (2002), Yun (1996), Antosova and Polakovi¢ (2001) and
L'Hocine et al. (2000) classified it as a B-D-fructosyltransferase (FTase, EC 2.4.1.9) reaction. In the
latter case, in high sucrose concentrations the enzyme shows transferase activity, but at low

concentrations it shows hydrolytic activity.

62



Artigo 1

Fructooligosaccharides are produced according to the chain reaction shown below (Jung et
al., 1989 and Duan et al., 1994), producing the following sugars at the end of the syntheses: glucose
(G), fructose (F), sucrose (GF), 1-kestose (GF,), nystose (GF;) and fructosylnystose (GF,).

GF, + GF, - GF,; + GF,,

The enzyme used in this work was produced extracellularly by a yeast strain of Rhodotorula,
isolated and characterized by Hernalsteens and Maugeri (2008), and was able to synthesize
fructooligosaccharides with excellent yields from sucrose. The main goal of this work was to
describe a kinetic mathematical model for fructooligosaccharide synthesis using both the partially
purified, and the purified enzyme, using sucrose as substrate. The two enzyme purification grades
were used in order to estimate in what extension the contaminants can interfere in the kinetic
parameters and also to verify how reliable can be the mathematical model use in view of a process

design, in both situations, since for FOS production the enzyme don’t need to be highly purified.

2. Material and Methods
2.1. Microorganism and cultivation conditions

Rhodotorula sp. was isolated from the Atlantic Forest in Southern Brazil and screened by
Hernalteens and Maugeri (2008) and maintained at the Laboratory of Bioprocess Engineering-
UNICAMP-Brazil, on GYMP agar medium at 4°C. The medium used for both the inoculum and for
enzyme production. The standard medium, consisting (per liter) of: 50 g sucrose, 20 g yeast extract,
10 g NaNQO;, 0.5 g MgS0O,.7H,0 and 5 g K,HPO, (pH 4.5). The inoculum was incubated at 30°C
and 150 rpm for 24 hours. For enzyme production, was carried out with the culture medium,
consisting of a quantity of molasses performing 60 g/L of reducing sugars and 70 g/L of corn step
water, both previously pretreated as follow: 4% (w/v) of active charcoal is added to the mixture
and allowed 10 minutes under stirring, at 150 rpm and 60°C. The suspension is then centrifuged at

6000 x g, at 5°C, for 10 minutes (Mendes, 2006); solids are discarded and the clarified supernatant

63



Artigo 1

liquid used as fermentation medium. The fermentations were carried out without pH control, with
1.5 VVM aeration, at 30°C and 650 rpm for 36 h, in a three-liter BioFlo III (New Brunswick
Scientific-Edison N.J., USA) fermenter.  After cultivation, the cells were separated by
centrifugation (6000 x g, 5°C and 10 minutes), discarde, and the cells-free extract solution used as
the enzyme source. The was enzyme recovered as follows: ethanol was added to the supernatant to
50 rpm solution at -20°C up to a final concentration of 70% (v/v), in a magnetic stirred reactor at
2°C, with mild agitation. The precipitate was centrifuged (6000 x g, 5°C and 10 minutes), recovered
and re-dissolved in sodium acetate buffer (0.05 M, pH 4.5), and stored at -20°C as partially purified

enzyme (PPE).

2.2. Enzyme purification

The above recovered and redissolved enzyme solution was applied to an anionic column (HiLoad™
16/10 Q-Sepharosel] Fast Flow — Pharmacia Biotech) and equilibrated with 50 mM sodium acetate
buffer (pH 5.5). The non-adsorbed proteins were eluted with the starting buffer and the adsorbed
proteins enzymes eluted with a linear gradient of NaCl (0 to 1 M) in the same buffer at a flow rate
of 1 mL/min. Active fractions were concentrated by ultrafiltration on Centricon YM-30 (Amicon,
Millipore), according to Hernalteens and Maugeri (2008). In addition, active fractions were
concentrated by ultrafiltration on Centricon YM-30 (Amicon, Millipore), and then stored at -20°C

as purified enzyme (PE).

2.3. Enzyme assay
The reaction medium used to determine enzyme activity consisted of 50% (w/v) sucrose (in
50 mM sodium acetate buffer, pH 4.5) and 10% (v/v) of adequately diluted enzyme solution at

50°C. Samples were collected at regular time intervals during the 30 min of reaction time, and used
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to quantify glucose with commercial glucose-oxidase kits (Laborlab, Guarulhos/SP/Brazil) and
reducing sugars by the Somogi-Nelson method (Somogyi, 1945 and Nelson, 1944).

Sucrose conversion by fructofuranosidase yields glucose and fructose, however when a
transfructosylating activity is effective, part of the fructose is built into a fructan polymer. By
measuring the amounts of glucose and reducing sugars released into the reaction medium, the
hydrolytic and transfructosylating activities can thus be assessed (Chen and Lui, 1996). The
equation below allows the determination of the activities by estimating glucose (G) and reducing
sugars (RS) in the reaction media (F: fructose, Fr: transferred fructose):

RS=F+G and F=RS-G

However
Fr=G-F
SO
Fr=2G-RS

Thus the activity (imol min™) was calculated as:

UF = RS
and
UTF = 2G - RS

where Ug is the hydrolytic activity and Urge is the transfructosilating activity. One unit of
fructofuranosidase activity (FA) is defined as the amount of enzyme required to hydrolyse 1 pmol
of sucrose per minute. One unit of transfructosylating activity (FTA) is defined as the amount of

enzyme required to transfer 1 pimol of fructose (Fr) per minute.
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2.4. Determination of the kinetic parameters

The kinetic parameters were determined in duplicate at 50°C by means of the initial rates
procedures. Sucrose (5 to 90 %, w/v), 1-kestose and nystose (5 to 35% w/v) and enzyme (5
Ure/mL) were incubated in sodium acetate buffer (pH 4.5). Samples were taken and the enzyme
was inactivated by heating in boiling water for 5 minutes and the sugars analyzed using the HPLC-
PAD DIONEX (USA) System DX-500 to determine the amounts of glucose, fructose, GF,, GF; and

GF, produced.

2.5. Fructooligosaccharide production

The assays were carried out in triplicate using sucrose (5 to 70% w/v), at 50°C in 50 mM sodium
acetate buffer, pH 4.5 and 5 Ure/mL of enzyme. Aliquots were taken at regular intervals and the
enzyme inactivated by heating for 5 minutes in boiling water, and then analyzed using the HPLC-
PAD DIONEX System DX-500, with a Carbopac PA-100 column equilibrated with 50 mM NaOH,
and eluted with a linear gradient (0 — 30%) of 500 mM sodium acetate in 50 mM NaOH (1
mL/min). The standards kestose, nystose e fructofuranosyl-nystose were purchased from Wako

Dako Industries (USA), and glucose, fructose and sucrose from Merk (Brazil).

3. Results and discussion
3.1. Fructooligosaccharide production

FOS was produced by both purified and partially purified samples of fructosyltransferase. In
both cases, the maximum yield in FOS became independent of the sucrose concentration after 24 h
of reaction, the sucrose concentrations ranging from 50% of sucrose and 5 Ure/mL of immobilized
enzyme. However, the yields were 7% higher for the purified enzyme than for the partially purified

one: about 57% for the purified and 50% for the partially purified enzymes (Figure 1). The average
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compositions of the reaction mixtures were as follows: GF, (44 %), GF; (9 %) and GF, (1.5 %), for
the former, and GF, (41 %), GF; (9 %) and GF, (1 %) for the latter (PPE).

In both cases, the sucrose was rapidly converted into 1-kestose and glucose. The maximum
concentration of 1-kestose (GF,) was reached in 24 h. The 1-kestose produced was gradually
converted into nystose (GF;). The nystose increased and was later transformed into fructosylnystose
(GF,). The reaction time indicated that a lower sucrose concentration favored the faster reaction,
producing higher GF; concentrations (Figure 1). According to Ballesteros et al., (2006) the
transferase/hydrolase ratio and hence the maximum yield in FOS, depend basically on the sucrose
concentration and the intrinsic enzyme properties. The FOS yields increasing with increasing
sucrose concentration. However, in this work, the yields in FOS were practically independent of the
sucrose concentration.

The synthesis of FOS by the purified enzyme from Rhodotorula sp. is as efficient as that
reported for other enzymes. Hidaka et al. (1988) reported the results with Aspergillus niger to be
60% of FOS after 24 h of reaction with 50% sucrose and 6 UL Yun (1996), working with
immobilized cells of Aspergillus niger and Aerobasidium pullulans, Hayashi et al. (1992), using the
enzyme from Aspergillus japonicus, and Yun et al. (1990) and Hayashi et al. (1991) working with
the fructosyltransferase from Aspergillus pullulans, obtained FOS yields ranging from 55 to 60%.
In addition, Aspergillus oryzae CFR 202 and Aspergillus pullulans CFR 77 produced 50-55% FOS
(Sangeetha et al., 2004) and Chien et al. (2001), using the immobilized mycelia of Aspergillus
japonicus in gluten, reached a maximum of about 61% of FOS. Hirayama et al. (1989) using
Aspergillus pullulans KCCM 12017 obtained 46% of FOS using sugar cane molasses. Therefore,
the results of 57% yield obtained in this work showed that the fructosyltransferase from

Rhodotorula sp. is an effective enzyme for FOS productions.
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Figure 1. FOS production at 50°C, pH 4.5 and 50% of sucrose. for (a) Partially purified enzyme and
(b) Purified enzyme. Bars indicate the standard deviations.

3.2. Kinetic parameters

The effects of the initial sucrose (5 to 90% w/v), 1-kestose and nystose (5 to 35% w/v)
concentrations were studied at 50°C, pH 4.5 with an enzyme activity of 5 Urg/mL. The enzyme
kinetics showed a characteristic Michaelis-Menten behavior with substrate inhibition effects at high
sucrose concentrations (higher than 70% w/v), as shown in Figure 2 tosucrose converted. The time

course reaction indicated that lower sucrose concentrations favored faster reaction times, resulting

in a greater production of GF;.
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Figure 2. Initial velocity of sucrose as a function of substrate concentration at pH 4.5, 50°C and
SUre/mL of enzyme. Bars indicate the standard deviations.

The inhibitory effects of glucose and fructose were studied using concentrations from 5 to
20% (w/v), using sucrose, 1-kestose and nystose as substrates. Glucose showed a competitive
inhibitory effect on sucrose, 1-kestose and nystose uptake (Figure 3). Fructose only exhibited an
inhibitory effect at concentrations above 50%, which was considered to be meaningless, since the
fructose concentration (Figure 3b) in the reaction mixture would never reach such a value and
therefore would have no significant effect on the reaction kinetics. However, when the nystose
concentration reached about 5% (w/v) significant hydrolytic activity was detected and this could not
be neglected, so it was included in the model. Therefore, the transfructosylating reactions were
substantially inhibited by glucose when accumulating in the later stages of the reaction. The K,
Viax and K; values for each substrate were determined using the Lineweaver-Burk plot, as shown in
Figure 3.

All estimated parameters are put together in Table 2, where it can be seen that the partially
purified and purified enzymes show different behaviors, the kinetic parameters for the purified

enzyme being lower for all the saturation constants, meaning greater affinity for the substrates.
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Additionally, a similar value for the sucrose inhibition constant was found, meaning that inhibition
by sucrose is similar for both kinds of enzyme, and, interestingly, a much lower value for the
nystose hydrolytic constant was found, which means that nystose is much less hydrolyzed when the
synthesis is carried out with the purified enzyme, resulting in a higher conversion to FOS.

Similar kinetics for fructosyltransferase with sucrose as substrate have been reported, using
enzymes from other microorganisms, such as that reported by Duan et al. (1994) for the enzyme
from Aspergillus japonicus, whose V,x values were 41.3, 30.7 and 11.7 g/L.h, K, were 93.4, 349.5
and 338.4 g/L, the glucose inhibitor constants being 23.6, 35.3 and 10.3 g/L for GF, GF, and GF;,
respectively, and the hydrolytic constant (K,,) being 428.9 g/l and V.. equal to 5.8 g/L.h.
Comparing the enzyme from Rhodotorula sp with that from Aspergillus japonicus, the one from
Rhodotorula has lower saturation constant related to GF, production and higher saturation constants
related to GF consumption and GF; production. On the other hand, the enzyme from Aureobasidium
pullulans (Jung et al., 1989) showed different kinetic behavior, since it is not affected by substrate
inhibition. Some other studies can be found in the literature concerning the kinetics of
fructosyltransferase, but they are partial studies with no information about the possible effects of all
the different components in the reaction mixture, such as the studies using the enzyme from
Aureobasidium pullulans (Jung et al., 1989), Aspergillus niger (L"Hocine et al., 2000), A. pullulans
(Yoshikawa et al., 2007), A. niger ATCC 20611 (Hirayama et al., 1989), and Aureobasidium sp

(Sangeetha et al., 2004).
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Figure 3. (a) Lineweaver-Burk plot with sucrose as substrate with addition of glucose (50 to 200
g/L). (b) Lineweaver-Burk plot with sucrose as substrate with addition of frutose (50 to 200 g/L).
(c) Lineweaver-Burk plot with 1-kestose as substrate with addition of glucose (100 g/L).

(d) Lineweaver-Burk plot with nystose as substrate with addition of glucose (100 g/L). Bars

indicate the standard deviations.
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3.3. Mathematical modeling

The fructooligosaccharides are produced according to the chain reaction shown below (Jung

et al., 1989 and Duan et al., 1994):

2GF - GF,+G ()
2 GF, - GF; + GF (2)
2 GF; - GF, + GF, 3)

GF; - GF,+F “4)

The mathematical model was proposed based on the above reactions and on the kinetics
observed in the production of fructooligosaccharides from sucrose.

According to the mechanism above (equation 1), 2 moles of GF produce 1 mol of GF, and 1
mol of G. Including the inhibition by the substrate and competitive inhibition by glucose the sucrose

reaction rate can be represented by equation 5.

dGF _ -V, XGF + 342 V.. XGF, 5)
dt ~ GF(+GF/K )+K, (1+G/K,) 2x504GF,+K,(1+G/K,)
The glucose production rate is according to equation (6).
dG 180 V  XGF
—r= = (6)

dt  2x382GF(1+GF/K )+K, (1+G/K )

The GF, production rate includes G inhibition, where GF, is produced by the

transfructosylating reaction of two molecules of GF (equation 1), the transfructosylating reaction of
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two molecules of GF; (equation 3) and the hydrolysis of GF; (equation 4), and consumed to form

GF; and GF (equation 2).
dGF, _ -V, *xGF, 504 V, XGF
dt  GF,+K,(1+G/K,) 2x342GF(1+GF/K)+K, (1+G/K,)
504 V. xGF, 504 V. xGF,
mn + mn (7)

+
2%x666 GF, +K,,(1+G/K,) 666 GF,(1+GF,/K )+K,,

The GF; production rate is given by the transfructosylating reaction of two molecules of GF,
(equation 2), the consumption of GF; by the transfructosylating reaction to form GF, and GF,

(equation 3), less its own hydrolysis (equation 4), all of these reactions being inhibited by G.

dGFé - _ an X GF% + _ anh X GF%
dt ~ GF,+K, (+G/K,) GF(1+GF/K,)+K,,

, 666 V., xGF,
2x504 GF, +K,, (1+G/K ,)

®)
The GF, production rate is according to equation 3, where 2 moles of GF; produce 1 mol of

GF, and 1 mol of GF,, resulting in equation 9.

dGF, _ 828 V. xGF,
dt  2x666 GF, +K, (1+G/K,,)

€))

The production rate of F (equation 10) is according to reaction 4, where one mol of GF; gives

one mol of GF, and F.

dF _ 180 Vi X GF,
dt 666 GF,(1+GF,/K )+K, .

(10)
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In the above equations the glucose inhibition constants for each substrate are included, as well
as the conversion factors represented by the molecular weight of each substrate. Therefore, the

model was described by six ordinary differential equations

3.4. Parametric sensitivity analysis

The first attempt to compare the experimental data with data from the mathematical model
described by equations 5 to 10, using the parameters experimentally determined, showed poor
fitting. Therefore, a fine tuning of the parameters had to be done, and this was accomplished on the
basis of a parametric sensitivity study. The sensitivity of a system refers to a change in output
variable that can be attributed to a change in one of the parameters of the system. As one measure,
the sensitivity has a very significant contribution, because it allows evaluation of changes in the
output of the system. In order to check the influence of the process variables of the synthesis of
FOS, we used the factor of sensitivity given by equation 11 (Burket, 2003), where V, is the output
variable (FOS production), Vi, is the input variable (kinetic parameters), the subscript r is the
reference condition and the c¢ is the changed condition. Data from the sensitivity factor can be
interpreted as the percentage change in output variable for 1% change of input. This factor
represents the gain (FS positive) or loss (FS negative). The response or output variable was given

by the total production of FOS.

FS = ——o— (11)

In this study we investigated all the parameters with a change of 25% in the input variables.

The model equations were simultaneously integrated using the SIMULINK of MATLAB software.
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Table 1 shows the responses obtained in terms of percentage of FOS and their sensitivity factors for
the variables under study. It can be seen that the most relevant parameters are Vo, Ky and K,
which led to higher FS values. Relatively less influent but still relevant are the parameters V ;n, K,
Ken, Vinn and Kin. Therefore, focus should be put on these parameters in order to accomplish the
parameter fine tuning with success. The remaining parameters V,, K, Ko K and K, show very

low FS values and can be considered as no important concerning parameter adjusting.

Table 1. Parametric sensitivity analysis (FS) and compared with FOS production (51.13% standard)

after 96 h.

Parameter Sergzlghty Izgj
Vins 0.000 51.13
Ko -0.003 51.10
K 0.003 51.16
Kss -0.003 51.10
Vo -0.269 48.38
Kok 0.192 53.09
Kk -0.139 49.71
Vi 0.067 51.82
Ko -0.061 50.50
Ken 0.036 51.50
Vinnh -0.092 50.18
Kinnn 0.094 52.09
Ksnn 0.000 51.12

3.6 Fine-tuning of the kinetic parameters

The model was again integrated using the SIMULINK of MATLAB software, however using
this time the Parameter Estimation from its library for the fine-tuning of the kinetic parameters. The
new parameters values are shown in the Table 2, together with experimental ones, for purified and
partially purified enzyme. As it can be noticed, some kinetic parameters were significantly changed.
Constants Vi, Vinn, Ken, Ky decreased significantly, and were important in the production rate of

GF;, GF, and F. For constants K, and K,,, they also changed significantly due to its influence in
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the production rate of G and GF;, respectively. On the other hand, V., and K, showed no
significant influence in the final FOS concentration, however they affected significantly the
consumption rate of GF, and therefore they changed as well. Parameter K,,s, K, Kk, Kinn and Kion
changed also, but more slightly. If the kinetics parameters from Table 2 are compared, it can be
noticed that practically all parameters changed, some of them a great deal, while others slightly, in
spite of results from the parametric sensitivity, which signalized that some of them could stay the
same. This can be explained by the fact that the variable response used in this process was the final
concentration of total FOS, which may not represent the actual changes in the reaction kinetics.
Therefore, another response variable, for example the correlation coefficient for each curve, could
be more suitable and give more confident results. However, the final result is acceptable in terms of
data fitting and deviation, as it can be seen in the validation step below.

The model predictions for sucrose concentrations from 50% and 70% (w/v) were compared to
the experimental data for partially purified and purified enzymes. The data in Table 3 indicate that
for 50% of sucrose a better fit of the model to the experimental data were found for
frutosyltransferase, with deviations of about 4% with respect to the total amount of FOS produced
after 96 hours. The results showed correlation coefficient R values higher than 0.97 for the partially
purified enzyme and purified enzyme. The predictions and experimental data for the purified

enzyme with sucrose concentrations of 50 and 70% are plotted in Figures 4 and 5.
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Table 2. Kinetic parameters for fructosyltransferase using different substrates.

GF GF,
Exp. Adj Exp. Adj.

Vs PPE 87.8%£2.90 974 |V PPE 20.4+1.38 30.3

PE 82.6 PE 18.9
Ko PPE | 187.9+18.73 | 230.1 K PPE | 14244234 | 1854

PE 220.1 PE 132.4
Ky PPE 275.0+£8.23 75.4 Kok PPE 50.1+2.54 145.2

PE 49.9 PE 60.4
K PPE | 785.0+23.45 743.2

PE 730.0

GF5' GFy’
Exp. Adj. Exp. Adj.

Vim PPE 70.0+9.03 18.1 Vi PPE 47.0+5.12 15.6

PE 16.6 PE 10.4
Kin PPE | 766.5+24.96 766.4  Kiunn PPE 485.0£18.58 | 475.3

PE 471.5 PE 445.8
K PPE | 104.7£16.59 59.7 K PPE 446.0£9.76 255.0

PE 48.2 PE 79.0
PPE, partially purified enzyme; PE, purified enzyme.
Vi, g/Lh; K\, Kj, g/L
GF, sucrose; GF,, 1-kestose; GF;, nystose.
“Transfructosylating reaction with nystose as the substrate.
°Hydrolyzing reaction with nystose as the substrate.

According to the predictions of the mathematical model formulated to describe

sucrose

conversion by Rhodotorula sp. fructosyltransferase at 50°C and pH 4.5, the results can be

considered satisfactory, showing that the mathematical model can be considered as a valid tool for

the prediction and design of a FOS production process, either with purified or unpurified

fructosyltransferase.
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Table 3. FOS production (%) using fructosyltransferase after 96 h of reaction.
Experimental Model predictions

PPE PE PPE  RED,. PE  RED,

50 % GF
GF, 13.56+1.6 21.98+1.4 13.60 0.29 23.35 2.51
GF; 24.39+1.4 24.51+£2.4 23.91 1.97 24.77 5.68
GF, 7.23+2.2 8.34+2.2 8.50 17.56 8.75 13.78
FOS 45.18+1.4 54.83+1.4 46.01 1.83 56.87 5.77

70 % GF
GF, 17.08+2.4 26.30+1.6 16.65 6.23 27.86 5.93
GF; 28.14+£1.8 24.00£1.8 26.54 1.06 25.40 5.83
GF, 7.40+2.6 5.68+2.4 6.38 391 6.40 12.67
FOS 52.601+1.8 55.98+1.4 49.57 3.72 58.33 4.19

PPE, partially purified enzyme; PE, purified enzyme.

GF,, 1-kestose; GF;, nystose; GF,, fructosylnystose.

RED, Relative error deviation between experimental data and model predictions, (%).

500 A — G
& —F
u * GF
0 = GF,
o . GFz
400 * - - GF,
= =
3 ]
g g
£ E
z £
g g
S 3
Time {h} Time {h)
(A) (B}

Figure 4. Model predictions (lines) and experimental data (average of data in triplicate) (symbols),
for 500 g/L sucrose (50°C, pH 4.5) using a partially purified (a) and purified (b)
fructosyltransferase. Bars indicate the standard deviations.
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Figure 5. Model predictions (lines) and experimental data (average of data in triplicate) (symbols),
for 700 g/L sucrose (50°C, pH 4.5) using a partially purified (a) and purified (b)
fructosyltransferase. Bars indicate the standard deviations.

4. Conclusion

A purified Rhodotorula sp. fructosyltransferase yielded about 57% of FOS after 24 h of
synthesis, which were higher than the yield obtained with partially purified enzyme (about 50%),
for sucrose concentrations of from 50 to 70% (w/v). This was attributed to contaminant enzymes in
the partially purified enzyme, which increased GF; hydrolysis, increasing the fructose production.
The kinetic studies showed the presence of sucrose substrate inhibition (up to 70%) and glucose
competitive inhibition. Competitive inhibition by glucose was also observed when using 1-kestose
and nystose as substrates, and in addition there was hydrolytic activity over nystose. The purified
enzyme was more efficient than the partially purified one, as reflected in the kinetic constants.

However, as far as modeling is concerned, there were no significant differences in predicting the
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FOS production, either with purified or partially purified enzyme. Therefore, the mathematical
model can be used for both enzyme conditions, when parameters are accordingly found, and can be

considered predictive and a valid tool for the design of a FOS production bioreactor.

Nomenclature

F fructose concentration (g/L)
FS sensibility factor

G glucose concentration (g/L)
GF sucrose concentration (g/L.)
GF, 1-kestose concentration (g/L)
GF;  nystose concentration (g/L)

GF;  fructosylnystose concentration (g/L)

Kk competitive inhibition constant by glucose for 1-kestose as the substrate (g/L)
Ken competitive inhibition constant by glucose for nystose as the substrate (g/L )
K competitive inhibition constant by glucose for sucrose as the substrate (g/L)

Ko saturation constant for 1-kestose (g/L.)

K.n  saturation constant for nystose (g/L)

Kimnn  saturation constant for nystose in the hydrolyzing activity (g/L)

Ko saturation constant for sucrose (g/L)

Kqn  inhibition constant of the hydrolyzing activity over nystose (g/L)

K inhibition constant for sucrose as the substrate (g/L)

Via input variable

Vo  maximum velocity of transfructosylating activity for 1-kestose as the substrate (g/L.h)

Vin  maximum velocity of transfructosylating activity for nystose as the substrate (g/L .h)
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Vmnn  maximum velocity for the hydrolyzing activity for nystose as the substrate (g/L.h)
Vins maximum velocity for sucrose as the substrate (g/L .h)

Vout output variable

subscript

c changed condition

r reference condition
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Background: Fructosyltransferase synthesizes fructooligosaccharides from sucrose. Data used in
this work were obtained by an enzyme produced by Rhodotorula sp., a microorganism isolated from
fruit samples from the Brazilian Atlantic Forest, which was immobilized in an inorganic support,
consisting of a niobium and graphite alloy.

Result: All essays were conducted using enzymes at two purification grades, highly and partially
purified enzymes, as comparison. The results were not significantly different between the two
enzyme grades, mainly concerning the final fructooligossacharides yield, which were around 46%.
Concerning the kinetics, the enzyme follows Michaelis-Menten equation with inhibition by sucrose
(above 60%). Also, a competitive inhibition by glucose was observed on sucrose, kestose and
nystose uptakes. The immobilization of the enzyme was by ion exchange on the surface of the
particles, since the support is a charged and compact solid, with negligible porosity. The
mathematic model includes mass balances, considering the resistance to external mass transfer. A
parameter sensitivity analysis and parameter fitting were performed by simulations and the model
was validated by comparison to experimental data.

Conclusion: The model fitted well experimental data, with deviations lower than 5% concerning
FOS concentrations, indicating that it can be used in the design and control of bioreactors, either

using purified or partially purified enzyme.
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NOMENCLATURE

C substrate concentration in bulk solution (g LY

Cs substrate concentration in external surface (g LY
D Diameter of the shaker shovels (m)

Dy  coefficient of diffusivity of solute in solvent (m h™)
d, biocatalyst particle diameter (m)

F fructose concentration (g LY

G glucose concentration (g L)

GF sucrose concentration (g LY

GF, 1-kestose concentration (g Lh

GF;  nystose concentration (g L)

GF, fructosylnystose concentration (g L)

Kz Boltzmann constant

Kk competitive inhibition constant by glucose for 1-kestose as substrate (g L)
K competitive inhibition constant by glucose for sucrose as substrate (g L)
Ken competitive inhibition constant by glucose for nystose as substrate (g L)
K., mass transfer coefficient (m h™)

K. saturation constant (g Lh

Ko saturation constant for 1-kestose (g Lh

K. saturation constant for nystose for the hydrolyzing activity (g L)

Ko saturation constant for sucrose (g L'y

K., saturation constant for nystose (g L)

88



Artigo 2

K,  inhibition constant for the hydrolyzing activity for nystose as substrate (g L")
K inhibition constant for sucrose as substrate (g L'l)

N agitation frequency (rpm)

R, radius of the solute (m)

P power consumed (W)

SF sensitivity factor

Sh Sherwood number

T temperature of reaction (K)

Via input variable

Ve maximum velocity of transfructosylating activity for 1-kestose as substrate (g L™ h™)
Vo maximum velocity of transfructosylating activity for nystose as substrate (g L' h™)
Vunn  maximum velocity for the hydrolyzing activity for nystose as substrate (g L h™")
Vins maximum velocity for sucrose as substrate (g L' h™)

Vout output variable

V. liquid volume of the reactor (L)

W fluid mass

Greeks

€ Power per unit mass (Watt g

M sucrose viscosity (gm” h™)

v cinematic viscosity (gm™ h™)

subscript

c changed condition
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m bulk phase

r reference condition
S surface of the biocatalyst particle
INTRODUCTION

The fructosyltransferase enzyme is used in the production of FOS, considered prebiotics since they
selectively support probiotic microorganism growth, as Lactobacillus acidophillus and
Bifidobacterium bifidus, leading to a series of benefits to health.

The P-frutofuranosidase enzymes, from different sources, have been immobilized in calcium
alginate,” in glass or porous silica,"” ion-exchange resins,*’ and in gluten.®

The immobilized enzymes present some changes in their physical and chemical properties after the
immobilization process, such as alteration in the enzymatic activity and kinetic stability and higher
half-lives. Immobilization also enables the reuse of the catalyst and continuous process operation,
eases the separation of products and leads to the reduction of operational costs. Overall,
immobilized enzymes, compared to the free enzymes, have better thermal and pH stabilities, they
are easy to separate and can be reused continuously. The efficiency of immobilization depends on
the proprieties of the support, enzyme nature and immobilization conditions.®

According to Aguiar-Oliveira,”’ the fructosyltransferase enzyme immobilized on a support based on
niobium presented a shift to more basic range in its pH profile, after immobilization. This behavior
can be explained by the negative charge of the support.

The kinetic properties of the enzyme are altered with the immobilization, due to conformational
modifications that the enzyme molecule undergoes at the active site. However, the global reaction
rate depends on the resistances against substrate mass transfer from the bulk medium to the active

site, within the catalyst particle. And these resistances generate substrate concentration gradients,

90



Artigo 2

whose intensity depends on the mass transfer mechanism. In general, the choice of the support,
medium and parameters of operation should be focused in the reduction of these effects."

The enzyme immobilization generate the phenomena of mass transfer resistances, which are
important as limiting factors, therefore, they can affect the overall rate of the reaction. If we
consider these phenomena and follow a hypothetical path of the substrate from the liquid to the
reaction site of the immobilized enzyme, it will go through the following steps: (1) transfer from a
liquid phase to the liquid layer of the mixture around the immobilized enzyme, and (2) a relative
diffusion through the liquid layer (external mass transference); and (3) diffusion through the particle
surface into the inert support until reaching the enzyme active site (internal mass transference). If an
enzyme is immobilized on the surface of an insoluble particle, the path is composed by steps (1) and
(2), where the mass transfer rate is proportional to the driving force.'’

Duan et al."' according to studies conducted by Jung et al.,"* proposed a reaction mechanism for
the production of fructooligosaccharides. This work indicated that the formation of
fructooligosaccharides occurs from a consecutive set of reactions, GF, + GF, — GF,; + GF,,,. The
main goal of this paper is the dynamic modeling and simulation of the FOS synthesis by

immobilized fructosyltransferase on a niobium alloy support.

MATERIAL AND METHODS

Microorganism and cultivation conditions

Rhodotorula sp. was isolated from the Atlantic Forest in southern Brazil, screened by Hernalteens
and Maugeri,"” and is maintained on GYMP agar medium at 4°C. Both inoculum and enzyme
production were carried out with the same culture medium, consisting of a quantity of molasses
performing 60 g L' of reducing sugars and 70 g L™ of corn step water, both previously pretreated as

follow: 4% (w/v) of active charcoal is added to the mixture and allowed 10 minutes under stirring,
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at 150 rpm and 60°C. The suspension is then centrifuged at 6000 x g, at 5°C, for 10 minutes;'* solids
are discarded and the clarified supernatant liquid used as fermentation medium.

The inoculum was incubated at 30°C, under 150 rpm for 24 hours. The fermentations were carried
out without pH control, with 1.5 VVM aeration, at 30°C and 650 rpm for 36 h, in a three-liter
BioFlo III (New Brunswick Scientific-Edison N.J. USA) fermenter. After cultivation, the cells were
separated by centrifugation (6000 x g, 5°C and 10 minutes), discarded, and the cell-free extract
solution used as the enzyme source. The enzyme was subsequently recovered as follows: ethanol at
-20°C was added to the solution up to a final concentration of 70% (v/v), in a magnetic stirred
reactor, at 2°C, with mild agitation. The precipitate was centrifuged (6000 x g, 5°C), recovered, re-
dissolved in sodium acetate buffer (0.05 M, pH 4.5), and stored at -20°C as partially purified

enzyme (PPE).

Enzyme purification

The fermented crude solution was applied to an anionic column (HiLoad™ 16/10 Q-Sepharosel]
Fast Flow — Pharmacia Biotech) and equilibrated with 50 mM sodium acetate buffer (pH 5.5). The
non-adsorbed proteins were eluted with the starting buffer and the adsorbed proteins enzymes
eluted with a linear gradient of NaCl (0 to 1 M) in the same buffer at a flow rate of 1 mL min’,
according to Hernalteens and Maugeri.” In addition, active fractions were concentrated by
ultrafiltration on Centricon YM-30 (Amicon, Millipore), and then stored at -20°C as purified

enzyme (PE).
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Enzyme immobilization
Purified and partially purified enzymes were immobilized on an inorganic solid support consisting
of an alloy of niobium and graphite according to works previously conducted by Maugeri and

. .. 15
Aguiar-Oliveira.

Enzyme assay

The reaction media to determine enzyme activity consisted of 10 ml of a 50% (w/v) sucrose
solution in 50 mM sodium acetate buffer, pH 4.5, containing 0.25 g of immobilized enzyme, and
incubated at 50°C. Samples were collected at regular time intervals during the 30 min of reaction
time, and used to quantify glucose with commercial glucose-oxidase kits (Laborlab,
Guarulhos/SP/Brazil) and reducing sugars by the Somogi-Nelson method.'®"”

Sucrose conversion by fructofuranosidase yields glucose and fructose; however, when a
transfructosylating activity is effective, part of the fructose is built into a fructan polymer. By
measuring the amounts of glucose and reducing sugars released into the reaction medium, the
hydrolytic and transfructosylating activities can thus be assessed.'® The equation below allows for
the determination of the activities by estimating glucose (G) and reducing sugars (RS) in the

reaction media (F: fructose, Fr: transferred fructose):

RS=F+G and F=RS-G

However
Fr=G-F
o)
Fr=2G-RS

Thus the activity (limol min™) was calculated as:

Ur=RS

93



Artigo 2

and
UTF = 2G - RS

where Ug is the hydrolytic activity and Urge is the transfructosilating activity. One unit of
fructofuranosidase activity (FA) is defined as the amount of enzyme required to hydrolyse 1 pmol
of sucrose per minute. One unit of transfructosylating activity (FTA) is defined as the amount of

enzyme required to transfer 1 pmol of fructose (Fr) per minute.

Determination of the apparent kinetic parameters

The kinetic parameters were determined in triplicate at 50°C by means of the initial rates. Sucrose
(GF) (5 to 70 %, w/v), kestose (GF,) and nystose (GF;) (5 to 30%) and immobilized enzyme (5 U;
mL™") were incubated in sodium acetate buffer (pH 4.5). Glucose and fructose were added, in order
to evaluate the inhibitory effects. Samples were taken and the enzyme was inactivated by heating in
boiling water for 5 minutes and the sugars analyzed by using the HPLC-PAD DIONEX System

DX-500 for glucose, fructose, GF,, GF; and GF,.

Determination of mass transfer coefficient

A standard stirred tank reactor with a diameter (D,) of 6.5 cm, height (H) of 6.5 cm, and a volume
(V,) of 200 mL, was used, in which a system of 4 deflector of 0.65 cm height and 45° inclination
was introduced. The agitation was performed by an impeller with 6 blades with a diameter (D;) of
2.17 cm and a height (w) of 0.54 cm. The reactor was operated at 50°C with sucrose solution of
50% in a sodium acetate buffer (50mM, pH 4.5). The agitation had a constancy of 150 rpm. The
mass transfer coefficient (K;) in a stirred tank, with particles in suspension, was determined by the
correlation expressed by equation 5 according to Levins e Glastonbury,” which relates the

Sherwood number to Reynolds number, Schmidt number and reactor geometric relations. One of
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the parameters of Reynolds number in this equation is the dissipated power by mass unit (£)

determined by equation 3. However, to calculate € is necessary the power number (equation 1), N,

20
[,

which is obtained by using the graphical relations by Rushton et al.,” which is a function of the

Reynolds number (Re) for impellers (equation 2).

P

Np=———— 1

P ND (1)

2

Re = PN-D )

v
N,N’D’

E=————— 3)

14

r

The diffusivity of substrate in solution was determined by the equation of Stoke-Einstein (equation
4), which is the most used in liquid diffusions, where Kp is the Boltzmann constant, T is absolute
temperature, [ is the viscosity of the solvent, and R, is the radius of the solute. In this case, the
substrate used was the sucrose, whose R is equal to 4,4x10°® cm. The average particle diameter, d,,

is 0.177 cm and Kg, Boltzmann constant, is equal to 1.38x10°'° g cm’K' s

K,T
D(s)=—8"__ 4
O ik @)
K .d d4/3'51/3 0.62 ‘ 0.17 0.36
g S STy [ B e [ L 5)
D(s) Vv D, D(s)

Sucrose solution density and viscosity
The solution density of sucrose 50% (w/v) was determined by using a pycnometer for liquids and

analytical balance of accuracy at a temperature of 50°C. A number of determinations of weight and
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volumes were performed. The viscosity of the same solution was determined by using Brookfield

viscometer at 50°C.

Fructooligosaccharide production

The assays were carried out in triplicate using sucrose (5 to 80% w/v), at 50°C in 50 mM sodium
acetate buffer, pH 4.5 and 5 U; mL™ of immobilized enzyme. Aliquots were taken at regular time
intervals and then analyzed using the HPLC-PAD, all from Dionex (USA), with a Carbopac PA-100
column equilibrated with 50 mM NaOH, and eluted with a linear gradient (0 — 30%) of 500 mM
sodium acetate in 50 mM NaOH (1 ml min™). The standards kestose, nystose e fructofuranosyl-
nystose were purchased from Wako Dako Industries (USA), and glucose, fructose and sucrose from

Merk (BRAZIL).

RESULTS AND DISCUSSION
Enzyme immobilization
After the production and purification of fructosyltransferase enzyme by Rhodotorula sp., and
following the methodology described by Maugeri and Aguiar-Oliveira,"” the enzyme was
immobilized on a niobium alloy support.

The yield of immobilization (Y;) was calculated by using equation 6, defined by the ratio

between the immobilized enzymatic activity, (U;), and the initial total activity (U,):

Ui
Y, = -100% (6)

o

The results of immobilization showed yields from 66% to 93 %, depending on the amount of free

enzyme used in immobilization.
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Synthesis of fructooligosaccharides

All reactions were carried out at 50°C, pH 4,5 and 5 U mL". Yields of FOS, both for partially

purified and purified enzymes were about 46 %, after 96 hours of synthesis. Fig. 1 shows the

product formation from sucrose 50% as initial concentration. The final composition of FOS

products were 34.07% of GF,, 7.26% of GF;, and 3.16% of GF,, for the partially purified enzyme,

and GF, of 33.92%, GF; of 9.01%, and GF, of 3.40% for purified enzyme.

500 = —&—G
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Figure 1. FOS production by immobilized fructosyltransferase (50°C, pH 4.5, 5 U; mL"50% of
sucrose). (A) Partially purified and (B) purified enzyme. Bars indicate the standard deviations.

These results are slightly different from the literature data. According to Cruz et al.,’ the FOS

produced by mycelium of A. japonicus, immobilized in calcium alginate at pH 5,0-5,6 and at 55°C,

led to a maximum FOS yield of 61% after 4 hours of synthesis with GF, 30.5%, GF; 26.5%, GF,
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4.3%, G 29%. The highest concentration of FOS from sucrose was firstly observed by Hidaka et
al®" and Su er al.,”* with conversion of 60% after 24 hours. Ghazi et al.’ using A. aculeatus
immobilized in bubbles of activated epoxy (covalent bond), obtained a FOS production of 61.5%
from the sucrose concentration of 630 g L™ after 36 hours of reaction at 60°C, with GF, 38.0%, GF;
22.0%, and GF, 0.48%, using batch reactors and fixed bed. Cheng et al? used a A. Jjaponicus
immobilized in calcium alginate gel, in fixed bed, at 42°C, with a continuous reaction during 35
days, with a loss of 17% of enzyme activity during this period, and with a FOS yield higher than
55%.

Park and Almeida® noticed a production increase of FOS when the sucrose concentration was
increased from 30% to 60%, which was explained by the water competition and substrate used as
acceptor in the reaction catalyzed by B-frutosyltranferase.

In this work, the yields of FOS with the enzyme immobilized on niobium are between 45% and
50%, from sucrose concentrations of 500 and 700 g L' and 5 U; mL" of immobilized enzyme.
However, these yields can be higher according to synthesis conditions, as the ones obtained by
Aguiar-Oliveira and Maugeri,** with the same enzyme in optimized reaction conditions, whose FOS
yields were about 58%, with GF, 61%, GF; 34.7%, and GF, 4.7% for a reaction time of 24 hours,

using sucrose as substrate and 20 U; mL™" of immobilized enzyme (pH 6,0 e 48°C).

Apparent kinetic parameters of immobilized enzyme

Assays were performed at different concentrations of sucrose, from 5 to 80% (w/v), for the
synthesis of fructooligosaccharides at 50°C, pH 4.5 and 5 U; mL" of immobilized enzyme. The
relation between substrate concentration and initial rates followed a hyperbolic curve. Therefore,
lower concentrations of substrate led to first-order kinetics and the reaction rate increases as the

substrate concentration increases, reaching a maximum and then decreasing following a substrate
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inhibition kinetics, at concentrations above 600 g L' of sucrose (Fig. 2(A)). The calculation of

apparent Kkinetic parameters V., and K., for sucrose, kestose and nystose uptake, was

performed according to the Lineweaver-Burk’s technique of linearization, as shown in Fig. 2. The

values of apparent kinetic constants are shown in Table 1.
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Figure 2. Kinetic studies of immobilized fructosyltransferase (PPE); (A) initial rate as a function of
sucrose concentration; Lineweaver-Burk plots for (B) sucrose uptake with addition of glucose (50
and 100 g LY. (C) 1-kestose uptake with addition of glucose (100 g LY, (D) nystose uptake with
addition of glucose (100 g L™). Bars indicate the standard deviations.
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In order to evaluate the inhibitory effect of glucose, experiments were carried out with fixed
concentrations of sucrose and enzyme, with glucose and fructose concentrations changing from 50
to 100 g L. It has been shown that the addition of glucose to the reaction medium led to a
competitive inhibition (Fig. 2(B)), in which the values of K;,,, for glucose as inhibitor were
calculated by Lineweaver-Burk’s technique, whose values are shown in Table 1. The addition of
fructose from 50 to 100 g L™ didn’t lead to significant variation, so that the inhibition by fructose
was considered negligible.

The effects of glucose in the uptake rate of 1-kestose and nystose are shown in Figures 2(C) and
2(D), where the results indicate competitive inhibition effect by glucose. V,.pp and K, 4, for this
reactions were estimated as well. Moreover, a hydrolytic activity over nystose was noticed, whose
apparent constants were also calculated.

Enzyme kinetic after immobilization may suffer some sort of modification due to mass transfer
limitation. The increase of K, means that a higher concentration of substrate is necessary to the
same reaction rate compared to the free enzyme.””® Aguiar-Oliveira,” making use of the
fructosyltransferase of Rhodotorula sp., determined a K., value of 299 g L™ for the free enzyme,
however, a K, value of 370 g L' at pH 4.5 and a K, value of 500 g L' at pH 6.0 were obtained
for the immobilized enzyme, both with 7 U.mL™" of enzyme activity. In studies not yet published,
with free enzyme, Alvarado-Huallanco obtained K5 around 187.9 g L', and, in this present work,
for purified immobilized enzyme the K., was around 263.73 g L™, in both cases at pH 4.5 and 5 U,
mL"'. Compared to data from free enzyme, the immobilized system showed a decrease of 60% in
the V,,, an increase of 20% in K, and more than 55% increase in the K, which was reflected in
the yields achieved for GF,, GF; and GF,. Additionally, the immobilized system showed also an
increase in the nystose hydrolysis constants (Vyu, Kumn), which indicates a faster fructose

production.
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Table 1. Kinetic parameters for different substrates.

GF GF,
App. Int. App. Int.
Vins PPE 61.38+174 35.00 Vink PPE 92.18+£2.8 40.23
(gL'n") PE 39.08+13.8 3256 | (gL'h") PE 107.89+3.2 38.53
Kins PPE 33528 £23.8 383.81 Kok PPE 880.00 £20.1 327.99
(gL PE 14828+154 263.73| (gL PE 750.89+31.6 287.96
K PPE 55.20+£21.8 27.79 Kk PPE 145.51+43.1 15.51
(gL PE  5479+160 2361 | (gL PE 144.70+157 1423
K PPE 615.01 £30.7 615.01
(gL PE 615.01+242 615.10
GF5* GFy’
App. Int. App. Int.
Vi PPE 53.52+15.7 10.08 Vinnh PPE 4455+16.7 10.67
(gL'h"y PE 11503+142 9.10 |(gL'n") PE 467+53 9.07
Ko PPE 735.03+35.0 680.00 | Ky PPE 47432+139 310.33
(gL PE 73548+347 380.00 (gL’ PE 319.33+19.1 269.32
Ken PPE 161.60 +33.1 60.60 K, PPE  29.50 £ 8.4 33.00
(gL PE 154.12+122 31.60| (gL’ PE 2033+13.0 30.60
PPE, partially purified enzyme; PE, purified enzyme.
GF, sucrose; GF,, 1-kestose; GF;, nystose.
App., apparent kinetic parameters; Int., intrinsic kinetic parameters.
*Transfructosylating reaction with nystose uptakte.
°Hydrolyzing reaction with nystose uptake.

On the other hand, if the various apparent K,, values in Table 1, for both partially purified and

purified immobilized enzymes, are compared, it can be seen that the kinetics of the purified enzyme

is more favorable, since the K,, values for this enzyme condition are, in general, lowers for all

reactions. Additionally, if we look at the glucose inhibition constant (K,), they are rather equivalent

for both enzymes, what means that the glucose inhibition effect is equivalent for either enzyme. In

the case of the V,, values, what is remarkable is that the purified enzyme V,,, value is significantly

lower than the one for partially purified enzyme, what explains the higher yields with purified
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enzyme, since the hydrolysis reaction kinetics of nystose is much slower with the purified enzyme,
and this may be due to a possible contaminant hydrolyzing enzyme in the partially purified enzyme

solution.

Mathematical modeling

According to the model proposed by Jung et al.,'* the synthesis of FOS is followed by the sequence
GF - GF, - GF; - GF,, with a resultant increase in the K, of the consecutive uptaking reaction
of transfructosilation. Thereby, higher concentrations of oligosaccharides are always necessary for
the synthesis of their homologous with one or more units of fructose. This explains why the content
of 1-kestose is higher at the begging of the enzyme reaction, as sucrose is rapidly converted into
GF, and GF; by transfructosilating reaction, while glucose accumulates in the medium."
Comparatively, in the syntheses catalyzed by the immobilized fructosyltransferase enzyme of
Rhodotorula, the concentration of GF, increases continuously, as well as GF; and GF,, which is
probably due to differences in the kinetic parameters between the different enzymes, what could be
changed with the increase of catalytic activity of the enzyme, as observed by Aguiar-Oliveira.’
Concerning the support material, Aguiar-Oliveira’ reported that niobium presents an irregular
surface with superficial pores, and the biocatalyst microphotographs proved that the immobilization
happens on the particle surface, which suggests the existence of only one resistance to mass
transfer, which is the film resistance. This can be evaluated by the apparent kinetic constants, which
are, in this present case of immobilized enzyme, significantly different from their homologous at the
free enzyme system. Therefore, the external mass transfer process must be considered in the
mathematical model.

The external mass transfer coefficient was determined from data of standard stirred reactor and by
using the equation 5, as described in 2.6, in which the diffusivity coefficient of sucrose in solution

was obtained by equation 4, which is equal to 3.06x107 m h'. The mass transfer coefficient (Kp),
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was, by consequence, equal to 1.23x10°m h™". Furthermore, Damkdohler number, Da, (Equation 7),
which relates maximum velocities of reaction and external mass transfer, which was of 21.42,
indicating that the process is limited by mass transfer. The effectiveness coefficient of the reaction,
N, determined by equation 8, was 0.45, indicating that the effective reaction rate is less than half the

theoretical reaction with no resistance to mass transfer. '

Da = maximum reaction rate _ 'V,
maximum difusion rate K, K, 7
VmCx
_ Observed reaction rate _K +C,
- Hipothetic al reaction rate with no mass transfer resistence B Vv.C (8)
K, +C

where V, is maximum reaction rate at the surface of the support, K| is the mass transfer coefficient,
and C is the bulk substrate concentration, Cs is the substrate concentration at the support surface,
and K, is the saturation constant.

The model of the FOS synthesis reaction by fructosyltransferase, the equations 9 to 12, proposed

by Duan ef al."" and Jung et al.'* were considered.

2GF - GF,+G 9)
2 GF, - GF; + GF (10)
2 GF; — GF, + GF, (an
GF; - GF, +F (12)

According to the experimental results, described above, glucose is a competitive inhibitor of the
transfructosylating reaction of sucrose, 1-kestose and nystose.
Therefore, the dynamic mass balance of substrate and products in the solid phase, more precisely at

the support surface without intra-particle diffusion, can be expressed by equations 13 to 18:
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dGF V XGF
~ = K.(GF, ~GF,)~ o
t
GF. 1+ 6F +K, |1+ o,
‘ KSX ‘ Kgs
+ 342 mG XGFZX (13)
2x504 G.
GF, +K |1+
gk
% =-K,(G,~-G,)+ 212 - Vs X GF, (14)
t X
GF|1+ 95 vk 145
‘ sz A Kgs
dC;?s =-K,(GF,,-GF,,) - Vi X Gy, + 2?((;12 Vs XGF,
GFZS +Kmk 1+i GF‘S 1+GFV +Kms 1+ GX
ng Kss Kgs
504 V.. XGF ;. 504 V. XGF,,
¥ 2 X666 N 3 ¥ 666 N GF. A (1)
GFSY + Kmn 1+ GS GF3S 1+ > + Kmnh
‘ Kgn Ksnh
dGF?s = _KL (GF3Y _ GF'3m) _ ‘/mn X GF‘35 — anh X GF‘3S
dt ‘ G GF;,
GF? +K 1+ . GF‘3& 1+7 +Kmnh
3s mn Kgn Km
L 066 Vi X G, (16)
2x504 GF,, + K, (1+G /K )
dGF,, =—K,(GF, -GF, )+ 828 V.. XGF}, (17)
dt 2x666 G
Gl?Sv + Kmn 1+ )
K Kgn
dFs =-K (F_F)_l_@ anthF;s (18)
dt L s m 666 GF;
GF'SX 1+K7S + Kmnh
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The mass balance of substrate and products in the liquid phase can be expressed by equations 19 to

24:
dGF
= =-K,(GF, —-GF,) (19)
dt
dG
—m" =K (G. -G (20)
dt L( K m)
dGFz,n = KL (GF2S — GFZm) (21)
dt
dGly, _ K, (GF,, - GF,,) (22)
dt ’ ’
F
dG 4m — KL (GF4Y —_ GF4m) (23)
dt ’
dF
m =K (F.-F (24)
dt L( K m)

Parametric sensitivity analysis

When experimental data were compared to model prediction with apparent constants, significant
differences were detected. Therefore, parameter estimation was performed, which parameters have
been nominated intrinsic ones, and carried out according to the sensitivity parameter study. The
output variable for this study was the FOS production, and sensitivity factors (SF) were calculated
according to equation 25, where Vou 18 the output variable, Vj, is the input variable, the index r

refers to standard conditions and c refers to the changed condition.

V()MTC
1%
SF = ——owr___ 25
vV -V (25)

inc inr

%

mr

-V

outr
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The sensitivity factor can be considered as the percentage of variation in the output variable, for 1%
variation in the input variable. It can be taken as a gain (if positive) or loss (if negative). All
parameters were evaluated according to a positive variation of 25% in the input variables and model
equations integrated by using SIMULINK from MATLAB software. Table 2 shows the results of
FOS yields in percentage of the respective variable sensitivity factors. As it can be seen in Table 2,
the parameters most relevant were V, Ky, Kk, Vi, Ken € Kiyan, which presented the higher values
for SF. The SF values for parameters K, Kes, Vi Kei, Kinns Vinnns Knn € Ki were lowers, however

they were also considered for the intrinsic parameters determination.

Table 2. Sensitivity Factor (SF) for different
parameters, compared to standard FOS production
(32.73%) after 96 h of reaction.

Parameter Sensitivity (SF) FOS

(%)
Vs 0.085 33.280
Kis -0.126 31.898
K 0.085 33.280
K -0.005 32.690
Vi -0.336 30.524
Kk 0.349 35.009
Kk -0.162 31.664
Vi 0.112 33.461
Kin -0.103 32.054
Ken 0.046 33.026
V ok -0.167 31.630
Kinn 0.147 33.685
Kson -0.011 32.654
Ky -0.275 30.927

Intrinsic parameters determination and model validation
The mathematical model was integrated using SIMULINK and Parameter Estimation of the
MATLAB, which allow us to perform simulations and the accurate intrinsic parameters

determination, which are shown in Table 1, together with apparent constants for the partially
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purified and purified enzyme. As it can be observed, some parameters were significantly changed.
The intrinsic constants Ky, Vi, Kk, Ko, Vin, Kinn, Koo decreased, both for the partially and
purified enzyme. These parameters have decisive influence upon kinetics of production of G, GF, e
GF;. The intrinsic constants V, Vi, Kunn also decreased for the both the partially and purified
enzyme, and their influence is more prominent in the kinetics of consumption of GF and in the
formation of F. The intrinsic values of Vs e K, were further modified in order to improve model
fitting. Additionally, it has been noticed during simulations that the mass transfer coefficient (K;)
has significant influence upon kinetics in general, especially related to the consumption of GF, and
should also be tuned for better fitting: its value changed from 1 x 10> mh™ to 1.03 x 10* mh™, 100
times lower than the initially determined through experimental data. By comparing the kinetic
parameters from Table 1, practically all of them changed, some substantially, in spite of the results
of the parametric sensitivity that pointed out that, some could remain practically unchanged. This
can be explained by the fact that the output variable for SF calculation was the total concentration
of FOS at the end of the process, which may not represent the real changes in the kinetics of
reaction. Another output variable, for instance the correlation coefficient for each curve, might have
been more adequate and provided more suitable results. However, and in spite of this, the final
result was quite acceptable in terms of the model fitting.

Table 3 shows the model prediction and experimental data related to the FOS produced in 96 hours,
in which it can be observed deviations lower than 5% for the total FOS production, for both
enzymes, although deviations for FOS species are in some cases quite higher, because the fitting
parameter method that was used, as explained before. For the purified enzyme, however, there was
a better fitting, with deviations around 3.5%. The results showed that the predicted data are similar
to the experimental ones, with correlation coefficient, R, higher than 0.92 for the partially purified
enzyme and higher than 0.93 for the purified enzyme. Fig. 3 and 4 depict the model validation, by

comparing model predictions with experimental data, for sucrose concentrations of 70 %.
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One can say that the predictions of the mathematical model give a good description of sucrose

uptake and FOS production by fructosyltransferase from Rhodotorula sp. Under conditions of 50°C

and pH of 4.5, the results can be considered satisfactory, showing that mathematical modeling is a

robust and reliable tool for predictions and design of FOS production processes, either with purified

or partially purified fructosyltransferase.

snu-ﬁ e
+
= W=« GF
—_—i GF2
-..O--- GF2
o0y s
0 3
= 300 -
= !‘
2 e
& ) 3
= T4
¢ 200 - -
=
=]
Q

0 20 40 60 80 100

Time (h)

1

Concentration (g.L-1)

300 -

200

o

= = = GF
—e— GFZ
---8--- GF%
—-¢—- GF#
— e FOS

Time (h}
(B)

purified fructosyltransferase immobilized enzyme. Bars indicate the standard deviations.

(A)

Figure 3. Model validation: model predictions (lines) and experimental data (symbols), for 500 g L
sucrose (50°C, pH 4.5, 5 U; mL™") using (A) partially purified immobilized enzyme and (B)
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Figure 4. Model validation: model predictions (lines) and experimental data (symbols), for 700 g L
sucrose (50°C, pH 4.5, 5 U; mL™") using (A) partially purified immobilized enzyme and (B)

Experimental Model predictions
PPE PE PPE  RED,,. PE RED,.

50 % GF

GF, 34.07£0.4  33.92+1.8 34.42 1.03 34.99 3.15

GF; 7.26+0.9 9.01£1.7 9.56 31.68 10.02 11.20

GF, 3.16+0.4 3.40+1.4 2.33 26.27 292 14.12

FOS 44.49+0.7  46.33%£1.8 46.31 4.09 47.93 3.45
70 % GF

GF, 33.98+0.7  33.52+1.3 33.21 2.27 34.96 4.29

GF; 7.18+1.4 9.16%1.3 7.25 0.97 9.06 1.09

GF, 3.17+0.9 2.36+0.8 1.72 45.74 2.34 0.85

FOS 44.33+1.0  45.04+1.1 42.18 4.85 46.36 293

PPE, partially purified enzyme; PE, purified enzyme.
GF,, 1-kestose; GF;, nystose; GF,, fructosylnystose.

RED, Relative error deviation between experimental data and model predictions, (%).
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CONCLUSION

The immobilized fructosyltransferase in support of niobium were provided yields of around 46%
from sucrose concentration of 50% and 70% (w/v), after 96 hours of synthesis. The kinetic study
revealed inhibitory effects by sucrose at concentrations above 60% and competitive inhibition by
glucose over sucrose, 1-kestose e nystose uptakes. The dynamic mathematical modeling included
mass balance at the interface solid-liquid and kinetic equations. The determination of the kinetic
equations for immobilized enzymes included intrinsic parameter fittings from the experimental
apparent constants. The mass transfer between liquid and solid phases was shown to be significant,
since the mass transfer coefficient, K;, influences the courses of the synthesis reaction. The
mathematical model fitted well the experimental data, either for purified or partially purified
enzyme. The purified enzyme was, nevertheless, the most efficient, what has been reflected by the
kinetic parameters. However, there was no significant difference in FOS production, with both
enzyme purification grade, which was robustly predicted by the model. Therefore, the mathematical
model can be used for both conditions of immobilized enzyme, and can be considered predictive

and a valid instrument for design of a bioreactor for FOS production.
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Resumo

Modelagem e simulacdo da producdo de frutooligossacarideos por frutosiltransferase,
imobilizada em suporte inorganico de nidbio, aplicada em um reator de cesto, foram estudadas
visando a otimizag@o do processo. As ferramentas computacionais utilizadas foram os programas
Simulink do software MatLab 6.0, MathWork, Inc, USA. Os dados cinéticos do processo foram
obtidos utilizando frutosiltransferase purificada, produzida por Rhodotula sp. Os experimentos de
otimizacdo foram realizados por simulacdo, segundo dois delineamentos do tipo composto central
rotacional (DCCR). No primeiro delineamento determinaram-se as varidveis com maior influéncia,
e no segundo otimizaram-se as condi¢cdes para a producdo de FOS. As condi¢gdes 6timas foram para
a atividade de enzima imobilizada em niébio de 14 Uy/mL e uma velocidade de rotagcdo de 45 rpm.
Nestas condi¢des o rendimento de FOS foi de 50,6% ap6s 24 horas de sintese nas condigdes de
50°C e pH 4,5. Os resultados mostram que o coeficiente de transferéncia de massa teve influéncia

significativa no curso da reacio e na producgdo de FOS.
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Palavra chave: Frutosiltransferase; Rhodotorula sp.; frutooligossacarideos; enzima imobilizada,

reator de cesto batelada, modelagem matemadtica, simulagdo e otimizac¢do de processos.

1 INTRODUCAO

A enzima frutosiltransferase € utilizada na produgdo de frutooligossacarideos (FOS),
considerados como prebidticos uma vez que promovem seletivamente o crescimento de probidticos
como Lactobacillus acidophillus e Bifidobacterium bifidus, promovendo uma serie de beneficios a
saude [1].

As enzimas imobilizadas apresentam algumas mudancgas nas suas propriedades fisicas e
quimicas, apds o processo de imobilizagdo. Em geral, as enzimas imobilizadas comparadas com as
enzimas livres t€ém melhor estabilidade térmica e em relacdo ao pH, sdo faceis de separar e podem
ser reutilizadas ou usadas continuamente. A eficiéncia da imobiliza¢do depende das propriedades do
suporte, natureza da enzima e condi¢des de imobilizagdo [2]. As propriedades cinéticas das enzimas
sdo alteradas com o processo de imobilizacdo devido as modificagdes conformacionais que a
molécula da enzima sofre em seu sitio ativo. Porém, a sua expressao depende da velocidade com
que o substrato difunde no sistema, indo da solucdo até atingir o sitio ativo no interior da particula
do catalisador. Nesse trajeto sdo gerados gradientes de concentracdo do substrato cuja intensidade
depende dos mecanismos de transferéncia. Em geral a escolha do suporte, do meio e dos parametros
de operacdo reduzem estes efeitos [3]. Estudos realizados por Aguiar-Oliveira & maugeri [4] para
imobilizar a enzima frutosiltransferase imobilizada em um suporte a base de ni6bio apresentaram
resultados promissores. Observou-se, apds a imobilizagdo, um deslocamento do perfil de atividade
enzimdtica para uma regido mais bdsica, quando comparada com a enzima livre. Este
comportamento € explicado pela carga negativa do suporte. Além do pH 6timo (4,5) para a enzima

livre, observou-se 6tima atividade e estabilidade em pH 6,0.
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Os reatores descontinuos sdo os mais utilizados nos processos com a enzima em solugéo,
onde a enzima € introduzida no reator junto ao substrato, sendo descartada, quando o processo &
finalizado. Isto ndo acontece com a enzima imobilizada, pois esta pode ser reutilizada vérias vezes,
processo este limitado somente pela perda gradual da atividade catalitica da enzima. No entanto,
quando a enzima imobilizada € utilizada em reator com agitacdo, geralmente o contato com as pas
do agitador provoca perdas de particulas de catalisador, bem como a desativagdo parcial da enzima
imobilizada. Ainda neste tipo de reator, alguns suportes podem sofrer perdas devido ao atrito com o
agitador. Para superar ou minimizar estas dificuldades, existem alguns recursos entre os quais o
reator de cesto, que evita o contato direto da particula com o agitador, pois o catalisador fica retido
dentro do cesto.

Duan et al. [5], de acordo com os estudos realizados por Jung et al. [6], propuseram o
mecanismo de reagdo da enzima envolvida na producdo de frutooligossacarideos. Indicaram que a
formacdo de frutooligossacarideos ocorre segundo um conjunto consecutivo de reacdes, GF, + GF,
- GF, + GF,;;. Alvarado-Huallanco & Maugeri [7] reportaram um estudo cinético da atividade
de frutosiltransferase imobilizada em suporte inorganico de niébio, utilizando um reator de mistura,
aonde o efeito de transferéncia de massa na superficie do suporte foi incluido no modelo
matematico, observando-se a influéncia significativa do coeficiente de transferéncia de massa
externo, Ki, no curso da reacdo de sintese. A imobilizacdo da frutosiltransferase da Rhodotorula sp.
em niébio mostrou-se ser tecnicamente vidvel, por apresentar bons rendimentos e o biocatalizador
ser formado por uma enzima estavel e um suporte robusto, de baixo custo e reutilizdvel.

A modelagem matemadtica e simulacio sdo utilizadas como ferramentas no desenvolvimento
tecnoldgico, prevendo o comportamento dindmico e estaciondrio do bioprocesso, inclusive em
condi¢des ndo testadas empiricamente, possibilitando assim a determinacdo das condig¢des
operacionais Otimas do sistema, auxiliando no projeto e ajuste de parimetros de controle. No

entanto, a simulacdo do processo corresponde a sua andlise e otimizacdo, através de modelos
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matemadticos [8]. Este trabalho tem como objetivo a modelagem, simulacdo e otimizag¢do a producdo
de FOS a partir da enzima frutosiltransferase imobilizada no suporte de niébio utilizando um reator

de cesto (RC).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Determinacio do coeficiente de transferéncia de massa

Utilizou-se um reator de cesto (RC) de acordo as dimensdes padrao, definidas por Roushton
[9], com didmetro do reator (D;) de 6,5 cm, altura (H) de 6,5 cm e volume do tanque (V,) de 200
cm’, no qual foi introduzido um sistema de 4 defletores com largura de 0,65 cm e inclinados 45°. O
cesto € um cilindro de diametro (d) de 0,8 cm e altura (h) de 5 cm, constituido por uma malha 90
mesh de aco inoxidével fixada ao reator. A agitacao foi feita por um agitador contendo 6 pds, sendo
o diametro destas (D;) de 2,17 cm e altura (w) de 0,54 cm. O reator foi operado a 50°C com uma
solucdo de sacarose 50% em tampao acetato de sédio (50mM, pH 4,5) e com diferentes velocidades
de agitacdo, segundo o ensaio realizado.

Para a determinacdo do coeficiente de transferéncia de massa (Ky) no reator de cesto,
utilizou-se a correlacdo expressa pela a equacdo 1, de acordo com Teshima e Ohashi [10]
relacionando o ndmero de Sherwood a dissipagdo de energia (€), ao nimero de Schmidt e as
relacdes geométricas do reator. Um dos paridmetros nesta equagdo, a energia dissipada (€), é
determinada a partir da equagdo 2. No entanto, para cdlculo de € necessita-se da poténcia do rotor

(P), sendo considerado o valor determinado previamente por Alvarado-Huallanco [7] para um reator

de mistura.
041
K d E.d 4 0.64
Sh=—L"r =2+0.012] —~ - (1)
D(s) v D(s)
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_ P
e-—VDD 2
P
Np=——— 3
p o ND (3)

A difusividade do substrato em solucdo foi determinada pela equagdo de Stoke-Einstein
(Eq. 4), que € utilizada na avaliag¢do de difusdo em liquidos, onde Kg € a constante de Boltzmann, T
¢ a temperatura absoluta, [ € a viscosidade do solvente e R, é o raio do soluto. Neste caso, o
substrato considerado foi a sacarose, cujo R, € igual a 4.4x10°® cm [4]. O diametro da matriz do

suporte, d,, € de 0,0177 cm [4] e K, constante de Boltzmann, igual a 1,38x10°'° g.cmz/K.sz.

K,T
D(s)=—8~ 4
(s) 6TLULR 4)

o

2.2 Determinacio do rendimento e produtividade

O célculo do rendimento para os FOS na sintese foi determinado pela equacdo 5.

FOS
YFOS = "[[ml %)
0

Para a determinacdo da composi¢ao de FOS utilizou-se a equagdo 6, onde n varia de 2 a 4 para

kestose (GF,), nistose (GF;) e frutosilnistose (GF,), respectivamente.

_[GF,]
(6]

@GF, (6)

Para o célculo dos produtos residuais foi utilizada a equagdo 7, onde C é G para a glicose, F para a

frutose e GF para a sacarose.

_[d] o
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Para a determinag@o da produtividade de FOS na sintese utilizou-se a equacdo 8.

FOS
Pr = u ®)
t

2.3 Modelo matemético

De acordo as equagdes propostas por Duan et al. [5] e Jung et al. [6] para a sintese temos:

2GF - GF,+G ©)

2 GF, - GF; + GF (10)

2 GF; - GF, + GF, (1D
GF; - GF, +F (12)

Segundo estudos realizados por Alvarado-Huallanco & Maugeri [7], utilizando o reator de
mistura e a enzima frutosiltransferase extracelular produzida por Rhodotorula sp., imobilizada em
suporte formado de uma liga de grafite e nidbio, foi comprovado a existéncia de inibi¢do
competitiva pela glicose para a reacdo de transfrutosilagdo tendo sacarose, 1-kestose e nistose como
substratos. Para o reator de cesto, foi construido um modelo matemdtico com base em balancos de
massa dindmicos para substrato e produtos, nas fases liquida e sélida, considerando-se somente a
reacdo na superficie, sem difusio intra-particular, devido a baixa porosidade das particulas, segundo
estudos realizados por Aguiar-Oliveira & Maugeri [4]. O modelo matemético compreende as

equacdes 13 a 18 para a fase liquida e 19 a 24 para a fase sélida.

F —
dGF, -—x[GF -GF Eﬁl aj (13)
dt ‘ a
dG,, =KL(G5 Eﬁl_aj_GmJ (14)
dt a
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dGF V . xXGF
)
t a Ya
GF.|1+ GF, +K, |1+ o,
Km Kgx
, 3492 V,. XGF,,
2x504 G
GFZx + Kmk 1 + :
gk
dGg V . xXGF
ds —_KL(GS_GW(IH jj ms s
t -a F
GF{1+ ¢ ‘j+Km[1+ 2 J
" K,
kX gs
dGF. V . XGF
25 — KL GF2Y _GFm( a ] _ mk 2s
dt ‘ 1-a G
GFZS +Kmk 1+ *
K,
LS04 V,, XGF, ,_ 504 V,. XGF
2x342 F 2 X666
GFS(1+f<‘J+Km{1+G‘] GF,, +Kmn[1+ G, }
K 8s 8n

504
+ —
666

1%

mnh

X GF;,

GFM(H

GF 3s

snh

J + Kmnh

(15)

(16)

17

(18)

(19)

(20)

2D
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dGF. V  XxGF. V. . xXGF
35— _KL GF3Y _ GF3m( a j _ mn 3s _ mnh 3s
dt ‘ 1-a G GF,
GF35+Kmn 1+ : GF3S 1+—= +Kmnh
gn snh
666 V. XGF,
+
2x504 G
GF2S + Kmk 1 + :
K,
dGF, V . XGF.
T4 — _KL GF‘4Y - GF4m a j + 828 mn 3s
dt ‘ l-a

2 % 666 G
GF3S +Kmn 1+ KA

gn

dF Vv . *XGF
S :_KL Fr —Fm( a j + 180 mnh 3s
dt ‘ l-a 666 GF;
GF%‘ 1+7S +Kmnh
’ K

sn

(22)

(23)

(24)

O valor do coeficiente de difusividade da sacarose em solucdo foi obtido pela equagdo 4,

sendo este dltimo igual a 3,06 x 10" m h'. Para a determinacdo do coeficiente de transferéncia de

massa externa, Ky, para o reator de cesto foi utilizada a equacgao 1, como descrito em 2.1. Na Tabela

1 mostra-se os valores das constantes cinéticas utilizadas no reator de mistura, determinados

anteriormente por Alvarado-Huallanco & Maugeri [7]. A fracdo de sélidos dentro do reator foi

calculada de acordo com a quantidade de massa do biocatalisador adicionada, segundo a atividade

enzimadtica almejada.
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Tabela 1. Parametros cinéticos intrinsicos para a frutosiltransferase purificada para diferentes

substratos.
GF GF,

Vs 32,56 Vink 38,53
Ko 263,73 Kok 287,96
K 23,61 Kk 14,23
K 615,10

GF;* GF;’
Vi 9.10 V unh 9.07
Kin 380.00 Kionn 269.32
Ken 31.60 K 30.60

Dados de Alvarado-Huallanco & Maugeri [7].

Vi (g/Lh), K, K; (g/L).

GF, sacarose; GF,, 1-kestose; GF3, nistose.

*Reagdo de transfrutosilagio com nistose como substrato.
Reacdo de hidrolise com nistose como substrato.

2.4 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Com o objetivo de determinar as condi¢des 6timas para a produgdo de FOS em um reator
do tipo cesto e baseado na metodologia experimental descrita por Rodrigues e Ilemma (2005) [11],
foram realizados dois planejamentos experimentais do tipo composto central rotacional (DCCR), de
dois fatores, com um ponto central, totalizando 5 experimentos (22 + 1) sendo os resultados obtidos
por simulacdo. No primeiro DCCR (Tabela 2) foram avaliadas as varidveis mais importantes no
processo e no segundo DCCR (Tabela 2) foram otimizadas as condi¢des de sintese para a produgdo
de FOS. As varidveis independentes selecionadas foram a concentragdo do biocatalisador, E,
(Uy/mL) e a velocidade de agitacdo, N (rpm), pois ambos fatores afetam a reacdo de sintese, sendo o
primeiro relativo a velocidade de reagdo e o segundo relativo a velocidade de transferéncia de
massa. Foram considerados como varidveis de resposta (varidveis dependentes) a conversdo de

FOS, Yros, produtividade, Pr, composi¢do dos FOS para GF,, GF; e GF, e composicao residual para

125



Artigo 3

GF, G e F nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas, totalizando 8 varidveis respostas, em 4 tempos
diferentes. As matrizes dos delineamentos experimentais contendo os niveis codificados e valores

reais para cada experimento realizado estdo representadas nas Tabelas 2.

Tabela 2. Niveis originais das varidveis independentes do primeiro delineamento composto central
rotacional (DCCR) 2*, para estudo das condi¢des Gtimas de sintese de FOS.

Varidvel independente
Ensaios 1 DCCR 2DCCR
X X X X
1 16(-1) 220(-1) 9,0(-1) 48(-1)
2 44(1) 220(-1) 19,0(1) 48(-1)
3 16(-1) 820(1) 9,0(-1) 92(1)
4 44(1) 820(1) 19,0(1) 92(1)
5 10(-1,41) 520(0) 6,9(-1,41) 70(0)
6 50(1,41) 520(0) 21,1(1,41) 70(0)
7 30(0) 100(-1,41) 14,0(0) 39(-1,41)
8 30(0) 940(1,41) 14,0(0) 101(1,41)
9 30(0) 520(0) 14,0(0) 70(0)

Xi: Atividade enzimética [Uy/mL]
X,: Agitagdo [rpm]

2.5 Anilise estatistica

A andlise estatistica permitiu avaliar as varidveis importantes do processo, em diferentes
niveis, € em combinagdes entre si. Assim, para analise dos DCCRs foram consideradas as varidveis
rendimento de FOS e produtividade, para isso foi considerado um nivel de significancia de 5%

(p<0,05), de acordo com Rodrigues e lemma (2005) [11], nas andlises destes resultados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Os ensaios foram realizados por simula¢des do modelo matemdtico (equagdes 12 a 23)
utilizando o programa do SIMULINK do MATLAB. Os valores das constantes cinéticas utilizadas
estdo mostrados na Tabela 1, j4 anteriormente determinados para o reator de mistura [7]. Para
avaliar as varidveis do processo de sintese de FOS foi realizado um primeiro DCCR, cujos valores
sao mostrados na Tabela 2. As varidveis estudadas foram a concentracdo de enzima (E) e a
velocidade de rotacdo (N) que exerce influéncia sobre o valor do coeficiente de transferéncia de
massa, K; de acordo com as equacdo 1 a 3.

Na Tabela 3 e 4 sdo mostrados os resultados do primeiro DCCR, para o rendimento de
obten¢do de FOS e produtividade para os periodos de 18, 24 e 30 h de sintese. Pode-se observar que
todos os tempos analisados promovem um aumento ou diminui¢do de Ygos, diminui¢do de GF,,
aumento de GF; e GF4, G e F. Em geral, observou-se que o consumo de GF € maior nas primeiras
48 horas e logo este consumo diminui gradativamente, tornando-se a concentracdo praticamente
estavel ao final da reacdo.

Para maiores velocidades de rotacdo, o Ygos aumenta com o tempo, porém os valores
obtidos foram baixos. No entanto, para baixas velocidades de rotagdo o Yros € maior nas primeiras
24 horas, diminuindo com o decorrer do tempo. Portanto, uma maior velocidade de agitacdo, o que
implica um maior coeficiente de transferéncia de massa, desfavorece a formagdo de FOS, o que
pode ser explicado pelo aumento da transferéncia de moléculas do FOS da superficie do
biocatalisador para o meio de reacdo, diminuindo, portanto o contato entre estas moléculas e o
biocatalisador. Em todos os casos, a maior produtividade foi obtida nas primeiras 24 horas,
diminuindo consideravelmente apds 48 horas. No caso do GF,, este diminui com o tempo devido
sua utilizacdo para a sintese de GF;, e em seguida GF,. Para G e F, na maioria dos casos, teve-se um

aumento continuo no decorrer do tempo, como pode-se observar na Figura 1.
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Os melhores Yrgs encontram-se entre as 18 e 24 h de sintese. No entanto, a maior
produtividade foi obtida para um tempo de reagdo de 18 h. Se compararmos a diferenca de Yros
entre os dois periodos, pode-se observar um aumento no rendimento ao redor de 3% para 24 h de
sintese. Porém, em relagdo a produtividade, hd uma perda ao redor do 26% neste periodo. Na Figura
1 pode-se observar que a produ¢do maxima de FOS se da as 24 h de sintese, e a partir desse periodo
tem-se uma queda no Ygps. Para avaliar o Ygos € Pr foi considerado um tempo de reagcdo de 24 h
como 6timo.

Dentre os ensaios realizados (Tabela 3 e 4), para um periodo de sintese de 24 h, alguns
deles destacaram-se e serdo analisados separadamente. Os ensaios 3, 4, e 8 com maiores
velocidades de rotagdo logo nas primeiras 24 horas de sintese apresentaram os menores valores de
Yros (37,58 a 37,59%) e produtividade (7,83 a 8,27 g/L.h), com diminui¢do de seus valores apds 48
horas de sintese, atingindo valores de 45% e 4,69 g/L.h, respectivamente. Por outro lado, os ensaios
1 e 7, com menores velocidades de rotagdo, alcangaram maiores valores de Yros (47,99 € 49,11%) e
produtividade (10,0 e 10,23 g/L.h). Para GF,, a menor producio foi para o ensaio 3 (22,17%),
refletidos nos resultados finais. Os ensaios 2, 4 e 6 apresentaram menor producido de FOS, o que
indicaria que a frutose ndo necessariamente foi convertida em novos componentes (GF,, GF; e
GF,), apesar de haver um maior nivel de atividade enzimadtica, observando-se ainda maior liberacio
de glicose, assim como menor consumo de GF, (Tabela 4). O ensaio 7 foi o que forneceu os
melhores resultados para Ygos € produtividade, e menores componentes residuais apds 24 horas de

sintese (Tabela 3).
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Tabela 3. Respostas de conversdo de FOS para o primeiro delineamento composto central rotacional DCCR.

GF, (%) GF; (%) GF, (%) Yros (%) FOS (g/L) Pr (g/Lh)
Ensaio 18h  22h 24h 18h  22h 24h 18h 22h 24h 18h  22h 24h 18h 22h 24h 18h  22h  24h
1 2577 235 225 19,1 20,7 21,1 26 38 44 474 48,0 48,0 237,1 240,2 240,0 13,2 10,9 10,0
2 28,3 27,1 26,4 15,0 16,4 16,9 19 26 3,0 45,1 46,2 463 225,5 230,8 2317 12,5 10,5 9,7
3 222 20,6 19,9 154 16,1 16,1 24 33 37 40,0 399 39,7 199,8 1994 198,6 11,1 9,1 83
4 237 2277 222 12,0 12,7 12,8 1,7 23 26 374 37,6 37,6 187,0 188,0 1879 104 85 7.8
5 22,9 20,7 19,6 184 194 19,5 28 39 45 44,1 44,0 43,7 220,4 220,0 218,6 122 10,0 9,1
6 260 249 243 12,7 13,6 13,9 1,7 23 26 40,3 40,8 40,8 201,7 204,0 2039 11,2 93 85
7 28,2 268 259 173 19,0 19,6 22 31 3,6 47,7 489 49,1 238,6 2445 2456 13,3 11,1 10,2
8 226 21,5 21,1 12,9 13,5 13,7 1.9 26 29 37,5 37,6 37,6 187,3 1879 188,0 104 85 7.8
9 249 233 224 153 16,3 16,6 26 30 34 424 426 424 2119 213,0 2122 11,8 9,7 838

Tabela 4. Resposta de produtos residuais para o primeiro delineamento composto central rotacional DCCR.

G F GF
Ensaios

18h 22h 24h 18h 22h 24h 18h 22h 24h
1 28,0 31,0 32,4 1,8 2,6 3,0 22,8 18,3 16,6
2 25,5 28,4 29,7 1,5 2,2 2,5 27,9 23,3 21,5
3 32,2 35,5 36,8 1,6 2,2 2,5 26,2 22,4 21,0
4 28,9 32,0 33,2 1,3 1,8 2,0 32,4 28,6 27,2
5 31,2 34,8 36,3 1,8 2,6 3,0 22,9 18,6 17,0
6 26,9 30,0 31,4 1,4 2,0 2,2 31,4 27,2 25,6
7 25,6 28,4 29,5 1,6 2,4 2,8 25,0 20,4 18,6
8 30,8 33,7 349 1,4 1,9 2,1 30,4 26,8 25,5
9 29,1 324 33,9 1,6 2,2 2,6 27,0 22,7 21,1
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Figura 1. Produgdo de FOS utilizando a frutosiltransferase para o reator de cesto em batelada
(50°C, pH 4,5, 50% de sacarose e 30 U/mL de enzima).

A Figura 1, tomada como exemplo do processo, referente ao ensaio 7 (Tabela 3 e 4),
mostra os resultados de sintese de FOS, onde se pode observar que a concentracdo de FOS se
acumula durante o tempo reacao, assim como glicose, frutose, nistose e frutosilnistose, ao passo
que a sacarose ¢ gradualmente consumida, até atingir um nivel minimo. H4, no entanto, sempre
um residuo de sacarose no final da rea¢do, além dos outros agtcares liberados no processo.

Na tabela 5 pode-se observar o efeito das variaveis em estudo, sendo que todas as
varidveis de primeira ordem mostraram efeito negativo para o rendimento de FOS (Ygos) €
produtividade (Pr). Assim, para os maiores niveis de concentragdo de enzima e agitacdo tém-se
menores rendimentos e produtividades. Resultados apresentados em negrito sdo os que possuem
maior significincia estatistica, sendo, portanto os que apresentaram maior influéncia nas

respostas.
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Tabela 5. Estimativa do efeito para a producdo de FOS e produtividade para 24 h de sintese.

Yros Pr

Fator Efeito p Efeito p

Média 42,45 <0,0001 8,84 <0,0001
(1)E (L) -2,00 0,0006 -0,42 0,0006

E (Q) -0,13 0,5954 -0,03 0,5756
2)N (L) -8,35 <0,0001 -1,74 <0,0001

N (Q) 0,95 0,0224 0,20 0,0219
1L vs 2L -0,24 0,2972 -0,05 0,3342

Niimeros em negrito sdo varidveis significativas a 95% de confianga: p<0,05

No que concerne aos resultados do primeiro delineamento, na Tabela 6 mostram-se os
resultados da ANOVA para Ygos € produtividade, considerando apenas as varidveis com maior
influéncia. O F calculado foi maior que o F tabelado a 95% de confianca para Ygos €

produtividade, permitindo a construgdo das superficies de resposta apresentadas na Figura 2.

Tabela 6. ANOVA para rendimento de FOS (g/L) e produtividade (g/L.h) para o primeiro

DCCR.
Soma dos Graus de Quadrado médio F.ac
Fonte de quadrados liberdade
variacio FOS Pr FOS Pr FOS Pr FOS Pr
Regressao | 148,1932 | 6,5085 3 3 49,3977 | 2,1695
1423 | 531
Residual 0,1734 0,0204 5 5 0,0347 0,0041
Total 148,3666 | 6,5289 8 8

FOS: R* = 99,88; F; 5,05 = 9,01

Pr: R? = 99,68; F; 5, 005 = 9.01

Na Figura 2 mostra que os rendimentos mais altos sdo

obtidos quando ha,

principalmente, baixa velocidade de rotacdo, menor que 100 rpm, e também com baixas

atividades biocataliticas, menores que 25 Uy/mL. Nestas condicdes, tanto o rendimento quanto a

produtividade sdo maximizadas, ao redor de 49% e 10,23 g/L.h, respectivamente.
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Figura 2. Superficies de resposta para o primeiro DCCR mostrando o efeito da concentragio da
enzima (E) e velocidade de rotacdo (N) na sintese de FOS apds 24 horas de reagao:
(a) rendimento de FOS (b) produtividade.
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Tabela 7. Respostas de conversdo de FOS para o segundo delineamento composto central rotacional DCCR.

GF; (%) GF; (%) GF, (%) Yros (%) FOS (g/L) Pr (g/Lh)
Ensaio 18h  22h 24h 18h  22h 24h 18h 22h 24h 18h  22h 24h 18h 22h 24h 18h 22h 24h
1 25,5 232 221 21,3 23,2 237 29 42 49 49,8 50,7 50,7 249,0 2534 2537 13,8 11,5 10,6
2 273 254 244 193 21,2 21,7 25 36 42 49,1 50,2 50,4 2454 2509 251,8 13,6 11,4 105
3 253 230 21,8 21,2 23,0 235 29 42 49 494 50,2 50,2 247,0 250,8 2509 13,7 11,4 105
4 270 251 24,1 192 21,0 215 25 3,6 42 48,7 49,7 49,8 2433 2483 2489 13,5 11,3 104
5 250 22,66 214 21,7 23,6 24,1 30 44 5.1 49,8 50,5 50,5 2488 252,6 2527 13,8 11,5 10,5
6 274 256 247 18,9 20,7 213 24 35 41 48,7 49,8 50,0 243,77 249,1 2499 13,5 11,3 104
7 26,5 245 234 20,3 22,2 227 27 39 45 49,5 50,5 50,7 24777 25277 2533 13,8 11,5 10,6
8 26,2 240 230 20,1 219 224 2,7 39 45 48,9 49,8 49,9 24477 249,0 2494 13,6 11,3 104
9 264 243 232 20,2 22,0 22,6 2,7 39 45 493 50,2 50,3 249,0 2509 2514 13,7 11,4 105

Tabela 8. Resposta de produtos residuais para o segundo delineamento composto central rotacional DCCR.

. G F GF

Ensaios = oon 24h 18h 22h 24h 18h 22h 24h
1 271 298 31,0 19 2.8 32 21,1 16,7 15,0
2 262 288 30,0 1,8 2,6 3,0 22,9 18,4 16,7
3 275 303 31,5 1,9 2.8 3,2 21,2 16,8 15,1
4 2,5 293 30,5 1,8 2,6 3,0 23,0 18,5 16,7
5 275 303 31,5 2,0 2.8 33 20,8 16,4 14,7
6 262 289 30,0 1,7 25 3,0 23,3 18,8 17,0
7 266 292 30,4 1,8 2.7 3,1 22,0 17,6 15,8
8 27,1 299 31,1 1,8 2.7 3,1 22,1 17,7 15,9
9 268 29,5 30,7 1,8 2.7 3,1 22,1 17,6 15,9
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Para o segundo DCCR, a Tabela 2 mostra as varidveis independentes, com os valores
codificados e reais, e a seqiiéncia dos ensaios. Na Tabela 7 e 8 mostram-se os resultados para os
diferentes ensaios. Assim os ensaios 1, 5 e 7 destacaram-se pela maior produtividade e rendimento.
Os ensaios 2, 4 e 6 proporcionaram menores residuos de GF, G e F, porém menores porcentagens
de FOS e menores produtividades. A andlise estatistica indicou a atividade enzimadtica e a agitacdo
como sendo as varidveis com maior influéncia no processo de sintese de FOS, a 95% de confianga
(p<0,05). Os resultados obedeceram a mesma tendéncia verificada no primeiro planejamento como
mostra a Tabela 9, com melhores producdes em baixas atividades enzimdticas e baixas velocidades

de agitacdo.

Tabela 9. Estimativa do efeito para a produc@o de FOS e produtividade para o segundo DCCR para

24 h de sintese.
Yros Pr

Fator Efeito p Efeito p

Média 50,29 <0,0001 10,48 <0,0001
(DE (L) -0,39 <0,0001 -0,0850 <0,0001

E (Q) -0,03 0,0041 -0,0100 0,0329
2)N (L) -0,56 <0,0001 -0,1177 <0,0001

N (Q) -0,02 0,0132 -0,0050 0,1575
1L vs 2L -0,01 0,0532 -0,0050 0,1149

Nuimeros em negrito sdo varidveis significativas a 95% de confianga: p<0,05

Os resultados da ANOVA para o segundo DCCR s3o mostrados na Tabela 10, para
rendimento de FOS e produtividade, considerando apenas os termos com maior influéncia. Sendo
que o F calculado foi maior que o F tabelado a 95% de confianga para Ygos € produtividade,
permitindo a constru¢do das superficies de resposta apresentadas na Figura 3. Através dos
resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressao de um modelo de 1* ordem para as
varidveis codificadas. Os pardmetros estatisticamente ndo significativos foram eliminados do

modelo e adicionados aos residuos.
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Yros = 50,2754 - 0.1992.E - 0,2818.N

Pr=10,4763 - 0.0425.E - 0,05889.N

Tabela 10. ANOVA para rendimento de FOS (g/L) e produtividade (g/L.h) para o 2 DCCR.

Soma de quadrado Graus de Quadrado médio Feac
Fonte de liberdade
variagio FOS Pr FOS Pr FOS Pr FOS Pr

Regressdao | 0,9507 0,0421 3 3 0,3169 0,0140
Residual 0,0004 | 0,0001 5 5 0,00008 | 0,00001

Total 0,9512 | 0,0422 8 8
FOS: R” = 99,95; F; 5,05 = 9,01
Pr: R? = 99,86; F; 5.5 = 9,01

3772 | 1170

Na Figura 3 estdo mostrados os resultados, em forma de superficies de resposta, do segundo
DCCR, para Ygos € produtividade, para 24 horas de reacdo. Como se pode observar, os valores
6timos foram para baixas atividades enzimadticas, menores que 15 U;/mL, e baixas velocidades de

rotagdo, abaixo de 50 rpm.
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Figura 3. Superficies de resposta para o segundo DCCR, mostrando o efeito da concentracio da
enzima (E) e velocidade de rotacdo (N) na sintese de FOS apds 24 h: (a) rendimento de FOS,
(b) produtividade.

Em face disso, foi realizada uma nova simulag¢do para uma concentra¢do de enzima de 14
U/mL e velocidade de rotacdo de 45 rpm, sendo que o valor determinado para o coeficiente de
transferéncia de massa, K;, foi de 3,87 x 10° m/h. Os resultados, ilustrados pela Figura 4,
forneceram uma concentragdo maxima de FOS ao redor de 253,0 g/L, correspondendo a um
rendimento de aproximadamente 50,60% de Yros e produtividade de 10,54 g/L.h, apds 24 h de
sintese, para uma concentragdo inicial de sacarose de 50% (p/v). Estes resultados correspondem ao
maximo obtido neste processo, indicando que a otimizacdo foi bem sucedida. A composi¢do final
do produto foi ao redor de 23,36% de GF,, 22,76% de GF; e 4,52% de GF,, e componentes

residuais de 30,45% de G, 3,12% de F e 15,84% de GF.
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Figura 4. Resultados da producéo de FOS ap6s a otimizagdo do processo (50°C, pH 4,5,

50% de sacarose e 14 U/mL de enzima).

Na Tabela 11 sdo comparadas as produgdes de FOS em diferentes tipos de reatores, para a
enzima livre [11], enzima imobilizada em reator de batelada [7] e reator de cesto do presente
trabalho. Observa-se que os valores de FOS para a enzima livre (56,87%) sdo maiores do que os
obtidos no reator de cesto (50,60%). Entretanto, para o reator de mistura com a enzima imobilizada,
observa-se uma menor producdo de FOS (47,93%). Em relag@o a produtividade, pode-se observar
que o reator de cesto foi mais eficiente, atingindo uma produtividade de 10,54 g/L.h, sendo que para
os outros reatores a produtividade foi menor que 3 g/L.h. Isto demonstra a eficiéncia do reator de
cesto em batelada, em relagdo aos demais, embora seu rendimento seja um pouco inferior ao reator

com enzima livre. Porém, o fato de poder-se reutilizar a enzima por longos periodos dd ampla

vantagem ao reator de cesto.
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Tabela 11. Produgéo de FOS (%) utilizando a frutosiltransferase para diferentes reatores.

RML RMI RCB
Yros (%) Pr (g/Lh) Yros (%) Pr (g/Lh) Yros (%) Pr (g/Lh)
GF, 23,35 1,22 34,99 1,82 23,36 7,36
GF; 24,77 1,29 10,02 0,52 22,76 5,64
GF, 8,75 0,46 2,92 0,15 4,52 0,75
Total FOS 56,87 2,97 47,93 2,50 50,60 10,54

RML, reator de mistura enzima livre (96 h), Alvarado-Huallanco & Maugeri [12].
RMI, reator de mistura enzima imobilizada (96 h), Alvarado-Huallanco & Maugeri [7].
RCB, reator de cesto (24 h).

GF,, 1-kestose; GF3, nystose; GF,, fructosylnystose; Pr, produtividade.

Comparando-se os resultados com a literatura, o reator de cesto teve resultados similares
para a produgdo de FOS (50,60%). Assim, resultados obtidos por Aguiar-Oliveira & Maugeri [4],
trabalhando experimentalmente com a sintese de FOS em reator batelada, forneceram um
rendimento na producdo de FOS de 57,8%, GF, (61%), GF; (34,7%) e GF, (4,7%), para um tempo
de reacdo de 24 h, utilizando 20 Uy/ml de enzima imobilizada (pH 6,0 e 48°C). Outros autores
alcangaram concentracdes entre 55 e 61% de FOS, como Cheng et al. [13], que utilizou o A.
Jjaponicus imobilizado em gel de alginato de célcio, em leito fixo, a 42°C, com reagdo continua por
35 dias, com uma perda do 17% na atividade da enzima durante este periodo, e rendimento de
producdo de FOS maior que 55%. Hidaka et al. [14] e Su et al. [15] obtiveram maxima conversao
de 60% ap6s 24 horas. O micélio do A. japonicus, imobilizado em alginato de cdlcio em pH 5,0-5,6
e temperatura de 55°C, ap6s 4 horas de sintese, rendeu uma produg@o maxima de 61% de FOS com
fragdes de GF,, 30,5%, GF;, 26,5%, GF,4, 4,3% e G de 29%, resultados estes obtidos por Cruz et al.
[16]. Ghazi et al. [17], utilizando o A. aculeatus imobilizado em epdxi ativada, em reatores
operando em batelada, e em leito fixo, obtiveram 61,5% de FOS apés 36 horas de reacdo a 60°C,

38,0% de GF,, 22,0% de GF; e 0,48% de GF,.
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4. CONCLUSAO

O estudo da otimizag¢do do processo de sintese mostrou que a concentracdo de enzima e a
velocidade de rotagdo foram varidveis com maior influéncia na sintese de FOS. O coeficiente
transferéncia de massa, dependente da velocidade de rotacdo, influencia significativamente a reacao
de sintese para a produgcdo de FOS. Utilizando um reator de cesto a partir da enzima
frutosiltransferase imobilizada em niébio, foi obtido rendimentos de 50,60% para concentracdes de
sacarose de 50% (p/v), ap6s 24h de sintese. O modelo matemadtico utilizado descreveu
satisfatoriamente o comportamento do processo de sintese. O reator de cesto mostrou-se vantajoso,
pois proporciona rendimentos compativeis com os reportados na literatura, maiores produtividades,
com as caracteristicas do biocatalisador nao ter contato direto com o agitador, evitando a perda

prematura da atividade catalitica, e de permitir sua reutilizacdo, diminuindo assim o custo de

operagao.

NOMENCLATURA

d didmetro do cesto do catalisador (m)

d, didmetro da particula do biocatalizador (m)

D; diametro da pa (m)

Dy coeficiente de difusividade do soluto em solvente (m/h)
D, diametro do reator (m)

F concentracdo de frutose (g/L)

G concentracdo de glicose (g/L)

GF concentracao de sacarose (g/L)
GF, concentragdo de 1-kestose (g/L)
GF;  concentragdo de nistose (g/L)

GF;  concentragdo de frutosilnistose (g/L)
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anh

Vins

altura da cesta do catalisador (cm)

altura do liquido (cm)

constante de Boltzmann

constante de inibi¢cdo competitiva pela glicose para a 1-kestose como substrato (g/L)
constante de inibi¢cdo competitiva pela glicose para a sacarose como substrato (g/L)
constante de inibi¢cdo competitiva pela glicose para a nistose como substrato (g/L.)
coeficiente de transferéncia de massa (m/h)

constante de saturacdo (g/L)

constante de saturacdo para a 1-kestose (g/L)

constante de saturacdo para a nistose pela atividade hidrolitica (g/L)

constante de saturacdo para a sacarose (g/L)

constante de saturacio para a nistose (g/L)

constante de inibicdo pela a atividade hidrolitica para nistose como substrato (g/L)
constante de inibi¢do para sacarose como substrato (g/L)

massa do sélido (g)

raio do soluto (m)

potencia do rotor (Kg.m)

numero de Sherwood

temperatura de reacio (K)

volume do liquido (L)

velocidade mixima da atividade de transfrutosilacdo para a 1-kestose como substrato
(g/L.h)

velocidade méxima da atividade de transfrutosilag@o para a nistose como substrato (g/L.h)
velocidade médxima da atividade hidrolitica para a nistose como substrato (g/L.h)

velocidade médxima para a sacarose como substrato (g/L.h)
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Vr volume liquido do reator (L)

Vs volume do sélido (L)

Gregos

a fracdo liquida

€ taxa de energia de dissipagdo por unidade de massa (m*/s)
V1 viscosidade da sacarose (g/m.h)

v viscosidade cinemdtica da sacarose (g/m.h)

p densidade da sacarose (g/m”)

Ps densidade do sdlido (g/m3)

Subindice
m meio

S superficie da particula do biocatalizador
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Resumo

Estudos de modelagem e simulacdo representam ferramentas poderosas, economizando
tempo e recursos para o desenvolvimento de bioprocessos. Assim, varios estudos de modelagem,
simulacdo e producdo de frutooligossacarideos, a partir de sacarose, com frutosiltransferase de
Rhodotorula sp., vem sendo realizados ultimamente. Neste trabalho, a modelagem dindmica do
processo de sintese em bioreator de cesto continuo foi realizada, partindo de balangos de massa e
cinética de reacdo, contemplando igualmente os fendmenos de resisténcia a transferéncia de massa.
As ferramentas computacionais utilizadas foram os programas Simulink do software MatLab 6.0,
MathWork, Inc, USA. O modelo obtido, juntamente com a simulacio do processo, foram utilizados
na otimizacdo da produgdo continua de frutooligossacarideos pela frutosiltransferase, em suporte
inorgdnico. Para tanto, realizou-se dois delineamentos compostos centrais rotacionais (DCCR),
sendo que no primeiro foram determinadas varidveis com maior influéncia, ¢ no segundo
otimizaram-se as condic¢des de sintese. As condi¢des 6timas obtidas foram: 15 Ui/mL de atividade
biocatalitica e velocidade de rotacdo de 45 rpm. As outras condi¢cdes de processo, como pH,
temperatura e concentracdo de substrato foram as mesmas obtidas em trabalhos prévios. Assim, nas

condigdes otimas o rendimento de FOS foi cerca de 32% e produtividade de 5,0 g/L.h, com tempo
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de residéncia de 32 h, uma concentra¢do de sacarose na alimentagdo de 50% sacarose, S50°C de
temperatura e pH 4,5. Os resultados mostraram que para o reator continuo o produto principal de
FOS foi o GF,, cerca de 25% do total, resultado este muito diferente dos obtidos por outros tipos de
reatores. Finalmente, atividade biocatalitica e o coeficiente de transferéncia de massa tiveram

influéncia significativa no curso da reacdo e no rendimento de producao de FOS.

Palavra chave: Frutosiltransferase; Rhodotorula sp.; frutooligossacarideos; enzima imobilizada,

reator de cesto continuo, modelagem matemadtica, simulacio e otimizag¢do de processo.

1 INTRODUCAO

A producio de frutooligossacarideos (FOS) nos ultimos anos tem-se incrementado. Os FOS
sdo considerados prebidticos uma vez que promovem seletivamente o crescimento de micro-
organismos probidticos como Lactobacillus acidophillus e Bifidobacterium bifidus, promovendo
uma serie de beneficios a satude [1]. A enzima frutosiltransferase é utilizada na produgdo de FOS,
algumas técnicas de imobilizagdo da enzima foram estudadas visando otimizar a producdo e
aumentar o tempo de vida util da enzima. A imobilizacdo apresenta algumas mudancas nas
propriedades fisicas e quimicas das enzimas apds o processo de imobilizagdo. Assim, estudos
realizados por Aguiar-Oliveira & Maugeri [2] para imobilizar a enzima frutosiltransferase
imobilizada em um suporte a base de nidbio apresentaram O6timos resultados. Observaram um
deslocamento para uma faixa mais basica de pH em seu perfil ap6s a imobilizacdo. Além do pH
6timo (4,5) para a enzima livre, observou-se Otima atividade e estabilidade em pH 6,0. Este
comportamento pode ser explicado pela carga negativa do suporte.

Estudos realizados por Duan et al. [3] e Jung et al. [4], propuseram o mecanismo de reagao

da enzima envolvida na producdo de frutooligossacarideos, indicaram que a formagdo de
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frutooligossacarideos ocorre de um conjunto consecutivo de rea¢des, GF, + GF, - GF, | + GF,,,.
Alvarado-Huallanco & Maugeri [5] realizou o estudo cinético para a atividade frutosiltransferase
imobilizada em suporte inorginico de nidbio utilizando um reator de batelada, o efeito de
transferéncia de massa na superficie do suporte que foi incluido no modelo matemadtico, e observou-
se a influéncia significativa de K; no curso da reacdo de sintese. A modelagem matematica e
simulacdo permitem prever o comportamento dindmico e estaciondrio do bioprocesso, inclusive em
condicdes ndo testadas empiricamente, possibilitando assim a determinacdo das condicdes
operacionais 6timas do sistema, auxiliando no projeto e ajuste de parametros de controle [6]. O
principal objetivo deste trabalho foi a modelagem, simulacio e otimizagdo da produgdo de FOS a
partir de sacarose, utilizando-se a enzima frutosiltransferase da Rhodotorula sp. imobilizada no
suporte solido, constituido de uma liga de niébio e grafite, em biorreator tipo cesto, operado

continuamente.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Determinacio do coeficiente de transferéncia de massa

Utilizou-se um reator de cesto (RC) de acordo as dimensdes padrdo, segundo Rushton [7],
com diametro (D) de 6,5 cm, altura de liquido (H) de 6,5 cm e volume do tanque (V,) de 200 cm’,
no qual foi introduzido um sistema de 4 defletores com largura de 0,65 cm e inclinados 45°. O cesto
¢ um cilindro de didmetro (d) de 0,8 cm e altura (h) de 5 cm, constituido por uma malha de 90 mesh
de aco inoxidavel fixada ao reator. A agitacdo foi feita por um agitador contendo 6 pas, de (D;)
2,17 cm e largura (w) de 0,54 cm. O reator foi operado a 50°C com uma solucio de sacarose 50%
em tampao acetato de sédio (50mM, pH 4,5), sendo a a agita¢do variada de acordo com o ensaio em

estudo.
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Para a determinacdo do coeficiente de transferéncia de massa (K;) no reator de cesto,
utilizou-se a correlagdo expressa pela a equagdo 1, de acordo com Teshima e Ohashi [§]
relacionando o nimero de Sherwood ao coeficiente de dissipa¢do de energia (€), ao nimero de
Schmidt e as relagdes geométricas do reator. Um dos parametros nesta equacio, a energia dissipada
(€), foi determinada a partir da equacdo 2. No entanto, para cilculo de € necessita-se da poténcia do

rotor (P) (Eq. 3), sendo considerado o valor determinado previamente por Alvarado-Huallanco &

Maugeri [5] para um reator de mistura.

0.41
K d gd 4 0.64
Sh="2"0=2+0.012[ —~ -
D(s) v D(s)
(D
P
E= V—
Cp 2)
P
Np=——— 3
P= D 3

A difusividade do substrato em solucdo foi determinada pela equacdo de Stoke-Einstein
(equacdo 4), que ¢ utilizada na avaliacdo de difus@o em liquidos, onde Ky é a constante de
Boltzmann, T € a temperatura absoluta, [ € a viscosidade do solvente e R, € o raio do soluto. Neste
caso, o substrato considerado foi a sacarose, cujo Ry € igual a 4,4x10'8 cm [2], p & de 1,1984 g/cm3,
U € de 0,0668 g/cm.s. O didmetro da matriz do suporte, d, € de 0,0177 cm [2] e Kz, constante de
Boltzmann, igual a 1,38)(10’16 g.cmZ/K.sz.

K,T

67T UR, )

D(s) =
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2.2 Determinacio do rendimento e produtividade
Para o cdlculo do rendimento de FOS na sintese foi determinado pela equagio 5, onde GF’ é

a concentracdo inicial de sacarose.

FOS
YFOS = ‘\m} )

Para a determinag¢do da composi¢ao de FOS utilizou-se a equagdo 6, onde n varia de 2 a 4

para kestose, nistose e frutosilnistose, respectivamente.

GF
GF, = : 6
por, HGFO (6)

Para o cédlculo dos produtos residuais foi utilizada a equagdo 7, onde C é para glicose,

frutose e sacarose, respectivamente.

C

Para a determinagdo da produtividade de FOS na sintese utilizou-se a equacdo 8, onde D é a

dilui¢@o dada pela equagdo 9, Q € fluxo na alimentacio e V é o volume do reator.

Pr=[FOS|D ®)

D= €))

<

2.3 Modelo matematico

De acordo as equagdes propostas por Duan et al. [3] e Jung et al. [4] para a sintese temos:

2GF - GF,+G (10)
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2 GF, - GF; + GF (11)
2 GF3 — GF4 + GF2 (12)
GF; - GF,+F (13)

A partir do estudo realizado por Alvarado-Huallanco & Maugeri [9], para o reator de cesto
utilizando a enzima frutosiltransferase extracelular pura imobilizada em nidbio, produzida pela
Rhodotorula sp., o modelo descrito foi modificado para a produgado continua de FOS.

O comportamento dindmico de um reator continuo bifdsico, perfeitamente agitado, como do
tipo CSTR, pode ser expresso pela equacdo 14, para fase liquida e sélida:

dc,, _(Cy, =C,,) _&
dt T vV

(Cim - Cis )
(14)

dc, =K, (C,.-C. )
= s —Co) .
dt L is im c

onde, Cj € a concentragdo do componente i na alimentacdo, C;,, e C;; s@o as concentragdes do
componente i na fase liquida e sdlida, respectivamente, K; € a constante de transferéncia de massa
no filme liquido, T € a vazdo de alimentagcdo, V € o volume do reator, e rc € a taxa de reagdo na
superficie da particula.

Os parametros cinéticos utilizados (Tabela 1) foram os determinados para reator de mistura
[5]. A fragdo de sélidos no reator variou de acordo com a quantidade de biocatalizador adicionada
ao meio reacional. Os valores foram recalculados para cada ensaio para as diferentes concentragdes

de enzima, segundo o valor da densidade das particulas [2].
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Tabela 1. Pardmetros cinéticos para a frutosiltransferase purificada para diferentes substratos.

GF GF,
Vins 32,56 Vi 38,53
Kins 263,73 Kok 287,96
K 23,61 K 14,23
K 615,10

GF;* GE;"
Vi 9,10 V imnh 9,07
K 380,00 K 269,32
Kgn 31,60 K 30,60

Dados de Alvarado-Huallanco & Maugeri, [5]

Vo (g/L.h), K, K; (g/L).

GF, sacarose; GF,, 1-kestose; GF3, nistose.

“Reagdo de transfrutosilagdo com nistose como substrato.
PReacio de hidrolise com nistose como substrato.

2.3 Planejamento experimental

Com o objetivo de estabelecer as condi¢des 6timas para a producido de FOS em um reator
do tipo cesto continuo, e baseado na metodologia experimental descrita por Rodrigues e lemma
(2005) [10], utilizando-se o modelo matemdtico do processo de sintese, foram realizados dois
delineamentos tipo composto central rotacional (DCCR), de quatro varidveis, ou seja, do tipo 2°,
incluindo 8 pontos axiais e 1 ponto central. Sendo os resultados obtidos por simulagdo, No primeiro
DCCR foram avaliadas as varidveis com maior influéncia e no segundo foram otimizadas as
condi¢des de sintese para a producdo de FOS. As varidveis independentes selecionadas foram a
concentracdo do biocatalizador, E, a velocidade de agitacdo, N, tempo de residéncia, T, e
concentracdo de sacarose na alimentagdo, GF,. Foram considerados como varidveis resposta

(varidveis dependentes) o rendimento da producdo de FOS, Yros, produtividade, Pr, composi¢@o dos
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FOS para GF,, GF; e GF, e composi¢do residual para GF, G e F até alcancarem o regime
permanente, totalizando 8§ varidveis respostas. A matriz do delineamento experimental contendo os

niveis codificados para cada experimento realizado esté representando na Tabela 2 e 5.

2.4 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos nos DCCRs para rendimento de FOS e
produtividade, permitiu avaliar as varidveis importantes do processo, em diferentes niveis e em
combinacdes entre si. Para o DCCR foi utilizado um nivel de significincia de 5% (p<0,05), de

acordo com Rodrigues e Ilemma (2005) [10], para as analises destes resultados.

2.5 Modelagem matematica

O modelo matematico dindmico foi desenvolvido para a predicdo em regime transiente das
concentracdes de substratos e produtos, para um reator de cesto continuo, contendo a enzima
frutosiltransferase imobilizada na superficie do suporte de nidbio. A partir do balanco de massa
dindmico para substratos e produtos, cinética da reacdo e resisténcia a transferéncia de massa do
meio liquido até a superficie da particula, construiu-se o modelo matemdtico do processo,

representado pelas equagdes 15 a 26, contemplando fase liquida e fase sélida.

- fase liquida:

F F, - GF -
dG m — (G 0 G m) - KL GFm _GFY(l _aj (15)
dt T v, [ L a
dt r V.o '\ «a
dGF. GF. K -
= O, Ky GF%(I ”j—chm a7
dt r V, L a
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-fase solida:

dGF V,, XGF
— KL(GF [1“) - GFSJ E ms s
’ .

dG V . *xGF
= —KL(GY -G, ( - D + ms X 07
t -a
GF, 1+GF5 +K, |1+ G,
5§ KS’S
dGF. Vv GF
2s = _KL GFZS GFz,n a _ mk 2s
dt 1-a G
GFZS + Kmk 1 + :
gk
504 V,, XGF, 504 Vi X GF 5,

504 anh X GF}x
+ —

666 GF
GF}x (1 + = J + Kmnh

snh

(18)

19)

(20)

21

(22)

(23)
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dGF vV xGF. V  xGF.
® KL GF}x - GF3m( a j - m 3s - mnh 3s
i a G, GF,
GF3S +Kmn 1+ : GF3S 1+% +Kmnh
Kgn snh
+ 666 mG XGFZS (24)
2x504 G
GF2S + Kmk 1 + .
gk
dGF, V. XGF.
T4 — _KL GF'4v - GF4m a j + 828 mn 3s (25)
dt ‘ 1-a)) 2x666 ( G J
GFSY +Kmn 1+ :
A Kgn
ﬂ—_K F _F ( a j +180 anthFSS (26)
dt T "Mu-a)) 666 GF,,

GF3S [1 + KJ + Kmnh

sn

O valor do coeficiente de difusividade da sacarose em solucdo foi obtido pela equagdo 3,
sendo este igual a 3,06 x 10" mh'. Para a determinacdo do coeficiente de transferéncia de massa

externa, K;, foi utilizada a equagdo 1, como descrito em 2.1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Delineamento Experimental

Os ensaios foram realizados por simulag¢des, usando o modelo matematico (equacdes 15 a
26) e utilizando o programa SIMULINK do MATLAB. Os valores das constantes cinéticas
utilizadas sdo mostrados na Tabela 1, dados obtidos por Alvarado-Huallanco & Maugeri [5],
determinados para o reator de mistura. Para avaliar as varidveis no processo de sintese para a
producdo de FOS foi realizado um primeiro DCCR, onde os niveis das varidveis independentes sdo
mostrados na Tabela 2. As varidveis estudadas foram a concentracdo de enzima (E), tempo de
residéncia (T), a concentracio do substrato na alimentagcdo (GF,) e a velocidade de rotacdo (N), que

influencia o valor do coeficiente de transferéncia de massa (K;) como mostra as equagdes 1 a 3.
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Para ilustrar o andamento da reacdo de sintese de FOS para o reator de cesto continuo, foi
tomado como exemplo os resultados referentes ao ensaio 17 da Tabela 2, para o primeiro
delineamento, o que é mostrado na Figura 1. Observa-se nesta figura, que a sacarose foi
rapidamente convertida em GF, e G, sendo que a mdxima produ¢do de GF, foi nas primeiras 24 h.
Logo, o GF, diminui com o tempo sendo convertida em GF; e posteriormente transformada em
GF,. Também, observou-se que o maximo de GF; foi ao redor das 30 h de sintese e a partir desse
periodo transformou-se continuamente em GF,. Nota-se que o maximo rendimento de FOS foi
alcancado no tempo de 24 h, e a partir desse instante, ocorre uma diminui¢do no rendimento até
alcancar o regime permanente. Observa-se que o regime permanente se produz a partir de 160 h de
sintese, dependendo das condi¢des de sinteses, sendo obtidos rendimentos ao redor do 29,0%. E
importante frisar que o FOS seja composto principalmente por GF, (~26%) e com menores
quantidades de GF; (~2,4%) e GF, (~2%), ao contrario dos processos em batelada, em que GF, é
relativamente baixo. Este resultado pode ser interessante caso se deseje produzir prioritariamente

GF,, dado suas caracteristicas prebidticas.

500 —G
—F
— GF
. 400 GF;
=l - GF3
:'2 — GF4
o 300 — FOS
@
O
]
= 200
c
)
e
o 100
(&
0 1
0 100 200 300 400
Tempo (h)

Figura 1. Sintese de FOS a partir da sacarose para um reator de cesto alimentado (50°C, pH 4,5,
50% de sacarose, 15 U/mL de enzima).
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Para o primeiro DCCR, os niveis das varidveis em estudo sdo indicados na Tabela 2,
juntamente com as respostas obtidas. Analisando as respostas de cada ensaio na Tabela 2, observa-
se a variagdo da concentracdo dos varios compostos presentes na sintese de FOS. Assim, para o
experimento 2 e 12, pode-se observar uma menor produ¢do de FOS (29,4%) e uma produtividade

de 5,7 g/L.h. Observa-se que os maiores rendimentos de FOS (ao redor de 30,4 %) foram para os

ensaios 13, 17, 22 e 23 com produtividades acima de 6,3 g/L.h.

Na Tabela 3, os resultados apresentados em negrito sdo oS mais os estatisticamente
significativos, sendo os que apresentaram maior influéncia nas respostas. Assim, os resultados
mostram que a concentracdo de enzima e o tempo de residéncia foram os que mostraram maior
influéncia em relacdo ao rendimento de FOS e produtividade. Por outro lado, a velocidade de
agitacdo e concentra¢do da enzima tiveram menor influéncia para os niveis estudados. A estimativa
de efeito (Tabela 3) mostrou que as varidveis concentracdo de enzima e velocidade de agitacio
tiveram efeito negativo no rendimento de FOS e produtividade. Por outro lado, na Tabela 2
observa-se que para os niveis superiores de enzima houve menores rendimentos de FOS e
produtividade, o que indicaria que a frutose ndo foi necessariamente convertida em novos
componentes, apesar de estar presente uma maior atividade enzimdtica, como se mostra na Tabela
2, observa-se maior producdo de GF,, GF;, e menor GF4, os produtos residuais de G e GF
encontram-se em quantidades maiores. J4 a velocidade de agitacdo, que se relaciona com a
velocidade de agitacdo, tem efeito negativo, e os melhores resultados foram para os niveis de
agitacdo inferiores a 80 rpm. Entretanto, observou-se que para maiores niveis de tempo de
residéncia obteve-se um incremento no rendimento e produtividade de FOS. Por outro lado, a
concentracdo de sacarose na alimentacdo mostrou resultados 6timos para concentracdes acima de

500 g/L.
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Tabela 2. Matriz do primeiro DCCR e resultados de producéo de FOS e produtividade.

Ensaios X, X5 X3 X4 FOS Yrs Pr GF, GF; GF, G F GF Tempo
1 19(-1)  60(-1) 26(-1) 450(-1) 150,3 30,1 5,8 1,9 24 257 494 19,3 1.2 190
2 27(1) 60(-1) 26(-1) 450(-1) 147,2 294 57 26 2,8 240 494 19,5 1,6 180
3 19(-1)  100(1) 26(-1) 450(-1) 149,3 299 57 1,9 25 254 499 190 13 190
4 27(1) 100(1) 26(-1) 450(-1) 1478 29,6 5,7 29 32 235 489 192 12 180
5 19(-1)  60(-1) 30(1) 450(-1) 1532 306 5,1 22 29 256 489 192 12 180
6 27(1) 60(-1) 30(1) 450(-1) 154,3 309 5,1 3,6 4,1 232 489 194 1,7 165
7 19(-1) 100(1) 30(1) 450(-1) 1543 309 5,1 3,6 4,1 232 484 18,8 19 165
8 27(1) 100(1) 30(1) 450¢-1) 151,3 30,3 5,0 3,3 3,7 232 49,0 18,8 19 165
9 19(-1)  60(-1) 26(-1) 550(1) 152,3 30,5 59 22 29 253 49,1 19,0 14 180
10 27(1) 60(-1) 26(-1) 550(1) 149,5 299 58 3,0 33 23,6 490 19,1 19 185
11 19(-1)  100(1) 26(-1) 550(1) 149,9 30,0 5.8 2,1 27 252 497 188 1,5 190
12 27(1) 100(1) 26(-1) 550(1) 1472 294 57 29 3,1 235 496 189 20 190
13 19(-1)  60(-1) 30(1) 550(1) 1554 31,1 52 2,6 34 251 486 189 15 170
14 27(1) 60(-1) 30(1) 550(1) 150,9 30,2 5,0 3,1 34 23,6 48,7 192 19 185
15 19(-1)  100(1) 30(1) 550(1) 154,6 309 52 2,7 35 248 49,0 18,5 1,6 170
16 27(1) 100(1) 30(1) 550(1) 154,2 30,8 5,1 3,8 43 227 48,6 18,3 273 165
17 15(-2) 80(0) 28(0) 50000 152,5 30,5 54 1,7 24 264 494 190 1,1 190
18 31(2) 80(0) 28(0) 50000 146,7 29,3 52 32 32 230 493 19,3 21 195
19 23(0) 40(-2) 28(0) 5000) 150,1 30,0 54 23 2,7 250 49,0 19,6 14 195
20 23(0) 120(2) 28(0) 50000) 148,5 29,7 53 2,5 29 243 498 188 1,7 190
21 23(0) 80(0) 24(-2) 5000) 1492 298 6,2 2,5 3,0 243 49,6 189 1,7 180
22 23(0) 80(0) 32(2) 50000 1493 299 4,7 23 27 250 492 195 15 200
23 23(0) 80(0) 28(0) 400(-2) 150,1 30,0 54 24 3,0 246 494 192 14 180
24 23(0) 80(0) 28(0) 6002) 1499 30,0 54 2,6 3,0 245 492 19,1 1,7 180
25 23(0) 80(0) 28(0) 5000) 149,3 299 53 24 28 247 494 192 15 190

X,: Atividade enzimatica [Uy/mL].

X,: Agitacao [RPM].

X3: Tempo de residéncia [h].

X,: Concentragdo de sacarose na alimentacéo (g/L).
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Tabela 3. Estimativa do efeito para a producéo de FOS e produtividade.

Yros Pr
Fator Efeito P Efeito P
Meédia 29,85 <0,0001 5,33 <0,0001
(1) E(L) -0,48 0,0349 -0,08 0,0292
E (Q) 0,16 0,5971 0,02 0,6106
2)N (L) -0,13 0,5319 -0,02 0,4965
N(Q) 0,13 0,6617 0,02 0,6779
3) (L) 0,58 0,0139 -0,67 <0,0001
T(Q) 0,12 0,6806 0,07 0,1596
(4) GFy(L) 0,10 0,6192 0,01 0,5971
GF, (Q) 0,19 0,5111 0,03 0,5210
1L vs 2L 0,04 0,8625 0,01 0,8477
1L vs 3L 0,08 0,7318 0,02 0,6309
1L vs 4L -0,09 0,6964 -0,01 0,6982
2L vs 3L 0,14 0,5598 0,02 0,5249
2L vs 4L 0,01 0,9789 -0,00 0,9701
3L vs 4L -0,06 0,8134 -0,01 0,7709

Niimeros em negrito s@o varidveis significativas a 95% de confianca: p<0,05

Na Tabela 4 mostram-se os resultados da ANOVA para o primeiro DCCR para rendimento

de FOS e produtividade. Foram considerandos apenas os termos com maior influéncia, sendo que o

F calculado foi maior que o F tabelado a 95% de confianca para Yros € produtividade, permitindo a

construgdo das superficies de resposta apresentadas na Figura 2.

Tabela 4. ANOV A para rendimento de FOS (g/L) e produtividade (g/L.h) para o primeiro DCCR.

Soma dos Graus de L1
Fogte fie quadrados liberdade Quadrado médio Feae
variagao
FOS Pr FOS Pr FOS Pr FOS Pr
Regressao | 84,9678 2,7550 2 2 42,4839 1,3775
13,6 | 298,1
Residual 68,3916 | 0,1015 22 22 3,1087 0,0046
Total 153,3594 | 2,8565 24 24

FOS: R? = 55,40; F5 1. 05 = 19,45

Pr: R? = 96,44; F, 5. 005 = 19,45
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Através da andlise das superficies de resposta para o rendimento e producdo de FOS, Figura
2, verifica-se que a condi¢do Otima para o tempo de residéncia estd entre 29 e 32 h; no caso da
concentracdo da enzima, encontra-se valores 6timos entre 15 e 20 Uy/mL; para a velocidade de
agitacdo e concentragdo de sacarose na alimentacdo (GF,) nota-se melhores resultados para o nivel
inferior de velocidade de agitacdo (menor a 80 rpm) e maiores niveis de concentragcdo de sacarose

(acima de 500 g/L).

310 Il 64

& 305 il 5.0

3 30.0 E g:g

B 305 — R
(A) (B)

Figura 2. Superficie de resposta para o primeiro DCCR mostrando o efeito da concentragdo da
enzima, E, e tempo de residéncia, T, (A) no rendimento de FOS e (B) na produtividade.

Para a otimizacdo da produ¢do de FOS foi realizado um segundo planejamento (DCCR),
considerando-se as varidveis concentracdo de enzima e tempo de residéncia; no entanto, as varidveis
velocidade de agitagdo e concentragdo de sacarose foram consideradas novamente, apesar de nao
terem mostrado influéncia no primeiro DCCR. Os niveis para este planejamento encontram-se na

Tabela 5, junto as respostas obtidas. A Tabela 6 mostra a estimativa de efeitos, onde se verifica que
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os resultados indicam que todas as varidveis foram significativas, p<0,05, exceto o efeito linear da
concentracdo de sacarose. A concentracdo de enzima e velocidade de agitacdo tiveram efeito
negativo, sendo que os maiores niveis resultaram em menor rendimento de FOS. Porém o tempo de
residéncia e a concentracdo de sacarose mostram efeito é positivo,assim os melhores rendimentos
foram obtidos nos niveis superiores destas varidveis. Ao avaliar a produtividade tem-se que maiores
tempos de residéncia resultaram em menor produtividade (Tabela 5). Assim, nesta tabela observa-se
que os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 7, 9, 13 e 14 com rendimentos de FOS ao
redor de 31% e produtividades ao redor de 5 g/L.h.

Os resultados de ANOVA para o segundo DCCR sdo mostrados na Tabela 7, para
rendimento de FOS e produtividade, considerando apenas os termos estatisticamente significativos.
Sendo que o F calculado foi maior que o F tabelado a 95% de confianga para Yros € produtividade,
permitindo a constru¢io das superficies de resposta apresentadas na Figura 3 e 4. Através dos
resultados obtidos foi possivel obter os coeficientes de regressao de um modelo de 2* ordem para as
varidveis codificadas. Os pardmetros estatisticamente ndo significativos foram eliminados do

modelo e adicionados aos residuos.

Yros = 153,645 + 1,0906.E” - 0,490.N + 0,674.N” + 1,007.T + 0,512.1° + 0,855.GF,’

Pr=5,12 + 0,036.E* - 0,016.N + 0,022.N” - 0,140.T + 0,021.7> + 0,029.GF,’
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Tabela 5. Matriz do segundo DCCR e resultados da producido de FOS e produtividade.

Ensaios X ° X" X3¢ X, FOS Yps Pr GF, GF; GF, G F GF Tempo
1 16,5(-1) 50(-1) 29(-1) 525(-1) 156.8 314 54 24 33 256 490 193 1,1 170
2 195(1)  50(-1) 29(-1) 525(-1) 155,77 31,1 54 27 35 250 49,0 194 13 170
3 16,5(-1)  70(1) 29(-1) 525(-1) 1563 313 54 24 34 255 491 190 12 170
4 195(1)  70(1) 29(-1) 525(-1) 1552 31,0 54 27 35 248 49,1 191 14 170
5 16,5(-1) 50(-1) 31(1) 525(-1) 1575 31,5 5,1 24 34 257 488 194 1,1 170
6 19,5(1) 50(-1) 31(1) 525(-1) 158,1 31,6 51 3,0 40 247 488 194 13 160
7 16,5(-1) 70(1) 31(1) 525(-1) 158,7 31,7 51 27 3,8 252 489 190 12 160
8 195(1)  70(1) 31(1) 525(-1) 157,7 31,5 51 3,0 40 245 489 191 14 160
9 16,5(-1) 50(-1) 29(-1) 575(1) 158,7 31,7 55 27 3,8 253 488 19,1 12 160
10 19,5(1) 50(-1) 29(-1) 575(1) 1559 312 54 27 35 249 488 192 14 170
11 16,5-1) 70(1) 29(-1) 575(1) 1550 31,0 53 22 3,1 257 489 188 1,3 175
12 19,5(1) 70(1) 29(-1) 575(1) 1554 31,1 54 28 3.6 247 490 190 1,5 170
13 16,5(-1) 50(-1) 31(1) 575(1) 1594 319 51 27 3,8 253 486 192 12 160
14 19,5(1) 50(-1) 31(1) 575(1) 1583 31,7 51 3,1 40 246 486 192 14 160
15 16,5(-1) 70(1) 31(1) 575(1) 1572 314 51 25 3,5 254 488 190 1,3 165
16 19,5(1) 70(1) 31(1) 575(1) 1579 31,6 51 3,1 40 244 488 19,1 1,5 160
17 15(-2)  60(0) 30(0) 550(0) 1576 31,5 53 23 33 259 49,0 192 1,1 170
18 21(2)  60(0) 30(0) 550(0) 1572 314 52 32 40 242 488 192 1,5 160
19 18(0)  40(-2) 30(0) 550(0) 1569 314 52 26 35 254 488 194 12 170
20 18(0)  60(2) 30(0) 550(0) 1545 30,9 5,1 24 32 253 490 190 14 175
21 18(0)  60(0) 28(-2) 550(0) 1530 30,6 55 2,1 28 257 490 191 13 185
22 18(0)  60(0) 32(2) 550(0) 157,1 31,4 49 26 3,6 252 488 193 12 170
23 18(0)  60(0) 30(0) 500(-2) 1562 312 52 25 34 253 489 192 12 170
24 18(0)  60(0) 30(0) 600(2) 156,6 31,3 52 27 35 251 489 192 13 170
25 18(0)  60(0) 30(0) 550(0) 153,6 30,7 5,1 22 29 257 490 193 12 185

Xi: Atividade enzimdtica [Uy/mL],

X,: Agitacido [RPM].

X3: Tempo de residéncia [h].
X,: Concentragdo de sacarose na alimentacéo (g/L).
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Tabela 6. Estimativa dos efeitos na produgdo de FOS.

Yros Pr

Fator Efeito p Efeito p
Meédia 30,72 0,0000 5,12 0,0000
(1) E(L) -0,10 0,2000 -0,01 0,1941
E Q) 0,43 0,0030 0,07 0,0031
(2)N (@) -0,19 0,0288 -0,03 0,0284
N(Q) 0,26 0,0370 0,04 0,0379
3) M) 0,40 0,0003 -0,28 0,0000
T(Q) 0,20 0,0975 0,04 0,0436
(4) GFo(L) 0,04 0,5720 0,01 0,5728
GF (Q) 0,34 0,0122 0,05 0,0126
1L vs 2L 0,08 0,4143 0,01 0,4023
1L vs 3L 0,09 0,3306 0,01 0,3115
1L vs 4L -0,00 0,9787 -0,00 0,9773
2L vs 3L 0,08 0,3968 0,01 0,3688
2L vs 4L -0,16 0,1167 -0,02 0,1189
3L vs 4L -0,00 0,9371 -0,00 0,9247

Numeros em negrito sdo varidveis significativas a 95% de confianga: p<0,05

Tabela 7. ANOV A para rendimento de FOS (g/L) e produtividade (g/L.h) para o 2 DCCR.

Soma dos Graus de L 1
Fonte Sle quadrados liberdade Quadrado médio Fee
variacio
FOS Pr FOS Pr FOS Pr FOS Pr
Regressao | 45,4551 1,8182 6 6 7,5759 | 0,3030 06 06
Residual | 15,7474 | 0,6299 18 18 | 0,8749 | 0,0350 | ’
Total 61,2026 2,4481 24 24

FOS: R? = 74,27; Fe, 15. 0,05 = 3,89
Pr: Rz = 74,27, F6, 18;0,05 = 3,89

As Figuras 3 e 4 mostram as superficies de resposta para o rendimento de FOS e
produtividade, onde se observa as condi¢des Gtimas para a sintese de FOS para um tempo de

residéncia de 32 h, concentragdo de enzima ao redor de 15 Uy/mL, velocidade de agitacdo de 45
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rpm, equivalente a um valor de K; de 3,7 x 10° m/h, e concentracao de sacarose na alimentacdo de
600 g/L. Sob estas condi¢des foi realizado uma nova simulagdo, como mostrado na Figura 5, onde
observa-se que o inicio do estado permanente se dd a partir de 170 h, sendo que o produto final
nestas condi¢des € de 160,6 g/L de FOS e rendimento de 32,1% e uma produtividade de 5,0 g/L.h.
A composicdo final de FOS € de 2,6% de GF,, 3,8% para o GF; e de 25,7% para o GF,, com

composig¢odes residuais de 47,9% para a G, 18,6% para a F e 1,4% para GF.

GO0
A\\\\\“::::::::::::‘

3:\%“’“ S0t
..-‘*e

I 325 I 335

B 370 350

315 O 315

B 310 B 310
(A) (B)

M 325
39
Ol 315
B 310

©

Figura 3. Superficie de resposta para o segundo DCC mostrando o efeito da concentragdo da
enzima, E, o tempo de residéncia, T, e velocidade de agitacdo, N, no rendimento de FOS.
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Figura 4. Superficie de resposta para o segundo DCC mostrando o efeito da concentracdo da

enzima, E, o tempo de residéncia, T, e velocidade de agitacdo, N, na produtividade.
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Figura 5. Resultados da producéo de FOS ap6s a otimizagdo do processo para um reator de cesto
continuo (pH 4,5, 50°C, 50% de sacarose e 15 U;/mL).

Comparando-se estes resultados com dados da literatura, o rendimento de FOS do reator de
cesto continuo (RCC) resulta ser menor ao rendimento obtido em reator de leito fixo com A.
Jjaponicus imobilizado em gel de alginato de cdlcio no qual obtiveram rendimento de 55 % de FOS
[11]. Outros estudos mostraram rendimentos ainda maiores, como os observados por Ghazi ef al.
[12] para um reator batch e leito fixo utilizando o A. aculeatus imobilizado em bolhas de epoxi-
ativada, onde obtive-se 61,5% de FOS apés 36 h de reagdo a 60°C, sendo GF, 38,0%, GF; 22,0% e
GF, 0,48%. Outros autores, com enzima imobilizada em alginato de cdlcio alcangaram mdaxima
conversdao de 60% de produgdo de FOS [13, 14]. Resultados obtidos por Cruz et al. [15], para o
micélio do A. japonicus imobilizado em alginato de cilcio, em pH 5,0-5,6 e temperatura de 55°C,
apods 4 h de sintese, rendeu uma producdo maxima de 61% de FOS com rendimentos de GF, 30,5%,
GF; 26,5% GF, 4,3%, G de 29%. Por outro lado, estudos realizados por Aguiar-Oliveira & Maugeri

[2] que otimizou as condi¢des para enzima frutosiltransferase d Rhodotorula sp., a mesma utilizada
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neste trabalho, reportou rendimentos de produgdo de FOS de 57,8%, sendo GF, (61%), GF; (34,7%)
e GF, (4,7%), para um tempo de reagdo de 24 h, utilizando 20 Uy/ml de enzima imobilizada (pH 6,0
e 48°C). Se compararmos com reator de cesto continuo (RCC), este apresenta 12% a menos na
producdo de FOS, diferenca dada pelas condi¢es de operacdo, sendo que para o RCC foram de pH
5,0 e 50°C. Por outro lado, Kim et al [16] relatam que o produto da reacdo estd composto de
25~30% para GF,, 10~15% para GF;, 5~10% para GF,, incluindo 25~30% de G, e comparando
com os resultados obtidos no RCC, observa-se que as composi¢des sdo similares as descritas por
Kim et al. [16]. No entanto, no RCC a composi¢do de FOS ¢ diferente dos encontrados na literatura,
sendo o principal componente o GF, e em menores quantidades o GF, e GF;, com se observa na
Tabela 8.

Na Tabela 8, mostram-se os resultados para as diferentes produgdes de FOS, utilizando a
enzima frutosiltransferase da Rhodotorula sp. na forma livre no reator de batelada (RML) [17], para
a enzima imobilizada em reator de batelada (RMI) [5], para a enzima imobilizada em reator de
cesto (RCB) [9], comparados com a enzima imobilizada para o reator cesto continuo (RCC), deste
trabalho. Como pode ser observado, o menor rendimento de FOS foi de 32,1% para o reator cesto
continuo (RCC), e o maior rendimento foi obtido no reator em batelada com a enzima livre (RML),
ao redor de 56,87%. Assim, o RMI sofreu uma diminui¢do no rendimento ao redor do 16% em
relacio ao RML, o RCC uma diminui¢do de 36% em comparagdo com o RCB. Porém, se
avaliarmos em relacdo a produtividade temos que as menores produtividades foram para o RMI
(2,50 g/L.h) e RML (2,97 g/L.h), enquanto que o RCB teve uma produtividade de 10,51 g/L.h. A
produtividade obtida no RCC foi de 5,0 g/L.h, sendo que os FOS é composto principalmente por

GF.,.
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Table 8. FOS production (%) using fructosyltransferase.

RML RMI RCB RCC

Yros Pr Yros Pr Yros Pr Yros Pr
(%) (g/Lh)y (%)  (glh) (%) (glh) (%)  (g/lLh)

GF, 23,35 1,22 34,99 1,82 23,36 7,36 2,6 0.4
GF; 24,77 1,29 10,02 0,52 22,76 5,64 3,8 0,6
GF, 8,75 0,46 2,92 0,15 4,52 0,75 27,5 4,0

Total FOS 56,87 2,97 47,93 2,50 50,60 10,54 32,1 5,0
RML, reator de mistura enzima livre (96 h), dados de Alvarado-Huallanco & Maugeri [7].

RMI, reator de mistura enzima imobilizada (96 h), dados de Alvarado-Huallanco & Maugeri [5].
RCB, reator de cesto em batelada (24 h), dados de Alvarado-Huallanco & Maugeri [9].

RCC, reator de cesto continuo (tempo de residéncia de 32 h).

GF,, 1-kestose; GF3, nystose; GF,, frutosilnistose.

4. CONCLUSAO

O modelo matemdtico obtido neste trabalho, através da modelagem dindmica de reator de
cesto continuo, para a sintese de FOS com a enzima fructosyltransferase da Rhodotorula sp.
imobilizada em liga de nidbio, mostrou-se confidvel, fornecendo resultados robustos e coerentes.
Com foi possivel predizer o comportamento do reator, em que ficou constatado os baixos
rendimentos e produtividades médias, se comparados com dados da literatura. O estudo da
otimizacdo, utilizando o modelo e simula¢do do processo de sintese, utilizando este biocatalizador
em reator de cesto continuo mostrou que a atividade do biocatalisador, a velocidade de agitacdo, o
tempo de residéncia e a concentra¢do da sacarose na alimentag@o sdo varidveis significativas. Foi
possivel predizer rendimentos de producdo de FOS préximos de 32,1% apds 160 h de sintese. A
composi¢do final de FOS € diferente do que se obtém com a mesma enzima em outros tipos de
reatores, ja que é majoritariamente constituida por GF, e menores quantidade de GF, e GF;. Esta
caracteristica € tinica, se comparado com os dados da literatura, pois a frutosilnistose esta sempre
presente em baixas propor¢des. Considerando-se seu efeito prebidtico, esta caracteristica pode ser
vantajosa em relacdo aos outros processos. Finalmente, a combinacdo das ferramentas de

modelagem, simulacdo e delineamento experimental mostrou ser util na predicdo do
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comportamento do biorreator, economizando tempo e investimentos, € pode ser de grande utilidade

no calculo e dimensionamento de biorreatores.

NOMENCLATURA

d didmetro do cesto do catalisador (m)

d, didmetro da particula do biocatalizador (m)

D; diametro da pa (m)

D,  coeficiente de difusividade do soluto em solvente (m’/h)
D, diametro do reator (m)

F concentracdo de frutose (g/L)

G concentracdo de glicose (g/L)

GF concentracao de sacarose (g/L)

GF, concentragcdo de sacarose na alimentagdo (g/L)
GF, concentracdo de 1-kestose (g/L)

GF;  concentragdo de nistose (g/L)

GF;  concentragdo de frutosilnistose (g/L)

h altura da cesta do catalisador (cm)
H altura do liquido (cm)
Kz constante de Boltzmann

Kok constante de inibicdo competitiva pela glicose para a 1-kestose como substrato (g/L)
K constante de inibi¢cdo competitiva pela glicose para a sacarose como substrato (g/L)
Ken constante de inibi¢cdo competitiva pela glicose para a nistose como substrato (g/L.)
K. coeficiente de transferéncia de massa (m/h)

K. constante de saturacdo (g/L)

K.k  constante de saturacdo para a 1-kestose (g/L)
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Kmnh

Kins

I<snh

KSS

Gregos

a

constante de saturacdo para a nistose pela atividade hidrolitica (g/L)

constante de saturacdo para a sacarose (g/L)

constante de saturacio para a nistose (g/L)

constante de inibicdo pela a atividade hidrolitica para nistose como substrato (g/L)
constante de inibi¢do para sacarose como substrato (g/L)

massa do sélido (g)

raio do soluto (m)

potencia dissipada pelas pas do agitador (N)

vazdo de alimentacgdo (L/s)

ndmero de Sherwood

temperatura absoluta de reacao (K)

volume do reator

volume do liquido (L)

velocidade mixima da atividade de transfrutosilacio para a 1-kestose como substrato
(g/L.h)

velocidade médxima da atividade de transfrutosilagdo para a nistose como substrato (g/L.h)
velocidade médxima da atividade hidrolitica para a nistose como substrato (g/L.h)
velocidade médxima para a sacarose como substrato (g/L.h)

volume liquido do reator (L)

volume do sélido (L)

fracdo liquida

dissipagio de energia por unidade de massa (m*/s)
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K viscosidade (g/m.h)

) viscosidade cinemadtica (g/m.h)
p densidade (g/m’)

Ps densidade do sdlido (g/m3)

T tempo de residéncia (h)

Subindice
m meio

S superficie da particula do biocatalizador
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Conclusdes gerais

- Os estudos cinéticos para a enzima na forma livre mostraram uma cinética tipo Michaelis —
Menten com inibicao pelo substrato (acima de 70%) e inibicdo competitiva pela glicose, em relagdo
a sacarose. Similarmente, observou-se inibi¢do competitiva pela glicose em relagdo a kestose e
nistose como substratos. Adicionalmente, foi observada a atividade hidrolitica da enzima sobre a
nistose. A enzima frutosiltransferase purificada de Rhodotorula sp., na forma livre, mostrou
rendimentos de producdo de FOS ao redor de 57%, apds 24 h de sintese, sendo o maior rendimento
obtido pela enzima purificada para concentracdes de sacarose de 50 e 70%, o que incrementa a
hidrolise de GF;, aumentando assim a produgdo de frutose, fato este refletido nas constantes
cinéticas e no melhor ajuste entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo. O modelo
matemadtico pode ser utilizado tanto para a enzima parcialmente purificada como para a enzima
purificada, sendo considerado como preditivo e vélido para o dimensionamento de reatores com o
emprego da frutosiltransferase da Rhodotorula sp., na forma livre, para a producdo de FOS.

- O estudo cinético para a enzima imobilizada em suporte a base de ni6bio mostrou existir inibi¢ao
pelo substrato sacarose para concentracdes acima de 60% e inibi¢do competitiva da glicose para
sacarose, 1-kestose e nistose. Observou-se também atividade hidrolitica sobre a nistose. O modelo
matemadtico dindmico incluiu equagdes de balango na interface sélido-liquido e equagdes cinéticas,
descrevendo o processo de sintese da producdo de FOS a partir da sacarose utilizando a
frutosiltransferase da Rhodotorula sp., tendo apresentado um bom ajuste em relacdo aos dados
experimentais. O efeito de transferéncia de massa na superficie do suporte foi incluido no modelo
matematico, e observou-se a influéncia significativa de K (coeficiente de transferéncia de massa)
no juste dos parametros cinéticos. A sintese de FOS pela frutosiltransferase imobilizada em niébio
proporcionou rendimentos ao redor do 47%, com concentragdes de sacarose em 50 e 70%. Em

relacdo ao rendimento de FOS, o grau de pureza da enzima ndo mostrou diferenca significativa
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entre os dois tipos de enzimas, o que foi predito pelo modelo. Assim, 0 modelo matemadtico pode ser
utilizado para ambas condi¢cdes de enzima imobilizada, considerado como preditivo e um
instrumento valido para o dimensionamento de reatores para a producdo de FOS.

- O estudo para do processo de sintese utilizando reator de cesto por intermédio de planejamento
experimental mostrou que a concentracdo de enzima e a velocidade de rotagdo foram varidveis
significativas na sintese de FOS, em nivel de 95% de significancia (p<0,05). O modelo matemadtico
utilizado descreveu o comportamento do processo de sintese para o reator de cesto pela utilizagdo
da frutosiltransferase imobilizada em nidbio, e ap6s a otimizagao do processo previu-se rendimentos
de FOS de 50,60% para concentracdes de sacarose de 50% (p/v), apds 24 h de sintese. O coeficiente
de transferéncia de massa, no reator de cesto, é dependente da velocidade de rotacdo, e influencia
significativamente a reacdo de sintese para a producio de FOS.

- No estudo da utilizacdo do reator de cesto continuo a partir da imobiliza¢do da frutosiltransferase
da Rhodotorula sp. em de ni6bio, previu-se baixos rendimentos e baixas produtividades de FOS. O
modelo previu rendimentos de producio de FOS préximos de 32% em estado permanente. O tempo
necessario para o estabelecimento deste estado permanente levou cerca de 160 h de sintese, sendo
que o maior produto da sintese foi o GF,, o que diferenciou significativamente dos outros reatores,
onde GF, representou sempre a menor fragdo. O estudo da otimizacdo, através de modelagem e
simulacdo do processo de sintese, utilizando este biocatalizador em reator de cesto continuo
mostrou que a concentracdo de enzima, tempo de residéncia, concentracdo de sacarose na
alimentacdo e a velocidade de agitag@o sdo varidveis significativas. O uso da modelagem, simulacio
e delineamento experimental mostraram grande utilidade e de grande potencial em célculo, assim
como em projeto e dimensionamento de biorreatores.

- Finalmente, pode-se dizer que o reator de cesto em batelada é o mais apropriado para a producio
de FOS, alcancando rendimentos ao redor do 50% sendo o mais préximo aos da enzima na forma

livre (57%), assim o biocatalizador, utilizando a imobilizagcao da frutosiltransferase da Rhodotorula
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sp. em niébio mostrou ser tecnicamente vidvel, por ser um suporte robusto e de baixo custo,
reutilizdvel, tendo o biocatalizador as vantagens de reutilizag@o e uso continuo no processo, sendo

assim mais eficiente e economicamente mais viavel.
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Sugestbes para trabalhos futuros

- Realizar estudos mais aprofundados da recuperagdo e purificacdo enzimdtica, visando a
identificacdo da fragdo responsavel pela sintese dos FOS e sua caracterizagdo bioquimica.

- Apesar dos 6timos resultados obtidos, verificar o modelo matematico para o reator de cesto em
batelada e continuo experimentalmente, avaliando a estabilidade operacional.

- Realizar estudos para a obtencdo de maiores rendimentos de FOS, retirando glicose do meio, pois
estd atua como inibidor para a sacarose como para os FOS. Posteriormente realizar a verificacao do

modelo matematico.
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