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APRESENTAÇÃO
 Sabe-se que as Ciências Biológicas envolvem múltiplas áreas do conhecimento que 

se dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam essas relacionadas 
à saúde, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. As Ciências biológicas 
apresentam singularidades como campo de conhecimento e características próprias em 
relação às demais Ciências, exibindo características específicas em termos de objetos 
que estudam, objetivos que almejam, métodos e técnicas de pesquisa, linguagens que 
empregam, entre outros. Dentro deste contexto, o E-book “Ciências Biológicas: realidades 
e virtualidades” está organizado com 22 capítulos escritos por diversos pesquisadores do 
Brasil, resultantes de pesquisas de natureza básicas e aplicadas, revisões de literatura, 
ensaios teóricos e vivências no contexto educacional.

No capítulo “BACTÉRIAS ENTOMOPATOGÊNICAS COM POTENCIAIS DE 
CONTROLE BIOLÓGICO” Alves e colaboradores efetivaram uma revisão de literatura 
explicitando as principais bactérias com potenciais de controle biológico, buscando 
caracterizar suas particularidades e aplicações na agricultura. Cordeiro e Paulo em 
“DETERMINAÇÃO DOS DADOS DE COEFICIENTE DE PARTIÇÃO DA LINHAGEM 
BACTERIANA LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS ATCC 4356 NOS SISTEMAS AQUOSOS 
BIFÁSICOS, FORMADOS PELA DEXTRANA NATIVA E PELO PVA” apresentam no 
capítulo o emprego dos sistemas aquosos bifásicos utilizando poliacetato de vinila 
(PVA) e um exopolissacarídeo, identificado como dextrana, produzido pelo Leoconostoc 
pseudomesenteroides R2, e verificaram que esta consiste em uma alternativa excelente 
de imobilização de células bacterianas para promover a encapsulação, protegendo os 
microorganismos das intempéries do ambiente.

Vila e Saraiva no capítulo “CONDIÇÕES FISICOQUÍMICAS PARA A PRODUÇÃO 
DE CAROTENÓIDES POR FLAVOBACTERIUM SP.” estudaram os fatores físico-químicos 
como a temperatura, fontes de carbono e nitrogênio e composição mineral na produção 
de carotenóides de um isolado antártico identificado como Flavobacterium sp. No capítulo 
“IMOBILIZAÇÃO DE FRUTOSILTRANSFERASE EM SÍLICA GEL E BUCHA VEGETAL 
PARA A SÍNTESE DE FRUTOOLIGOSSACARÍDEOS” os autores apresentam a influência 
da temperatura de imobilização na velocidade e rendimento de imobilização de enzimas 
Frutosiltransferase extracelulares de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em sílica gel, 
assim como a atividade recuperada e estabilidade destas enzimas imobilizadas em bucha 
vegetal.

Costa e colaboradores em “BIOPROSPECÇÃO DE FUNGOS AMAZÔNICOS 
PRODUTORES DE L-ASPARAGINASE EXTRACELULAR” realizaram uma bioprospecção 
através de fungos filamentosos produtores de Lasparaginase extracelular provenientes de 
solos Amazônicos da área territorial da cidade de Coari, Amazonas. No capítulo “TESTES DE 
SUBSTRATOS PARA PRODUÇÃO DE HIDROLASES DE INTERESSE BIOTECNOLÓGICO 



DE FUNGOS FILAMENTOSOS DA AMAZÔNIA” Costa e colaboradores testaram diferentes 
resíduos agrícolas (cascas de castanha-do-pará, mandioca e banana) como substratos 
para produção de hidrolases por fungos filamentosos amazônicos no município de Coari, 
amazonas. 

De autoria de Fernandes e Colaboradores, o capítulo “DIVERSIDADE DE USO 
MEDICINAL DA FLORA EM UMA ÁREA DE CERRADO NA CHAPADA DO ARARIPE, NE, 
BR” realizaram um levantamento da diversidade de plantas medicinais em uma área de 
Cerrado na Chapada do Araripe, e investigaram a percepção da comunidade local sobre 
a aplicabilidade dessa flora em enfermidades e as epistemologias envolvidas nesses 
conhecimentos. Em “ETNOECOLOGIA: TRANSVERSALIDADE PARA A CONSERVAÇÃO 
DE ÁREAS NATURAIS PROTEGIDAS” Dutra e colaboradores desenvolveram um ensaio 
explorando a relevância da transversalidade entre a Etnoecologia e a Educação Ambiental 
para a conservação da biodiversidade de áreas naturais protegidas. 

Albuquerque e colaboradores em “DESEQUILÍBRIOS AMBIENTAIS OCASIONADOS 
POR LIXEIRAS VICIADAS NA CIDADE DE MANAUS – AM” realizaram uma revisão 
da literatura com bases de dados especializadas sobre as problemáticas ambientais 
ocasionadas por lixeiras viciadas na cidade de Manaus – AM. De autoria de Almeida 
Júnior e colaboradores, o capítulo “RESISTÊNCIA AO TRIPES DO PRATEAMENTO 
ENNEOTHRIPS FLAVENS MOULTON (THYSANOPTERA: THRIPIDAE) NOS GENÓTIPOS 
DO AMENDOINZEIRO ARACHIS HYPOGAEA L. ERETO” avaliaram a resistência aos tripés, 
a interação de genótipos e inseticida e o potencial produtivo de genótipos de amendoim. 

No capítulo “AÇÃO DE BIOESTIMULANTES VIA TRATAMENTO DE SEMENTES 
PARA GERMINAÇÃO E DESENVOLVIMENTO DE PLÂNTULAS DE CUCURBITA 
MOSCHATA L.” Matsui e colaboradores avaliaram a emergência e desenvolvimento de 
plântulas de Cucurbita moschata provenientes de sementes tratadas com um bioestimulante 
e um extrato de algas. Veras e colaboradores em “LEVANTAMENTO DE FORMIGAS EM 
ÁREAS ANTROPOMORFIZADAS NA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUÍ, TERESINA 
– PI”, realizaram um levantamento dos gêneros de formigas encontradas em áreas 
antropomorfizadas, especificamente locais de alimentação, na Universidade Estadual do 
Piauí (UESPI), no campus Poeta Torquato Neto, Piauí. 

Silva, Teixeira e Sesterheim em “INFLUÊNCIA DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL 
SOBRE A PRODUÇÃO DE RATOS LEWIS EM UM CENTRO DE PESQUISA” avaliaram a 
influência do enriquecimento ambiental nos índices zootécnicos de unidades reprodutivas 
de ratos Lewis. Em “PROCEDIMENTOS DA BIOLOGIA MOLECULAR UTILIZADAS PARA 
DESVELAR CRIMES” Aguiar e colaboradores apresentam os principais métodos que a 
biologia molecular e a genética forense dispõem para desvendar e entender os diversos 
tipos de crimes por intermédio dos marcadores moleculares. 

Aguiar e colaboradores em “MÉTODO SOROLÓGICO E MOLECULAR DA 
TOXOPLASMOSE” discutem aspectos do diagnóstico sorológico e molecular da 



toxoplasmose. Os autores ainda identificaram a importância do conhecimento sobre a 
infecção pelos profissionais de saúde, visto que o diagnóstico correto resulta da correlação 
das variáveis clínicas com a resultados de análises laboratoriais. Em “PROFISSIONAIS 
DOS CUIDADOS DE SAÚDE, DIGNIDADE HUMANA E BIOÉTICA” Rocha, Chemin 
e Meirelles efetivaram uma revisão bibliográfica apresentando a Bioética como uma 
ferramenta norteadora para compatibilizar as necessidades de pacientes e o respeito a 
profissionais dos cuidados de Saúde, também detentores de dignidade.

No capítulo “O JOGO COMO UMA ESTRATÉGIA DIDÁTICA PARA O ENSINO DA 
EVOLUÇÃO VEGETAL” Fernandes e Souza Júnior analisaram a eficácia do jogo didático 
“Detetive – Evolução Vegetal” no processo de ensino-aprendizagem de estudantes do 
ensino fundamental de uma escola municipal de Ceará-Mirim, Rio Grande do Norte, 
observando a influência da estratégia didática utilizada para a compreensão da evolução 
das plantas através dos seus táxons: briófitas, pteridófitas, gimnospermas e angiospermas. 
Santos, Conceição e Sales no capítulo “JOGO “BINGO DA REVISÃO”: APLICAÇÃO DE 
INSTRUMENTO PEDAGÓGICO NAS AULAS DE CIÊNCIAS NUMA ESCOLA PÚBLICA 
DO MUNICÍPIO DE ALAGOINHAS-BA” avaliaram a relevância do jogo “Bingo da Revisão” 
como uma atividade lúdica para melhoria da aprendizagem e instrumento de revisão para 
os discentes do ensino fundamental, na Escola Estadual Luiz Navarro de Brito, município 
de Alagoinhas, Bahia.

Maximo e Krzyzanowski Júnior no capítulo “AS REDES SOCIAIS NO PROCESSO 
DE BUSCA DE INFORMAÇÕES CIENTÍFICAS NO ENSINO MÉDIO: UM ESTUDO DE 
CASO NAS AULAS DE MICROBIOLOGIA” fizeram um levantamento e verificaram os tipos 
de fontes que estão sendo utilizadas pelos estudantes da educação básica nas pesquisas 
sobre assuntos científicos, com ênfase em temas da microbiologia. No capítulo “A 
EXPERIMENTAÇÃO NO ENSINO DE CIÊNCIAS: EM BUSCA DE UMA APRENDIZAGEM 
SIGNIFICATIVA” Souza e colaboradores apresentam um relato de experiência de ex-
bolsistas do PIBID/UESC-Biologia sobre o desenvolvimento de uma aula prática utilizando 
a metodologia experimentação com turmas do ensino fundamental em uma instituição da 
rede pública de Ilhéus, Bahia. 

Em “DEMOCRATIZAÇÃO DO CONHECIMENTO CIENTÍFICO: A EXPERIÊNCIA 
DO PROJETO “SABERES DA MATA ATLÂNTICA” Agrizzi, Teixeira e Leite apresentam e 
discutem as iniciativas e os impactos alcançados pela proposta de popularização da ciência 
do projeto “Saberes da Mata Atlântica”, desenvolvido pelo grupo de pesquisa BIOPROS, 
da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais. Rodrigues e Sousa em “OBJETOS DE 
APRENDIZAGEM MULTIMÍDIA E ENSINO DE BIOLOGIA: UMA ABORDAGEM SOBRE 
BIOMAS BRASILEIROS” investigaram alguns objetos de aprendizagem destinados ao 
ensino de Biologia, que realizam uma abordagem sobre os biomas brasileiros, analisando 
as abordagens dos conteúdos biológicos, com base em referenciais da área e em suas 
aproximações com documentos oficiais da educação brasileira, propondo sugestões sobre 



suas possibilidades de utilização. 
Em todos os capítulos, percebe-se uma linha condutora envolvendo diversas áreas 

das Ciências Biológicas, como a Microbiologia, Micologia, Biologia Celular e Molecular, 
Botânica, Zoologia, Ecologia, bem como, pesquisas envolvendo aspectos das Ciências 
da Saúde, Ciências Ambientais, Educação em Ciências e Biologia. Espero que os estudos 
compartilhados nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas práticas acadêmicas 
e profissionais, bem como, possibilite uma visão holística e transdisciplinar para as Ciências 
Biológicas em sua total heterogeneidade e complexidade. Desejo a todos uma boa leitura. 

Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: Este trabalho apresenta a influência 
da temperatura de imobilização na velocidade 
e rendimento de imobilização de enzimas 
Frutosiltransferase (FTase, E.C.2.4.1.9) 
extracelulares de Aspergillus oryzae IPT-
301 imobilizadas em sílica gel, assim como 
a atividade recuperada e estabilidade destas 
enzimas imobilizadas em sílica gel e bucha 

vegetal. As FTases foram produzidas por 
fermentação submersa a 30 °C e 200 rpm durante 
64 h. A imobilização das enzimas nos suportes 
foi realizada pelo método de adsorção física 
utilizando velocidade de agitação de 175 rpm 
durante 6 horas. A velocidade de imobilização 
da enzima em sílica em função da temperatura 
foi monitorada mediante determinação das 
atividades de transfrutosilação e hidrolítica 
presentes no sobrenadante durante 6 horas. A 
avaliação da atividade recuperada e estabilidade 
da enzima imobilizada em sílica gel e bucha 
vegetal foi realizada para enzimas imobilizadas 
durante 6 horas a 175 rpm e 35 °C. O rendimento 
de imobilização da FTase suportada em sílica 
gel (85 %) foi maior do que a FTase suportada 
em esponja vegetal (34 %). No entanto, a FTase 
suportada em esponja vegetal apresentou a maior 
atividade recuperada (83,64 %). Além disso, a 
FTase suportada em sílica gel mostrou a maior 
estabilidade operacional após 4 ciclos de reação 
em batelada. Este estudo demonstrou uma forte 
influência da temperatura e dos materiais de 
suporte na imobilização e atividade da FTase, 
bem como seu alto potencial de aplicação para 
produção de frutooligossacarídeos.
PALAVRAS-CHAVE: Frutosiltransferase, 
Aspergillus oryzae IPT-301, Imobilização, Sílica 
gel, Bucha vegetal. 

ABSTRACT: This work presents the influence 
of the immobilization temperature on the 
immobilization speed and yield of extracellular 
Fructosyltransferase (FTase, EC2.4.1.9) enzymes 
of Aspergillus oryzae IPT-301 immobilized on 
silica gel, as well as the activity recovered and 
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stability of these enzymes immobilized on silica gel and vegetable sponge. FTases were 
produced by submerged fermentation at 30 °C and 200 rpm for 64 h. The immobilization 
of enzymes in the supports was carried out by the method of physical adsorption using a 
stirring speed of 175 rpm for 6 hours. The rate of immobilization of the enzyme on silica as a 
function of temperature was monitored by determining the transfructosylation and hydrolytic 
activities present in the supernatant for 6 hours. The evaluation of the recovered activity and 
stability of the enzyme immobilized on silica gel and vegetable sponge was performed for 
enzymes immobilized for 6 hours at 175 rpm and 35 °C. The immobilization yield of the FTase 
supported on silica gel (85 %) was higher than the FTase supported on vegetable sponge (34 
%). However, FTase supported on vegetable sponge showed the highest activity recovered 
(83.64 %). In addition, FTase supported on silica gel showed the highest operational stability 
after 4 batch reaction cycles. This study demonstrated a strong influence of temperature and 
support materials on the immobilization and activity of FTase, as well as its high application 
potential to produce fructooligosaccharides.
KEYWORDS: Fructosyltransferase, Aspergillus oryzae IPT-301, Immobilization, Silica gel, 
Vegetable sponge.

1 | 	INTRODUÇÃO
As enzimas Frutosiltransferase (FTase, E.C.2.4.1.9) catalisam a reação de 

transfrutosilação da sacarose para produção de frutooligossacarídeos (FOS), oligômeros de 
frutose com unidades frutosil ligadas na posição β(2→1) amplamente utilizados na fabricação 
de alimentos, visto que apresentam até 60 % do poder edulcorante da sacarose e oferecem 
numerosos benefícios à saúde humana (YUN, 1996; ANTOŠOVÁ et al., 2008; CHEN et 
al., 2014; ROMANO et al., 2016). Os FOS são açúcares funcionais não cariogênicos, de 
baixa caloria, prebióticos, podem ser consumidos seguramente por diabéticos, favorecem 
o aumento da absorção de cálcio e magnésio, ajudam na eliminação de microrganismos 
patogênicos, na prevenção do câncer de cólon e na redução do colesterol, triacilgliceróis 
e fosfolipídios no sangue (TOKUNAGA et al., 1986; ROBERFROID, 2007 ; YUN, 1996; 
SÁNCHEZ et al., 2008; ZENG et al., 2016; DÍAZ et al., 2011; MOORE et al., 2003; CUERVO-
FERNANDEZ et al., 2007; DOMINGUEZ et al., 2014; GIBSON e ROBERFROID, 1995; 
GANAIE et al., 2014)

A crescente demanda pelo consumo de FOS tem motivado o desenvolvimento 
de biocatalisadores estáveis que permitam a sua produção de forma viável e contínua. 
As enzimas FTase, produzidas por fermentação a partir de fungos, principalmente 
pertencentes aos gêneros Aspergillus e Aureobasidium, são consideradas os principais 
biocatalisadores para produção de FOS por apresentarem principalmente atividade de 
transfrutosilação (At) e baixa atividade hidrolítica (Ah), proporcionando assim altos valores 
da razão  At/Ah e, consequentemente, altas conversões de sacarose em FOS (KIM et al., 
1996; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2004; OLIVEIRA, 2007; CUERVO-FERNANDEZ et al., 
2007). Especificamente, tanto a FTase extracelular como a micelial produzida pelo fungo 
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Aspergillus oryzae IPT-301 tem apresentado elevadas razões At/Ah para concentrações de 
sacarose próximas a 400 g L-1 (PERNA et al., 2018; OTTONI et al., 2012; MAIORANO et al., 
2009; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007).   

No entanto, as enzimas FTase extracelulares apresentam baixa estabilidade 
operacional quando utilizadas em forma solúvel, sendo necessária a sua imobilização em 
suportes externos visando a produção em larga escala de FOS. A imobilização de enzimas 
aumenta sua estabilidade, facilita a sua separação do meio reacional e possibilita o seu reuso 
em ciclos de reação batelada e sua aplicação em sistemas de reação contínuos. Dentre 
os diversos métodos de imobilização de enzimas, a adsorção física tem se destacado por 
ser uma técnica simples, rápida e que não requer da adição de substâncias químicas para 
conseguir a fixação da enzima no suporte (SUGAHARA e VARÉA, 2014; CARVALHO; LIMA; 
SOARES, 2014). O rendimento de imobilização, a atividade enzimática e a estabilidade da 
enzima imobilizada por adsorção dependerão do tipo de suporte utilizado e parâmetros 
como temperatura, pH e velocidade de agitação utilizados durante a imobilização.  As 
principais aplicações desta técnica têm sido reportadas para imobilização de lipases em 
suportes baseados em sílica (SUGAHARA e VARÉA, 2014), sendo reportada sua aplicação 
para imobilização de FTases por Aguiar-Oliveira e Maugeri (2010). A imobilização por 
adsorção apresenta como principal desvantagem a fraca interação entre a enzima e o 
suporte (forças de Van der Waals, hidrofóbicas e de hidrogênio); porém, esta característica 
também permite uma fácil recuperação do suporte para ser reutilizado em novos processos 
de imobilização (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014). 

Diante disso, o presente trabalho apresenta a influência da temperatura de 
imobilização no rendimento de imobilização das FTase extracelulares de Aspergillus oryzae 
IPT-301 imobilizadas em sílica gel, assim como o rendimento de imobilização, atividade 
enzimática e estabilidade destas enzimas imobilizadas em sílica gel e bucha vegetal.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	 Produção de frutosiltransferase microbiana extracelular
A enzima FTase extracelular foi produzida a partir da cepa do fungo Aspergillus 

oryzae IPT-301, fornecida pelo Laboratório de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas 
Tecnológicas do Estado de São Paulo (LBI/IPT-SP), conforme descrito em Cunha et al. 
(2019). Para isso, um pellet contendo aproximadamente 5 g de esporos liofilizados do 
micro-organismo foi ressuspenso em 10 mL de água destilada estéril, e alíquotas de 70 μL 
foram inoculadas em meio sólido contendo (em %, m/v): ágar batata dextrose 2,0, glicerina 
2,5, extrato de levedura 0,5 e glicose 2,5. Após incubação por 7 dias a 30 °C em incubadora 
refrigerada do tipo B.O.D., os esporos produzidos foram coletados por meio de raspagem 
utilizando alça de Drigalski e aproximadamente 10 mL de solução constituída por NaCl 
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0,95 % (m/v) e Tween-80 0,1 % (v/v). A suspensão obtida foi homogeneizada com solução 
de glicerina 20,0 % (m/v), cujo volume foi variável, de modo ajustar a concentração de 
esporos para aproximadamente 1 x 107 esporos.mL-1, quantificado com auxílio de uma 
câmara de Neubauer, seguido de armazenamento sob refrigeração a -12 °C. O meio de 
cultura utilizado para a fermentação e crescimento microbiano foi constituído por (em %, 
m/v): sacarose 15,0, extrato de levedura 0,5, NaNO3 0,5, KH2PO4 0,2, MgSO4.7H2O 0,05, 
MnCl2.4H2O 0,03 e FeSO4.7H2O 0,001 em pH 5,5. Foram distribuídos 50 mL deste meio 
de cultura em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL e autoclavados a 120 °C e 2,022 
atm durante 15 min. Em seguida, foram inoculados 500 μL de suspensão de esporos, 
contendo aproximadamente 1 x 107 esporos.mL-1, no meio de cultura. Após inoculação, 
a fermentação foi conduzida em shaker a 30 °C e 200 rpm durante 64 h. O conteúdo do 
Erlenmeyer foi filtrado em papel do tipo Whatman n°1 com diâmetro de 90 mm e o caldo 
fermentado foi armazenado em tubos para posteriores ensaios de imobilização.

2.2	 Imobilização da FTase em sílica e bucha vegetal
Partículas de Sílica gel (Sigma-Aldrich®) e esponja vegetal, previamente submetida 

a um tratamento alcalino conforme descrito por Paul et al. (2010), foram utilizadas ​​como 
material de suporte. Antes da imobilização, estes materiais foram secos a 60 ° C por 24 
horas. As FTases extracelulares foram imobilizadas nestes suportes mediante metodologia 
adaptada do trabalho de Sugahara e Varéa (2014). Inicialmente, o caldo fermentado e a 
sílica gel (seca) foram adicionados a tubos Falcon na proporção 1:10 (m/v) e mantidos a 
diferentes temperaturas (20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C) e 175 rpm por 6 horas em banho 
Dubnoff (Bunker®, modelo NI 1232). O procedimento foi repetido para a bucha vegetal 
(seca) utilizando a temperatura de 35 °C para imobilização. As misturas foram filtradas a 
vácuo e os suportes com enzimas imobilizadas foram armazenados sob refrigeração. O 
rendimento de imobilização (RI) e a atividade recuperada (AR) foram calculados utilizando 
as Equações (1) e (2), respectivamente (RAMOS et al., 2015).

onde Ati e Atf são as atividades de transfrutosilação do sobrenadante (em U) antes 
e após imobilização, respectivamente; Atd é a atividade de transfrutosilação do derivado de 
suporte da enzima (em U) e AD é a atividade que desaparece durante a imobilização (em 
U).
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2.3	 Determinação das atividades hidrolítica e de transfrutosilação
Para a determinação das atividades enzimáticas foi definida uma unidade de 

atividade de transfrutosilação como a quantidade de enzima que transfere um micromol (1 
μmol) de frutose por minuto sob as condições ensaiadas. Também, definiu-se uma unidade 
de atividade hidrolítica como a quantidade de enzima que libera um micromol (1 μmol) de 
frutose por minuto sob as condições reacionais do ensaio (CUERVO-FERNANDEZ et al., 
2007; GANAIE; GUPTA, 2014; OTTONI et al., 2012; CUNHA et al., 2019). 

Em um tubo foram adicionados 1,2 mL de solução tampão tris-acetato   0,2 mol.L-1, 
pH 5,5 e 3,7 mL de solução de sacarose P.A. 47 % (m/v). Tal mistura foi previamente 
aquecida durante 10 min a 50 °C até atingir o equilíbrio térmico (CUERVO-FERNANDEZ et 
al., 2007; OTTONI et al., 2012;). A seguir, foi iniciada a reação enzimática ao se adicionar 
0,1 mL de caldo fermentado, contendo FTase extracelular solúvel, ou 1 g de FTase 
imobilizada. A reação foi conduzida em banho Dubnoff a 190 rpm, a 50 ºC e por 60 min 
e, posteriormente, interrompida por banho de água fervente durante 10 min, seguida por 
banho de gelo (OTTONI et al., 2012; CUERVO-FERNANDEZ et al., 2007).

Os valores de concentração de frutose liberada [F] e frutose transferida 
(transfrutosilada) [Ft], obtidos durante a reação enzimática, foram calculados pelas 
Equações (3) e (4), respectivamente.

em que [ART] e [G] são as concentrações de açúcares redutores e glicose, 
respectivamente, expressas em μmol L-1. 

A concentração de açúcares redutores (AR) presentes no meio reacional foi 
determinada pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) adaptado de Miller (1959) 
(MALDONADI; CARVALHO; FERREIRA, 2013; SANTOS-MORIANO et al., 2015), ao passo 
que a concentração de glicose, presente no meio reacional, foi determinada pelo método 
colorimétrico (kit enzimático) GOD-PAP (CUNHA et al., 2019; GANAIE; GUPTA, 2014; 
VEGA; ZÚNIGA-HANSEN, 2011; OLIVEIRA, 2007). 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	 Influência da temperatura de imobilização na velocidade de adsorção 
A Figura 1 apresenta o perfil da atividade de transfrutosilação (At) da enzima solúvel 

(livre), presente no sobrenadante, em função do tempo e temperatura de imobilização. 
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Observa-se uma queda de At para todas as temperaturas ao longo do tempo. Esta queda 
de atividade no sobrenadante está relacionada com a quantidade de enzima transferida 
do sobrenadante para a superfície do material de suporte. Observa-se também que o 
aumento da temperatura de imobilização favoreceu uma queda mais rápida da atividade do 
sobrenadante, indicando assim uma maior velocidade de adsorção da FTase na sílica gel. 
Este comportamento pode ser atribuído a que em processos de adsorção, a temperatura 
afeta a constante de velocidade de adsorção. O aumento na temperatura de imobilização 
pode aumentar a energia cinética das espécies a serem adsorvidas (JIMENEZ; BOSCO; 
CARVALHO, 2004). Ademais, o aumento da temperatura aumenta a taxa de difusão das 
moléculas a serem aderidas ao suporte, devido à diminuição na viscosidade da solução 
e também pode causar uma desobstrução de poros no interior do suporte, permitindo 
a difusão de moléculas maiores (DOGAN; ALKAN; DEMIRBAS, 2006).  Além disso, 
é possível observar que para as temperaturas mais altas (30 °C e 35 °C) a queda de 
atividade é mais acentuada no início do processo de imobilização, tendendo em seguida a 
uma diminuição de atividade mais lenta, indicando maior rapidez para atingir a estabilidade. 
Este comportamento pode ser atribuído a uma possível saturação do suporte, sugerindo 
que não é necessário estender o processo de imobilização por mais tempo.

Além disso, observou-se que a At do controle (enzima solúvel, sem suporte) se 
manteve praticamente constante ao decorrer das seis horas de imobilização, apresentando 
uma pequena queda inicial. Esta queda pode ser atribuída à instabilidade da enzima livre, 
uma vez que as enzimas possuem baixa estabilidade quando removidas de seu ambiente 
natural (CHAPLIN; BUCKE, 1990; SHULER, 2002)

Figura 1- Atividade de transfrutosilação (At) no sobrenadante em função da temperatura e do 
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tempo de imobilização para monitoramento da imobilização de FTase extracelular em sílica gel.

Similarmente, a Figura 2 apresenta os perfis cinéticos de imobilização para a 
atividade hidrolítica (Atℎ), presente no sobrenadante. Para todas as temperaturas avaliadas, 
a atividade hidrolítica relativa permaneceu entre 90 % e 100 % como tempo, apresentando 
pequenos acréscimos na primeira hora de imobilização. Este resultado suporta o fato de 
que há, possivelmente, diferentes enzimas presentes no caldo fermentado, e que a FTase, 
enzima com atividade de transfrutosilação (CUNHA, 2017), apresentou maior afinidade 
pela sílica-gel, sugerindo inclusive uma possível purificação da enzima durante o processo 
de imobilização. Antošová e Polakovič (2001) reportaram que a principal diferença entre as 
enzimas frutosiltransferase (FTase) e β-frutofuranosidase (FFase) é que a FTase possui 
alta atividade de transfrutosilação, alta afinidade pela sacarose ou FOS como aceptores de 
grupos frutosil e menor afinidade com a água. Como essas enzimas possuem atividades 
hidrolíticas e de transfrutosilação, é difícil separá-las e classificá-las, uma vez que as duas 
atividades podem ocorrer concomitantemente em uma mesma enzima de uma mesma 
fonte. No entanto, L’Hocine et al. (2000) e Hayashi et al. (1990) isolaram essas enzimas e 
constataram que a FFase apresentou apenas atividade hidrolítica e que a FTase apresentou 
apenas atividade de transfrutosilação. Além disso, como a FTase está sendo adsorvida em 
sílica-gel, o aumento da atividade hidrolítica pode ser explicado como uma compensação 
da perda de atividade de transfrutosilação no caldo fermentado, uma vez que há uma 
diminuição da competição entre as enzimas com as atividades de transfrutosilação e 
hidrolítica.

Figura 2- Atividade hidrolítica (Ah) no sobrenadante em função da temperatura e do tempo de 
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imobilização para monitoramento da imobilização de FTase extracelular em sílica gel. 

3.2	 Influência da temperatura de imobilização no rendimento de imobilização 
A Tabela 1 apresenta o rendimento de imobilização da enzima adsorvida em sílica 

gel para cada temperatura de imobilização utilizada. Os cálculos foram realizados conforme 
descrito no tópico 2.2, baseando-se na atividade de transfrutosilação inicial e final (após 6 
horas de imobilização) do caldo fermentado. Observou-se que o aumento de temperatura 
de imobilização permitiu a obtenção de maiores rendimentos de imobilização, conforme 
observado também na Figura 1. 

Tabela 1. Rendimento de imobilização da FTase em sílica gel e bucha vegetal após 6 horas de 
imobilização em função da temperatura

Oliveira (2007) reportou um rendimento de imobilização de 97,76 % ao imobilizar 
FTase extracelular de Rhodotorula sp. por adsorção, em suporte inorgânico composto por 
nióbio e grafite. Nesse estudo também foram testados outros suportes, sendo um deles 
a sílica enxertada com zircônio. Primeiramente, foi utilizado o método de adsorção com 
rendimento de 80 %; entretanto, após 72 horas, sob refrigeração, a atividade caiu para 5 % 
da atividade inicial. Ao realizar a imobilização por ligação covalente, alcançou-se rendimento 
de 70 %, porém, quando submetido a 72 h de refrigeração, a atividade caiu para 35 % do 
valor inicial. A adsorção física também foi empregada em diferentes trabalhos envolvendo 
a enzima lipase. Destaca-se o estudo realizado por Paula et al. (2008) em que a lipase 
de Candida rugosa foi imobilizada em matriz híbrida de polissiloxano álcool polivinílico, 
com rendimento de imobilização de 96,50 %. Ferreira (2017) estudou a imobilização da 
lipase de Geotrichum candidum em diversos suportes e por diferentes métodos, sendo que 
para a imobilização por adsorção física em sílica aerosil®, foi obtido um rendimento de 
imobilização de 100 % para a enzima purificada. Similarmente, Sugahara e Varéa (2014) 
reportaram um rendimento de imobilização de 94,8 % para a adsorção de lipase extracelular 
de Beauveria bassiana em sílica gel.
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Observa-se também na Tabela 1 que o rendimento de imobilização da FTase 
suportada em sílica gel (85 %) foi muito maior do que o rendimento de imobilização da 
FTase suportada em esponja vegetal (34 %). Esse resultado pode ser atribuído à alta área 
superficial da sílica gel (391,98 ± 2,66 m2 g-1). 

3.3	 Atividade recuperada e estabilidade operacional da enzima imobilizada
A Tabela 2 apresenta os valores de atividade recuperada e estabilidade operacional 

da FTase imobilizada durante 6 horas a 35 °C na sílica gel e bucha vegetal. Pode ser 
observado que apesar dos maiores rendimentos de imobilização obtidos com a sílica gel, 
a FTase suportada em sílica apresentou uma atividade recuperada consideravelmente 
menor à atividade apresentada pela FTase imobilizada na bucha vegetal. Este resultado 
pode ser atribuído a limitações difusionais da sacarose no interior dos poros da sílica. 
Ferreira et al. (2018) reportou que suportes hidrofílicos como a sílica podem apresentar 
agregados e estruturas tridimensionais que podem causar restrições ao transporte das 
moléculas de substrato até o sítio catalítico. Nesse estudo, inclusive, os autores reportaram 
um rendimento de imobilização de 100 % e uma atividade recuperada de 3,8 % para a 
lipase de Geotrichumn candidum imobilizada em sílica aerosil®.

Tabela 2. Atividade de transfrutosilação recuperada e estabilidade operacional da FTase 
imobilizada durante 6 horas a 35°C

Na Tabela 2 também é possível observar que, a FTase suportada em bucha vegetal 
apresentou estabilidade operacional consideravelmente inferior à FTase imobilizada em 
sílica, sugerido uma maior interação entre a enzima e a superfície da sílica, que possibilitou 
maior resistência à desativação e ao arraste após quatro ciclos de reação em batelada. No 
entanto, é importante destacar que a FTase suportada em esponja vegetal pode permitir 
uma maior conversão de sacarose em FOS em apenas um ciclo de reação, uma vez que 
apresentou maior atividade recuperada (Tabela 2).

4 | 	CONCLUSÃO
O processo de imobilização de enzimas FTase extracelulares de Aspergillus oryzae 

IPT-301 em sílica gel por adsorção física mostrou grande dependência da temperatura e do 
suporte de imobilização. O rendimento e velocidade de imobilização das FTase em sílica 
gel mostraram elevados incrementos com o aumento da temperatura de imobilização. O 
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maior rendimento foi obtido a 35 °C, sendo o período de 6 horas o tempo suficiente para 
atingir a estabilidade no processo de imobilização nesta temperatura. O rendimento de 
imobilização e estabilidade operacional da FTase imobilizada em sílica foram superiores 
do que os apresentados pela FTase imobilizada em bucha vegetal. No entanto, a FTase 
imobilizada em bucha vegetal apresentou maior atividade recuperada. Estes resultados 
demonstram um alto potencial de aplicação da sílica gel e bucha vegetal como materiais de 
suporte da enzima FTase visando a produção de frutooligossacarídeos.
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