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                       Débora de Oliveira 

                       Rogério Marcos Dallago 

 
O objetivo geral deste trabalho foi investigar o processo de imobilização de inulinase 

de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, uma enzima microbiana que pode ser 

utilizada na síntese de frutooligossacarídeos. Posteriormente, devido à necessidade 

de quantificação dos frutooligossacarídeos produzidos, foi desenvolvido e validado um 

método analítico utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência com detecção por 

Índice de Refração (CLAE-IR). Para otimizar o processo de imobilização, foi realizado 

um planejamento fatorial completo 23 avaliando o efeito das concentrações de alginato 

de sódio, carvão ativado e glutaraldeído. Os resultados obtidos mostraram que a 

condição experimental utilizando 2 % de alginato de sódio (m/v), 5 % de glutaraldeído 

(v/v) e 3 % de carvão ativado (m/v) apresentou a maior atividade específica (2.063,52 

U/mg de proteína). A partir destas condições foi realizado o estudo cinético da 

eficiência do processo de imobilização, a caracterização parcial da enzima e o estudo 

da estabilidade da inulinase imobilizada. Os resultados obtidos mostraram que a 

metodologia de imobilização empregada se mostrou eficaz, pois aumentou a atividade 

específica da inulinase. Para a validação do método analítico, a ferramenta do 

planejamento experimental também foi utilizada a fim de analisar os efeitos da 

temperatura da coluna (20 a 40° C) e do detector (25 a 45 °C) em relação à análise 

cromatográfica. Os menores valores de limite de detecção (LD) e limite de 

quantificação (LQ) para a kestose, nistose e frutosilnistose foram obtidos no 

experimento empregando temperaturas similares entre a coluna e o detector. Os 

resultados obtidos utilizando fase móvel acetonitrila:água (70:30), temperatura da 

coluna 20 °C e do detector 25 °C, fluxo da fase móvel 1 mL.min-1, volume de injeção 5 

µL, com detector por índice de refração, mostraram que o método proposto é 

adequado, confiável e eficiente para quantificação de frutooligossacarídeos. 
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IMMOBILIZATION INULINASE OF KLUYVEROMYCES MARXIANUS NRRL 
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The aim of this study was to investigate the process of immobilization of inulinase from 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, a microbial enzyme that can be used in the 

synthesis of fructooligosaccharides, in activated coal and sodium alginate. Later, due to 

the need of quantification of fructooligosaccharides produced, was developed and 

validated an analytical method using high performance liquid chromatography with 

refractive index detection (CLAE-IR). To optimize the immobilization process, we 

performed a full factorial design 23 evaluating the effect of concentrations of sodium 

alginate, activated carbon and glutaraldehyde. The results showed that the 

experimental condition using 2 % sodium alginate (w/v), 5 % glutaraldehyde (v/v) and 3 

% activated charcoal (m/v) showed the highest specific activity (2063.52 U/mg protein). 

From these conditions we performed the kinetic study of the efficiency of the 

immobilization process, the partial characterization of the enzyme and the study of the 

stability of immobilized inulinase. The results showed that the method of restraint used 

was effective because it increased the specific activity of inulinase. For the validation of 

the analytical method, the tool of the experimental design was also used to examine 

the effect of column temperature (20 to 40 °C) and the detector (25 to 45 °C) as 

compared to gas chromatographic analysis. The lowest values of limit of detection 

(LOD) and limit of quantification (LOQ) for kestose, nystose and frutosilnistose were 

obtained in the experiment employing temperatures similar between the column and 

the detector. The results obtained using acetronitrila mobile phase: water (70:30), 

column temperature 20 °C and the detector 25 °C, mobile phase flow 1 mL.min-1, 

injection volume 5 µL with refractive index detector showed that the proposed method 

is suitable, reliable and efficient quantification of fructooligosaccharides 



ix 

SUMÁRIO  

 

AGRADECIMENTOS ......................................................................................... vi 

SUMÁRIO........................................................................................................... ix 

LISTA DE FIGURAS ......................................................................................... xii 

LISTA DE TABELAS ........................................................................................ xiii 

INTRODUÇÃO GERAL .................................................................................... 15 

CAPÍTULO 1 .................................................................................................... 18 

1.1  OBJETIVOS ............................................................................................... 18 

1.2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ...................................................................... 19 

1.2.1 Enzimas ................................................................................................... 19 

1.2.2 Inulinases ................................................................................................ 20 

1.2.3 Imobilização de enzimas ......................................................................... 23 

1.2.4 Imobilização de inulinases ....................................................................... 29 

1.2.5 Considerações parciais ........................................................................... 31 

1.3  MATERIAL E MÉTODOS .......................................................................... 32 

1.3.1. Produção da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 ..... 32 

1.3.2 Imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 . 34 

1.3.3 Determinação da atividade enzimática da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571.................................................................................. 35 

1.3.4 Seleção do suporte de carvão ativado e vazão da bomba a serem 

utilizados na imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-

7571 ................................................................................................................. 38 

1.3.5 Determinação do tempo reacional e diluição adequada para medida da 

atividade da enzima imobilizada ....................................................................... 38 

1.3.6 Otimização das condições de imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571.................................................................................. 39 

1.3.7 Estudo cinético da eficiência do processo de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 ........................................................ 40 

1.3.8 Caracterização parcial da enzima inulinase imobilizada ......................... 40 

1.4  RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................. 42



x 

 

1.4.1 Testes preliminares para imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571.................................................................................. 42 

1.4.2 Otimização das condições de imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571.................................................................................. 46 

1.4.3 Estudo cinético da eficiência do processo de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 ........................................................ 51 

1.4.4 Caracterização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

imobilizada ....................................................................................................... 53 

1.5  CONCLUSÕES E SUGESTÕES ............................................................... 61 

1.5.1 Conclusões .............................................................................................. 61 

1.5.2 Sugestões para trabalhos futuros ............................................................ 62 

1.6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ........................................................... 63 

CAPÍTULO 2 .................................................................................................... 74 

2.1  OBJETIVOS ............................................................................................... 74 

2.2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ...................................................................... 75 

2.2.1 Frutooligossacarídeos ............................................................................. 75 

2.2.2 Produção de Frutooligossacarídeos ........................................................ 76 

2.2.3 Características e aplicações de Frutooligossacarídeos .......................... 77 

2.2.4 Determinação de Frutooligossacarídeos ................................................. 78 

2.2.5 Validação de Método Analítico ................................................................ 81 

2.3  MATERIAL E MÉTODOS .......................................................................... 87 

2.3.1 Substâncias Químicas e Reagentes ........................................................ 87 

2.3.2 Preparo da Solução Padrão .................................................................... 87 

2.3.3 Validação do Método Analítico ................................................................ 88 

2.3.4 Aplicação do método analítico ................................................................. 92 

2.4  RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................. 93 

2.4.1 Otimização das condições cromatográficas: Efeito das temperaturas da 

coluna e do detector ......................................................................................... 93 

2.4.2 Curva analítica e Linearidade .................................................................. 97 

2.4.3 Seletividade ............................................................................................. 98 

2.4.4 Precisão .................................................................................................. 99 

2.4.5 Exatidão ................................................................................................ 100



xi 

 

2.4.6 Robustez ............................................................................................... 101 

2.4.7 Avaliação do Efeito Matriz ..................................................................... 102 

2.4.8 Aplicação do método analítico ............................................................... 103 

2.5  CONCLUSÕES ........................................................................................ 104 

2.6 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ......................................................... 106 

ANEXO I ......................................................................................................... 113 

ANEXO II ........................................................................................................ 115 

ANEXO III..........................................................................................................118 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xii 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Especificidade da inulinase. ........................................................... 22 

Figura 2 - Principais métodos para imobilização de enzimas. Fonte: DALLA 

VECHIA et al.(2004). ........................................................................................ 26 

Figura 3 - Aparato experimental utilizado no processo de imobilização. ......... 35 

Figura 4 – Testes preliminares para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando Carvão Pelegrini 20 x 40 

(a), Carvão Pelegrini 12 x 40 (b) e Carvão Alpha LA 810 (c). .......................... 44 

Figura 5 - Superfícies de respostas para a imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em função da concentração de 

alginato de sódio e glutaraldeído (a), de alginato de sódio e carvão ativado (b) e 

glutaraldeído e carvão ativado (c). ................................................................... 49 

Figura 6 – Cinética do processo de imobilização – atividade específica da 

enzima imobilizada e da solução de tratamento da enzima. ............................ 52 

Figura 7 – Gráfico de Pareto do efeito da temperatura e pH na atividade da 

inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 imobilizada. ................ 55 

Figura 8 – Estrutura química dos frutooligossacarídeos: Kestose (A); Nistose 

(B) e Frutosilnistose (C) – Fonte: FEIBERG et al., 2009. ................................. 76 

Figura 9- Superfície de resposta para a intensidade/amplitude do ruído (limites 

de detecção e quantificação) na otimização das condições cromatográficas em 

HPLC/IR em função da temperatura da coluna e do detector. ......................... 96 

Figura 10 - Cromatograma de uma amostra sintética contendo Frutose (tR = 

4.891 min), glicose (tR = 5.246 min), sacarose (tR = 5.760 min), kestose (tR = 

6.713 min), nistose (tR =7.620 min) e frutosilnistose (tR = 8.679 min).  

 

 

 

 



 xiii 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial completo 23 

para otimização do processo de imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571.................................................................................. 40 

Tabela 2 - Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial completo 22 

para determinação da temperatura e pH ótimos da inulinase imobilizada. ...... 41 

Tabela 3 – Testes preliminares para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando diferentes carvões ativados 

e vazões de bomba. ......................................................................................... 43 

Tabela 4 - Caracterização dos suportes e inulinase imobilizada em diferentes 

suportes por análise de BET. ........................................................................... 45 

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental 23 (valores codificados e reais) 

com as respostas em termos de atividade de inulinase, teor de proteína e 

atividade específica. ......................................................................................... 47 

Tabela 6 - Coeficientes de regressão para a imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. ....................................................... 48 

Tabela 7 - Análise de variância para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. ....................................................... 49 

Tabela 8 - Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial completo 22, 

(valores codificados e reais) com as respostas em termos de atividade 

enzimática, teor de proteína e atividade específica da inulinase imobilizada. .. 54 

Tabela 9 –  Estabilidade da inulinase imobilizada a 5 °C. ................................ 56 

Tabela 10 – Estabilidade da inulinase imobilizada a 25 °C. ............................. 57 

Tabela 11 – Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 40 °C. ................ 58 

Tabela 12 – Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 50 °C. ................ 58 

Tabela 13– Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 60 °C. ................. 59 

Tabela 14– Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 70 °C. ................. 59 

Tabela 15- Variáveis e níveis estudados no delineamento composto central 22 

para otimização das condições cromatográficas. ............................................. 88



 xiv 

 

Tabela 16 – Matriz do planejamento 22 (valores codificados e reais) com as 

respostas em termos de ruído, limite de quantificação e limite de detecção para 

a Kestose (K), Nistose (N) e Frutosilnistose (F). .............................................. 94 

Tabela 17 - Coeficientes de regressão para o intensidade/amplitude do ruído 

nos limites de detecção e quantificação na otimização das condições 

cromatográficas em CLAE/IR. .......................................................................... 95 

Tabela 18 - Análise de variância para a intensidade/amplitude do ruído dos 

limites de detecção e quantificação na otimização das condições 

cromatográficas em CLAE/IR. .......................................................................... 95 

Tabela 19 - Valores de faixa linear, r2 e equação da reta para os açúcares 

kestose, nistose e frutosilnistose no solvente................................................... 97 

Tabela 20- Desvio padrão (S) e desvio padrão relativo (DPR%) para a Kestose, 

Nistose e Frutosilnistose na repetitividade (n=6) de uma solução contendo 

5.000 g.L-1. ....................................................................................................... 99 

Tabela 21- Desvio padrão (S) e desvio padrão relativo (DPR%) para a Kestose, 

Nistose e Frutosilnistose na precisão intermediária. ...................................... 100 

Tabela 22 – Valores de recuperação para a kestose, nistose e frutosilnistose.

 ....................................................................................................................... 100 

Tabela 23 - Variação na vazão da fase móvel na análise de kestose, nistose e 

frutosilnistose. ................................................................................................ 101 

Tabela 24 - Variação da composição da fase móvel na análise de Kestose, 

nistose e frutosilnistose. ................................................................................. 102 

Tabela 25- Valores de faixa linear, r2 e equação da reta para os açúcares 

kestose, nistose e frutosilnistose na matriz. ................................................... 103 

 

 

 

  

 



Introdução Geral 15 

 INTRODUÇÃO GERAL  

 
Atualmente, a utilização de alimentos que promovem o bem-estar, a 

melhoria da saúde e a redução do risco de doenças estão se tornando cada 

vez mais popular, assim como o consumidor está se tornando mais consciente 

sobre sua saúde. Neste sentido, houve um aumento de atenção em relação 

aos tipos de carboidratos na dieta, ou seja, os oligossacarídeos não digeríveis, 

os quais apresentam importantes propriedades físico-químicas e fisiológicas 

benéficas para a saúde dos consumidores. Destes oligossacarídeos, se pode 

salientar os frutooligossacarídeos (FOS) (MUSSATTO e MANCILHA, 2007; 

YUN, 1996). 

Frutooligossacarídeos são componentes prebióticos largamente 

utilizados como ingredientes em alimentos funcionais ao redor do mundo. 

Como prebióticos, contribuem para o crescimento das bifidobactérias do cólon 

humano (GUÍO et al., 2009; PERRIN et al., 2005). 

  As plantas agrícolas são fontes naturais de frutooligossacarídeos, os 

quais também podem ser obtidos sinteticamente, a partir da sacarose ou da 

inulina. Destes processos, os obtidos por via microbiana, a partir da sacarose, 

têm atraído atenção especial (MAUGERI e HERNALSTEENS, 2007; 

CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). 

Quando a sacarose é utilizada como substrato, obtém-se como produtos 

frutooligossacarídeos de 2 a 4 unidades fructosil com ligações β-(2-1), com um 

resíduo α-D-glicosil terminal, conhecidos como kestose (GF2), nistose (GF3) e 

frutosilnistose (GF4), sacarose não reagida, glicose e frutose.  Quando utilizado 

inulina como substrato, através de sua hidrólise enzimática, são produzidos 

frutooligossacarídeos de cadeia longa (VANKOVÁ e POLAVIK, 2010; 

CRITTENDEN e PLAYNE, 1996). 

 As enzimas microbianas podem ser classificadas em três grandes 

campos de aplicação: aquelas utilizadas para sintetizar compostos; outras 

específicas para reações de bioconversão; e algumas capazes de hidrolisar 

polímeros em monômeros de interesse econômico. A inulinase pertence a esta 

última classe de enzimas, apresentando a capacidade de hidrolisar inulina, um 
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polímero vegetal, em frutose praticamente pura. Microrganismos do gênero 

Kluyveromyces são reconhecidos como bons produtores de inulinases 

(VANDAMME e DERYCKE, 1983; MAZUTTI et al., 2010). 

 As enzimas estão sujeitas à inativação por fatores químicos, físicos ou 

biológicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a 

catálise seja eficiente em um determinado processo, há necessidade de 

proteger as enzimas da interação com o solvente, meio no qual é realizada a 

reação, pois o mesmo pode provocar a inativação, impossibilitando a catálise 

da reação. Frente a estes problemas, a técnica de imobilização tem se 

revelado uma ferramenta muito poderosa para melhorar quase todas as 

propriedades da enzima, como estabilidade, atividade, especificidade, 

seletividade e redução da inibição, bem como tem facilitado sua recuperação e 

reutilização, podendo ser utilizadas nos processos industriais de forma similar 

aos catalisadores químicos (VILLENEUVE et al., 2000; ZANIN e MORAES, 

2004; MATEO et al., 2007). 

 Com base no exposto anteriormente, e tendo em vista as vantagens 

associadas à imobilização de enzimas e ao potencial de aplicação industrial 

das inulinases, o Capítulo 1 apresenta a proposição de uma metodologia 

simples e barata buscando a otimização do processo de imobilização da 

inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando carvão ativado 

e alginato de sódio como suportes. 

 Outro tema relevante na literatura se refere à validação de método 

analítico para quantificação de frutooligossacarídeos, os quais podem ser 

sintetizados utilizando enzimas microbianas imobilizadas. Para determinação 

de frutooligossacarídeos, produzidos pelos dois processos existentes citados 

anteriormente, uma técnica largamente empregada é a cromatografia líquida 

acoplada a um detector eletroquímico (CLAE-PAD).  Porém, devido à 

especificidade e elevado custo deste sistema, alternativamente para a 

determinação de FOS pode ser empregada a cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada ao detector por índice de refração (CLAE-IR), um detector 

universal e de baixo custo, que permite a quantificação dos FOS nas reações 

de interesse. Tendo em vista as vantagens do sistema CLAE-IR, e a ausência 
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de relatos na literatura validando esta metodologia, o Capítulo 2 apresenta o 

estudo da validação de método analítico para determinação de 

frutooligassacarídeos utilizando cromatografia líquida de alta eficiência com 

detecção por índice de refração, buscando, através de estudos experimentais, 

atender às exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade 

dos resultados gerados. 
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CAPÍTULO 1__________________ 

OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE IMOBILIZAÇÃO DA INULINASE DE 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 EM CARVÃO ATIVADO E 

ALGINATO DE SÓDIO 

 
 

1.1 OBJETIVOS 

 
 O objetivo geral desta etapa do trabalho consistiu em investigar o 

processo de imobilização da inulinase Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

utilizando carvão ativado e alginato de sódio como suportes. 

 

Como objetivos específicos, pode-se citar: 

 

 Desenvolvimento de metodologia para imobilização da inulinase 

utilizando carvão ativado e alginato de sódio como suportes; 

 Estudo do efeito das variáveis do processo empregando técnicas 

de planejamento experimental, visando à otimização das 

condições de imobilização; 

 Estudo da caracterização parcial da inulinase imobilizada na 

condição experimental selecionada, em função do processo e do 

suporte utilizado; 

 Comparação entre os dados experimentais obtidos em cada 

etapa avaliada, em termos de atividade específica, rendimento de 

imobilização, percentual de retenção e estabilidade da enzima 

imobilizada. 
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1.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

Neste capítulo será apresentada uma breve revisão sobre o estado da 

arte no que concerne à imobilização de enzimas. Com base no exposto 

anteriormente, levando em consideração os objetivos delineados para este 

trabalho, ênfase especial será dada ao sistema de imobilização de inulinase 

microbiana de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571.  

 

1.2.1 Enzimas 
 

Muito da história da bioquímica refere-se à pesquisa em enzimas. Em 

1926, James Sumner’s isolou e cristalizou a primeira enzima, a urease, que 

catalisa a hidrólise da uréia em NH3 e CO2 (VOET et al., 2000). Com exceção 

de um pequeno grupo de moléculas catalíticas de RNA, todas as enzimas são 

proteínas (GALVÃO, 2004). Pode-se definir a grande maioria das enzimas 

como sendo proteínas globulares formadas por resíduos de aminoácidos 

unidos por ligações peptídicas. São catalisadores biológicos que diminuem a 

energia de ativação, acelerando termodinamicamente uma reação possível, 

sem alterar a constante de equilíbrio e a energia livre de reação (ERGINER et 

al., 2000; GÜRSEL et al., 2003). 

As enzimas apresentam várias propriedades que as tornam atrativas 

como catalisadores para biotransformações. São catalisadores versáteis, 

existindo um processo enzimático equivalente para cada tipo de reação 

orgânica (DALLA-VECHIA et al., 2004). 

Enzimas são catalisadores de reações químicas em sistemas biológicos, 

envolvendo reações com substratos. São geralmente de natureza protéica, 

altamente específicas e apresentam grande poder catalítico. A aplicação 

tecnológica de enzimas é bastante vantajosa quando comparada aos 

processos químicos por não necessitar de condições de temperatura e pressão 

drásticas. Uma das vantagens da produção microbiana de enzimas é que se 

pode utilizar substratos de baixo custo e as mesmas exigirem um tempo 

relativamente curto de produção (MEDEIROS et al.,1999). 
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Atualmente, aproximadamente 4000 enzimas são conhecidas, e destas 

cerca de 200 são usadas comercialmente, sendo que a maioria das enzimas é 

de origem microbiana (SHARMA et al., 2001). 

O interesse industrial por tecnologias enzimáticas vem aumentando 

gradativamente, principalmente nas áreas de engenharia de proteínas e 

enzimologia em meios não convencionais, os quais ampliaram 

consideravelmente o potencial de aplicação de enzimas como catalisadores em 

processos industriais (CASTRO et al., 2004). 

A aplicação das enzimas em produtos e processos industriais ganhou 

maior importância a partir do início do século XX, com os avanços tecnológicos 

e científicos em áreas como a bioquímica. Com isso, o mercado de enzimas 

tornou-se mais atrativo, sendo as mesmas comercializadas e empregadas em 

larga escala (SAID e PIETRO, 2004). 

 

1.2.2 Inulinases 
 
 Dentre as enzimas utilizadas no setor de alimentos, as inulinases 

microbianas merecem destaque como uma importante classe de enzimas 

industriais, as quais vêm recebendo especial atenção nos últimos anos 

(CONTIERO, 2004). As inulinases podem ser obtidas de leveduras, fungos, 

bactérias e de plantas (MANZONI e CAVAZZONI, 1992). Microrganismos do 

genero Kluyveromyces são reconhecidos como bons produtores de inulinases, 

os quais possuem boa atividade sobre os substratos sacarose e inulina (KUSHI 

et al., 1996; MAZUTTI et al., 2010). 

 As inulinases foram descobertas por Lindner, em 1900, que observou a 

capacidade de utilização de inulina por cepas de leveduras Kluyveromyces 

marxianus. Desde então o seu estudo prende a atenção de cientistas, focando 

na indução, síntese, isolamento, mecanismos de reação e propriedades de 

inulinases produzidas tanto por vegetais como por microrganismos. Dentre os 

pioneiros citam-se: Pringsheim e Kohn, os quais produziram inulinase 

sintetizada por Aspergillus niger, Edelman e Jefford, Flood et al. e Rutherford e 

Deacon, que isolaram inulinases de tubérculo de alcachofra de Jerusalém, raiz 

de chicória e raiz de dália, respectivamente (VANDAME e DERYCKE, 1983). 
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 Inulinases são frutofuranosil hidrolases produzidas por uma ampla 

variedade de microrganismos, compreendendo bactérias, fungos e leveduras. 

Esta última classe de microorganismos é a mais relatada na literatura, 

provavelmente devido ao fácil cultivo e aos altos rendimentos enzimáticos. As 

fontes mais comuns para produção de inulinase são Aspergillus spp. e 

Kluyveromyces spp. (PANDEY et al., 1999; TREICHEL et al., 2011).  

 As inulinases de levedura mais estudadas são aquelas do gênero 

Kluyveromyces (K. marxianus var. marxianus, entre os quais são incluídos K. 

marxianus e K. fragilis se estendendo a K. marxianus var. lactis e K. marxianus 

var. bulgaricus). Essas leveduras são consideradas ideais para a produção de 

inulinases, pois crescem rapidamente em altas concentrações celulares e 

produzem grandes quantidades desta enzima. As inulinases de K. marxianus 

possuem capacidade de hidrolisar tanto inulina como sacarose, rafinose e 

levanas, apresentando alta atividade para sacarose e 3-rafinose, conduzindo a 

melhores resultados que os obtidos pelas invertases (VERACHTERT e DE 

MOT, 1990). 

 Várias enzimas produzidas por microrganismos e vegetais são capazes 

de degradar frutanas. De acordo com seus mecanismos catalíticos, estas 

enzimas podem ser incluídas entre as transferases (EC 2.4.1), com produção 

de anidrido difrutose, ou entre as hidrolases (EC 3.2.1), com hidrólise de 

polifrutosanas baseada em um processo de endo ou exo-degradação. Além 

disso, essas enzimas podem ser distinguidas pela sua especificidade por 

ligações β-1,2 (encontradas em inulina e sacarose), β-2,6 (encontradas em 

levanas) ou para ambos os tipos de ligação (VERACHTERT e DE MOT, 1990). 

 As inulinases são 2,1-β-D frutano furohidrolase (EC 3.2.1.7), as quais 

hidrolisam a inulina, um polímero de frutose, ligadas em β-2,1, liberando 

moléculas de frutose (ETTALIBI e BARATTI, 2001). A Figura 1 apresenta a 

especificidade da inulinase frente ao substrato inulina. 
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Figura 1 – Especificidade da inulinase. Fonte: ETTALIBI e BARATTI, 2001.  
 

 
 

 

As enzimas microbianas podem ser classificadas em três maiores 

campos de aplicação: aquelas utilizadas para sintetizar compostos; outras 

específicas para reações de bioconversão; e algumas capazes de hidrolisar 

polímeros em monômeros de interesse econômico. A inulinase pertence a esta 

última classe de enzimas, apresentando a capacidade de hidrolisar inulina, um 

polímero vegetal, em frutose praticamente pura (VANDAMME e DERYCKE, 

1983). 

Inulinases são enzimas largamente utilizadas para a produção de 

frutooligossacarídeos, compostos com propriedades funcionais e nutricionais 

utilizados em dietas de baixa caloria, estimulação de Bifidus e como uma fonte 

de fibra dietética em preparações alimentares (SILVA-SANTISTEBAN e 

MAUGERI, 2005). 

A maior aplicação de inulinases está relacionada à produção de xarope 

com alto teor de frutose. A indústria utiliza-se de grande quantidade de 

polissacarídeos naturais e novas fontes têm sido procuradas com o intuito de 

suprir a demanda. A utilização das inulinases apresenta-se como uma 

alternativa para sua obtenção (CONTIERO, 2004). 

Atualmente, as inulinases comerciais são obtidas empregando inulina 

como substrato, a qual é uma matéria-prima com um alto valor agregado. A 

reduzindo terminal da 

extremidade d-glicose 

repetindo β-(1-2) frutosil  unidades 
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inulina é o mais utilizado como fonte de carbono para a produção de inulinase. 

Porém, uma grande variedade de insumos de cultivo é empregada para uma 

diversidade de microrganismos, na obtenção desta enzima. Entre estes, pode-

se destacar substâncias puras (monossacarídeo, dissacarídeo ou 

polissacarídeo), compostos ricos em inulina e substratos mistos. Em 

microrganismos produtores de inulinase com atividade de invertase, pode ser 

utilizado inulina ou sacarose como fontes de carbono no meio de cultivo. 

Outros substratos também são utilizados, como derivados de inulina, amidalina, 

arabinose, celobiose, esculina, frutose, galactose, lactose, maltose, manitol, 

melesitose, metanol, rafinose, salicina e amido (CONTIERO, 2004).  

Estudos apresentados na literatura mostram uma forte tendência a 

substituição da inulina, que é um material de valor elevado, e outros substratos 

sintéticos, por substratos agroindustriais, visando reduzir os custos de 

produção da enzima (TREICHEL et al., 2011). 

 

1.2.3 Imobilização de enzimas 
 
 As enzimas estão sujeitas à inativação por fatores químicos, físicos ou 

biológicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a 

catálise seja eficiente em um determinado processo, há necessidade de 

proteger as enzimas da interação com o solvente, meio no qual é realizada a 

reação, pois o mesmo poderia provocar a inativação, impossibilitando a catálise 

da reação. Frente a este problema, a técnica da imobilização é utilizada para 

fornecer estabilidade às enzimas e facilitar sua recuperação e reutilização. O 

objetivo de se imobilizar enzimas é obter maiores vantagens no uso de 

enzimas em contraposição às desvantagens de alto custo e baixa estabilidade 

das preparações (VILLENEUVE et al., 2000; FERNANDES et al., 2010). 

 Enzimas imobilizadas são aquelas que estão confinadas em um espaço, 

separadas por barreiras que permitem o contato entre a enzima e o substrato 

no meio da reação, mas que as tornam pouco solúveis em qualquer meio 

(GIRELLI e MATTEI, 2005; PAIVA et al., 2000). As pesquisas sobre esse 

assunto intensificaram-se a partir dos anos 60, no sentido de estabelecer 
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métodos eficientes de imobilização, seja por meios físicos ou químicos 

(VITOLO, 2001). 

 O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um 

biocatalisador com atividade e estabilidade que não sejam afetadas durante o 

processo, em comparação à sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada 

deverá exibir uma atividade catalítica superior. Além disso, não deverão ocorrer 

alterações estruturais, bem como modificações no sítio ativo. A imobilização 

pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém não existe 

uma regra para a manutenção destes parâmetros após o processo de 

imobilização (DALLA-VECCHIA et al., 2004).  

 Embora as enzimas apresentem muitas vantagens em relação aos 

catalisadores inorgânicos, como alta especificidade, condições brandas de 

reação, baixo consumo de energia, e maior atividade catalítica, sua utilização 

em processos industriais têm sido limitada. Isto se deve, principalmente, à 

baixa estabilidade operacional, ao elevado custo de obtenção e à dificuldade 

de separação do produto final, impedindo seu uso em processos contínuos. 

Com a finalidade de aproveitar as vantagens da catálise enzimática e superar 

as deficiências deste processo, as propriedades das enzimas podem ser 

melhoradas antes de sua aplicação em escala industrial, onde muitos ciclos e 

processos com altos rendimentos são desejados.  Têm-se então estudado 

métodos para tornar enzimas insolúveis ao meio de reação, resultando nas 

técnicas de imobilização enzimática (ZANIN e MORAES, 2004; LADERO et al., 

2002; MATEO et al., 2007). 

 A escolha de um processo de imobilização para uma dada enzima 

depende de fatores essenciais do processo, tais como os substratos utilizados, 

os tipos de reações e as configurações do reator, exigindo um projeto 

adequado para atender às necessidades da reação. Um dos principais fatores 

é a seleção de um suporte adequado para a fixação da enzima. Assim, o 

método escolhido deve atender a duas necessidades, a catalítica, expressa em 

produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a não-catalítica, 

relativa a controle e down-streaming process (DALLA-VECCHIA et al., 2004; 

CAO, 2005). 
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 As enzimas imobilizadas apresentam uma série de vantagens em 

relação às enzimas solúveis. Entre elas, pode-se citar a capacidade de 

reutilização da enzima, maior facilidade de separação do produto final, 

diminuindo as etapas posteriores de purificação do mesmo. A imobilização 

enzimática permite a operação contínua, facilita o controle da reação, reduz o 

volume desta e possibilita uma alta concentração catalítica no reator. A reação 

pode ser interrompida no momento desejado pela simples remoção da enzima, 

em processos de batelada, ou pelo ajuste do tempo de residência, em reatores 

contínuos. O processo de imobilização ainda permite a modificação favorável 

das propriedades catalíticas de algumas enzimas, as quais passam a 

apresentar maior estabilidade ao pH e a temperatura (ASSIS, 2004). 

 Como as enzimas não são consumidas na reação, sua ação catalítica é 

semelhante aos catalisadores inorgânicos. Porém, é diferente dos 

catalisadores sintéticos comuns pela forma amena que realiza a catálise, 

geralmente em soluções aquosas neutras, temperatura e pressão ambiente e, 

principalmente, com elevado grau de especificidade em relação ao substrato. O 

processo de imobilização tem sido bastante estudado para viabilizar o uso de 

enzimas industrialmente, permitindo a recuperação e o reaproveitamento da 

mesma, pois o uso da enzima livre é, em várias situações, inviável 

economicamente (SEGEL, 1979; RIBEIRO, 1989; COUTINHO FILHO, 1996; 

VICENTE, 2000). 

 O processo de imobilização enzimática teve início em 1916, quando 

Nelson e Griffin realizaram a adsorção da enzima invertase em carvão ativado, 

com retenção de sua atividade catalítica. Apesar desta descoberta, a primeira 

tentativa de imobilizar uma enzima, com a finalidade de melhorar suas 

propriedades, foi efetuada em 1953 por Grubhofer e Schleith, quando 

carboxipeptidase, diastase, pepsina e ribonuclease foram imobilizadas em uma 

resina de poliaminopoliestireno diazotizada (VICENTE, 2000). 

 A partir de 1960, foi observado um aumento progressivo nas publicações 

de trabalhos científicos com enzimas imobilizadas, refletindo o interesse 

mundial despertado por esta tecnologia. Entretanto, o primeiro processo 

industrial de imobilização enzimática foi implantado no Japão em 1969, para a 
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produção de L-aminoácidos; seguido da aplicação de glicose isomerase 

imobilizada, implantada nos Estados Unidos em 1972, para a isomerização de 

glicose em frutose. Desde então, novos processos de imobilização e novas 

aplicações industriais têm sido relatados na literatura (ZANIN e MORAES, 

2004). 

 Inúmeros métodos têm sido descritos na literatura para contornar os 

possíveis problemas de instabilidade da enzima livre, e otimizar as várias 

aplicações. As técnicas usualmente empregadas para imobilizar enzimas em 

suportes sólidos são baseadas em mecanismos físicos e químicos. A 

imobilização pode ocorrer por adsorção ou ligação da enzima em um material 

insolúvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligações cruzadas, 

confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulação 

através de uma membrana polimérica (HAIDER e HUSAIN, 2009; GIRELLI e 

MATTEI, 2006; DALLA-VECHIA et al., 2004; VITOLO, 2001), conforme 

esquema demonstrado na Figura 2. 

 

 

Figura 2 - Principais métodos para imobilização de enzimas. Fonte: DALLA 

VECHIA et al., 2004. 
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1.2.3.1 Imobilização por envolvimento no interior de um suporte 
 
 Este método consiste na formação de uma estrutura porosa na presença 

da enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, ou a retenção do 

biocatalisador por uma membrana porosa. Em ambos os casos, a enzima tem 

sua mobilidade mantida, pois não são envolvidas ligações físicas ou químicas 

entre a enzima e o suporte. Consequentemente, somente substratos de baixa 

massa molecular podem sem empregados com este tipo de enzima 

imobilizada. Este método inclui a encapsulação em gel e em fibras e a 

microencapsulação (ROSEVEAR et al., 1987). 

 A imobilização de um biocatalisador via inclusão ou microencapsulação 

consiste em “confinar” uma proteína em um polímero insolúvel ou em uma 

microcápsula. A microencapsulação é muito similar ao processo de inclusão, 

embora neste caso a enzima seja totalmente envolvida pelo sistema. Neste 

sistema cria-se uma cela artificial delimitada por uma membrana porosa. 

Moléculas grandes, tais como enzimas, não são capazes de se difundir através 

desta membrana, enquanto que pequenas moléculas como substratos e 

produtos, se difundem.  Este método permite que seja possível a entrada do 

substrato e saída do produto, mas não da enzima (DALLA-VECHIA et al., 2004; 

FERNANDES et al., 2010). 

 A vantagem da utilização desta técnica é que a enzima não interage 

quimicamente com o polímero evitando, assim, a desnaturação. Contudo, a 

transferência de massa através da membrana pode ser um problema. A 

velocidade de difusão dos substratos e produtos através da membrana é um 

fator limitante e geralmente são necessárias altas concentrações de substratos 

a fim de limitar esta influência. As enzimas encapsuladas apresentam atividade 

mais elevada em substratos de baixa massa molar, pois estes compostos se 

difundem pela membrana e se aproximam com mais facilidade do sítio ativo do 

biocatalisador. Há uma grande vantagem na utilização desta técnica: a enzima 

não interage quimicamente com o polímero evitando, assim, a desnaturação. 

Contudo, há a possibilidade de haver incorporação da enzima na parede da 

membrana (DALLA-VECHIA et al., 2004; MARIOTTI, 2000). 
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 Na microencapsulação, a enzima é aprisionada em membranas 

poliméricas semipermeáveis, com grande superfície de contato. É um sistema 

limitado para substrato com baixa massa molecular, pois este precisa 

atravessar a membrana para ter acesso à enzima. Conforme citado 

anteriormente, há uma grande vantagem na utilização desta técnica; contudo, 

há a possibilidade de haver incorporação da enzima na parede da membrana 

(DALLA-VECHIA et al., 2004; MARIOTTI, 2000). 

 

1.2.3.2 Imobilização por ligação a um suporte via adsorção física 
 
 O procedimento de adsorção de uma proteína é muito simples, e é um 

dos métodos mais utilizados. A enzima é imobilizada em um suporte sólido por 

ligações de baixa energia, tais como interações de Van der Waals ou 

hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e iônicas, entre outras. Vários materiais 

podem ser usados para este propósito e a escolha de um deles depende de 

suas propriedades, como força mecânica, estabilidade física e química, caráter 

hidrofóbico/hidrofílico, capacidade de adsorção de enzima e custo (DALLA-

VECHIA et al., 2004). 

 O sucesso e a eficiência da adsorção de uma enzima em um suporte, 

que em geral é na superfície, dependem de vários parâmetros, tais como 

tamanho da proteína a ser adsorvida, área superficial do adsorvente e, 

principalmente, da porosidade e tamanho dos poros. O uso de suportes 

porosos é vantajoso porque a enzima é adsorvida no interior dos poros. A 

eficiência depende também da concentração da enzima. A quantidade de 

enzima adsorvida por quantidade do suporte aumenta com a concentração do 

biocatalisador, atingindo um patamar de saturação (DALLA-VECHIA et al., 

2004). 

 A combinação de métodos de imobilização de enzimas é realizada para 

melhorar a estabilidade da proteína imobilizada e para obter enzimas 

imobilizadas com maior atividade (MATEO et al., 2006). 
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1.2.4 Imobilização de inulinases 
 
 Como exposto anteriormente, com a finalidade de aproveitar o potencial 

catalítico das enzimas, e reunir as vantagens dessas proteínas sobre os 

catalisadores químicos, tem-se estudado formas de torná-las insolúveis ao 

meio reacional, e a imobilização apresenta-se como uma alternativa atraente. 

 Ao se obter uma enzima imobilizada ativa e estável, e com boa 

especificidade ao substrato, a maioria das desvantagens são eliminadas e as 

enzimas podem ser utilizadas nos processos industriais de forma similar aos 

catalisadores químicos (ZANIN e MORAES, 2004). 

A escolha do método de imobilização a ser utilizado para a imobilização 

de uma determinada enzima passa, necessariamente, por uma análise da 

aplicação a que se destina o sistema contendo a enzima imobilizada. Uma vez 

definida a aplicação e, portanto, as condições operacionais onde a enzima 

deverá atuar, pode-se então avaliar, dentre as técnicas disponíveis, aquela que 

melhor se encaixe às necessidades exigidas. Isso posto, é importante avaliar o 

tempo e os custos necessários para se viabilizar o método de imobilização 

escolhido, uma vez que tais parâmetros irão se refletir no processo e, portanto, 

nos custos do produto final (FERNANDES et al., 2010). 

 A literatura apresenta alguns estudos a respeito da imobilização da 

inulinase de Kluyveromyces marxianus em diferentes suportes. Entre eles, 

podem ser citados os trabalhos de COGHETTO et al. (2012), os quais 

imobilizaram a inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando 

montmorilonita como suporte inorgânico. A proporção de enzima e solução 

tampão de 3:10 e 10 min de imobilização conduziu à maior atividade 

específica, de 375,07 U/mg proteina. PAULA (2008), imobilizando a inulinase 

de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus utilizando gelatina como suporte, 

obteve uma alta taxa de imobilização, de 82,60 %. A inulinase parcialmente 

purificada de Kluyveromyces sp. Y-85 foi imobilizada covalentemente em 

microesferas de poliestireno (WENLING et al., 1999) com retenção de 75 % de 

sua atividade. 

KUNH et al. (2011) avaliaram a influência do tratamento de fluidos 

pressurizados sobre a atividade enzimática da inulinases de Kluyveromyces 
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marxianus NRRL Y-7571 imobilizada em montmorilonita natural. Os efeitos da 

concentração de acetato de butila nas características da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus ATCC 16045 imobilizada em carvão ativado e 

alginato de sódio foram avaliadas por RISSO et al. (2010). 

BAJPAI e MARGARITIS (1987) realizaram a imobilização da inulinase 

de Kluyveromyces marxianus por ligação metálica, com 72 % de retenção da 

atividade enzimática original. Com a finalidade de promover a bioconversão da 

inulina de Helianthus tuberosus, GASPARI et al. (1999) estudaram a 

imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus em diferentes suportes, 

como quitina, alginato de sódio, pectina, membrana de diálise e sílica de 

porosidade controlada (SPC). Os autores obtiveram a maior taxa de 

imobilização, de 73 U/g, utilizando quitina com glutaraldeído. Um sistema de 

imobilização de células de Kluyveromyces marxianus utilizando como suporte 

alginato de bário tratado com glutaraldeído foi avaliado por BARRANCO-

FLORIDO et al. (2001). 

 Outros trabalhos com estudos de imobilização de inulinase são 

reportados na literatura. SILVA et al. (2013) avaliaram a estabilidade da 

atividade da inulinase comercial de Aspergillus niger imobilizada em espuma de 

poliuretano. YEWALE et al. (2013) estudaram a imobilização da inulinase de 

Aspergillus niger NCIM 945 em chitosana e obtiveram 83 % de eficiência de 

imobilização. A síntese de frutooligossacarídeos utilizando inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL-Y 7571 imobilizada em carvão ativado e 

alginato de sódio foi investigada por SILVA et al. (2013). YUN et al. (2000) 

avaliaram vários suportes na imobilização da inulinase de Pseudomonas sp. e 

encontraram os melhores resultados de eficiência e estabilidade operacional 

utilizando como suporte poliestireno. Após a imobilização da inulinase de A. 

ficcum em vidro poroso, por ligação covalente, utilizando reagentes de 

silanização e reticulação, ETTALIBI e BARATTI (2001) obtiveram alta 

estabilidade térmica e valores de 29 % a 71 % de proteínas aderidas ao 

suporte, conservando até 77,2 % da atividade imobilizada. KOCHHAR et al. 

(1998), ao imobilizar a inulinase de A. versicolor, obtiveram 56 % de retenção 

da atividade enzimática em quitina e 10% em caseína. CATANA et al. (2005) 
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avaliaram a influência da concentração do suporte alginato de sódio sobre o 

rendimento de imobilização de uma preparação de inulinase comercial de A. 

niger (Fructozyme L.) visando a hidrólise da sacarose e uma alta atividade foi 

encontrada na faixa de 50-60 °C. A estabilidade da enzima comercial 

Fructozyme L. imobilizada em resina Amberlite IRC 50 foi estudada por 

CATANA et al. (2007). GILL et al. (2006) imobilizaram a inulinase de A. 

fumigatus em resinas Dowex e Amberlite e obtiveram 63 % e 39 % de retenção 

da atividade enzimática, respectivamente. Em seus experimentos, ainda 

obtiveram total retenção enzimática ao imobilizar a inulinase em quitina e em 

matrizes de afinidade QAE-Sephadex e DEAE-Sephacel e Concanavalina A 

ligada a esferas de sílica amino-ativadas. Diferentes mecanismos de 

imobilização de proteínas utilizando como suportes de ativação glutaraldeído 

foram estudados por BETANCOR et al. (2006). 

  

1.2.5 Considerações parciais 
 
 Conforme apresentado no decorrer deste capítulo, alguns poucos relatos 

são encontrados na literatura a respeito da imobilização da enzima inulinase de 

Kluyveromyces marxianus em carvão ativado e alginato de sódio, porém não 

há nenhum estudo avaliando a otimização do processo de imobilização. 

 Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a 

imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, onde o 

efeito de vários suportes e parâmetros relevantes ao processo de imobilização 

foram investigados. A caracterização parcial do extrato enzimático imobilizado 

também foi realizada. 
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1.3 MATERIAL E MÉTODOS 

  
Neste item serão descritos os materiais e métodos utilizados, bem como 

os procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental, 

relacionada à produção de inulinase e otimização do processo de imobilização 

da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando alginato de 

sódio e carvão ativado como suportes. A metodologia empregada para a 

caracterização parcial do extrato enzimático imobilizado também será 

apresentada. 

 

1.3.1. Produção da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
1.3.1.1 Microrganismo 
 
 Na realização deste trabalho foi utilizada a levedura Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571, fornecida pelo Departamento de Engenharia de 

Bioprocessos da UNICAMP. O microrganismo foi mantido a 4 °C em caldo YM 

contendo: 3 g.L-1 de extrato de levedura, 3 g.L-1 de extrato de malte, 5 g.L-1 de 

peptona, 10 g.L-1 de glicose e 20 g.L-1 de ágar. 

 

1.3.1.2 Pré-inóculo e substratos 

 
O meio para o pré-inóculo era constituído de 5 g.L-1 de extrato de 

levedura, 20 g.L-1 sacarose, 5 g.L-1 de K2HPO4, 1,5 g.L-1 de NH4Cl, 1,15 g.L-1 

de KCl e 0,65 g.L-1 de MgSO4.7H2O. Cada tubo de caldo YM foi transferido 

para um erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio, o qual foi incubado 

a 30 °C, 150 rpm por 24 horas. 

O meio sólido usado como substrato para a produção de inulinase era 

composto por bagaço de cana suplementado com 15% (p/p) de melaço de 

cana pré-tratado, 30% (p/p) de água de maceração de milho (AMM) e 20% 

(p/p) de farelo de soja (MAZUTTI et al., 2006; 2007). O bagaço de cana, 

adquirido no mercado local, foi seco em temperatura ambiente e triturado 

mecanicamente, de maneira a uniformizar o tamanho de partículas. A AMM foi 

adquirida da Corn Products Internacional – Mogi Guaçu (SP); o melaço de cana 
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foi adquirido na Refinaria Éster – Campinas (SP) e o farelo de soja foi adquirido 

na empresa Olfar – Erechim (RS). A umidade inicial dos substratos foi corrigida 

para 65%, conforme determinada em trabalho anterior (MAZUTTI et al., 2006). 

O melaço de cana foi pré-tratado preparando-se uma solução 200 g.L-1
 

em ácido sulfúrico pH 5,0. Esta solução permaneceu em repouso por 24 horas. 

Após esse período, o pH final foi ajustado para 4,0 com ácido sulfúrico. 

 

1.3.1.3 Produção de inulinase por fermentação batelada simples (FBS) 

 
A produção de inulinase foi realizada por FES usando estratégia de 

fermentação batelada simples (FBS). A fermentação foi realizada em biorreator 

de leito fixo com capacidade útil de 3 kg de bagaço de cana, o mesmo foi 

conectado a um umidificador de ar o qual fornece ar com umidade relativa de 

95-100%, consiste de um cilindro de PVC disposto horizontalmente antes da 

entrada do ar no biorreator. O ar seco fornecido por um compressor de ar foi 

bombeado diretamente dentro do umidificador usando um difusor, onde o ar 

permanecia em contato com a água por um tempo suficiente para que fosse 

obtido ar saturado nas condições do processo. O biorreator foi carregado com 

2 kg de bagaço de cana seco devidamente suplementado. A umidade dos 

substratos foi corrigida para 65 % (Base seca - p/p) e autoclavado a 121 °C por 

20 min. As fermentações iniciaram com um volume de inóculo correspondente 

a 14 g de massa inicial de células (Mazutti et al., 2010). O experimento foi 

conduzido por 24 h e após a inulinase foi extraída do meio através da adição 

de 100 mL de tampão acetato de sódio 0,1 M (pH 4,8), seguindo com a 

incubação à 50 °C, 150 rpm por 30 minutos. A atividade enzimática e teor de 

proteína foram determinados a partir do sobrenadante, após a filtração dos 

sólidos. O sobrenadante obtido, ou seja, o extrato enzimático bruto, foi utilizado 

em todos os experimentos de imobilização enzimática. 
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1.3.2 Imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-

7571 

 
1.3.2.1 Suportes para imobilização 

 
 Como suportes e coadjuvantes para imobilização da inulinase foram 

utilizados: 

 Carvão ativado Alpha LA 810, umidade máxima 8 %, 

granulometria 325 mesh, cinzas típicas 5 %, pH alcalino 

(Alphacarbo); 

 Carvão ativado Pelegrini Carbon, umidade inferior a 5 %, 

granulometria 12x40 mesh, cinzas típicas máximo 5 %, pH 7 a 10 

(Pelegrini Carbon); 

 Carvão ativado Pelegrini Carbon, umidade inferior a 5 %, 

granulometria 20x40 mesh, cinzas típicas máximo 5 %, pH 7 a 10 

(Pelegrini Carbon); 

 Alginato de Sódio (Vetec, Cinética); 

 Glutaraldeído 25 % em água (Nuclear, Vetec); 

 Sacarose (Fmaia, Vetec). 

 

1.3.2.2 Equipamentos 

 
 Para a imobilização da inulinase foi utilizada uma bomba peristáltica 

modelo 7518-10, marca Masterflex L/S. 

 

1.3.2.3 Procedimento experimental para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
 Para o processo de imobilização, inicialmente foi preparada uma solução 

de gel, contendo água destilada e alginato de sódio, os quais foram aquecidos 

em microondas, até total dissolução. Em seguida, foi adicionada a sacarose. 

Após resfriamento à temperatura ambiente, foram adicionados o extrato 

enzimático com atividade pré-estabelecida, o glutaraldeído e o carvão ativado 
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(Risso, 2004). Com uma bomba peristáltica (Figura 3), o gel foi bombeado em 

uma solução contendo tampão acetato pH 4,8 0,1 M e cloreto de cálcio 0,2 M 

com 3,5% de glutaraldeído, em banho de gelo, sob agitação. Após a 

imobilização, as enzimas permaneceram nesta mesma solução em tratamento 

na geladeira por 24 h. Após cessado o tempo de tratamento, as enzimas foram 

lavadas com água destilada e tampão acetato pH 4,8 0,1 M. Em seguida, foram 

imersas em uma solução de tampão acetato pH 4,8 0,1 M e cloreto de cálcio 

0,05 M para manter sua estrutura original. 

 

Figura 3 - Aparato experimental utilizado no processo de imobilização. 
 

 

 

 

1.3.3 Determinação da atividade enzimática da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
Substrato 

 Tampão acetato pH 4,8 com 2% de sacarose. 

 
Reagentes 

 DNS (ácido 3, 5 dinitrosalicílico); 

 Tartarato de Sódio e Potássio (15,1 g/L). 
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 Equipamentos 

 Espectrofotômetro marca Agilient 8453. 

 

1.3.3.1 Determinação da atividade do extrato enzimático bruto 
 

A atividade enzimática do extrato enzimático bruto foi determinada 

adicionando-se 0,5 mL da solução de extração adequadamente diluída em 4,5 

mL de uma solução tampão acetato de sódio 0,1 M (pH 4,8) com 2 % (p/v) de 

sacarose. Após diluída, a solução foi mantida a 50 °C, por 10 min (MAZUTTI et 

al., 2006). A liberação de açúcares redutores totais (ART) foi medida pelo 

método DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) (MILLER, 1959), onde 0,5 mL da 

amostra anterior foram diluídos em 0,5 mL de DNS e mantidos por 5 min em 

água em ponto de ebulição. Cessado o tempo reacional, foram adicionados na 

amostra 8 mL de tartarato de sódio e potássio em banho de gelo. Para cada 

amostra foi realizado um branco para corrigir a liberação de açúcares devido à 

hidrólise não enzimática. As amostras foram lidas em triplicata, em 

espectrofotômetro a 540 nm. Os resultados foram expressos em termos de 

unidades de inulinase por mL de extrato enzimático bruto (U/mL). Uma unidade 

por mL de solução enzimática (U/mL) é definida como sendo a capacidade da 

enzima liberar 1 mol/mL de frutose por minuto. Os resultados foram expressos 

em unidade de atividade (U) da inulinase, definida como a quantidade de 

enzima capaz de liberar um µmol de açúcar redutor por minuto, nas condições 

de ensaio. 

 

1.3.3.2 Determinação do teor de proteína do extrato enzimático bruto 
 

A proteína total foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), 

utilizando-se albumina de soro bovino como padrão. As leituras das amostras 

foram realizadas em espectrofotômetro a 595 nm, após 2 min da adição de 0,1 

mL de amostra a 5 mL do reagente de Bradford. A concentração de proteína foi 

expressa em mg/mL. 
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1.3.3.3 Determinação da atividade da enzima inulinase imobilizada 

 
A atividade enzimática da enzima inulinase imobilizada foi determinada 

adicionando-se 2 mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 

mL de água) em uma proveta de 25 mL, completando-se a mesma com uma 

solução de tampão acetato 0,1 M, pH 4,8, com 2 % p/v) de sacarose. Após 

diluição a solução foi mantida a 50 °C, por 10 min. A liberação de açúcares 

redutores totais (ART) foi medida pelo método DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico) 

(MILLER, 1959), onde 0,5 mL da amostra anterior foram diluídos em 0,5 mL de 

DNS e mantidos por 5 min em água em ponto de ebulição. Cessado o tempo 

reacional, foram adicionados 8 mL de tartarato de sódio e potássio em banho 

de gelo. Para cada amostra foi realizado um branco para corrigir a liberação de 

açúcares devido à hidrólise não enzimática. As amostras foram lidas em 

triplicata, em espectrofotômetro a 540 nm. Os resultados foram expressos em 

unidade de atividade (U) da inulinase, definida como a quantidade de enzima 

capaz de liberar 1 µmol de açúcar redutor por minuto, nas condições de ensaio. 

 

1.3.3.4 Determinação do teor de proteína da enzima inulinase imobilizada 

 
A proteína foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), 

utilizando-se albumina de soro bovino como padrão. As enzimas imobilizadas 

(esferas) foram esmagadas para liberação da proteína. As leituras das 

amostras foram realizadas em espectrofotômetro a 595 nm, após 2 min da 

adição de 0,1 mL de amostra a 5 mL do reagente de Bradford. A concentração 

de proteína foi expressa em mg/mL. 

 

1.3.3.5 Determinação da atividade específica no extrato enzimático bruto e 

na enzima inulinase imobilizada 

 
 A atividade específica foi determinada dividindo-se a atividade do extrato 

enzimático bruto pela proteína determinada. Para a enzima imobilizada, o 

mesmo procedimento foi utilizado. A atividade específica (AE) foi expressa em 

unidade de atividade (U) por miligrama (mg) de proteína. 
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1.3.4 Seleção do suporte de carvão ativado e vazão da bomba a serem 

utilizados na imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 

 
 Para a imobilização do extrato enzimático bruto de inulinase foi utilizada 

a metodologia de RISSO (2004), onde diferentes suportes de carvão ativado 

foram avaliados, em diferentes vazões. A quantidade de água destilada 

utilizada foi de 16,5 mL, alginato de sódio 0,75 g, sacarose 12,5 g, 5 mL de 

solução enzimática, 3,5 mL de glutaraldeído e 0,75 g de carvão ativado para 

cada experimento. 

 Os seguintes carvões ativados e vazões da bomba foram utilizados: 

 Carvão ativado Alpha LA 810, Pelegrini 12 x 40 e Pelegrini 20 x 40. 

 Vazões: 2, 51 e 100 mL.min-1. 

 

1.3.5 Determinação do tempo reacional e diluição adequada para medida 

da atividade da enzima imobilizada 

 

 Os tempos reacionais para determinação da atividade DNS da enzima 

imobilizada foram testados utilizando o extrato enzimático bruto imobilizado 

conforme metodologia de RISSO (2004) no suporte de carvão ativado Alpha LA 

810. 

 Diferentes diluições de enzima imobilizada:substrato tampão acetato pH 

0,1 M (pH 4,8) 2% (p/v) sacarose (medidas em proveta) foram testadas a fim 

de se obter uma diluição adequada para medida da atividade em 

espectrofotômetro. 

 As seguintes diluições de enzima imobilizada:substrato foram avaliadas: 

 

 4 mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 4 mL de água) 

adicionando-se o substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % de sacarose 

até completar 16 mL. 

 2 mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 mL de água) 

adicionando-se o substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % de sacarose 

até completar 18 mL. 
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 2 mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 mL de água) 

adicionando-se o substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % de sacarose 

até completar 25 mL. 

 1 mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 1 mL de água) 

adicionando-se o substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % de sacarose 

até completar 50 mL. 

 2 mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 mL de água) 

adicionando-se o substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % de sacarose 

até completar 50 mL. 

Amostras foram retiradas nos tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min e foi 

medida a atividade conforme método citado anteriormente para determinação 

da atividade da enzima imobilizada. 

 

1.3.6 Otimização das condições de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
Na determinação das condições para otimização do processo de 

imobilização do extrato enzimático de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

foi realizado um planejamento fatorial completo 23 com triplicata do ponto 

central, e mais uma triplicada do ponto central sem a adição de sacarose, 

totalizando 14 experimentos. Nesta etapa, a quantidade de água foi fixada em 

10 mL para 3 mL de solução enzimática e sacarose a 50 % em relação ao total 

de água e solução enzimática, para todos os experimentos. As faixas de 

concentração dos suportes alginato de sódio, glutaraldeído e carvão ativado 

estudadas são apresentadas na Tabela 1. 

Os experimentos foram realizados conforme procedimento experimental 

descrito anteriormente, onde os suportes foram adicionados no processo de 

imobilização nas quantidades estabelecidas no planejamento de experimentos. 

Após o processo de imobilização foram medidas a atividade enzimática e o teor 

de proteína, conforme procedimento descrito anteriormente. 
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Tabela 1 - Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial completo 23 

para otimização do processo de imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571. 
 

Variáveis/Níveis Alginato de 

Sódio (% m/v) 

Glutaraldeído  

(% v/v) 

Carvão Ativado 

(%m/v) 

-1 2 5 3 

0 5 10 5 

1 8 15 7 

 

 

1.3.7 Estudo da eficiência do processo de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
 Após a otimização das condições de imobilização da enzima inulinase, 

um estudo foi realizado a fim de avaliar a eficiência do processo de 

imobilização no tempo de 24 h de tratamento da enzima em geladeira.  A 

condição experimental utilizada foi a otimizada no primeiro planejamento 

experimental. Foram medidas a atividade enzimática e o teor de proteína da 

solução onde a enzima imobilizada permaneceu em tratamento e da enzima 

imobilizada nos tempos de 0, 0,5 , 4, 8, 12 e 24 h. 

 

1.3.8 Caracterização parcial da enzima inulinase imobilizada 
 
 O estudo de caracterização parcial da enzima inulinase imobilizada de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi realizado em termos de 

temperatura e pH e estabilidade térmica. 

 

1.3.8.1 Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimática da inulinase 

imobilizada 

 

Para o estudo do efeito da temperatura e pH na atividade enzimática 

realizou-se um delineamento composto central rotacional 22 (DCCR), 

totalizando 11 experimentos. O tempo total de reação foi de 10 minutos e as 



Capítulo 1 – Material e Métodos 41 

faixas de pH (com adição de 2% de sacarose) e temperatura estudadas estão 

apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial completo 22 

para determinação da temperatura e pH ótimos da inulinase imobilizada. 
 

Variáveis/Níveis pH Temperatura (°C) 

-1,41 

-1 

4,5 

4,6 

40 

44,4 

0 5,0 55 

1 

1,41 

5,4 

5,5 

65,6 

70 

 

1.3.8.2 Estabilidade da inulinase imobilizada 
 

A estabilidade da enzima inulinase imobilizada foi avaliada mantendo-se a 

enzima imobilizada em uma solução de tampão acetato 0,1 M (pH 4,8) e 

cloreto de cálcio 0,02 M em temperatura ambiente (25 °C) e em geladeira (4 

°C). A estabilidade térmica da inulinase imobilizada foi testada incubando a 

enzima na solução de tampão acetato 0,1 M (pH 4,8) e cloreto de cálcio 0,02 M 

nas temperaturas 40; 50; 60 e 70 °C. As amostras de enzimas imobilizadas 

foram retiradas em determinados intervalos de tempo, e foram medidas a 

atividade enzimática e teor de proteína. 

Os dados obtidos em todas as etapas do estudo de otimização e 

caracterização foram calculados em termos de atividade específica. Os dados 

obtidos nos planejamentos de experimentos foram tratados estatisticamente 

com auxílio do Software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc, USA). 
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
 Neste item serão apresentados e discutidos os resultados obtidos ao 

longo do estudo do processo de imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571 utilizando carvão ativo e alginato de sódio como 

suporte. 

 

1.4.1 Testes preliminares para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
Nesta etapa foram realizados experimentos preliminares relacionados à 

definição do carvão ativado e vazão da bomba a serem aplicados para a 

obtenção de dados visando à otimização do processo de imobilização 

empregando a técnica do planejamento de experimentos. 

Em todas as amostras foram medidas a atividade enzimática pelo 

método DNS e teor de proteínas pelo método de Bradford. Os resultados 

obtidos nesta etapa são apresentados em termos de atividade específica. 

Também foram realizados testes preliminares a fim de determinar o tempo 

reacional ideal para medida de atividade da enzima imobilizada. 

 As medidas de atividade e proteína de cada lote do extrato bruto da 

inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foram realizadas 

anteriormente a cada processo de imobilização. 

 

1.4.1.1 Seleção do suporte de carvão ativado e vazão da bomba a serem 

utilizados na imobilização da inulinase 

 
 Realizou-se, primeiramente, um teste a fim de avaliar a eficiência de 

diferentes carvões ativados na imobilização da inulinase e a eficiência da vazão 

da bomba no processo de imobilização. 

 Os resultados obtidos seguindo metodologia descrita anteriormente para 

imobilização de inulinase, com os respectivos tipos de carvões ativados usados 

e vazões da bomba utilizadas são apresentados na Tabela 3. 

 Para todos os experimentos de imobilização, foram medidas a atividade 

enzimática e o teor de proteína, os quais possibilitaram o cálculo da atividade 
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específica. O mesmo método foi utilizado para medida da atividade do extrato 

enzimático bruto (enzima livre), o qual foi utilizado no processo de imobilização. 

 
Tabela 3 – Testes preliminares para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando diferentes carvões ativados 

e vazões de bomba. 
 

Carvão 

ativado 

Vazão da 

bomba 

(mL.min-1) 

Atividade 

enzimática 

(U/mL) 

Teor de 

proteína 

(mg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mg proteína) 

Alpha LA 810 

2 101,7 0,0672 1512,7 

51 123,1 0,0565 2179,9 

100 112,0 0,0601 1865,0 

Pelegrini 

12x40 

2 5,5 0,0068 819,3 

51 44,5 0,0137 3266,5 

100 25,7 0,0145 1771,0 

Pelegrini 

20x40 

2 32,4 0,0067 4856,2 

51 13,8 0,0128 1078,3 

100 49,0 0,0057 8659,2 

Extrato Bruto - 70,0 0,4185 167,3  

 

 A condição experimental utilizada neste teste preliminar de imobilização 

foi a mesma condição otimizada por RISSO (2004), a qual imobilizou a 

inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, utilizando 16,5 g de 

água destilada, 0,75 g de alginato de sódio, 12,5 g de sacarose, 5 mL de 

solução enzimática, 3,5 mL de glutaraldeído e 0,75 g de carvão ativado. 

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que o extrato bruto 

imobilizado utilizando o suporte carvão ativado Pelegrini (20 x 40) (Figura 4a), 

nas vazões de 2 e 100 mL.min-1 apresentou as maiores atividades específicas 

(4.856,2 e 8.569,2 U/mg de proteína, respectivamente). Uma alta atividade 

específica também foi observada com carvão ativado Pelegrini (12 x 40) 

(Figura 4b) na vazão de 51 mL.min-1 (3.266,5 U/mg proteína). Apesar dos 

carvões ativados Pelegrini apresentarem maiores atividades específicas para o 

extrato bruto imobilizado, sua granulometria original não permitia a boa 

consecução do processo, principalmente em termos do entupimento causado 
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na bomba. Desta forma, o carvão ativado Alpha LA 810, em forma de pó 

(Figura 4c) foi escolhido para ser utilizado nos próximos experimentos, na 

vazão de 2 mL.min-1., o qual, apesar de apresentar menor atividade específica 

(1.512,7 U/mg proteína) foi o que promoveu melhor gotejamento da solução de 

imobilização, resultando em esferas uniformes e facilitando a consecução dos 

experimentos. 

 

Figura 4 – Testes preliminares para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 utilizando Carvão Pelegrini 20 x 40 

(a), Carvão Pelegrini 12 x 40 (b) e Carvão Alpha LA 810 (c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)       (b) 

 

(c) 
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1.4.1.2 Caracterização dos suportes utilizados na imobilização e inulinase 

imobilizada em diferentes suportes de carvão ativado e alginato de sódio 

 
A partir das isotermas de adsorção do nitrogênio foram determinadas as 

seguintes propriedades dos suportes carvão ativado utilizados na imobilização 

da inulinase e da inulinase imobilizada nos diferentes suportes: diâmetro médio 

do poro (determinado pelo modelo BJH); VBJH (volume dos poros, determinado 

pelo modelo BJH) e A BET (área específica determinada pela isoterma BET). O 

resultado da caracterização é apresentado na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Caracterização dos suportes e inulinase imobilizada em diferentes 

suportes por análise de adsorção/dessorção de N2. 
 

Suporte/enzima imobilizada 
Diâmetro de 

poro 
(nm) 

Volume de 
poro 

(mL/g) 

Área 
específica 

BET 
(m2/g) 

Carvão ativado Alpha LA 810 274 4,50x10-1 656,0 

Carvão ativado Pelegrini 12x40 214 2,48x10-1 464,0 

Carvão ativado Pelegrini 20x40 216 2,50x10-1 463,0 

Inulinase imobilizada  
Alginato + Alpha LA 810 

366 4,49x10-2 48,9 

Inulinase imobilizada em 
alginato + Pelegrini 12x40 

501 9,26x10-2 73,9 

Inulinase imobilizada em 
alginato + Pelegrini 20x40 

472 7,98x10-2 67,5 

 

Através da Tabela 4 pode ser observado que a inulinase imobilizada nos 

carvões ativados Alpha LA 810, Pelegrini 12 x 40 e Pelegrini 20 x 40, 

juntamente com o suporte alginato de sódio apresenta diâmetro de poro maior 

se comparado com o diâmetro de poro da lipase comercial Novozym 435 (15,0 

nm). Este fator pode ter determinado as altas atividades da inulinase 

imobilizada em comparação com a enzima livre, obtidos neste trabalho. 

Elevadas áreas superficiais dos suportes, comparando com vários suportes 

testados e apresentados na literatura (SCHERER, 2010) também podem ter 

influenciado positivamente na eficiência do processo de imobilização. 
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1.4.1.3 Determinação do tempo reacional e diluição adequada para medida 

da atividade da enzima imobilizada 

 
 Para determinação do tempo reacional ideal para medida da atividade 

da enzima imobilizada, amostras da inulinase imobilizada nos carvões Alpha 

LA 810, Pelegrini 12 x 40 e Pelegrini 20 x 40 foram retiradas nos tempos de 10, 

20, 30, 40, 50 e 60 minutos e foi medida a atividade, conforme método para 

determinação da atividade da enzima imobilizada (DNS), descrito 

anteriormente. Através das medidas de absorbância em espectrofotômetro 

verificou-se que o tempo de 10 minutos foi o ideal para a medida da atividade 

da enzima imobilizada. 

` Nos testes utilizando os diferentes carvões, nas diferentes diluições 

enzima imobilizada:substrato tampão acetato, a condição avaliada utilizando 2 

mL de enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 mL de água) 

adicionando-se o substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % de sacarose 

até completar 25 mL (em proveta), apresentou melhores resultados, com 

valores dentro dos limites da faixa da curva de calibração. Os resultados das 

atividades (U/mL) obtidas em relação ao tempo, juntamente com as diferentes 

diluições testadas são apresentadas no Anexo I.  

 Com base nos resultados obtidos, o tempo de 10 minutos e a diluição 

enzima imobilizada:substrato (2 mL enzima completando-se em proveta até 25 

mL com substrato tampão acetato 0,1 M (pH 4,8), 2 % sacarose) foram fixados 

para todos os experimentos de medida da atividade da inulinase imobilizada de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. 

 

1.4.2 Otimização das condições de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
Nesta etapa avaliou-se o efeito da concentração de alginato de sódio 

(AS), glutaraldeído (G) e carvão ativado (CA) na imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. Nesta etapa, a quantidade de água 

adicionada foi fixada em 10 mL, a quantidade de enzima livre em 3 mL e da 

sacarose em 50 % em relação ao total de água e solução enzimática para 

todos os experimentos. A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento, com 
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triplicata do ponto central (ensaios 9, 10 e 11) e mais triplicata do ponto central 

sem a adição de sacarose (ensaios 12, 13 e 14) com os valores codificados e 

reais, e as respostas para atividade de inulinase, teor de proteína e atividade 

específica. A partir desta tabela pode-se observar que foram obtidas diferentes 

atividades específicas em função dos níveis estudados neste planejamento 

experimental para cada variável independente avaliada. 

 

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental 23 (valores codificados e reais) 

com as respostas em termos de atividade de inulinase, teor de proteína e 

atividade específica. 
 
Ensaio Alginato 

de sódio 

(%m/v) 

Glutaraldeído 

(%v/v) 

Carvão 

ativado 

(%m/v) 

Atividade de 

inulinase 

(U/mL) 

Teor de 

proteína 

(mg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mg proteína) 

1 -1 (2) -1 (5) -1 (3) 145,6 0,0706 2063,5 

2 +1 (8) -1 (5) -1 (3) 36,6 0,0657 557,9 

3 -1 (2) +1 (15) -1 (3) 150,9 0,0825 1829,1 

4 +1 (8) +1 (15) -1 (3) 49,3 0,0620 796,0 

5 -1 (2) -1 (5) +1 (7) 123,3 0,0872 1414,4 

6 +1 (8) -1 (5) +1 (7) 65,3 0,0870 750,8 

7 -1 (2) +1 (15) +1 (7) 142,1 0,0866 1640,5 

8 +1 (8) +1 (15) +1 (7) 66,7 0,0827 807,4 

9 0 (5) 0 (10) 0 (5) 109,0 0,0760 1436,0 

10 0 (5) 0 (10) 0 (5) 101,0 0,0813 1242,2 

11 0 (5) 0 (10) 0 (5) 131,3 0,0791 1660,9 

12 0 (5) 0 (10) 0 (5) 28,9 0,0835 346,5 

13 0 (5) 0 (10) 0 (5) 24,8 0,0884 281,3 

14 0 (5) 0 (10) 0 (5) 27,1 0,0881 307,4 

Extrato bruto 34,5 0,4361 79,1 

 

 Verifica-se que o maior valor de atividade específica da inulinase 

imobilizada de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi obtida nos menores 

níveis de concentração de alginato de sódio, glutaraldeído e carvão ativado, 

correspondente ao ensaio 1 do planejamento de experimentos, conduzindo a 

valores de atividade específica de 2.063,5 U/mg proteína. Pode-se verificar 

também que menores atividades específicas foram observadas nos ensaios 12, 
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13 e 14, os quais foram realizados sem a adição de sacarose, assim como nos 

ensaios 2, 4, 6 e 8, onde foram utilizadas maiores concentrações do suporte 

alginato de sódio. 

Os resultados obtidos nos ensaios 1 a 11 do planejamento experimental 

foram estatisticamente analisados, onde foram estimados os coeficientes de 

regressão, erro padrão e valores de t e p, apresentados na Tabela 6. Os 

resultados obtidos permitiram a obtenção de um modelo codificado otimizado 

para a imobilização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

em função da concentração de alginato de sódio, o qual está apresentado na 

Equação 1. Para validação do modelo foi realizada a análise de variância 

(ANOVA) apresentada na Tabela 7. Verifica-se que o coeficiente de correlação 

obtido (0,94) e o valor de F (F calculado maior que o F tabelado) validou 

estatisticamente o modelo (p<0,05), e permitiu a construção das superfícies de 

resposta apresentadas na Figura 5. 

 

Tabela 6 - Coeficientes de regressão para a imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. 
 

Parâmetro Coeficiente de 

Regressão 

Erro Padrão t(4) P 

Média 1290,8 

-504,4 

35,8 

-79,2 

37,8 

130,3 

34,8 

73,7 

86,4 

86,4 

86,4 

86,4 

86,4 

86,4 

17,5 

-5,8 

0,4 

-0,9 

0,4 

1,5 

0,4 

0,0001 

0,0043 

0,6994 

0,4111 

0,6843 

0,2061 

0,7077 

(1) Alginato sódio (AS) 

(2) Glutaraldeído (G) 

(3) Carvão ativado (CA) 

Interação 1 x 2 

Interação 1 x 3 

Interação 2 x 3 

* efeitos significativos a p<0,05. 
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Tabela 7 - Análise de variância para imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. 
 

Fonte de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F calculado 

Regressão 2253414 

239030 

2492444 

6 

4 

10 

375569 

59757,5 

6,28 

Residual 

Total 

R = 0,94; F0,05, 6,4 = 6,16. 
 
 

Figura 5 - Superfícies de respostas para a imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em função da concentração de 

alginato de sódio e glutaraldeído (a), de alginato de sódio e carvão ativado (b) e 

glutaraldeído e carvão ativado (c). 

 
                 (a)                 (b) 

 
(c) 

 

 O efeito da concentração do suporte alginato de sódio na imobilização 

da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 pode ser visualizado 
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na Figura 5 (a) e (b), onde nas menores concentrações de alginato de sódio 

maiores atividades específicas foram obtidas. 

 Através da Figura 5 (a) nota-se que na mais baixa concentração de 

alginato de sódio estudada, a concentração de glutaraldeído não influenciou no 

processo de imobilização, porém concentrações mais altas de alginato de sódio 

na faixa de concentração de glutaraldeído estudada conduziram a menores 

atividades específicas. O mesmo resultado pode ser visualizado na Figura 5 

(c), onde a concentração de glutaraldeído não influenciou no processo de 

imobilização, porém concentrações mais altas de carvão ativado na faixa de 

concentração de glutaraldeído estudada conduziram a menores atividades 

específicas. 

PAULA (2007), imobilizando a inulinase de Kluyveromyces marxianus 

var. bulgaricus em carvão ativado, obteve atividade específica de 0,34 U/mg de 

proteína. GASPARI et al. (1999) estudaram a imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus para a hidrólise de extratos de Helianthus tuberosus 

L. em diferentes suportes, onde o substrato foi convertido no gel com eficiência 

de 26 % utilizando como suportes alginato de sódio com glutaraldeído. 

BARRANCO-FLORIDO et al. (2001) avaliaram um sistema de imobilização de 

células de Kluyveromyces marxianus utilizando como suporte alginato de bário 

tratado com glutaraldeído e obtiveram até 85 % de atividade residual após 

cinco ciclos de utilização das células para a reação de hidrólise de inulina. 

 Outros sistemas enzimáticos foram também imobilizados utilizando 

alginato de sódio como suporte. Como exemplo pode-se citar o trabalho de LU 

et al. (2013), os quais imobilizaram células de W. anomala XS1 em alginato de 

cálcio, as quais foram utilizadas para purificação de frutooligossacarídeos. 

SILVA et al. (2008) imobilizaram enzimas amilase de malte de milho por 

oclusão em alginato de sódio utilizando metodologia de planejamento de 

experimentos para otimização do processo. Os melhores resultados foram 

obtidos quando as soluções de malte de milho foram imobilizadas utilizando 

duas faixas de concentração, uma entre 3,7 - 5 g/L e outra entre 15 - 16,2 g/L, 

com pH entre 4,8 e 6,6, utilizando 4 % (m/v) de alginato de sódio. DAY et al. 

(2003) atingiram um rendimento de cerca de 75 % na imobilização de α-
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amilase de uma linhagem de Bacillus circulans GRS313 utilizando alginato de 

sódio como suporte. 

 

1.4.3 Estudo da eficiência do processo de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 

 
 A avaliação da eficiência do processo de imobilização da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi realizada a partir dos resultados 

obtidos na condução do planejamento de experimentos. O estudo foi realizado 

no tempo de 24 horas de tratamento da enzima imobilizada em geladeira. A 

condição experimental utilizada foi a otimizada no primeiro planejamento, o 

ensaio 1, o qual apresentou a maior atividade específica (2.063,5 U/mg de 

proteína). Foram medidas as atividades enzimática e específica da enzima 

imobilizada ao longo do período de armazenamento (24 horas) em geladeira.  

A enzima foi mantida, durante este período em solução tampão acetato 0,1 M 

(pH 4,8) e cloreto de cálcio 0,02 M. Alíquotas foram retiradas nos tempos de 0, 

0,5, 4, 8, 12 e 24 horas. A Figura 6 apresenta o comportamento da atividade 

específica ao longo das 24 horas, medida na enzima imobilizada e na solução 

que a continha. 

A partir da Figura 6 pode-se observar para a enzima imobilizada uma 

atividade específica inicial de 3.020,9 U/mg de proteína, permanecendo 

constante até 24 horas, apresentando atividade específica final de 3.067,9 

U/mg de proteína. Para a solução de tratamento da enzima, pode-se verificar 

valores insignificantes de atividade específica nos tempos de 0 e 0,5 horas, 

zerando a partir de 4 horas em tratamento na geladeira. A observação da figura 

permite verificar que toda a enzima livre foi imobilizada no suporte proposto 

após um tempo de 24 horas de tratamento em geladeira, confirmando que a 

metodologia empregada foi eficiente no processo de imobilização da inulinase 

de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, conduzindo a rendimentos de 

imobilização da ordem de 100%.  
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Figura 6 – Eficiência do processo de imobilização – atividade específica da 

enzima imobilizada e da solução de tratamento da enzima. 
 

 

 

PAULA (2007) estudou a imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus var. bulgaricus em diferentes suportes e obteve eficiência de 

imobilização de 2,25 % utilizando carvão ativado como suporte, 3,0 % 

utilizando carvão ativado tratado com etanol, 16,9 % com o suporte de sílica de 

porosidade controlada e caldo de imobilização parcialmente purificado, e 82,6 

% de eficiência de imobilização utilizando gelatina. Utilizando diferentes 

estratégias de imobilização em suportes orgânicos quitosana e agarose, com 

diferentes protocolos de ativação, VIEIRA (2009) estudou a imobilização de β-

galactosidase de Kluyveromyces fragilis e obteve rendimento de imobilização 

de 100% por adsorção iônica da enzima em MANAE-Agarose, com drástica 

redução da atividade hidrolítica do derivado após o entrecruzamento com 

polialdeído dextrana e glutaraldeído. O mesmo autor estudou a imobilização da 

β-galactosidase por ligação covalente em quitosana coagulada e obteve maior 

atividade catalítica em solução de KOH 0,5 M a 50 °C e ativado com 

glutaraldeído 0,8 % (v/v), com atividade recuperada e rendimento de 

imobilização de 100 %.  
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1.4.4 Caracterização da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-

7571 imobilizada 

 
Conforme mencionado na revisão bibliográfica, existem dois grandes 

problemas associados à aplicação industrial de inulinases para produção de 

frutose: (i) a inulina tem uma solubilidade limitada à temperatura de 

armazenamento, e (ii) há uma grande chance de contaminação microbiana na 

temperatura de armazenamento. Porém, o processo industrial para produção 

de frutose e frutooligossacarídeos é realizado em torno de 60 ºC. A maioria das 

inulinases perde a atividade depois de poucas horas a esta temperatura e 

consequentemente é preciso o reabastecimento da enzima, aumentando assim 

o custo de produção. No entanto, há um crescente interesse na produção e 

caracterização de inulinases termoestáveis (GILL et al., 2006). 

Deste modo, o conhecimento de temperatura e influência de pH na 

atividade de enzima é importante para determinação de taxas de reação 

ótimas. Temperatura alta e pH baixo podem diminuir o risco de contaminação, 

melhorando a solubilidade de alguns substratos, e podem também reduzir a 

formação de cor em alguns xaropes (VANDAMME e DERYCKE, 1983). 

 
1.4.4.1 Efeito do pH e da temperatura na atividade enzimática 
 

Para o estudo do efeito da temperatura e pH na atividade enzimática 

realizou-se um delineamento composto central rotacional 22 (DCCR), com 4 

pontos axiais e triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos. O 

tempo total de reação foi de 10 minutos e as faixas de pH (com adição de 2 % 

de sacarose) e temperatura estudadas são apresentadas na Tabela 8. 

Neste estudo, a condição utilizada na imobilização do extrato bruto foi a 

condição otimizada no primeiro planejamento, o ensaio 1, o qual apresentou 

maior atividade específica. 

 Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 8, o qual mostra que 

a maior atividade específica ocorreu no ensaio 5, com pH 4,5 e temperatura de 

55 °C (1.531,7 U/mg de proteína), seguida pelos ensaios 8 e 3, 

respectivamente, com pH 5,0 e 4,6 e temperatura de 70 e 65,6 °C. 
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Tabela 8 - Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial completo 22, 

(valores codificados e reais) com as respostas em termos de atividade 

enzimática, teor de proteína e atividade específica da inulinase imobilizada. 
 

Ensaio pH 
Temperatura 

(oC) 

Atividade de 

inulinase (U/mL) 

Proteína 

(mg/ml) 

Atividade específica 

(U/mg proteína) 

1 4,6 (-1) 44,4 (-1) 44,2 0,0664 666,0 

2 5,4 (1) 44,4 (-1) 55,9 0,0664 843,1 

3 4,6 (-1) 65,6 (+1) 78,5 0,0664 1182,2 

4 5,4 (1) 65,6 (+1) 69,6 0,0664 1048,6 

5 4,5 (-1,41) 55,0 (0) 101,7 0,0664 1531,7 

6 5,5 (+1,41) 55,0 (0) 51,4 0,0664 775,5 

7 5,0 (0) 40 (-1,41) 53,7 0,0664 809,0 

8 5,0 (0) 70 (+1,41) 99,4 0,0664 1497,9 

9 5,0 (0) 55,0 (0) 52,7 0,0664 794,6 

10 5,0 (0) 55,0 (0) 46,2 0,0664 695,9 

11 5,0 (0) 55,0 (0) 51,7 0,0664 779,6 

Extrato bruto 4,8 50 17,00 0,4299 39,5 

Inulinase 
imobilizada 

4,8 50 67,83 0,0664 1021,6 

 

Os resultados obtidos no planejamento experimental foram 

estatisticamente analisados, e não foi possível a validação de um modelo 

empírico que descrevesse a atividade da inulinase Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 imobilizada em função das variáveis independentes estudadas. 

O gráfico de Pareto com o efeito das variáveis pH e temperatura é apresentado 

na Figura 7. 

 Através da Figura 7 verifica-se que a temperatura apresentou efeito 

significativo positivo (p<0,05), mostrando que uma maior temperatura poderia 

resultar em uma maior atividade específica para a enzima inulinase 

imobilizada. 

O efeito do pH sobre a atividade da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus var. bulgaricus imobilizada em gelatina foi avaliado por PAULA et al. 

(2008), na faixa de 2,5-8,0, onde um ótimo de atividade enzimática foi 

encontrado a pH 3,5.  
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Figura 7 – Gráfico de Pareto do efeito da temperatura e pH na atividade da 

inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 imobilizada. 
 

-,673446

1,472912

1,473669

-1,5699

2,599042

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

1Lx2L

Temperatura(Q)

pH(Q)

(1)pH(L)

(2)Temperatura(L)

 

 
Os mesmos autores avaliaram o efeito da temperatura na atividade da 

inulinase imobilizada e obtiveram maior atividade a 60 °C.  ETTALIBI e 

BARATTI (2001) obtiveram valor de pH ótimo de 5,0 para a atividade da 

inulinase imobilizada de A. ficuum em vidro poroso. WENLING et al. (1999) 

encontraram um pH ótimo de 5,0, na temperatura de 50 °C, na atividade da 

enzima imobilizada de Kluyveromyces sp. Y-85. CATANA et al. (2005) 

obtiveram temperatura ótima de 60 °C para a inulinase comercial Fructozyme L 

imobilizada em alginato de cálcio. ROCHA et al. (2006) encontraram atividade 

máxima da inulinase imobilizada de A. niger a uma temperatura de 50 °C. 

 

1.4.4.2 Estabilidade térmica da inulinase de Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 imobilizada 

 
 A viabilidade dos processos de biotransformação é largamente 

dependente da manutenção da atividade do biocatalisador em função do 

tempo.  A desativação térmica do biocatalisador é uma das principais causas 

do decaimento da atividade, deste modo, a avaliação da estabilidade térmica 

do biocatalisador é uma questão fundamental para a efetiva caracterização de 
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um sistema de bioconversão (CATANA et al., 2007). 

A seguir são apresentados os comportamentos de estabilidade da 

inulinase imobilizada, as quais foram testadas com as enzimas mantidas na 

solução de tampão acetato 0,1 M a pH 4,8 e cloreto de cálcio 0,02 M. Amostras 

de enzimas imobilizadas foram retiradas em determinados intervalos de tempo 

para determinação da atividade enzimática e do teor de proteína. Os resultados 

possibilitaram o cálculo da atividade específica. 

Nas Tabelas 9, 10, 11, 12, 13 e 14 são apresentados os valores de 

atividade específica da enzima imobilizada em função do tempo nas 

temperaturas de geladeira (5 °C), temperatura ambiente (25 °C) e estabilidade 

térmica a 40, 50, 60  e 70 °C , respectivamente. 

 
Tabela 9 – Estabilidade da inulinase imobilizada a 5 °C. 

Tempo (h) 
Atividade 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/mL) 

Atividade Específica 
(U/mg proteína) 

0 165,1 0,1861 887,2 

2 128,8 0,1860 692,8 

4 109,0 0,1666 654,2 

6 110,6 0,1634 677,2 

12 111,9 0,1486 753,5 

24 125,6 0,1912 656,9 

36 193,2 0,2034 950,0 

48 190,9 0,2011 949,8 

72 187,4 0,2000 937,3 

96 162,7 0,1968 826,9 

144 135,4 0,1756 771,1 

192 161,8 0,1981 817,2 

360 173,0 0,2154 803,4 

528 148,5 0,2475 600,4 

696 134,3 0,1630 823,8 

1032 162,6 0,1865 872,2 

1368 181,0 0,2243 806,8 

1824 151,0 0,1972 766,1 

2544 155,6 0,1739 894,9 

3264 130,3 0,1095 796,2 

4704 179,4 0,1949 920,6 

9744 140,4 0,1405 999,4 

Extrato Bruto 34,9 0,4413 79,1 
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Tabela 10 – Estabilidade da inulinase imobilizada a 25 °C. 

Tempo (h) 
Atividade 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/mL) 

Atividade Específica 
(U/mg proteína) 

0 139,5 0,0859 1625,6 

2 136,1 0,0984 1383,1 

4 163,9 0,1059 1549,2 

6 168,7 0,1086 1554,3 

12 157,8 0,1057 1493,2 

24 136,6 0,1078 1267,8 

36 146,3 0,1016 1441,2 

48 131,2 0,0953 1376,8 

72 158,6 0,1155 1374,0 

96 160,1 0,1177 1361,1 

144 150,9 0,1146 1317,8 

192 151,1 0,0871 1734,8 

360 145,9 0,1194 1222,4 

528 132,4 0,1073 1234,2 

696 167,1 0,1355 1233,3 

1032 154,8 0,1258 1231,2 

1368 173,5 0,1210 1434,5 

1824 148,2 0,1423 1041,7 

2544 151,4 0,1318 1148,6 

3264 132,9 0,1419 936,6 

4704 151,3 0,1603 943,8 

9744 178,8 0,1460 1225,4 

Extrato Bruto 30,0 0,3264 91,9 
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Tabela 11 – Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 40 °C. 

Tempo (h) 
Atividade 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/mL) 

Atividade Específica 
(U/mg proteína) 

0 125,6 0,1565 802,9 

2 168,0 0,1726 973,7 

4 147,1 0,1585 928,7 

6 142,5 0,1446 986,3 

12 150,5 0,1617 930,7 

24 152,6 0,1546 987,7 

36 158,1 0,1707 926,4 

48 155,1 0,1779 872,5 

72 160,5 0,2079 772,2 

96 156,0 0,2053 759,9 

144 153,3 0,2229 688,0 

192 151,9 0,1942 782,6 

360 152,9 0,2058 743,0 

528 175,6 0,2764 635,3 

696 184,8 0,2395 771,7 

1032 190,6 0,2290 832,5 

Extrato Bruto 24,6 0,3296 74,7 

 

Tabela 12 – Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 50 °C. 

Tempo (h) 
Atividade 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/mL) 

Atividade Específica 
(U/mg proteína) 

0 191,0 0,1686 1133,4 

2 146,2 0,1444 1013,1 

4 106,7 0,1291 826,7 

6 112,1 0,1579 710,3 

12 115,3 0,1547 745,6 

24 99,3 0,1098 904,8 

36 99,2 0,0849 1169,6 

48 111,0 0,1136 978,0 

72 92,7 0,1136 816,4 

96 95,8 0,1051 912,2 

144 97,9 0,1274 768,6 

192 82,9 0,1116 743,6 

360 115,7 0,1292 895,8 

528 129,8 0,1463 887,3 

696 132,4 0,1140 1161,5 

1032 154,4 0,1379 1120,4 

Extrato Bruto 44,4 0,4959 109,6 
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Tabela 13– Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 60 °C. 

Tempo (h) 
Atividade 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/mL) 

Atividade Específica 
(U/mg proteína) 

0 131,1 0,1112 1179,2 

2 194,5 0,1312 1483,0 

3 100,7 0,1152 874,5 

4 107,7 0,0925 1164,5 

5 116,2 0,1202 967,0 

6 111,7 0,1674 667,5 

12 109,5 0,1569 698,2 

24 105,6 0,1254 842,0 

36 120,7 0,1557 775,3 

48 101,9 0,1863 547,2 

72 101,0 0,1866 541,5 

144 95,8 0,1823 525,7 

216 90,3 0,0928 973,9 

312 116,4 0,1142 1019,2 

384 136,2 0,1379 988,1 

Extrato Bruto 33,3 0,2105 158,3 

 

 

Tabela 14– Estabilidade térmica da inulinase imobilizada a 70 °C. 

 

Tempo (h) 
Atividade 

(U/mL) 
Proteína 
(mg/ml) 

Atividade Específica 
(U/mg proteína) 

0 171,7 0,1321 1300,2 

2 57,4 0,0969 593,5 

3 44,4 0,1541 288,7 

4 47,9 0,1267 378,5 

5 44,0 0,0868 507,3 

6 47,2 0,1412 334,5 

12 45,4 0,1726 263,5 

24 45,5 0,2310 197,3 

36 44,0 0,1853 237,8 

48 39,6 0,1293 306,7 

72 42,7 0,1442 296,7 

Extrato Bruto 61,6 0,2976 207,2 

 

Observa-se um aumento da atividade da enzima imobilizada em relação 

ao extrato bruto. Em termos de estabilidade, os ensaios conduzidos entre 5 e 

60 oC mantiveram suas atividades estáveis, com valores similares aos iniciais, 



Capítulo 1 – Resultados e Discussão 60 

durante todo o experimento. A diferença observada em relação ao tempo de 

estabilidade avaliado deve-se ao fato de ocorrer a degradação do suporte 

durante o armazenamento, a qual é mais pronunciada nas maiores 

temperaturas. Para o ensaio conduzido a 70 °C, diferente das demais 

temperaturas avaliadas, observa-se uma maior perda de atividade nas 

primeiras horas de armazenamento, reduzindo para menos de 30 % em 

relação a inicial com 3 horas de armazenamento. 

A estabilidade térmica da inulinase de K. marxianus var. bulgaricus 

imobilizada em gelatina foi avaliada por PAULA et al. (2008), nas temperaturas 

de 45, 50 e 55 °C, as quais apresentaram, após 24 horas de reação, atividades 

residuais de 78,0, 79,1 e 60,4 %, respectivamente. BARRANCO-FLORIDO 

(2001) estudou um sistema de imobilização de células de Kluyveromyces 

marxianus utilizando como suporte alginato de bário tratado com glutaraldeído, 

onde a enzima imobilizada foi termoestável em temperaturas entre 45 e 65 °C. 

BAJPAI e MARGARITIS (1987) relataram estabilidade da atividade enzimática 

de células imobilizadas de K. marxianus nas temperaturas de 50 a 60 °C. O 

efeito da estabilidade térmica da inulinase imobilizada de Kluyveromyces sp. Y-

85, em diferentes temperaturas por 24 horas foi relatada por WENLING et al. 

(1999), onde a enzima imobilizada manteve 95 % de sua atividade original a 50 

°C. 
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1.5 CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 
1.5.1 Conclusões 

 
Este trabalho teve como objetivo geral investigar, conforme apresentado 

anteriormente, um processo para otimização da imobilização da inulinase 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em carvão ativado e alginato de 

sódio. 

 A metodologia empregada de imobilização se mostrou eficaz, pois 

aumentou a atividade específica da inulinase. 

  O presente trabalho permitiu avaliar a influência da concentração de 

alginato de sódio, glutaraldeído e carvão ativado na imobilização da inulinase 

de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, podendo-se concluir que: 

- A condição otimizada para imobilização da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571, o qual apresentou a maior atividade específica 

(2063,52 U/mg de proteína) foi de 2 % de alginato de sódio (m/v), 5 % de 

glutaraldeído (v/v) e 3 % de carvão ativado (m/v). 

  - No estudo cinético da eficiência do processo de imobilização da 

inulinase pode ser verificado que toda a enzima livre foi imobilizada no suporte 

proposto após um tempo de 24 horas de tratamento em geladeira, confirmando 

que a metodologia foi eficiente no processo de imobilização, conduzindo a 

rendimentos de imobilização da ordem de 100 %. 

 - Na avaliação do efeito do pH e da temperatura na atividade enzimática 

a maior atividade específica foi alcançada com pH 4,5 e temperatura de 55 °C 

(1531,71 U/mg de proteína). 

 - Na avaliação da estabilidade térmica da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571 imobilizada em carvão ativado e alginato de sódio 

observa-se uma diminuição da atividade para a amostra armazenada a 70 °C. 

A temperatura também apresentou um efeito negativo na estabilidade estrutural 

do suporte, proporcionando uma degradação do mesmo, a qual aumenta 

proporcionalmente com a temperatura na faixa entre 40 e 70 °C.  

 

 



Capítulo 1 – Conclusões e Sugestões 62 

1.5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

 
- Avaliar o efeito de outros suportes no processo de imobilização da 

inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-7571; 

 

- Utilizar a inulinase imobilizada em reações de interesse; 

 

- Avaliar o efeito de diferentes pré tratamentos na inulinase imobilizada, 

tais como ultrassom. 
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CAPÍTULO 2__________________ 

 

VALIDAÇÃO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA DETERMINAÇÃO DE 

FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

DE ALTA EFICIÊNCIA COM DETECÇÃO POR INDÍCE DE REFRAÇÃO 

 

2.1  OBJETIVOS 

 
Esta etapa do trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um 

método para análise de frutooligossacarídeos, os quais podem ser sintetizados 

utilizando enzimas microbianas imobilizadas, empregando para a quantificação 

a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada ao Detector por Índice de 

Refração (CLAE-IR). 

 

Como objetivos específicos pode- se citar:  

 

 Análise dos efeitos da temperatura da coluna e do detector em relação à 

análise cromatográfica através de um planejamento fatorial completo. 

  Validação do procedimento analítico avaliando limites de detecção (LD) 

e de quantificação (LQ), curva analítica e linearidade, seletividade, 

precisão, exatidão e robustez. 

  Avaliação do efeito da matriz. 

 Aplicação do método na quantificação de frutooligossacarídeos em uma 

reação em sistema orgânico. 
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2.2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Neste capítulo será apresentada uma breve revisão sobre o estado da 

arte no que concerne à frutooligassacarídeos (FOS), sua produção, 

propriedades funcionais, aplicações e métodos analíticos utilizados para sua 

quantificação. Também será apresentada uma revisão sobre a validação de 

métodos analíticos, objeto do presente estudo.  

 

2.2.1  Frutooligossacarídeos 

 
Os frutooligossacarídeos são uma importante classe de moléculas de 

hidratos de carbono (oligossacarídeos), de ocorrência natural, presentes em 

uma grande variedade de espécies de plantas economicamente importantes, 

como alcachofra, aspargo, beterraba, cana-de-açúcar, chicória, banana, alho, 

cebola e trigo (HARRISON et al., 2009; HARTEMINK, 1997, PASSOS e PARK, 

2003).   

São considerados açúcares não convencionais e sua crescente 

utilização na indústria de alimentos deve-se as suas excelentes características 

funcionais, além de seus aspectos fisiológicos e físicos. São sacarídeos que 

contribuem para a proliferação de bifidobactérias (não patogênicas), uma vez 

que alcançam o intestino grosso sem sofrer processos de digestão enzimática 

(SPIEGEL et al., 1994).   

Representam uma das maiores classe de oligossacarídeos bifidogênicos 

em termos de volume de produção. São compostos por uma molécula de 

sacarose com uma, duas ou três unidades de frutose unidas mediante ligações 

β-(1-2) a molécula de sacarose. O grau de polimerização pode variar de 2 a 10 

unidades, resultando principalmente nos compostos kestose (GF2), nistose 

(GF3) e frutosilnistose (GF4) (Figura 8) (EGEA, 2010; FEINBERG et al., 2009).  
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Figura 8 – Estrutura química da sacarose e dos frutooligossacarídeos: Kestose 

(GF2); Nistose (GF3) e Frutosilnistose (GF4) – Fonte: FEIBERG et al., 2009. 
 

 

 

2.2.2 Produção de Frutooligossacarídeos 
 

A produção, bem como a aplicação de frutooligassacarídeos de grau 

alimentício, tem aumentado rapidamente durante os últimos anos.  

Os frutooligossacarídeos podem ser produzidos comercialmente 

empregando duas vias metabólitas de síntese que se diferenciam pelo 

substrato empregado, inulina ou sacarose. A partir da inulina, mediante sua 

hidrólise enzimática, obtêm-se unidades lineares de frutosil com ou sem uma 

unidade final de glicose. O grau de polimerização dos FOS obtidos por esta via 

varia entre 1 e 7 unidades de frutosil. No caso da sacarose, a reação 

enzimática de transfrutosilação conduz à produção de FOS tanto de cadeias 

lineares como de cadeias ramificadas de oligossacarídeos, com grau de 

polimerização variando entre 1 e 5 unidades de frutosil (ROBERFROID, 1993; 

HIDAKA et al., 1996; HARTEMINK et al., 1997).  

 A transformação enzimática da sacarose pela β-frutofuronosidade ou 

inulinase é a principal fonte comercial para síntese de frutooligossacarídeos 

(RISSO et al., 2012; NING et al.,2010; VEGA e ZÚNIGA-HANSEN, 2011). 

As frutosil transferases (Ftases) são as enzimas responsáveis pela 

produção microbiana de FOS. Elas produzem FOS (GFn) a partir da sacarose 



Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica 77 

(GF), formando inicialmente a kestose (GF2), seguido da nistose (GF3) e 

posteriormente, pela 1-frutosilnistose (ou 1-frutofuranosil nistose) (GF4) 

(SANGEETHA et al., 2005).  

 
2.2.3 Características e aplicações de Frutooligossacarídeos 
 

Os produtos alimentícios são designados pelo gosto, aparência, custo e 

aceitação do consumidor. O design do produto alimentício que confere 

benefícios à saúde é uma tendência relativamente nova. No entanto, a 

crescente aceitação do papel da dieta humana na prevenção e no tratamento 

de doenças, bem como no seu bem-estar tornou o conceito de formulação de 

alimentos em benefício da saúde uma tendência que está se tornando 

rapidamente popular. Esta mudança de atitude tem forçado organizações e 

indústrias envolvidas com formulações alimentares destinadas ao benefício da 

saúde, ao desenvolvimento de novos projetos e produtos (SANGEETHA et al., 

2005). 

Neste contexto destacam-se os frutooligossacarídeos, cujas 

propriedades funcionais, como baixo valor calórico, sabor doce e propriedades 

fisiológicas, fazem destes compostos importantes ingredientes alimentares 

(CRITTENDEN e PLAYNE, 1996).  

Atualmente, o principal interesse de seu emprego como ingredientes nos 

alimentos é devido às suas propriedades fisiológicas. São considerados 

prebióticos, ou seja, ingredientes alimentares não digeríveis, que afetam 

beneficamente a saúde do hospedeiro por estimular seletivamente o 

crescimento e/ou atividade de uma ou mais bactérias no cólon, conferindo 

assim benefícios para a saúde e bem estar do hospedeiro (GIBSON e 

ROBERFROID, 1995; LOSADA e OLLEROS, 2002; ROBERFROID et al., 

2010).  

Eles representam um nutriente seletivo para microrganismos benéficos, 

potencializando a eficiência dos produtos probióticos, uma vez que promovem 

o crescimento/proliferação e estabilização de probióticos, como Acidophiilus, 

Bifidus e Faecium, bactérias benéficas ao trato gastrointestinal do hospedeiro. 

A incorporação de frutooligossacarídeos na dieta ou uma suplementação 
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intensificam a viabilidade e adesão dessas bactérias benéficas no trato 

gastrointestinal, mudando a composição de sua microbiota e promovendo a 

inibição de bactérias patogênicas (PASSOS e PARK, 2003; CHOQUE-

DELGADO et al., 2011). 

Muitos produtos alimentares com frutooligassacarídeos têm chegado ao 

mercado, e são vendidos como alimentos prebióticos, capazes de afetar 

favoravelmente o metabolismo e a saúde do organismo, e são provavelmente 

as fibras prebióticas mais comumente usadas na produção de alimentos 

funcionais. Estudos recentes mostram que a inulina e frutooligossacarídeos 

exibem efeitos prebióticos (CORRADINI et al., 2004; ROBERFROID et al., 

2010). 

Seus baixos valores calóricos e sabor doce os tornam atratívos como 

uma nova alternativa de adoçantes. Apresentam de 0,3 a 0,6 vezes a doçura 

da sacarose. Seu poder adoçante é dependente da estrutura química e da 

massa molecular dos oligossacarídeos presentes no produto. O menor poder 

adoçante, em relação à sacarose, é favorável na produção de alimentos com 

matriz reduzida de doçura é desejável para evidenciar outros “flavours” 

(LAMSAL e FAUBION, 2009). 

Como aplicações, os frutooligossacarídeos podem ser utilizados em 

formulações de sorvetes e sobremeses lácteas que contém no rótulo açúcar 

reduzido, sem adição de açúcar, calorias reduzidas, produto sem açúcar, etc., 

em formulações para diabéticos, em produtos funcionais que promovam efeito 

nutricional adicional nas áreas de prebióticos, simbióticos, fibras dietéticas, em 

iogurtes, promovendo efeito simbiótico (além do próprio efeito probiótico do 

iogurte), em biscoitos e produtos de panificação, substituindo carboidratos e 

gerando produtos de teor reduzido de açúcar. Também podem ser utilizados 

em produtos alimentares para animais (PASSOS e PARK, 2003; STRICKLING 

et al., 2000). 

 

2.2.4 Determinação de Frutooligossacarídeos 
 

Para se avaliar a eficiência de um processo de produção, bem como a 

composição de um produto faz-se necessário o emprego de metodologias 
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analiticas confiáveis. Em relação aos frutooligossacarídeos diferentes 

metodologias de análise encontram-se disponíveis na literatura, como a 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN), a Cromatografia em Camada Delgada 

(CCD), a Cromatografia Gasosa e a Cromatografia Líquida (CLAE) (TIAN e 

KARBOUNE, 2012; PARK et al., 2001, TANRISEVEN e ASLAN, 2005, 

HAYASHI et al., 2000).  

Destes, a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) tem se 

apresentado como uma das técnicas mais populares para análise de 

frutooligossacarídeos, pois permite uma análise rápida e precisa desses 

açúcares, sem a necessidade de etapas muito complexas de preparo de 

amostra.  

Quando do emprego da CLAE como metodologia para a determinação 

de frutooligassacarídeos, destacam os detectores eletroquímicos (PAD) e por 

Índice de Refração (IR). 

O detector eletroquímico foi empregado por SANTOS e MAUGERI 

(2007), para acompanhar a eficiência da síntese de frutooligossacarídeos 

utilizando a sacarose como substrato e a inulinase de Kluyveromyces 

marxianus var. bulgaricus (livre e imobilizada em alginato de sódio), como 

catalisador. RISSO et al. (2010), estudaram a síntese de frutooligossacarídeos 

através da sacarose utilizando inulinase livre de Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 em sistema aquoso e aquoso-orgânico. Os frutooligossacarídeos 

foram quantificados através do sistema CLAE-PAD (Dionex) com detector 

eletroquímico ED-40 e coluna Carbopac PA100.  

A fim de determinar sacarose e frutooligassacarídeos em sucos de fruta, 

FEINBERG et al. (2009) estudaram a validação simultânea de dois 

procedimentos analíticos utilizando CLAE-PAD. A variação de 

frutooligossacarídeos em diferentes graus de polimerização em raízes de 

bardana armazenadas sob diferentes temperaturas foi avaliada por ISHIGURO 

et al. (2010), utilizando uma coluna de carboidratos PA1 com detector de 

amperiometria pulsada. KUHN e FILHO (2010) estudaram a separação de 

frutooligossacarídeos utilizando coluna de leito fixo com zeólitas, e os açúcares 

foram identificados e quanticados por CLAE-PAD. 
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Apesar de sua elevada sensibilidade, a especificidade associada ao 

elevado custo tornam o detector eletroquímico pouco atrativo, quando 

comparados a outros sistemas, no momento da aquisição de um equipamento 

cromatográfico.  

Outros detectores, como o índice de refração, um detector universal de 

baixo custo e sensibilidade moderada, se apresenta como uma alternativa 

economicamente mais viável, principalmente quando se pretende acompanhar 

a eficiência de processos de síntese, onde os açúcares de interesse (FOS) 

encontram-se presentes em concentrações elevadas, normalmente em 

porcentagem.  

Diversos relatos são apresentados na literatura utilizando CLAE-IR para 

determinação de frutooligossacarídeos. Entre eles podem ser citados o 

trabalho de VEGA e ZÚNIGA-HANSEN (2011), que estudaram a síntese de 

frutooligossacarídeos com alta concentração de kestose. As análises foram 

realizadas por CLAE-IR utilizando uma coluna BP-100 Ag+(USA), com 

temperaturas da coluna e do detector de 50 e 45 °C, respectivamente. 

MADLOVÁ et al. (2000) investigaram a biotransformação de sacarose em 

frutooligossacarídeos. A biotransformação foi acompanhada por CLAE-IR, 

utilizando como fase móvel água destilada a uma taxa de fluxo de 0,8 mL.min-1 

e temperaturas da coluna e do detector de 80 e 32 °C, respectivamente. 

SIRISANSANEEYAKUL et al. (2000) estudaram a produção enzimática de 

frutooligossacarídeos, que foram determinados utilizando uma coluna de 

carboidratos (Supelcosil LC-NH2), a temperatura controlada a 30 °C, e uma 

fase móvel de acetronitrila:água (75:25 v/v), com uma taxa de fluxo de 1,0 

mL/min. SHIN et al. (2004) utilizaram o sistema CLAE-IR, empregando uma 

coluna NH2 (Kromasil 100-10), a 40 °C, e uma fase móvel acetronitrila:água 

(70:30 v/v), para analisar os frutooligossacarídeos produzidos por células de 

Aureobasidium pullulans, empregando melaço como substrato. HANG E 

WOODAMS (1996) otimizaram a produção enzimática de FOS analisando os 

mesmos por CLAE-IR, empregando uma coluna Bio-Rad HPX 87C a 85 °C, e 

como fase móvel água a uma taxa de fluxo de 0,6 mL.min-1.  
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2.2.5 Validação de Método Analítico 
 
Para garantir que um novo método analítico gere informações confiáveis  

e interpretáveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliação denominada 

validação (RIBANI et al., 2004). 

A validação de um método é uma exigência na prática de análises 

químicas, e tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado para a 

finalidade pretendida, ou seja, garantir através de estudos experimentais que o 

método atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando 

confiabilidade dos resultados (EURACHEM, 1998; ANVISA, 2003). 

A necessidade de se mostrar a qualidade de medições químicas, através 

de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, está sendo cada vez 

mais reconhecida e exigida. Dados analíticos não confiáveis podem conduzir a 

decisões desastrosas e a prejuízos financeiros irreparáveis (RIBANI et al., 

2004). 

No Brasil, há duas agências credenciadoras para verificar a competência 

de laboratórios de ensaios, a ANVISA e o Instituto Nacional de Metrologia, 

Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO).  

O que se pode observar, contudo, é que não há um procedimento 

normatizado que estabeleça como executar a validação de métodos 

instrumentais de separação. Para cada caso há a necessidade de resultados 

experimentais evidentes, que garantam a funcionalidade do método, bem como 

do tratamento analítico adequado, da avaliação estatística dos resultados e da 

definição dos critérios de aceitação (RIBANI et al., 2004; VALENTINI et al., 

2007).  

A validação de um método é um processo contínuo que começa no 

planejamento da estratégia analítica e continua ao longo de todo o seu 

desenvolvimento. Vários autores definem validação de métodos e os conceitos 

continuam evoluindo e estão constantemente sob consideração pelas agências 

reguladoras (RIBANI et al., 2004).  

Assim, deve-se selecionar, estudar e monitorar constantemente os 

parâmetros mínimos necessários para garantir a interpretação inequívoca dos 

resultados. Alguns dos parâmetros envolvidos no processo de validação de 
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métodos analíticos são: Limite de detecção (LD) e quantificação (LQ), curva 

analítica e linearidade, seletividade, precisão, exatidão e robustez. O efeito 

matriz também pode ser avaliado (PARDO, 2010). 

 

2.2.5.1 Limite de Detecção e Limite de Quantificação 
 

O Limite de detecção (LD) é a menor concentração do analito presente 

na amostra que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificado. Já 

limite de quantificação (LQ) é a menor concentração do analito presente na 

amostra que pode ser determinado com precisão e exatidão aceitáveis. Em 

ambos os casos o resultado é usualmente expresso como a concentração do 

analito na amostra (ANVISA, 2003; VALENTINI, 2007). 

 O LD e o LQ podem ser estimados por diferentes meios: pelo método da 

relação sinal/ruído, do desvio padrão e por processos estatísticos. O método 

mais utilizado para técnicas analíticas em geral é o da relação sinal-ruído 

(RIBANI et al., 2004). 

 A relação sinal-ruído somente pode ser utilizada em métodos que 

apresentem o ruído da linha de base. A concentração do analito que gere uma 

resposta do método três vezes superior ao ruído é considerada o LD. Já o LQ é 

considerado a concentração do analito que gere resposta dez vezes superior 

ao ruído do método (SHABIR, 2003). 

 

2.2.5.2 Curva analítica e Linearidade 
 
  A linearidade de um método analítico é definida como a capacidade do 

método em fornecer resultados que são diretamente, ou por transformações 

matemáticas bem definidas, proporcionais à concentração do analito na 

amostra ao longo de uma faixa de interesse (CHANDRAN e SINGH, 2007). 

 A linearidade de um método pode ser observada pelo gráfico dos 

resultados dos ensaios (área do sinal) em função da concentração do analito 

ou então calculada a partir da equação da regressão linear, determinada pelo 

método dos mínimos quadrados (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003).  

A linearidade é obtida pela padronização interna ou externa e formulada 

pela equação matemática usada para o cálculo da concentração do analito a 
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ser determinado na amostra real. A equação da reta que relaciona as duas 

variáveis é: y = ax + b, onde y = resposta medida (área do pico); x = 

concentração; a = inclinação da curva de calibração = sensibilidade; b = 

intersecção com o eixo y, quando x = 0 (INMETRO, 2007).  

O coeficiente de correlação r permite uma estimativa da qualidade da 

curva obtida, pois quanto mais próximo de 1, menor a dispersão do conjunto de 

pontos experimentais e menor a incerteza dos coefcientes de regressão 

estimados. Um r maior que 0,99 é recomendado pela ANVISA e considerado 

como evidência de ajuste ideal dos dados para a linha de regressão. O 

INMETRO recomenda um coeficiente de correlação com valor acima de 0,90 

(INMETRO, 2003; ANVISA, 2003). 

 

2.2.5.3 Seletividade 
 
 A seletividade do método é uma das medidas que garantem a 

credibilidade das medidas na presença de interferentes, ou seja, é a 

capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em 

presença de outros componentes, tais como impurezas, produtos de 

degradação e componentes da matriz (EURACHEM, 1998; ANVISA, 2003).  

 A cromatografia é um poderoso método de separação de compostos, 

mas não de identificação. A cromatografia apenas fornece dados auxiliares na 

identificação de compostos, por isso, em métodos cromatográficos, é preciso 

tomar as precauções necessárias para garantir a pureza dos picos 

cromatográficos. A utilização de testes de pureza de pico é interessante para 

demonstrar que o pico cromatográfico é atribuído a um só componente 

(SOARES, 2001; ANVISA, 2003).  

 É necessário estabelecer que o sinal produzido durante a análise, o qual 

foi atribuído ao analito, é realmente devido ao analito e não devido à presença 

de alguma substância química similar. Isso é a confirmação da identidade 

(EURACHEM, 1998).  
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2.2.5.4 Precisão 
 
 A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma 

série de medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma amostra, e é 

expressa como desvio padrão, variância ou coeficiente de variação de diversas 

medidas (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).  

 A precisão pode ser considerada no nível de repetitividade e de precisão 

intermediária. Os parâmetros de validação são adequados conforme o uso do 

método a ser validado (BRITO, 2003). 

 A repetitividade é expressa à precisão nas mesmas condições de 

operação (mesmo equipamento, analista, reagentes e dia) em um pequeno 

intervalo de tempo. De acordo com a ANVISA ela pode ser verificada por, no 

mínimo nove (9) determinações, contemplando o intervalo linear do método, ou 

seja, três (3) diferentes concentrações com três (3) replicatas cada, ou com no 

mínimo seis (6) determinações para uma única concentração (a mais elevada 

da região linear da curva) teste.  

 A precisão intermediária do método está relacionada às variações dentro 

de um mesmo laboratório que envolve diferentes dias, diferentes analistas e/ou 

diferentes equipamentos, entre outros. É reconhecida como a mais 

representativa da variabilidade dos resultados em um único laboratório, e como 

tal, mais aconselhável de ser adotada. O objetivo da validação da precisão 

intermediária é verificar que no mesmo laboratório o método fornecerá os 

mesmos resultados. Para a determinação da precisão intermediária 

recomenda-se um mínimo de dois (2) dias diferentes com analistas diferentes 

(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). 

 

2.2.5.5 Exatidão 
 

A exatidão de um método analítico expressa a proximidade da 

concordância entre um valor tido como verdadeiro e o valor encontrado na 

análise. A International Conference on the Harmonization (ICH) e a ANVISA 

determinam que este parâmetro seja avaliado com um mínimo de nove 

determinações, envolvendo um mínimo de três diferentes níveis de 

concentração (baixa, média e alta) (ANVISA, 2003; ICH, 2005). 
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Este parâmetro é calculado pela porcentagem de recuperação de uma 

quantidade conhecida do analito adicionado à amostra, conforme Equação 2, 

ou como a diferença entre a média e o valor aceito como verdadeiro: 

 

% de recuperação = Concentração experimental média x 100                         (2) 

                                            Concentração teórica 

  

O estudo da exatidão pode ser realizado baseado em diferentes 

metodologias, entre elas o uso de ensaios de recuperação, o qual constitui o 

método mais utilizado para validação de processos analíticos. A recuperação 

está relacionada com a exatidão, pois reflete a quantidade de determinado 

analito, recuperado no processo, em relação à quantidade real presente na 

amostra (BRITO et al., 2003).  

Em geral, para adição padrão, uma boa abordagem é adicionar 25, 50 e 

100% da concentração esperada da substância na matriz (RIBANI et al., 2004). 

O cálculo da exatidão por adição padrão deve considerar a priori a 

concentração da substância na amostra e relacionar sua respectiva área com 

as áreas resultantes da adição em diferentes níveis da substância na amostra. 

Assim, é possível encontrar os valores experimentais em termos de 

concentração dos diferentes níveis adicionados, e desta forma relacionar com a 

concentração teórica esperada (PARDO, 2010). 

 

2.2.5.6 Robustez 
 
 A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em 

resistir a pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos 

(ANVISA, 2003). 

 Alguns fatores que devem ser considerados na determinação da 

robustez do método analítico em cromatografia líquida são a influência do pH 

da fase móvel, a variação da composição da fase móvel e a temperatura e o 

fluxo da fase móvel (ANVISA, 2003). 
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2.2.5.7 Efeito Matriz 
 

Uma das competências de um laboratório para produzir dados confiáveis 

é demonstrada pela validação do método de ensaio. Um dos parâmetros de 

desempenho que deve ser avaliado cuidadosamente se refere ao efeito da 

matriz ou efeito da resposta cromatográfica acentuada induzida pela matriz 

(INMETRO, 2007). 

A complexidade das amostras e o número de compostos que co-eluem 

com elas acabam gerando um problema durante a análise, denominado efeito 

matriz. Este efeito pode ser notado pela diferença de resposta obtida em 

padrões preparados no solvente daqueles preparados no extrato da matriz 

(PRESTES, 2007).  

 O efeito da matriz pode gerar sérios problemas analíticos, devido à 

possível super estimação da concentração dos analitos (ZROSTLÌKOVÁ et al., 

2001). 

Várias precauções podem ser utilizadas para eliminar o efeito matriz, 

entre elas, o uso de padrões preparados em extratos dos brancos é a opção 

mais comum utilizada pelos laboratórios pra resolver esse problema (DIAS, 

2010).  

De acordo com o exposto anteriormente, observa-se diversos estudos 

relacionados à produção de frutooligossacarídeos, os quais foram conduzidos 

empregando diferentes métodos analíticos. No entanto, não há estudos na 

literatura a respeito da validação de metodologia analítica por Cromatografia 

Líquida Acoplada ao Detector por Índice de Refração (CLAE-IR) para 

determinação dos mesmos em reações de interesse, o que justifica esta etapa 

do trabalho. 
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2.3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

Neste capítulo serão descritos os materiais e métodos utilizados nesta 

etapa do trabalho bem como os procedimentos laboratoriais adotados durante 

a fase experimental, relacionados à validação do método analítico para 

determinação de frutooligossacarídeos utilizando Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência com detecção por Índice de Refração.  

 
 
2.3.1 Substâncias Químicas e Reagentes 

 

2.3.1.1 Padrões químicos  
 

Os padrões químicos Kestose (GF2), Nistose (GF3) e Frutosilnistose 

(GF4) foram obtidos da Wako Pure Chemical Industries, Ltda.  

 

2.3.1.2 Reagentes 
 

Os solventes utilizados como fase móvel foram acetonitrila grau HPLC 

(Vetec e J.T. Baker) e a água ultra-pura. Para as reações em meio orgânico, foi 

utilizado como substrato sacarose (Vetec) e como solvente acetato de etila 

(Vetec).   

 

2.3.1.3 Instrumentação 
 

Foi empregado um cromatógrafo líquido Agilient 1100 Series equipado 

com uma bomba quaternária, detector de índice de refração, coluna modelo 

Luna NH2 100A (250 x 4,6 mm, 5 µm - Phenomenex - USA), alça de 

amostragem de 5 uL, forno marca Agilient série DE43642125, com controle de 

temperatura até 60 °C. A fase móvel avaliada neste estudo foi uma mistura de 

acetonitrila e água. 

 

2.3.2 Preparo da Solução Padrão 
 

A solução padrão de Kestose, Nistose e Frutosilnistose foi preparada 

dissolvendo-se 50 mg de cada padrão na fase móvel, obtendo-se uma solução 
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estoque de 10.000 mg.L-1. As soluções de trabalho utilizadas na otimização e 

validação do método foram obtidas a partir da solução estoque por meio de 

diluições sucessivas.  

 

2.3.3 Validação do Método Analítico 
 
 Os parâmetros considerados na validação do método foram: limites de 

detecção (LD) e de quantificação (LQ), curva analítica e linearidade, 

seletividade, precisão, exatidão e robustez. Também avaliou-se o efeito da 

matriz (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).  

 

2.3.3.1 Otimização das Condições Cromatográficas 
 

Inicialmente foram avaliados os efeitos da temperatura da coluna e do 

detector em relação à análise cromatográfica. 

Para tanto foi realizado um delineamento composto central 22. A Tabela 

15 apresenta as faixas de temperatura estudadas e a resposta avaliada foi a 

intensidade/amplitude do ruído, o qual é empregado para o cálculo dos limites 

de detecção (LD) e quantificação (LQ), considerando a relação sinal/ruído de 3 

e 10 vezes, respectivamente. Os resultados foram analisados utilizando 

Statistica 6.0 Statsoft Inc.  

 

Tabela 15- Variáveis e níveis estudados no delineamento composto central 22 

para otimização das condições cromatográficas. 

 

Variáveis/Níveis Temperatura coluna 
 (°C) 

Temperatura Detector 
(°C) 

-1 20 25 

0 30 35 

1 40 45 

 

Nesta etapa do estudo, com base em ensaios preliminares, a fase móvel 

utilizada foi uma mistura de acetronitrila:água (70:30), vazão da fase móvel 1 

mL.min-1 e volume de injeção 5 µL.  
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A partir dos resultados do planejamento experimental, as variáveis 

temperaturas da coluna e do detector foram fixadas para os próximos 

experimentos de validação. 

 

2.3.3.2 Limite de detecção e de quantificação 
 

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram determinados 

segundo o método da relação sinal/ruído (s/n), que estabelece um s/n ≥ 3 para 

o LD e s/n ≥ 9 para o LQ.  

 

2.3.3.3 Curva analítica e Linearidade 
 
 A curva analítica foi construída a partir do limite de quantificação do 

Frutosilnistose, o qual apresentou o maior LD, (100 mg.L-1) até uma 

concentração de 5.000 mg.L-1. Os níveis de concentração empregados para a 

construção da curva analítica foram de 100, 250, 500, 1.000, 2.500 e 5.000 

mg.L1.  A avaliação da linearidade do método analítico foi efetuada mediante a 

obtenção de três curvas autênticas. Foram considerados com boa linearidade 

curvas com valores para o coeficiente de correlação linear (r2) > 0,99 (ANVISA, 

2003).  

 
 
2.3.3.4 Seletividade 
 
 O ensaio de especificidade foi realizado através de uma análise de uma 

solução contendo os padrões Kestose, Nistose e Frutosilnistose, o substrato 

sacarose, glicose e frutose, todos presentes em uma concentração de 1.000 

mg.L-1.  

 

2.3.3.5 Precisão 
 

A precisão do método foi avaliada em termos de repetitividade e 

precisão intermediária. A repetitividade foi avaliada a partir de 6 determinações 

de uma concentração teórica (5.000 mg.L-1), efetuadas no mesmo dia, 

executadas pelo mesmo analista, nas mesmas condições cromatográficas. A 
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precisão intermediária foi avaliada a partir da análise em triplicata de 3 

concentrações, contemplando o intervalo linear do método, o qual foi realizado 

em dias diferentes, resultando em nove injeções para cada composto.  

As respostas foram expressas através da estimativa do desvio padrão 

relativo (DPR%), segundo a equação 3 (ANVISA, 2003): 

 

                                  
100(%) x

CMD

DP
DPR 










                                   
(3) 

 

Onde: 

DP = desvio padrão, 

CMD = concentração média determinada. 

 

2.3.3.6 Exatidão 
 
 O ensaio de exatidão foi realizado a partir de uma reação de síntese de 

frutooligossacarídeos, a qual, após a síntese, foi contaminada com quantidades 

conhecidas de kestose, nistose e frutosilnistose, empregadas posteriormente 

para o cálculo da quantidade de recuperação do método.  

 A reação de síntese empregada neste estudo foi realizada em shaker 

com agitação constante de 150 rpm, utilizando acetato de etila como solvente e 

sacarose como substrato. Após dissolução completa do substrato no solvente, 

a inulinase comercial Aspergillus niger foi adicionada. Após o término da 

reação (24 horas) o solvente foi evaporado em rotavapor e a amostra rediluida 

a 100 mL com água, os quais foram posteriormente divididos em quatro 

alíquotas de 25 mL. Destas, uma alíquota foi empregada como referência. As 

outras três foram contaminadas, a partir da solução padrão de 5.000 mg.L-1, 

com quantidades conhecidas de FOS (500, 1.000 e 2.500 mg.L-1) . O ensaio foi 

realizado em triplicata para cada concentração, permitindo avaliar o percentual 

de recuperação com maior segurança.  
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2.3.3.7 Robustez 
 

A robustez do método cromatográfico foi determinada através de 

análises da solução contendo sacarose, glicose, frutose e os padrões kestose, 

nistose e frutosilnistose, sobre diferentes condições. Os parâmetros avaliados 

foram mudanças do fluxo (0,8, 1,0 e 1,2 mL.min-1) e da concentração da fase 

móvel acetonitrila:água (60:40, 70:30, 80:20). Os parâmetros tempo de 

retenção e área dos picos foram empregados como critério de análise. 

 

2.3.3.8 Efeito Matriz 
 

A avaliação do efeito matriz foi feita com base na comparação das 

inclinações das curvas analíticas dos FOS obtidas na fase móvel e no extrato 

branco da matriz (solvente). Para isso, foram preparadas soluções em seis (6) 

níveis de concentração no solvente e cinco (5) na matriz, sendo realizadas 

injeções em triplicata para cada nível de concentração. Como matriz foi 

empregada uma solução contendo frutose, glicose e sacarose na concentração 

de 5.000 mg.L-1. A escolha desta matriz deve-se a aplicabilidade do método, o 

qual será utilizado para acompanhar a produção de FOS empregando sacarose 

como substrato. Na síntese, parte da sacarose é convertida previamente em 

frutose e glicose, ou seja, os três açúcares podem encontrar-se presentes 

como interferentes no meio reacional. 

O cálculo para avaliação do efeito matriz foi feito utilizando a Equação 4 

(CERQUEIRA et al., 2011): 

                                          












s

m

S

S
xC 1100(%)                                 (4) 

 

Onde: 

Sm e Ss correspondem às inclinações das curvas analíticas obtidas na 

matriz e na fase móvel, respectivamente.  
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2.3.4 Aplicação do método analítico 
 
 A aplicação do método analítico foi realizada através de uma reação de 

síntese de FOS utilizando acetato de etila e tampão acetato como solvente e 

sacarose como substrato. Após dissolução completa do substrato no solvente, 

a inulinase comercial Aspergillus niger imobilizada, conforme metodologia de 

RICHETTI et al. (2012), foi adicionada no meio reacional. Após o término da 

reação (24 horas) a inulinase foi filtrada, o solvente foi evaporado em rotavapor 

e a amostra rediluida a 100 mL com fase móvel e analisada em CLAE-IR, na 

condição otimizada.  
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Neste item serão apresentados e discutidos os resultados obtidos ao 

longo do estudo de validação do método analítico para determinação de 

frutooligossacarídeos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência utilizando 

detector por Índice de Refração.  

 
2.4.1 Otimização das condições cromatográficas: Efeito das temperaturas 

da coluna e do detector 

 

Considerando que a temperatura é um parâmetro que pode interferir 

tanto na separação cromatográfica quanto na qualidade do sinal, inicialmente 

avaliou-se os efeitos da temperatura da coluna e do detector em relação à 

análise cromatográfica. Depois do tipo de fase estacionária, a temperatura da 

coluna é o fator que mais afeta a separação cromatográfica (COLLINS, 2006).  

Em relação às temperturas da coluna e do detector há diferentes 

condições descritas na literatura, variando entre 30 e 85 oC (VEGA e ZÚNIGA-

HANSEN, 2011; MADLOVÁ et al. 2000; SIRISANSANEEYAKUL et al. 2000; 

HANG e WOODAMS, 1996).  

Para este estudo, as regiões de temperatura para a coluna e para o 

detector foram estabelecidas com base na metodologia analítica apresentada 

por VEGA e ZÚNIGA-HANSEN (2011), que empregam temperaturas da coluna 

e do detector de 50 e 45° C, respectivamente. Nesta etapa, foi utilizada uma 

fase móvel de acetronitrila:água (70:30), fluxo da fase móvel 1 mL.min-1, 

volume de injeção de 5 µL.  

A Tabela 16 apresenta a matriz do planejamento, com os valores 

codificados e reais, e as respostas para o ruído e os limites de detecção (LD) e 

limites de quantificação (LQ) para a Kestose, Nistose e Frutosilnistose, 

respectivamente. Pode ser observado que foram obtidos diferentes limites de 

detecção e de quantificação em função dos níveis estudados neste 

planejamento experimental para cada variável independente avaliada. 
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Considerando que ambos os limites de detecção e quantificação para os 

três compostos em estudo foram calculados em função do ruído (expresso na 

tabela em nRIU), este foi empregado para análise estatística dos dados. 

 

Tabela 16 – Matriz do planejamento 22 (valores codificados e reais) com as 

respostas em termos de ruído, limite de quantificação e limite de detecção para 

a Kestose (K), Nistose (N) e Frutosilnistose (F).  
 
Ensaio T 

coluna 
(°C) 

T 
detector 

(°C) 

 Ruído 
(nRIU) 

              LD (mg L-1) 

    K             N             F 

LQ (mg L-1) 

   K              N             F 

1 20 25 30 19,9 24,7 30,8 59,8 74,2 92,5 

2 20 45 190 117,7 149,9 189,9 353,1 449,7 569,8 

3 40 25 45 24,6 31,8 37,5 73,9 95,5 112,5 

4 40 45 75 38,7 48,0 57,9 116,2 144,1 173,8 

5 30 35 55 31,2 40,4 46,3 93,7 121,1 139,0 

6 30 35 60 34,1 44,0 50,5 102,2 132,1 151,6 

7 30 35 58 32,9 42,6 48,9 98,8 127,7 146,6 

 

Verifica-se que os menores valores para o ruído e, consequentemente 

para os LD e LQ, para os três compostos avaliados foram obtidos no ensaio 1 

do planejamento experimental, o qual foi conduzido empregando temperaturas 

similares entre a coluna e o detector (20 e 25 °C, respectivamente). Esta 

tendência foi vinculada à proximidade da temperatura da coluna com a 

temperatura do detector, o qual minimiza alterações bruscas na temperatura da 

fase móvel, proporcionando uma condição de linha base mais estável e, 

consequentemente, tornando o ruído da linha base menor. 

Os resultados obtidos no planejamento experimental foram 

estatisticamente analisados. Os coeficientes de regressão, erro padrão e 

valores de t e p, obtidos a partir desta análise, são apresentados na Tabela 17.  

Os resultados obtidos permitiram a obtenção de um modelo codificado 

otimizado para a intensidade/amplitude do ruído, em função da temperatura do 

detector, o qual está apresentado na Equação 5.  

Para a validação do modelo foi realizada a análise de variância (ANOVA) 

apresentada na Tabela 18.  
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Tabela 17 - Coeficientes de regressão para o intensidade/amplitude do ruído 

nos limites de detecção e quantificação na otimização das condições 

cromatográficas em CLAE/IR. 
 

Parâmetro Coeficiente de 
Regressão 

Erro 
Padrão 

t(3) P 

Média 73,28 7,85 9,33 0,002600* 

(1) T coluna -25,00 10,38 -2,40 0,095186 

(2) T detector 47,50 10,38 4,57 0,019596* 

Interação 1 x 2 -32,50 10,38 -3,13 0,052049 

* efeitos significativos a p<0,05. 

 

DetectorT

mgLção)QuantificadeLimiteeDetecçãode(Limiteruídodoee/amplitudIntensidad

.50,4728,73

)( 1





                 (5) 

 

 

Tabela 18 - Análise de variância para a intensidade/amplitude do ruído dos 

limites de detecção e quantificação na otimização das condições 

cromatográficas em CLAE/IR. 

 

Fonte de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F calculado 

 

Regressão 15750,00 3 5250 12,17 

Residual 1293,43 3 431,14 

Total 17043,43 6  

R = 0,96; F0,05, 3,3 = 9,28. 

 

Verifica-se que o coeficiente de correlação obtido (0,96) e o valor de F (F 

calculado maior que o F tabelado) validou estatisticamente o modelo (p<0,05), 

permitindo a construção da superfície de resposta (Figura 9).  
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Figura 9- Superfície de resposta para a intensidade/amplitude do ruído (limites 

de detecção e quantificação) na otimização das condições cromatográficas em 

HPLC/IR em função da temperatura da coluna e do detector. 
 

 

 

De acordo com a superfície de resposta, o efeito da temperatura da 

coluna somente é pronunciado para as maiores temperaturas do detector. 

Através da Figura 9 pode ser visualizado que a temperatura do detector 

influenciou na intensidade/amplitude do ruído, sendo que uma menor 

temperatura do detector conduziu a menores valores do ruído, ou seja, as 

quantidades mínimas detectáveis pelo equipamento, melhorando assim a 

sensibilidade do método, permitindo a detecção de menores quantidades de 

frutooligossacarídeos. A temperatura da coluna não influenciou na 

intensidade/amplitude do ruído na faixa  estudada. 

Cabe destacar que para todas as condições ensaiadas observou-se uma 

excelente resolução dos frutooligossacarídeos, sem sobreposição de sinais, 

inclusive quando comparado a sacarose, comumente empregada como 

substrato, e frutose e glicose, precursores dos frutooligossacarídeos. 

Com base nos resultados obtidos, as temperaturas de 20 e 25 °C para a 

coluna e detector, respectivamente, condição que apresentou o menor ruído, 

ou seja, menores limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ), foram 
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selecionadas para os demais experimentos de validação da metodologia para 

quantificação de frutooligossacarídeos.  

Os efeitos dos parâmetros de produção para a biotransformação de 

sacarose em frutooligossacarídeos utilizando cepa de Aureobasidium pullulans, 

através de um planejamento Placket-Burmann, foi estudado por SILVA et al. 

(2011). Os frutooligossacarídeos resultantes foram analisados em CLAE com 

uma coluna Lichrospher 100 NH2, fase móvel acetonitrila:água (70:30), fluxo de 

1 mL.min-1 e temperatura de 26 °C. DOMINGUEZ et al. (2012) também 

utilizaram os mesmos microrganismos para produzir frutooligossacarídeos, e as 

análises foram realizadas em uma coluna de carboidratos ES (Alltech), fase 

móvel acetronitrila e 0,04% de hidróxido de amônio em água (70:30 v/v), a uma 

taxa de fluxo de 1,0 mL.min-1, com detector de índice de refração. NEMUKULA 

et al. (2009) estudaram a síntese de frutooligossacarídeos utilizando 

planejamento de experimentos, onde as concentrações dos 

frutooligossacarídeos  produzidas foram quantificadas em  CLAE-IR com uma 

coluna de carboidratos C18 e fase móvel 73 % (v/v) acetronila em água.  

 

2.4.2 Curva analítica e Linearidade 
 
 Através da elaboração de curvas de calibração em triplicata (Anexo II), a 

linearidade do método foi determinada. A partir do método dos mínimos 

quadrados, com o auxílio do software Excel, foram obtidos a equação da reta 

da relação entre a área (sinal) e a concentração do composto, e o coeficiente 

de correlação linear para a Kestose, Nistose e Frutosilnistose (Tabela 19).  

 
Tabela 19 - Valores de faixa linear, r2 e equação da reta para os açúcares 

kestose, nistose e frutosilnistose no solvente.  
 

Composto Faixa linear (mg L-1)    r2 Equação da reta 

Kestose 100 – 5.000  0,998 y = 0,022x - 24,07 

Nistose 100 – 5.000  0,998 y = 0,025x - 18,62 

Frutosilnistose 100 – 5.000  0,998 y = 0,027x - 25,66 

Condições: temperatura da coluna (20 oC) e do detector (25 oC), Fase móvel ACN:H2O, 70:30 

(v/v), vazão: 1,0 mL.min-1, volume de injeção 5 uL. 
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Através dos valores obtidos, pode-se concluir que as curvas analíticas 

nas faixas lineares estudadas no solvente apresentaram excelentes valores 

para os coeficientes de correlação (r2>0,99) para os três compostos de 

interesse. Estes resultados encontram-se dentro dos critérios de aceitação 

recomendados pela ANVISA e pelo INMETRO. Segundo a ANVISA (2003), o 

critério mínimo aceitável do coeficiente de correlação (r2) da curva de 

calibração é de 0,99. O INMETRO recomenda um coeficiente acima de 0,90. 

 

2.4.3 Seletividade 
 

A seletividade do método foi determinada através da constatação visual 

da separação dos picos cromatográficos obtidos para uma amostra sintética 

contendo os padrões e possíveis interferentes. A Figura 10 apresenta o 

cromatograma obtido para a amostra sintética contendo o substrato sacarose, 

os compostos frutose e glicose (precursores do FOS) e os padrões de 

frutooligosasacarídeos, kestose, nistose e frutosilnistose, na concentração de 

1.000 mg.L-1
.  

 

Figura 10 - Cromatograma de uma amostra sintética contendo frutose (tR = 

4.891 min), glicose (tR = 5.246 min), sacarose (tR = 5.760 min), kestose (tR = 

6.713 min), nistose (tR =7.620 min) e frutosilnistose (tR = 8.679 min). Fase 

móvel ACN:H2O, 70:30 (v/v), vazão: 1,0 mL.min-1, temperatura da coluna: 20 
oC, temperatura do detector: 25 oC. Alça de 5 µL, tempo de corrida 14 min. 
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A inexistência de sobreposições de sinais nas condições avaliadas (fase 

móvel ACN:H2O, 70:30 (v/v), vazão: 1,0 mL.min-1, Temperatura da Coluna: 20 

oC, Temperatura do Detector: 25 oC. Alça de 5 uL), demonstra a seletividade do 

método para os compostos em estudo, na aplicação de interesse que é a 

síntese de FOS empregando como subtrato a sacarose. O cromatograma 

mostra ser capaz de determinar quali e quantitativamente cada composto 

utilizando seus tempos de retenção, garantindo que o pico obtido no 

cromatograma seja exclusivo ao composto de interesse. 

 

2.4.4 Precisão 
 
 A precisão do método foi determinada em termos de repetividade e 

precisão intermediária, sendo expressa através da estimativa do desvio padrão 

relativo (DPR%) . A área do sinal referente à solução de 5.000 mg.L-1, 

encontram-se apresentadas no Anexo III. 

 A média com o desvio padrão e o desvio padrão relativo obtidos para 

uma solução de 5.000 mg.L-1, encontram-se apresentados na Tabela 20.  

 
Tabela 20- Desvio padrão (S) e desvio padrão relativo (DPR%) para a Kestose, 

Nistose e Frutosilnistose na repetitividade (n=6) de uma solução contendo 

5.000 mg.L-1. 
 

Composto Média e Desvio Padrão (S) DPR (%) 

Kestose             4.257,3  47,2 1,1 

Nistose 4.820,1  123,2 2,5 

Frutosilnistose 5.182,1  141,8 2,7 

.  

Em termos de repetitividade para o método, no nível de concentração de 

5.000 mg.L-1, o desvio padrão relativo encontrado para n = 6, foi de 1,1; 2,5 e 

2,7 % para a kestose, nistose e frutosilnistose, respectivamente (Tabela 20). 

A precisão intermediária do método foi determinada a partir da análise 

em triplicata de 3 concentrações contemplando o intervalo linear do método 

(250, 1000 e 5000 mg.L-1), o qual foi realizado em três dias diferentes, 

resultando em nove (n=9) injeções para cada concentração. Os valores do 
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desvio padrão relativo (DPR%) obtidos para a kestose, nistose e frutosilnistose 

estão apresentados na Tabela 21. 

A partir dos resultados apresentados pode ser visto que o DPR% variou 

de 0,6 a 12,0 % para os três compostos.  

Os valores de DPR% obtidos para o método, tanto na precisão quanto 

na precisão intermediaria, encontram-se dentro dos limites aceitáveis (DPR% ≤ 

20 %) para métodos cromatográficos (RIBANI et al., 2004). 

 
Tabela 21- Desvio padrão (S) e desvio padrão relativo (DPR%) para a Kestose, 

Nistose e Frutosilnistose na precisão intermediária. 
 

Composto 
Média  Desvio Padrão (S) DPR (%) 

250 1000 5000 250 1000 5000 

Kestose 251,0  17,4 1.190,3  130,4 4.796,5  393,0 6,9 10,9 8,1 

Nistose 277,4  1,6  1.063,5  56,2 5.141,7  619,1 0,6 5,2 12,0 

Frutosilnistose 277,4  14,2 1.268,4  69,5 5.888,3  570,7 5,1 5,4 9,7 

 

2.4.5 Exatidão 
 

A exatidão foi demonstrada através do percentual de recuperação do 

método. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 22.  

 
Tabela 22 – Valores de recuperação para a kestose, nistose e frutosilnistose. 

Composto Nível de 

fortificação mg L-1 

Valor medido 

mg L-1 

Recuperação 

(%) 

 0 2.226,9  

 500 2.793,7 113,4 

Kestose 1.000 3.290,1 106,3 

 2.500 4.931,3 108,2 

 0 803,2  

 500 1.345,7 108,5 

Nistose 1.000 1.787,1 98,4 

 2.500 3.349,1 101,8 

 0 932,3  

 500 1.432,0 99,5 

Frutosilnistose 1.000 1.954,9 102,3 

 2.500 3.758,4 113,0 
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Os valores de recuperação variaram entre 106,3 a 113,4 % para a 

Kestose, 98,4 a 108,5% para a Nistose e 99,5 a 113 % para Frutosilnistose, na 

faixa de fortificação avaliada, a qual foi entre 500 e 2.500 mg.L-1. Os valores de 

recuperação encontrados, os quais nos remetem a exatidão do método, foram 

considerados satisfatórios, uma vez que estão de acordo com os aceitos pela 

literatura, entre 70 e 120 % (RIBANI et al. 2004; BRITO et al. 2003). Neste 

contexto, os resultados obtidos comprovaram a confiabilidade do método. 

 

2.4.6 Robustez 
 
 A avaliação da robustez de um método analítico permite avaliar a 

susceptibilidade do método às variações nas condições analíticas. 

 A Tabela 23 apresenta os resultados obtidos na avaliação da variação 

da vazão da fase móvel na análise dos frutooligossacarídeos.  

 

Tabela 23 - Variação na vazão da fase móvel na análise de kestose, nistose e 

frutosilnistose. 
 

Fluxo 0,8 mL min-1 1,0 mL min-1 1,2 mL min-1 

 Área Tempo de 
retenção 

Área Tempo de 
retenção 

Área Tempo de 
retenção 

Kestose 5,08 x 104 8,3 4,16 x 104 6,71 3,43 x 104 5,61 

Nistose 5,01 x 104 9,5 3,85 x 104 7,62 3,39 x 104 6,36 

Frutosilnistose 4,99 x 104 10,8 4,18 x 104 8,67 3,67 x 104 7,24 

 Fase móvel acetonitrila:água (70:30). 

Através dos resultados obtidos pode se observar que a variação na 

vazão da fase móvel não alterou de forma expressiva o tempo de retenção e as 

áreas dos picos referentes aos frutooligossacarídeos. Observa-se também que 

quanto maior a vazão, menor foi o tempo de retenção dos 

frutooligossacarídeos analisados.  

A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos na avaliação da variação 

da composição da fase móvel na análise dos frutooligossacarídeos. 
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Tabela 24 - Variação da composição da fase móvel na análise de Kestose, 

nistose e frutosilnistose.  
 
Fase Móvel 

ACN:Água 

60:40 70:30 80:20 

 Área Tempo de 
retenção 

Área Tempo de 
retenção 

Área Tempo 
de 

retenção 

Kestose - - 4,16 x 104 6,71 4,14 x 104 13,78 

Nistose - - 3,85 x 104 7,62 4,32 x 104 14,93 

Frutosilnistose - - 4,19 x 104 8.67 4,13 x 104 16,12 

 Vazão da FM:1mL.min -1. 

 

Em relação à variação da composição da fase móvel constatou-se uma 

sobreposição de sinais, prejudicando a análise, para a fase móvel 

acetronila:água contendo uma proporção de 60:40. Para as demais 

composições da fase móvel não foram observadas alterações em relação a 

área dos FOS . 

 

2.4.7 Avaliação do Efeito Matriz 
 
 A ocorrência ou não do efeito matriz nos frutooligossacarídeos foi 

avaliada através das curvas analíticas dos compostos de interesse. 

 Neste experimento, a intensidade do ruído foi maior que a observada 

para a solução sem a matriz, a tal ponto que impediu a integração do sinal 

referente a concentração de 100 mg.L-1. Sendo assim, a faixa linear estudada 

foi de 250 a 5.000 mg.L-1.  

A Tabela 25 apresenta a faixa linear estudada, onde pode ser 

visualizado que as curvas analíticas (Anexo II) apresentaram boa linearidade 

na faixa de concentração estudada, com coeficiente de correlação (r2) variando 

de 0,984 a 0,989 para os três compostos. 
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Tabela 25- Valores de faixa linear, r2 e equação da reta para os açúcares 

kestose, nistose e frutosilnistose na matriz.  
 

Composto Faixa linear (mg L-1)       r2 Equação da reta 

Kestose         250 – 5.000        0,984       y = 0,026x  -  39,04 

Nistose         250– 5.000        0,989       y = 0,028x  -  307,7 

Frutosilnistose         250 – 5.000        0,986       y = 0,025x  -  170,2 

Condições: temperatura da coluna (20 oC) e do detector (25 oC), Fase móvel ACN:H2O, 70:30 

(v/v), vazão de 1,0 mL.min-1, volume de injeção de 5 µL. 

  

O efeito matriz para a kestose, nistose e frutosilnistose foi de -18,2, 12,0 

e 7,4 %, respectivamente. O efeito matriz é considerado baixo para intervalos 

entre -20 % < C % < 20 %, médio para os intervalos -50 % < C % < -20 % ou 

20 % > C % > 50 % e elevado para os intervalos C % < -50 % ou C % > 50 % 

(CERQUEIRA et al. 2011). Portanto, pode-se verificar que a ocorrência do 

efeito matriz na quantificação dos frutooligossacarídeos é baixa para os três 

compostos avaliados.  

A realização da curva analítica realizada na matriz permite a 

quantificação dos frutooligossacarídeos em reações com concentrações mais 

elevadas (a partir de 250 mg.L-1).  

 

2.4.8 Aplicação do método analítico 
 
 O método empregando CLAE-IR, após ser validado, foi aplicado para 

quantificação de FOS em uma reação em sistema orgânico utilizando uma 

inulinase comercial imobilizada em alginato de sódio e carvão ativado 

(RICHETTI et al., 2012). Os valores obtidos após análise na condição 

otimizada com temperatura de 20 e 25 °C para a coluna e para o detector, fase 

móvel acetonitrila/água 70:30, fluxo da fase móvel 1 mL.min-1  foram de 27,7, 

21,0 e 3,9 % para a kestose, nistose e frutosilnistose, respectivamente. O 

rendimento total de FOS foi de 52,6 %.  
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2.5 CONCLUSÕES  

 
 Nesta etapa do trabalho foi estudada a validação de um método analítico 

para determinação de frutooligossacarídeos por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência utilizando Detector por Índice de Refração (CLAE-IR). 

 A otimização das condições cromatográficas foi realizada, permitindo a 

identificação e quantificação dos compostos em estudo, e a escolha do 

detector IR foi satisfatória, podendo-se concluir que: 

 - Somente a temperatura do detector influenciou na 

intensidade/amplitude do ruído, sendo que uma menor temperatura do detector 

conduziu a menores valores do ruído, ou seja, as quantidades mínimas 

detectáveis pelo equipamento; 

- Os menores valores de LD e LQ para a kestose, nistose e 

frutosilnistose foram obtidos no experimento empregando temperaturas 

similares entre a coluna e o detector, de 20 e 25 °C, respectivamente. 

- As curvas analíticas no solvente apresentaram valores de r maiores 

que 0,99 para as faixas de concentração estudadas, estando dentro do critério 

de aceitação.  

- A seletividade do método foi assegurada, ou seja, o método mostrou-se 

seletivo para os compostos em estudo, mostrando-se capaz de determinar 

cada composto. 

- No estudo da precisão do método, em termos de repetitividade e de 

precisão intermediária os DPR% observados estão dentro dos limites 

aceitáveis para métodos cromatográficos. 

- Os valores de exatidão variaram entre 106,3 a 113,4 % para a Kestose, 

98,4 a 108,5% para a Nistose e 99,5 a 113 % para Frutosilnistose. 

- Na avaliação da robustez do método analítico pode ser observado que 

a variação na vazão da fase móvel não alterou de forma significativa o tempo 

de retenção e as áreas dos picos referentes aos frutooligossacarídeos, e na 

variação da composição da fase móvel observou-se uma sobreposição de 

sinais para a fase móvel acetonitrila:água na proporção de 60:40. 
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-  A matriz apresenta um efeito pouco pronunciado na quantificação dos 

frutooligossacarídeos para os três compostos avaliados.  

- Com base nos resultados obtidos, utilizando fase móvel 

acetronitrila:água (70:30), temperatura da coluna 20 °C e do detector 25 °C, 

fluxo da fase móvel 1 mL min-1, volume de injeção 5 µL, com detector por 

índice de refração (IR), conclui-se que o método proposto é confiável e 

eficiente. 
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ANEXO I 

 

Tabela I.A – Atividade em função do tempo, na diluição utilizando 4 ml de 

enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 4 ml de água) adicionando-

se o substrato tampão acetato 0,1M (pH 4,8) 2 % de sacarose até completar 16 

mL, na imobilização com o carvão ativado Alpha LA 810.  
 

Tempo (min) Abs (nm) Atividade (U/mL) 

10 1,1396 71,101 
20 1,2221 38,124 
30 1,2505 26,006 
40 1,2577 19,617 
50 1,2556 15,667 
60 1,2581 13,082 

 
 

 

Tabela I.B – Atividade em função do tempo, na diluição utilizando 2 ml de 

enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 ml de água) adicionando-

se o substrato tampão acetato 0,1M (pH 4,8) 2 % de sacarose até completar 18 

ml, na imobilização com o carvão ativado Alpha LA 810.  
 

Tempo (min) Abs (nm) Atividade (U/mL) 

10 0,2567 35,035 
20 0,4623 32,448 
30 0,7388 34,568 
40 1,0178 35,719 
50 1,1841 33,244 
60 1,2036 28,160 

 

 

 

Tabela I.C – Atividade em função do tempo, na diluição utilizando 2 ml de 

enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 ml de água) adicionando-

se o substrato tampão acetato 0,1M (pH 4,8) 2 % de sacarose até completar 25 

ml, na imobilização com o carvão ativado Alpha LA 810.  
 

Tempo (min) Abs (nm) Atividade (U/mL) 

10 0,2910 56,737 
20 0,4879 47,563 
30 0,7555 49,102 
40 0,9490 46,244 
50 1,0416 40,619 
60 1,1022 35,818 
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Tabela I.D – Atividade em função do tempo, na diluição utilizando 1 ml de 

enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 1 ml de água) adicionando-

se o substrato tampão acetato 0,1M (pH 4,8) 2 % de sacarose até completar 50 

ml, na imobilização com o carvão ativado Alpha LA 810.  
 

Tempo (min) Abs (nm) Atividade (U/mL) 

10 0,131 102,2 
20 0,304 118,5 
30 0,327 84,9 
40 0,586 114,3 
50 0,760 118,6 
60 0,772 100,3 

 

 

Tabela I.E – Atividade em função do tempo, na diluição utilizando 2 ml de 

enzima imobilizada (medida pelo deslocamento de 2 ml de água) adicionando-

se o substrato tampão acetato 0,1M (pH 4,8) 2 % de sacarose até completar 50 

ml, na imobilização com o carvão ativado Alpha LA 810.  
 

Tempo (min) Abs (nm) Atividade (U/mL) 

10 0,142 55,2 
20 0,332 64,8 
30 0,503 65,4 
40 0,648 63,3 
50 0,768 59,91 
60 0,881 35,6 
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ANEXO II 
 

 
Tabela II. A - Valores de área (nRIU)  para a kestose, nistose e frutosilnistose 

no solvente.  
 

Concentração  

(mg.L-1) 

Média Área (nRIU) 

         Kestose          Nistose         Frutosilnistose 

100 2305 1596 1782 

250   10609 9593 8560 

500  21593 18904 18140 

1.000  51050 44864 41883 

2.500 111972 100215 92772 

5.000 217598 193390 178908 

 

 

Figura II.A - Curvas analíticas da Kestose, Nistose e Frutosilnistose no 

solvente. 
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Tabela II.B - Valores de área (nRIU)  para a kestose, nistose e frutosilnistose 

na  matriz.  
 

Concentração  

(mg.L-1) 

Média da Área (nRIU) 

Kestose Nistose Frutosilnistose 

250 3282 10974 13732 

500 30214 35768 36006 

1.000 45085 43962 47113 

2.500 83306 103843 89306 

5.000 189028 179298 203123 

 

 

 

Figura II.B - Curvas analíticas da Kestose , Nistose e Frutosilnistose  na matriz. 
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Tabela II.C - Valores de área (nRIU) para a kestose, nistose e frutosilnistose no 

estudo da repetibilidade (n=6) na concentração de 5.000 mg.L-1. 
 

     Concentração  

(mg.L-1) 

 Área (nRIU) 

    Kestose             Nistose           Frutosilnistose 

  194676  199800 192628 

  192955  194449 199428 

5.000   199453  183645 197314 

  197538  199198 185055 

  193637  195180 198713 

  189387  189020 184330 

Média 194608         193549           192911 

 

 

 

 

Tabela II.D - Valores de área (nRIU)  para a kestose, nistose e frutosilnistose 

no estudo da precisão intermediária 
 

     Concentração  

(mg.L-1) 

 Média Área (nRIU) 

   Kestose           Nistose            Frutosilnistose 

250  12505  11842 11224 

1000 55198 43286 47930 

5.000 219119    206411 219036 
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ANEXO III 
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