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RESUMO 

Apesar de suas excelentes propriedades catalíticas, as características em geral 
das enzimas precisam ser melhoradas antes da sua aplicação em escala 
industrial (onde muitos ciclos de processos de alto rendimento são desejados). 
Algumas estratégias para melhorar essas propriedades da enzima são aqui 
analisadas. Na literatura encontra-se o uso de fluidos pressurizados, sub ou 
supercríticos como meio reacional alternativo para reações enzimáticas, 
explorando propriedades singulares de tais fluidos. Inulinases constituem uma 
importante classe de enzimas para produção de frutose e 
frutooligossacarídeos, que são amplamente utilizadas na indústria farmacêutica 
e alimentícia. Neste contexto, o objetivo deste trabalho consiste em investigar a 
influência da pressão, tempo de exposição e taxa de despressurização na 
atividade de inulinases imobilizadas de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571 e Aspergillus niger, em propano e GLP pressurizados. Para tal, os 
experimentos foram realizados utilizando uma célula de aço com volume 
interno de 3 mL, na temperatura de 40 oC, variando a pressão (30–270 bar), 
sob diferentes tempos de exposição (1–6 h) e adotando distintas taxas de 
descompressão (20–100 bar/min). Um planejamento experimental com dois 
níveis e três repetições no ponto central foi utilizado para identificar o efeito das 
variáveis do processo bem como das possíveis interações entre elas na 
perda/ganho da atividade enzimática. Os resultados mostraram que as 
atividades dos biocatalisadores foram sempre superiores a uma atividade inicial 
e que as alterações obtidas na atividade enzimática dependem das condições 
experimentais avaliadas, ou seja, maiores ou menores efeitos podem ser 
obtidos dependendo das características do sistema de investigação. As 
maiores atividades residuais observadas foram 218,7% para a inulinase de 
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, 145% para a inulinase de Aspergillus 
niger, ambas tratadas em GLP pressurizado e imobilizadas em montmorillonita, 
e para a inulinase de Aspergillus niger imobilizada em PU a maior atividade 
residual foi de 433,4% quando tratada em GLP pressurizado. Os catalisadores 
pré-tratados nas melhores condições foram então utilizados para a produção 
de frutooligossacarídeos, utilizando sacarose e inulina como substratos, em 
sistema aquoso e orgânico. O objetivo desta etapa foi avaliar o rendimento e a 
produtividade em frutooligossacarídeos, utilizando alternativas para aumentar a 
atividade da enzima por meio dos fluidos pressurizados e usando suportes de 
baixo custo para a imobilização, na busca de um biocatalisador estável para 
ser usado em reações de síntese. Rendimentos de 31% foram alcançados, 
com 5,4% de Kestose (GF2); 22,3% de nistose (GF3) e 3,5% de frutosilnistose 
(GF4), obtidos para inulinase de Aspergillus niger imobilizada em PU e pré-
tratada em GLP pressurizado, o que demonstra o potencial deste 
procedimento. 
 
Palavras-chave: Inulinase. Atividade enzimática. Fluidos pressurizados. 
Frutooligossacarídeos. 



 

 

 

ABSTRACT 
In spite of its excellent catalytic properties, the characteristics of enzymes, in 
general, must be enhanced prior to the application on industrial scale. Some 
approaches to improve the properties of enzymes are discussed below. In the 
literature, the use of pressurized fluids, such as sub or supercritical reaction 
medium for enzymatic reactions appears as an alternative. The inulinases 
constitute an important class of enzymes for the production of fructose and 
fructooligosaccharides, which are widely used in food industry.In this context, 
the aim of this work is to investigate the influence of pressure, exposure time, 
and depressurization rate on the activity of immobilized inulinase of 
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 and Aspergillus niger in pressurized 
propane and LPG. To  achieve this, experiments were performed using a cell of  
internal volume of  steel 3 mL, temperature of 40 ° C, varying the pressure (30-
270 bar), the exposure times (1-6 h) and adopting different depressurization 
rates (20-100 bar/min). An experimental design with two levels, three variables 
and three replicates at the central point was used. The results show that the 
activities of the biocatalyst were always higher than the initial activity and the 
changes in enzyme activity obtained depends on the experimental conditions, 
ie, higher or lower effects may be obtained depending on the characteristics of 
the system. The highest residual activities observed were 218,7% for inulinase 
of Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, to 145% inulinase of Aspergillus 
niger, both treated and pressurized LPG immobilized on montmorillonite, and 
the inulinase of Aspergillus niger immobilized on PU the highest residual activity 
was 433,4% when treated in pressurized LPG. Catalysts pre-treated in the best 
conditions were then used for the production of fructooligosaccharides, using 
sucrose and inulin as substrate in aqueous and organic systems. The main 
objective of this step was to evaluate the yield and productivity in 
fructooligosaccharides, using alternatives for enhance the enzyme activity by 
means of pressurized fluids and also using low cost supports for enzyme 
immobilization, aiming at obtaining a stable biocatalyst to be used for synthesis 
reactions. Yields of 32% were achieved, with 5,4 % of kestose (GF2); 22,3% of 
nystose (GF3) and 3,5% of fructosylnystose (GF4), obtained for inulinase from 
Aspergillus niger immobilized in PU and pre-treated in pressurized LPG,  
demonstrating the potential of this procedure. 
 
Keywords: Inulinase. Enzyme activity. Pressurized fluid. 
Fructooligosaccharides. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 
  

TABELA 1 – PROPRIEDADES CRÍTICAS DOS SOLVENTES. ........................................ 42 

TABELA 2 – CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS AVALIADAS NO PLANEJAMENTO 

EXPERIMENTAL REALIZADO PARA AS INULINASES COMERCIAL E NÃO COMERCIAL 

IMOBILIZADAS. ............................................................................................. 61 

TABELA 3 - CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS EMPREGADAS NA PRODUÇÃO DE FOS, 

UTILIZANDO INULINASES DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADA EM 

MONTMORILLONITA E PRÉ-TRATADA EM GLP PRESSURIZADO COMO CATALISADOR 

EM MEIO AQUOSO. ........................................................................................ 64 

TABELA 4 – ATIVIDADE RESIDUAL (%) DA INULINASE NÃO COMERCIAL DE 

KLUYVEROMYCES MARXIANUS NRRL Y -7571 IMOBILIZADA EM MONTMORILONITA 

APÓS TRATAMENTO EM FLUIDOS PRESSURIZADOS. .......................................... 67 

TABELA 5 – ATIVIDADE RESIDUAL (%) DA INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM MONTMORILONITA APÓS TRATAMENTO EM FLUIDOS 

PRESSURIZADOS .......................................................................................... 72 

TABELA 6 – ATIVIDADE RESIDUAL (%) DA INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM POLIURETANO APÓS TRATAMENTO EM GLP 

PRESSURIZADO. ........................................................................................... 76 

TABELA 7 – PRODUÇÃO DE FOS A PARTIR DA INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA E PRÉ-TRATADA EM FLUIDOS 

PRESSURIZADOS, UTILIZANDO A SACAROSE COMO SUBSTRATO. ....................... 86 

TABELA 8 – PRODUÇÃO DE FOS A PARTIR DA INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA E PRÉ-TRATADA EM FLUIDOS 

PRESSURIZADOS, UTILIZANDO A INULINA COMO SUBSTRATO. ............................ 86 

TABELA 9 – PRODUÇÃO DE FOS A PARTIR DA INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM PU E PRÉ-TRATADA EM GLP PRESSURIZADO, UTILIZANDO A 

SACAROSE COMO SUBSTRATO. ...................................................................... 91 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

FIGURA 1- ESTRUTURA QUÍMICA DOS PRINCIPAIS FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS: KESTOSE 

(A), NISTOSE (B) E FRUTOSILNISTOSE (C) ...................................................... 25 

FIGURA 2 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE IMOBILIZAÇÃO DE INULINASES. ........ 56 

FIGURA 3 -  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE IMOBILIZAÇÃO DE INULINASES COM 

ESPUMA DE POLIURETANO. ........................................................................... 57 

FIGURA 4 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DO APARATO UTILIZADO NO TRATAMENTO DAS 

ENZIMAS NOS FLUIDOS PRESSURIZADOS. A– RESERVATÓRIO DE SOLVENTE; B– 

BANHO TERMOSTATIZADO; C– BOMBA DE SERINGA; D– REATOR/CÉLULA DE AÇO; 

E– INDICADOR DE PRESSÃO; F– TRANSDUTOR DE PRESSÃO; G– VÁLVULA 

MICROMÉTRICA. ........................................................................................... 59 

FIGURA 5 – DETALHES DA CÉLULA DE AÇO INOXIDÁVEL COM VOLUME INTERNO DE 3 ML 

(A); CÉLULA DE AÇO ACOPLADA A VÁLVULA MICROMÉTRICA (B). ...................... 60 

FIGURA 6 – VISTA DO SISTEMA MERGULHADO NO BANHO TERMOSTATIZADO (A); 

UNIDADE EXPERIMENTAL UTILIZADA NO TRATAMENTO DAS ENZIMAS (B). ........... 61 

FIGURA 7 - DIAGRAMA DE PARETO PARA A INULINASE NÃO COMERCIAL DE 

KLUYVEROMYCES MARXIANUS NRRL Y -7571 IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA 

NO SISTEMA PROPANO PRESSURIZADO, EM FUNÇÃO DAS VARIÁVEIS 

INDEPENDENTES ESTUDADAS E DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA OBTIDA. ................... 68 

FIGURA 8- DIAGRAMA DE PARETO PARA A INULINASE NÃO COMERCIAL DE 

KLUYVEROMYCES MARXIANUS NRRL Y -7571 IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA 

NO SISTEMA GLP PRESSURIZADO, EM FUNÇÃO DAS VARIÁVEIS INDEPENDENTES 

ESTUDADAS E DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA OBTIDA. ........................................... 71 

FIGURA 9- DIAGRAMA DE PARETO PARA A INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA NO SISTEMA PROPANO PRESSURIZADO, 

EM FUNÇÃO DAS VARIÁVEIS INDEPENDENTES ESTUDADAS E DA ATIVIDADE 

ENZIMÁTICA OBTIDA. ..................................................................................... 74 

FIGURA 10- DIAGRAMA DE PARETO PARA A INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA NO SISTEMA GLP PRESSURIZADO, EM 

FUNÇÃO DAS VARIÁVEIS INDEPENDENTES ESTUDADAS E DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

OBTIDA........................................................................................................ 75 



 

 

 

 

FIGURA 11- DIAGRAMA DE PARETO PARA A INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS 

NIGER IMOBILIZADA EM PU NO SISTEMA GLP PRESSURIZADO, EM FUNÇÃO DAS 

VARIÁVEIS INDEPENDENTES ESTUDADAS E DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA OBTIDA. ... 77 

FIGURA 12– ESTABILIDADE DA INULINASE NÃO COMERCIAL DE KLUYVEROMYCES 

MARXIANUS NRRL Y -7571 APÓS SER SUBMETIDA AO FLUIDO PRESSURIZADO (A) 

PROPANO; (B) GLP. ..................................................................................... 82 

FIGURA 13 – ESTABILIDADE DA INULINASE COMERCIAL DE ASPERGILLUS NIGER APÓS 

SER SUBMETIDA AO FLUIDO PRESSURIZADO (A) PROPANO; (B) GLP. ................. 83 

FIGURA 14 - CINÉTICA PARA A SÍNTESE DE FOS EM MEIO AQUOSO A PARTIR DE 

ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA, PRÉ-TRATADA EM GLP.

 .................................................................................................................. 88 

FIGURA 15 – ANÁLISE QUANTITATIVA POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIÊNCIA DA SÍNTESE DE FOS REALIZADA EM MEIO AQUOSO, UTILIZANDO 

SACAROSE COMO SUBSTRATO E INULINASES DE ASPERGILLUS NIGER 

IMOBILIZADAS EM ESPUMA DE POLIURETANO PRÉ-TRATADAS EM GLP. .............. 90 

FIGURA 16 – ANÁLISE QUANTITATIVA POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 

EFICIÊNCIA DOS PADRÕES QUÍMICOS (KESTOSE (GF2), NISTOSE (GF3) E 

FRUTOSILNISTOSE(GF4)). ............................................................................ 90 

 



 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................... 17 

1.1 OBJETIVOS .......................................................................................... 20 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ................................................................. 21 

2.1 ENZIMAS ............................................................................................... 21 

2.1.1 Inulinases ....................................................................................... 23 

2.1.2 Frutooligossacarídeos .................................................................... 25 

2.1.2.1 Mecanismos de ação e efeitos benéficos ................................ 27 

2.1.2.2 Produção de FOS .................................................................... 29 

2.1.3 Atividade enzimática ....................................................................... 33 

2.1.4 Imobilização de inulinases .............................................................. 34 

2.2 FLUIDOS PRESSURIZADOS ................................................................ 40 

2.3 PARÂMETROS QUE INFLUENCIAM NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA .... 45 

2.3.1 Água ............................................................................................... 45 

2.3.2 Solvente ......................................................................................... 46 

2.3.3 Temperatura ................................................................................... 50 

2.3.4 Pressão .......................................................................................... 50 

2.4 CONSIDERAÇÕES PARCIAIS .............................................................. 52 

3. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................... 54 

3.1 MATERIAIS ........................................................................................... 54 

3.1.1 Reagentes ...................................................................................... 54 

3.1.2 Enzimas .......................................................................................... 55 

3.2 EQUIPAMENTOS E METODOLOGIA ................................................... 55 

3.2.1 Processos de imobilização ............................................................. 55 

� Imobilização A: suporte argila montmorillonita natural poço A. .......... 56 

3.2.2 Determinação da atividade enzimática das inulinases ................... 58 

3.2.3 Tratamento das enzimas em propano e GLP pressurizados .......... 58 

3.2.4 Condições experimentais ............................................................... 61 

3.2.5 Estabilidade da atividade enzimática da inulinase em baixas 

temperaturas após o tratamento a alta pressão ........................................ 62 

3.2.6 Caracterização estrutural do catalisador ........................................ 62 



 

 

 

 

3.2.7 Síntese de frutooligossacarídeos ................................................... 63 

3.2.8 Estudo cinético para a otimização da síntese de 

frutooligossacarídeos ................................................................................ 64 

3.2.9 Metodologia analítica para a quantificação de FOS ....................... 64 

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES .......................................................... 66 

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM PROPANO E GLP PRESSURIZADOS 

SOBRE A ATIVIDADE DE INULINASE DE KLUYVEROMYCES MARXIANUS 

NRRL Y-7571 IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA ....................... 66 

4.1.1 Inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 tratada em 

propano pressurizado................................................................................ 67 

4.1.2 Inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 tratada em 

GLP pressurizado ..................................................................................... 70 

4.2 EFEITO DO PROPANO E GLP PRESSURIZADOS SOBRE A 

ATIVIDADE DE INULINASES DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADAS EM 

MONTMORILLONITA ........................................................................... 72 

4.2.1 Inulinase de Aspergillus niger tratada em propano pressurizado ... 73 

4.2.2 Inulinase de Aspergillus niger tratada em GLP pressurizado ......... 74 

4.3 EFEITO DO GLP PRESSURIZADO SOBRE A ATIVIDADE DE 

INULINASES DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADAS EM PU ............... 76 

4.4 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS INULINASES IMOBILIZADAS EM 

MONTMORILONITA EM BAIXAS TEMPERATURAS APÓS O 

TRATAMENTO EM FLUIDOS PRESSURIZADOS ................................ 81 

4.5 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DA INULINASE NÃO COMERCIAL 

DE KLUYVEROMYCES MARXIANUS NRRL Y-7571 ANTES E APÓS O 

TRATAMENTO EM FLUIDOS PRESSURIZADOS ................................ 84 

4.6 SÍNTESE DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO INULINASES 

DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADAS EM MONTMORILLONITA E 

PRÉ-TRATADAS EM FLUIDOS PRESSURIZADOS ............................. 85 

4.7 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DO PROCESSO PARA AUMENTAR O 

RENDIMENTO DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO 

INULINASES DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADAS EM 

MONTMORILLONITA E PRÉ-TRATADAS EM GLP .............................. 87 



 

 

 

 

4.8 SÍNTESE DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO INULINASES 

DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADAS EM POLIURETANO E PRÉ-

TRATADAS EM GLP PRESSURIZADO ................................................ 89 

5. CONCLUSÕES ..................................................................................... 94 

6. SUGESTÕES PARA TRABALHO FUTURO ........................................ 97 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................ 98 

APÊNDICE A – ARTIGO PUBLICADO 1 ...................................................... 123 

APÊNDICE B – ARTIGO PUBLICADO 2 ...................................................... 129 

APÊNDICE C – ARTIGO PUBLICADO 3 ...................................................... 143 

APÊNDICE D – ARTIGO SUBMETIDO ......................................................... 150 

 

 



 

17 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

A aplicação de processos biotecnológicos é conhecida pela humanidade 

há milhares de anos. Os primeiros relatos de processos fermentativos pelas 

civilizações antigas referem-se à fermentação de cereais em grãos para 

produção de bebidas alcoólicas pelos sumérios e babilônios há cerca de 6000 

a. C. Relatos sobre a fabricação do vinho estão presentes no livro dos Gênesis, 

e o fermento para a fabricação de pão já era utilizado no Egito antigo (2000 a. 

C.). Além dessas aplicações, a produção de queijo e iogurtes é utilizada pelo 

homem há milhares de anos (800 a. C.), embora os agentes responsáveis por 

esses processos fossem ainda desconhecidos (LERESHE, 2006). 

A biocatálise teve um rápido crescimento nos últimos anos, o que está 

certamente associado às ferramentas de biologia molecular e engenharia de 

proteínas que permitem gerar variáveis com propriedades diferentes, como: 

estruturas, função, seletividade e, também, tolerância a solventes não aquosos. 

Hoje já são conhecidas várias enzimas que atuam em solventes orgânicos ou 

fluidos supercríticos na ausência de água. Maior solubilidade do substrato, 

especificidade enzimática modificada e reversão das reações hidrolíticas são 

algumas das vantagens acumuladas com estas adaptações. Isso permite 

ampliar a gama de aplicação das reações via catálise enzimática e possibilita 

expandir o emprego destas reações na resolução de compostos farmacêuticos 

e intermediários químicos quirais e em reações de polimerização régio- e 

enantiosseletivas (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). 

O desenvolvimento de tecnologias de produção, extração e purificação 

tornaram crescente a utilização de enzimas microbianas, sendo as mesmas 

amplamente empregadas nas indústrias química, farmacêutica, cosmética e 

alimentícia. 

Dentre as enzimas utilizadas no setor de alimentos, as inulinases 

microbianas podem ser destacadas como uma importante classe de enzimas 

industriais, as quais vêm recebendo especial atenção nos últimos anos 

(CONTIERO, 2004). 
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As inulinases são enzimas potencialmente úteis na produção de xaropes 

com alto teor de frutose, utilizando a inulina como matéria-prima (ETTALIBI; 

BARATTI, 2001). O xarope de frutose tem efeitos benéficos em pacientes 

diabéticos, aumenta a absorção de ferro em crianças, tem elevada capacidade 

adoçante para que possa ser usado na dieta de pessoas obesas, estimula a 

absorção de cálcio em mulheres pós-menopáusicas, estimula o crescimento de 

bifidobactérias no intestino grosso e delgado e evita o câncer do cólon (ROCHA 

et al., 2006). A frutose também é amplamente usada em muitos alimentos, 

medicamentos e bebidas, em substituição à sacarose (GILL et al., 2006a; 

CHEN et al., 2009). 

As inulinases também têm sido utilizadas na produção de 

frutooligossacarídeos (KIM et al., 1997). Estes compostos têm atraído especial 

atenção pelo aumento da demanda no consumo de alimentos saudáveis ou 

ingredientes de alimentos considerados saudáveis, como são designados os 

frutooligossacarídeos (CHIEN et al., 2001). A ingestão destes compostos 

estimula o aumento da população de bifidobactérias, que é o gênero de 

bactérias mais importante da microflora intestinal (GIBSON; WANG, 1994). 

A utilização de enzimas na indústria alimentícia é limitada devido a 

fatores como instabilidade operacional, custos e dificuldade de recuperação 

para a reutilização após o término do processo catalítico. Técnicas de 

imobilização enzimática vêm sendo bastante estudadas a fim de diminuir ou 

eliminar os problemas pelo emprego de enzimas solúveis em processos 

industriais (MATEO et al., 2007). A maioria das enzimas imobilizadas utilizadas 

em processos de hidrólise é de origem microbiana, por apresentarem baixo 

custo, boa estabilidade e elevada atividade catalítica (FUREGON et al., 1996). 

Em geral, a utilização de enzimas é acompanhada do emprego de 

solventes orgânicos líquidos para melhorar a estabilidade da mesma e permitir 

o adequado contato entre os substratos e o(s) centro(s) ativo(s) da enzima. 

Entretanto, o uso destes solventes apresenta desvantagens, como a sua 

toxicidade, difícil separação dos produtos e uso de volumes elevados. Neste 

sentido, esforços consideráveis têm sido apresentados na literatura no sentido 

da realização de reações utilizando tecnologias limpas conduzidas em fluidos 

sub e supercríticos (KNEZ et al., 1998; KUMAR et al., 2004; OLIVEIRA; 
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OLIVEIRA, 2000; DALLA ROSA et al., 2008). O uso de fluidos pressurizados 

como solventes para reações químicas pode ser uma rota promissora no 

sentido de eliminar traços de solventes líquidos convencionais dos produtos da 

reação. Adicionalmente, processos industriais em condições próximas ao ponto 

crítico podem ser vantajosos em termos de consumo de energia, facilidade de 

recuperação do produto e minimização da formação de produtos secundários 

(KNEZ et al., 1998). 

O poder catalítico e seletividade das enzimas dependem da manutenção 

da sua estrutura terciária e, se multimérica, também da quaternária. Qualquer 

agente que altere essas estruturas tais como pH, temperatura e solventes 

hidrofóbicos podem causar a inativação da enzima. 

Fazendo-se uma análise geral na literatura, observa-se que, enquanto 

existe uma considerável quantidade de dados acerca da atividade e 

estabilidade de enzimas em dióxido de carbono, há proporcionalmente, pouca 

informação relacionada a outros solventes pressurizados, tais como o propano 

e o GLP (Gás Liquefeito de Petróleo), principalmente quando se tratam 

também de enzimas não comerciais, muito importantes devido ao seu baixo 

custo de obtenção. 

Tendo em vista suas propriedades e capacidade de dissolver compostos 

hidrofóbicos, aponta-se o emprego do propano e também do GLP, este último 

de baixo custo, como solventes interessantes para as reações catalisadas por 

inulinases. 

Levando-se em consideração o exposto até o momento, da grande 

importância da investigação do comportamento de enzimas em fluidos 

pressurizados, do potencial de aplicação industrial das inulinases, e da 

observação do estado da arte que revela ausência de um estudo mais 

detalhado no que se refere ao objeto de interesse deste trabalho; de grande 

relevância é a avaliação deste processo, o qual utiliza a inulinase como 

biocatalisador em diferentes fluidos pressurizados e suportes de imobilização, 

buscando alcançar altas atividades e estabilidade para esta enzima, bem como 

empregar tecnologias de baixo custo para sua aplicação na síntese de FOS. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral do presente trabalho consiste em investigar, de forma 

ampla, o comportamento das inulinases Kluyveromyces marxianus NRRL Y-

7571 e Aspergillus niger, não comercial e comercial, respectivamente, ambas 

imobilizadas em montmorillonita e a Aspergillus niger também em espuma de 

poliuretano (PU), pré-tratadas nos fluidos propano e GLP pressurizados, com 

posterior aplicação destes catalisadores na síntese de frutooligossacarídeos. 

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos específicos foram 

delineados: 

� Avaliar a influência das variáveis pressão, tempo de exposição e taxa 

de despressurização na atividade enzimática da inulinase não comercial 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, imobilizada em argila 

montmorillonita Poço A, quando submetida ao tratamento com propano 

e GLP pressurizados; 

� Avaliar a influência das variáveis pressão, tempo de exposição e taxa 

de despressurização na atividade enzimática da inulinase comercial 

Aspergillus niger, imobilizada em argila montmorillonita Poço A, quando 

submetida ao tratamento com propano e GLP pressurizados; 

� Avaliar a influência das variáveis pressão, tempo de exposição e taxa 

de despressurização na atividade enzimática da inulinase comercial 

Aspergillus niger, imobilizada em espuma de poliuretano, quando 

submetida ao tratamento com GLP pressurizado; 

� Estudo da estabilidade das enzimas imobilizadas armazenadas em 

baixas temperaturas após tratamento em fluido pressurizado; 

� Aplicação das enzimas imobilizadas e tratadas em fluidos 

pressurizados na catálise de reações de interesse da indústria de 

alimentos, mais especificamente, na síntese de frutooligossacarídeos, 

fazendo uso de meio orgânico e aquoso e utilizando como substrato 

sacarose e inulina. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

O presente capítulo apresenta uma explanação sobre o estado da arte 

concernente aos aspectos a serem abordados neste trabalho, procurando 

evidenciar a relevância do tema sob investigação para a literatura científica. Na 

sequência será apresentada uma visão geral sobre as enzimas, inulinases, 

evidenciando suas vantagens e características. Após, especificamente de 

interesse para o desenvolvimento deste trabalho, aborda-se o uso de fluidos 

pressurizados sobre a atividade e estabilidade das enzimas, enfatizando as 

variáveis que influenciam nas mesmas, bem como a aplicação destas enzimas 

pré-tratadas na síntese de FOS. 

 

 

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. As enzimas desempenham a 

função de catalisar as reações nos organismos, têm a capacidade de promover 

e acelerar reações químicas. 

As enzimas são, em sua grande maioria, proteínas que catalisam com 

grande eficiência as reações metabólicas sob diversas condições de pH, 

temperatura, meio iônico, entre outros. 

A natureza quiral das enzimas resulta na formação de produtos de 

maneira altamente estéreo- e regiosseletiva. A capacidade em atuar a 

temperaturas brandas, condições neutras e aquosas, além do elevado número 

de ciclos catalíticos, chama a atenção para o uso de enzimas em síntese 

química. Os biocatalisadores permitem a biotransformação de compostos 

polifuncionalizados e sensíveis em condições amenas, ao contrário das 

variantes químicas correspondentes que exigem condições reacionais severas. 

As enzimas também possuem alta especificidade pelo substrato e reduzida 
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formação de produtos indesejáveis. Muitas delas conseguem promover a 

transformação de vários substratos em produtos dificilmente obtidos por rotas 

químicas ou ainda atuar em reações nas quais não existem alternativas 

químicas viáveis (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). 

Toda enzima possui um centro ativo, local onde se processam as 

reações com determinado substrato. Este centro ativo é geralmente constituído 

de alguns resíduos de aminoácidos da cadeia protéica e de um grupo não-

protéico, sendo responsável pela atividade biológica da enzima (LEHNINGER, 

et al., 2002). 

O estudo das ações de enzimas em reações do metabolismo levou à 

identificação e purificação de milhares delas, à elucidação de sua estrutura 

molecular e do seu mecanismo químico de ação leva a uma compreensão 

geral de como elas funcionam (LEHNINGER, 1970 apud BRÍGIDA, 2006). 

Todas as enzimas conhecidas são proteínas e estas, sejam das mais 

antigas linhagens de bactérias ou das formas de vida mais evoluídas, são 

construídas com o mesmo conjunto de 20 aminoácidos, unidos covalentemente 

em sequências características. Esta sequência apresenta quatro níveis de 

estruturas. A estrutura primária, que determina a forma e a função da proteína, 

é somente uma sequência dos aminoácidos, sem levar em conta a orientação 

espacial da molécula, dando uma completa descrição das ligações covalentes 

da proteína. A estrutura secundária é função dos ângulos formados pelas 

ligações peptídicas que ligam os aminoácidos. A conformação espacial é 

mantida graças às interações intermoleculares (pontes de hidrogênio) entre os 

hidrogênios dos grupos amino e os átomos de oxigênio dos outros 

aminoácidos. Em geral, estas ligações forçam a proteína a assumir uma forma 

helicoidal, como uma corda enrolada em torno de um tubo imaginário. Esta 

forma, a mais comum, é chamada de α-hélice. A estrutura terciária relaciona-se 

com as dobraduras da cadeia protéica sobre ela mesma. A forma das proteínas 

está relacionada com sua estrutura terciária. O que determina a estrutura 

terciária são as cadeias laterais dos aminoácidos; algumas cadeias são tão 

longas e hidrofóbicas que perturbam a estrutura secundária helicoidal, 

provocando a dobra da proteína. Muitas vezes, as partes hidrofóbicas da 
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proteína agrupam-se no interior da proteína dobrada, longe da água e dos íons 

do ambiente onde a proteína se encontra, deixando as partes hidrofílicas 

expostas na superfície da estrutura da proteína. Regiões como "sítios ativos", 

"sítios regulatórios" e módulos são propriedades da estrutura terciária. Existe, 

finalmente, a estrutura quaternária, que se refere à conformação espacial das 

subunidades. Esta estrutura é mantida pelas mesmas forças que determinam 

as estruturas secundárias e terciárias (LEHNINGER et al., 2002). 

A especificidade enzimática baseia-se nas interações entre a molécula 

do substrato/inibidor e o sítio ativo da enzima, como, por exemplo, as ligações 

de hidrogênio, as interações de Van der Waals e as interações eletrostáticas. 

Isto ocorre somente quando várias dessas interações acontecem 

simultaneamente entre as duas moléculas (enzima e substrato/inibidor) em 

uma estrutura tridimensional (DIXON, 1979). 

A atividade catalítica, bem como a estabilidade e a especificidade da 

enzima, depende da sua estrutura tridimensional. Condições ambientais, tais 

como pH, temperatura e força iônica do meio, entre outros, afetam a estrutura 

da enzima e, em decorrência, suas propriedades (LIMA et al., 2001). 

 

 

2.1.1 Inulinases 

 

Dentre as enzimas utilizadas no setor de alimentos, as inulinases 

microbianas podem ser destacadas 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; CAVAZZONI, 1992). 

Inulinases são 2,1-β-D-frutano-furohidrolases (EC 3.2.1.7), as quais 

hidrolisam a inulina, um polímero formado por moléculas de frutose com 

ligações β-2,1, liberando moléculas de frutose (ETTALIBI; BARATTI, 2001). A 

inulinase encontra aplicação na produção de xaropes com alta concentração de 

frutose e na produção de frutooligossacarídeos (FOS), os quais têm assumido 

grande importância como ingredientes funcionais, devido às suas 
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características de estimular a microflora intestinal e a absorção de minerais, 

além de melhorar a vida de prateleira e qualidade nutricional dos alimentos 

(SANGEETHA; RAMESH; PRAPULLA, 2005). 

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 

objetivos como indução, síntese, isolamento, mecanismos de reação e 

propriedades de inulinases produzidas tanto por vegetais como por micro-

organismos. 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; DERYCKE, 1983). 

A produção da enzima inulinase pode ser realizada a partir de um 

grande número de micro-organismos. No entanto, as cepas de leveduras 

Kluyveromyces sp. e do fungo filamentoso Aspergillus sp. têm obtido maior 

ênfase na produção desta enzima. Alguns micro-organismos isolados a partir 

da rizosfera de dália apresentam potencial para a produção de inulinase. Entre 

estes, pode-se destacar aqueles pertencentes ao gênero Aspergillus, 

Penicillium, Sporotrichum, Cladosporium e Streptomyces (VISWANATHAN; 

KULKARNI, 1995). 

Os gêneros Kluyveromyces marxianus e Aspergillus niger são descritos 

como os micro-organismos mais promissores na produção de inulinase. As 

leveduras deste gênero podem crescer rapidamente atingindo alta 

concentração celular em um curto período de tempo, produzindo grandes 

quantidades da enzima (HENSING et al., 1994). 

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

1983). 

Assim, as inulinases podem ser utilizadas em processos de hidrólise da 

inulina para obtenção de xarope de frutose e de frutooligossacarídeos, e 

também na síntese de frutooligossacarídeos a partir da sacarose. 

 

 

2.1.2 Frutooligossacarídeos 

 

Os frutooligossacarídeos – FOS – são oligossacarídeos de ocorrência 

natural, principalmente em produtos de origem vegetal, como alcachofra, 

aspargo, beterraba, cana-de-açúcar, chicória, banana, alho, cebola e trigo. São 

considerados açúcares não convencionais e compostos por uma molécula de 

sacarose na qual são ligadas de 1 a 3 moléculas de frutose, resultando nos 

compostos kestose (GF2), nistose (GF3) e frutosilnistose (GF4) (Figura 1) 

(PASSOS, 2003; SILVA, 2008). 

 

Figura 1: Estrutura química dos principais frutooligossacarídeos: kestose (A), 

nistose (B) e frutosilnistose (C) 
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A inulina (inulo-oligofrutose) e os frutooligossacarídeos são considerados 

alimentos, ingredientes alimentares ou fibras em diferentes países. Eles têm 

recebido muita atenção, por causa do seu efeito sobre a flora intestinal. A 

inulina contém em média 30 unidades de frutose, enquanto que os 

frutooligossacarídeos (também denominados oligofrutoses) contêm 2 a 9 

unidades de frutose que são ligadas a uma unidade de glicose terminal 

(MAKINO, 2004). 

Essa é uma das áreas que vêm crescendo ano a ano, e refere-se ao 

grupo de alimentos funcionais onde o Brasil apresenta grande potencial de 

desenvolvimento. Os frutooligossacarídeos se enquadram nesse grupo, e 

representam uma das principais classes de oligossacarídeos bifidogênicos, 

importantes no processo digestivo humano. 

Os frutooligossacarídeos são normalmente produzidos por dois 

processos distintos, mas que não apresentam diferenças significativas no 

produto final. No primeiro processo a sacarose é utilizada como substrato, 

obtendo como produto frutooligossacarídeos de 2 a 4 unidades frutosil com 

ligações β-(2�1), com um resíduo α-D-glicosil terminal, conhecidos como 

kestose, nistose e frutosilnistose (SANTOS, 1998). O segundo processo 

constitui-se na hidrólise enzimática da inulina, produzindo frutooligossacarídeos 

de cadeia longa (PLAYNE; CRITTENDEN, 1996). 

Os frutooligossacarídeos são os principais oligossacarídeos da classe 

dos bifidogênicos, açúcares formados de 1 a 3 moléculas de frutose ligadas a 

uma molécula de sacarose na posição β-(2�1). Apresentam propriedades 

físicas e fisiológicas que os tornam compostos de grande potencial de 

aplicação em alimentos para nutrição humana e animal. São açúcares não 

digeridos pelo organismo humano, passam através do intestino delgado sem 

serem absorvidos e vão direto para o intestino grosso, onde são seletivamente 

utilizados pelas bifidobactérias na microflora intestinal (MITSOUKA, 1990). 

Os FOS são considerados prebióticos, pois promovem, seletivamente, o 

crescimento de probióticos como acidophilus e bifidus no trato digestivo. Essa 

característica faz com que os FOS gerem uma série de benefícios à saúde 

humana, desde a redução de colesterol cérico até a sua utilização por 
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diabéticos, por ser um açúcar de baixas calorias (BORNET, 1994). O Brasil é 

um dos maiores produtores e exportadores de açúcar, sendo a região Centro-

Sul o grande pólo produtor, onde o crescimento em produção deve chegar a 

9% em 2013/2014 em função das condições climáticas favoráveis e do 

aumento da produtividade. O Centro-Sul deve produzir 35,8 milhões de 

toneladas em 2013/2014, ante 32,8 milhões de toneladas em 2012/2013. As 

exportações de açúcar da região, que respondem por cerca de 90% da 

produção brasileira de açúcar, podem aumentar de 22,7 milhões de toneladas 

para 25,5 milhões de toneladas (ANDRIOLI, 2012). 

 

 

2.1.2.1 Mecanismos de ação e efeitos benéficos 

 

A inclusão de prebióticos na dieta acarreta vários benefícios à saúde, 

principalmente os relacionados com seu efeito bifidogênico. Vários trabalhos in 

vitro e em humanos têm demonstrado que a inulina e o FOS passam por um 

processo de fermentação diferenciado produzindo esse efeito (PIMENTEL et 

al., 2005). Gibson (1999) realizou estudos com culturas mistas, visando retratar 

um meio ambiente parecido com o intestinal, demonstrando que o crescimento 

de bifidobactérias é estimulado pelo uso de FOS, de tal maneira que esse 

gênero prevalece em números maiores que outras bactérias. A inulina também 

é frequentemente metabolizada por bactérias anaeróbicas (bifidobactérias). Em 

humanos, o número de trabalhos sobre o efeito desses frutanos (inulina e 

oligofrutose) no metabolismo mineral é limitado e a ação positiva na absorção 

de cálcio parece ocorrer sob condições de maior necessidade deste mineral 

como, por exemplo, em adolescentes e mulheres na pós-menopausa. A 

intensidade dos efeitos está relacionada com o grau de fermentação dos 

carboidratos pela microbiota intestinal e pode depender da dose ingerida dentro 

de determinada faixa (CUPPARI, 2005). 

Devido as suas características físico-químicas e bioquímicas, os 

oligossacarídeos têm encontrado aplicação na indústria de alimentos, em 

produtos utilizados para alimentação humana (bebidas, adoçantes, leite em pó 
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infantil) e animal (ração), assim como aplicação em cosméticos, produtos 

farmacêuticos e produtos para diabéticos (PLAYNE; CRITTENDEN, 1996). Sua 

utilização como alimento funcional é proposta desde 1980, sendo que sua 

importância consiste no estímulo da produção de bifidobactérias, em função 

disso, são denominados prebióticos. 

A ingestão de FOS estimula o aumento da população de bifidobactérias 

do cólon, que é numérica e fisiologicamente o gênero de bactérias mais 

importante da microflora intestinal, visto que atuam com consequente 

supressão da atividade de bactérias putrefativas e patogênicas existentes no 

intestino grosso, restrigindo, portanto, a formação de toxinas e outras 

substâncias nocivas ao ser humano (GIBSON; WANG, 1994). As 

bifidobactérias, micro-organismos anaeróbicos não formadores de esporos e 

gram-positivos, ocorrem naturalmente no intestino humano, trazendo uma série 

de benefícios para a saúde (MODLER, 1994). 

As bifidobactérias são responsáveis pelos seguintes efeitos benéficos: 

manutenção normal da flora intestinal, atividade anticariogênica, estímulo ao 

sistema imunológico e melhora no valor nutricional dos alimentos (MARX et al., 

2000). 

A indigestibilidade dos oligossacarídeos parece ter efeitos similares ao 

das fibras prevenindo a constipação, porém o uso excessivo pode causar 

flatulência e diarréia (SPIEGEL et al., 1994). 

Com relação à frutose, a obtida por hidrólise da inulina é mais desejável 

comparada à obtida por processo convencional, no qual a frutose é produzida a 

partir de amido. Frutose obtida a partir da inulinase consiste em uma reação 

enzimática simples, na qual se pode obter produtos com 95% de frutose. Por 

outro lado, a produção convencional de frutose precisa de três etapas 

enzimáticas incluindo a ação da α-amilase, amiloglucosidase e glicose 

isomerase, produzindo apenas 45% de solução de frutose no melhor caso, pois 

o equilíbrio termodinâmico entre glicose e frutose é próximo de 50% de glicose 

e 50% de frutose (KIM; RHEE, 1989). 

A frutose é utilizada atualmente como adoçante em alimentos e 

indústrias farmacêuticas. Ela tem melhores propriedades organolépticas sendo 
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mais doce que a sacarose e a glicose, e também tem algumas vantagens 

fisiológicas que permitem sua utilização como um substituto do açúcar em 

alimentos e preparações farmacêuticas. Ela é menos cariogênica; pode ser 

melhor indicada para diabéticos, devido ao seu maior poder adoçante; além de 

mascarar o sabor residual amargo provocado pela sacarina. A sacarose é um 

importante adoçante utilizado em todo o mundo, porém implica em alguns 

aspectos negativos, contribuindo para a arteriosclerose, levando à obesidade, 

devido ao alto teor calórico, e ao ser contra indicada para a maioria das 

pessoas. Uma extensiva busca tem sido realizada para identificar adoçantes 

com baixo poder calórico e ausente de efeitos tóxicos (BARRANCO-FLORIDO 

et al., 2001; VANDAMME; DERYCKE, 1983). 

 

 

2.1.2.2 Produção de FOS 

 

 A evolução da biotecnologia tornou possível a produção em grande 

escala de FOS por síntese enzimática. 

 A inulinase, principal enzima utilizada para sintetizar FOS, apresenta 

propriedades funcionais e pode ser sintetizada a partir da sacarose (SANTOS; 

MAUGERI, 2007). A estequiometria global de ação da inulinase em sacarose 

pode ser caracterizada por duas reações paralelas (VANKOVÁ et al., 2008). 

Um conjunto de reações fornece FOS e glicose (como um sub-produto) a partir 

da atividade da frutosiltransferase, enquanto a atividade hidrolítica da enzima 

resulta na formação de glicose e frutose como sub-produtos (ABOUDZADEH et 

al., 2006). 

Os micro-organismos utilizados inicialmente para a produção industrial 

de FOS foram Aspergillus niger (Meiji Seika Cia., Japão) e mais tarde células 

imobilizadas de A. pullulan (Cheil Foods & Chemicals Co., Coréia). Entretanto, 

as enzimas com potencial para a aplicação industrial na produção de FOS 

podem ser produzidas por fungos como o Aerobasidium sp., Arthrobacter sp., 

Aspergillus sp., e por leveduras como Saccharomyces cerevisiae, etc (YUN, 

1996a). 
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A síntese de FOS em sistemas aquosos é amplamente estudada e 

analisada por vários autores (CHIEN et al., 2001; SANGEETHA et al., 2004 e 

2005). Santos e Maugeri (2007) investigaram a síntese de FOS em sistema 

aquoso, utilizando sacarose e inulinase, em reatores agitados e empacotados, 

em modo batelada e contínuo, com a enzima livre e imobilizada. Os resultados 

mostraram pequena diferença entre os processos investigados. 

A aplicação de enzimas como catalisador em sistemas utilizando 

solvente orgânico, também recebeu uma grande atenção, sendo uma 

alternativa viável, devido algumas características notáveis, como a fácil 

preparação, as suaves condições reacionais, e a fácil separação dos produtos 

ao término da reação. Além disso, com a introdução de uma enzima em um 

meio orgânico, esta é submetida a uma série de fatores, os quais podem alterar 

sua função e estrutura nativa (QUIROGA et al., 2007). Quando a fração molar 

de água em uma mistura reacional é reduzida pela adição de um solvente 

orgânico, é possível deslocar o equilíbrio de uma reação reversível - hidrólise e 

síntese – a favor da síntese (OGINO; ISHIKAWA, 2001). De acordo com Illanes 

e Barberis (1994), a catálise em meio orgânico apresenta algumas vantagens 

quando comparada a catálise em meio aquoso, como mudanças no equilíbrio 

da reação, redução da inibição causada por substratos e produtos, menor risco 

de contaminação, e de variação da especificidade de algumas enzimas. 

Embora existam vários relatos na literatura de que a utilização de solventes 

orgânicos em reações enzimáticas melhoraram o rendimento, há poucos dados 

em termos de síntese de FOS neste meio, utilizando inulinase ou β-

frutosiltransferase. 

Somiari e Bielecki (1998) estudaram a síntese de oligossacarídeos pela 

invertase comercial em meio orgânico. Entre os solventes utilizados o que 

apresentou melhores resultados para a síntese foi o acetato de butila com 

12,1%, enquanto que em meio aquoso foi de 1,5% . 

Com relação às concentrações de substrato, o trabalho de Cruz et al. 

(1998) mostra que o aumento da concentração de sacarose no sistema 

reacional produziu um linear aumento na produção de FOS, até uma 

concentração ótima de 65%. A maior síntese de FOS em soluções 
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concentradas de sacarose foi observada pela primeira vez por Hidaka et al. 

(1988), embora as concentrações testadas foram de no máximo 50%. Park e 

Almeida (1991) verificaram um considerável aumento na produção de FOS, 

paralelo a diminuição no conteúdo de frutose livre quando a concentração de 

sacarose aumentou de 30 para 60%, o que foi explicado devido à competição 

entre a água e os substratos utilizados como aceptores nas reações 

catalisadas pela β-frutosiltransferase. Concentrações mais elevadas de 

sacarose também produziram maiores concentrações de kestose, com uma 

consequente diminuição dos oligossacarídeos com número maior de cadeias 

de frutose, como nistose e frutosilnistose. 

De acordo com o modelo proposto por Jung et al. (1989), a síntese de 

FOS é sempre sequencial, no sentido GF2�GF3�GF4, como uma 

consequência do aumento do valor do Km apresentado pela frutosiltransferase. 

Assim, são necessárias concentrações elevadas dos primeiros 

oligossacarídeos para a síntese de seus homólogos com número maior de 

unidades de frutose. Isto também explica porquê o conteúdo de kestose é mais 

elevado no início da reação enzimática. 

Hayashi et al. (2000) obtiveram, após o processo de otimização, a partir 

de células de Penicillium citrinum, uma taxa de conversão de sacarose de 55%, 

sendo 22% de kestose, 14% de nistose e 11% de neokestose. Em outro 

trabalho, Sangeetha et al. (2002) utilizaram a linhagem Aspergillus oryzae CFR 

202 e obtiveram uma conversão de 58% da sacarose em relação à 

concentração inicial, que era de 25%, correspondendo assim a uma produção 

de 33% de FOS. Neste trabalho, foram otimizadas dezesseis variáveis, como 

por exemplo, pH e tempo de fermentação. 

Nos estudos realizados por Kim et al. (2000), foi encontrada uma nova β-

D-frutofuranosidase, com atividade de frutosilação, produzida por um isolado 

de Bacillus macerans EG-6. Neste trabalho, os autores obtiveram, após a 

fermentação, 42% de produção de GF4, sem formação de qualquer outro 

frutooligossacarídeo. Essa reação ocorreu em pH e temperatura ótimos de 6,0 

e 37 oC, respectivamente. 
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Em pesquisa realizada por Lin e Lee (2008) foram utilizadas cepas de 

Aspergillus japonicus e Aspergillus niger, ambas imobilizadas em alginato de 

cálcio. Em um biorreator com capacidade de 3 L adicionou-se meio contendo 

sacarose (300 g/L), com uma aeração de 7,32 cm/s, na primeira parte da 

produção adicionou-se 60 g de Aspergillus japonicus conseguindo um total de 

FOS de 55% de conversão em relação ao total de açúcar da mistura para uma 

reação de 9 horas. Para aumentar a conversão, acrescentou-se ao meio 315 g 

de Aspergillus niger, com isso a fração de FOS encontrada foi de 90%. 

Contado (1998) estudou a produção de frutooligossacarídeos utilizando 

β-frutofuranosidase de A. niger. A maior proporção de frutooligossacarídeos 

(54,21%) em relação aos açúcares totais contidos na reação ocorreu no 

substrato sacarose 30% após 6 horas de incubação.  

A produção de frutooligossacarídeos, obtida por Sangeetha et al. (2004), 

foi de 54% em relação à concentração inicial de sacarose. Os 

frutooligossacarídeos foram obtidos a partir da frutosiltransferase de Aspergillus 

oryzae CFR 202 no tempo de reação de 12 horas e temperatura de 55 °C. 

Segundo Hang e Woodams (1996), após 14h de reação a 65 °C em 

tampão acetato (0,05 mol/L de e pH 5,6), a enzima comercial Pectinex Ultra 

SP-L, converteu 450 g/L de sacarose em 272 g/L de frutooligossacarídeos (224 

g/L kestose e 48 g/L de nistose). Os frutooligossacarídeos, sacarose, glicose e 

frutose constituiam 56,5%, 19,4%, 23,4% e 0,7%, respectivamente, dos 

açúcares totais presentes no xarope.  

Rendimentos máximos de frutooligossacarídeos a partir de sacarose 

pela ação da frutosiltransferase obtida de Aspergillus foetidus, Aspergillus niger 

e Aureobasidium pullulans foram relatados por variar de 55 para 60% (HIDAKA 

et al., 1988; HANG; WOODAMS, 1995; HIRAYAMA; HIDAKA, 1989). 

Apesar de resultados bastante interessantes encontrados na literatura, a 

principal desvantagem do processo de síntese de FOS ainda é a falta de um 

catalisador eficiente e de baixo custo. Estudos têm relatado a seleção de micro-

organismos com boa atividade de transfrutosilação (MAUGERI et al., 2007; 

MADLOVA et al., 1999; FERNANDEZ et al., 2007), mas pode-se dizer que esta 

abordagem é complicada, pois um grande número de resultados positivos 
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ainda podem falhar. Apenas algumas destas enzimas têm o nível de atividade 

de transfrutosilação necessário para aplicações industriais (BALLESTEROS et 

al., 2007). Além disso, estas enzimas isoladas não estão ainda comercialmente 

disponíveis. Atualmente, uma das alternativas mais comuns discutidas na 

literatura é a imobilização de frutosiltransferases (YUN, 1996a; ONDERKOVA 

et al., 2007), a qual se justifica pelo alto custo da enzima e sua baixa 

estabilidade e/ou inativação devido as condições reacionais (YUN, 1996b). 

 

 

2.1.3 Atividade enzimática 

 

 Segundo Scriban (1985), a atividade das enzimas é função direta da sua 

estrutura terciária ou quaternária. Nessas condições, todo tratamento que 

modifique a conformação da enzima (aquecimento, modificação do pH, 

pressão), dificultando ou impedindo a fixação do substrato na enzima ou ainda 

modificando a estrutura do sítio ativo, alterará as propriedades catalíticas da 

enzima e, portanto, o seu funcionamento. Existe uma zona de temperatura, às 

vezes estreita, para qual a atividade enzimática é máxima. Essa variação da 

atividade enzimática em função da temperatura é determinada em condições 

de operação bem definidas. De fato, a variação da atividade enzimática resulta 

de dois efeitos antagônicos: de um lado, o aumento da agitação das moléculas 

com a elevação da temperatura que aumenta a frequência das colisões entre o 

substrato e a enzima; de outro, a desnaturação da proteína enzimática. Esta 

desnaturação vai modificar as estruturas terciária e quaternária da proteína 

globular e fazer, portanto, a enzima passar de uma conformação ativa a uma 

conformação desprovida de atividade. De fato, na desnaturação das enzimas 

pelo calor, o que conta, sobretudo, é o binômio tempo/temperatura, ou seja, a 

duração e a intensidade do tratamento térmico. 

A expressão da atividade de uma enzima é medida através de sua 

velocidade de reação, determinada em condições experimentais estabelecidas. 

A atividade é expressa em unidades de atividade. A definição proposta pela 

IUB (Internacional Union of Biochemistry) considera uma unidade de atividade 
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como a quantidade de enzima que catalisa a transformação de um μmol de 

substrato por minuto em condições de ensaio definidas (LIMA et al., 2001). 

 

 

2.1.4 Imobilização de inulinases 

 

Inúmeras enzimas imobilizadas em suportes sólidos por diferentes 

protocolos têm sido amplamente empregadas na produção de alimentos, 

produtos farmacêuticos e outros produtos biologicamente importantes. 

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, têm-se estudado métodos para tornar 

enzimas insolúveis ao meio de reação, resultando nas técnicas de imobilização 

enzimática (ZANIN; MORAES, 2004). 

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

biológicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. A 

imobilização de enzimas normalmente é necessária, pois esta permite 

inúmeras vantagens, tais como: 

� A reutilização do biocatalisador; 

� A redução do volume de reação, pois a enzima imobilizada pode ser 

utilizada em alta concentração em um menor volume de reator; 

� A facilidade do controle operacional; operar de forma contínua 

possibilita um controle mais fácil das variáveis do processo; 

� A fácil purificação do produto sem contaminação pelo catalisador, 

visto que a enzima imobilizada não é solúvel no meio de reação. 

De acordo com Dalla-Vecchia (2004), o principal interesse em imobilizar 

uma enzima é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que não 
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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 que prediga a 

manutenção destes parâmetros após o processo de imobilização. 

Apesar da alta eficiência catalítica das enzimas, fatores ligados ao custo 

e à estabilidade limitam a utilização destes biocatalisadores. O uso de um 

catalisador relativamente caro como uma enzima exige, em muitos casos, sua 

recuperação e reuso para se ter um processo economicamente viável 

(FERNANDEZ-LORENTE 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). 

A partir das informações disponíveis sobre as características do suporte 

e o efeito dos métodos empregados, é possível fazer generalizações que 

permitam uma primeira seleção do método de imobilização. Enzimas podem 

ser imobilizadas por diferentes protocolos, isto é, podem ser encapsuladas; 

adsorvidas em materiais insolúveis como resinas de troca iônica; 

copolimerizadas com algum monômero ou se ligar a uma matriz insolúvel por 

ligações covalentes (GUISAN, 2006; HANEFELD et al., 2009; VILLENEUVE et 

al., 2000; DALLA-VECCHIA, 2004; JEGANNATHAN et al., 2008; CARDOSO et 

al., 2009; MATEO et al., 2007; FREITAS et al., 2007). Estes métodos são bem 

revisados e discutidos na literatura (GUISAN, 2006; HANEFELD et al., 2009; 

VILLENEUVE et al., 2000). 
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Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na 

imobilização de enzimas, não há um método aplicável para todas as enzimas. 

Portanto, para cada aplicação de uma enzima imobilizada é necessário 

escolher o procedimento mais simples e mais barato e que resulte em um 

derivado com boa retenção de atividade e alta estabilidade operacional. 

Em geral, os métodos mais utilizados para imobilização de enzimas são 

adsorção e oclusão da proteína no interior do polímero (POWELL, 1990). O 

processo de oclusão consiste no aprisionamento de uma enzima em uma 

matriz polimérica ou em uma membrana semipermeável, de tal forma que se 

permita a penetração do substrato e difusão dos produtos e impeça a liberação 

da proteína, conservando integralmente sua estrutura (RODRIGUES, 1997). 

No processo de adsorção, a fixação da proteína é puramente física, ou 

seja, a proteína adere à superfície de um suporte inerte, por meio de ligações 

hidrofóbicas, ligações eletrostáticas e força de Van der Waals (KEMENY; 

CHALLACOMBE, 1988). 

O comportamento da enzima imobilizada e o desempenho do suporte 

empregado podem ser influenciados por vários parâmetros como pH, 

temperatura, força iônica, pressão, agitação, liberação de co-fatores e do 

substrato com a remoção dos produtos. Entretanto, dos fatores citados, a maior 

contribuição para o bom desempenho da enzima imobilizada é fornecida pela 

estratégia de imobilização empregada (CÁRDIAS et al., 1999) e pelo suporte, 

de forma que a seleção do mesmo pode tanto aumentar o tempo de meia-vida 

da enzima imobilizada como afetar adversamente não só o tempo de meia-

vida, mas o desempenho global do sistema (GOMES et al., 2006). 

Entre os suportes mais estudados e utilizados pode-se citar: 

polissacarídeos (agarose, celulose, amido, dextrana, quitosana), proteínas 

(colágeno, gelatina, albumina), polímeros sintéticos (poliacrilatos, 

polimetacrilatos, poliacrilamida, poliamidas, vinil e polímeros alils), minerais 

(bentonite, sílica) e materiais fabricados (vidro não-poroso, vidro de poro 

controlado), entre outros (CABRAL; KENNEDY, 1991). Cápsulas de gel de 

alginato de cálcio (TANRISEVEN; DOGAN, 2001), microcápsulas de quitosana 

(SISO et al., 1997), micro-esferas magnéticas de polivinilálcool (AKGÖL et al., 
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2001), montmorillonita (SANJAY; SUGUNAN, 2005) e fenil-sefarose (BASHA; 

PALANIVELU, 2000) também têm sido citados na literatura como potenciais 

suportes para diversas classes de enzimas. 

O uso de argilas como suportes para imobilização consiste na presença 

de grupos silanol que, após ativação por diferentes grupos funcionais, atuam 

como sítios de ligação para espécies bioativas. Além disso, as argilas possuem 

a possibilidade de serem sintetizadas, podendo, dessa forma, fornecer uma 

série reprodutível de materiais inorgânicos sólidos cujas propriedades físicas 

e/ou químicas podem ser alteradas de forma sistemática para identificar o 

suporte inorgânico mais adequado para uma determinada aplicação como 

suporte biocatalítico (YESILOGLU, 2005). 

Por essa razão, a síntese de algumas argilas como bentonitas e 

esmectitas torna-se um assunto de relevância científica, devido à produção de 

argilas com alta pureza química e a capacidade de ajustar a sua composição e 

estrutura para as mais diversas aplicações tais como: clarificação de tintas e 

óleos minerais, fabricação de cosméticos e produtos farmacêuticos e, no caso 

particular deste estudo, para a imobilização de enzimas. Segundo Yesiloglu 

(2005), a bentonita é uma matriz barata para a imobilização de enzimas e tem 

sido frequentemente utilizada para esse fim. Além do seu baixo custo, a 

bentonita possui várias vantagens para utilização como suporte, incluindo a sua 

baixa toxicidade e reatividade química, permitindo facilmente, desta forma, a 

fixação e permanência das enzimas sob sua estrutura. 

A bentonita é uma partícula de argila mineral composta de 2 folhas 

tetraédricas de silício (Si) e uma central octaédrica de alumínio (Al), unidas 

entre si por átomos de oxigênio comuns às folhas. Apresenta uma 

granulometria muito fina (inferior a 0,03% do grão médio da caulinita) que 

geralmente aumenta de volume de modo substancial em meio aquoso. 

Consiste principalmente de montmorillonita (de 60 a 80%), podendo conter 

outras argilas em menor proporção (ilita e caulinita), além de quartzo, feldspato, 

pirita ou calcita (ROSSETTO et al., 2009). 

A espuma de poliuretano (PU) constitui outro tipo de suporte bem 

conhecido devido a sua capacidade de aprisionar ou de outra forma, imobilizar 
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materiais biológicos (FUKUI; SONOMOTO; TANAKA, 1987). Sua utilização se 

faz pela sua elevada resistência mecânica e resistência ao ataque de solventes 

orgânicos e micro-organismos (OH et al., 2000; ZHOU et al., 2009) e sua 

característica de ser bioquimicamente inerte (BANG et al., 2001; KLEIN; 

KLUGE, 1981; WANG ; RUCHEINSTEIN, 1993). PU faz espuma com células 

abertas, como resultado da condensação do policianatos (R-CNO) e polióis (R-

OH). Após a polimerização, o dióxido de carbono ao escapar da matriz, deixa 

poros para trás. Normalmente, matrizes porosas de PU, não só aumentam a 

área de superfície, mas também minimizam a limitação de difusão do substrato 

e do produto. Um ambiente de difusão limitado é uma desvantagem comum 

dos polímeros correntemente utilizados para encapsulação, tais como 

acrilamida, alginato, carragenina (BANG; PAZIRANDEH, 1999; BANG et al., 

2001). Para superar as dificuldades de limitação de difusão, uma variedade de 

PUs hidrofílicos têm sido identificados e testados para a imobilização de 

enzimas e células microbianas (FUKUSHIMA et al., 1978; FUSEE, 1987; 

O'REILLY; CRAWFORD, 1989). Hypol 2000 e 3000 também são usados com 

sucesso como matrizes de imobilização para as células microbianas na 

biodegradação de produtos químicos tóxicos (O'REILLY; CRAWFORD, 1989;). 

Fukushima et al. (1978) imobilizaram invertase utilizando pré-polímeros de 

uretano, tais como Hypol 2000. Celulase imobilizada em espuma feita a partir 

de Hypol 2002 foi aplicada na degradação de celulose (CHAKRABARTI; 

STOREY, 1988). 

Segundo Paula et al. (2008), a imobilização da inulinase ja foi avaliada 

por diversos autores, e o uso de um barato e simples, mas eficaz, método de 

imobilização é o que se espera nas indústrias de alimentos. Estes mesmos 

autores estudaram um método simples para a imobilização de inulinase em 

uma matriz de gelatina, por aprisionamento em gel e em seguida, cruzada por 

tratamento com glutaraldeído. A grande vantagem observada neste método é o 

seu baixo custo na imobilização em suporte de gelatina, associado ao seu alto 

rendimento. 

Vários suportes têm sido usados para imobilizar inulinase. A inulinase de 
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Aspergillus ficuum foi imobilizada em esferas de vidro poroso de diferentes 

porosidades, mantendo 70-77% de atividade da enzima. Estes dados podem 

ser comparados com inulinase de Kluyveromyces fragilis, que apresentou 54% 

de atividade quando imobilizados em tubo de Tygon e amino etil celulose, 

respectivamente (PAULA et al., 2008). 

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), o qual obteve 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 sistemas de imobilização de inulinase são 

reportados na literatura. 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 o 

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 77,20% 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) 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. (2006b) 

imobilizaram a inulinase de A. fumigatus em resinas Dowex e Amberlite e 
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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.  

Contudo, o processo de imobilização pode também adicionar um 

obstáculo na transferência de massa, uma vez que o contato dos substratos 

com os sítios ativos das enzimas fica mais limitado do que quando a enzima se 

encontra na sua forma livre, daí o interesse no emprego de fluidos 

pressurizados, visando o aumento das taxas de transferência de massa, devido 

sua maior difusividade. 

 

 

2.2 FLUIDOS PRESSURIZADOS 

 

O número de estudos acerca da catálise enzimática em fluidos 

pressurizados tem crescido rapidamente nos últimos anos. Há muitas 

evidências na literatura sobre a adequação destes fluidos como meio para 

reações enzimáticas.  

Hoje, vários medicamentos, aminoácidos, sacarídeos e polissacarídeos, 

vitaminas e ésteres são produzidos por biotransformação enzimática em escala 

industrial. Essencialmente, todas estas reações são realizadas utilizando água 

como meio de reação. Ocasionalmente solventes orgânicos são utilizados 

como meio reacional. Apesar das reações químicas em fluidos sub e 

supercríticos (SCFs) tornarem-se operações em grande escala no século 20, a 

utilização comercial em larga escala destes fluidos para biossíntese ainda está 

em desenvolvimento. 

Enzimas como catalisadores biológicos exigem estreitas condições 

operacionais de processo. A elevação da pressão, temperatura, bem como 

valores extremos de pH, podem levar à desativação de uma enzima (HABULIN; 

KNEZ, 2007). Substratos, bem como alguns produtos finais, causam a inibição 

da enzima, bloqueando o centro ativo da mesma. Considera-se que a inibição 

pelo substrato pode ser facilmente contornada, mantendo a concentração do 
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substrato em baixo nível através da adição contínua, já a inibição pelo produto 

é um problema mais complicado. A remoção gradual do produto por meios 

físicos é difícil de usar em sistemas de separação convencional, mas pode ser 

feita de um modo relativamente fácil com o uso de gases densos como meio de 

reação em um processo contínuo. Em um gás denso moléculas de enzima são 

conhecidas por se tornarem mais rígidas (KAMAT et al., 1993). Esta rigidez 

pode ser uma vantagem no caso de desativação da proteína, ou seja, a 

molécula da enzima não está propensa à desnaturação tão rapidamente 

(KNEZ, 2009). 

Neste contexto, os fluidos pressurizados possuem diversas vantagens 

sobre os solventes líquidos, como a alta difusividade, que pode acelerar a 

transferência de massa em reações enzimáticas (DALLA ROSA, 2006). 

Dentre outras vantagens do uso de fluido pressurizado como meio 

reacional destaca-se: aumento da seletividade de reação, conversões 

elevadas, solubilização de reagentes, facilidade de separação de produtos e 

reagentes, catalisador e subprodutos na mistura (SUBRAMANIAN; McHUGH, 

1988). 

 Vários aspectos podem ser considerados para se compreender as 

contribuições que o uso de fluidos pressurizados pode trazer à biotecnologia, o 

que justifica a realização de pesquisas no sentido de dominar esse novo 

processo, como apresentado a seguir (OLIVEIRA, 1999): 

� Os métodos convencionais para a produção de compostos, via 

enzimática, na maioria das vezes, leva à formação de subprodutos 

indesejáveis que podem ser difíceis de serem separados e recuperados 

do produto. Quando este processo é realizado via fluido pressurizado, 

este problema é minimizado, uma vez que os solventes pressurizados, 

além de exibirem propriedades similares aos solventes orgânicos, ainda 

possuem a capacidade adicional de facilitar a separação dos produtos 

após a reação. 

�  O uso de fluidos pressurizados como solventes em reações 

enzimáticas  permite, também, o controle das variáveis que conduzem a 
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reação, regeneração do catalisador, controle da taxa de reação e 

controle da distribuição do produto. 

�  A substituição de um solvente orgânico convencional, tal como o 

hexano, por um fluido pressurizado ou supercrítico, resultará em taxas 

de transferência de massa maiores devido à maior difusividade destes 

fluidos. 

As propriedades do fluido variam com a densidade, que está em função 

da temperatura e da pressão na região supercrítica. Isto torna os fluidos 

supercríticos atrativos como meios de reações químicas dando um maior 

controle das taxas de reação, equilíbrio, seletividade e atividade catalítica 

através da manipulação da temperatura e da pressão. Os estudos revelaram 

que técnicas e conceitos aplicados rotineiramente no estudo de reações em 

solução podem ser aplicados para reações em condições de alta pressão 

(SAVAGE et al.,1995). 

Os parâmetros críticos dos fluidos mais comumente utilizados em 

reações enzimáticas são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Propriedades críticas dos solventes. 

Solvente 
Massa molecular 

(g/mol) 

Temperatura 

crítica (K) 

Pressão crítica 

(MPa) 

Densidade 

(kg/L) 

CO2 44,01 304,1 7,38 469 

Água 18,02 647,3 22,12 348 

Metano 16,04 10,4 4,6 162 

Etano 30,07 305,3 4,87 203 

Propano 44,09 369,8 4,25 217 

Butano 58,12 425,15 3,75 250 

Metanol 32,04 512,6 8,09 272 

Etanol 46,07 513,9 6,14 276 

Acetona 58,08 508,1 4,70 278 

Fonte: Wen et al. (2009). 
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Knez et al. (1998) observaram em uma esterificação utilizando como 

biocatalisador Lipozyme IM e diferentes gases pressurizados como solvente, 

em várias faixas de temperatura e pressão, que não houve perda de atividade 

da lipase em pressões de até 300 bar por tempos de até 350 min de reação. 

Neste mesmo estudo, os autores reportam que quanto menor o diâmetro das 

partículas da enzima (menor valor investigado foi de 250 µm) maior é o 

incremento da taxa inicial de reação para este sistema. 

Oliveira et al. (2006a) investigaram a influência da temperatura (35-75 

°C), pressão (10-250 bar), tempo de exposição (1-6 horas) e a taxa de 

despressurização (2-50 bar/min para propano e n-butano e 10-200 kg/m3.min 

para dióxido de carbono) na atividade de esterificação das enzimas Novozym 

435 e Lipozyme IM. Os resultados mostraram que ambas as enzimas 

apresentaram uma perda significativa de atividade na presença de dióxido de 

carbono. Para os demais gases, a Lipozyme IM teve apenas uma pequena 

perda da atividade, enquanto que a Novozym 435 teve um ganho de atividade 

quando submetida ao propano e n-butano. 

A atividade hidrolítica de três lipases (Amano PS, Amano AY30 e lipase 

de Yarrowia lipolytica) nas formas livre, ressuspendida e imobilizada foi 

avaliada por Franken et al. (2010). De uma forma geral, para as lipases livres e 

imobilizadas, foi observado um aumento na atividade residual na presença de 

propano pressurizado. No caso das lipases ressuspendidas, foi demonstrado 

que a cinética enzimática é sensível ao tratamento neste fluido, conduzindo em 

alguns casos a ganhos inexpressivos e em outros a perdas significativas da 

atividade enzimática. 

Quando da utilização dos solventes pressurizados, muitos autores 

concluíram que o dióxido de carbono é o solvente que acarreta maior perda de 

atividade enzimática, diferentemente do propano e n-butano que se mostram 

solventes potenciais para a utilização em reações enzimáticas a altas pressões 

(DALLA ROSA et al., 2008). 

Dalla Rosa et al. (2008) realizaram estudo para a produção de ésteres 

etílicos a partir de óleo de soja em propano pressurizado, utilizando a lipase 

Novozym 435, como catalisador. As variáveis do processo, temperatura (35 – 
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65 °C), pressão (50 – 150 bar), concentração de enzima (1 - 20% m/m), razão 

molar óleo:etanol (1:3 - 1:15) e razão mássica solvente/substratos (1:1 - 4:1) 

permitiram a determinação das melhores condições experimentais para a 

produção de biodiesel. Os resultados demonstram que 50 bar e 65 °C levam a 

melhor condição de pressão e temperatura, respectivamente, como também o 

emprego de baixa razão solvente/substratos (2:1), conversões da ordem de 

100% foram atingidas neste sistema reacional. Dentro da faixa experimental 

deste trabalho (50 - 150 bar) o propano encontra-se como líquido pressurizado, 

de forma que a pressão apresenta pouca influência sobre as propriedades do 

solvente e sobre a conversão da reação. 

As inulinases têm grande importância para uma variedade de aplicações 

industriais. No entanto, a parcela maior dos trabalhos refere-se à lipases 

tratadas em CO2 supercrítico, daí o grande interesse em ampliar o 

conhecimento acerca do comportamento de enzimas, investigando o uso de 

inulinases tratadas em outros solventes pressurizados, como o propano, e 

também o GLP, para o qual estudos não constam na literatura até o momento. 

Existe uma infinidade de aplicações para gases pressurizados e, 

possivelmente, um maior conhecimento das características e do 

comportamento de enzimas nestes solventes, significaria aprimoramento 

destas aplicações. 

É importante salientar que, de modo geral, o solvente pode afetar 

fortemente a atividade da enzima através de sua interação com o suporte, no 

caso de enzimas imobilizadas, ou mesmo com radicais da própria enzima. 

Neste contexto, como etapa anterior à utilização de enzimas como 

catalisadores de reações, de fundamental importância é a avaliação de seu 

comportamento nestes solventes alternativos aos orgânicos convencionais 

(FEIHRMANN, 2005; PRIMO et al., 2007).  
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2.3 PARÂMETROS QUE INFLUENCIAM NA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

 

Proteínas são estruturas delicadas, mantidas por interações entre a 

cadeia protéica (determinada pela sequência de aminoácidos) e pelas 

interações com o solvente ao redor. Mudanças nos fatores externos, como 

pressão e temperatura, podem perturbar o complexo balanço das interações 

intramoleculares e entre solvente-proteína, e podem, consequentemente, levar 

ao desdobramento e/ou desnaturação da cadeia de peptídeos (HENDRICKX et 

al., 1998). 

Quando um biocatalisador ou uma preparação enzimática é selecionado 

para determinada reação, o tipo de solvente, a quantidade de água e a 

solubilidade dos substratos e produtos devem ser avaliados e otimizados 

(DALLA-VECHIA et al., 2004). Assim, para a realização de reações enzimáticas 

a altas pressões, é fundamental, primeiramente, conhecer as variáveis que 

podem afetar a catálise enzimática em fluidos pressurizados. Cada variável 

será abordada individualmente, mas é importante salientar que o efeito destas 

sobre a atividade e estabilidade enzimática, frequentemente ocorre de forma 

combinada. 

 

 

2.3.1 Água 

 

A água é, talvez, o componente mais importante quando o biocatalisador 

é utilizado em meio orgânico. Está bem documentado na literatura que uma 

quantidade mínima de água, que é dependente do tipo de solvente e das 

características do suporte utilizado, é absolutamente necessária para a 

solvatação da enzima ou dos substratos e produtos. Entretanto, o excesso de 

água pode favorecer a reação de hidrólise e não a de síntese (DALLA-VECHIA 

et al., 2004). 

De acordo com Zaks e Klibanov (1986), uma das principais propriedades 

das enzimas suspensas em sistemas não aquosos é o aumento da estabilidade 

térmica da enzima relativamente ao meio aquoso. A água possui um papel 
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importante na inativação enzimática à alta temperatura. Acredita-se que a altas 

temperaturas, a água aumente a mobilidade das moléculas de proteína e isto 

aumente a taxa de desnaturação. 

Solventes mais hidrofílicos apresentam uma tendência maior em retirar a 

água essencial da molécula de enzima. Este princípio também pode ser 

aplicado a sistemas envolvendo fluidos pressurizados. Geralmente, a atividade 

enzimática aumenta com o aumento do conteúdo de água adicionado ao fluido 

supercrítico, até um determinado limite. Quando o conteúdo de água excede o 

nível ótimo em reações de transesterificação, as reações de hidrólise tornam-

se predominantes e a taxa da reação desejada decresce. Pode-se, com base 

nas informações da literatura, concluir que o tipo de reação e o meio reacional 

são também importantes na determinação da dependência da atividade 

enzimática com o conteúdo de água (OLIVEIRA, 1999). 

 

 

2.3.2 Solvente 

 

A influência da natureza do solvente tem sido interpretada em termos de 

vários fenômenos, tais como a mudança na rigidez da enzima causada por 

solventes com alta constante dielétrica e interações iônicas na proteína. O 

solvente pode estabilizar as cargas no estado de transição através da 

modificação da polaridade do sítio ativo, bem como a variação da energia livre 

total, que estão associadas com diferentes energias de solvatação do solvente. 

Na literatura, não existe um consenso claro com relação à escolha do 

parâmetro para descrever quantitativamente o efeito do solvente em reações 

catalisadas por enzimas. Porém, o parâmetro mais frequentemente utilizado é 

o log Poct, definido como o logaritmo do coeficiente de partição do solvente no 

sistema octanol/água (DALLA-VECHIA et al., 2004). 

Os solventes que possuem log Poct ≤ 2 são denominados hidrofílicos e 

não são considerados adequados para a biocátalise, porque perturbam 

fortemente a interação água-biocatalisador, inativando-o ou desnaturando-o. 

Os solventes que possuem log Poct superior a 4 são denominados hidrofóbicos 
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e não perturbam a camada de água, mantendo o biocatalisador no seu estado 

ativo. Parâmetros como constante dielétrica (ε), polarizabilidade, bem como o 

parâmetro de solubilidade de Hildebrand (δ) e o de solubilidade tridimensional – 

uma derivação do parâmetro de Hildebrand – têm sido propostos para avaliar a 

influência do solvente nas reações catalisadas por enzimas (DALLA-VECHIA et 

al., 2004). 

É muito difícil a priori prever a estabilidade e a atividade de uma enzima 

em qualquer fluido pressurizado. Um parâmetro adicional que influencia a 

estabilidade a longo prazo das enzimas nestes fluidos é o efeito da 

despressurização. Métodos de imobilização (físico ou químico) também 

influenciam a estabilidade da enzima e sua atividade. Estima-se que enzimas 

imobilizadas são mais estáveis em meio pressurizado e mantêm a sua 

atividade enzimática. 

Embora o uso de solventes orgânicos em síntese enzimática possa 

apresentar algumas vantagens em determinados processos, há de se 

considerar o risco ambiental envolvido em tais processos. Considerando que 

uma das vantagens da utilização de enzimas em síntese orgânica é o baixo 

impacto ambiental deste processo, a utilização de solventes orgânicos pode 

então representar a perda ou minimização desta vantagem. 

A substituição de um solvente orgânico, tal como o n-hexano, por um 

fluido pressurizado em reações enzimáticas, resultará em maiores taxas de 

transferência de massa devido às propriedades de transporte favorável. Um 

benefício adicional do emprego de fluido supercrítico na catálise enzimática é a 

presença de um meio adequado à recuperação dos produtos e reagentes 

(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000 e 2001). 

Numerosos estudos mostraram que muitas reações podem ser 

conduzidas em dióxido de carbono líquido ou supercrítico e em fluidos 

pressurizados, como propano e n-butano (KNEZ; HABULIN, 2002; OLIVEIRA 

et al., 2000 e 2001; DALLA ROSA et al., 2008) devido suas propriedades de 

transporte favoráveis a transferência de massa. 
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Entretanto, há um inconveniente com relação à polaridade do CO2, pois 

suas características hidrofílicas podem afetar negativamente a atividade da 

enzima (OLIVEIRA et al., 2006a). 

 Para Habulin e Knez  (2001), que utilizaram as lipases Pseudomonas 

fluorescens, Rhizopus javanicus, Rhizopus niveus e porcine pancreas em CO2 

supercrítico e propano a 300 bar e 40 °C por 24 horas, a atividade das enzimas 

em propano foi maior do que em CO2 supercrítico, possivelmente devido às 

diferentes partições de água no solvente. 

 Oliveira et al. (2006b) avaliaram a atividade de esterificação de lipases 

imobilizadas (Lipozyme IM, Novozym 435 e lipase de Yarrowia lipolytica) em 

fluidos pressurizados: dióxido de carbono (70 – 275 bar), propano (30 – 250 

bar) e n-butano (10 – 250 bar). No processamento em CO2 as três lipases 

perderam atividade em todas as condições experimentais avaliadas. Para o 

processamento com propano, as lipases Lipozyme IM e de Yarrowia lipolytica 

apresentaram perda na atividade, enquanto que a Novozym 435 apresentou 

um aumento na atividade em todas as condições experimentais estudadas. O 

processamento em n-butano apresentou os mesmos resultados apontados no 

processamento com propano. 

As enzimas mais largamente investigadas em fluidos pressurizados são 

as lipases, com relação a outras enzimas, existem poucos trabalhos na 

literatura investigando as mesmas em fluidos pressurizados. Há, por exemplo, 

trabalhos com subtilisina Carlsberg (FONTES et al., 1998; FONTES et al., 

2003), α-amilase, celulase e protease ácida (YAO et al., 2004), lipoxigenase e 

peroxidase (TEDJO et al., 2000) e polifenol oxidases (CHEN et al., 1992). Em 

especial, o trabalho de Fricks et al. (2006) com peroxidase de rabanete obteve 

uma atividade residual em torno de 215% após tratamento com dióxido de 

carbono a 70,5 bar e 30 ºC por uma hora. 

A atividade enzimática depende do tipo de fluido utilizado, 

provavelmente como resultado de diferentes interações proteína-solvente. As 

interações proteína-meio pressurizado que podem afetar a atividade enzimática 

incluem a partição do substrato, produto e água entre a enzima e o solvente, e 

interações diretas entre o fluido e a enzima, as quais podem inibir ou inativar a 



 

49 

 

 

enzima por quebra das ligações de hidrogênio e iônicas. Os solventes menos 

nocivos às enzimas são aqueles mais hidrofóbicos, pois interagem menos com 

a água necessária para o funcionamento da enzima. Solventes hidrofílicos, ou 

seja, solventes que contêm maior quantidade de grupos polares ou centros 

capazes de formar pontes de hidrogênio, tendem a retirar a água essencial das 

proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enzimática 

(HABULIN; KNEZ, 2001). 

O propano pressurizado, de caráter hidrofóbico, pode, assim, ser 

apropriado como um meio de reação para bioconversões catalisadas por 

enzimas, uma vez que o propano próximo ao seu ponto crítico tem uma 

constante dielétrica comparável a do CO2 (KNEZ; HABULIN, 2002), e as 

pressões de transição de fase com o propano, geralmente encontradas em 

sistemas formados por compostos de massa molecular alta (triglicerídeos, por 

exemplo), são muito mais baixas do que aquelas encontradas em sistemas 

com CO2 (LANZA et al., 2005; NDIAYE et al., 2006a; 2006b). Também, sendo 

estudado em recentes pesquisas nesta área, o uso do GLP (Gás Liquefeito de 

Petróleo) como solvente, pode ser uma rota promissora industrialmente e 

economicamente.  

 As formas como os solventes afetam a atividade enzimática e a 

enantiosseletividade ainda não é bem compreendida e as hipóteses 

apresentadas para explicar esse fenômeno apresentam discrepâncias entre si 

(COSTA et al., 1999). Pode-se observar nos trabalhos que exploram esse tema 

a preocupação em salientar que os resultados alcançados são restritos aos 

sistemas estudados, evitando-se generalizações. Assim, devido ao fato de as 

enzimas responderem diferentemente à modificações na superfície, os efeitos 

obtidos no uso de propano e GLP pressurizados como solvente em um sistema 

enzimático não podem ser aplicados a outros sistemas enzimáticos. 
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2.3.3 Temperatura 

 

 A maioria das enzimas possui atividade específica, capaz de catalisar 

apenas uma determinada reação e de fazê-la só em um tipo de meio ou 

substrato. Algumas enzimas são mais versáteis. Entretanto, todas as enzimas 

operam dentro de um limite estreito de temperatura e pH (COX, 1987). Grande 

parte das enzimas apresenta sua atividade ótima em uma faixa de 30 a 40 ºC, 

sendo que acima de 45 ºC pode ocorrer o início da desnaturação (FENNEMA, 

1993). 

Com o aumento da temperatura pode ocorrer desnaturação da proteína 

enzimática, que consiste na perda irreversível da conformação nativa, 

modificando a estrutura terciária e quaternária da proteína globular. Desta 

forma, a enzima passa de uma conformação ativa a uma conformação 

desprovida de atividade. As enzimas possuem uma temperatura de resistência 

máxima à desnaturação. Entretanto, na desnaturação das enzimas pelo calor a 

relação tempo/temperatura, ou seja, a duração e a intensidade do tratamento 

térmico são de fundamental importância. Os efeitos que se observam nas 

enzimas apresentam papel relevante, uma pequena modificação da 

conformação do centro ativo pode conduzir à perda da atividade catalítica 

(SCRIBAN, 1985; BELITZ; CROSCH, 1997). 

Uma das principais propriedades das enzimas suspensas em sistemas 

não aquosos é o aumento da estabilidade térmica da enzima relativamente ao 

meio aquoso. Em altas temperaturas, a água aumenta a mobilidade das 

moléculas de proteína e isto pode aumentar a taxa de desnaturação (ZAKS; 

KLIBANOV, 1986). Desta forma, é natural que a enzima exiba maior 

termoestabilidade em meio não aquoso. 

 

 

2.3.4 Pressão 

 

Ao contrário dos tratamentos térmicos, onde tanto ligações covalentes 

como não covalentes são afetadas, no processamento à alta pressão em 
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temperatura ambiente as ligações covalentes são pouco afetadas e, 

consequentemente, a estrutura primária das proteínas permanece intacta 

durante o tratamento (CHEFTEL, 1995). Entretanto, ligações químicas 

relativamente fracas (pontes de hidrogênio, ligações hidrofóbicas ou mesmo 

algumas ligações iônicas) podem ser rompidas (HENDRICKX et al., 1998). 

Pode-se, pelo tratamento a alta pressão, distorcer a estrutura secundária e 

terciária do polipeptídeo, o que resultaria numa conformação da enzima 

diferente da nativa, mas que mantivesse ou aumentasse a atividade catalítica, 

sem que ocorra a desnaturação da proteína. Em geral, pressões acima de 

3000 bar à temperatura ambiente causam desnaturação protéica irreversível, 

enquanto pressões menores resultam em mudanças reversíveis na estrutura 

da proteína (CHEFTEL, 1995). 

Os efeitos da alta pressão sobre enzimas podem ser divididos em duas 

classes. Na primeira, pressões hidrostáticas relativamente baixas (< 1000 bar) 

têm mostrado ativação de algumas enzimas (ASAKA et al., 1994; ANESE et al., 

1995; CANO et al., 1997; GIEBAUF; GAMSE, 2000; FRICKS et al., 2006). 

Pressões muito maiores (> 1000 bar), geralmente induzem à inativação 

enzimática (WEEMAES et al., 1998), porém há também casos de aumento da 

atividade (GARCIA-PALAZON et al., 2004). 

  Os fluidos pressurizados têm sido largamente explorados na indústria e 

na ciência como solventes e meios de reações. 

 Prado et al. (2012) avaliaram o uso de dióxido de carbono e a enzima 

Lypozyme TL IM para maximizar a hidrólise enzimática das gorduras do leite 

obtendo maiores valores para ácido linolênico conjugado (ALG) e ácidos 

graxos livres (AGL). Para as condições estudadas, os melhores valores para 

AGL (86,79%) foram obtidos com 25 MPa, razão molar 1:5 (mol/mol) 

gordura/água a 55 °C e para ALG (6,81 mg/g de gordura) com 30 MPa, razão 

molar 1:30 (mol/mol) gordura/água e 55 °C. 

 Manera et al. (2011) estudaram o efeito de diferentes fluidos 

pressurizados na atividade e estabilidade de β-galactosidases e concluíram 

que as grandezas de pressão (ou densidade reduzida), taxa de 



 

52 

 

 

despressurização e tempo de exposição influenciaram positivamente na 

atividade enzimática. 

 Resultados relatados por Kuhn et al. (2010) em relação ao 

comportamento de lipases não comerciais à alta pressão mostraram que 

dependendo da extensão das condições utilizadas e forma da enzima é 

possível se obter excelentes incrementos na atividade enzimática. 

 Pode-se inferir que dependendo da magnitude da pressão aplicada, a 

extensão das mudanças na estrutura em proteínas globulares pode ser 

diferente de uma enzima para outra. Neste sentido, pode também não ocorrer 

mudanças significativas na estrutura da enzima mesmo a altas pressões. 

 As propriedades físicas do SCFs, como difusividades do gás e 

densidade dos líquidos podem ser controladas, alterando a pressão. Há 

também a possibilidade de alterar a seletividade e a atividade de uma enzima, 

apenas mudando a pressão. Para executar reações enzimáticas em alta 

pressão, o comportamento da enzima em fluidos pressurizados é muito 

importante, pois certas enzimas mostram uma considerável aparente ativação 

sob pressão, enquanto outras apresentam desativação em uma pressão 

crescente. 

 

 

2.4 CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

 

Na revisão bibliográfica apresentada no decorrer deste capítulo, 

procurou-se relatar a aplicação de inulinases e de fluidos pressurizados, as 

características do biocatalisador e do solvente, e as variáveis que podem afetar 

o comportamento da atividade das enzimas quando submetidas a altas 

pressões. 

Propano e GLP, solventes com propriedades e capacidade de dissolver 

compostos hidrofóbicos, são apontados como gases potenciais para o pré-

tratamento enzimático, bem como um meio reacional interessante para as 

reações catalisadas por inulinases. 
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Muitos fatores podem afetar a atividade das enzimas, assim, de 

fundamental importância é a sua avaliação prévia no fluido pressurizado a ser 

empregado. 

Inulinases são enzimas catalisadoras no processo de síntese de 

frutooligossacarídeos, o desenvolvimento de estudos acerca do 

aperfeiçoamento e/ou inovação de técnicas para produzir FOS é um alvo de 

pesquisa de grande importância. O encontro de metodologias, viáveis e menos 

complexas, está relacionado ao uso de um biocatalisador com alta atividade e 

boa estabilidade.  

Neste contexto, observou-se que poucos relatos são encontrados na 

literatura a respeito da atividade de inulinases submetidas a sistemas 

pressurizados em meio enzima-solvente, e que é de primordial importância o 

conhecimento prévio das condições adequadas a serem aplicadas nos 

processos de biotransformação. Deste modo, pode-se verificar a relevância no 

desenvolvimento de estudos na busca de processos e meios apropriados, 

visando maior conhecimento das condições ótimas de produção e de métodos 

de obtenção mais viáveis. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Neste capítulo será apresentada uma descrição dos materiais e métodos 

utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho, bem como os 

procedimentos laboratoriais necessários à consecução da fase experimental 

desenvolvida. 

 

 

3.1 MATERIAIS 

 

 

3.1.1 Reagentes 

 

O solvente utilizado foi propano de procedência White Martins S.A. (com 

99,5 % pureza, fase líquida), cujas propriedades críticas, segundo Reid et al. 

(1987), são: pressão crítica = 42,49 bar, temperatura crítica = 96,6 °C e 

densidade crítica = 0,22 g/cm3. Também foi utilizado Gás Liquefeito de Petróleo 

(GLP), em sua composição são encontrados vários componentes, entre eles 

estão as mercaptanas com cerca de 140 µg/L de enxofre, sendo seus 

compostos majoritários o propano (50,3%), n-butano (28,4%), iso-butano 

(13,70%), etano (4,8%), e demais compostos minoritários (n-pentano, 0,086%, 

metano, 0,077%, iso-pentano, 0,356%) (PETROBRAS-CENPES, 2010). 

Como suportes para a imobilização da inulinase foram utilizados 

montmorillonita natural poço A, fornecida por Colorminas Colorifício e 

Mineração S/A, e poliol e isocianato para a formulação de poliuretano 

fornecidos por Mannes Ltda. 

Para determinação da atividade enzimática foi utilizada solução tampão 

acetato de sódio 0,1 M, pH 4,8 com 2% (m/v) de sacarose, DNS (ácido 3,5-

dinitrosalicílico) e tartarato de sódio e potássio (15,1 g/L). Para a produção de 

FOS foi usado como substrato a inulina, a sacarose, o solvente acetato de etila, 

solução tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 4,8; 5,4 e 6,0. 
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3.1.2 Enzimas 

 

O micro-organismo utilizado para a obtenção da enzima não-comercial 

foi a levedura Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, a qual foi previamente 

reportada como produtora de inulinase por FES e é pertencente ao grupo 

GRAS (Generally Recognized as Safe) (MAZUTTI et al., 2010). O extrato 

contendo inulinase extracelular de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi 

obtido pelo cultivo dessas espécies utilizando torta do bagaço de cana como 

substrato. A composição do meio foi otimizada em um trabalho anterior de 

Mazutti et al. (2010) contendo: 2 kg de bagaço de cana suplementado com 15 

% (m/m) de melaço de cana pré-tratado, 30 % (m/m) de água de maceração de 

milho (AMM), e 20 % (m/m) de farelo de soja. O teor de umidade foi ajustado 

para 65 % e após autoclavado a 121 °C por 20 minutos. A fermentação foi 

iniciada com a inoculação de um volume otimizado correspondente a uma 

massa de células de 14 g. Todos os experimentos foram realizados por 24 

horas. Após a fermentação, a enzima foi extraída do bagaço de cana, 

adicionando tampão acetato de sódio 0,1 mol/L, pH 4,8 em uma relação 

sólido/líquido 1:10, após incubação a 50 °C e 150 rpm por 30 minutos. 

A inulinase comercial, forma livre, foi obtida a partir do micro-organismo 

Aspergillus niger (Fructozyme, mistura de exo-inulinase (EC 3.2.1.80) e endo-

inulinase (EC 3.2.1.7)) adquirida da Sigma-Aldrich. 

 

 

3.2 EQUIPAMENTOS E METODOLOGIA 

 

 

3.2.1 Processos de imobilização 

 

As enzimas utilizadas foram imobilizadas em dois diferentes processos, 

a inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi imobilizada em 

suporte montmorillonita natural poço A (Processo de imobilização A) e a 

inulinase de Aspergillus niger foi imobilizada em espuma de poliuretano 

(Processo de imobilização B), conforme a Figura 2. 
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Figura 2: Representação esquemática de imobilização de inulinases. 

 

� Inulinase não comercial; 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 (A) 

� Inulinase comercial; 

Aspergillus niger (A e B) 

 

Imobilização A: 

� solução tampão acetato de 

sódio 0,1M, pH 4,8; 

� suporte - argila 

montmorillonita Poço A. 

Imobilização B: 

� Espuma de poliuretano (PU).  

 

• Imobilização A: suporte argila montmorillonita natural poço A. 

O processo de imobilização foi realizado conforme a melhor condição 

encontrada no trabalho de Coghetto (2011): 2 g do suporte - argila 

montmorillonita Poço A, com adição de 60 mL de uma solução contendo o 

extrato enzimático e tampão acetato de sódio 0,1 M pH 4,8, em uma diluição 

extrato enzimático/tampão 3:10. Esta solução foi mantida sob agitação 

magnética em temperatura de 4 ºC (banho de gelo), por um tempo reacional de 

10 minutos. Após o término do processo de adsorção, a solução foi filtrada a 

vácuo, permanecendo posteriormente 48 horas em dessecador. 

 

• Imobilização B: suporte espuma de poliuretano. 

A síntese de poliuretano foi realizada segundo Silva et al. (2013a). A 

relação de poliol:isocianato foi de 1:1 (v/v). A reação de polimerização foi 

realizada em copo plástico de 300 mL. Os monômeros (5 mL) foram 

transferidos para o copo com a ajuda de uma seringa graduada de plástico 

descartável. Após a adição dos monômeros, o sistema foi homogeneizado com 

um bastão de vidro, durante cerca de 2 minutos, deixando a reação ocorrer. 



 

57 

 

 

Mais tarde, na fase de polimerização (5 minutos), o poliuretano foi deixado em 

repouso durante 24 h para a solidificação completa da espuma. 

O passo de imobilização foi realizado com um volume de extrato glicólico 

contendo 10% (1 mL) de enzima correspondente ao volume adicionado dos 

monômeros. Para a imobilização, o extrato glicólico enzimático foi adicionado 

ao monômero de poliol-poliéter, e, mais tarde, para o passo de 

homogeneização adicionou-se o isocianato, de modo a iniciar a reação de 

polimerização do poliuretano. A Figura 3 apresenta uma representação 

esquemática de imobilização de inulinases seguindo o procedimento acima 

descrito. 

 

Figura 3: Representação esquemática de imobilização de inulinases com 

espuma de poliuretano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Depois do passo de polimerização, o poliuretano contendo a enzima foi 

removido do frasco, fracionado em pedaços pequenos, devidamente 

identificado e armazenado em geladeira. 

 

 

Enzima 

10% 

Poliol-
poliéter 

Enzima 

+ poliol-poliéter 
Isocianato 

Enzima 
imobilizada 
em espuma 

de poliuretano 

Homogeneizar (2min) 

Polimerização (5min) 
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3.2.2 Determinação da atividade enzimática das inulinases 

 

 A atividade enzimática das enzimas imobilizadas foi determinada 

adicionando-se 0,5 g de enzima imobilizada em 4,5 mL de uma solução tampão 

acetato de sódio 0,1 mol/L, pH 4,8 com 2 % (m/v) de sacarose. Após diluída, 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 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 (marca Agilient 8453) a 540 nm. 

 Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para hidrolisar 1 μmol de sacarose por minuto nas 

condições mencionadas (sacarose como substrato). Os resultados foram 

expressos em termos de atividade de enzima por grama de sólidos secos (U/g). 

 As atividades das enzimas foram determinadas no início e ao final do 

tratamento em fluidos pressurizados, objetivando o acompanhamento da 

alteração da sua atividade quando submetida ao propano e GLP pressurizados. 

 A atividade residual foi calculada através da equação abaixo: 

 

 

Atividade Residual (%) = Atividade (U/g) após a pressurização       x    100 
                        Atividade (U/g) antes da pressurização 

          (1) 

 

 

3.2.3 Tratamento das enzimas em propano e GLP pressurizados 

 

Os experimentos envolvendo as inulinases imobilizadas foram 

realizados em uma unidade de escala laboratorial semelhante à empregada por 

Kuhn et al. (2010), que consiste basicamente de um reservatório de solvente, 
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dois banhos termostáticos, uma bomba de seringa (ISCO 260D), uma cuba de 

aço inoxidável com um volume interno de 3 mL, um transdutor de pressão 

absoluta (Smar, LD301) equipado com um programador portátil (Smar, HT201) 

com uma precisão de ± 0,4 bar. O diagrama esquemático do equipamento é 

apresentado na Figura 4. O equipamento foi construído para conduzir os 

experimentos até 350 bar e 80 °C (FRICKS et al., 2006; FRANKEN et al., 

2010).  Todas as linhas de montagem experimental empregaram tubulações 

“OD 1/16” de aço inoxidável (HIP) e entre a bomba e o reservatório de solvente 

uma “check valve” (HIP 15-41AF1-T 316SS) foi colocada para evitar o refluxo 

do solvente pressurizado. 

 

Figura 4 - Diagrama esquemático do aparato utilizado no tratamento das 

enzimas nos fluidos pressurizados. A– reservatório de solvente; B– banho 

termostatizado; C– bomba de seringa; D– reator/célula de aço; E– indicador de 

pressão; F– transdutor de pressão; G– válvula micrométrica. 

 

Duas outras válvulas micrométricas (HIP 15-11AF2 316SS) completaram 

o aparato experimental, uma localizada após a bomba de seringa, na entrada 

da célula de alta pressão, para permitir o carregamento de solvente e a outra 

logo após a célula para realizar a descarga do solvente. A célula de alta 

pressão encontrava-se submersa em banho de água e apoiada por um 

dispositivo simples, enquanto que as válvulas micrométricas ficavam 

localizadas fora do banho. 
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O procedimento experimental adotado para o tratamento das enzimas 

nos fluidos pressurizados consistia, em primeiro lugar, no ajuste do banho 

termostático a 40 ºC, temperatura estabelecida no presente trabalho para todas 

as corridas experimentais. Então, a enzima (0,6 g), na forma imobilizada, foi 

alimentada ao interior da célula. Após este procedimento, o sistema foi 

submetido à pressurização sob diferentes tempos de exposição, de acordo com 

condições pré-estabelecidas na sequência de um projeto experimental, 

mantendo uma taxa de pressurização constante (10 bar/min). O sistema foi, 

finalmente, despressurizado em diferentes taxas pré-estabelecidas, de acordo 

com o projeto experimental, programado por um deslocamento do pistão da 

seringa da bomba e da válvula micrométrica utilizada em pressões mais baixas, 

perto da pressão de saturação do solvente. A atividade enzimática foi 

determinada antes (atividade inicial) e depois (atividade final) do procedimento 

de tratamento com fluidos sob pressão, conforme descrito anteriormente. 

 Uma vista geral da unidade e da célula utilizada nos experimentos pode 

ser verificada nas Figuras 5 e 6. 

 

Figura 5 – Detalhes da célula de aço inoxidável com volume interno de 3 mL 

(A); Célula de aço acoplada a válvula micrométrica (B). 
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Figura 6 – Vista do sistema mergulhado no banho termostatizado (A); Unidade 

experimental utilizada no tratamento das enzimas (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4 Condições experimentais 

 

Com o objetivo de avaliar os efeitos das variáveis do processo sobre a 

atividade enzimática da inulinase imobilizada após o tratamento com fluido 

pressurizado, um planejamento fatorial com 2 níveis e 3 variáveis foi adotado, 

conforme a Tabela 2.  

 

Tabela 2 – Condições experimentais avaliadas no planejamento experimental 

realizado para as inulinases comercial e não comercial imobilizadas. 

Experimento P (bar) t (h) R (bar/min) 

1 30(-1) 1(-1) 20(-1) 

2 30(-1) 1(-1) 100(+1) 

3 30(-1) 6(+1) 20(-1) 

4 30(-1) 6(+1) 100(+1) 

5 270(+1) 1(-1) 20(-1) 

6 270(+1) 1(-1) 100(+1) 

7 270(+1) 6(+1) 20(-1) 

8 270(+1) 6(+1) 100(+1) 

9 150 (0) 3,5 (0) 60 (0) 

10 150 (0) 3,5 (0) 60 (0) 

11 150 (0) 3,5 (0) 60 (0) 

 

A B 
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O planejamento experimental foi concebido para observar, ao mesmo 

tempo, as variáveis comumente usadas para reações catalisadas por enzimas 

em fluidos pressurizados, a faixa ótima de atividade da enzima e os limites de 

operação do equipamento (OLIVEIRA et al., 2006ab.; FRICKS et al., 2006). As 

variáveis avaliadas para inulinase imobilizada foram: pressão (30-270 bar), taxa 

de despressurização (20-100 bar/min) e tempo de exposição (1-6 h). A 

execução do planejamento experimental foi realizada de forma aleatória, 

incluindo uma condição de ponto central realizada em triplicata, para avaliação 

do erro experimental. A análise foi realizada utilizando o software Statistica ® 8 

(Statsoft Inc, Tulsa, OK, EUA). 

 

3.2.5 Estabilidade da atividade enzimática da inulinase em baixas 

temperaturas após o tratamento a alta pressão 

 

A avaliação da estabilidade das inulinases de Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 e Aspergillus niger, imobilizadas em montmorillonita, após 

tratamento nos fluidos pressurizados foi realizada mantendo-se as enzimas em 

freezer (-10 ºC) e em geladeira (4 °C). As amostras de enzimas imobilizadas 

foram retiradas em determinados intervalos de tempo, e foi medida a atividade 

enzimática. 

Para a inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, para 

ambos os fluidos, propano e GLP, a atividade monitorada foi realizada 

utilizando as enzimas do experimento 1, já para a inulinase de Aspergillus niger 

a atividade monitorada foi realizada utilizando as enzimas do experimento 3. 

Os resultados foram comparados com as enzimas sem tratamento em fluidos 

pressurizados. 

 

 

3.2.6 Caracterização estrutural do catalisador 

 

 Amostras do catalisador obtido da levedura Kluyveromyces marxianus 

NRRL Y-7571 foram analisadas em relação à sua estrutura através da 
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adsorção de nitrogênio a 77 K (Autosorb-1 equipamento, Quatachome, 2200e 

série).  

A inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 foi analisada 

antes e depois do tratamento em GLP pressurizado, sendo que o tratamento foi 

realizado nas condições referentes ao ponto central.  

Antes da análise, as amostras foram tratadas sob vácuo a 373 K para a 

secagem completa e, em seguida, submetidos a N2 líquido. A área específica 

média superficial foi determinada pelo método BET, enquanto o diâmetro médio 

de poros e volume de poros foi obtido utilizando a técnica de BJH (Barret, 

Joynere, Halenda). 

 

 

3.2.7 Síntese de frutooligossacarídeos 

 

Os frutooligossacarídos foram produzidos seguindo a metodologia 

descrita por Risso et al. (2004), com algumas modificações. A síntese 

enzimática foi realizada em sistema aquoso e orgânico, utilizando as inulinases 

imobilizadas e tratadas em fluidos pressurizados, como catalisadores. Foi 

utilizada, para o tratamento das inulinases imobilizadas em montmorillonita, a 

condição de número 1 do planejamento experimental, tanto para propano e 

GLP, uma vez que resultados semelhantes foram obtidos em termos de 

atividade residual em todas as condições testadas, e esta condição refere-se 

ao uso de pressão e taxa de despressurização mais baixas e menor tempo de 

exposição. Já para  a inulinase imobilizada em PU, a condição de tratamento 

utilizada foi a de ponto central. 

O procedimento experimental consistiu na adição, em Erlenmeyers, do 

substrato (sacarose ou inulina) a 55% e enzima a 5%. No sistema aquoso, o 

meio de reação foi composto por tampão acetato de sódio, pH 4,8. No sistema 

orgânico, os solventes utilizados foram tampão acetato de sódio e acetato de 

butila (75:25). Os experimentos foram realizados em shaker a uma velocidade 

constante (100 rpm), na temperatura de 50 ºC durante 24 horas. Os 

rendimentos em FOS foram determinados utilizando as inulinases tratadas em 
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fluidos pressurizados e também as não tratadas, a fim de permitir uma 

comparação direta dos resultados obtidos. 

 

 

3.2.8 Estudo cinético para a otimização da síntese de 

frutooligossacarídeos 

 

Visando melhorar o rendimento em frutooligossacarídeos foi realizado 

um estudo cinético da reação de produção de FOS utilizando a inulinase de 

Aspergillus niger imobilizada em montmorillonita, pré-tratada em GLP 

pressurizado em sistema aquoso, nos tempos de 0 a 24 h. Nesta etapa variou-

se algumas das condições experimentais conforme demonstrado na Tabela 3, 

e alíquotas para a quantificação em FOS foram retiradas a cada 2 h. A 

temperatura foi mantida constante em 50 ºC. 

 

Tabela 3 - Condições experimentais empregadas na produção de FOS, 

utilizando inulinases de Aspergillus niger imobilizada em montmorillonita e pré-

tratada em GLP pressurizado como catalisador em meio aquoso. 

Experimento Sacarose (%) 
pH do tampão 

acetato de sódio 
Enzima (%) 

A 50 4,8 5 

B 60 4,8 5 

C 

D 

E 

F 

G 

70 

60 

60 

60 

60 

4,8 

5,4 

6,0 

4,8 

4,8 

5 

5 

5 

1 

10 

 

3.2.9 Metodologia analítica para a quantificação de FOS 

 

A quantificação de FOS foi realizada conforme metodologia 

desenvolvida por Richetti (2013), em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(HPLC) (série 1100 Agilient), utilizando coluna Luna NH2 (250 x 4.6 mm, 5 µ - 

Phenomenex - USA), volume de injecção de 5 μL, fluxo de 1 mL/min, fase 
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móvel de água/acetonitrila (70:30), e detector de índice de refração. As 

temperaturas da coluna e do detector foram de 20 e 25 °C, respectivamente. 

As curvas de calibração foram construídas utilizando os padrões químicos e os 

resultados foram calculados em termos de conversão de produto, utilizando 

metodologia anteriormente desenvolvida em nosso grupo de pesquisa. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 
 

O presente capítulo visa apresentar os resultados obtidos no decorrer 

deste trabalho, relacionados à avaliação da atividade e estabilidade enzimática 

de inulinases imobilizadas após processamento em propano e GLP 

pressurizados, bem como da síntese de frutooligossacarídeos utilizando estas 

enzimas como catalisadores. 

 

 

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM PROPANO E GLP PRESSURIZADOS 

SOBRE A ATIVIDADE DE INULINASE DE Kluyveromyces marxianus NRRL 

Y-7571 IMOBILIZADA EM MONTMORILLONITA 

 

Resultados obtidos para a atividade residual da inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 imobilizada em montmorilonita após 

tratamento em fluidos pressurizados são apresentados na Tabela 4. Em um 

primeiro momento, pode-se notar que um expressivo aumento na atividade da 

enzima foi alcançado após o tratamento, em todas as condições experimentais 

testadas. No entanto, o maior aumento (atividade residual de 218,7%) foi 

observado na condição experimental 3, utilizando uma pressão de 30 bar 

durante 6 h a uma taxa de despressurização de 20 bar/min, quando a enzima 

foi submetida ao tratamento com GLP. 
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Tabela 4 – Atividade residual (%) da inulinase não comercial de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y -7571 imobilizada em montmorilonita após tratamento em 

fluidos pressurizados. 

   Atividade Residual (%)* 

 
Exp 

P 

(bar) 

t 

(horas) 

R 

(bar/min) 

Propano 

(%)* 

GLP 

(%)* 

 

1 

 

-1 (30) 

 

-1 (1) 

 

-1 (20) 

 

176,4 

 

183,9 

2 - 1 (30) -1 (1) 1 (100) 181,3 172,5 

3 -1 (30) 1 (6) -1 (20) 154,1 218,7 

4 -1 (30) 1 (6) 1 (100) 172,1 189,1 

5 1 (270) -1 (1) -1 (20) 175,8 200,5 

6 1 (270) -1 (1) 1 (100) 133,3 151,7 

7 1 (270) 1 (6) -1 (20) 200,8 101,6 

8 1 (270) 1 (6) 1 (100) 143,8 202,1 

9 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 145,3 210,2 

10 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 146,1 213,5 

11 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 142,4 204,6 

 P=pressão, t=tempo de exposição e R=taxa de despressurização. 

   *
 Atividade Residual definida conforme Equação 1, pág. 58. 

     Atividade inicial de 140 U/g. 

 

 

4.1.1 Inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 tratada em 

propano pressurizado 

 

A atividade inicial desta enzima foi de 140 U/g. O ganho de atividade da 

enzima para o sistema tratado com propano foi na faixa de 133,3 a 200,8%. O 

maior ganho de atividade ocorreu no experimento 7, relacionado às condições 

de limite superior de pressão e tempo de exposição e menor taxa de 

despressurização. 
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-.220203

.7364157

-5.45453

12.10393

-13.8078

-22.0853

p=.05

Estimativa dos Efeitos

Tempo x R

Tempo

Pressão

Pressão x Tempo

R

Pressão X R

Para avaliar os principais efeitos das variáveis manipuladas sobre a 

atividade da enzima, os dados apresentados na Tabela 4 foram tratados 

estatisticamente, considerando um nível de significância de 95% (p < 0,05). A 

Figura 7 apresenta os efeitos dessas variáveis sobre a atividade final da 

enzima submetida a propano pressurizado.  

 

Figura 7 - Diagrama de Pareto para a inulinase não comercial de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y -7571 imobilizada em montmorillonita no 

sistema propano pressurizado, em função das variáveis independentes 

estudadas e da atividade enzimática obtida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com relação à atividade da inulinase submetida a propano pressurizado, 

como mostra a Figura 7, é possível observar que a variável com maior efeito 

significativo (p < 0,05) foi a interação entre a pressão e a taxa de 

despressurização, com efeito negativo, também com efeito significativo 

negativo, a pressão e a taxa de descompressão, indicando que menores níveis 

destas, levam a um aumento na atividade enzimática da inulinase. A interação 

entre pressão e tempo teve efeito significativo positivo, e as demais variáveis 

não foram significativas no intervalo estudado. 

Pode-se verificar que em experimentos onde foram usadas taxas de 

despressurização lentas, um aumento na atividade enzimática residual também 
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ocorreu, sendo este comportamento confirmado pela análise estatística dos 

dados experimentais. 

Trabalhos apresentados na literatura mostram que os solventes com 

baixa constante dielétrica, como o gás propano, poderiam manter ou mesmo 

aumentar a atividade enzimática e estabilidade (KNEZ; HABULIN, 2002; 

OLIVEIRA et al., 2006a; OLIVEIRA et al., 2006b; FRICKS et al., 2006; 

ANDRADE et al., 2008). Uma vez que as propriedades dos solventes afetam a 

interação com enzimas específicas, diferentes efeitos podem ser obtidos 

dependendo da enzima estudada (KASCHE; SCHLOTHAUER; BRUNNER, 

1988; FRICKS et al., 2006). Para o caso em estudo, pode-se observar que o 

uso de propano pressurizado como solvente, para todas as condições 

experimentais investigadas, levou a um aumento na atividade da enzima. 

Como o propano apresenta solubilidade relativamente baixa em água, pode-se 

especular que ele poderia estar atuando como um fluido de pistão, aumentando 

a pressão sobre a enzima (ANDRADE et al., 2008). 

Quanto ao efeito da pressão hidrostática na estabilidade da enzima, a 

literatura apontou que os valores de pressão em torno dos utilizados neste 

trabalho causam um pequeno efeito sobre a atividade da enzima (CASTILHO 

et al., 2000). 

De acordo com Knez (2004), a despressurização é um dos fatores que 

mais afeta a atividade enzimática. O fluido pressurizado entra em contato com 

a estrutura terciária da enzima de forma lenta. Quando o sistema é 

despressurizado rapidamente há uma rápida expansão do fluido, causando 

uma maior pressão na enzima do que no sistema, o que pode provocar uma 

mudança conformacional devido à sobrepressão, causando um desdobramento 

na estrutura da enzima, aumentando ou diminuindo sua atividade e 

seletividade. 

Desnaturação da proteína induzida pela pressão tem sido importante 

tópico de pesquisa nos últimos anos e, a partir de alguns exemplos já 

existentes, a desnaturação parece ser um processo reversível, diferente da 

desnaturação causada pela temperatura (JACKSON; ELLER, 2006). 
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4.1.2 Inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 tratada em 

GLP pressurizado 

 

Resultados obtidos para a atividade enzimática de inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em sistema com GLP são 

apresentados na Tabela 4. A comparação direta destes resultados com 

aqueles obtidos após o tratamento com propano permite concluir que as 

atividades residuais no sistema com GLP foram ligeiramente superiores às 

obtidas no sistema com propano pressurizado. 

Os valores de atividade residual encontrados para o tratamento da 

enzima em GLP são promissores, tendo em vista que o gás em questão não é 

puro, a sua maior fração é propano (50%), seguida de butano (28%). Tal fato 

também justifica os valores próximos encontrados de atividade enzimática 

residual quando a enzima foi tratada com o gás propano e com o GLP. 

A atividade inicial desta enzima, conforme mencionado anteriormente, é 

de 140 U/g. Para este solvente, o ganho de atividade enzimática foi na faixa de 

101,6 a 218,7%. Depois de avaliar a atividade residual para cada condição 

experimental, os dados foram tratados estatisticamente, considerando um nível 

de significância de 95% (p < 0,05). Analisando a Figura 8 pode-se observar que 

para a enzima tratada com GLP, as variáveis estudadas mais importantes 

foram, a interação entre o tempo e a taxa de despressurização, com efeito 

significativo positivo, e a pressão, com efeito significativo negativo, na 

sequência a interação entre as variáveis pressão e tempo, com efeito 

significativo negativo, e pressão e taxa de descompressão, com efeito 

significativo positivo.  
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.2348996

.8393744

7.258396

-7.81902

-8.47831

10.26824

p=.05

Estimativa do Efeitos

Tempo

R

Pressão x R

Pressão x Tempo

Pressão

Tempo x R

Figura 8- Diagrama de Pareto para a inulinase não comercial de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y -7571 imobilizada em montmorillonita no 

sistema GLP pressurizado, em função das variáveis independentes estudadas 

e da atividade enzimática obtida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O tratamento permite observar que com o uso do GLP, a pressão foi um 

dos fatores que mais afetou a atividade enzimática residual. Segundo alguns 

autores, a pressão pode modificar o comportamento catalítico de enzimas, 

alterando a seletividade e modulação da enzima (JACKSON; ELLER, 2006). 

O resultado apresentado confirma que a taxa de despressurização e 

suas interações também promovem alterações na estrutura enzimática celular 

e, consequentemente, perda ou aumento de sua atividade. 

De acordo com Garcia-González et al. (2007), a taxa de 

despressurização não levaria a uma ruptura celular, porém, devido a exposição 

da enzima  ao fluido pressurizado a ruptura celular é favorecida pela alteração 

da sua conformação. 
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4.2 EFEITO DO PROPANO E GLP PRESSURIZADOS SOBRE A ATIVIDADE 

DE INULINASES DE Aspergillus niger IMOBILIZADAS EM 

MONTMORILLONITA 

 

A inulinase comercial de Aspergillus niger previamente imobilizada em 

montmorillonita foi submetida ao tratamento em fluidos pressurizados (propano 

e GLP). A atividade enzimática foi determinada logo após a imobilização e após 

o tratamento a alta pressão. 

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a atividade enzimática 

residual de inulinases de Aspergillus niger imobilizadas.  

 

Tabela 5 – Atividade residual (%) da inulinase comercial de Aspergillus niger 

imobilizada em montmorilonita após tratamento em fluidos pressurizados  

 

   Atividade residual (%)* 

 

Exp 

P 

(bar) 

t 

(horas) 

R 

(bar/min) 

Propano 

(%)* 

GLP 

(%)* 

 

1 

 

-1 (30) 

 

-1 (1) 

 

-1 (20) 

 

96,8 

 

143,9 

2 - 1 (30) -1 (1) 1 (100) 146,2 100,1 

3 -1 (30) 1 (6) -1 (20) 142,1 145,0 

4 -1 (30) 1 (6) 1 (100) 145,1 102,9 

5 1 (270) -1 (1) -1 (20) 105,8 98,2 

6 1 (270) -1 (1) 1 (100) 148,5 113,5 

7 1 (270) 1 (6) -1 (20) 111,1 121,9 

8 1 (270) 1 (6) 1 (100) 115,2 92,4 

9 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 99,4 104,9 

10 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 104,9 108,8 

11 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 98,8 110,9 

 P=pressão, t=tempo de exposição e R=taxa de despressurização. 

   *
 Atividade Residual definida conforme Equação 1, pág. 58. 

    Atividade inicial de 238 U/g. 
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De acordo com estes resultados a enzima submetida aos fluidos 

pressurizados apresentou ganho de atividade na maioria das condições 

experimentais, resultado interessante, considerando as possíveis aplicações da 

enzima para a síntese de produtos alimentícios, como é o caso dos 

frutooligossacarídeos e da frutose, pela hidrólise da inulina. 

 
 

4.2.1 Inulinase de Aspergillus niger tratada em propano pressurizado 

 

A atividade inicial desta enzima foi de 238 U/g. Para este solvente, a 

atividade enzimática residual variou na faixa de 96,8 a 148,5%, portanto, 

obteve uma atividade residual um pouco menor que as obtidas para as 

inulinases de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571. De acordo com a 

Tabela 5, o melhor valor de atividade enzimática residual encontrado para a 

enzima de Aspergillus niger foi de 148,5%, quando foi submetida a 270 bar, 1 

h, com uma taxa de despressurização rápida de 100 bar/min. Este resultado é 

corroborado no tratamento dos dados (Figura 9), onde é verificado que a taxa 

de despressurização possui um efeito positivo, a um nível de significância de 

95% (p < 0,05), ou seja, quanto maior a taxa de despressurização maior será a 

atividade residual obtida. 
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Figura 9- Diagrama de Pareto para a inulinase comercial de Aspergillus niger 

imobilizada em montmorillonita no sistema propano pressurizado, em função 

das variáveis independentes estudadas e da atividade enzimática obtida. 

-.574526

1.70064

-5.15614

-7.52932

-8.87857

10.3446

p=.05

Estimativa dos Efeitos

Pressão x R

Tempo

Pressão

Pressão x Tempo

Tempo x R

R

 

 

Também com efeito significativo, no entanto, negativo, aparecem as 

variáveis pressão e a interação entre a pressão e o tempo, bem como a 

interação tempo e taxa de despressurização. 

 

 

4.2.2 Inulinase de Aspergillus niger tratada em GLP pressurizado 

 

Resultados obtidos para a atividade enzimática de inulinase de 

Aspergillus niger imobilizada em montmorillonita em sistema com GLP são 

apresentados na Tabela 5. Observando os mesmos, é possível verificar que 

assim como ocorreu para a inulinase não comercial de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571, a condição que conduziu a maior atividade residual 

para a inulinase comercial de Aspergillus niger, após o tratamento com GLP 

pressurizado, foi a de número 3 (145%), sendo assim, utilizando os mesmos 

níveis de pressão, tempo de exposição e taxa de despressurização. 

Para avaliar os principais efeitos das variáveis manipuladas sobre a 

atividade da enzima, os dados da Tabela 5 foram tratados estatisticamente, 

considerando um nível de significância de 95% (p < 0,05). A Figura 10 
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apresenta os efeitos dessas variáveis sobre a atividade final da enzima 

submetida a GLP pressurizado. 

 

Figura 10- Diagrama de Pareto para a inulinase comercial de Aspergillus niger 

imobilizada em montmorillonita no sistema GLP pressurizado, em função das 

variáveis independentes estudadas e da atividade enzimática obtida. 

-.150745

.7794312

-5.033

-7.69265

8.384436

-11.6961

p=.05

Estimativa dos Efeitos

Pressão x Tempo

Tempo

Tempo x R

Pressão

Pressão x R

R

 

 

Com relação à atividade da inulinase submetida a GLP pressurizado, 

como mostra a Figura 10, é possível observar que a variável com maior efeito 

significativo (p < 0,05) foi a taxa de despressurização, com efeito negativo, 

podendo-se concluir novamente, como afirma Knez (2004), que a 

despressurização é um dos fatores que mais afeta a atividade enzimática das 

enzimas, uma vez que houve um incremento na atividade residual quando a 

despressurização foi conduzida em taxas mais lentas. 

Do mesmo modo, foi significativo o efeito da pressão, sendo que quanto 

maior a pressão, menor foi a atividade residual obtida. Com efeitos 

significativos positivos, aparecem as interações das variáveis pressão e taxa de 

despressurização, bem como taxa de despressurização e tempo. 
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4.3 EFEITO DO GLP PRESSURIZADO SOBRE A ATIVIDADE DE 

INULINASES DE Aspergillus niger IMOBILIZADAS EM PU 

 

Resultados obtidos para a atividade residual da inulinase de Aspergillus 

niger imobilizada em PU após tratamento em GLP pressurizado são 

apresentados na Tabela 6. Em um primeiro momento, pode-se notar que um 

expressivo aumento na atividade da enzima foi alcançado após o tratamento, 

em todas as condições experimentais testadas. No entanto, o maior aumento 

(atividade residual de 433,4%) foi observado na condição experimental 

referente ao ponto central, utilizando uma pressão de 150 bar durante 3,5 h a 

uma taxa de despressurização de 60 bar/min. 

 

Tabela 6 – Atividade residual (%) da inulinase comercial de Aspergillus niger 

imobilizada em poliuretano após tratamento em GLP pressurizado. 

Atividade residual (%)* 

Exp 
P 

(bar) 

t 

(horas) 

R 

(bar/min) 

GLP 

(%)* 

 

1 

 

-1 (30) 

 

-1 (1) 

 

-1 (20) 

 

199,3 

2 - 1 (30) -1 (1) 1 (100) 142,9 

3 -1 (30) 1 (6) -1 (20) 131,2 

4 -1 (30) 1 (6) 1 (100) 147,7 

5 1 (270) -1 (1) -1 (20) 232,4 

6 1 (270) -1 (1) 1 (100) 265,8 

7 1 (270) 1 (6) -1 (20) 202,5 

8 1 (270) 1 (6) 1 (100) 168,6 

9 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 278,1 

10 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 433,4 

11 0 (150) 0 (3,5) 0 (60) 423,3 

P=pressão, t=tempo de exposição e R=taxa de despressurização. 

   *
 Atividade Residual definida conforme Equação 1, pág. 58. 

    Atividade inicial de 52 U/g. 
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A atividade inicial desta enzima foi de 52 U/g. Para este solvente, a 

atividade enzimática residual variou na faixa de 131,2 a 433,4%, portanto, 

obteve uma atividade residual maior que as obtidas para as inulinases 

imobilizadas em montmorillonita. 

Para avaliar os principais efeitos das variáveis manipuladas sobre a 

atividade da enzima, os dados da Tabela 6 foram tratados estatisticamente, 

considerando um nível de significância de 95 % (p < 0,05). Os efeitos destas 

variáveis são apresentados na Figura 11. 

 

Figura 11- Diagrama de Pareto para a inulinase comercial de Aspergillus niger 

imobilizada em PU no sistema GLP pressurizado, em função das variáveis 

independentes estudadas e da atividade enzimática obtida. 

,1189585

,8508777

-,869911

-1,38165

-4,12159

5,368273

p=,05

Estimativa dos Efeitos

Tempo x R

Pressão x R

R

Pressão x Tempo

Tempo

Presão

 

 Observou-se, neste sistema, que apenas a variável pressão apresentou 

efeito significativo na atividade enzimática da inulinase de Aspergillus niger 

imobilizada em PU, sendo este um efeito significativo positivo. 

 As respostas de atividade enzimática encontradas nos experimentos de 

ponto central foram bastante satisfatórias, assim, cabe ressaltar que muitas 

condições experimentais referentes às inulinases de Aspergillus niger, 

imobilizadas em ambos os suportes, como também das inulinases de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y -7571 foram realizadas em duplicata, para 

a garantia da confiabilidade dos resultados. 
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 A comparação dos resultados para Aspergillus niger imobilizada em 

montmorillonita e em espuma de poliuretano permite concluir que 

comportamentos diferentes podem ser obtidos em função do suporte utilizado. 

Especificamente para esta inulinase, pode-se observar que a imobilização em 

PU apresenta um comportamento particular, apresentando maior atividade 

residual em muitas das condições experimentais. Uma hipótese possível para 

este fato pode estar associada ao enrijecimento da enzima causado pelo 

processo de imobilização em montmorillonita, tornando difíceis as alterações 

conformacionais da estrutura terciária da proteína. 

 Segundo Yu et al. (1993), a natureza do suporte usado para imobilizar 

uma enzima tem um importante papel na determinação da partição da água 

entre enzima, solvente e suporte e, consequentemente, na atividade da 

enzima. 

 Com relação ao processo experimental, as variáveis estudadas, em sua 

maioria, mostraram-se significativas no tratamento das enzimas a alta pressão. 

No entanto, não foi realizado para estas enzimas nenhum outro estudo 

envolvendo uma mudança nos níveis das variáveis, uma vez que, as 

características dos solventes utilizados (propano e GLP) não sofrem alterações 

com o aumento de pressão na temperatura estabelecida, a qual foi mantida 

constante devido seu acréscimo poder causar a desnaturação das inulinases. 

Observando os valores de atividade residual obtidos nos tratamentos 

com os solventes pressurizados, verifica-se que os gases com constantes 

dielétricas inferiores favorecem a ativação interfacial das enzimas e, 

consequentemente, um aumento na atividade das mesmas (OLIVEIRA et al. 

2006ab). 

 Em condições adequadas de pressão e temperatura, os gases têm 

densidade semelhante aos líquidos e, por conseguinte, boas propriedades de 

solubilidade, entretanto, a seletividade destes gases pode ser afetada 

significativamente pela alteração da pressão ou temperatura, o que não ocorre 

no caso de solventes líquidos. Por outro lado, o fato de apresentarem baixa 

viscosidade e altos valores de difusividade, que são propriedades de um gás, 

favorece o aumento do poder de penetração na matriz sólida. Estas 
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propriedades podem ser responsáveis pelas taxas de transferência de massa 

observadas quando gases pressurizados são usados como solvente (SAVAGE 

et al., 1995). 

É importante mencionar que vários estudos disponíveis na literatura 

relacionados ao tema atual referem-se à utilização de CO2 como solvente e na 

maioria dos casos, o uso deste solvente levou à perdas na atividade 

enzimática, principalmente devido às características hidrofílicas do CO2. 

Segundo muitos autores, CO2 supercrítico poderia ser responsável pela 

retirada da água, composto essencial para a manutenção da atividade 

enzimática (OLIVEIRA et al., 2006 ab; FRICKS et al., 2006; PRIMO et al., 

2007). 

Observando resultados da literatura nota-se que as proteínas parecem 

ser mais estáveis em propano do que em CO2. Este fato pode ser explicado em 

termos da maior solubilidade do CO2 em solução aquosa em comparação com 

propano. Uma série de proposições tem sido apresentada sobre o efeito do 

tratamento com CO2 na atividade enzimática. No entanto, devido à recente 

aplicação de propano e, principalmente, GLP pressurizado como solvente, 

poucas informações sobre o efeito destes na atividade das enzimas estão 

disponíveis. 

Os valores de atividade residual usando o tratamento com GLP podem 

ser considerados muito promissores, já que este solvente é constituído por uma 

mistura e é comercialmente usado como gás de cozinha e, portanto, tem um 

custo muito menor comparado ao propano, n-butano ou até mesmo ao dióxido 

de carbono. 

 Comparando os resultados obtidos, do comportamento da atividade 

enzimática frente aos fluidos pressurizados, com os de Oliveira et al. (2006b), 

que avaliaram a atividade das lipases Novozym 435, Lipozyme IM e de 

Yarrowia lipolytica submetidas à CO2, propano e butano pressurizados, pode-

se observar a também concordância entre os mesmos, uma vez que este 

último igualmente reporta ganho de atividade enzimática da Novozym 435 

quando esta é pressurizada no fluido propano, e perdas de atividade não 

significativas para as demais enzimas, neste mesmo fluido. Cabe salientar, 
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também do trabalho de Oliveira et al. (2006b), que assim como com o uso de 

propano, o butano também trouxe ganho de atividade para a enzima Novozym 

435. Em contrapartida, o CO2 acarretou perda de atividade para todas as 

enzimas em qualquer condição experimental. 

 Do mesmo modo, os resultados apresentados no trabalho de Silva et al. 

(2012 e 2013b) também relatam ganho de atividade enzimática para as 

inulinases de Kluyveromyces marxianus NRRL Y -7571 e Aspergillus niger, 

imobilizadas em alginato de sódio e carvão ativado, quando tratadas em 

propano e GLP, e perda de atividade quando submetidas a CO2 supercrítico. 

 O trabalho apresentado por Habulin e Knez (2001), o qual estuda a 

atividade de algumas lipases na reação de esterificação de ácido butírico e 

etanol em CO2 supercrítico e propano a 100 bar e 40 °C, mostra que maiores 

perdas de atividade foram verificadas em CO2 e que aumento de atividade de 

esterificação das lipases foi observado nos testes com propano. 

 Andrade et al. (2008), ao investigar o efeito de CO2 e propano 

pressurizados no tratamento de uma solução contendo D-hidantoinase (2 mg 

sólidos/mL), observaram um declínio contínuo na atividade da enzima em todas 

as condições experimentais avaliadas em CO2 pressurizado. A atividade da 

enzima na solução residual apresentou valores de cerca de 60%, indicando 

que a enzima foi desnaturada durante o pré-tratamento com dióxido de 

carbono. 

 O aumento do potencial de hidrólise da sacarose pela inulinase, avaliado 

pela atividade enzimática, após o tratamento com gases pressurizados foi 

verificado, no entanto o mecanismo deste incremento não é claro. Kamat et al. 

(2000) sugerem que as enzimas expostas a fluidos em condições supercríticas 

podem sofrer uma mudança em sua estrutura molecular e conformacional e a 

interação da enzima com o solvente pode causar um aumento na atividade 

apresentada anteriormente pela enzima. 

 Assim, os resultados reportados na literatura e os apresentados neste 

trabalho indicam que as propriedades do solvente afetam sua interação com 

enzimas específicas e diferentes efeitos podem ser obtidos dependendo da 

enzima estudada (KASCHE et al., 1988; FRICKS et al., 2006), também que 
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estes solventes, de baixa constante dielétrica e ativação interfacial, permitem 

melhor acesso ao sítio ativo da enzima (KNEZ et al., 1998). 

 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE DAS INULINASES IMOBILIZADAS EM 

MONTMORILONITA EM BAIXAS TEMPERATURAS APÓS O TRATAMENTO 

EM FLUIDOS PRESSURIZADOS 

 

Após a etapa de tratamento em fluidos pressurizados, as enzimas 

imobilizadas em montmorillonita foram mantidas a -10 e 4 °C e suas 

estabilidades foram avaliadas em função do tempo. Para a inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, para ambos os fluidos, propano e 

GLP, a atividade monitorada foi realizada utilizando as enzimas tratadas de 

acordo com as condições referentes ao experimento 1, já para a inulinase de 

Aspergillus niger a atividade monitorada foi realizada utilizando as enzimas do 

experimento 3. Os resultados foram comparados com as enzimas sem 

tratamento em fluido pressurizado. 

Esta avaliação demonstrou que a inulinase tratada com propano ou GLP 

manteve a sua atividade inicial após o tratamento a alta pressão até três 

meses, um resultado bastante interessante e relevante do ponto de vista 

acadêmico e industrial. 

As Figuras 12 e 13 apresentam, respectivamente, a estabilidade da 

enzima de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 e de Aspergillus niger 

submetidas ao tratamento com propano e GLP. 

 

 

 

 

 

 

 



 

82 

 

 

Figura 12– Estabilidade da inulinase não comercial de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y -7571 após ser submetida ao fluido pressurizado (a) 

propano; (b) GLP. 
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Figura 13 – Estabilidade da inulinase comercial de Aspergillus niger após ser 

submetida ao fluido pressurizado (a) propano; (b) GLP. 
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Aqui vale ressaltar que, em geral, as atividades das enzimas tratadas 

em alta pressão se mantiveram superiores a 100%, e que nas semanas iniciais 

as enzimas atingem uma atividade residual maior que 150%. Tal resultado 

pode ser de grande relevância tecnológica, uma vez que é mostrado que o 

tratamento em fluidos pressurizados, principalmente com GLP, poderia ser 

empregado como uma etapa de preparação anterior, para aumentar a atividade 

da enzima para a síntese de frutooligossacarídeos (FOS) à pressão ambiente, 

uma vez que sua atividade pode ser mantida quase inalterada durante 

semanas. 
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No trabalho de Coghetto (2011) foi avaliada a estabilidade da enzima de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 sem prévio tratamento em fluido 

pressurizado. Os resultados mostraram que a atividade enzimática apresenta 

um comportamento variável, entretanto, mantendo sua atividade original até 80 

dias de armazenamento. 

De acordo com o estudo de Silva (2013c) para e enzima imobilizada, em 

alginato de sódio e carvão ativo, de Aspergillus niger, os valores mostram que 

em todas as temperaturas (-80, -10 e 4 °C) estudadas após 150 dias de análise 

ocorrem perdas de aproximadamente 20% da atividade inicial. 

Em trabalho de Astolfi et al., (2011) ao investigarem a inulinase de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 nas mesmas condições do trabalho 

de Silva (2013c), verificaram que em 225 dias a enzima duplicou sua atividade 

residual. 

Silva et al. (2013a) estudaram a imobilização da inulinase de Aspergillus 

niger em espuma de poliuretano. A enzima imobilizada foi reutilizada durante 

29 ciclos (59 dias) em solução de sacarose. Os resultados mostram que após 

24 ciclos (1008 horas) a enzima manteve 49% de sua atividade inicial. 

 

 

4.5 CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DA INULINASE NÃO COMERCIAL 

DE Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 ANTES E APÓS O 

TRATAMENTO EM FLUIDOS PRESSURIZADOS 

 

Foi realizada a caracterização estrutural da inulinase de Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571 antes e depois do tratamento em GLP pressurizado, 

sendo escolhido como condição experimental o ponto central do planejamento 

experimental. Realizou-se a caracterização apenas desta enzima, devido a 

mesma apresentar resultados mais significativos de incremento da atividade 

enzimática especialmente em GLP. 

Os resultados relativos ao volume de poro da enzima imobilizada antes 

e depois do tratamento foram de 0,012 mL/g e 0,095 mL/g, respectivamente, 

enquanto para a área superficial foram de 6,68 m2/g e 5,75 m2/g, 
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respectivamente, mostrando que não foram verificadas alterações estruturais 

consideráveis na enzima imobilizada após o tratamento a alta pressão. Assim, 

o aumento observado na atividade da inulinase pode estar relacionado a 

mudanças na conformação espacial da enzima (proteína). 

Silva (2013c) analisou a estrutura das enzimas de Aspergillus niger e 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, ambas imobilizadas em alginato de 

sódio e carvão ativado após tratamento em GLP pressurizado. Os resultados 

obtidos para volume de poro foram 0,051 e 0,018 mL/g para Aspergillus niger e 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, respectivamente, e 26,52 e 9,2 m2/g 

para área superficial. 

 

 

4.6 SÍNTESE DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO INULINASES 

DE Aspergillus niger IMOBILIZADAS EM MONTMORILLONITA E PRÉ-

TRATADAS EM FLUIDOS PRESSURIZADOS 

 

As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados obtidos para a produção 

enzimática de frutooligossacarídeos utilizando a sacarose ou inulina como 

substrato, respectivamente. A comparação direta destes resultados com 

aqueles de Risso (2004) permite verificar que foram obtidos resultados 

bastante semelhantes. 
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Tabela 7 – Produção de FOS a partir da inulinase comercial de Aspergillus 

niger imobilizada em montmorillonita e pré-tratada em fluidos pressurizados, 

utilizando a sacarose como substrato. 

Sistema 
Pré-

tratamento 

Kestose 

(%) 

Nistose  

(%) 

Frutosilnistose 

(%) 

Total 

FOS (%) 

Orgânico 

Propano 13,3 2,7 - 16,1 

GLP 9,4 3 - 12,4 

Não tratada 12, 3 3,4 - 15,8 

Aquoso 

Propano 7,2 6,7 1 14,9 

GLP 11,6 6,7 - 18,3 

Não tratada 5,1 5,4 2,7 13,2 

 

 

Tabela 8 – Produção de FOS a partir da inulinase comercial de Aspergillus 

niger imobilizada em montmorillonita e pré-tratada em fluidos pressurizados, 

utilizando a inulina como substrato. 

Sistema 
Pré-

tratamento 

Kestose 

(%) 

Nistose  

(%) 

Frutosilnistose 

(%) 

Total 

FOS (%) 

Orgânico 

Propano 2,2 2,4 1,2 5,7 

GLP 2,7 3,5 1,2 7,5 

Não tratada 2,9 2,8 1,1 6,8 

Aquoso 

Propano 2,8 1,6 - 4,4 

GLP 2 9,3 - 11,3 

Não tratada 2,6 1,3 - 3,9 

 

A partir da análise das Tabelas 7 e 8 pode-se observar que os 

rendimentos mais elevados em frutooligossacarídeos foram obtidos quando a 

sacarose foi utilizada como substrato, 12,4 a 18,3%; kestose (GF2) era o 
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produto em maior quantidade. O pré-tratamento das inulinases usando fluidos 

pressurizados, apesar de melhorar significativamente a atividade da enzima, 

proporcionou pequena diferença no rendimento final, comparado ao obtido pela 

inulinase sem tratamento, todavia, os melhores resultados foram encontrados 

para a inulinase tratada em GLP. 

Com relação aos meios utilizados, orgânico e aquoso, a diferença em 

termos de conversão não foi significativa, desta forma, o meio aquoso foi 

preferível, uma vez que é difícil uma justificativa para a produção industrial de 

FOS utilizando meio orgânico, devido algumas desvantagens apresentadas por 

este tipo de solvente, como a etapa de separação envolvida após a reação. 

Rendimentos mais baixos foram obtidos quando a inulina foi utilizada 

como substrato, um fato provavelmente relacionado com a especificidade da 

enzima e resistência à transferência de massa, uma vez que a inulina 

dissolvida em água forma um creme, semelhante ao obtido quando a água é 

misturada a um óleo (SILVA, 1996; KASCHE et al., 1988). 

Com relação à síntese de frutooligossacarídeos utilizando inulinases de 

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 imobilizadas e pré-tratadas em fluidos 

pressurizados, estes resultados não constam no presente trabalho, pois os 

mesmos não alcançaram valores significativos. 

 

 

4.7 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DO PROCESSO PARA AUMENTAR O 

RENDIMENTO DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO INULINASES 

DE Aspergillus niger IMOBILIZADAS EM MONTMORILLONITA E PRÉ-

TRATADAS EM GLP 

 

Com  o intuito de aumentar a síntese de frutooligossacarídeos pela  

inulinase de Aspergillus niger imobilizada em montmorillonita e pré-tratada em 

GLP pressurizado, em sistema aquoso, foi realizado um estudo cinético 

envolvendo diferentes condições reacionais. Assim, nesta etapa, avaliou-se o 

efeito da concentração de sacarose (50, 60 e 70%), concentração de enzima 
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(1, 5 e 10%) e pH do tampão (4,8, 5,4 e 6,0), bem como o tempo reacional 

ideal para a produção de FOS.  

A Figura 14 apresenta o gráfico com as respostas para a síntese de 

FOS. A partir desta figura, pode-se observar que foram obtidos diferentes 

rendimentos em função do tempo de reação, entretanto, as diferentes 

condições utilizadas não surtiram efeito significativo em termos de otimização 

do processo, ou seja, os resultados não proporcionaram um aumento e foram 

bastante semelhantes, independente das concentrações de sacarose e enzima 

empregadas, bem como pH do tampão. 

 

Figura 14 - Cinética para a síntese de FOS em meio aquoso a partir de 

Aspergillus niger imobilizada em montmorillonita, pré-tratada em GLP. 

Síntese de FOS

 A (sacarose 50%, pH 4,8, enzima 5%)

 B (sacarose 60%, pH 4,8, enzima 5%)

 C (sacarose 70%, pH 4,8, enzima 5%)

 D (sacarose 60%, pH 5,4, enzima 5%)

 E (sacarose 60%, pH 6,0, enzima 5%)

 F (sacarose 60%, pH 4,8, enzima 1%)
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Verifica-se que o maior rendimento em FOS, 22,96%, foi obtido com 

uma concentração de sacarose de 70%, enzima a 5% e pH do tampão em 4,8 
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(experimento C). Tal resultado foi 4% superior ao obtido anteriormente aos 

ensaios de otimização. 

Resultado interessante refere-se ao tempo reacional, o qual demonstra 

conversões em frutooligossacarídeos em apenas 10 horas de reação, o que 

indica que o tempo para a síntese de FOS pode ser reduzido à metade. 

O gráfico apresenta o total de FOS obtido, isto é, o somatório dos 

rendimentos em kestose (GF2), nistose (GF3) e frutosilnistose (GF4). Kestose 

é sempre o composto que aparece em maior concentração, seguido de nistose. 

Frutosilnistose (GF4) é encontrado em baixas concentrações apenas nos 

tempos de 7 a 10 horas, onde o rendimento total em FOS é maior. 

  

 

4.8 SÍNTESE DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS UTILIZANDO INULINASES 

DE Aspergillus niger IMOBILIZADAS EM POLIURETANO E PRÉ-

TRATADAS EM GLP PRESSURIZADO 

 

A Figura 15 mostra um cromatograma referente ao melhor resultado 

obtido para a síntese de FOS, sendo esta realizada em meio aquoso (meio 

reacional aumentado em 3 vezes com relação a produção de FOS para 

Aspergillus niger imobilizada em montmorillonita) utilizando sacarose como 

substrato e inulinases de Aspergillus niger imobilizadas em espuma de 

poliuretano pré-tratadas em GLP. Para fins de comparação, a Figura 16 mostra 

o cromatograma contendo os picos de cada padrão químico (Kestose (GF2), 

Nistose (GF3) e frutosilnistose(GF4)) com seus respectivos tempos de 

retenção. 

Pode-se observar pelos cromatogramas que houve formação de 

frutooligossacarídeos, a formação dos prebióticos foi quantificada de acordo 

com os seus picos cromatográficos correspondentes (kestose – tempo de 

tetenção 8-9 min, nistose – tempo de retenção 10-11 min e frutosilnistose – 

tempo de retenção 12-13 min), conforme metodologia de Richetti (2013). Após 

24 horas de reação a concentração de FOS total foi de 31,21%, como resultado 
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do esgotamento da sacarose e de formação de FOS com cadeia mais longa 

(GF3 e GF4) a partir de kestose (GF2). 

 

Figura 15 – Análise quantitativa por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

da síntese de FOS realizada em meio aquoso, utilizando sacarose como 

substrato e inulinases de Aspergillus niger imobilizadas em espuma de 

poliuretano pré-tratadas em GLP. 

 

 

 

 

Figura 16 – Análise quantitativa por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

dos padrões químicos (Kestose (GF2), Nistose (GF3) e Frutosilnistose(GF4)). 
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Os resultados obtidos na produção de FOS utilizando a inulinase 

comercial de Aspergillus niger imobilizada em PU são apresentados na Tabela 

9. 

 

Tabela 9 – Produção de FOS a partir da inulinase comercial de Aspergillus 

niger imobilizada em PU e pré-tratada em GLP pressurizado, utilizando a 

sacarose como substrato. 

Sistema 
Pré-

tratamento 

Kestose 

(%) 

Nistose  

(%) 

Frutosilnistose 

(%) 

Total FOS 

(%) 

Aquoso 

GLP 5,4 22,3 3,5 31,2 

Não 

tratada 
5,4 17,5 3,7 26,5 

 

Para a síntese de FOS, utilizando a enzima de Aspergillus niger, os 

melhores resultados obtidos, foram encontrados quando a enzima foi 

imobilizada em espuma de poliuretano, 31,2% (GF2 – 5,4; GF3 – 22,3; GF4 – 

3,5%). 

As enzimas envolvidas na reação têm, além da atividade de 

transfrutosilação, atividade hidrolítica, gerando glicose e frutose como 

subprodutos da reação (YUN, 1996a; NISHIZAWA, NAKAJIMA, NABETANI, 

2001). Além disso, a glicose pode atuar como inibidor da enzima, afetando a 

eficiência da reação (DUAN; CHEN; SHEU; 1994), o que pode justificar os 

resultados apenas satisfatórios obtidos. 

De acordo com Ignacio, Luis e Domingo (2004), quando, em um suporte, 

o tamanho dos poros da matriz é pequeno, tendo em mente as dimensões da 

enzima, a adsorção ocorre somente na superfície, como é o caso da terra de 

diatomáceas, argilas e outros materiais correlatos. No entanto, quando o 

suporte possui poros na mesma dimensão da proteína, é possível encontrar 

adesão no interior dos poros. Esta situação ocorre em materiais tais como o 

carvão ativado e a espuma de poliuretano. 
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Este fato, referente ao diferente modo de aprisionamento da inulinase 

pelo suporte pode estar relacionado aos diferentes rendimentos obtidos quando 

o suporte montmorillonita foi substituído pela espuma de poliuretano, sendo 

estes últimos resultados mais promissores, o que demonstra a grande 

correlação entre o suporte utilizado e os substratos da reação. 

Silva et al. (2013d) alcançaram rendimentos de até 65% em FOS 

utilizando inulinase de Aspergillus niger imobilizada em alginato de sódio e 

carvão ativado. 

Células de Bifidobacterium bifidum foram também utilizadas para a 

síntese de galactooligossacarídeos a partir da lactose, com uma conversão de 

35% e atividade ótima a 40 ºC e pH 6,8-7,0 (TZORTZIS et al., 2005). 

Leveduras Rhodotorula produzem invertase extracelular, β-glucosidase e 

levanases, atividade em celobiose e lactose, resultando em gluco- e 

galactooligossacarídeos, com rendimentos de 36 a 38%. O pH ótimo e a 

temperatura para as enzimas de Rhodotorula minuta foram 4,0-6,0 e 70 °C, 

respectivamente (RUBIO et al.,2002; ONISHI et al., 1996). 

Nguyena et al. (2011) utilizaram quitina para imobilizar células de 

Aspergillus niger e atingiram conversões em FOS de 35 - 65%, utilizando 

inulina como substrato, os valores de pH estavam entre 4,5-5,0 para a enzima 

livre e 5,5-6,0 para a enzima imobilizada. 

No que se refere ao sistema aquoso para a síntese de FOS a partir da 

sacarose, utilizando a inulinase livre ATCC 16045 como catalisador, Santos e 

Maugeri (2007) encontraram rendimentos em FOS de aproximadamente 10% 

m/m em reator agitado. Yoshikawa et al. (2008) produziram FOS a partir de 

sacarose utilizando a enzima bruta de β-frutofuranosidases a partir de 

Aureobasidium ullulans DSM 2404 e obtiveram um rendimento máximo de 

62%. Quando inulina foi utilizada como substrato, o rendimento máximo obtido 

em inulooligossacarídeos foi de 72 % (m/m) com endoinulinases livres a partir 

de Pseudomonas sp. (Yun et al., 1997). Mutanda et al. (2008) investigaram a 

produção descontínua de inulooligossacarídeos a partir da inulina extraída da 

chicória com uma endoinulinase comercial (Novozyme ® 960), isolada de A. 
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niger e obtiveram um rendimento máximo de 54% após 72 h de reação com 5% 

de inulina, temperatura de 45 °C, e 5 Ug-1 de substrato. 

Comparando os rendimentos obtidos neste trabalho com alguns 

resultados apresentados na literatura, pode-se concluir da variabilidade de 

respostas encontradas. O foco principal deste estudo foi verificar a 

potencialidade de usar uma inulinase imobilizada como catalisador e também 

verificar o efeito do pré-tratamento com fluidos pressurizados para aumentar a 

atividade da enzima. A inulinase comercial de Aspergillus niger imobilizada 

(com e sem tratamento em fluidos pressurizados) conduziu a rendimentos de 

20 a 30%, demonstrando o potencial da técnica apresentada.  
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5. CONCLUSÕES 

 

 

Este trabalho, conforme apresentado, investigou o comportamento da 

atividade e estabilidade de inulinases de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-

7571 e Aspergillus niger, imobilizadas em diferentes suportes, com posterior 

aplicação na síntese de FOS em meio com solvente aquoso e orgânico. 

 Sabe-se, por meio de dados reportados da literatura, que as 

propriedades do solvente afetam sua interação com enzimas específicas e 

diferentes efeitos podem ser obtidos dependendo do biocatalisador em estudo, 

também que estes solventes, de baixa constante dielétrica e ativação 

interfacial, mantêm e/ou aumentam a atividade e estabilidade enzimática. 

  O presente estudo permitiu uma avaliação do comportamento de 

inulinases comerciais e não comerciais submetidas ao tratamento com propano 

e GLP pressurizados, assim como das variáveis que afetam o processo. 

Avaliando a perspectiva da utilização destes gases como solventes para 

reações enzimáticas de interesse, os mesmos se mostraram apropriados, 

devido aos bons níveis de atividade residual obtidos, e no caso do GLP, 

também pelo baixo custo. 

 Devido à carência de resultados na literatura sobre o comportamento de 

inulinases tratadas em fluidos pressurizados, pode-se dizer da relevância do 

presente trabalho para efeitos de desenvolvimento de novas aplicações e/ou 

processos para estes catalisadores em reações de interesse da indústria de 

alimentos. 

 No caso específico dos resultados apresentados aqui, pode-se verificar 

que o emprego de propano e GLP pressurizados como solventes, em todas as 

condições avaliadas, conduziu a um aumento da atividade residual da inulinase 

estudada. 

 Com isto, para a concretização deste trabalho, foi realizada a aplicação 

das enzimas na forma imobilizada na síntese de FOS. 

Já há alguns anos, os frutooligossacarídeos e micro-organismos com 

alto potencial de transfrutosilação têm sido alvos de pesquisas. Os 
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frutooligossacarídeos, por suas propriedades funcionais, têm encontrado 

grande nicho de mercado e crescente aplicação industrial, no entanto, 

atualmente no mercado estão disponíveis poucas marcas deste composto, 

sendo a técnica de produção dominada pelo Japão. A obtenção tanto dos 

frutooligossacarídeos como dos suportes e reagentes comumente empregados 

dificulta o consumo e reprodução das metodologias aplicadas em outros 

países. Muitas técnicas apresentam uma série de inconvenientes, como por 

exemplo, etapas muito complexas a serem realizadas em larga escala, 

demasiado uso de energia e o baixo rendimento.  

Devido à frequentes preocupações com o meio ambiente e custo de 

projetos, processos químicos convencionais têm sido cada vez mais 

abandonados e processos biotecnológicos têm sido rapidamente valorizados e 

indicados como seus substitutos. 

O sucesso da aplicação de uma enzima imobilizada para produção de 

frutooligossacarídeos depende da viabilidade da mesma, o que implica em uma 

atividade elevada e boa estabilidade, bem como de cada componente do 

sistema. Dessa forma, faz-se necessário a investigação de técnicas viáveis que 

envolvam processos simplificados e reagentes de baixo custo. O uso de um 

suporte que apresente um longo tempo de manipulação, tanto durante como 

antes e após a imobilização, também é um fator de extrema importância. 

Neste contexto, após conhecer o comportamento das inulinases frente 

ao tratamento em fluidos pressurizados, definindo as melhores condições 

operacionais, as enzimas foram utilizadas na produção de 

frutooligossacarídeos. Maiores rendimentos foram obtidos em meio aquoso 

com a enzima imobilizada em espuma de poliuretano e tratada em GLP 

pressurizado. 

Considerando a importância e implicações dos resultados obtidos no 

presente trabalho, estudos adicionais estão em andamento em nosso 

laboratório para melhorar a produção de FOS a partir de inulinases. 

Frutos do desenvolvimento deste trabalho, os artigos intitulados “Effect 

of compressed fluids treatment on the activity of inulinase from Kluyveromyces 

marxianus NRRL Y-7571 immobilized in montmorillonite” e “Synthesis of 
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fructooligosaccharides from Aspergillus niger commercial inulinase immobilized 

in montmorillonite pretreated in pressurized propane and LPG”, foram 

publicados nos periódicos Process Biochemistry e Applied Biochemistry and 

Biotechnology, respectivamente. O artigo intitulado "Aspergillus niger inulinase 

immobilized in polyurethane foam and pre-treated in pressurized LGP: a 

potential catalyst for enzymatic synthesis of fructooligosaccharides" está 

submetido. Os artigos completos são apresentados no Apêndice 1, 2 e 3 deste 

documento. 
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6. SUGESTÕES PARA TRABALHO FUTURO 

 

 

• Realizar a otimização da síntese de FOS utilizando inulinases 

imobilizadas em PU, em meio orgânico e aquoso, variando o pH do 

tampão e aumentndo as concentrações de sacarose e enzima. 

• Avaliar o reciclo. 

• Realizar ensaios em fluxo contínuo. 
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