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RESUMO 

 

Fruto-oligossacarídeos (FOS) são classificados como açúcares prebióticos que apresentam 

diversos benefícios à saúde humana e animal. Podem ser obtidos industrialmente, por rota 

enzimática via reação de transfrutosilação em moléculas de sacarose catalisadas por enzimas 

frutosiltransferases aderidas às células microbianas. A imobilização de células em materiais de 

suporte possibilita obter biocatalisadores heterogêneos robustos e resistentes às condições 

adversas do meio reacional. Esponjas vegetais e esponja de poliuretano são suportes orgânicos 

com potencial evidenciado para a imobilização por apresentarem alta resistência mecânica e 

porosidade, essenciais para o crescimento microbiano. Além disso, são suportes biodegradáveis 

e de baixo custo. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi realizar uma avaliação bioquímica 

de células de Aspergillus. oryzae IPT-301 imobilizadas em suportes orgânicos. Para isso, a 

produção das células microbianas, ocorreu em meio de cultura sintético, pH 5,5, 200 rpm à 30 

ºC, por 28h quando imobilizadas em esponja vegetal ou 32h, imobilizadas em esponja de 

poliuretano. Foram testados diferentes tipos de agentes para o armazenamento sob refrigeração 

(4 °C), em pH 5,5, sendo os melhores resultados para glicerina bidestilada e sorbitol 70% v v-

1, com atividade de transfrutosilação de 1307,45 U g-1  e 1079,41 U g-1, respectivamente, ao 

final de 90 dias, para as células de A. oryzae IPT- 301 imobilizadas em esponja vegetal. Já 

quando o suporte utilizado foi poliuretano, ao final do ensaio, esses biocatalisadores 

apresentaram  atividade de 1211, 17 U g-1 e 1271,86 U g-1  para glicerina e sorbitol. Os ensaios 

de estabilidade térmica mostraram um decaimento na taxa de frutose transfrutosilada a partir 

de 1h de reação e aumento gradativo na concentração de glicose no meio reacional, no entanto 

quando utilizada a esponja vegetal os valores foram menores do que utilizando o poliuretano 

como suporte. O perfil de inibição enzimática mostrou em 32h de reação concentrações de FOS 

de 184,13 g L-1, 145,65 g L-1 e 203,64 g L-1, assim como concentrações de sacarose de até 51,17 

g L-1, 186,51 g L-1, 52,92 g L-1, utilizando a biomassa in natura, imobilizada em esponja vegetal 

e poliuretano, respectivamente. Esse conjunto de dados evidencia o uso de agentes para manter 

a estabilidade durante o armazenamento da biomassa catalítica imobilizada, além de resultados 

atuais quanto a síntese de FOS em modo batelada e os subprodutos gerados durante a reação, 

utilizando células biocatalíticas de Aspergillus oryzae IPT- 301. 

 

Palavras-chave: estabilidade; esponja vegetal; poliuretano; frutosiltransferase; polióis.  

 



 

 

 
 

ABSTRACT 

 

Fructooligosaccharides (FOS) are classified as prebiotic sugars that offer various health benefits 

for humans and animals. They can be industrially produced via an enzymatic route through a 

transfructosylation reaction in sucrose molecules catalyzed by fructosyltransferase enzymes 

adhered to microbial cells. The immobilization of cells in support materials enables the 

production of robust heterogeneous biocatalysts that are resistant to adverse conditions in the 

reaction medium. Loofa sponges and polyurethane foam are organic supports with 

demonstrated potential for immobilization due to their high mechanical strength and porosity, 

essential for microbial growth. Furthermore, they are biodegradable and cost-effective supports. 

Thus, the aim of this work was to perform a biochemical evaluation of Aspergillus oryzae IPT-

301 cells immobilized on organic supports. For this purpose, the microbial cell production took 

place in synthetic culture medium, pH 5.5, at 200 rpm and 30 ºC, for 28 hours when 

immobilized on loofa sponge, or 32 hours when immobilized on a polyurethane matrix. 

Different types of agents were tested for refrigerated storage (4 °C) at pH 5.5, with the best 

results observed for bidistilled glycerin and 70% v v⁻¹ sorbitol, which exhibited 

transfructosylation activity of 1307.45 U g⁻¹ and 1079.41 U g⁻¹, respectively, after 90 days for 

A. oryzae IPT-301 cells immobilized in a loofa sponge. When polyurethane was used as the 

support, the biocatalysts displayed activities of 1211.17 U g⁻¹ and 1271.86 U g⁻¹ for glycerin 

and sorbitol, respectively, at the end of the assay. Thermal stability tests indicated a decline in 

the transfructosylated fructose rate after 1 hour of reaction, along with a gradual increase in 

glucose concentration in the reaction medium. However, this increase was lower when using a 

loofa sponge compared to polyurethane as the immobilization support. The enzyme inhibition 

profile after 32 hours of reaction showed FOS concentrations of 184.13 g L⁻¹, 145.65 g L⁻¹, and 

203.64 g L⁻¹, as well as sucrose concentrations of up to 51.17 g L⁻¹, 186.51 g L⁻¹, and 52.92 g 

L⁻¹, using biomass in its natural form, immobilized in loofa sponge, and immobilized in 

polyurethane, respectively. This set of data highlights the effectiveness of storage agents in 

maintaining the stability of immobilized catalytic biomass, while also providing insights into 

the batch-mode synthesis of FOS and the by-products generated during the reaction using 

Aspergillus oryzae IPT-301 biocatalytic cells. 

Keywords: stability; loofa sponge; polyurethane; fructosyltransferase; polyols. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O conceito de alimentos prebióticos foi introduzido pela comunidade científica há mais 

de vinte anos e foi bastante discutida, até que atualmente a definição mais aceita baseada nas 

declarações propostas por especialistas da Associação Científica Internacional de Probióticos e 

Prebióticos (ISAPP) é que são substratos, utilizados seletivamente por microrganismos 

hospedeiros, que proporcionam benefícios à saúde e nutrição humana e animal (Cunningham 

et al., 2021; Gibson et al., 2017; Guarner et al., 2024). Atualmente, há uma crescente demanda 

por prebióticos que possam ser ingredientes para alimentos nutracêuticos, devido às suas 

características vantajosas, como inibição da proliferação de patógenos no cólon, estímulo do 

desenvolvimento de bactérias benéficas e o sistema de imunidade (Belmonte-Izquierdo et al., 

2023; Cunha et al., 2019; Food Ingredients Brasil, 2011). 

 Os fruto-oligossacarídeos (FOS) comerciais são oligômeros de unidades 

monossacarídicas, considerados de cadeia curta e classificados como prebióticos (Corrêa et al., 

2024; Garcia et al., 2021; Silva  et al., 2021).  Seus principais componentes são kestose (GF2), 

nistose (GF3) e 1-β- frutofuranosilnistose (GF4) (Cunha et al., 2019; Ganaie; Lateef; Gupta, 

2014; Perna et al., 2018). Tem se destacado como ingrediente alimentar promissor pois estimula 

a melhoria na microbiota intestinal, ampliando a imunidade, favorece a absorção de cálcio e 

magnésio, além de possuir baixo valor calórico e potencial anticarcinogênico, prevenindo 

principalmente o câncer de cólon do intestino (Choukade; Kango, 2021). Além disso, estudos 

recentes mostraram que os FOS auxiliam no controle do colesterol e na prevenção de anemia, 

obesidade, osteoporose, hipertensão, intolerância a lactose e insuficiência renal (Corrêa et al., 

2024).  

De acordo com a literatura, o mercado global de alimentos prebióticos foi avaliado em 

US$ 7,2 bilhões no ano de 2022 e deve atingir US$ 22,92 bilhões até 2032, cuja taxa de 

crescimento anual está estimada em 12,43% de 2023 a 2032 (Verified Market Reports, 2023). 

Com relação ao FOS, o mercado mundial foi avaliado em aproximadamente US$ 2,72 bilhões 

em 2023 e espera-se que cresça para US$ 2,95 bilhões até 2024 (Research And Market, 2024 ).  

A taxa de crescimento se deve à crescente demanda por adoçantes naturais e fibras dietéticas, 

que é impulsionada por fatores como o aumento dos consumidores por alimentos nutracêuticos, 

seu uso em fórmulas infantis, alimentos funcionais e seus benefícios à saúde digestiva 

(Maximize Market Research, 2024).  Países europeus e da América do Norte apresentaram a 

maior demanda no mercado global de FOS em 2023 (Pristine Market Insights, 2024).  No 



13 

 

 

 

entanto, no Brasil ainda não há produção em larga escala de FOS, sendo necessário a 

importação desta biomolécula (Aranda, 2024; Barbosa, 2022). Considerando o potencial desse 

componente prebiótico aliado ao mercado financeiro, os estudos voltados ao desenvolvimento 

de tecnologias, produção e aplicação industrial economicamente viável, tornam-se mais 

atrativos na área (Corrêa et al., 2024).  

A principal rota de produção de FOS para aplicação industrial ocorre por meio do uso 

de enzimas microbianas denominadas frutosiltransferases (FTases, E.C.2.4.1.9), que utilizam a 

sacarose como substrato e são capazes de transferir grupos frutosil para moléculas de sacarose, 

exibindo elevada atividade de transfrutosilação (Antosová et al., 2008; Castro et al., 2017). 

Muitos estudos tem reportado parâmetros ótimos para produção de FTase de Aspergillus oryzae 

IPT-301 e o comportamento de sua atividade enzimática de acordo com o pH, temperatura e 

concentração de sacarose (Araújo et al., 2022; Gonçalves et al., 2020; Maiorano et al., 2020). 

Quando secretadas para o meio de cultura, são denominadas de FTases solúveis e,  quando 

aderidas a parede celular do microrganismo, são conhecidas como FTase micelial (Cunha et al., 

2019; Perna et al.,2018; Silva et al., 2021).  

O uso de enzimas solúveis possui certas desvantagens, tais como sua não reutilização, 

alta sensibilidade a fatores externos podendo ser inibidas pela concentração de substratos e 

produtos, alto custo de purificação entre outras, o que geram limitações para uma eficiente 

aplicação industrial (Araújo et al., 2022; Guisan, 2013; Mohidem et al., 2023). Enzimas são 

biocatalisadores por natureza, e sua imobilização em um suporte cria um sistema de catálise 

heterogênea, simulando sua condição natural em células, onde ainda estão ligadas a estruturas 

celulares, membranas e organelas (Alves et al., 2017). Assim a imobilização de células com 

atividade enzimática é uma possível estratégia para a solucionar a problemática de enzimas 

solúveis, pois visa aumentar a biomassa, obtendo biocatalisadores robustos, reutilizáveis e 

fáceis de separar do produto, conferindo resistência às mudanças do meio reacional, 

restringindo a mobilidade celular a uma região limitada, sendo essa tecnologia considerada um 

método promissor para diversos processos contínuos e batelada (Karel ; Libicki; Robertson, 

1985; Saeed; Iqbal; Iqbal, 2013; Sheldon, 2007; Souza et al., 2017).  

A escolha adequada do suporte é um fator também muito importante no processo de 

imobilização, e seu efeito é influenciado principalmente pelas características e condições do 

sistema catalítico (Brena et al., 2013; Pereira et al., 2025; Souza et al., 2017). O suporte deve 

ter elevada área especifica, permeabilidade, oferecer estabilidade química e mecânica às 

condições operacionais, ter baixo custo além de ser de natureza hidrofílica ou hidrofóbica e ter 
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uma morfologia e composição favoráveis ao processo (Brena et al., 2013; Ureta et al., 2021). 

A matriz do suporte utilizado para imobilização pode ser categorizada em materiais orgânicos, 

inorgânicos e suportes híbridos que incluem a combinação de biopolímeros (Nájera- Martinez 

et al., 2022; Souza et al., 2017).  

A esponja vegetal é caracterizada pela estrutura orgânica e macroporosa, o que facilita 

a difusão do substrato e acomodação das células, além da superfície hidrofílica que possui a 

presença de grupos funcionais essenciais, favorecendo a afinidade entre as células biocatalíticas 

e o suporte durante a imobilização (Dzionek et al., 2018; Liu et al., 1998; Oluwaseun; Fredik; 

Anthony, 2023; Saeed; Iqbal, 2013). Também é um material biodegradável, de baixo custo 

encontrado com abundância no país, fácil manuseio de operação, não tóxico e pode ser 

empregado durante um longo período de uso pois possui alta resistência mecânica (Aranda., 

2024; Dzionek et al., 2018; Guo et al., 2019; Martinez et al., 2015; Mussato et al., 2012).  

Já a esponja de poliuretano (EPU) é um material orgânico sintético, podendo ser obtido 

a partir de fontes naturais e renováveis, e têm se destacado devido a sua alta resistência 

mecânica, flexibilidade, bioestabilidade e biocompatilidade características relevantes para seu 

uso como suporte para imobilização (Cipolatti et al., 2020; Lyu et al., 2021). O polímero possui 

unidades repetitivas contendo diferentes grupos funcionais aumentando sua versatilidade e 

aplicação industrial (Souza et al., 2017). Células biocatalíticas obtidas a partir de fungos 

filamentosos do gênero Aspergillus spp foram imobilizadas em matriz de poliuretano e 

evidenciaram um aumento expressivo na atividade enzimática, além da melhoria na 

estabilidade operacional dos biocatalisadores (Barbosa, 2022; Dal Maso et al., 2021). Logo, o 

uso desses materiais como suporte mostram vantagens para sua aplicabilidade neste trabalho. 

A estabilidade enzimática é um parâmetro fundamental para produção, 

acondicionamento e armazenamento do biocatalisador (Manning et al., 2010). Para ser 

considerado um potencial biocatalisador, a estabilidade operacional deve ser satisfatória e a 

atividade catalítica e conformação nativa da enzima pós imobilização não devem sofrer muitas 

alterações (Bolina, 2020). Ultimamente, as indústrias biotecnológicas têm procurado melhorar 

a produtividade enzimática e desenvolver novas abordagens para satisfazer as demandas do 

mercado de aumentar o tempo de vida útil dos biocatalisadores, a fim de apoiar a produção em 

larga escala e promover o desenvolvimento econômico (Gonçalves et al., 2019). Devido à 

instabilidade química e física das proteínas, fatores como temperatura, pH, interações iônicas 

com o meio e até mesmo a técnica de imobilização, podem alterar a conformação da molécula, 

implicando na perda de sua atividade e invalidando sua função. (Lindman et al., 2006). Por essa 
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razão, diversas estratégias são adotadas para a estabilização, e com isso há a manutenção da 

estabilidade térmica e estabilidade de armazenamento, reutilização em processos e simplicidade 

para uso em reatores, (Gonçalves et al., 2020; Guisan., 2013; Souza et al., 2017). 

Portanto, o presente trabalho visa imobilizar células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 

em esponja vegetal e espuma de poliuretano e avaliar a estabilidade bioquímica dos 

biocatalisadores heterogêneos quando armazenados em diferentes soluções estabilizantes e 

quando aplicados em reator batelada para a produção de fruto-oligossacarídeos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Imobilizar células de A. oryzae IPT-301 em suportes orgânico durante o cultivo celular 

submerso e avaliar suas estabilidades bioquímicas visando obter biocatalisadores heterogêneos 

robustos, ativos e estáveis para a produção de fruto-oligossacarídeos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1ª Etapa: Desenvolvimento do biocatalisador heterogêneo 

 

a) Produzir células microbianas biocatalíticas por cultivo submerso em meio de 

cultura sintético e imobilizá-las, concomitantemente, nos materiais de suporte 

orgânicos: esponja de poliuretano e esponja vegetal; 

 

2ª Etapa: Avaliação da estabilidade bioquímica do biocatalisador heterogêneo  

 

a) Avaliar o uso de potenciais agentes estabilizantes (solução tampão, sorbitol, 

polipropilenoglicol e glicerol) que viabilizem o armazenamento dos biocatalisadores 

heterogêneos sob condições refrigeradas;   

b) Obter os perfis de atividade enzimática, consumo de substrato e formação de 

produto dos biocatalisadores heterogêneos quando aplicados em reator operado em modo 

batelada, para diferentes concentrações de glicose; 

c) Monitorar a estabilidade térmica dos biocatalisadores heterogêneos em reator 

operado em modo batelada e verificar a taxa de formação de frutose transfrutosilada e glicose. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 FRUTO-OLIGOSSACARÍDEOS: DEFINIÇÃO, ESTRUTURA E SÍNTESE 

 

Nas últimas décadas, o surgimento de doenças virais causou enormes preocupações com 

a saúde, sociedade e economia e com isso, probióticos e prebióticos foram sugeridos como 

componentes para prevenção e cuidados intensivos para prevenção de viroses (Cunningam et 

al., 2021). A Associação Científica Internacional de Probióticos e Prebióticos (ISAPP) define 

prebióticos como ingredientes fermentados que resultam em mudanças específicas na 

composição e/ ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo então benefícios para a 

saúde do hospedeiro (Cunningam et al., 2021; Guarner, et l., 2024). Os prebióticos podem ser 

usados como ingredientes em alimentos e produtos diários, comumente são: frutanos, lactulose 

e oligossacarídeos de leite humano (HMS) (Guarner, et al., 2024; Saad, 2006). 

Os frutanos são fibras solúveis não digeríveis, sendo um grupo de carboidratos 

complexos categorizados como inulina (cadeia linear com ligações glicosídicas β(2→1)), 

levans (polímeros lineares com ligações frutosil-frutose β(2→6)), graminans (estruturas com 

ligações do tipo β(2→6) e β(2→1) terminadas com moléculas de glicose) e neofrutanos também 

denominados agavin (frutanos complexos com ligações β(2→3)). A inulina é um polímero de 

frutose e são classificadas de acordo com o grau de polimerazação, na forma de fruto- 

oligossacarídeos (FOS) e inulina. Enquanto a inulina pode conter até 70 unidades de frutose, os 

FOS são compostos de cadeia curta com grau de polimerização menor que 10 (Belmonte-

Izquierdo et al., 2023; Côrrea et al., 2024).  

O termo FOS é usado principalmente para oligômeros de frutose que consistem em uma 

unidade de glicose e 2 a 4 unidades de frutose conectadas por ligações glicosídicas β-(2,1), 

possuindo um formato genérico do tipo GFn (em que G se refere à molécula de glicose, F de 

frutose e n ao número de unidades do grupo frutosil) (Garcia et al., 2021). Os oligômeros de 

frutose FOS são geralmente compostos de kestose (GF2), nistose (GF3) e 1-β- 

frutofuranosilnistose (GF4) e sua estrutura molecular é mostrada na Figura 1 (Cunha et al., 

2019; Rahim et al., 2021). 
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Figura 1- Fórmula estrutural dos fruto-oligossacarídeos (FOS) com os componentes kestose 

(GF2), nistose (GF3) e 1-β- frutofuranosilnistose (GF4) 

 

Fonte: Adaptado de Aranda (2024). 

 

Naturalmente, os FOS estão presentes em diversas plantas e vegetais como tomate, alho, 

cebola, trigo, centeio, raiz de chicória, alcachofras de Jerusalém, nectarina, algas marinhas, 

bagaço de cana-de-açúcar, resíduos de mandioca, farelo de arroz, farelo de milho, palha de 

arroz, bagaço de maçã, mamão, cascas de beterraba e cascas de banana e altas concentrações 

foram encontradas em batata yacon (Cunha et al., 2019; Rahim  et al., 2021). Porém essas 

fontes não possuem quantidade suficiente para ser extraído e aplicado industrialmente, logo, 

comercialmente o FOS pode ser obtido de outras maneiras, com maior rendimento: pela 

hidrólise da inulina ou usando enzimas fúngicas para síntese a partir da sacarose (Dou et al., 

2022; Maiorano et al., 2020). 

Comumente, as enzimas usadas em industrias são produzidas por microrganimos 

principalmente por causa de sua alta pureza e atividade enzimática, estabilidade, menos geração 

de co-produtos e fabricação lucrativa (Belmonte-Izquierdo et al., 2023). A produção de fruto-

oligossacarídeos em larga escala pode ser alcançada utilizando sacarose como substrato pela 

ação de β-D-frutofuranosidase (β-D-FFase) e da frutosiltransferase (β-D-FTase), ambas 

enzimas produzidas a partir de cepas de alto rendimento (Choukade; Kango, 2021). Células 

biocatalíticas in natura ou imobilizadas também podem ser usadas na produção de FOS, porém 

a etapa de separação ainda deve ser necessária no processo (Belmonte-Izquierdo et al., 2023). 

 As enzimas usadas para síntese de FOS podem ser produzidas por diferentes cepas 

fúngicas como Aureobasidium spp, Fusarium spp, Penicilium spp e majoritariamente 
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Aspergillus spp (Maiorano et al., 2020). Dezessete diferentes linhagens de fungos filamentosos 

foram cultivadas em culturas em batelada para comparar suas habilidades para a produção de 

β-frutofuranosidase, em que Aspergillus oryzae IPT-301, Aspergillus niger ATCC 20611 e a 

linhagem IPT-615, apresentaram alta produção com de frutosiltransferase (Cuervo- Fernández 

et al., 2007). Estudos recentes com FTase de Aspergillus oryzae IPT-301 tem mostrado altas 

atividades de transfrutosilação e por isso, alto potencial para produção de FOS (Araújo et al., 

2022; Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Gonçalves et al., 2020). 

Os FOS comerciais possuem um poder adoçante entre 40% e 60% em comparação à 

sacarose, sendo equivalentes aos FOS encontrados naturalmente em alimentos (Khuenpet et al., 

2015; Santos-Moriano et al., 2015). Dados da literatura mostram que, em solução, as 

propriedades do FOS e sua estabilidade térmica são superiores à sacarose, quando mantidas nas 

mesmas proporções, além de serem resultantes em uma faixa de pH entre 4 e 7 (Ureta et al., 

2019).  

 

3.1.1 Benefícios, aplicações e mercado 

 

Os FOS são classificados como prebióticos, pois possuem características como 

resistência a enzimas salivares, pancreáticas e até ao ácido estomacal, não sofrem hidrólise 

enzimática ou absorção no intestino delgado, são metabolizados seletivamente no cólon por um 

número limitado de bactérias benéficas e podem afetar a microbiota intestinal diminuindo a 

população de patógenos (Guarner et al., 2024; Food Ingredientes, 2011).  

Diversas publicações de trabalhos com fruto-oligossacarídeos são encontradas na 

literatura e comprovam seus benefícios para saúde humana e animal. Estudos recentes 

examinaram os efeitos da ingestão de FOS em indivíduos pré-diabéticos e diabéticos, em que 

pacientes com diabetes do tipo 1 apresentaram menor diversidade da microbiota, associada a 

alterações na permeabilidade intestinal (Ho et al., 2019). Dessa forma, a ingestão de prebióticos 

pode melhorar o controle glicêmico e reduzir a permeabilidade intestinal, e assim, diminuir a 

resistência a insulina em pacientes diabéticos (Roshanravan et al., 2017). 

Outros trabalhos demonstraram que a ingestão de FOS pode reduzir a absorção de 

açucares simples e carboidratos complexos na corrente sanguínea, diminuindo os níveis de 

glicose (Adriano et al., 2019; Shimonaka et al., 2020). No estudo de Choukade e Kango (2022), 

o uso in vitro de FOS mostrou potencial anticancerígeno contra câncer de cólon, induzindo 
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diretamente genes apoptóticos, responsáveis por eliminar células cancerígenas do organismo 

(Choukade; Kango, 2022).  

De acordo com Euler et al. (2005) após suplementação de FOS em bebês saudáveis, a 

contagem de bifidobactérias em microbiota intestinal foram estatisticamente maiores do que o 

grupo de bebês que não ingeriram o prebiótico. Em estudo com adultos, os autores descobriram 

que as concentrações de bifidobactérias variava de acordo com a ingestão de FOS até o 12° dia 

(Bouhnik, 1996). Dados disponíveis mostraram que estudos com modelos celulares in vitro 

sugeriram que os prebióticos favorecem a absorção de minerais como magnésio, cálcio, cobre 

e ferro no cólon, aumentando a retenção óssea (Whisner; Castillo, 2018).  

Existem ainda estudos que comprovam que os FOS são anticariogênicos, ou seja, não 

são assimilados por Streptococcus mutans para a geração de ácidos e β-glucanos insolúveis, 

responsáveis pela formação de cáries dentárias (Mutanda et al., 2014). Quanto aos benefícios 

para saúde animal, o consumo de FOS mostrou melhorias na densidade óssea de ratos fêmeas 

Winstar em crescimento, além de aumentar o volume do fêmur, além de melhorar a absorção 

de cálcio e magnésio (Whisner; Castillo, 2018).  

Além destes benefícios, suplementação alimentar com frutanos tem demonstrado ser 

uma importante ferramenta para pacientes diagnosticados com doença celíaca, um distúrbio 

digestivo e imunológico genético devido à ingestão de glúten, que afeta a absorção de nutrientes 

importante, como cálcio, fosfato e vitamina D (Corrêa et al., 2024). Suplementação com FOS 

e inulina em crianças celíacas, em dieta sem ingestão de glúten, promoveu o aumento de 

vitamina D e E (Drabinská et al., 2020) 

A aplicação de FOS na indústria alimentícia é bastante vasta, estando presente como 

ingrediente em fórmulas infantis, suplementos vitamínicos para idosos, doces, erva-mate e 

também são comercializados para consumo diário além de serem aplicados em rações para 

animais domésticos (Guarner et al., 2024; Verified Market Reports, 2024). Estudos vem 

testando a substituição parcial da sacarose por fruto-oligossacarídeos em bolos, pães, iogurtes 

e até mesmo, produtos derivados de carne (Corrêa et al., 2024). 

Conforme reportes técnicos- financeiros, o mercado global de alimentos prebióticos 

vem crescendo cada vez mais, em 2015, era avaliado em US$ 2,9 bilhões com projeção de 

crescimento a uma taxa de 12,7 % até 2025. Já no ano de 2022, foi avaliado em US$ 7,2 e deve 

atingir US$ 22,92 bilhões até 2032, cuja taxa de crescimento anual está estimada em 12,43 % 

de 2023 a 2032 (Verified Market Reports, 2024). Com relação ao FOS, o mercado mundial foi 

avaliado em aproximadamente US$ 2,72 bilhões em 2023 e espera-se que cresça para US$ 2,95 
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bilhões até 2024 (Research And Market, 2024 ). Países europeus e da América do Norte 

apresentaram a maior demanda no mercado global de FOS em 2023 (Pristine Market Insights, 

2024).  

 

3.2 ENZIMAS: ESTRUTURA, SÍTIO ATIVO E ESTABILIDADE 

 

Biocatalisadores são moléculas que reduzem a energia de ativação necessária de uma 

reação, conhecidas como enzimas. Enzimas são moléculas proteicas que atuam de forma 

eficiente em processos biotecnológicos. Características como alta especificidade, alta atividade 

em condições moderadas, constante catalítica e biodegrabilidade, faz com as enzimas sejam 

catalisadores vantajosos para processos. Grande parte das características das enzimas são 

devido a sua estrutura molecular. As proteínas são compostas por ligações peptídicas entre 

aminoácidos, e quando formam uma sequência, esta é denominada estrutura primária (Illanes, 

2008).  

Uma estrutura tridimensional terciária é o resultado de interações de resíduos de 

aminoácidos localizados na estrutura primária que produzem uma configuração compacta e 

torcida. Essa estrutura terciária é essencial para a funcionalidade biológica da proteína. Ao 

conter mais de uma cadeia polipeptídica, constituem uma estrutura quaternária (Nelson, 2019) 

(Figura 2). 

  



22 

 

 

 

Figura 2- Níveis de estrutura nas proteínas. Estrutura primária, secundária, terciária e 

quaternária 

 

Fonte: Adaptado de Nelson (2019). 

 

A catálise ocorre em um “bolso” da enzima chamada sítio ativo, que geralmente é 

formada por alguns resíduos de aminoácidos, enquanto o restante da proteína atua como uma 

estrutura de suporte (Illanes, 2008). O substrato é ligado à enzima no sítio ativo e, ao fazer isso, 

são produzidas mudanças na distribuição de elétrons em suas ligações químicas que causam as 

reações que levam à formação de produtos. Inicialmente, para explicar o mecanismo de catálise, 

foi proposto  o modelo de chave e fechadura por Emil Fischer em 1894, em que o sítio ativo 

teria uma forma geométrica única que complementaria a forma da molécula do substrato ao se 

encaixar. Posteriormente, esse modelo foi complementado pela teoria do ajuste induzido, 

segundo a qual o substrato induz uma mudança na conformação da enzima após a ligação, que 

pode orientar os grupos catalíticos de uma forma propensa à reação subsequente (Nelson, 2019). 

Condições de temperatura, pH ou solvente e a presença de metais pesados e agentes 

quelantes, podem produzir perda de função, modificando a configuração adequada do sítio 

ativo. Portanto, qualquer agente que promova o desdobramento da proteína, ou seja, a mudança 

na sua conformação, irá separar os constituintes do sítio ativo e então sua atividade catalítica 

pode ser reduzida ou inativada (Fonseca et al., 2006). 

Propriedades fundamentais, como a estabilidade da enzima, são altamente dependentes 

da sua estrutura tridimensional. A molécula enzimática pode ser submetida a mudanças 
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químicas causando perda irreversível de atividade. Esse fenômeno é denominado inativação e 

geralmente ocorre após o desdobramento (Illanes, 2008; Nelson, 2019). 

Outro fator importante a ser considerado para a estabilidade da enzima é o pH. Uma vez 

que as enzimas são cadeias polipeptídicas, o efeito do pH influencia diretamente suas 

propriedades. Na verdade, alterações no pH podem modificar a distribuição de cargas tanto no 

sítio ativo quanto em toda superfície da molécula de proteína. As enzimas podem ter resíduos 

de aminoácidos polares em seu sítio ativo, cuja carga varia de acordo com o pH. Em relação à 

atividade enzimática, observa-se que as taxas de reações catalisadas por enzimas tendem 

apresentar máximos em determinadas faixas de valor (Fonseca et al., 2006; Illanes, 2008). 

 

3.2.1 Inibição enzimática 

 

A grande maioria das enzimas são proteínas com função catalítica, com flexibilidade 

conformacional sutil. Isso as torna vulneráveis, e diversas condições ambientais e/ou ligantes 

podem levar à redução da atividade catalítica. Uma enzima pode ser irreversivelmente inativada 

(por altas temperaturas, extremos de pH, solventes não aquosos etc.) ou inibida por ligantes que 

se ligam a ela (Punekar, 2018). Ligantes são os substratos da reação, as moléculas sobre as 

quais as enzimas exercem suas atividades (Nelson, 2019). 

Um ligante interage com uma região da proteína chamada de sítio de ligação, que é  

complementar em tamanho, forma, carga e caráter hidrofílico ou hidrofóbico. Os tipos de 

inibição enzimática podem ser categorizados com base em seus mecanismos e interações com 

enzimas e substratos (Punekar, 2018).  

Uma reação reversível é um processo químico no qual os reagentes formam produtos 

que podem posteriormente reagir para regenerar os reagentes originais, além disso, a inibição 

reversível pode ser classificada em inibição competitiva, não competitiva e mista, dependendo 

da localização onde o inibidor se liga à enzima (Prete; Pagano, 2024). 

 

  



24 

 

 

 

Quadro 1- Classificação dos tipos de inibição reversível e seu respectivo mecanismo de 

funcionamento. 

Classificação Mecanismos 

Inibição competitiva 
Os inibidores competem com o substrato 

pela ligação ao sítio ativo da enzima. 

Não competitiva 

Os inibidores se ligam a um sítio 

alostérico, afetando a atividade 

enzimática independentemente da 

presença de substrato. Esse tipo não 

compete com o substrato; 

 

Os inibidores se ligam apenas ao 

complexo enzima-substrato, impedindo a 

conversão em produto. Esse tipo é menos 

comum, mas significativo em vias 

especificas. 

Mista 

Os inibidores podem se ligar tanto à 

enzima quanto ao complexo enzima-

substrato com diferentes afinidades, 

afetando tanto a ligação ao substrato 

quanto a catálise. 

Fonte: Adaptado de Kenakin (2023). 

 

A inibição irreversível indica um inibidor capaz de criar uma modificação química da 

enzima, formando ligações covalentes com os grupos de alguns aminoácidos. Essa interação 

torna a enzima inativa para sempre. (Prete; Pagano, 2024; Verma et al., 2023). 

Os inibidores são estruturalmente relacionados aos produtos ou substratos dessa enzima. 

Isto é, moléculas estruturalmente semelhantes a um substrato ou produto podem ocupar o 

mesmo espaço no sítio ativo da enzima. Esses inibidores são chamados de inibidores 

isostéricos. Em algumas vias metabólicas, um metabólito sem qualquer similaridade química 

ou reatividade com uma etapa anterior, pode ser um inibidor de sua própria síntese. Essa 

molécula estruturalmente não relacionada não pode ocupar o sítio ativo isostérico da enzima, 

mas inibe a reação ao se ligar a um local distinto do sítio ativo. Esses inibidores são chamados 

de inibidores alostéricos, e o local onde se ligam é denominado sítio alostérico. Por fim, a 

ligação de um inibidor ao sítio alostérico é transmitida ao sítio ativo através da matriz proteica, 

causando uma mudança conformacional (Punekar, 2018). 
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3.2.2 Frutosiltransferase e atividade de transfrutosilação 

 

Os fruto-oligossacarídeos podem ser produzidos a partir da sacarose por enzimas com 

atividade transfrutosilante, como a frutosiltransferase (EC 2.4.1.9). (Castro et al., 2017). É 

possível obter um rendimento máximo de 55- 60% (gFOS g sacarose 
-1) utilizando a enzima isolada, 

embora um rendimento maior (64% gFOS gsacarose 
-1) possa ser obtido utilizando células 

biocatalíticas (Castro et al., 2017; Choukade; Kango, 2021). A enzima faz a clivagem de 

moléculas de sacarose, enquanto faz a transferência de moléculas de frutose recém geradas para 

receptores que podem ser oligossacarídeos, como kestose, nistose ou a própria sacarose 

(Choukade; Kango, 2021; Perna et al., 2018). De acordo com o banco de dados de enzimas 

ativas em carboidratos (CAZy), as FTases são proteínas em formato de hélice β de 5 dobras que 

pertencem à família das glicosídeo hidrolases (GH), as quais catalisam a hidrólise e o rearranjo 

das ligações glicosídicas em moléculas de sacarose. 

As FTases têm sido encontradas em mais de 36 mil espécies de plantas e 

microrganismos, como fungos filamentosos, bactérias e leveduras. No entanto, em plantas, a 

síntese de frutanos resulta da ação de uma série de enzimas, enquanto em microrganismos, os 

frutanos são gerados pela ação de apenas uma enzima. As propriedades da FTase dependem do 

microrganismo utilizado e do meio de cultura. Essas enzimas possuem principalmente atividade 

hidrolítica, transferase ou ambas (Choukade; Kango, 2021). A proporção entre as atividades de 

transfrutosilação e hidrolítica pode ser considerada o critério mais importante ao avaliar a 

produção de FOS (fruto-oligossacarídeos) a partir de diferentes enzimas microbianas (Cunha et 

al., 2019). 

A fonte de carbono desempenha um papel determinante como indutor da reação, apesar 

de quantidades significativas de FTase serem produzidas com glicose e frutose, na maioria dos 

casos os melhores resultados têm sido obtidos utilizando sacarose como fonte de carbono e 

indutor. (Belmonte-Izquierdo et al., 2023; Maiorano et al., 2020). No estudo de Cunha et al. 

(2019), a frutosiltransferase obtida de Aspergillus oryzae IPT-301 por cultivo submerso foi 

caracterizada a partir de parâmetros otimizados como estabilidade térmica e pH, e concentração 

de sacarose como fonte de carbono no meio reacional. Frutosiltransferase micelial de 

Aspergillus tamarii NKRC 1229 também foi caracterizada para síntese eficiente de fruto-

oligossacarídeos (Choukade; Kango, 2019).  A produção extracelular e caracterização de 

frutosiltransferase e β- frutofuranosidase de Aspergillus niger ATCC 9642 e Penicillium 

brasilianum também foi realizada por Dal maso et al. (2021). 
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A produção de FTases tem sido relatada utilizando resíduos agroindustriais em cultivo 

em estado sólido (SSF) ou com sacarose como indutor em cultivo submerso (SmF). Para essa 

abordagem, são necessárias duas etapas gerais de produção: (i) produção da enzima e (ii) 

biotransformação de carboidratos sob condições controladas. A produção de FOS depende das 

condições do biorreator, incluindo temperatura, pH, velocidade de agitação e fluxo de oxigênio. 

(Belmonte-Izquierdo et al., 2023; Choukade; Kango, 2021). Silva et al. (2021) determinou a 

influência de temperatura, pH e tempo de armazenamento na atividade enzimática e 

estabilidade de FTase extracelular  de Aspergillus oryzae IPT-301 produzida por cultivo 

submerso. Diferentes resíduos sólidos agroindustriais, como bagaço de cana-de-açúcar, bagaço 

de maçã, cascas de laranja e abacaxi, folhas de bananeira, melaço e subprodutos de tâmaras têm 

sido explorados para a produção de FTase em cultivo em estado sólido (Bhardwaj et al., 2024; 

Choukade; Kango, 2021, Pereira et al., 2025). Partículas de sabugo de milho foram utilizadas 

como material de suporte para imobilização de FTase extracelular de A. oryzae IPT-301 e 

mostraram melhoria em propriedades bioquímicas e estabilidade para obtenção de 

biocatalisadores heterogêneos potenciais para produção de FOS (Pereira et al., 2025). No 

estudo de Bhardwaj et al., (2024), borra de café foi empregada como um novo suporte potencial 

para a imobilização covalente de β -glicosidase para hidrólise de celobiose e os resultados 

mostraram estabilidade enzimática melhorada.  

A Figura 3 apresenta o mecanismo da reação de transfrutosilação da sacarose, em que 

as moléculas de frutose são transferidas para a posição β (2→1) da molécula de sacarose, que 

conecta o grupo glicosil ao grupo frutosil, catalisada pela FTase, levando à formação de FOS e 

à liberação de glicose (Gonçalves et al., 2020). 
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Figura 3- Atividade de transfrutosilação por FTase utilizando sacarose como substrato 

 

Fonte: Adaptado de Aranda (2024). 

 

Diversos trabalhos definem uma unidade de atividade enzimática de transfrutosilação 

como a quantidade de enzima capaz de produzir um micromol (1 μmol) de FOS por minuto nas 

condições da reação (temperatura, pH e concentração de substrato) (Aranda, 2024; Araújo et 

al., 2022; Barbosa, 2022; Cunha et al., 2019; Gonçalves et al., 2020). 

 

3.3 IMOBILIZAÇÃO DE CÉLULAS BIOCATALÍTICAS 

 

A imobilização celular é definida como a adesão de um agregado celular intacto a uma 

matriz inerte, com a preservação da atividade catalítica desejada (Saeed; Iqbal, 2013). Uma 

vantagem significativa da imobilização celular em relação às células in natura é que a 

velocidade da reação pode ser acelerada em um processo contínuo, isso garante a sua 

aplicabilidade industrial (Saeed; Iqbal, 2013). Diversas vantagens da imobilização celular 

incluem: estabilidade celular, proteção das células contra forças de cisalhamento e 

processamento principal e subsequente com custo reduzido (Lapponi et al., 2022; Saeed; Iqbal, 

2013). 

O uso de enzimas solúveis em processos biotecnológicos possui diversas desvantagens, 

como a alta sensibilidade a vários agentes desnaturantes, alto custo, instabilidade para 

processamento em larga escala, mudanças de conformação, impossibilidade de reutilização e 

não aplicabilidade em reatores de leito fixo. (Araújo et al., 2022; Mohidem et al., 2023; Souza 

et al., 2017).  Enzimas são biocatalisadores por natureza, e sua imobilização em um suporte cria 
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um sistema de catálise heterogênea, simulando sua condição natural em células, onde ainda 

estão ligadas a estruturas celulares, membranas e organelas (Alves et al., 2017). Diversas 

estratégias de imobilização têm sido estudadas por pesquisadores, abrangendo métodos de 

adsorção, ligação covalente, aprisionamento/encapsulação. (Gonçalves et al., 2020; Mohidem 

et al.,2023; Saeed; Iqbal, 2013). Como consequência da imobilização, algumas propriedades, 

como atividade catalítica, estabilidade térmica e estabilidade de armazenamento, são alteradas. 

(Mohidem et al., 2023). 

Outras vantagens das células imobilizadas são densidades celulares mais altas das 

células imobilizadas, resultando em melhores rendimentos ao longo de períodos prolongados 

de uso repetido, eliminação de fases de crescimento celular não produtivas, maior acessibilidade 

ao substrato, maior tolerância a altas concentrações de substrato e redução da inibição por 

produtos finais, regeneração e reutilização por períodos mais longos, e  menor risco de 

contaminação (Saeed; Iqbal, 2013). Embora a imobilização de células não requeira o uso de 

enzimas purificadas, de custo elevado, ainda assim o processo biotecnológico necessita de uma 

etapa de separação do biocatalisador para o produto (Choukade; Kango, 2021). 

 

3.4 SUPORTE DE IMOBILIZAÇÃO 

 

A seleção da matriz de suporte é um fator chave para a imobilização, pois a partir dele 

o desempenho catalítico pode ser melhorado, dessa forma, deve ter resistência térmica, 

mecânica e física para suportar as condições variadas do processo industrial (Ureta et al., 2019). 

É importante ressaltar que o suporte deve atuar como uma barreira que preserve a estrutura da 

enzima contra condições extremas do processo (pH, temperatura, danos mecânicos) evitando 

desnaturação e inativação (Souza et al., 2017). Além disso, os suportes devem 

preferencialmente ter baixo custo e ecologicamente corretos, bem como inertes, para não 

interferir e não aumentar os custos da operação enzimática geral (Mohidem et al., 2023; Ureta 

et al., 2019). 

No entanto, a seleção do suporte e suas propriedades estão intimamente relacionadas 

com o tipo de procedimento de imobilização escolhido para a enzima. Os materiais porosos 

apresentam como principal vantagem uma elevada área superficial interna disponível para a 

imobilização de células (Souza et al., 2017). Contudo, é importante atentar para o diâmetro dos 

poros do suporte, pois o material escolhido deve proporcionar um espaço suficiente para 

acomodação do complexo enzima-suporte e deve haver uma boa afinidade entre os grupos 
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funcionais da enzima e do suporte, para que uma ligação efetiva possa ocorrer (Ureta et al., 

2019). De acordo com a composição química as matrizes de suporte podem ser categorizadas 

como nanomateriais, nanomateriais híbridos, inorgânicos e orgânicos, sendo esses últimos 

subdivididos em suportes orgânicos naturais e sintéticos (Mohidem et al., 2023; Souza et al., 

2017). Diversos estudos justificam o uso de materiais orgânicos, pois estes podem superar as 

limitações associadas aos materiais inorgânicos, como a baixa biocompatibilidade, a reduzida 

afinidade com biomoléculas e a limitada adaptabilidade dos suportes inorgânicos para serem 

remodelados e aplicados em diferentes métodos de imobilização (Ureta et al., 2024). 

Esponja vegetal é derivada do fruto seco e maduro do gênero Luffa, e as mais conhecidas 

são Luffa aegyptiaca e Luffa cylindrica, cultivadas em grande parte nas regiões subtropicais e 

tropicais. Esta esponja é composta por uma rede aberta de fibras que formam o esqueleto do 

fruto. As principais vantagens desse material são suas alta porosidade, baixo custo, não 

toxicidade, técnica de aplicação e operação simples e alta resistência mecânica (Dzionek et al., 

2018). A esponja vegetal é uma planta trepadeira pertencente à família Cucurbitaceae, 

amplamente cultivada em regiões quentes e úmidas. A fibra que a compõem, é um conjunto de 

tecido vascular natural com estrutura reticular fibrosa (Guo et al., 2019). Apresenta densidade 

de 0,92 ± 0,05 g/cm³, volume específico de poros de 31 ± 6 cm³/g, tamanho de poro de 335 ± 

65 µm e diâmetro da fibra de 0,63 ± 0,22 mm, esses valores indicam uma elevada eficiência de 

transferência de massa em um leito fixo de esponja vegetal (Saeed; Iqbal, 2013). Essa estrutura 

macroporosa, proporciona uma condição excelente para o crescimento de microrganismos, o 

que indica que ela pode ser uma alternativa natural e renovável. Em diversas literaturas, a 

esponja vegetal também é mencionada como um excelente suporte para imobilização celular, 

com capacidade de reciclagem e biodegradabilidade ativada (Shahi; Rai; Singh, 2016). 

A composição química e a estrutura física da esponja mostram que ela contém 4,2 % de 

proteína, 1,08 % de lipídeo, 1,04 % de cinzas, 55,78 % de fibra e 37,81 % de carboidrato. A 

fibra é composta principalmente por aproximadamente 60% de celulose, 30% de hemiceluloses 

e 10% de lignina, diferenças na porcentagem de lignina nas fibras lignocelulósicas dependem 

de fatores ambientais e metabólicos. Morfologicamente, a esponja vegetal apresenta camadas 

sobrepostas de aproximadamente 2,0 a 4,0 mm, tornando-a uma estrutura complexa e 

interligada. As fibras possuem diferentes tamanhos variando entre 150 a 180 μm. A esponja é 

de cor clara, cilíndrica, composta por um vazio interconectado dentro de uma rede aberta de 

materiais de suporte matricial, com porosidade muito alta (79– 93 %) (Saeed; Iqbal, 2013).  
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Martinez et al. (2016) imobilizaram Agrobacterium em esponja vegetal para a produção 

de curdulana ao longo de cinco ciclos consecutivos, obtendo uma produção média de 17,84 g 

L⁻¹ pelas células imobilizadas, durante o processo observaram que um grande número de células 

de Agrobacterium aderiram à esponja vegetal sem alterações em sua estrutura, mantendo 

estabilidade após trezentos dias de armazenamento a -18 ºC. No trabalho de Dzionek et. al 

(2018) células da cepa Planococcus S5 foram imobilizadas em esponja vegetal, para utilizar na 

degradação de naproxeno, e identificaram que o biocatalisador desenvolvido apresentou alta 

resistência e degradou concentrações mais elevadas do fármaco em comparado com as células 

in natura. Pectinase obtida de Aspergillus niger FTR 002 foram imobilizadas em esponja 

vegetal e os biocatalisadores foram empacotados em reator de leito fixo, para clarificar suco de 

laranja, aumentando 40% na capacidade de clarificação (Oluwaseun; Fredik; Anthony, 2023). 

Os suportes de poliuretano (PU) têm sido destacados devido à sua versatilidade, alta 

biocompatibilidade e elevadas resistências mecânica e biológica. Vale ressaltar que esses 

materiais também apresentam alta durabilidade, flexibilidade e biocompatibilidade, o que os 

torna muito versáteis, sendo utilizados em diversas aplicações. Diferente de outros polímeros, 

o poliuretano pode ser formado pela combinação de diversos monômeros, apresentando nas 

unidades repetitivas grupos químicos distintos, contendo, além das ligações de uretano, 

hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos, grupos éster, éter, amida e ureia, o que aumenta a 

versatilidade mecânica e química dessas matrizes poliméricas. Uma vantagem importante dos 

materiais de poliuretano alta biodegradabilidade e biocompatibilidade. Essas características são 

fundamentais para o desenvolvimento de processos mais sustentáveis, baseados nos conceitos 

de economia circular (Ates et al., 2022; Cipolatti et al., 2020). 

No trabalho de Barbosa (2022), células de Aspergillus oryzae IPT- 301 foram 

imobilizadas em matriz de poliuretano para produção de fruto- oligossacarídeos e o resultado 

mostrou que o tempo de cultivo de 32h foi suficiente para atingir atividade de transfrutosilação 

145,43 U g-1. No trabalho de Cardoso (2023) implementou um reator de leito fixo a partir dos 

dados de Barbosa (2022), obtendo então a produção de 155 g L-1 de fruto-oligossacarídeos, no 

tempo de 12h, a partir de meio reacional constituído por sacarose (400 g L-1), pH 5,5 e 

temperatura de 50°C. Frutosiltransferase de Aspergillus niger ATCC 9642 e β-

fructofuranosidadase de Penicillium brasilianum foram imobilizadas em matriz de poliuretano 

e mostraram aumento significativo da atividade enzimática além de serem reutilizadas em até 

4 ciclos em reator de leito fixo (Dal Maso et al., 2021). Já em um estudo realizado por Castro 

et al. (2017), a espuma de poliuretano, utilizada como suporte, mostrou-se como um eficiente 
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material para imobilização enzimática de células de Aspergillus japonicus ATCC 20236 e 

Aureobasidium pullulans. 

 

3.5 AGENTES ESTABILIZANTES 

 

Na literatura, encontra-se diferentes conceitos para compostos cuja função seja 

estabilizar proteínas. Em sua maioria são definidos como “cosolvente”, mas também se 

observou o uso de “osmólitos” por alguns autores. Neste presente trabalho, essas substâncias 

foram citadas como “Agentes estabilizantes”. A estabilidade das proteínas é essencial para suas 

atividades biológicas e aplicações biotecnológicas, pensando assim, várias estratégias, como 

engenharia de proteínas, alterações químicas (ou enzimáticas) e uso de agentes estabilizantes, 

podem ser utilizadas para estabilização dessas moléculas. Dentre essas abordagens, os agentes 

estabilizantes, principalmente os polióis, têm ressaltado devido ao seu baixo custo e interferir 

minimamente na função catalítica da enzima (Pazhang et al., 2015).  

Os mecanismos do efeito estabilizador proporcionado por moléculas osmoticamente 

ativas incluem hidratação preferencial, exclusão preferencial da proteína desnaturada e efeito 

de revestimento (Pazhang et al. 2015; Sun et al., 2021). Uma das explicações para o efeito 

estabilizador de alguns polióis, é que muitos deles aumentam a tensão superficial de soluções 

aquosas, o que tem sido relacionado à estabilização de proteínas. Além disso, os polióis podem 

alterar as conformações locais das proteínas em uma direção que aumenta a flexibilidade 

(Pazhang et al., 2015). Entende-se que o fato desses agentes estabilizantes serem 

preferencialmente excluídos da superfície da proteína, deve favorecer o estado da proteína com 

menor superfície exposta, deslocando assim o equilíbrio de desnaturação entre a conformação 

nativa (N) e a conformação desnaturada (D) em direção ao estado N, proporcionando uma maior 

estabilização da conformação N na presença de agentes estabilizantes, fazendo com que a 

proteína adote uma estrutura mais estável (Anjum; Rishi; Ahmad, 2000). 

A glicerina é considerada um estabilizador para algumas enzimas, pois desloca o 

conjunto de proteínas nativas para estados mais compactos, isto é, estáveis (Braham et al., 

2021). Estudos sugerem que a hidratação preferencial das proteínas em misturas de 

glicerina/água é causada por interações eletrostáticas que induzem a orientação das moléculas 

de glicerina sobre a superfície das proteínas, de forma que a glicerina é ainda mais “excluída”. 

Assim, favorece conformações enzimáticas mais compactas. (Braham et al., 2021; Vagenende 

et al., 2009).  
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O sorbitol é um dos polióis frequentemente usados para estabilizar proteínas e aumentar 

sua termoestabilidade. O sorbitol é um álcool de açúcar naturalmente encontrado em frutas, 

inofensivo após a ingestão, em comparação com açúcares alimentares comuns, que podem ser 

mais adequados para alimentos (Pazhang et al., 2015, Sun et al., 2021). 

O propilenoglicol, também conhecido como propano-1,2-diol, é um composto orgânico 

pertencente aos álcoois glicólicos, viscoso, amargo, inodoro e incolor. A substância é 

higroscópica, ou seja, absorve a umidade, solúvel em água e é um composto considerado seguro 

para uso em alimentos, medicamentos e cosméticos de acordo com a Food and Drug 

Administration (FDA). Suas propriedades atraentes incluem seu uso como solvente (habilidade 

de dissolver medicamentos que não são solúveis em água) e como umectante, afinidade pela 

água o que auxilia na estabilização de conteúdo de água de um material (Wiegand, 2014). 

Para analisar diversos fatores que impactam a atividade das células vivas, soluções 

tamponantes são mais apropriadas. A natureza e a composição e a concentração do sistema 

tampão afetam significativamente a atividade e a viabilidade de microrganismos, o que pode 

resultar em uma diminuição da atividade eletroquímica (Dmitrieva et al., 2022). Para manter a 

viabilidade e a atividade metabólica dos microrganismos, também é importante manter o pH da 

solução tampão correspondente, uma vez que a maioria das reações bioquímicas ocorre apenas 

em uma faixa estreita de pH  e o acúmulo de metabolitos ácidos desacelera a glicólise. Deve-se 

observar também que a concentração de sais na solução cria uma certa pressão osmótica, e 

pequenas variações dessa pressão osmótica em relação à fisiológica podem ativar os 

mecanismos de proteção da célula (Freiman et al., 2024). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

Para a imobilização das células biocatalíticas, foram utilizadas esponja vegetal e espuma 

de poliuretano adquiridas em comércio local (Poços de Caldas, MG). Sacarose comercial 

(marca União®), também foi adquirida em comércio local para uso como fonte de carbono para 

os ensaios de cultivo microbiano e como substrato, constituinte do meio reacional. 

Foram utilizados os seguintes reagentes de grau analítico: 

tris(hidroximetil)aminometano P.A ((HOCH2)3CNH2) (LabSynth®, Brasil) e ácido acético 

glacial (CH3COOH) (Dinâmica®, Brasil) para preparação de solução tampão tris-acetato; 

tartarato de sódio e potássio tetrahidratado (KNaC4H4O6.4H2O) (Dinâmica®, Brasil), hidróxido 

de sódio (NaOH) (Dinâmica®, Brasil) e ácido 3,5-dinitrosalicílico (C7H4N2O7) (Synth®, 

Brasil) para preparação do reagente DNS e glicose anidra (Dinâmica®, Brasil) para construção 

da curva de calibração do DNS; extrato de levedura (LabSynth®, Brasil), nitrato de sódio 

(NaNO3) (Dinâmica®, Brasil); fosfato monopotássico (KH2PO4) (LabSynth®, Brasil); sulfato 

de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) (Dinâmica®, Brasil), cloreto de manganês 

tetrahidratado (MnCl2.4H2O) (LabSynth®, Brasil) e sulfato de ferro heptahidratado 

(FeSO4.7H2O) (LabSynth®, Brasil) para a formulação do meio de cultura sintético; ágar batata 

dextrose (KASVI®, Brasil); glicerina bidestilada (Êxodo Científica®, Brasil); Tween-80 

(Dinâmica®, Brasil) e cloreto de sódio (NaCl) (Dinâmica®, Brasil)  para produção e 

armazenamento dos esporos. Para os ensaios de armazenamento, foram utilizados Sorbitol 70% 

(Êxodo Científica®, Brasil) e Polipropilenoglicol (Êxodo Científica®, Brasil). 

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Desenvolvimento do biocatalisador heterogêneo  

 

4.2.1.1 Microrganismo: preparo do inóculo e condições de cultivo 

 

Para a produção de células biocatalíticas foi utilizada a cepa fúngica de Aspergillus 

oryzae IPT-301, fornecida pelo banco de culturas do Laboratório de Biotecnologia Industrial 

(LBI) do Instituto de Pesquisas Tecnológicas de São Paulo (IPT/SP). Os esporos liofilizados do 
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microrganismo foram ressuspensos em 10 mL de água destilada estéril e então, alíquotas de 

aproximadamente 100 μL foram inoculadas em meio de cultura sólido, em placas de Petri, 

contendo ágar batata dextrose preparado de acordo com as especificações do fabricante. Após, 

foi incubado por 7 dias a 30 °C em incubadora refrigerada do tipo B.O.D. (Tecnal®, modelo 

TE-371). Os esporos produzidos foram coletados por meio de raspagem com auxílio de alça 

tipo Drigalski em formato T descartável, em 10 mL de solução constituída por NaCl  0,95 % 

(m v-1) e Tween-80 0,1 % (v v-1) filtrados com lã de vidro e acondicionados em tubo tipo Falcon 

de 50 mL. O procedimento foi realizado em bancada de fluxo laminar vertical (Pachane®, 

modelo PCR). Então, com auxílio de uma câmara de Neubauer (Newoptics®, Coréia do Sul) a 

concentração de esporos foi ajustada para aproximadamente 1 x 107 esporos m L-1, em que foi 

adicionado 20% (m v−1)  de glicerina e,  em seguida, foi armazenada sob congelamento a - 12 

°C. (Adaptado de Cunha et al.,2019; Garcia et al., 2021). 

 

4.2.2.2 Pré-tratamento dos materiais de suporte 

 

Para cada material de suporte, foi realizado um tratamento prévio específico. A esponja 

vegetal teve seu tamanho reduzido manualmente até a formação de fragmentos cúbicos com 1,0 

cm de aresta (Figura 4). Posteriormente, os fragmentos cúbicos foram lavados abundantemente 

com água destilada e secos em estufa com circulação e renovação de ar (Tecnal®, Modelo TE-

394/2 MP, Brasil) a 50 ºC por 24 h. 

 

Figura 4- Esponja vegetal em formato de cubos de 1,0 cm de aresta para a imobilização de 

células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 

 

Fonte: Adaptado de Aranda (2024). 
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A esponja de poliuretano também foi manipulada para obtenção de matrizes 

macroporosas cúbicas de 1,0 cm de aresta (Figura 5- A) com auxílio de um cortador elétrico de 

30V e 220W, desenvolvido pelo corpo técnico da UNIFAL-MG (Figura 5- B). Posteriormente, 

as peças foram lavadas abundantemente com água destilada e secas em estufa com circulação 

e renovação de ar (Tecnal®, Modelo TE-394/2 MP, Brasil) a 50 ºC por 24 h. 

 

Figura 5- Esponjas de poliuretano para a imobilização de células biocatalíticas de A. oryzae 

IPT-301  

 

Fonte: Autora (2025). 

Legenda: A) Esponjas d poliuretano cortadas em cubos de 1,0 cm de aresta; 

   B) Cortador elétrico para confecção da estrutura cúbica do material de suporte.  

4.2.2.3 Produção e imobilização das células biocatalíticas 

 

As células biocatalíticas foram produzidas por cultivo celular submerso a partir do fungo 

Aspergillus oryzae IPT-301 utilizando meio de cultura sintético, pH 5,5, constituído por:  

sacarose (150 g L-1), extrato de levedura (5,0 g L-1), NaNO3 (5,0 g L-1), KH2PO4 (2,0 g L-1), 

Mg2SO4.7H2O (0,5 g L-1), MnCl2.4H2O (0,3 g L-1) e FeSO4.7H2O (0,01 g L-1). Foram 

adicionados 50 mL do meio de cultura em frascos Erlenmeyers de 250 mL, vedados com 

algodão e esterilizados em autoclave (Phoenix Luferco®, modelo AV) por 20 minutos a          

120 °C e 2,022 atm. Os suportes, previamente tratados, também foram autoclavados, sob as 

mesmas condições experimentais, em frascos separados. Posteriormente, 6 fragmentos do 

material de suporte foram adicionados ao meio estéril, inoculando-se 500 µL de suspensão de 

esporos do fungo na concentração de 1 x 107 esporos m L-1.  



36 

 

 

 

Os frascos foram incubados em agitador orbital do tipo shaker (Tecnal®, modelo TE-

4200, Brasil) a 30 °C e 200 rpm, com tempos otimizados em 28h (Aranda, 2024) e 32 h 

(Barbosa, 2022) para o cultivo microbiano nas esponjas vegetal e de poliuretano, 

respectivamente (Figura 6). O conteúdo total do frasco foi filtrado à vácuo em funil de Buchner 

em papel do tipo Whatman n° 1, e o material retido (células biocatalíticas imobilizadas) foi 

lavado abundantemente com água destilada e usado para caracterização das propriedades físicas 

e estudos de estabilidade térmica, operacional e de armazenamento. 

 

Figura 6- Células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301após cultivo 

 

Fonte: Autora (2025). 

Legenda: A) Células in natura após 28h de cultivo; 

   B) Imobilizadas em esponja vegetal após 28h de cultivo; 

   C) Imobilizadas em poliuretano após 32h de cultivo. 

 

4.2.3 Avaliação das estabilidades do biocatalisador heterogêneo 

4.2.3.1 Ensaios de estabilidade de armazenamento 

 

Os ensaios de estabilidade de armazenamento foram realizados com as células 

biocatalíticas in natura e imobilizadas nos materiais de suportes, esponjas vegetal e de 

poliuretano, ao decorrer de 90 dias, mediante coleta de amostras em intervalos de tempo 

predefinidos (0, 5, 15, 45, 60 e 90) para monitoramento do pH do meio e obtenção dos perfis 

de atividade enzimática sob condições experimentais padrão. 
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 Inicialmente, as soluções dos agentes estabilizantes sorbitol 70% (v v-1), 

polipropilenoglicol (PPG), glicerina bidestilada e solução tampão tris- acetato 0.2 mol L-1 foram 

ajustadas para pH 5.5. Após o cultivo e a imobilização das células biocatalíticas, os 

biocatalisadores heterogêneos obtidos foram lavados abundantemente com água destilada, 

filtrados à vácuo e acondicionados em tubos do tipo Falcon®, mantendo-se imersos em solução 

constituída pelos agentes estabilizantes sob refrigeração à 4 ºC (Gonçalves et al., 2020). Os 

experimentos foram realizados em triplicata, cujo protocolo experimental está ilustrado na 

Figura 7.  

 

Figura 7- Ensaios de armazenamento das células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 in natura 

e imobilizadas nas esponjas vegetal e de poliuretano 

 

Fonte: Autora (2025). 
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4.2.3.2 Perfil de Inibição Enzimática 

 

Aproximadamente 1,5 g de células biocatalíticas, in natura e imobilizadas, foi 

adicionado em frascos tipo Erlenmeyer com 150 mL de solução de meio reacional, pH 5,5, 

constituído por sacarose comercial 473 g L-1 e glicose (0%; 2,5%; 10% e 15%, m v-1). Os frascos 

foram incubados em banho Dubnoff (Lab-Line®, modelo 3540) a 50 °C e 190 rpm por 32h. As 

concentrações de sacarose (g L-1), glicose (g L-1) e FOS (g L-1) foram obtidas por CLAE (item 

4.3.3), mediante a coleta de alíquotas de 3,5 mL do meio reacional em intervalos de tempo 

predefinidos (30 min, 1 h, 4 h, 8 h, 16 h e 32h) ao decorrer da reação em modo batelada. Ao 

término do ensaio, as células biocatalíticas foram filtradas a vácuo e secas em estufa com 

circulação e renovação de ar (Tecnal®, Modelo TE-394/2 MP, Brasil) a 50 °C por 24h. Foram 

obtidos os perfis de consumo de substrato e formação de produto do reator operado em modo 

batelada durante a produção de FOS. Os experimentos foram realizados em triplicata e o 

protocolo experimental está ilustrado na Figura 8. 

 

Figura 8- Ensaios em reator modo batelada das células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 in 

natura e imobilizadas nas esponjas vegetal e de poliuretano 

 

Fonte: Autora (2025). 
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4.2.3.3 Ensaio de Estabilidade Térmica 

 

Aproximadamente 1,5 g de células biocatalíticas, in natura e imobilizadas, foi 

adicionado em frascos tipo Erlenmeyer com 150 mL de solução de meio reacional, pH 5,5, 

constituído por sacarose comercial 473 g L-1. Os frascos foram incubados em banho Dubnoff 

(Lab-Line®, modelo 3540) variando a temperatura (30°C, 40°C, 50 °C e 60°C), em 190 rpm 

por 32h. A taxa de frutose transfrutosilada (μmol L-1 min-1) e glicose (g L-1) foram avaliadas 

mediante a coleta de alíquotas de 3,5 mL do meio reacional em intervalos de tempo predefinidos 

(30 min, 1 h, 4 h, 8 h, 16 h e 32h) ao decorrer da reação em modo batelada. Ao término do 

ensaio, as células biocatalíticas foram filtradas a vácuo e secas em estufa com circulação e 

renovação de ar (Tecnal®, Modelo TE-394/2 MP, Brasil) a 50 °C por 24h. Foram obtidos os 

perfis de taxa de frutose transfrutosilada (μmol L-1 min-1 ) atividade enzimática, de consumo de 

substrato e formação de produto do reator operado em modo batelada durante a produção de 

FOS. Os experimentos foram realizados em triplicata e o protocolo experimental está ilustrado 

na Figura 9. 

 

Figura 9- Ensaios em reator modo batelada das células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 in 

natura e imobilizadas nas esponjas vegetal e de poliuretano 

 

Fonte: Autora (2025). 
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4.3 MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

4.3.1 Determinação da atividade enzimática 

 

A atividade enzimática de transfrutosilação (AT) foi determinada conforme 

procedimento descrito por Cuervo-Fernandez et al. (2007), Ottoni et al. (2012) e Cunha et al. 

(2019). Para isso, as células biocatalíticas, in natura ou imobilizadas nos materiais de suporte,  

foram incubadas com 3,7 mL de solução de sacarose 47 % (m v-1) e 1,2 mL de solução tampão 

tris-acetato 0,2 mol L-1, pH 5,5. A reação foi conduzida em banho Dubnoff (Lab-Line®, modelo 

3540) a 50 ºC, 190 rpm por 60 min e interrompida pela imersão do meio reacional em água em 

ebulição por 10 min, seguido por resfriamento em banho de água e gelo por 5 min para 

desnaturação enzimática. Posteriormente, o meio reacional foi filtrado à vácuo e as 

concentrações de açúcares redutores e glicose foram quantificadas. A atividade AT (em U g-1 

foi calculada pela Equação (1). 

 

𝐴𝑇 =
𝐹𝑇𝑉𝑟

𝑡𝑟𝑚𝑚𝑠
          (1) 

  

Em que FT é a concentração molar de frutose transfrutosilada (em µmol L-1), Vr é o 

volume do meio reacional (em L), tr o tempo de reação (em min) e mms se refere à massa seca 

(em g) das células biocatalíticas in natura ou imobilizadas nos suportes orgânicos.  

Uma unidade (1U) de atividade de transfrutosilação foi definida como a quantidade de 

enzima que transfere um micromol (1 μmol) de frutose por minuto sob as condições 

experimentais estabelecidas (Cunha et al., 2019; Gonçalves et al., 2020). 

 

4.3.2 Quantificação de açúcares 

 

As concentrações de glicose (G) e açúcares redutores (AR) foram quantificadas pelos 

métodos colorimétricos GOD/PAP® (kit enzimático glicose-oxidase) e DNS (ácido 3,5 

dinitrosalicílico) (Adaptado de MILLER, 1959), respectivamente. A concentração de frutose 

transfrutosilada (transferida) (FT) no meio reacional foi determinada pela Equação (2) (Chen et 

al., 1996; Cunha et al., 2019; Garcia et al., 2021; Gonçalves et al., 2020). 

 

[FT]= 2[G] – [AR]                           (2) 
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4.3.2.1 Determinação da concentração de açúcares redutores  

 

Para a quantificação da concentração de açúcares redutores (AR), presentes no meio 

reacional, utilizou-se o método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) adaptado de Miller (1959), 

conforme descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragão (2013). A solução de DNS (Solução A) foi 

preparada pela dissolução de 10,0 g de ácido 3,5-dinitrosalicílico (C7H4N2O7) em 200,0 mL de 

solução 2 mol L-1 de hidróxido de sódio (NaOH) . Paralelamente, foi preparada 500 mL de uma 

solução aquosa (Solução B) constituída por 600 g L-1 de tartarato duplo de sódio e potássio 

(KNaC4H4O6.4H2O). Após a dissolução, ambas as soluções (A e B) foram misturadas e levadas 

ao agitador magnético com aquecimento (TECNAL® , modelo TE-0856) numa temperatura de 

aproximadamente 40°C até homogeneização total. O volume final da mistura foi aferido para 1 

L em balão volumétrico (Solução DNS).  

A quantificação dos ARs foi realizada pela adição, em tubo de ensaio, de 500 μL da 

amostra oriunda da reação enzimática, em 500 μL da solução DNS. A reação foi conduzida em 

banho maria a 100 ºC por 15 min e interrompida por resfriamento em banho de água e gelo por 

5 min, seguido pela adição de 4,0 mL de água destilada. Posteriormente, alíquotas do meio 

reacional foram analisadas com auxílio de espectrofotômetro (Bel®, modelo UVM51) a          

540 nm usando cubeta de vidro, visando medir as absorvâncias e, consequentemente, 

determinar as concentrações dos ARs mediante auxílio da curva de calibração obtida para o 

método DNS (Figura 10). O mesmo procedimento analítico foi realizado para a obtenção do 

branco (amostra controle), porém, substituindo a amostra, oriunda da reação enzimática de 

transfrutosilação, por água destilada. A curva de calibração assim como a descrição da 

metodologia se encontra no Apêndice A. 
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Figura 10- Quantificação de açúcares redutores pelo método de DNS 

 

 

Fonte: Autora (2025). 

 

4.3.2.2 Determinação da concentração de glicose  

 

Para a quantificação da concentração de glicose (G), presente no meio reacional, 

utilizou-se o método GOD-PAP® (Cunha et al., 2019; Dias et al., 2022; Garcia et al. 2021; 

Ganaie; Lateef; Gupta, 2014; Gonçalves et al. 2020; Vega, Zúniga-Hansen, 2011). O método 

consiste em um kit enzimático contendo glicose oxidase (GOD), peroxidase (POD), 4-

aminofenazona (4-AF), tampão fosfato pH 7,0 e 4-hidroxibenzoato. A oxidação da glicose pela 

glicose oxidase produz peróxido de hidrogênio, oxidado por meio da peroxidase que, em 

conjunto com o 4-AF e o 4- hidroxibenzoato, produzem coloração rosácea ou vermelha 

(Bobbio; Bobbio, 2005; Wong; Wong; Chen, 2008). O kit enzimático utilizado no presente 

trabalho foi da marca Laborlab®. A quantificação da glicose no meio reacional foi realizada 

pela adição, em microtubos tipo Eppendorfs®, de 10 μL da amostra, oriunda da reação 
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enzimática, em 1,0 mL de solução reagente (kit enzimático). A reação foi conduzida em banho 

Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232) a 37 ºC por 5 min. As absorbâncias foram medidas com 

o auxílio de espectrofotômetro UV-Visível monofeixe (Bel Engineering®, modelo UV-M51) a 

505 nm e, posteriormente, utilizadas para a obtenção das concentrações de glicose no meio 

reacional por meio do “fator f” estimado a partir da amostra padrão fornecida pelo fabricante. 

O mesmo procedimento analítico foi realizado para a obtenção do branco (amostra controle), 

porém, substituindo a amostra, oriunda da reação enzimática, por água destilada (Figura 11). 

 

Figura 11- Quantificação da concentração de glicose por meio do kit enzimático GOD- PAP® 

 

Fonte: Autora (2025). 

 

4.3.3 Quantificação de sacarose e fruto-oligossacarídeos  

 

As concentrações de sacarose, glicose e de FOS (1-kestose, nistose e 1-β-

frutofuranosilnistose), para construção do perfil de inibição enzimática foram obtidas por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) utilizando duas colunas cromatográficas 

acopladas em série (Shodex SC 1011, 300 x 7,8 mm) acondicionadas a 72 ºC. Foi utilizado um 

sistema HPLC Waters (EUA) constituído por uma bomba isocrática W515, por um detector de 

índice de refração W2414, por um injetor automático W2707 e por software de controle e 

tratamento de dados Empower 2.0. As amostras foram eluidas com solução de EDTACa(Na)2  

5 x 10-2 mol L-1 a uma vazão de 0,4 mL min-1 e os componentes foram identificados por 

comparação de tempos de retenção com padrões analíticos dos mesmos analitos (Fuji Wako 

Chemicals, Japão). 

 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o tratamento dos dados experimentais 

foi submetido ao teste de Tukey pela metodologia de análise de variância (ANOVA), a um nível 
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de significância de 5%. O teste de Tukey avaliou a diferença significativa entre os dados 

experimentais, comparando-os um a um. 

 

  



45 

 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1  ESTABILIDADE AO ARMAZENAMENTO 

 

O ensaio de estabilidade ao armazenamento foi conduzido ao longo de 90 dias, após o 

cultivo das células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 in natura e imobilizadas em esponja 

vegetal e esponja de poliuretano, visando monitorar a atividade de transfrutosilação dos 

biocatalisadores heterogêneos. A estabilidade de armazenamento de células biocatalíticas 

imobilizadas é um fator relevante para sua aplicabilidade em larga escala, contribuindo para 

otimização do tempo e redução dos custos operacionais em processos industriais (Araújo et al., 

2022; Al-Najada et al., 2019). 

A partir disso, os biocatalisadores heterogêneos foram mantidos, em pH 5,5, sob 

refrigeração (4 °C) juntamente com os agentes estabilizantes, sendo esses glicerina bidestilada, 

sorbitol 70% (v v-1), polipropilenoglicol e solução tampão tris-acetato (0,2 mol L-1).  

O valor da atividade enzimática do biocatalisador heterogêneo no dia 0, isto é, assim 

que retirado do cultivo submerso, foi utilizado como referência para estabelecer a porcentagem 

de perda de atividade catalítica (FTase). As células de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em 

esponja vegetal, espuma de poliuretano e in natura apresentaram atividade aproximadamente 

de 411,06 U g-1, 1044,12 U g-1  e 131,38 U g-1 , respectivamente.  

 

5.1.1  Glicerol e Sorbitol 

  

A Figura 12 apresenta as atividades de transfrutosilação obtidas para as células 

biocatalíticas imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura armazenadas em (a) 

glicerina bidestilada, (b) sorbitol 70% (v v-1). 
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Figura 12- Estabilidade de armazenamento de células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 

imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura 

 

 

Fonte: Autora (2025). 

 

Analisando a figura 12 (A e B) quando armazenados em glicerina e sorbitol, os 

biocatalisadores imobilizados em esponja vegetal apresentaram no geral, uma variação não 

linear da atividade de transfrutosilação. Ao final do ensaio, a atividade enzimática das células 

biocatalíticas imobilizadas em esponja vegetal armazenadas apresentaram valores de 1307,45 

U g-1 em glicerina bidestilada e 1079,41 U g-1 em sorbitol 70% (v v-1). Já quando o suporte 
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utilizado foi poliuretano, ao final do ensaio, esses biocatalisadores apresentaram  atividade de 

1211, 17 U g-1 e 1271,86 U g-1  para glicerina e sorbitol, sequencialmente. Para as células in 

natura armazenadas verificou-se que a atividade aumentou gradativamente até o 15° dia de 

armazenamento (Figuras 12- A e B), e após há o decaimento sendo 50,12 U g-1 em glicerina e 

100,16 U g-1 em sorbitol, ao final de 90 dias de ensaio.  

Sorbitol e glicerol são polióis amplamente usados para estabilização enzimática, 

evitando alterações na estrutura terciária tridimensional das proteínas sob condições extremas 

como altas temperaturas, solventes orgânicos, mudanças no meio, entre outros (Pazhang et al., 

2015). Estudos recentes confirmam que a adição destes componentes durante a produção de 

filmes pode melhorar as propriedades mecânicas, de solubilidade e de barreira (Calargün; 

Girgin; Tugrul, 2024). Isso acontece pois os grupos funcionais dos agentes se interagem com 

moléculas de água, reduzindo as interações intermoleculares (Ballesteros-Mártinez et al., 2020) 

e, portanto, formam uma camada protetora ao redor da proteína no microambiente celular, 

garantindo a sua estabilidade e a preservação das propriedades bioquímicas do biocatalisador.  

No trabalho de Sun et al., (2017), estudos de termoestabilidade mostraram que os 

parâmetros termodinâmicos (tempo de meia-vida, energia de ativação e energia de Gibbs) da 

enzima α- L -ramnosidase de Aspergillus niger  JMU-TS528, aumentaram após a adição de 

sorbitol afim de melhorar sua atividade. Por sua vez, em estudos de termoestabilidade da enzima 

tripsina, verificou-se que o tempo de meia- vida do biocatalisador aumentou em 5,3 na presença 

de glicerol e 16 vezes, na de sorbitol, o que indicou o efeito estabilizador desses agentes 

(Pazhang et al., 2015). Diferentes mecanismos podem ser atribuídos ao efeito estabilizador 

desses dois agentes, incluindo hidratação preferencial, exclusão preferencial da proteína 

desnaturada e efeito de revestimento (Mehrnejad et al., 2011). 

 

5.1.2  Polipropilenoglicol 

 

A Figura 13 apresenta as atividades de transfrutosilação obtidas para as células 

biocatalíticas imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura armazenadas em 

polipropilenoglicol. 
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Figura 13- Estabilidade de armazenamento em poliprolenoglicol de células biocatalíticas de A. 

oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura 

 

Fonte: Autora (2025). 

 

Ao observar a Figura 13, os resultados de atividade enzimática, utilizando  

polipropilenoglicol, são mais baixos comparados aos outros agentes. Fica evidente o 

decaimento da atividade enzimática ao decorrer do ensaio e ao final de 90 dias, a atividade de 

transfrutosilação das células biocatalíticas imobilizadas em esponja vegetal, poliuretano e in 

natura armazenadas em polipropilenoglicol foi 70,54 U g-1 , 55,76 U g-1 e 70,97 U g-1 

respectivamente. 

O tempo e condições de armazenamento podem interferir diretamente na atividade 

enzimática, como afirmado por Piletskaya et al.,(2022) em seu estudo com enzimas de solos 

(hidrolases e oxidorredutases). Interações moleculares entre os agentes estabilizantes e as 

proteínas no microambiente celular podem ocorrer ao longo do tempo, e alterações nas 

condições naturais da célula podem causar mudanças estruturais suficientes para causar a perda 

de função da enzima, diminuindo a atividade catalítica durante o período de armazenamento 

(Nelson, 2019). 

A estrutura enzimática é condicionada à interação com o meio reacional circundante e 

essa conformação é essencial para a biocatálise, dessa forma, a estabilidade pode ser afetada 

pela composição do meio, alterando sua estrutura funcional nativa e diminuindo sua eficiência 

catalítica (Fonseca et al., 2006;  Illanes, 2008). Mesmo sendo largamente utilizado pela 

indústria farmacêutica e alimentícia, liberado pela Food and Drugs Administration- FDA 
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(Wiegand, 2024), o polipropilenoglicol, nas condições que foi utilizado, não se apresenta como 

potencial agente estabilizante devido à redução na atividade enzimática das células. 

  

5.1.3  Solução Tampão Tris Acetato 0,2 mol L-1 

 

A Figura 14 apresenta as atividades de transfrutosilação obtidas para as células 

biocatalíticas imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura armazenadas em 

solução tampão Tris Acetato 0,2 mol L-1. 

Figura 14- Estabilidade de armazenamento em solução tampão tris acetato 0,2 mol L-1 de 

células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja vegetal, de 

poliuretano e in natura 

 

Fonte: Autora (2025). 

 

 Observando a Figura 14, a atividade de transfrutosilação das células de A. oryzae IPT-

301 in natura e imobilizadas em esponja vegetal e poliuretano, mantiveram a estabilidade ao 

armazenamento por até 15 dias, sem diferença significativa. Após, teve um decréscimo até o 

90° dia de ensaio. Ao final, apresentaram valores de 80,25 U g-1, 249,60 U g-1 e 483,33 U g-1  

para o biocatalisador in natura, imobilizado em esponja vegetal e esponja de poliuretano, na 

sequência. Para manter a viabilidade e a atividade metabólica dos microrganismos, é essencial 

manter o pH da solução tampão correspondente (Freiman et al., 2024). Diante disso, sugere-se 

que o uso de solução tampão pode se tornar uma alternativa promissora para o armazenamento 

de células biocatalíticas. 
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A composição e concentração da solução tampão pode afetar significativamente o 

comportamento de células microbianas, resultando em uma alteração da atividade catalítica e 

eletroquímica (Dmitrieva et al., 2022) . A concentração de sais na solução cria uma pressão 

osmótica, devido a atuação de forças iônicas do meio (concentração da solução tampão – 0,2 

mol L-1), o que pode ativar mecanismos que provoquem mudanças na membrana celular, 

afetando a carga superficial das enzimas, levando a uma desaceleração ou aceleração no 

metabolismo, com maior exposição dos sítios ativos, ocasionando aumento da atividade 

enzimática (Freiman et al., 2024; Record et al., 1998).  

Alguns estudos revelaram resultados positivos quanto ao uso de solução tampão nos 

ensaios de armazenamento de células biocatalíticas e enzimas. Aranda (2024) reportou que as 

células biocatalíticas de A. oryzae IPT- 301imobilizadas em esponja vegetal, mantidas sob 

refrigeração e em solução tampão tris-acetato pH 6,0 (0,2 mol L-1) exibiram maior estabilidade 

de armazenamento em comparação com as células armazenadas na ausência de solução tampão, 

retendo pelo menos 50% de sua atividade inicial até o sétimo dia de estocagem.  

Células de A. oryzae IPT- 301 imobilizadas em matriz de poliuretano e  imobilizadas e 

reticuladas com glutaraldeído foram armazenadas durante 28 dias sob refrigeração (4 °C) em 

solução tampão tris-acetato (0,2 mol L-1), pH 5,5, e demonstraram maior estabilidade ao 

armazenamento durante 7 dias (Barbosa, 2022). No trabalho de Gonçalves et al., (2020), células 

de Aspergillus oryzae IPT- 301 reticuladas com glutaraldeído e encapsuladas em alginato foram 

armazenadas em solução tampão tris-acetato (0,2 mol L-1) pH 5,5, sob refrigeração (4 °C) e 

apresentaram estabilidade em até 9 dias, sem perda significativa de atividade. 

5.1.4  Armazenamento sem agentes 

A Figura 15 apresenta as atividades de transfrutosilação obtidas para as células 

biocatalíticas imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura armazenadas na 

ausência de agentes. 
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Figura 15- Estabilidade de armazenamento de células biocatalíticas de A. oryzae IPT-301 

imobilizadas em esponja vegetal, de poliuretano e in natura 

 

Fonte: Autora (2025). 

 

Analisando os resultados mostrados na Figura 15, as células de A. oryzae IPT- 301 

imobilizadas em esponja vegetal e esponja de poliuretano mantiveram atividade ao longo do 

armazenamento mesmo sem o uso de agentes. A atividade após 90 dias de ensaio foi 964 U g-1 

e 1275 U g-1, para esponja vegetal e poliuretano, respectivamente.  

A concentração inicial de células imobilizadas desempenha um papel importante para a 

manutenção da atividade após o armazenamento (Efremenko; Tatarinova, 2007), podendo ter 

uma maior ou menor densidade de sítios ativos disponíveis (Saeed; Iqbal, 2013), influenciando 

na atividade enzimática dos biocatalisadores. A matriz esponja vegetal é natural e não possui 

padronização do tamanho e volume dos poros, além disso, estudos confirmam a presença de 

principais elementos como carbono, oxigênio e nitrogênio na superfície da esponja vegetal, o 

que pode favorecer a adsorção de água, fornecendo condições para o crescimento de 

microrganismos e sua manutenção (Saeed; Iqbal, 2013; Shahi; Rai; Singh, 2016). As EPUs 

apresentam elevada área específica com interstícios para o crescimento celular, porosidade 

uniforme que possibilita a troca gasosa, o fluxo de substrato e produtos metabólicos (Soares, 

2012). Esses dados sugerem que o suporte de poliuretano oferece às células biocatalíticas 

proteção ao exterior, permitindo a atividade enzimática, em decorrência da melhoria do 

microambiente criado (Bustamante-Vargas et al., 2015). 
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A partir de 15 dias estocadas, as células biocatalíticas in natura apresentaram 

decaimento da atividade de transfrutosilação, mostrando 130,68 U g-1 em 45 dias, depois disso 

mantiveram constante até o final do ensaio (90 dias), sem diferença significativa a nível de 5%. 

Ensaios de estabilidade ao armazenamento realizados com biomassa catalítica in natura de 

Aspergillus oryzae IPT- 301 indicaram uma estabilidade de cinco dias (Gonçalves et al., 2020) 

sob refrigeração (4 °C). 

 

5.1.5  pH durante o ensaio de estabilidade ao armazenamento 

 

O pH dos agentes também foi monitorado ao decorrer do ensaio (Figura 16). Os dados 

revelaram que o pH inicial (5,5) não se alterou ao longo dos 90 dias a um nível de 95% de 

significância, para todos os agentes estabilizantes. 

 

Figura 16- Monitoramento do pH dos agentes estabilizantes utilizados durante o ensaio de 

armazenamento de células biocatalíticas de A. oryzae IPT estocadas sob 

refrigeração (4 °C) e pH inicial 5,5, durante 90 dias 
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Fonte: Autora (2025). 

 

Alterações no pH podem afetar a distribuições de carga de proteínas e 

consequentemente, interações eletrostáticas entre grupos de proteínas, proteína e solvente e 

entre as moléculas do próprio solvente (Fonseca et al., 2006). Essas mudanças no equilíbrio 

eletrostático e ligações de hidrogênio podem causar a inativação da enzima (Aranda, 2024). 

Células biocatalíticas de Aspergillus oryzae IPT- 301 foram acondicionadas em solução tampão 

tris acetato (0,2 mol L-1) variando o pH de 3,0 – 8,0, durante 24h, sob refrigeração (4 °C) e os 

resultados mostraram maiores atividades de transfrutosilação em faixas de pH entre 5,0 – 8,0 

(Cunha et al., 2019).  De acordo com Barbosa (2022), células biocatalíticas de Aspergillus 

oryzae IPT-301imobilizadas e reticulas em EPU exibiram maior estabilidade e maiores valores 

de atividade de transfrutosilação em uma faixa de pH compreendida entre 4,5 – 6,0, com 

máxima atividade em pH 5,5. Por fim, Aranda (2024) durante ensaio de estabilidade ao pH de 

células de A. oryzae IPT- 301 imobilizadas em esponja vegetal, verificou que os maiores valores 

de atividade enzimática foram obtidos para uma faixa de pH compreendida entre 5,0 - 7,0, 

sendo que no pH 6,0 o biocatalisador apresentou a máxima atividade de transfrutosilação. 

Na literatura também há reportes de faixas ótimas de pH para outras enzimas como o 

estudo de Batumalaie et al., (2018) em que foi realizada a caracterização biofísica de lipase 

recombinante de Acinetobacter haemolyticus, verificou-se que a enzima mantém sua estrutura, 

conformação e atividade em faixas de pH 8,0- 12,0, a 40 °C, sendo utilizada para uma ampla 

gama de aplicações. No trabalho de Daronch (2020), lacase de Trametes versicolor 

imobilizadas por aprisionamento em matriz de poliuretano, foram incubadas a diferentes 

valores de pH durante o ensaio de otimização, utilizando solução tampão citrato-fosfato (0,1 

mol L-1) e apresentaram maior valor de atividade catalítica sob o pH 4. O presente trabalho 

corrobora dados da literatura, em que tendo o conhecimento de condições otimizadas de fatores 
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que afetam diretamente a atividade enzimática, como o pH, pode-se então manter a estabilidade 

do biocatalisador armazenado, possibilitando a sua aplicabilidade industrial, reduzindo custo 

com estocagem e facilitando processos de produção (Xu et al., 2015).  

 

5.2  ESTABILIDADE TÉRMICA 

 

A Figura 17 apresenta taxas de frutose transfrutosilada (A) e concentração de glicose 

(B) obtidos durante o ensaio de estabilidade térmica, em que a reação em modo batelada foi 

conduzida com células biocatalíticas in natura sob diferentes temperaturas (30 °C, 40 °C, 50 

°C e 60 °C), durante 32h.  

 

Figura 17- Ensaio de estabilidade térmica com células biocatalíticas in natura 
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Fonte: Autora (2025). 

Legenda: A) Taxa de frutose transfrutosilada; 

   B) Concentração de glicose. 

 

No geral, percebe-se um aumento nas taxas de frutose transfrutosilada até 1h de reação 

e após, nota-se um decaimento contínuo até o final do ensaio (Figura 17- A), enquanto a 

concentração de glicose (Figura 17- B) aumenta significativamente no meio. O aumento de 

ambas as moléculas pode ser devido ao maior tempo de contato entre substrato e complexo 

enzimático no microambiente celular e temperatura, fatores que levam ao aumento significativo 

da velocidade de reação (Muchendu, 2024). No entanto, essa mesma reação pode ser afetada 

pelo aumento de subprodutos no meio que podem se ligar a sítios inativos, alterando a estrutura 

e consequentemente diminuindo a atividade enzimática (Manikandan; Nagini, 2018), reduzindo 

assim a transfrutosilação de moléculas de frutose, observado ao final do ensaio. No trabalho de 

Gonçalves et al., (2020) células biocatalíticas in natura  de Aspergillus oryzae IPT-301 foram 

conduzidas sob ensaios do efeito da temperatura do meio reacional na atividade enzimática e 

apresentaram maior hidrólise da sacarose em temperaturas de 30 °C a 35 °C, e nos ensaios de 

estabilidade térmica, a biomassa perdeu mais de 50% da atividade em temperaturas de 30 °C, 

40 °C, 50 °C e 60 °C. 

Para as temperaturas de 30 °C e 50 °C, a taxa de frutose transfrutosilada obteve maior 

valor em 4h de reação, sendo 15,516 μmol g-1 min -1  e 19,540 μmol g-1 min -1 respectivamente 

(Figura 17- A). Já para temperatura de 40 °C, o maior valor de taxa foi apresentado em 1h de 
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reação (21,056 μmol g-1 min -1 ).  Em 60 °C, as taxas foram as menores, apresentando em 1h de 

reação 6,018 μmol g-1 min -1 . Ressalta-se que, em temperaturas mais elevadas as enzimas 

aderidas às células microbianas podem sofrer desnaturação térmica, cujas interações 

moleculares que mantêm o equilíbrio de forças da proteína nativa (pontes de hidrogênio, 

interações hidrofóbicas e forças de van der Waals) são interrompidas, o que afeta a estrutura 

tridimensional da enzima impactando sua atividade catalítica (Araújo et al., 2022; Barbosa, 

2022).  

A concentração de glicose (Figura 17-B) mostrou um aumento gradativo ao longo do 

ensaio, em todas as temperaturas, o que era esperado, já que a reação ocorreu em modo batelada, 

em um sistema fechado, isto é, não haveria perda de glicose durante a reação, em um reator 

operando em modo batelada, não há entrada e nem saída de reagentes ou produtos quando a 

reação está ocorrendo (Fogler, 2012). Além disso, a enzima frutosiltransferase faz a clivagem 

das moléculas de sacarose, transferindo moléculas de frutose e levando a formação de 

frutooligossacarídeos, liberando moléculas de glicose no meio (Cunha et al., 2019; Maiorano 

et al., 2020; Santos, 2024) aumentando o acúmulo com o tempo.  
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Figura 18- Ensaio de estabilidade térmica com células biocatalíticas 
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Fonte: Autora (2025). 

Legenda: A) Taxa de frutose transfrutosilada de células imobilizadas em esponja vegetal; 

   B) Concentração de glicose de células imobilizadas em esponja vegetal;  

  C) Taxa de frutose transfrutosilada de células imobilizadas em esponja de poliuretano; 

  D) Concentração de glicose de células imobilizadas em esponja de poliuretano. 

 

Embora os perfis observados na Figura 18- (A,C) sejam semelhantes ao apresentado na 

Figura 17- A, percebe-se que os valores para taxa de frutose transfrutosilada obtida durante o 

ensaio com células biocatalíticas imobilizadas em suportes orgânicos, foram menores 

comparados aos obtidos com a biomassa in natura. Mesmo utilizando aproximadamente a 

mesma quantidade em massa de células biocatalíticas imobilizadas, a matriz de esponja vegetal  
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não possui padronização do tamanho e volume dos poros, portanto, a massa de células 

imobilizadas pode-se diferenciar e consequentemente, ter uma maior ou menor densidade de 

sítios ativos disponíveis, implicando na diminuição dos valores (Saeed; Iqbal, 2013). 

Observando a Figura 18- A, nas temperaturas de 30 °C os maiores valores de taxa de 

frutose transfrutosilada foram 2,996 μmol g-1 min -1  em 8h, e em 40 °C foi 3,350 μmol g-1 min 

-1 em 16h de reação. Para as temperaturas de 50 °C e 60 °C, os maiores valores foram em 1h de 

reação, sendo 3,959 μmol g-1 min -1  e 8,934 μmol g-1 min -1 , respectivamente. Assim como 

aconteceu com as células biocatalíticas in natura, o aumento da temperatura favorece o aumento 

da energia cinética das moléculas, levando a colisões intermoleculares mais frequentes, e uma 

reação mais rápida, como observado em 50 °C e 60 °C, em 1h de reação (Muchendu, 2024). 

No entanto, temperaturas excessivamente altas podem levar à degradação do biocatalisador e 

vias de reação alteradas, resultando em rendimentos reduzidos e subprodutos indesejados (Rao; 

Prasad, 2022). 

Já na Figura 18- C, para biomassa catalítica imobilizada em esponja de poliuretano, 

observa-se que as taxas de frutose transfrutosilada são em 30 °C 8,247 μmol g-1 min -1 durante 

4h de reação, em 40 °C 9,918 μmol g-1 min -1 , em 50 °C 7,845 μmol g-1 min -1  e por fim em 60 

°C 8,945 μmol g-1 min -1 , todos em 1h de reação. Esse comportamento se ajusta com a literatura, 

mostrando que em temperaturas amenas, como 30 °C, a reação leva um certo tempo para ter 

seu valor máximo de taxa, e em temperaturas mais elevadas como 60 °C, o valor maior mostra 

que a reação foi mais acelerada, porém ao final de 32h, foi a taxa de frutose transfrutosilada 

mais baixa (0,09 μmol g-1 min -1 ), demonstrando possível desnaturação do biocatalisador 

(Shuler; Kargi, 2002). No trabalho de Barbosa (2022) células biocatalíticas de Aspergillus 

oryzae IPT- 301 imobilizadas em esponja de poliuretano foram submetidas a ensaios de 

influência da temperatura do meio reacional na atividade enzimática e os resultados mostraram 

que, os maiores valores foram obtidos em 50 °C e após, houve um decaimento significativo na 

atividade catalítica.   

Novamente a concentração de glicose mostrou aumento (Figura 18- C e D) expressivo, 

simultaneamente ao decaimento da taxa de frutose transfrutosilada, ao longo de 32h de reação 

para células imobilizadas em esponja vegetal e de poliuretano. Isso mostra que a partir de certas 

concentrações de subprodutos no meio reacional, nesse caso a glicose sendo um desses 

subprodutos da hidrólise da sacarose, a eficiência da atividade catalítica da frutosiltransferase 

pode ser afetada de maneira significativa, devido as condições do meio se tornarem estressantes 

para a enzima no microambiente celular (Illanes, 2008). Temperaturas mais altas podem 



60 

 

 

 

acelerar as taxas de reação, levando ao aumento da formação de subprodutos, em um reator em 

lote, a formação de produtos residuais intermediários aumenta com a temperatura, muitas vezes 

superando o rendimento desejado do produto (O’ Reilly, 2002). 

 

5.3  PERFIL DE INIBIÇÃO ENZIMÁTICA  

  

Na Figura 19, são apresentados os resultados obtidos durante o ensaio em modo 

batelada, durante 32h, em temperatura de 50 °C, concentração inicial de sacarose em 473 g L-

1, variando a concentração de glicose em 0%, 2,5%, 10% e 15% (m m-1) no meio reacional,  

utilizando células biocatalíticas in natura de Aspergillus oryzae IPT-301. Percebe-se que os 

perfis de concentração, no geral, são os mesmos, em que ao longo da reação há a diminuição 

da concentração de sacarose e aumento na concentração de glicose e frutooligossacarídeos, 

formados principalmente por nistose e kestose (APÊNDICE B).  

 Quando não há adição de glicose no meio reacional, ao final do ensaio há 51,17 g L-1 

de sacarose (Figura 19- A), 149,109 g L-1  de glicose e 184,13 g L-1 de FOS. Considerando que 

no inicio a concentração de sacarose era 473 g L-1 , esses valores indicam o uso da sacarose 

como substrato para produção de FOS, pela atividade de transfrutosilação das enzimas 

frutosiltransferase presentes oriundas do Aspergillus oryzae IPT-301. A molécula de sacarose 

é constituída por uma molécula de frutose e uma de glicose, e sua redução no meio reacional 

mostra a hidrólise da sacarose (Choukade; Kango, 2021).  

A adição de glicose no meio, não influenciou significativamente na hidrólise de 

sacarose, mas sim na produção de frutooligossacarídeos, a Tabela 1 mostra a concentração de 

sacarose, glicose e FOS ao final de 32h de reação com células biocatalíticas in natura, variando 

a adição de glicose no meio reacional. 

 

Tabela 1- Concentração de substrato, produto e subproduto ao final de 32h de reação. 

 Concentração (g L-1) 

Adição de Glicose (%) Sacarose Glicose FOS 

0 51,17 149,109 184,13 

2,5 63,675 149,08 173,16 

10 59,88 161,05 180,9 

15 85,898 146,16 137,34 

Fonte: Autora (2025). 
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Figura 19- Perfil de inibição enzimática com células biocatalíticas in natura  
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Fonte: Autora (2025). 
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 Percebe-se que a concentração de FOS diminui em aproximadamente 25%, quando 

adicionado 15% de glicose (m m-1) ao meio reacional, comparado quando não houve adição. 

Nesse caso, a hipótese de inibição da atividade enzimática é abordada, porém o mecanismo 

ainda é desconhecido, sendo necessária maior caracterização da enzima e aplicação de modelos 

cinéticos. Alguns estudos citam a glicose como inibidor fúngico (Hirayama; Sumi; Hikada, 

1989; Yun, 1996), no trabalho de Nishizawa; Nakajima; Nabetani (2001), β- frutofuranosidase 

de Aspergillus niger ATCC 20611, sob condições de 55 °C, pH 6,0, e concentração de 50% de 

sacarose, foi conduzida a um estudo cinético variando a adição de glicose no meio de 0 mol L-

1  a 0,3 mol L-1 , e os resultados mostraram que taxas iniciais de transfrutosilação foram afetadas 

pela adição de glicose significativamente, concluindo por meio de modelos que a 

transfrutosilação estava sendo inibida por glicose de uma forma não- competitiva. 

 Após as 32h de reação, os biocatalisadores foram submetidos a uma reação enzimática 

padrão por 60 min, pH 5,5 e concentração 473 g L-1 de sacarose a 50 °C, mostrando ainda 

produzir cerca de  49,593 g L-1 de FOS, utilizando o biocatalisador que não teve adição de 

glicose no meio. Aquele em que foi adicionado 2,5% produziu 47, 694 g L-1, em 10% 39,556 g 

L-1 e em 15% 39,534 g L-1 . Isso indica que o biocatalisador não foi desativado durante as 32h 

de reação, mesmo com adição de glicose. 

Na Figura 20, são apresentados os resultados obtidos durante o ensaio em modo 

batelada, durante 32h, em temperatura de 50 °C, concentração inicial de sacarose em 473 g L-

1, variando a concentração de glicose em 0%, 2,5%, 10% e 15% (m m-1) no meio reacional,  

utilizando células biocatalíticas de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja 

vegetal. 
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Figura 20- Perfil de inibição enzimática com células biocatalíticas imobilizadas em esponja 

vegetal 
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Fonte: Autora (2025). 
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 Ao observar a Figura 20, nota-se o mesmo comportamento em relação a células 

biocatalíticas in natura, em que ocorre a hidrólise da sacarose e sua concentração diminui no 

meio reacional ao longo da reação. Também há o aumento gradual da concentração de glicose 

e FOS, constituído por nistose e kestose (APÊNDICE B). Após o cultivo, os biocatalisadores 

foram submetidos a uma atividade enzimática padrão por 60 min, pH 5,5, concentração de 473 

g L-1 de sacarose a 50 °C, e mostraram produção de 68,386 g L-1 de FOS.  

 Ao final do ensaio, quando não houve adição de glicose no meio, a concentração de 

sacarose mostrou valor de 186,511 g L-1, de glicose 83,455 g L-1 e de FOS 145,65 g L-1 . Esses 

valores são menores, comparados aos resultados das células de A. oryzae IPT- 301 in natura 

(Figura 19), indicando possivelmente menor concentração de biomassa ativa após a 

imobilização em esponja vegetal, assim como os resultados de estabilidade térmica (item 5.2) 

também demonstrou. A esponja vegetal vem sendo estudada como matriz de suporte para 

imobilização de células biocatalíticas, mostrando aumento de termoestabilidade (Aranda, 2024) 

e estabilidade operacional (Oluwaseun; Fredik; Anthony, 2023). 

 Quando acrescido de glicose no meio, o perfil de concentração ainda manteve o mesmo, 

novamente mostrando redução na produção de FOS, quando variando a porcentagem (Tabela 

2). Isso indica que o aumento da concentração de glicose no meio pode ter inibido a atividade 

de transfrutosilação. No trabalho de Chuankhayan et al., (2010) foi realizada a cristalização da 

frutosiltransferase de Aspergillus japonicus sendo possível a identificação do mecanismo 

catalítico e reconhecimento de substrato dessa enzima em questão, mostrando que após a 

clivagem da sacarose no bolso do sitio ativo, a molécula de frutose fica retida no fundo não 

havendo espaço para sair diretamente do bolso sem a saída da molécula de glicose, ou seja, o 

acúmulo de glicose no sítio ativo impede que haja a transferência de moléculas de frutose para 

outro substrato receptor, diminuindo a produção de frutooligossacarídeos. 

  

Tabela 2- Concentração de substrato, subproduto e produto ao final de 32h de reação 

 Concentração (g L-1) 

Adição de Glicose (%) Sacarose Glicose FOS 

0 186,511 83,455 145,65 

2,5 174,158 86,806 135,42 

10 220,598 108,46 116,57 

15 266,687 108,45 92,969 

Fonte: Autora (2025). 
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Após as 32h de reação, os biocatalisadores foram submetidos a uma reação enzimática 

padrão por 60 min, pH 5,5 e concentração 473 g L-1 de sacarose a 50 °C, os resultados mostram 

que não houve desativação completa, mas redução de cerca de 50% da produção inicial (0% de 

glicose, 33,43 g L-1, 2,5% de glicose 31,048 g L-1, 10% 37,932 g L-1 e 15% 30,277 g L -1). 

Na Figura 21, são apresentados os resultados obtidos durante o ensaio em modo 

batelada, durante 32h, em temperatura de 50 °C, concentração inicial de sacarose em 473 g L-

1, variando a concentração de glicose em 0%, 2,5%, 10% e 15% (m m-1) no meio reacional,  

utilizando células biocatalíticas de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em esponja de 

poliuretano. 

O perfil de concentração de reagente ainda se mantém o mesmo, comparado ao obtido 

com células biocatalíticas in natura e imobilizadas em esponja vegetal. O decaimento da 

concentração de sacarose mostra a hidrólise ao longo da reação, e o aumento da concentração 

de glicose e FOS, é devido a atividade de transfrutosilação das enzimas presentes no 

microambiente celular. Após o cultivo, os biocatalisadores foram submetidos a atividade 

enzimática padrão, durante 60 min, em pH 5.5, concentração inicial de sacarose em 473 g L-1 a 

50 °C, e a produção de FOS foi de 73,166 g L-1.  

Ao final do ensaio de 32h, a concentração de FOS mostrou 203,64 g L-1, sem adição de 

glicose no meio. Dos valores obtidos em ensaios com células biocatalíticas in natura (184,13 g 

L-1)  e imobilizadas em esponja vegetal (145,65 g L-1), com a esponja de poliuretano foi o maior 

obtido, sob as mesmas condições. No trabalho de Barbosa (2022) células de A. oryzae IPT- 301 

imobilizadas em esponja de poliuretano foram conduzidas a ensaio de estabilidade operacional,  

em que ciclos reacionais consecutivos de 60 min foram realizados, sob condições de pH 5.5, 

concentração inicial de sacarose 48% (m v-1) a 50 °C, e os resultados mostraram que o maior 

valor para concentração de FOS foi no 10° ciclo (127,62 g L-1), sendo realizados 12 ciclos. 
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Figura 21- Perfil de inibição enzimática com células biocatalíticas imobilizadas em esponja de 

poliuretano 
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Fonte: Autora (2025). 
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Ao adicionar 2,5% de glicose no meio reacional, a concentração de FOS obtida pelas 

células biocatalíticas imobilizadas em poliuretano, não diferem significativamente (p > 0,05) 

de quando não há adição de glicose. Percebe-se que ao adicionar 10% e 15% de glicose no meio 

reacional, houve a formação de um ponto de inflexão em 8h (Figura 21- C, D) em que a 

concentração de FOS passa a ser maior que a concentração de glicose. Além disso, no ponto de 

16h as concentrações de sacarose, glicose e FOS, tem um desvio médio de 12,609 g L-1 e 1,785 

g L-1, próximo de um ponto médio entre substrato e produtos.  

Após as 32h de reação, os biocatalisadores foram submetidos a uma reação enzimática 

padrão por 60 min, pH 5,5 e concentração 473 g L-1 de sacarose a 50 °C, os resultados mostram 

que não houve desativação em 0%, 2,5% e 10% de adição de glicose (85,974 g L-1, 90,109 g L-

1 e 76,708 g L-1), valores de FOS para os respectivos biocatalisadores utilizados (Tabela 3). 

  

Tabela 3- Concentração de substrato, subproduto e produto ao final de 32h de reação 

 Concentração (g L-1) 

Adição de Glicose (%) Sacarose Glicose FOS 

0 249,653 55,346 85,974 

2,5 258,387 57,664 90,109 

10 273,623 50,26 76,708 

15 239,631 38,114 53,522 

Fonte: Autora (2025). 
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6 CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho avaliou a estabilidade bioquímica de células de Aspergillus oryzae 

IPT 301, imobilizadas em esponja vegetal e espuma de poliuretano, por cultivo celular 

submerso em meio de cultura sintético, frente ao armazenamento, a variações de temperatura e 

variações de concentração de glicose no meio reacional. 

Por meio do monitoramento da atividade de transfrutosilação durante 90 dias, a 

biomassa catalítica in natura, imobilizada em esponja vegetal e poliuretano apresentou maior 

estabilidade quando estocadas em sorbitol 70% v v-1 pH 5,5, sob refrigeração (4°C), sendo  

100,16 U g-1 , 1079,41 U g-1 e 1271,86 U g-1  de atividade para os biocatalisadores em sequência. 

Os ensaios de estabilidade térmica mostraram perfis semelhantes em que a taxa de 

frutose transfrutosilada aumenta em 1h de reação e após, decai ao decorrer das 32h de 

experimento, simultaneamente, a concentração de glicose aumenta gradativamente do inicio ao 

final do ensaio. Os resultados mostraram menor termoestabilidade na temperatura de 60 °C, 

com menores valores de taxa de frutose transfrutosilada  

O perfil de inibição enzimática foi obtido em função de 32h de reação em modo 

batelada, em que a concentração de FOS foi de  184,13 g L-1, 145,65 g L-1 e 203,64 g L-1, 

utilizando a biomassa in natura, imobilizada em esponja vegetal e poliuretano, 

respectivamente, sem adição de glicose no meio reacional. Percebeu-se que após as 32h de 

reação, os biocatalisadores não eram desativados, mas diminuíram a atividade catalítica. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Para continuidade deste trabalho, são propostas as seguintes sugestões: 

• Caracterização da estrutura e cristalização da enzima frutosiltransferase de 

Aspergillus oryzae IPT-301, para melhor entendimento dos sítios ativos e 

ligações com substrato; 

• Proposição de modelos de velocidade de reação enzimática, com inibição, que 

se ajustem aos dados experimentais para estimativa dos parâmetros cinéticos. 
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APÊNDICE A- Curva de Calibração para determinação de Açúcar Redutor 

 

Para obtenção da curva de calibração (Figura 22), inicialmente foi preparada solução 

padrão- mãe de glicose anidra na concentração de 1 g L-1. Posteriormente, foram realizadas 

diluições para obtenção de soluções com concentrações de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 g L-1. Após, 

realizou-se o mesmo processo que se deu com as amostras (item 4.3.2.1) e com os valores de 

absorvâncias, plotou-se um gráfico de dispersão, em que o eixo X representou a concentração 

de glicose (g L-1) e o eixo Y, as absorbâncias medidas e a partir disso, foi gerada a equação da 

reta correlacionando os termos de variável dependente (Y) com concentração, o coeficiente 

angular (a) com a absorbância e a variável independente (X) com a absorvância (Equação 3). 

O valor do coeficiente de correlação (R²) obtido por meio do ajuste linear foi 0,9987. 

 

𝑌 = 𝑎𝑋 + 𝑏   ∴   [𝑔 𝐿−1] = 𝑎 [𝐴𝐵𝑆] + 𝑏      (3) 

 

Figura 22- Curva de calibração obtida pelo método DNS (ácido 3,5-dinitrosilicílico) para a 

determinação da concentração de açúcares redutores 

 

  

Fonte: Autora (2025). 
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APÊNDICE B- Concentração de Reagentes durante a produção de FOS 

Figura 23- Perfil de inibição enzimática utilizando biomassa catalítica in natura 

   

   

Fonte: Autora (2025). 
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Figura 24- Perfil de inibição enzimática utilizando biomassa catalítica imobilizada em esponja vegetal 

  

  

Fonte: Autora (2025). 
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Figura 25- Perfil de inibição enzimática utilizando biomassa catalítica imobilizada em esponja de poliuretano 

  

  

Fonte: Autora (2025). 
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