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RESUMO 

 

Inulinases são enzimas envolvidas na hidrólise de inulina, sendo divididas em endo e 

exoinulinases. A imobilização enzimática é uma alternativa viável, uma vez que é possível a 

sua recuperação e reuso por ciclos sucessivos. Diante disso, este trabalho objetivou 

desenvolver um processo de hidrólise de inulina a partir da inulinase de Aspergillus terreus 

URM4658 imobilizada em alginato de cálcio. As inulinases foram produzidas por FES 

utilizando farelo de trigo como substrato. As enzimas foram imobilizadas em partículas de 

alginato de cálcio, utilizando uma mistura de solução enzimática e alginato de sódio que 

foram gotejadas em solução de cloreto de cálcio, sob constante agitação, para formação das 

partículas. Para tanto, foi realizado um planejamento fatorial completo (23), variando as 

concentrações de cloreto de cálcio, alginato e tempo de cura, na finalidade de se obter a 

melhor condição para o maior rendimento de imobilização. O maior rendimento foi 

visualizado nas condições de maior concentração de cloreto de cálcio (0,35M), menor 

percentagem de alginato de sódio (1,25%) e maior tempo de cura (90min), apresentando um 

rendimento de 92,72% de atividade. A enzima foi caracterizada bioquimicamente e avaliada 

em relação aos seus parâmetros cinéticos. A inulinase imobilizada em alginato de cálcio na 

melhor condição de rendimento, apresentou uma temperatura ótima de 60ºC e um pH ótimo 

de 7,0. Em relação aos parâmetros cinéticos, a enzima exibiu um Km de 10,70 mM, Vmax de 

10,24 mM min-1 e kcat de 1,47 min-1. Foram avaliadas as condições do biocatalisador 

imobilizado em 10 ciclos de reuso, apresentando uma atividade superior de 70% em todos os 

ciclos. Também foi determinada a estabilidade da enzima imobilizada ao longo do 

armazenamento de 30 dias, que preservou valores acima de 80% ao longo de todo o 

armazenamento. Portanto, a inulinase imobilizada apresentou características interessantes a 

nível industrial, podendo ser utilizada para a formação de fruto-oligossacarídeos e frutose. 

Palavras-chave: Aspergillus terreus, cinética, fermentação em estado sólido, imobilização, 

inulinase. 
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ABSTRACT 

 

Inulinases are enzymes involved in inulin hydrolysis, and are divided into endo- and 

exoinulinases. Enzymatic immobilization is a viable alternative, since it is possible to recover 

and reuse by successive cycles. Therefore, this work aimed to develop an inulin hydrolysis 

process from Aspergillus terreus URM4658 inulinase immobilized in calcium alginate. The 

inulinases were produced by FES using wheat bran as substrate. The enzymes were 

immobilized on calcium alginate particles, using a mixture of enzymatic solution and sodium 

alginate that were dropped in calcium chloride solution, under constant agitation, for particle 

formation. A complete factorial design was performed (23), varying the concentrations of 

calcium chloride, alginate and curing time, in order to obtain the best condition for the highest 

immobilization yield. The highest yield was seen under conditions of higher concentration of 

calcium chloride (0.35M), lower percentage of sodium alginate (1.25%) and longer curing 

time (90min), presenting a yield of 92.72% activity. The enzyme was characterized 

biochemically and evaluated in relation to its kinetic parameters. The inulinase immobilized 

in calcium alginate in the best yield condition, presented an optimal temperature of 60ºC and 

an optimal pH of 7.0. Regarding the kinetic parameters, the enzyme exhibited a Km of 10.70 

mM, Vmax of 10.24 mM min-1 and kcat of 1.47 min-1. The conditions of the immobilized 

biocatalyst were evaluated in 10 reuse cycles, showing an activity higher than 70% in all 

cycles. The stability of immobilized enzyme over 30-day storage period was alson 

determined, which preserved values above 80% throughout the intire storage period. 

Therefore, the immobilized inulinase presented interesting characteristics at the industrial 

level, and can be used for the formation of fructo-oligosaccharides and fructose. 

Keywords: Aspergillus terreus, kinetics, solid state fermentation, immobilization, inulinase. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

Inulinases são uma classe de enzimas envolvidas na hidrólise de inulina, um 

polissacarídeo que possui polifrutano em sua composição e apresenta uma reconhecida 

matéria-prima para produção de xarope de frutose. As inulinases hidrolisam a ligação 

glicosídica β-2,1 resultando em frutose, frutooligossacarídeos (FOS), inulooligossacarídeos 

(IOS) e glicose. Estas enzimas podem ser agrupadas com base em seu mecanismo de ação em 

exo e endoinulinases. A exoinulinase (EC 3.2.1.80) libera sequencialmente unidades de 

frutose a partir da extremidade terminal da inulina, enquanto a endoinulinase (EC 3.2.1.7) age 

indiscriminadamente nas ligações internas da inulina para liberar FOS de comprimento 

variado da cadeia (SINGH et al., 2018; DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019; SAIKIA et al., 

2020).  

Uma das principais aplicações da inulinase é a produção de frutose e 

consequentemente o xarope de alto teor de frutose. Sua obtenção a partir da hidrólise da 

inulina é considerado um método promissor, uma vez que é mais simples do que o método 

multienzimático convencional a partir de amido, por ser um método enzimático de etapa 

única, atingindo mais de 90% de rendimento de frutose sem necessidade de uma etapa 

adicional (DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019; SAIKIA et al., 2020; SINGH et al., 2020). Outra 

aplicação bastante relevante dessas enzimas consiste na obtenção de FOS, um importante 

prebiótico para a indústria de alimentos, que quando presentes na dieta, são capazes de 

melhorar a saúde humana e prevenir o surgimento de várias doenças (KAUR et al., 2021; 

SINGH; SINGH, 2022b). Além disso, estas enzimas são também amplamente empregadas na 

produção de diferentes outros produtos de interesse industrial, tais como etanol, ácido lático e 

ácido cítrico (TEMKOV et al., 2019).  

Com relação à obtenção, as inulinases já foram reportadas de diferentes origens, em 

animais, partes de plantas ricas em inulina e micro-organismos. No entanto, fontes de origem 

animal e vegetal não são a melhor opção para a produção de inulinase (SINGH et al., 2018). 

Neste sentido, as inulinases produzidas por micro-organismos apresentam-se mais 

promissoras, devido ao alto rendimento de produção, multiplicação rápida e facilidade de 

cultivo microbiano (SALEH et al., 2020). A produção de inulinases por micro-organismos é 

realizada a partir de processos fermentativos, podendo ocorrer em cultivo submerso (FSm) ou 

em estado sólido (FES). A FSm possui uma recuperação simples das enzimas extracelulares, 



16 
 

enquanto a FES apresenta um meio de cultivo mais barato e os produtos de sua diluição são 

mais estáveis quando comparados aos da FSm (DE OLIVEIRA et al., 2020).  

Processos enzimáticos industriais, como os reportados acima envolvendo inulinases, 

geralmente apresentam alguns inconvenientes envolvendo o biocatalisador, principalmente 

relacionados a reutilização e estabilidade das enzimas frente às condições reacionais, como 

pH e temperatura. Para minimizar estes efeitos, os processos de imobilização enzimática 

apresentam-se como alternativas viáveis, uma vez que a enzima é ligada ou retida em um 

suporte sólido que é insolúvel na mistura reacional, possibilitando sua recuperação e 

reutilização por ciclos sucessivos. Além disso, as interações envolvidas com o suporte atuam 

melhorando a estabilidade da enzima frente às condições da reação como temperatura e pH 

(ZDARTA et al., 2018; SINGH et al., 2020).  

A escolha do material do suporte a ser utilizado é uma etapa muito importante e um 

requisito essencial para imobilização enzimática é que este carreador ofereça um ambiente 

biocompatível e inerte (MIKANI; TORABIZADEH; RAHMANIAN, 2018). Entre os 

diversos materiais envolvidos, os biopolímeros apresentam várias vantagens como 

biodegradabilidade a produtos inofensivos, biocompatibilidade, não toxicidade e afinidade 

notável por proteínas, o que favorece a interação com enzimas. O alginato é um 

polissacarídeo natural derivado de algas marinhas, destaca-se pela sua capacidade de formar 

hidrogéis estáveis e biocompatíveis na presença de cátions bivalentes, apresentando um 

processo de imobilização bastante simples por encapsulação ou aprisionamento. Além disso, 

este suporte é seguro, simples, barato e oferece boa resistência mecânica e alta porosidade 

para difusão de substratos e produtos (DE OLIVEIRA et al., 2018; ZDARTA et al., 2018). 

Diante do exposto, a presente dissertação teve como objetivo desenvolver a produção 

de inulinases por fungo filamentoso do gênero Aspergillus da espécie terreus do tipo 

URM4658, por fermentação em estado sólido, utilizando farelo de trigo como substrato. Após 

isso, as enzimas produzidas foram extraídas e congeladas para posteriores análises. No item 5. 

de resultados do artigo da dissertação, realizou-se um planejamento fatorial completo de 

imobilização da inulinase em alginato de cálcio, na finalidade de determinar qual a melhor 

condição de sua atividade. Além disso, estão presentes a caracterização bioquímica para 

determinação do pH e temperatura ótima da imobilização da enzima, bem como a análise 

cinética da inulinase imobilizada em alginato de cálcio e sua estabilidade ao longo do 

armazenamento. 

 

 



17 
 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Desenvolver um processo de hidrólise de inulina a partir da inulinase de Aspergillus 

terreus URM4658 produzida por FES e imobilizá-la em alginato de cálcio, avaliando a sua 

capacidade de reuso e estabilidade ao armazenamento. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

● Produzir inulinases por Fermentação em Estado Sólido utilizando farelo de trigo;  

● Imobilizar inulinases por aprisionamento em partículas de alginato de cálcio;  

● Avaliar por meio de planejamentos experimentais as variáveis que influenciam o 

processo de imobilização;  

● Caracterizar bioquimicamente pelos parâmetros da influência de pH, temperatura na 

atividade e estabilidade da inulinase imobilizada;  

● Determinar os parâmetros cinéticos relacionados à reação de hidrólise de inulina;  

● Determinar os parâmetros cinéticos de inativação térmica da inulinase imobilizada;  

● Avaliar a capacidade de reutilização e a estabilidade ao armazenamento da inulinase 

imobilizada;  

● Avaliar a hidrólise de inulina por processo descontínuo utilizando a inulinase 

imobilizada; 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Enzimas  

As enzimas são macromoléculas biológicas, que possuem função catalítica e atividade 

intra ou extracelular, consideradas vitais no progresso da vida. São constituídas 

essencialmente de proteínas, com exceção de algumas ribozimas (MARZZOCO; TORRES, 

2017; ZHANG et al., 2021). Esses biocatalisadores possuem inúmeras vantagens, como alta 

especificidade de reconhecimento de substrato, seletividade, eficiência na atividade catalítica 

e elevado rendimento de seus produtos (WANG et al., 2020; FENG et al., 2022). 

Nesse sentido, as enzimas são consideradas catalisadores verdes naturais por serem 

biodegradáveis, biocompatíveis e obtidas de fontes acessíveis e renováveis, gerando menos 

resíduos que os catalisadores metálicos (BILAL et al., 2018; THANGARAJ; SOLOMON, 

2019). Elas são capazes de acelerar as reações bioquímicas que ocorrem no meio intracelular, 

sem provocar alterações no seu equilíbrio, exigindo menos energia de ativação no processo 

(DU et al., 2021). Por esse motivo, a catálise envolvendo enzimas tem sido utilizada com 

frequência nas indústrias de alimentos, cosméticos, químicas e farmacêuticas (ERKAN et al., 

2021; FOURNIÈRE et al., 2021; ZUCCARELLO et al., 2021; LI et al., 2021).  

A grande maioria desses catalisadores são definidos como proteínas globulares 

formadas pela união de aminoácidos, constituindo a ligação peptídica. São moléculas que 

participam de maneira efetiva da reação, causando alterações em sua estrutura química 

durante esse processo. Porém, invariavelmente, retornam à sua forma original ao término 

dessas reações químicas. Nestas mesmas reações, os reagentes são chamados de substratos, 

que irão se ligar em uma pequena região bem definida da enzima, chamada de sítio ativo 

(MARZZOCO; TORRES, 2017). 

As enzimas podem ser produzidas por diversas fontes diferentes, incluindo plantas, 

animais e micro-organismos. Contudo, a produção por plantas e animais possuem 

desvantagens significativas do ponto de vista econômico, pois a extração enzimática necessita 

de métodos caros de tecnologias baseadas em enzimas. Ao contrário destas fontes, enzimas 

microbianas apresentam extrações enzimáticas mais simples, com alta atividade catalítica e 

são produzidas em concentrações mais baixas de substrato (SINGH; SINGH, 2019; PAUL; 

KUMAR, 2020; SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020; GERMEC; TURHAN, 2021). 

A produção enzimática por micro-organismos pode ser realizada, basicamente, por 

dois processos de fermentação, sendo eles a FSm e a FES. Dentro dessas duas metodologias, a 

mais utilizada é a FSm, isso porque os micro-organismos, de forma geral, possuem uma 
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facilidade de crescimento em situações de controle de temperatura e pH, além da maioria das 

bactérias crescerem em ambiente com alta atividade de água, tornando mais fácil o processo 

da recuperação. Além disso, este tipo de fermentação é utilizado industrialmente para uma 

ampla produção de enzimas, utilizando grandes biorreatores para o processo (NAMNUCH; 

THAMMASITTIRONG; THAMMASITTIRONG, 2021; NAHER et al., 2021; SAVINO et 

al., 2021; GARRIDO-GALAND et al., 2021). Entretanto, a fermentação em estado sólido 

acaba apresentando uma série de vantagens quando comparada à fermentação submersa, 

principalmente relacionadas aos altos rendimentos obtidos, somados a um aumento da 

atividade metabólica, baixa necessidade de energia, extração mais simples de enzimas, 

facilidade de recuperação dos produtos, além de possuir uma baixa contaminação por outros 

micro-organismos (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018; LEITE et al., 2019; LÓPEZ-GÓMEZ; 

VENUS, 2021; ZAIER et al., 2021). 

Nesse sentido, uma peculiaridade da FES é a baixa atividade de água do meio, o que 

acaba limitando o crescimento de alguns micro-organismos, especialmente as bactérias. 

Baseado nessa teoria, somente fungos e leveduras seriam adequados para esse tipo de 

fermentação. Porém, alguns estudos relataram a possibilidade de bactérias serem utilizadas 

nesse processo, isso quando a manipulação e o controle são realizados de forma efetiva 

(WANG et al., 2021b; SINGH et al., 2021). Além disso, a FES apresenta um meio de cultivo 

mais barato, devido a utilização de resíduos agroindustriais que muitas vezes são descartados 

pelas indústrias de processamento agrícola (DE OLIVEIRA et al., 2020). A principal classe 

de micro-organismos envolvidos na produção de inulinase usando FES são fungos 

filamentosos e leveduras, destacando-se os pertencentes aos gêneros Aspergillus e 

Kluyveromyces, respectivamente (DAS; BHAT; SELVARAJ, 2019; GUERRERO-URRUTIA 

et al., 2021).  

3.1.1. Inulinases 

A inulina é um polissacarídeo que está frequentemente presente em bulbos de plantas, 

raízes tuberosas e tubérculos, sendo uma matéria-prima indispensável para o desenvolvimento 

de probióticos em alimentos, como exemplo do leite em pó e iogurte (SINGH; SINGH; 

KENNEDY, 2020; HUANG et al., 2021). A nível estrutural, ela é uma cadeia linear composta 

de 2 a 60 monômeros de unidades frutosil e uma unidade de glicose presente na extremidade 

terminal, que estão interagindo entre si por meio de ligações glicosídicas β-D (2 → 1), como 

mostrado na Figura 1 (SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020. WANG et al., 2021a; GERMEC; 

TURHAN, 2021). Atualmente, os pesquisadores vêm investindo, em proporções mundiais, 



20 
 

estudos que envolvem a obtenção de frutooligossacarídeos e xarope de frutose através da 

hidrólise de inulina (SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020). 

 

Figura 1. Projeção de Haworth da molécula de inulina. Fonte: Adaptado de ZOU et al. 

(2022). 

 

 

 

 As inulinases são enzimas que catalisam a hidrólise da molécula de inulina, obtendo 

como principais produtos FOS, inulooligossacarídeos (IOS) e frutose (GERMEC; TURHAN, 

2021). Essas enzimas podem ser obtidas de diferentes fontes, sendo elas plantas, raízes e 

tubérculos ricos em inulina, animais, bactérias, fungos e leveduras. Entretanto, inulinases são 

preferencialmente produzidas por micro-organismos, a saber, bactérias, fungos e leveduras, 

sendo estes últimos os maiores produtores das inulinases (RIBEIRO; FERNANDES; ASSIS, 

2018; CORRADO et al., 2021). 

 Esses biocatalisadores obtidos por micro-organismos sofrem classificação conforme o 

seu modo de ação, sendo classificados em exoinulinases (2,1-β-D-frutano-frutohidrolase; EC 

3.2.1.80) ou endoinulinases (β-D-frutano-frutanohidrolase; EC 3.2.1.7), como pode ser 

visualizado na Figura 2. Exoinulinases agem nas ligações glicosídicas mais externas da cadeia 

de inulina, liberando principalmente produtos de frutose, que podem ser utilizados para a 

produção de oligossacarídeos. Essa classe de enzimas pode hidrolisar totalmente a inulina por 

uma única etapa enzimática, apresentando 95% de pureza para o concentrado de frutose 

obtido (GUERRERO-URRUTIA et al., 2021). 
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Figura 2. Hidrólise de inulina a partir de inulinases. A: inulotriose; B: inulotetraose; C: 

inulopentaose; D: 1-kestose; E: nistose; F: frutofuranosil nistose. Fonte: O autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As endoinulinases, por sua vez, catalisam as ligações mais internas da cadeia de 

inulina, sem apresentar atividade de invertase, tendo como principais produtos os FOS, sendo 

eles 1-kestose (GF2), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4); também podem produzir 

IOS, sendo os mais comuns inulotriose (F3), inulotetraose (F4) e inulopentaose (F5) 

(CORRADO et al., 2021). Essas classes de enzimas são utilizadas de forma ampla na 

produção de frutooligossacarídeos, que são ingredientes alimentares com propriedades 

nutracêuticas, podendo ser aplicados em produtos hipocalóricos. Além desses efeitos, os FOS 

apresentam baixa cariogenicidade e um poder de doçura de 0,4-0,6 vezes maior quando 

comparado à sacarose (SÁNCHEZ-MARTÍNEZ et al., 2020). Por essa razão, eles são 

geralmente aplicados como substitutos do açúcar em produtos de panificação (KRUPA-

KOZAK et al., 2020) e em suco de frutas (SHARMA et al., 2020).  

Nos últimos anos, a indústria açucareira enfrentou grandes desafios em relação à 

concorrência intensa do xarope de alto teor de frutose, produto este utilizado como um 

alternativo adoçante de custo relativamente baixo. Diante dessa crescente necessidade, a 

inulinase oferece perspectivas favoráveis em relação a produção desses xaropes ricos em 

frutose puros, além dessa enzima apresentar uma alternativa de produção de xaropes de ultra-

alta-frutose-glicose a partir do substrato de inulina e não do amido (HOLYAVKA et al., 

2019).  
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Sendo assim, a produção de xarope de frutose a partir da inulina é a aplicação 

principal das inulinases, visto que a conversão do amido em frutose necessita de etapas 

multienzimáticas e apresenta uma conversão aproximada de 45% de frutose obtida. Já a 

conversão a partir da inulina, além de necessitar de uma única etapa enzimática, utilizando a 

própria inulinase, ela hidrolisa a inulina em frutose de forma praticamente pura, além de 

facilmente alcançar uma produção de 95% de frutose (HOLYAVKA et al., 2019; WANG et 

al., 2021a). 

Nesse sentido, as inulinases tornam-se biocatalisadores necessários em processos 

industriais, pois são amplamente utilizadas na produção de açúcares, produzindo xaropes de 

alto teor de frutose, através da hidrólise enzimática, além de serem aplicadas para produzir 

fruto-oligossacarídeos, que são ingredientes com propriedades funcionais. Além disso, essas 

enzimas podem ser utilizadas na fabricação de outros produtos, a exemplo do ácido cítrico, 

bioetanol, álcoois e ácido lático, porém, em menor proporção (TEMKOV et al., 2019; 

GERMEC; TURHAN, 2021). 

3.1.1.2. Frutooligossacarídeos 

  

Oligossacarídeos são glicosídeos que possuem em sua composição uma variação de 2 

a 9 unidades de monossacarídeos, as quais estão unidas por ligações glicosídicas (SINGH et 

al., 2021; SINGH; SINGH, 2022a). Nos últimos anos, a sua demanda vem crescendo de 

forma contínua em indústrias de alimentos por apresentarem baixa caloria, não oferecerem 

cariogenicidade e aumentarem o crescimento de micro-organismos benéficos. Os 

oligossacarídeos englobam principalmente os frutooligossacarídeos, maltooligossacarídeos, 

isomaltooligossacarídeos e galactooligossacarídeos. Dentre eles, os frutooligossacarídeos se 

destacam devido a sua aplicação em grande escala, pois são ingredientes funcionais de 

produtos alimentícios que possuem características prebióticas, podendo ser utilizados como 

substitutos de sacarose e gorduras (CATENZA; DONKOR, 2021; 

CHAROENWONGPAIBOON; WANGPAIBOON; PICHYANGKURA, 2021). Além disso, 

mascaram o sabor amargo dos edulcorantes acessulfame e aspartame, elevam a vida útil de 

alimentos processados e podem ser aplicados em alimentos industrializados na finalidade de 

reduzir calorias (KRUSCHITZ; NIDETZKY, 2020). 

 Os FOS são também conhecidos como açúcares não convencionais, pois não são 

digeríveis, chegando intactos ao cólon. Por essa razão, promovem benefício à saúde do 

hospedeiro, estimulando de forma seletiva a atividade e o crescimento de bactérias colônicas 
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(SINGH; SINGH, 2022a; GU et al., 2022). Nesse sentido, esses componentes são 

classificados como fibras dietéticas e estão presentes nos alimentos como ingredientes 

alimentares e não aditivos (MACEDO; VIMERCATI; ARAÚJO, 2020). Do ponto de vista 

bioquímico, os FOS são oligômeros de frutose, compostos de GF2, GF3 e GF4 (Figura 3), 

constituídos por ligações glicosídicas β-(2 → 1), de 3 a 10 unidades de frutose, com a frutose 

terminal ligada a uma molécula de glicose, formando uma extremidade não redutora de 

sacarose (MACEDO; VIMERCATI; ARAÚJO, 2020; SEPÚLVEDA‐QUIROZ et al., 2021; 

HAJAR-AZHARI et al., 2021).  

 

Figura 3. Projeção de Haworth dos principais frutooligossacarídeos (FOS). Fonte: Adaptado 

de BALI et al. (2015).  
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Geralmente, a purificação de FOS envolvendo matérias-primas ricas em inulina é um 

bioprocesso de elevado custo. Para sanar essa limitação, os FOS são sintetizados a partir da 

sacarose, com a utilização das enzimas β-frutofuranosidases, ou até mesmo através da 

hidrólise de inulina, pelo uso das endoinulinases. Normalmente, esses são os métodos 

utilizados para a produção de FOS em grande escala (SINGH; SINGH, 2022a). Os FOS 

obtidos a partir da hidrólise controlada da inulina são estruturalmente semelhantes aos 

produzidos por enzimas que atuam sobre a molécula de sacarose, como a β-frutosiltransferase 
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e a β-frutofuranosidase, e ambos têm propriedades funcionais e fisiológicas semelhantes. 

Contudo, a formação de FOS através de endoinulinases é preferível, pois a presença do grupo 

frutosil pode diminuir a concentração do produto final, além de possuir um elevado custo das 

enzimas para transfrutosilação (RIBEIRO et al., 2021b).  

 Dentro dos possíveis efeitos benéficos que os FOS são capazes de oferecer, já está 

bem elucidada a sua estimulação do crescimento de bifidobactérias no trato digestivo 

(HAJAR-AZHARI et al., 2021; GU et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Além disso, eles 

possuem características bioativas consideráveis em alimentos, apresentando diminuição de 

glicose sanguínea, colesterol, triglicerídeos e fosfolipídios, melhora cognitiva, são capazes de 

suprimir bactérias patogênicas intestinais e, consequentemente, reduzir o desenvolvimento de 

câncer de cólon (RAHIM et al., 2021; BRAGA et al., 2022; JANGID et al., 2022). Embora 

sejam notórios os benefícios dos FOS, sua ingestão excessiva pode estar associada a 

ocorrência de flatulências, estando mais presentes em indivíduos que possuem intolerância à 

lactose. Estudos científicos apontam que doses entre 20-30g de FOS por dia são capazes de 

desencadear desconforto gastrointestinal severo em indivíduos. Portanto, o controle da sua 

quantidade consumida é o melhor caminho para evitar esses desconfortos, sendo 10g por dia 

por pessoa a dose de consumo ideal recomendada (MACEDO; VIMERCATI; ARAÚJO, 

2020). 

3.2. Aspergillus terreus 

  

Geralmente, os micro-organismos são a fonte de preferência para a produção de 

biocatalisadores. Dentre eles, fungos filamentos de gêneros Aspergillus, Penicillium e 

Rhizopus produzem enzimas consideradas seguras de acordo com a Food and Drug 

Administration (VIDYA et al., 2020). Contudo, o Aspergillus se destaca por apresentar cada 

vez mais estudos científicos que comprovam a produção de enzimas com alta capacidade 

catalítica e estabilidade enzimática (ALMEIDA et al., 2018; AZZAZ et al., 2020; VIDYA et 

al., 2020; VAZ et al., 2021). 

O gênero Aspergillus engloba uma quantidade superior a 300 espécies reconhecidas, 

com diferentes espécies de relevância, que podem ser aplicadas nas áreas de produção de 

alimentos e na biotecnologia (CORRÊA et al., 2020). Aspergillus terreus (Figura 4) é um 

fungo do tipo filamentoso saprófita, pertencente da família Aspergillaceae, que já foi isolado 

em diversas amostras, incluindo milho, amendoim, cevada, pastagens e solo (JAIN; 

KATYAL, 2018; DADHEECH et al., 2019; CHEIN et al., 2019; ASHTEKAR et al., 2021). 
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Sua reprodução ocorre de forma assexuada, envolvendo dois tipos de conídios, sendo eles 

conídios que se produzem na ponta dos conidióforos e conídios acessórios que crescem 

lateralmente por meio das hifas, também chamados de aleurioconídios (SATO et al., 2022).  

 

Figura 4. Fotomicrografia de Aspergillus terreus URM4658. Conidióforo (1); Vesícula (2); 

Fiálide (3); Conídios (4). Aumentado 40X. Fonte: O autor. 

 

Em condições de temperatura e atividade de água adequados, os conídios fúngicos, 

que são esporos assexuados, são capazes de germinar, formando as hifas. A formação dessas 

hifas acontece devido a capacidade do fungo absorver água através das paredes dos esporos, 

que ativa o citoplasma e estimula a divisão celular. Além disso, eles obtêm nutrientes por 

meio da secreção de enzimas extracelulares no substrato utilizado para o crescimento. Sendo 

assim, os componentes presentes no substrato são absorvidos pelas paredes das hifas do 

fungo, promovendo a sua nutrição (SOBOLEV et al., 2019). 

A. terreus possui um potencial biotecnológico relevante, visto que ele é capaz de 

produzir diferentes tipos de enzimas, incluindo celulase, xilanase (CORRÊA et al., 2020), 

tanase (AZZAZ et al., 2020), invertase (ALMEIDA et al., 2018) e inulinase (MAGADUM; 

YADAV, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2022). As inulinases podem ser obtidas de animais, 

plantas e diversos grupos de micro-organismos. No entanto, fungos filamentosos são os 

preferíveis para produzirem essas enzimas a partir de diferentes grupos microbianos, isso 

porque eles toleram elevadas temperaturas, apresentam baixa estabilidade de pH, exigem 

substrato de baixo custo para fermentação ideal e apresentam sinergia entre endo e 
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exoinulinase na obtenção do produto (SINGH; CHAUHAN, 2018). Dentre esses fungos 

utilizados, atualmente, a produção de inulinases utilizando o gênero de Aspergillus sp. vem 

aumentando de forma contínua, pois as inulinases produzidas por esse grupo fúngico além de 

apresentarem características únicas, também possuem atividades biocatalíticas eficientes 

(SINGH et al., 2020b). Na Tabela 1 pode-se visualizar os fungos filamentosos mais utilizados 

do gênero Aspergillus produtores de inulinases, bem como o seu tipo de fermentação, 

substrato utilizado e valores de atividade máxima enzimática obtidos. 

 

Tabela 1. Fungos filamentosos do gênero Aspergillus produtores de inulinase. Fonte: O autor.  

Micro-

organismo 

Tipo de 

fermentação 

Substrato 

utilizado 

Valores de atividade 

máxima 
Referência 

A. niger FES  
Extrato de 

alfarroba 
1560.17 U mL-1 

ILGIN; GERMEC; 

TURHAN, 2020. 

A. terreus FES Farelo de trigo 15.08 U mL-1 
DE OLIVEIRA et 

al., 2022; 

A. brasiliensis FES Sacarose 5.88 ± 0.78 U mL-1 

GUERRERO-

URRUTIA et al., 

2021. 

A. wewitschiae FSm 
Folhas de 

alcachofra 
7.08 U mL-1 SALEH et al., 2020. 

A. flavus FSm 
Sal mineral de 

sacarose 
12 ± 0.03 U mL-1 

SIKANDER; 

KHALID, 2020. 

A. oryzae FSm 
Sal mineral de 

sacarose 
17 ± 0.04 U mL-1 

SIKANDER; 

KHALID, 2020. 

A. versicolor FES 
Cascas de 

laranja 
1.917 ± 0.016 U/gds* 

DAS; BHAT; 

SELVARAJ, 2019. 

A. parasiticus FES 

Bagaço de 

cana-de-

açúcar 

1.773 ± 0.627 U/gds* 
DAS; BHAT; 

SELVARAJ, 2019. 

A. tamarii FES Farelo de trigo 218.3 ± 1.4 U/gds* 
GARUBA; 

ONILUDE, 2020; 

* Unidade por grama de substrato seco 
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3.3. Imobilização de enzimas 

  

Enzimas em sua forma solúvel geralmente apresentam alguns inconvenientes, como 

exemplo do comprometimento de sua estabilidade em condições de temperaturas elevadas e 

alterações de pH, levando a uma perda enzimática durante a reação catalítica (NADAR et al., 

2018; ZHOU et al., 2021). Nesse sentido, grande parte das enzimas apresentam uma 

sensibilidade às condições reacionais devido à instabilidade termodinâmica de sua estrutura 

terciária em situações artificiais, onde estresses térmicos ou a utilização de solventes 

orgânicos são capazes de alterar ou inibir sua capacidade de catálise (LIANG et al., 2021). 

Na finalidade de superar essas limitações impostas através do uso de enzimas no 

âmbito industrial, existem algumas alternativas que podem estabilizar as enzimas, como 

modificação química (GLUSAC; FISHMAN, 2021), engenharia genética (GIESSEL et al., 

2022) e imobilização (ZHOU et al., 2021). Dentre essas opções, a técnica de imobilização 

enzimática se destaca por apresentar um aumento da seletividade para substratos não naturais, 

melhorar a estabilidade das enzimas e propriedades funcionais, além de ser capaz de reduzir a 

inibição do produto de reação. Além disso, a enzima imobilizada é separada facilmente do 

meio e reutilizada, caracterizando um processo econômico e viável (GAN et al., 2021; LIU et 

al., 2021; CALIFANO; COSTANTINI, 2021; ATIROĞLU; ATIROĞLU; ÖZACAR, 2021). 

A imobilização enzimática é desenvolvida através da interação entre a enzima e o 

material de suporte utilizado na imobilização. Para imobilizar uma enzima de forma eficiente, 

é de fundamental importância conhecer as características funcionais e estruturais das matrizes 

de suporte e das superfícies enzimáticas. Além disso, outros fatores importantes que estão 

envolvidos na eficiência de imobilização enzimática são ponto isoelétrico, flexibilidade 

conformacional da enzima, grupos funcionais de superfície, estabilidade durante a 

imobilização, presença de aditivos, glicosilação e regiões hidrofílicas e hidrofóbicas (LIU et 

al., 2021). 

Embora a imobilização enzimática apresente benefícios expressivos do ponto de vista 

biotecnológico, biocatalisadores imobilizados podem apresentar atividade enzimática 

diminuída em comparação com as enzimas livres, isso porque no processo de interação entre a 

enzima e o suporte, parte do sítio ativo enzimático pode estar participando da ligação, o que 

acaba contribuindo para a diminuição da capacidade catalítica da enzima (FILHO; VITOLO, 

2017; LIU et al., 2021). No entanto, a técnica de imobilização também pode apresentar um 

aumento de sua atividade enzimática, pois em determinados casos a estabilização de 

catalisadores produz uma enzima mais ativa sob situações adversas (DAL MAGRO et al., 
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2019; DAL MAGRO et al., 2020). Outra vantagem seria a redução dos requisitos de 

processos de downstream, devido aos produtos serem facilmente liberados das enzimas 

imobilizadas (ARANA-PEÑA et al., 2021). Sendo assim, biocatalisadores imobilizados são 

mais estáveis e possuem maior desempenho catalítico comparados aos livres (FENG et al., 

2022). 

Devido às diferentes características físico-químicas encontradas nos diversos 

biocatalisadores existentes, não existe um método único de imobilização enzimática aplicável 

a todas as enzimas. A escolha do método é baseada em parâmetros como o custo de 

imobilização, atividade geral do biocatalisador, condições de regeneração e inativação, 

toxicidade dos reagentes utilizados para imobilização e características desejadas da enzima 

imobilizada (TEMKOV et al., 2019; ZHAO et al., 2021; WELTER et al., 2022). Tais 

parâmetros têm a finalidade de se obter condições de maior estabilidade e retenção do poder 

catalítico da enzima, além de apresentar uma boa durabilidade (FEDERSEL; MOODY; 

TAYLOR, 2021). Sendo assim, a técnica de imobilização utilizada deve ser escolhida com 

cautela, devendo-se levar em consideração o tipo de interação entre a enzima e o suporte, se 

mais forte ou mais fraca, número de ciclos de reuso enzimático, além das intenções em 

manter, modificar ou potencializar as propriedades do biocatalisador (RIBEIRO et al., 2021a). 

Nesse sentido, as enzimas imobilizadas apresentam resultados promissores a nível de 

estabilidade térmica, ao pH e ao armazenamento. Além disso, são facilmente separadas do 

produto, possíveis de serem reutilizadas, catalisam substratos não naturais e possibilitam 

reações novas (BILAL et al., 2018; BILAL; IQBAL, 2019; ZHAO et al., 2021). Através da 

imobilização, outras propriedades enzimáticas podem ser melhoradas, a exemplo da pureza, 

seletividade, atividade ou especificidade enzimática, além de poderem apresentar resistência a 

inibidores (BILAL et al., 2019a; MORTAZAVI; AGHAEI, 2020; ARANA-PEÑA et al., 

2021). Baseado nisso, diferentes estudos apontaram que, nas últimas décadas, os principais 

métodos utilizados para imobilização enzimática, como pode ser visualizado no diagrama da 

figura 5, foram por adsorção, ligação covalente, aprisionamento e ligação cruzada (cross-

linking), cada um com suas vantagens e desvantagens, tornando-os difíceis de serem 

comparados (REIS et al., 2019; MORTAZAVI; AGHAEI, 2020; LIU; MA; SHI, 2020; 

ASHKAN et al., 2021). 
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Figura 5. Diferentes métodos para a imobilização de enzimas. Fonte: O autor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1. Adsorção 

 

 A imobilização de enzimas por adsorção consiste na interação entre a enzima e o 

suporte por meio de ligações fracas, sendo elas as ligações iônicas, forças de Van der Waals, 

interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. Ela é dividida em adsorção por troca iônica 

e adsorção física. A adsorção por troca iônica interage com o suporte por meio da ligação 

iônica, já a adsorção física é marcada pelas ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals. 

Dentre as técnicas disponíveis, essa não induz alteração química da enzima, causando mínimo 

distúrbio em sua estrutura nativa (VILAR; IKUMA, 2021; ASHKAN et al., 2021; REN et al., 

2021; YAO et al., 2022; CAVALCANTI et al., 2022). Entretanto, sua interação física é 

reversível, devido a facilidade de a ligação ser desfeita entre a enzima e o suporte utilizado 

(YAO et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022). Além disso, a atividade dos biocatalisadores que 

se encontram adsorvidos é fortemente induzida pela fixação e rearranjo das superfícies 

sólidas. Sendo assim, a configuração dessa imobilização é influenciada por fatores como pH, 

superfície química, temperatura e força iônica (VILAR; IKUMA, 2021). 

 A técnica de imobilização enzimática por adsorção frequentemente preserva a 

capacidade de hidrólise da enzima, no entanto, é bem comum neste tipo de método acontecer 

perda da enzima imobilizada ao longo do armazenamento, isso porque a interação entre a 

enzima e o suporte é relativamente fraca (ZHAO et al., 2021; ASHKAN et al., 2021; 
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ZANKER et al., 2021). Outrossim, nesse método, a não especificidade das interações entre a 

enzima e o suporte pode originar vazamento enzimático de forma inesperada, induzido pelas 

variações de temperatura, força iônica e pH (ASHKAN et al., 2021). Contudo, com a 

utilização de técnicas combinadas de imobilização, como exemplo da adsorção seguida de 

aprisionamento, é possível minimizar algumas dessas limitações impostas, devido ao aumento 

de sua estabilidade e termoestabilidade ao longo do armazenamento (TIZCHANG et al., 

2021). 

 A imobilização por adsorção é considerada uma técnica simples, e uma das principais 

vantagens desse método está associada ao baixo custo, que se destaca pelo fato de existir a 

possibilidade de reutilização do suporte e de não haver a necessidade de ativação do mesmo. 

Além disso, a adsorção provoca pouca mudança na estrutura enzimática, visto que a 

imobilização da enzima no suporte é de caráter espontâneo, seguindo uma orientação de 

forma preferencial e energeticamente favorável (XU et al., 2021; ASHKAN et al., 2021; 

TIZCHANG et al., 2021). Os principais suportes utilizados neste tipo de imobilização 

incluem polissacarídeos, tais como quitina, celulose, carboximetilcelulose e 

hidroxipopilmetilcelulose, proteína e álcool polivinílico (SHAHID et al., 2020; DE CASTRO 

et al., 2022). 

 

3.3.2. Ligação covalente 

 

 A ligação covalente envolve um método de meio químico, sendo baseada na formação 

de interações mais fortes entre a enzima e o suporte utilizado (ASHKAN et al., 2021; 

ZDARTA et al., 2022). Essa ligação proporciona uma força elevada que frequentemente 

envolve diversos resíduos enzimáticos, configurando uma rígida estrutura, capaz de 

proporcionar a enzima maiores tolerâncias perante variações de calor, pH extremos e presença 

de solventes orgânicos, podendo manter a estrutura enzimática inalterada (OLIVEIRA et al., 

2022).  Desse modo, dentre as técnicas disponíveis para imobilização de enzimas, as ligações 

por adsorção e por ligação covalente são as mais aplicadas. Geralmente, a adsorção aumenta a 

atividade da enzima e possui uma baixa estabilidade, enquanto a ligação covalente apresenta 

uma menor atividade e uma maior estabilidade (AGHAEI et al., 2022). Entretanto, isso não é 

regra, pois em outros trabalhos envolvendo a imobilização de enzimas foram vistas uma boa 

atividade e estabilidade para ligações covalentes e por adsorção (HOSSEINI et al., 2018; SEL 

et al., 2021). 
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 Um fator que determina essa estabilidade é a direção da ligação entre a enzima e o 

suporte. Estudos apontaram que o nível de atividade enzimática é mais elevado quando os 

aminoácidos centrais ativos não estão participando da ligação com o suporte utilizado, caso 

contrário, as enzimas podem ser parcialmente ou totalmente inativadas (REN et al., 2021). 

Geralmente, as matrizes mais utilizadas nesse tipo de imobilização incluem celulose, agarose, 

vidro poroso e resina de troca iônica (MORELLON-STERLING et al., 2021; SHOMAL et al., 

2021; KURIBAYASHI et al., 2021; BRISOLA et al., 2022). 

 Frequentemente, a técnica de ligação covalente se inicia com a alteração da superfície 

do suporte na presença de reagentes ativadores; tal ato tem a finalidade de modificar os 

grupos funcionais de sua matriz, produzindo intermediários reativos (ZDARTA et al., 2022). 

Dos reagentes mais utilizados para atingir essa ativação, o glutaraldeído é o mais empregado, 

pelo fato de promover condições enzimáticas ativas e estáveis (GIRELLI; SCUTO, 2021). 

Entretanto, comparado aos outros métodos de imobilização, a seleção das condições da 

técnica por ligação covalente é mais difícil (REN et al., 2021). Seus principais inconvenientes 

estão relacionados à diminuição da atividade catalítica da enzima ou sua parcial inativação, 

pois a ligação covalente promove uma alteração da conformação nativa enzimática, devido 

principalmente à interação entre a enzima e os grupos reativos do suporte (REN et al., 2021; 

ZANKER et al., 2021). 

 

3.3.3. Aprisionamento 

 

 A imobilização por aprisionamento consiste na retenção física da enzima dentro de 

uma matriz polimérica, que pode ser por ligações covalentes ou não, estando esses 

biocatalisadores retidos dentro de géis ou fibras (RIBEIRO et al., 2021a; NÁJERA-

MARTÍNEZ et al., 2022). É definido como um método irreversível de imobilização 

enzimática, onde a enzima fica restrita em um espaço ou rede confinada (SHARMA et al., 

2021; KABERNICK; GOSTICK; WARD, 2022). Nesse processo, a desnaturação é 

geralmente evitada, pois a enzima não interage quimicamente com o suporte utilizado. Sendo 

assim, a imobilização por aprisionamento pode melhorar a estabilidade mecânica (SHOMAL 

et al., 2021; OGUNBADEJO; AL-ZUHAIR, 2021; RIBEIRO et al., 2021a). 

 Nesse método, o material de encapsulamento pode ser modificado. Além disso, essa 

técnica permite criar um ambiente ideal a nível de polaridade, pH e afinidade, podendo isso 

ser alcançado através de diferentes materiais, como polímeros, géis e outros elementos 



32 
 

inorgânicos (SHARMA et al., 2021). Diferentes polímeros podem ser utilizados como matriz 

na imobilização por aprisionamento, como o alginato, quitosana, poliacrilamida, carragenina, 

colágeno, borracha de silicone, gelatina, álcool polivinílico com grupo estirilpirídio e 

poliuretano (SHARMA et al., 2021; TERCAN; SÜRMELI; ŞANLI‐MOHAMED, 2021; ZHU 

et al., 2022). Dentre eles, o alginato é o mais aplicado, devido às suas propriedades não 

tóxicas, de baixo custo, por possuírem biocompatibilidade favorável e capacidade de 

gelificação suave (TERCAN; SÜRMELI; ŞANLI‐MOHAMED, 2021). 

A técnica de imobilização por aprisionamento, ou também chamada de 

encapsulamento, é uma das mais simples, podendo ser utilizada para imobilizar um ou vários 

tipos de proteínas. A grande vantagem desse método consiste na proteção da enzima em 

relação ao contato direto com o meio reacional, o que acaba minimizando a inativação 

enzimática na utilização de solventes orgânicos. Além disso, facilita a separação da enzima 

imobilizada da mistura de reação e aumenta a estabilidade em diferentes temperaturas e pH 

(LYU et al., 2021; SHARMA et al., 2021; ALI et al., 2021). 

 Entretanto, uma das limitações encontradas nesse processo está relacionada à 

transferência de massa do substrato ou analito para o sítio ativo enzimático. Além disso, 

quando os poros da matriz utilizada são extensos, acabam facilitando a possibilidade de 

vazamento das enzimas; consequentemente, ocasionam ineficiência na imobilização, baixa 

capacidade de carga e desgaste do suporte durante o uso (ZHAO et al., 2021; TERCAN; 

SÜRMELI; ŞANLI‐MOHAMED, 2021; RIBEIRO et al., 2021a). Desse modo, na técnica por 

aprisionamento, é importante controlar o tamanho do poro do material utilizado, na finalidade 

de se obter uma boa imobilização (URREA et al., 2021). 

3.3.4. Ligação cruzada 

  

A técnica de imobilização por ligação cruzada, também conhecida como reticulação, 

envolve a união de duas ou mais moléculas através de ligação covalente, enquanto os 

reagentes de reticulação são substâncias capazes de ligar quimicamente diferentes grupos 

funcionais. Trata-se de um método irreversível, que não necessita do uso de suportes 

(NARAYANAN; HAN, 2022). Nessa ligação, as moléculas enzimáticas ou proteínas inativas 

formam agregados entre si mesmas, por meio de ligações covalentes e agentes de reticulação 

funcionais (ASHKAN et al., 2021). 

Enzimas reticuladas podem ser realizadas por ligações entre enzimas ou entre suportes 

consolidados, com possibilidade de ligação multiponto, o que torna a interação mais forte e 
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reduz as etapas de lavagens (NÁJERA-MARTÍNEZ et al., 2022). Contudo, embora o método 

de reticulação seja capaz de aumentar a eficiência da ligação enzimática bem como a sua 

estabilidade, ele é geralmente demorado, apresenta diminuição de atividade enzimática e 

possui um alto custo, devido a utilização de reagentes químicos caros (ASHKAN et al., 2021; 

SHARMA et al., 2021).  

Diferentes agentes de reticulação podem ser aplicados para obter a ligação cruzada. 

Dentre os reagentes de reticulação mais utilizados, o glutaraldeído se destaca, pois além dele 

ser facilmente obtido em quantidades elevadas, é também econômico e pode interagir com 

quase todas as enzimas (NÁJERA-MARTÍNEZ et al., 2022). Contudo, estudos apontam que a 

utilização de agentes de reticulação biológicos naturais como genipina e polissacarídeos à 

base de aldeídos vem aumentando gradativamente, devido a sua boa biocompatibilidade 

enzimática bem como suas práticas ambientalmente sustentáveis (GUO et al., 2021). 

A imobilização enzimática por ligação cruzada pode ser obtida por diferentes 

métodos, porém, as principais técnicas de reticulação utilizadas são a ligação cruzada 

utilizando enzimas cristalizadas (CLECs) e a ligação por agregados enzimáticos reticulados 

(CLEAs) (SHOMAL et al., 2021; OGUNBADEJO; AL-ZUHAIR, 2021). Uma característica 

em comum entre as duas metodologias é que elas não necessitam de suporte. 

Consequentemente, enzimas reticuladas normalmente apresentam uma boa estabilidade 

mecânica, capacidade de suportar elevadas temperaturas e uma maior tolerância de tensão de 

cisalhamento comparada às outras técnicas de imobilização (OGUNBADEJO; AL-ZUHAIR, 

2021).  

CLECs são preparados através da precipitação enzimática em microcristais, seguida de 

reticulação com reagentes bifuncionais para criar ligações covalentes entre os aminoácidos 

livres da enzima. O método necessita de enzimas altamente purificadas, por isso, torna-se um 

processo caro (ROUF; GREISH; AL-ZUHAIR, 2021; PEKGENC et al., 2022). Já o CLEA é 

uma forma modificada do CLEC, pois não necessita da formação de cristais. Ele é formado na 

presença de solventes orgânicos, sais, polímeros não iônicos ou ácidos que são utilizados para 

acúmulo e precipitação de enzimas, seguida de reticulação. Comparado ao CLEC é mais 

barato e possibilita a formação de CLEA com mais de uma enzima, podendo ser aplicada em 

catálise multienzimática. Contudo, seus agregados formados são geralmente pequenos, o que 

acaba dificultando o contato do substrato com o sítio ativo enzimático (ROUF; GREISH; AL-

ZUHAIR, 2021; PEKGENC et al., 2022; WEI et al., 2022). 
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3.4. Tipos de suporte 

 

A escolha do suporte selecionado para a imobilização enzimática é relativa, pois não 

existe um suporte universal para a imobilização de enzimas, devendo, portanto, ser escolhido 

caso a caso. Sendo assim, devem ser levadas em consideração as propriedades da enzima 

imobilizada, visto que elas são influenciadas pelas características do biocatalisador e do 

suporte. A interação visualizada nestes dois componentes é capaz de atribuir à enzima 

imobilizada condições bioquímicas, químicas, cinéticas e mecânicas específicas, pois o 

desempenho da enzima imobilizada está fortemente interligado às características do suporte 

(ZHAO et al., 2021; CALIFANO; COSTANTINI, 2021). 

 As propriedades da superfície dos suportes interferem diretamente no processo de 

imobilização enzimática, pois o suporte pode ser modificado conforme as propriedades 

visualizadas nas superfícies enzimáticas, tornando-o quimicamente compatível com a enzima 

(BILAL et al., 2019b; MORSI et al., 2021). Além desses fatores, também deve ser dada 

atenção aos parâmetros da matriz do suporte, que incluem a área superficial, estabilidade 

química e mecânica, tamanho da partícula, carga superficial, natureza orgânica ou inorgânica, 

funcionalização da superfície, hidrofobicidade e hidrofilicidade, além da porosidade do 

material de suporte (LIU et al., 2021).  

Um requisito necessário para essa imobilização acontecer de forma eficiente, é a 

presença de um suporte biocompatível e inerte, que não interfira na estrutura nativa da 

enzima, preservando sua atividade biológica (MIKANI; TORABIZADEH; RAHMANIAN, 

2018; GAN et al., 2021). Além disso, é ideal que os materiais utilizados para a elaboração dos 

suportes sejam econômicos, estáveis e possuam a capacidade de aumentar a atividade 

enzimática. Entretanto, a maioria das matrizes utilizadas para a imobilização apresenta apenas 

algumas dessas propriedades, devendo selecionar a matriz de suporte com base nas 

características das matrizes e suas limitações (HOLYAVKA et al., 2019; TEMKOV et al., 

2019; GAN et al., 2021).  

Nesse sentido, existem diversas matrizes poliméricas que podem ser utilizadas na 

finalidade de imobilizar catalisadores, incluindo alginato, quitosana, gelatina, goma arábica e 

goma xantana (FRAKOLAKI et al., 2021). Na Tabela 2 é possível verificar alguns suportes 

utilizados para a imobilização de inulinases. Essas pesquisas envolvendo a imobilização de 

inulinases nos diferentes suportes têm a finalidade comum de manter a estabilidade e 

produtividade das enzimas por um tempo maior, quando comparado à enzima livre. 
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Tabela 2. Diferentes métodos e suportes utilizados para imobilização de inulinases. Fonte: O 

autor. 

Enzima Suporte 
Técnica de 

imobilização 
Referência 

Inulinase Casca de ovo de galinha 
Adsorção e 

ligação cruzada 

RIBEIRO et al., 

2021b. 

Inulinase Duolite XAD* Ligação cruzada SINGH et al., 2020a. 

Inulinase 
Microesferas de sílica 

mesoporosa 
Ligação cruzada SAIKIA et al., 2021. 

Endoinulinase 
Nanoargila de haloisita 

heteromodificada 
Ligação cruzada 

SINGH; SINGH, 

2022a. 

Inulinase Poliacrilamida/polietilenoglicol Aprisionamento TEMKOV et al., 2022. 

Inulinase 
Nanofibras de carbono 

heterofuncionalizadas 
Ligação cruzada 

SINGH; CHAUHAN; 

KENNEDY, 2019. 

Inulinase Nanopartículas magnéticas Ligação covalente 
TORABIZADEH; 

MAHMOUDI, 2018. 

Exo-inulinase Argila de caulim Ligação covalente 
GARUBA; 

ONILUDE, 2018. 

Exo-inulinase Alginato Aprisionamento RAWAT et al., 2021. 

*Resina adsorvente 

 

3.4.1. Alginato 

  

O alginato de sódio, também conhecido como gel de alginato, é um polissacarídeo 

extraído de algas marinhas marrons que está envolvido por ligações 1,4 glicosídicas em ácido 

β - D -manurônico e ácido α- L -gulurônico (POPOVIĆ et al., 2021; HU et al., 2022), como 

visualizado na Figura 6. E, através da troca do Na+ por cátions divalentes como Cu2+, Ba2+ e 

Ca2+, o alginato de sódio é capaz de formar biopolímeros estáveis, de estrutura tridimensional 

exclusiva (MA et al., 2018b). Dentro da grande variedade dos suportes utilizados para a 

imobilização das enzimas, o alginato se destaca em relação a outras matrizes por apresentar 

inúmeros benefícios, incluindo biodisponibilidade, biodegradabilidade e capacidade 

hidrofílica. Além disso, é um material não tóxico, biocompatível e aplicado com abundância 

nas indústrias de alimentos e farmacêutica, principalmente na finalidade de imobilização de 

substâncias (POPOVIĆ et al., 2021). 
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Figura 6. Estrutura molecular do alginato de sódio. M: Ácido manurônico; G: Ácido 

gulurônico. Fonte: Adaptado de MA et al. (2018a). 

 

 

 

 Tradicionalmente, o encapsulamento de enzimas utilizando partículas de alginato 

como suporte tem sido realizado através de duas abordagens principais, sendo elas a 

abordagem geral e a abordagem inversa. A primeira envolve o gotejamento de uma mistura de 

alginato e enzimas em uma solução de reticulação, produzindo esferas macroscópicas; 

enquanto a segunda está relacionada com o adicionamento gota a gota de uma mistura 

viscosa, a qual contém o agente de reticulação e os biocatalisadores em uma solução de 

alginato, formando microcápsulas de núcleo viscoso com invólucro de alginato 

(KURAYAMA et al., 2020). 

 No entanto, devido a grande presença de poros na matriz do gel de alginato, 

geralmente ocorre o extravasamento indesejável de enzimas do interior das esferas para fora 

delas, causando assim uma limitação em suas aplicações. Além disso, esse polímero apresenta 

instabilidade química na presença de quelantes de cálcio, a exemplo do citrato, lactato e 

fosfato (FILHO; VITOLO, 2017; KURAYAMA et al., 2020). Para sanar essas limitações, 

algumas abordagens são relatadas na literatura, incluindo a imobilização covalente entre 

enzimas e alginato (ALI et al., 2021), nanopartículas imobilizadas por enzimas (WELTER et 

al., 2022) e moduladores dos poros da matriz de alginato (RODRIGUEZ et al., 2018). Além 

desses, existem métodos mais simples de melhorar a estabilidade e o grau de vazamento 

enzimático, como a utilização de diferentes concentrações de alginato, cloreto de cálcio e 

tempo de contato com a solução (URREA et al., 2021). 
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RESUMO 

A inulinase foi produzida por Aspergillus terreus URM4658 e imobilizada em esferas de 

alginato de cálcio. A enzima foi produzida por fermentação em estado sólido, utilizando 

farelo de trigo como substrato. O processo de imobilização foi avaliado por meio de um 

planejamento fatorial completo (23), tendo como variáveis as concentrações de alginato e 

cloreto de cálcio, bem como o tempo de cura. O maior rendimento de imobilização (92,72%) 

foi obtido no ensaio 6, sob uma maior concentração de cloreto de cálcio (0,35M), menor 

porcentagem de alginato (1,25%) e maior tempo de cura (90min). A enzima imobilizada foi 

caracterizada bioquimicamente, apresentando uma temperatura ótima de 60ºC e um pH ótimo 

de 7,0. Em relação aos parâmetros cinéticos, o biocatalisador imobilizado apresentou um Km 

de 10,70 mM, Vmax de 10,24 mM min-1 e kcat de 1,47 min-1. A inulinase aprisionada em 

alginato de cálcio apresentou uma atividade acima de 70% no seu décimo reuso e valores 

acima de 80% de atividade inicial para a estabilidade ao armazenamento em 30 dias, 

mostrando uma aplicabilidade promissora a nível industrial. 

Palavras-chave: Apergillus terreus; Cinética; Imobilização de enzimas; Planejamento fatorial 

completo. 
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ABSTRACT 

Inulinase was produced by Aspergillus terreus URM4658 and immobilized on calcium 

alginate beads. The enzyme was produced by solid state fermentation using wheat bran as 

substrate. The immobilization process was evaluated by a full factorial design (23) using 

alginate and calcium chloride concentrations, as well as curing time. The highest 

immobilization yield (92.72%) was seen in assay 6, under higher calcium chloride 

concentration (0.35M), lower percentage of alginate (1.25%) and longer curing time (90min). 

The immobilized enzyme was characterized biochemically, presenting an optimum 

temperature of 60°C and an optimum pH of 7.0. Regarding the kinetic parameters, the 

immobilized biocatalyst showed a Km of 10.70 mM, Vmax of 10.24 mM min-1 and kcat of 1.47 

min-1. The inulinase entrapped in calcium alginate showed an activity above 70% in its tenth 

reuse and values above 80% of initial activity for storage stability in 30 days, showing a 

promising applicability at industrial level. 

Keywords: Apergillus terreus; Kinetics; Enzyme immobilization; full factorial design. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Depois do amido, a inulina é o segundo polissacarídeo mais abundante, presente nos 

tubérculos, bulbos de plantas e raízes tuberosas (GERMEC; TURHAN, 2020; SINGH; 

SINGH; KENNEDY, 2020). A inulina é um polissacarídeo natural formado por moléculas de 

frutose e uma unidade de glicose presente na extremidade terminal de sua cadeia, que estão 

unidas por ligações glicosídicas β-(2 → 1), sendo as inulinases consideradas a classe de 

enzimas responsáveis pelas reações catalíticas de inulina. Atualmente, as pesquisas estão mais 

focadas em obter a produção de fruto-oligossacarídeos (FOS) e xarope de frutose pela 

hidrólise de inulina (SINGH; SINGH; KENNEDY, 2020).  

De acordo com o princípio catalítico das inulinases sobre a inulina, as inulinases são 

classificadas em exo-inulinases (EC 3.2.1.8) e endo-inulinases (3.2.1.7) (SINGH; SINGH; 

KENNEDY, 2020; GUERRERO-URRUTIA et al., 2021). Enquanto exo-inulinases 

hidrolisam a inulina na extremidade terminal não redutora e libera unidades de frutose, as 

endo-inulinases promovem a hidrólise de inulina de forma aleatória, liberando fruto-

oligossacarídeos como produto (GERMEC; TURHAN, 2020). Além desses produtos, as 

inulinases também têm sido empregadas para a produção de ácidos orgânicos, 

biocombustível, sorbitol, manitol, óleo e proteínas de célula única (SINGH; SINGH, 2019; 

SINGH; SINGH; LARROCHE, 2019; SINGH et al., 2020b). 

As inulinases podem ser produzidas através de plantas, animais e micro-organismos 

(SINGH et al., 2018). Contudo, inulinases de origem microbiana possuem grandes vantagens, 

a exemplo da fácil manipulação, rápida multiplicação, elevada produtividade e cultivo em 

condições controladas em relação às fontes vegetais e animais (SINGH; CHAUHAN, 2018; 

SALEH et al., 2020). Nesse sentido, as inulinases fúngicas se destacam em relação às demais 

fontes microbianas, pois sua produção necessita de baixas concentrações de substrato, além de 

apresentarem maior estabilidade às variações de temperatura (SALEH et al., 2020). Dentre as 

diversas linhagens fúngicas utilizadas, a produção de inulinases pelo gênero Aspergillus sp. 

vem aumentando de forma contínua, pois os biocatalisadores produzidos por este grupo 

fúngico apresentam características únicas e atividades biocatalíticas eficientes (SINGH et al., 

2020b), se destacando, recentemente, as inulinases produzidas pelo A. terreus (DE 

OLIVEIRA et al., 2022). 
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Aplicações enzimáticas industriais, como a hidrólise de inulina, utilizando enzimas 

livres ou solúveis, apresentam algumas limitações, tais como a dificuldade de recuperação, 

instabilidade enzimática e armazenamento diminuído, que aumentam o custo do 

bioprocessamento (SINGH; CHAUHAN; KENNEDY, 2019a; SINGH; CHAUHAN; 

KENNEDY, 2019b). Dessa forma, a fim de superar essas desvantagens, a imobilização 

enzimática em um suporte adequado surge como uma alternativa para utilizar um 

biocatalisador de maneira mais econômica (WAHBA et al., 2022; CHEN et al., 2022). Várias 

vantagens são visualizadas em biocatalisadores imobilizados, como uso enzimático repetido, 

fácil separação, maior estabilidade e custo reduzido (SINGH; SINGH, 2022a). 

A escolha de um suporte para imobilização é uma medida fundamental, pois sua 

matriz deve possuir boa resistência mecânica, fácil disponibilidade e baixo custo (DHIMAN 

et al., 2020). Dentre os suportes disponíveis, o alginato de sódio se destaca por ser um 

polissacarídeo natural, biodegradável, extraído e processado de algas marinhas marrons, capaz 

de formar hidrogéis na presença de cátions bivalentes (DHIMAN et al., 2020; KURAYAMA 

et al., 2020). Essas propriedades são essenciais para a uma boa imobilização enzimática, 

sendo investido uma variedade de estudos ao encapsulamento de enzimas em esferas 

macroscópicas e microscópicas à base de alginato (KURAYAMA et al., 2020). Sua aplicação 

tem sido amplamente empregada no campo farmacêutico, alimentício, biotecnológico e 

engenharia biomédica (KURAYAMA et al., 2020; LI et al., 2020). 

No presente trabalho, a inulinase foi produzida por Aspergillus terreus URM4658 

através de fermentação em estado sólido e imobilizada em esferas de alginato de cálcio. 

Propriedades da enzima imobilizada foram vistas por meio de um planejamento fatorial 

completo, realizando a caracterização da melhor condição enzimática obtida pelo rendimento 

de imobilização. Foram avaliadas as condições operacionais e de armazenamento da inulinase 

imobilizada, bem como os parâmetros cinéticos relacionados à hidrólise de inulina.  

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Micro-organismo 

 

Para a produção de inulinase foi utilizada a linhagem Aspergillus terreus URM4658 

gentilmente cedida pela micoteca URM pertencente ao Centro de Biociências da Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPE). As linhagens fúngicas foram preservadas mantidas em meio 
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Czapek Dox Agar e óleo mineral. Posteriormente, estas foram reativadas em caldo glicosado e 

sequencialmente transferidas para meio Czapek Dox Agar, cultivadas em 7 dias a 30°C em 

estufa bacteriológica visando a esporulação. 

2.2. Produção de inulinase e meio de fermentação 

  

A produção de inulinases por Aspergillus terreus URM4658 através de fermentação 

em estado sólido ocorreu em frascos Erlenmeyer (125mL) contendo 3g de substrato (farelo de 

trigo), previamente seco (65ºC) e padronizado em peneiras tipo Tyler com granulometria 

entre 0,5 e 2,0 mm. Os frascos com o substrato foram autoclavados a 121ºC durante 20 

minutos. Após o resfriamento, os frascos foram inoculados com solução de esporos contendo 

(107 esporos/mL) de cultura de A. terreus URM4658 com 7 dias de esporulação, adicionados 

de solução nutritiva (7,5% de inulina e 0,5% de extrato de levedura), correspondente a um 

teor de umidade de 55% por 72 h a 30°C. O extrato bruto de inulinase contendo 7,5 mL de 

tampão acetato 0,1M (pH 5,0) por cada 1g de substrato, com subsequente homogeneização 

em agitador orbital por 90 minutos a 130 rpm. Posteriormente, a mistura de material 

fermentado e o tampão foram macerados e filtrados e o extrato bruto foi armazenado a -22°C 

para posterior análise.  

2.3. Determinações analíticas da inulinase imobilizada 

 

A atividade de inulinase foi realizada de acordo com Singh, Chauhan e Jindal (2018), 

com adaptações como se segue: 0,1 g de partículas de alginato de cálcio contendo a enzima 

imobilizada foi incubado com 0,9 mL de solução de inulina (1% em tampão acetato de sódio, 

0,1 M, pH 5,0) a 55°C por 10 min. Em seguida, a reação foi interrompida pela desnaturação 

da enzima na mistura reacional em um banho a 100°C. Os açúcares redutores no hidrolisado 

foram analisados pelo método do ácido 3,5 dinitrosalicílico (MILLER, 1959). Uma unidade 

de inulinase foi definida como a quantidade de enzima que produziu um μmol de frutose por 

minuto, sob as condições padrão de ensaio. O teor de proteínas totais foi determinado Vm 

utilizando albumina sérica bovina como padrão, utilizando curva de calibração. 

 

2.4. Imobilização de inulinase em alginato 
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O processo de imobilização foi realizado de acordo com Bickerstaff (1997) com 

adaptações. Foi realizada uma mistura na proporção 1:4 da solução enzimática e alginato de 

sódio. Após suave agitação, a mistura foi gotejada em solução de cloreto de cálcio, levando a 

formação de partículas de alginato de cálcio. As enzimas imobilizadas foram mantidas na 

solução de CaCl2 e posteriormente foram lavadas com tampão acetato de sódio 0,1 M (pH 

5,0) para remoção de enzimas não imobilizadas. As esferas contendo enzima-alginato de 

cálcio foram armazenadas no mesmo tampão a 4°C para posterior análise. Para definição da 

melhor condição de imobilização, foi realizado um planejamento fatorial completo 23 tendo 

como variáveis independentes envolvidas no processo as concentrações de alginato (1,25, 

1,50 e 1,75%), cloreto de cálcio (0,05, 0,20 e 0,35M) e tempo de cura (30, 60 e 90min), e 

como variável resposta o rendimento de imobilização, calculado pela razão entre a atividade 

da enzima imobilizada e livre, expresso em percentagem (%), seguindo a Eq. (1). As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o Software Statistica 7.0 (Statsoft Inc, 2007).  

 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜 (%) =  
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒
 𝑥 100                        (1) 

 

2.5. Caracterização bioquímica da inulinase imobilizada  

 

O efeito do pH na atividade da inulinase imobilizada em alginato foi avaliado pela 

reação da atividade enzimática entre as enzimas imobilizadas com o substrato específico, 

preparados em soluções tampões com diferentes valores de pH: citrato de sódio (pH 3,0-4,0), 

citrato-fosfato (pH 4,0-6,0), fosfato (pH 6,0-7,0) e Tris-HCl (pH 7,0-9,0). O efeito da 

temperatura na atividade da inulinase imobilizada foi avaliado pela reação da atividade 

enzimática utilizando-se uma mistura de reação contendo o substrato específico e as enzimas 

imobilizadas, incubadas em diferentes temperaturas (30-80°C).  

 

2.6. Determinação dos parâmetros cinéticos da hidrólise de inulina 

 

Os parâmetros cinéticos envolvidos na reação de hidrólise da inulina (Km e Vmax) foram 

determinados pela realização da atividade enzimática, variando a concentração de substrato e 

mantendo as demais condições constantes, sendo estimadas através do método gráfico de 

Lineweaver Burk. A constante catalítica (kcat) foi calculada pela razão de Vmax e a 
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concentração total da enzima (Eo), definido através da metodologia proposta por Bradford 

(1976).  

2.7. Capacidade de reutilização e estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada 

 

A capacidade de reutilização da inulinase imobilizada foi determinada pela realização 

de 10 ciclos repetidos de reação de hidrólise de inulina de acordo com a Seção 2.3. As esferas 

da enzima-alginato de cálcio foram removidas da reação, filtradas e lavadas em tampão 

acetato (pH 5,0; 0,1 M), na finalidade de remover quaisquer impurezas adsorvidas. As pérolas 

contendo a enzima imobilizada foram secas e utilizadas para os próximos ensaios. A 

estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada foi determinada pela atividade de 

inulinase ao longo de vários dias, os biocatalisadores imobilizados foram armazenados 

imersos completamente em tampão acetato (pH 5,0; 0,1 M) por 30 dias. Os resultados da 

capacidade de reutilização e a estabilidade ao armazenamento foram expressos em termos de 

atividade residual.  

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Imobilização de inulinase em esferas de alginato 

 

 A técnica utilizada no presente trabalho envolveu um processo de aprisionamento da 

inulinase, onde a enzima se liga de forma físico-química com o suporte, formando as esferas 

de alginato de cálcio. Foi realizado um planejamento fatorial completo 23 (Tabela 1), variando 

a concentração de cloreto de cálcio (0,05-0,35M), a porcentagem de alginato (1,25-1,75%) e o 

tempo de cura (30-90min), na finalidade de obter o melhor rendimento de imobilização. O 

maior rendimento de imobilização (92,72%) foi obtido nas condições do ensaio 6, como 

podem ser visualizados na tabela 1, sob uma maior concentração de cloreto de cálcio (0,35M), 

menor porcentagem de alginato (1,25%) e maior tempo de cura (90min). Contudo, no ensaio 1 

sob as condições de cloreto de cálcio (0,05M), alginato (1,25%) e tempo de cura (30min), 

também foi possível observar um excelente rendimento de imobilização, visto que preservou 

uma atividade enzimática de 89,35%. Diante destes resultados, pode-se afirmar que a 

metologia empregada apresentou uma boa eficiência de aprisionamento, pois manteve uma 

alta atividade. Em trabalhos semelhantes envolvendo a imobilização de inulinases, os maiores 
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rendimentos de imobilização alcançados foram de 46,27% em inulinase imobilizada por 

adsorção e reticulação na casca de ovo de galinha (DE ARAUJO RIBEIRO et al., 2021), 

70,87% em inulinase imobilizada por reticulação em nanofibras de carbono 

heterofuncionalizadas (SINGH; CHAUHAN; KENNEDY, 2019b), 76,3% em inulinase 

imobilizada por reticulação em duolite XAD (SINGH et al., 2020a) e 80% em inulinase 

imobilizada por aprisionamento em alginato (RAWAT et al., 2021), indicando, portanto, que 

o rendimento de imobilização do presente estudo foi significativamente maior.  

 

Tabela 1. Planejamento fatorial completo 23 da inulinase imobilizada em alginato de cálcio 

tendo como variáveis independentes cloreto de cálcio, alginato e tempo de cura e variável 

resposta o rendimento de imobilização. 

Ensaios 
Cloreto de cálcio 

(M) 
Alginato (%) 

Tempo de cura 

(min) 
Rendimento (%) 

1 0,05 1,25 30 89,35 

2 0,35 1,25 30 68,39 

3 0,05 1,75 30 68,39 

4 0,35 1,75 30 66,14 

5 0,05 1,25 90 74,75 

6 0,35 1,25 90 92,72 

7 0,05 1,75 90 76,25 

8 0,35 1,75 90 74,38 

9 (C) 0,2 1,5 60 61,28 

10 (C) 0,2 1,5 60 58,28 

11 (C) 0,2 1,5 60 65,39 

12 (C) 0,2 1,5 60 65,77 

 

Avaliando a Figura 1 pode-se observar que a única variável que apresentou efeito 

significativo foi a concentração de alginato, sendo este efeito negativo, ou seja, aumentando a 

concentração de alginato diminuiu o valor do rendimento de imobilização. Este fenômeno é 

observado por vários autores em seus estudos, pois o aumento da concentração de alginato 
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diminui o tamanho dos poros da pérola de imobilização, ocasionando um efeito negativo na 

difusão dos substratos para interagirem com a enzima (GÜR; İDIL; AKSÖZ, 2018; 

AINIWAER et al., 2022).  

Figura 1. Gráfico de Pareto dos efeitos principais das variáveis independentes (concentração 

de cloreto de cálcio - CaCl2, concentração de alginato e tempo de cura), e suas interações que 

influenciaram no rendimento de imobilização das inulinases em esferas de alginato por 

aprisionamento. 

 

Em relação às interações ou efeitos de segunda ordem, pode-se verificar que a 

interação entre a concentração do cloreto de cálcio e o tempo de cura (1x3) apresentou efeito 

significativo e positivo, isto indica que o aumento destas duas variáveis favoreceu o 

rendimento de imobilização. Este comportamento pode ser confirmado na Figura 2. Na Figura 

2 pode ser observado que a maior concentração de cloreto de cálcio (0,35M) e o maior tempo 

de cura (90min) favoreceu maiores valores de efeito. Isto significa que a maioria dos ensaios 

com estas condições apresentou valores maiores de rendimento, culminando com o melhor 

ensaio nestas condições (ensaio 6). 
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Figura 2. Diagrama de interpretação geométrica dos efeitos na interação entre Concentração 

de cloreto de cálcio (CaCl2) e tempo de cura sobre o rendimento de imobilização de inulinases 

por aprisionamento. 

  

  Além da interação entre duas variáveis, na Figura 1 também se verificou o efeito 

significativo entre as três variáveis analisadas. Este efeito foi negativo devido a divergência 

entre os efeitos envolvidos na interação, ou seja, duas variáveis influenciaram positivamente e 

uma negativamente. Esta interação está representada na Figura 3, onde seus vértices 

apresentam diferentes valores de efeito, sendo o melhor ensaio correspondendo às condições 

de maior concentração de cloreto de cálcio, maior tempo de cura e menor concentração de 

alginato. Esta condição de maior efeito é apresentada na Tabela 1, como sendo o ensaio 6 com 

o valor de rendimento de imobilização de 92,72% .  
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Figura 3. Gráfico cúbico das interações entre a concentração de cloreto de cálcio – CaCl2, a 

concentração de alginato e o tempo de cura sobre o rendimento de imobilização das inulinases 

em alginato por aprisionamento. 

 

Avaliando a Figura 3 foi possível visualizar de forma gráfica a interação entre as três 

variáveis sobre o rendimento de imobilização das inulinases. Este gráfico representa a 

influência das variáveis umas sobre as outras. Apesar de que o melhor rendimento ter sido 

visto nas maiores concentrações de CaCl2 e maior tempo de cura, essas variáveis não 

influenciaram de forma significativa, uma vez que nas menores concentrações de alginato, 

CaCl2 e menor tempo de cura, observou-se um rendimento de 84,81, confirmando, portanto, a 

influência maior do alginato sobre as demais variáveis. 

3.2 Caracterização bioquímica da inulinase imobilizada 

  

A caracterização das enzimas imobilizadas é importante para avaliar se o processo de 

imobilização afetou a atividade e a estabilidade enzimática quando comparada à enzima livre. 

A imobilização, em sua grande maioria, melhora os parâmetros de estabilidade e pode alterar 

os demais parâmetros cinéticos (DE OLIVEIRA et al., 2020; ALI et al., 2021). Na figura 4, 
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pode-se visualizar a influência da temperatura e do pH na atividade da inulinase imobilizada 

em alginato de cálcio. 

Figura 4. Efeito da temperatura (A) e do pH (B) na atividade da inulinase imobilizada em 

alginato de cálcio de Aspergillus terreus URM4658 produzida por fermentação em estado 

sólido utilizando farelo de trigo como substrato. 

 

 A atividade relativa da inulinase de A. terreus URM4658 imobilizada em alginato de 

cálcio apresentou valor máximo em temperatura de 60ºC (Fig. 4A) e pH 7,0 (Fig. 4B). 

Comparando a influência dos mesmos parâmetros em sua enzima na forma livre utilizando as 

mesmas condições de produção enzimática, foi observada a mesma temperatura ótima de 

A 

B 
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60ºC, diferenciando apenas no valor de pH ótimo de 4,0 (DE OLIVEIRA et al., 2022).  Pode-

se perceber que a imobilização da enzima manteve a sua atividade máxima na mesma 

temperatura que a sua forma livre. Isso também foi visualizado em estudos semelhantes de 

imobilização de enzimas pectinolíticas de Aspergillus aculeatus em esferas de quitosana, que 

apresentou antes e após a imobilização, uma temperatura ótima de 60ºC de atividade 

hidrolítica (DE OLIVEIRA et al., 2020). Em outro estudo avaliando a imobilização de 

inulinase de Aspergillus tamarii - U4, visualizou-se uma temperatura ótima de 65ºC, antes e 

após a sua imobilização (GARUBA; ONILUDE, 2018). A imobilização de inulinase 

produzida por Penicillium oxalicum BGPUP-4 em duolite XAD apresentou uma temperatura 

ótima de 55ºC antes e após a imobilização (SINGH et al., 2020a), indicando, portanto, um 

valor semelhante ao encontrado no presente estudo. 

Contudo, a influência da atividade da inulinase em diferentes pHs aumentou após a 

imobilização, mostrando uma melhor atividade no pH 7,0. Sendo assim, o pH exibido pelo 

biocatalisador imobilizado é neutro. Esses resultados podem ser explicados devido a 

possibilidade de a enzima livre sofrer agregação de proteínas, principalmente próximo ao seu 

ponto isoelétrico, causando interações enzimáticas indesejadas e estabilizando estruturas 

enzimáticas incorretas (MOSTAFA et al., 2019). De Araujo Ribeiro et al. (2021) corroboram 

com o nosso resultado, pois a inulinase fúngica estudada pelos autores exibiu um pH ótimo de 

8,0 após sua imobilização, um pH considerado básico, mas próximo a neutralidade. Em 

estudo semelhante avaliando a imobilização de inulinase produzida por A. terreus em alginato 

de cálcio, foi verificado um pH ótimo 5,5 (MAGADUM; YADAV, 2018). A xilanase de A. 

flavus imobilizada em esferas de alginato apresentou um comportamento semelhante, tendo 

em vista que o seu pH ótimo modificou de 5,0 na enzima livre para 5,5 na enzima imobilizada 

(MOSTAFA et al., 2019).  

Em contrapartida, apresentando um fenômeno inverso ao presente estudo, foi visto em 

alguns trabalhos uma diminuição do pH ótimo das enzimas após a imobilização. A tanase de 

A. ficuum imobilizada em alginato de cálcio demonstrou uma redução de pH ótimo, alterando 

um pH ótimo de 6,0 para 5,0 nas formas livre e imobilizada, respectivamente (DE LIMA et 

al., 2018). Além disso, após a imobilização enzimática, foi vista uma mudança de pH ótimo 

das inulinases de pH 6,0 para o 5,7 (TORABIZADEH; MAHMOUDI, 2018) e pH 6,0 para 

5,5 (TORABIZADEH; MIKANI; RAHMANIAN, 2018), confirmando, portanto, o efeito 

oposto.  
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A imobilização da inulinase de A. terreus URM4658 em alginato de cálcio 

proporcionou atividade em uma ampla faixa de pH (4,0-9,0), apresentando uma atividade 

relativa maior do que 60% em todas as faixas estudadas. Esses resultados mostraram-se 

promissores, uma vez que em contraposição ao descrito na literatura que utilizaram diferentes 

materiais como suporte para imobilização de inulinases, como nanoargila de haloisita 

(SINGH; SINGH, 2022b) e nanopartículas magnéticas de ouro (MOHAMMADI et al., 2019), 

apresentaram atividades relativas superiores a 40% na faixa de pH entre 4,0 a 7,5 e 3,0 a 7,0, 

respectivamente.  

3.3 Determinação dos parâmetros cinéticos da hidrólise de inulina  

  

Parâmetros cinéticos, Km e Vmax, da enzima imobilizada foram calculados a partir do 

gráfico de Lineweaver-Burk, como visualizado na figura 5, enquanto a constante catalítica 

(kcat) foi calculada como a razão entre Vmax e a concentração total da enzima (Eo). Diversas 

concentrações de substrato (inulina) 6-20 mg/mL foram usadas para medir a velocidade 

inicial da reação. A cinética de Michaelis-Menten foi observada. Para a enzima livre de 

Aspergillus terreus URM4658, o Km foi determinado com o valor de 2,02 mM, Vmax de 35,09 

mM/min e kcat de 6,68 min-1 (DE OLIVEIRA et al., 2022), enquanto na forma imobilizada 

apresentou o Km de 10,70 mM, Vmax de 10,24 mM/min e kcat de 1,47 min-1. Como mostrado, a 

inulinase produzida por A. terreus após a imobilização em alginato de cálcio apresentou um 

aumento do Km e diminuição do Vmax e kcat.  

Geralmente, valores baixos de Km indicam uma alta afinidade da enzima pelo substrato 

(TEMKOV et al., 2019). Nesse sentido, com o processo de imobilização, foi evidenciado que 

a enzima imobilizada diminuiu a sua afinidade pelo substrato, uma vez que o valor do Km 

aumentou em comparação a sua forma livre (OLIVEIRA et al., 2022), a qual foi utilizado os 

mesmos processos de cultivo e extração enzimática. Tal fenômeno acontece devido a 

possibilidade dos sítios ativos enzimáticos estarem pouco disponíveis para interagirem com o 

substrato, o que acaba diminuindo a afinidade pela inulina e, consequentemente, aumentando 

a constante Km. Quando isso ocorre, também provoca uma redução da velocidade de reação 

(TEMKOV et al., 2019; SOUZA et al., 2019). Isso foi visualizado no estudo envolvendo a 

imobilização de β-galactosidase em alginato, que apresentou um aumento do Km após a 

imobilização, alterando de 1,5 em sua forma livre, para 2,05 em sua forma imobilizada e 

reduziu o kcat de 2,31 para 2,21 min -1 (SOUZA et al., 2019). 
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Figura 5. Gráfico de Lineweaver-Burk para determinação dos parâmetros cinéticos da reação 

de hidrólise de inulina pela inulinase imobilizada em alginato de cálcio de Aspergillus terreus 

URM4658 produzida por fermentação em estado sólido utilizando farelo de trigo como 

substrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Capacidade de reutilização e estabilidade ao armazenamento da inulinase imobilizada 

  

Na finalidade de serem economicamente viáveis do ponto de vista industrial, as 

enzimas comerciais devem reter uma alta atividade catalítica após múltiplos ciclos de reuso. 

Este objetivo pode ser alcançado através da imobilização enzimática em suportes sólidos, pois 

estas enzimas podem ser recuperadas do meio de reação e reutilizadas durante vários ciclos. 

Os resultados dos ciclos de reuso da inulinase produzida por A. terreus URM4658 estão 

apresentados na Figura 6A, enquanto os da estabilidade operacional ao longo do 

armazenamento na Figura 6B. Para o reuso, a inulinase imobilizada foi estudada até dez 

ciclos, utilizando o mesmo biocatalisador imobilizado.   
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Figura 6. Efeitos dos ciclos de reuso (A) e da estabilidade operacional ao longo do 

armazenamento (B) da inulinase produzida por A. terreus em FES e imobilizada em alginato 

de cálcio. 

 

 

Na Figura 6A pode-se observar que, ao longo dos 10 experimentos, a enzima manteve 

mais de 70% de sua atividade inicial. No oitavo ciclo, percebeu-se que sua atividade diferiu 

significativamente das demais, atingindo 77,36% de atividade residual, ao passo que nos 

experimentos 9 e 10 a enzima aumentou de atividade, alcançando um valor superior a 88%. 

A 

B 
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Provavelmente, no oitavo ciclo ocorreu um problema na homogeneização das pérolas, o que 

acabou diferindo a atividade dos demais ciclos. A partir desses resultados, pode-se inferir que 

a enzima possui uma alta capacidade catalítica ao longo de vários ciclos de reuso. Os 

resultados obtidos neste estudo foram compatíveis com os dados publicados na literatura.  

A pectinase imobilizada efetivamente em grânulos de alginato de cálcio por meio de 

aprisionamento apresentou no seu sexto ciclo de reação 40% de atividade residual (MARTÍN 

et al., 2019), ao passo que Andrade et al. (2021) identificaram a manutenção de atividade 

acima de 50% da tanase imobilizada em alginato de cálcio no seu sexto ciclo de reuso. 

Corroborando com estes resultados, Temkov et al. (2019) estudaram a imobilização da 

inulinase em nanotubos de carbono que, no décimo ciclo, reteve uma atividade superior a 

65%. Torabizadeh, Mikani e Rahmanian (2018) conseguiram reutilizar a inulinase 

imobilizada durante 12 ciclos, mantendo também 80% de sua atividade inicial no seu décimo 

ciclo. Enquanto Singh, Chauhan e Kennedy (2019a) utilizando inulinase fúngica imobilizada 

em nanotubos de carbono, constataram uma preservação de apenas 28% da atividade residual 

após o décimo ciclo consecutivo de reuso. Portanto, a inulinase de A. terreus URM4658 

imobilizada em alginato de cálcio pode ser reutilizada por mais vezes, sendo capaz de reter a 

atividade enzimática quando comparada com sua forma livre, o que promove economia de 

custos, tempo e utilização de mais enzimas.  

 Em relação a estabilidade ao longo do armazenamento da inulinase de A. terreus 

URM4568 imobilizada em alginato de cálcio (Fig. 6B), foi realizado um estudo de atividade 

residual durante um período de 30 dias de armazenamento, sob temperatura de refrigeração 

(5ºC) com as enzimas imobilizadas imersas em tampão acetato (pH 5,0; 0,1M). Geralmente as 

enzimas permanecem ativas quando mantidas em baixas condições de temperatura, isso 

porque provavelmente elas tendem a bloquear a sua conformação biocatalítica original (DE 

LIMA et al., 2018).  

A cada 5 dias de armazenamento, foram realizadas análises em triplicata de atividade 

residual da enzima imobilizada. Ao longo dos experimentos, observou-se que a enzima 

manteve uma atividade superior a 80% durante os 30 dias de armazenamento, sem diferença 

significativa entre um experimento e outro, preservando uma atividade superior a 91% de sua 

atividade inicial no trigésimo dia. Em estudo semelhante envolvendo a imobilização de tanase 

em partículas de alginato de cálcio, observou-se também uma preservação acima de 80% de 

sua atividade residual no trigésimo dia de armazenamento em refrigeração (DE LIMA et al., 

2018). Mohammadi et al. (2019) observaram que, em 30 dias, a inulinase imobilizada em 
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nanopartículas magnéticas apresentou atividade acima de 75% de sua atividade inicial. Tais 

resultados mostram-se promissores, uma vez que estudos envolvendo a imobilização de 

inulinase produzida por A. tamarii-U4, apresentou uma atividade em seu trigésimo dia de 

armazenamento, de 20% de sua atividade inicial (GARUBA; ONILUDE, 2018), indicando 

um valor inferior ao encontrado no presente estudo. A partir disso, pode-se constatar que a 

inulinase de Aspergillus terreus URM4658 imobilizada em alginato de cálcio possui uma 

ótima estabilidade ao longo de vários dias, com a manutenção de aproximadamente 90% de 

sua atividade inicial em 30 dias de armazenamento, sendo possível e recomendada a sua 

utilização em grande escala no setor industrial.  

4. CONCLUSÕES 

  

Os resultados demonstram que a imobilização da inulinase de Aspergillus terreus 

URM4658 em partículas de alginato de cálcio sob as condições de maiores concentrações de 

cloreto de cálcio (0,35M), maior tempo de cura (90min) e menor porcentagem de alginato 

(1,25%) proporcionou o maior rendimento de imobilização (92,72%). A atividade máxima da 

inulinase imobilizada foi observada na temperatura de 60ºC e pH 7,0. Em relação aos 

parâmetros cinéticos, após a imobilização, o biocatalisador apresentou um Km de 10,70 mM, 

Vmax de 10,24 mM min-1 e kcat de 1,47 min-1. A inulinase de A. terreus URM4658 imobilizada 

sob a melhor condição de imobilização, provou ser um biocatalisador promissor a nível 

industrial, tendo em vista que a enzima preservou uma boa atividade, acima de 70% de sua 

atividade inicial, em 10 ciclos de reuso. Além disso, a inulinase imobilizada em alginato de 

cálcio apresentou uma excelente estabilidade ao longo de 30 dias de armazenamento, 

preservando valores acima de 80% de atividade. Sendo assim, a inulinase imobilizada em 

alginato de cálcio provou ser um biocatalisador promissor e eficiente, podendo ser utilizada 

em larga escala no setor industrial para a possível produção de frutose e frutooligossacarídeos. 
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