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GENIPINA COMO AGENTE ATIVADOR DE ESFERAS DE QUITOSANA COMO 

SUPORTE PARA A IMOBILIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

Autor: Elí Emanuel Esparza Flores 

Orientador: Plinho Francisco Hertz 

 

RESUMO 

 Neste trabalho foi estudado o efeito de diversas variáveis implicadas na reação 

entre a genipina e a quitosana para seu uso em imobilização enzimática. A temperatura 

de reação, pH, tempo e concentração de genipina foram avaliados para a ativação do su-

porte e a -galactosidase de Aspergillus oryzae foi usada como modelo. O resultado do 

processo de imobilização foi caracterizado pelos parâmetros de imobilização e cinética 

enzimática, assim como por sua estabilidade térmica e operacional. Foi encontrado que 

em pH alcalino (9,0), a 60 ºC por 1 h, resultou em uma atividade recuperada de 37,5 %. 

Também com a estabilidade térmica se determinou um fator de estabilização de 2,0 a 50 

ºC para a enzima imobilizada; em processo de batelada, a enzima imobilizada manteve o 

100 % da atividade relativa inicial durante 40 ciclos. Esta pesquisa mostrou, pela primeira 

vez, um estudo completo sobre os parâmetros que afetam o processo de ativação do su-

porte e a possível estrutura formada entre a genipina e a quitosana. 
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GENIPIN AS ACTIVATOR AGENT ON CHITOSAN BEADS AS SUPPORT FOR EN-

ZYMATIC IMMOBILIZATION 

 

Author: Elí Emanuel Esparza Flores 

Advisor: Plinho Francisco Hertz 

 

ABSTRACT 

 

In this work, we studied the effect of some variables in the reaction of genipin and 

chitosan, aiming at enzymatic immobilization. Reaction temperature, pH, time and gen-

ipin concentration were evaluated for support activation and β-galactosidase from Asper-

gillus oryzae was used as enzyme model. The resulting immobilized preparation was 

characterized by immobilization and kinetic parameters and thermal and operational sta-

bility. It was found that support activation at alkaline pH (9.0), at 60 ºC by 1 h, resulted 

in an activity recovery of 37.5 %. The thermal stability showed a stabilization factor of 

2.0 at 50 ºC for the immobilized enzyme; on batch process, the immobilized preparation 

kept 100 % of its relative initial activity during 40 reaction cycles. This research shows, 

for the first time, a complete study about the parameters that affect the support activation 

process and the possible structure formed between genipin and chitosan. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A imobilização de enzimas vem ganhando cada vez mais destaque com muitas 

possibilidades de aplicação na indústria de alimentos. As vantagens que oferece, como a 

reutilização do catalisador e a possibilidade de uso em processos contínuos, a estabilidade 

térmica e operacional e, por consequência, a diminuição nos custos de produção e a ob-

tenção de produtos com características diferenciadas, faz com queseja atrativa esta apli-

cação. 

Para escolher um material de suporte deve ser levado em conta a aplicação, sobre-

tudo para decidir a natureza e o formato do mesmo. Esferas de quitosana já vem sendo 

utilizadas por sua versatilidade, grande área superficial, porosidade, por não apresentar 

toxicidade e por disponibilizar agrupamentos amina para reagir tanto com o agente ativa-

dor quanto com a enzima no processo de adsorção e ligação da mesma.Entre os agentes 

ativadores, um dos mais utilizados com quitosana é o glutaraldeído porém, este possui a 

desvantagem de ser tóxico. Alternativamente, tem sido relatado como agente de entrecru-

zamento para ativação de suporte, a genipina, uma molécula extraída de diversas plantas, 

sendo feita a extração no nosso laboratório, por método enzimático, do fruto do jenipapo 

(Genipa americana). 

A genipina não apresenta toxicidade e diversos artigos referem características que 

a fazem segura para uso em alimentos. No entanto, grande parte dos estudos sobre a ge-

nipina são para aplicação biomédica.Em contraste, poucos estudos têm avaliado os fatores 

que influenciam na forma em que a genipina polimeriza e reage com a quitosana, sendo 

a maioria para aplicação em engenharia de tecidos e sobretudo avaliando apenas o pH.  

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar diversos fatores que impactam 

a forma como a genipina vai reagir com a quitosana: avaliar concentração de genipina, 

tempo, temperatura e pH na ativação do suporte; verificar a melhor concentração de en-

zima no processo de imobilização; realizar a caracterização dos derivados por calorime-

tria e determinar a estabilidade térmica e operacional da enzima imobilizada. 

Foi utilizada a enzima β-galactosidase de Aspergillus oryzae como modelo para 

entender a formação de espaços específicos e disponibilização de agrupamentos reativos 

para a melhor imobilização da enzima em termos de rendimento, eficiência e atividade 

recuperada. Além disso, foram feitas análises de estabilidade térmica, operacional e ca-

racterização para conhecer melhor as propriedades do derivado. 
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Em um segundo momento, paraaproveitar a versatilidade da quitosana e a possi-

bilidade de modificar sua estrutura física, foram fabricadas esferas porosas de quitosana 

usando carbonato de sódio como indutor de porosidade com o intuito de aumentar a área 

superficial do suporte para melhorar o rendimento e aprimorar os outros parâmetros de 

imobilização. Para este segundo trabalho, ainda em andamento, foram realizados testes 

de concentração de carbonato de sódio, tempo, temperatura e concentração de genipina 

na ativação do suporte e também foram feitas análises de estabilidade térmica do deri-

vado, termogravimetria e calorimetria diferencial. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

2.1.1. Aplicação industrial das enzimas 

 

 As enzimas são proteínas encontradas tanto em plantas como em animais e mi-

crorganismos(LIU; CHEN; SHI, 2018), consideradas catalisadores biológicos sustentá-

veis, uma vez que são biocompatíveis, biodegradáveis e procedentes de fontes renová-

veis. Além disso, possuem uma alta atividade catalítica, seletividade e especifici-

dade(GASCÓN et al., 2018; ZHANG et al., 2018). Os processos enzimáticos são condu-

zidos, em sua maioria, em condições moderadas de pH, temperatura e pressão atmosfé-

rica, em meio aquoso e com altas taxas reacionais e seletividades. Ainda, os processos 

enzimáticos proporcionam rotas sintéticas mais econômicas, que geram menos resíduos 

e são mais eficientes energeticamente do que a síntese orgânica convencional(HAM-

MER; KNIGHT; ARNOLD, 2017). 

 Em contraste, a aplicação industrial de enzimas oferece certas dificuldades, prin-

cipalmente relacionadas à baixa estabilidade térmica e operacional(GENNARI et al., 

2018; LI et al., 2018) e dificuldade de recuperação e reutilização do biocatalisador, assim 

como a contaminação do produto final com a enzima(LI et al., 2015; SOL; VR, 2018). 

Para isto, a imobilização e a engenharia de proteínas são alternativas que prometem au-

mentar a estabilidade frente às enzimas livres e com isso aumentar as possibilidades de 

aplicações na indústria(BERNAL; RODRÍGUEZ; MARTÍNEZ, 2018; ZAAK; SASSI; 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018). Imobilização enzimática é definida como um pro-

cesso no qual uma enzima solúvel é confinada num espaço e/ou matriz que a torna inso-

lúvel e reutilizável(CAO, 2005). 

 A imobilização oferece importantes vantagens frente à utilização da enzima livre, 

tais como: manipulação das enzimas, separação do meio reacional, reutilização do cata-

lisador e com isso consegue-se diminuir os custos, empregar a operação contínua em 

biorreatores, evitar alergenicidade e até um ganho na estabilidade(MEI; HAN; WU, 

2018)tanto sob condições de armazenamento ou operacionais, em relação a desnaturação 

por calor, por solventes orgânicos ou por autólise; todo o anterior deriva numa grande 

melhoria na produtividade do bioprocesso(KLEIN et al., 2016; REMPEL et al., 2018; 

SHELDON; VAN PELT, 2013) além disso, idealmente o suporte oferece uma favorável 
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interação e grande superfície de contato com a enzima sem alterar sua bioatividade(GAS-

CÓN et al., 2018). As enzimas imobilizadas têm sido aplicadas em diferentes áreas como 

a medicina, indústria farmacêutica, indústria alimentícia, tratamento de efluentes, têxteis, 

desenvolvimento de biocombustíveis, entre outras(BERNAL; RODRÍGUEZ; 

MARTÍNEZ, 2018; KRIŽNIK et al., 2018). 

 

2.1.2. Métodos de imobilização de enzimas 

 

 Os métodos de imobilização podem ser divididos em três categorias: ligação a um 

suporte, inclusão (ou encapsulação) e entrecruzamento(CHEN et al., 2018b; SHELDON; 

VAN PELT, 2013). Porém, nem sempre um método só é ideal para todas as moléculas e 

propósitos, considerando a complexidade e diversidade de estruturas proteicas(SOL; VR, 

2018).Dessa forma, a seleção do método torna-se de grande importância, pois determina 

os parâmetros de imobilização e as características da reação catalisada. 

 

A encapsulação é a inclusão de uma enzima em redes poliméricas, geralmente 

matrizes poliméricas, ou membranas como fibras ocas ou microcápsulas. Neste caso, pre-

vine-se a perda de enzima(MELLER; SZUMSKI; BUSZEWSKI, 2017). 

 O entrecruzamento de agregados ou cristais enzimáticos, empregando um rea-

gente bifuncional como o glutaraldeído, a genipina e o polivinil álcool, é utilizado para 

preparar macropartículas livres de suporte. O uso de um suporte leva, inevitavelmente, a 

uma diluição da atividade, devido à introdução de uma porção não-catalítica. Entretanto, 

sendo formada uma monocamada de enzima na superfície do suporte(SOL; VR, 2018),as 

vantagens são muito maiores perante os outros dois mecanismos mencionados, uma vez 

que proporcionam uma alta concentração de atividade enzimática no biocatalisador. 

Pode-se ainda melhorar a estabilidade e, por consequência, permitir uma alta taxa de reu-

tilização da enzima e do suporte(SHELDON; VAN PELT, 2013). 

Entrecruzamento Ligação a um suporte 

Enzima 

Inclusão. Ex.: sílica sol gel 

Fig. 1 Métodos de imobilização enzimática, adaptado de SHELDON &VAN PELT, (2013). 
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2.1.2.1. Relação entre a estabilidade da enzima e tipo de ligação 

 

 A estabilidade de uma enzima imobilizada está relacionada a diversos fatores 

como o número e a natureza das ligações entre o suporte e a enzima, o grau de confina-

mento da enzima, a orientação(URRUTIA et al., 2018b), o micro ambiente gerado entre 

a enzima e o suporte e as condições de imobilização(CAO, 2005). 

As ligações podem ser de natureza física como interações de Van Der Waals, li-

gações de hidrogênio, interações iônicas e hidrofóbicas, assim como inclusão física.O 

método da inclusão física é limitado pela tendência de dessorção da enzima do suporte e 

alta sensibilidade às condições do ambiente. Já as técnicas de natureza química ou por 

ligação covalente(POORAKBAR et al., 2018; SOL; VR, 2018) diminuem a possibilidade 

de dessorção, pois as ligações multipontuais geradas por este método oferecem uma alta 

estabilização da enzima(NADAR; RATHOD, 2018). Contudo, este tipo de imobilização 

pode gerar muitos pontos de ligação, ocasionando uma distorção do biocatalisador, obs-

trução do sítio ativo e por consequência problemas de acesso do substrato ao sítio ativo; 

diminuindo assim a atividade do derivado(DUARTE et al., 2017; MIGNEAULT et al., 

2004a; RODRIGUES et al., 2013; TANRISEVEN; ASLAN, 2005; WAHBA; 

SOLIMAN, 2018; ZHANG; ROCHEFORT, 2011).  

O número de ligações, o tipo e a orientação delas afetará diretamente a estabili-

dade e a eficiência da imobilização, pois tem um efeito direto na atividade da enzima 

imobilizada e por consequência na atividade recuperada final do derivado. A orientação 

da enzima depende em primeira instância da interação física e química do suporte com o 

agente ativador e depois dos grupos gerados disponíveis para favorecer uma reação co-

valente multipontual entre o suporte ativado e a enzima(RODRIGUES et al., 2013; 

URRUTIA et al., 2018a). 

 

2.1.2.2. Relação entre estabilidade da enzima e tipo de suporte 

 

 A efetividade da imobilização é governada principalmente pelas características e 

propriedades tanto da enzima como do suporte de imobilização. As interações entre os 

dois proporciona propriedades químicas, bioquímicas, mecânicas e cinéticas específicas. 
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Os materiais mais comumente utilizados como suportes são: sílica gel, polímeros orgâni-

cos, polímeros naturais, vidro poroso, carvão ativado, sílica mesoporosa, nanotubos de 

carbono, coordenados entre metais e materiais orgânicos, etc.(HU et al., 2018). 

A eleição do material de suporte vai depender também das características da en-

zima, do bioprocesso e dos parâmetros aos quais o sistema será submetido, visto que a 

escolha de um material inadequado pode provocar diluição, lixiviação e desintegração do 

suporte dificultando assim a recuperação e purificação dos produtos. Além disso, o ma-

terial de suporte deve apresentar uma boa interação com a enzima a ser imobilizada(MEL-

LER; SZUMSKI; BUSZEWSKI, 2017; SHELDON; VAN PELT, 2013). 

 

2.2. IMOBILIZAÇÃO EM SUPORTES POLIMÉRICOS 

 A seleção do material de suporte é muito importante pois oferece uma superfície 

química e fisicamente compatível com a enzima e define grandemente a funcionalização 

do biocatalisador(BERNAL; RODRÍGUEZ; MARTÍNEZ, 2018). A estrutura e proprie-

dades do suporte são fundamentais, pois afetarão o desempenho da enzima imobilizada. 

Os biopolímeros naturais representam uma alternativa como suporte de imobili-

zação, visto quesão economicamente viáveis e  apresentam grande versatilidade de for-

matos (esferas, filmes, estruturas nanométricas, entre outros)(POORAKBAR et al., 2018; 

ROSENTHAL et al., 2018). Carboidratos insolúveis como celulose, amido, dextranas, 

agarose e quitosana, bem como proteínas como albumina e gelatina, têm sido amplamente 

utilizados como suportes para imobilização de enzimas(CAO et al., 2016; CUI et al., 

2014). 

 

2.2.1. A quitosana 

 

 Quitosana é um polissacarídeo natural, linear e catiônico, formado por unidades 

de D-glicosamina e N-acetil-D-glicosamina unidas por ligações β-(14), ligaçãoesta que 

é produzida pela desacetilação alcalina da quitina(PELLÁ et al., 2018; RUI et al., 2017).A 

quitosana é o segundo polímero mais abundante na natureza depois da celulose(CHEN et 

al., 2018b; MORAN et al., 2018) e é amplamente distribuída em organismos vivos, in-

cluídos cascos de crustáceos, cutícula de insetos, cefalópodos, nematódeos parasitas e na 

parede celular de fungos(SHINYA; FUKAMIZO, 2016). Ainda, é um bioproduto da in-

dústria pesqueira(KURNIASIH et al., 2018). Dado que a quitina tem uma hidrosolubili-

dade muito baixa e limitada utilidade, é necessária a derivação à quitosana que é muito 
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mais estudada e aplicada, sobretudo na área biomédica(CHANPHAI; TAJMIR-RIAHI, 

2018; SAYED; MILLARD; JARDINE, 2018). 

 A quitosana foi isolada pela primeira vez em 1811, produzida a partir de quitina 

de cogumelos, pelo professor Henri Branconnot. Depois Rougeut (1859) descobriu o tra-

tamento alcalino necessário para obter quitosana solúvel e só em 1894 Hoppe-Seyler no-

mearam o derivado como quitosana(MORAN et al., 2018). 

 

2.2.1.1. Propriedades, modificações e aplicações da quitosana 

 

As propriedades químicas da quitosana são determinadas pela massa molecular e 

pelo grau de desacetilação, o qual define a taxa de solubilidade do polímero.Quanto mais 

desacetilado, menos hidrossolúvel (RIOS et al., 2018) e mais viscoso. A massa molecular 

pode ser baixa (70 kDa), média (190 – 310 kDa) ou alta (500 kDa)(CARVALHO et al., 

2018). 

É um dos polímeros mais estudados por sua natureza inerte, baixo custo, hidrofo-

bicidade, não toxicidade(KAUSHAL; SINGH; ARYA, 2018), caráter bacteriostático, e 

forte adesividade(XIONG et al., 2018).É atrativo também por sua versatilidade, biocom-

patibilidade(MEI; HAN; WU, 2018), hemocompatibilidade(OUERGHEMMI et al., 

2018) e biodegradabilidade(CHEN et al., 2018b; ZUBAREVA et al., 2017); característi-

cas que fazem com que seja ideal para ser utilizado em bioprocessos(MELLER; 

SZUMSKI; BUSZEWSKI, 2017) e inclusive para liberação controlada de fárma-

cos(CHANPHAI; TAJMIR-RIAHI, 2018). 

A quitosana tem sido utilizada como agente antimicrobiano. Em alguns casos, é 

utilizada em combinação com outro polímero orgânico ou inorgânico para produzir filmes 

com uma expressiva ação antimicrobiana. Entretanto seu uso está limitado pela baixa 

solubilidade em água e alta solubilidade em soluções ácidas(CARVALHO et al., 2018; 

KURNIASIH et al., 2018). 

A modificação química, além de dar estabilidade ao polímero, também lhe confere 

novas características para diversas aplicações(MORAN et al., 2018). Por exemplo, a car-

boxilação da quitosana tem sido usada para aumentar a solubilidade em água e, ao mesmo 

tempo, tem uma capacidade antifúngica maior do que aquela apresentada pela quitosana. 

Dessa forma, a carboxilação da quitosana pode ser usada em gazes na área biomé-

dica(KURNIASIH et al., 2018). 
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De modo semelhante, a succinilação confere uma maior solubilidade à quitosana 

em meios ácidos e alcalinos, alta capacidade de retenção de água, alta capacidade antio-

xidante, habilidades quelantes e com isso uma extensa utilização do succinil-quitosana 

em aplicações biomédicas(RIOS et al., 2018). Asulfonação da quitosana forma um com-

posto que, segundo a literatura, possui propriedades antibacterianas, anti-HIV-1, redução 

de absorção proteíca no sangue, anticoagulante e capacidade anti-trombogênica com ati-

vidade comparável à heparina(OUERGHEMMI et al., 2018). 

O 6-deoxy-6-amino quitosana tem sido usado como transportador de genes com 

uma atividade antimicrobiana melhor do que o polímero original, efetivo contra Sta-

phyllococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa e Aspergillus niger(SA-

YED; MILLARD; JARDINE, 2018). 

A quitosana também foi modificada usando 1-(3-aminopropil)-imidazol e depois 

funcionalizada com bromoetano, 2-bromoetanol, 2-bromoetilamina hidrobromida, ácido 

cloroacético, 8-bromo-1-octanol e 12-bromododecan-1-ol para depois acoplar nanopartí-

culas de Fe3O4 e imobilizar lipase pancreática porcina(SUO et al., 2018). 

A reação da quitosana com moléculas como a da genipina confere uma capacidade 

antioxidante,sendo também amplamente estudada para aplicações biomédicas(HOBBS et 

al., 2018; SHANMUGAM et al., 2018). Este complexo genipina-quitosana também apre-

senta um aumento na estabilidade mecânica ena porosidade do derivado, assim como a 

quantidade de grupos disponíveis para ligar com proteínas no caso da imobilização enzi-

mática(MUZZARELLI et al., 2015). 

 

2.2.2. Quitosana como material de suporte para enzimas 

 

Como suporte para imobilização de enzimas, a quitosana oferece uma série de 

características desejáveis, incluindo: alta afinidade por proteínas, disponibilidade de gru-

pos funcionais para a reação direta com enzimas ou para modificação química, hidrofili-

cidade, resistência à degradação química, propriedades antimicrobianas e facilidade de 

preparação em uma variedade de formas físicas (CAVELLO; CONTRERAS-

ESQUIVEL; CAVALITTO, 2014; RUI et al., 2017). Outra característica muito impor-

tante da quitosana é a sua porosidade, pois permite a imobilização de enzimas não apenas 

na superfície do suporte como também nos poros formados, aumentando assim o rendi-

mento do processo de imobilização(COSCOLÍN et al., 2018). 
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O tratamento da quitosana com agentes de entrecruzamento aumenta a estabili-

dade mecânica, sua capacidade de adsorção e previne sua dissolução em soluções áci-

das(CHEN et al., 2009; CUI et al., 2014). Principalmente, este tratamento oferece grupos 

reativos para ligar com a enzima, criando um microambiente propício para que o bioca-

talisador seja funcional. 

A quitosana pode ser ativada ou funcionalizada com o objetivo de obter uma imo-

bilização covalente mais forte(PELLÁ et al., 2018). Essa ativação pode ser obtida por 

vários agentes como glutaraldeído(KAUSHAL; SINGH; ARYA, 2018), metil aciloil gli-

cina(PELLÁ et al., 2018), glicidol ou epicloridina (RODRIGUES et al., 2008), L-lisina 

(AYHAN; AYHAN; GULSU, 2012), tripolifosfato(CARVALHO et al., 2018; CHEN et 

al., 2018a), p-benzoquinona(TALEKAR et al., 2013), dextrano polialdeído(MATEO et 

al., 2004), diglicidil éter, diisocianato(MUZZARELLI et al., 2016), genipina(MA et al., 

2013; MI et al., 2003; MUHAMAD et al., 2011; MUZZARELLI, 2009; MUZZARELLI 

et al., 2015; NERI-NUMA et al., 2017), entre outros. 

A quitosana tem sido utilizada como material de suporte para diversas enzimas 

como:  

 catalase de fígado bovino em quitosana e um complexo de quitosana-bentonita 

usando glutaraldeído como agente de entrecruzamento(KAUSHAL; SINGH; 

ARYA, 2018); 

 um complexo de alcalase de Bacillus subtilis e tripsina pancréatica de porco uti-

lizando nanopartículas magnéticas de Fe3O4 cobertas de quitosana e ativadas com 

tripolifosfato sódico(CHEN et al., 2018a); 

 bromelina em acoplados de quitosana-montmorilonita, -sepiolita e –bentonita fo-

ram ativados com glutaraldeído(BENUCCI et al., 2018); 

 α-amilase de Aspergillusoryzae usando esferas de quitosana-montmorilonita ati-

vadas com glutaraldeído(MARDANI et al., 2018); 

 α-glicosidase de Aspergillusniger foi imobilizada também em nanopartículas 

magnéticas de Fe3O4 cobertas com quitosana e ativadas com glutaraldeído(LIU; 

CHEN; SHI, 2017); 

 o conjunto de alcane hidroxilase e lipase de Alcanivorax borkumensis em quito-

sana ativada com tripolifosfato(KADRI et al., 2018); 
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 α-galactosidase isolada de tomate foi também imobilizada em esferas de quitosana 

usando glutaraldeído como ativador do suporte e derivatizadas com ácido amino-

fenilborónico para aumentar a afinidade pela enzima(DEMIR; ÖNAL, 2018); 

 lipase de Candida rugosa foi imobilizada em quitosana funcionalizada com glu-

taraldeído(ALAMSYAH et al., 2017); 

 lipase de Candida rugosa e β-galactosidase de Kluyveromyces lactis em micro-

partículas de quitosana-magnetita e ativadas com glutaraldeído(POSPISKOVA; 

SAFARIK, 2013); 

 β-galactosidase de A. oryzae em quitosana funcionalizada com glutaraldeído e 

com epicloridina(URRUTIA et al., 2018a); 

 β-galactosidase de A. oryzae foi imobilizada em esferas de quitosana suplementa-

das com Na2CO3 para aumentar a porosidade do suporte e usando glutaraldeído 

como agente de entrecruzamento(WAHBA, 2018); 

 β-galactosidase de Bacillusstearothermophilus e de Alkalilactibacillus ikkense em 

nanofibras de quitosana e foram funcionalizadas com polivinil álcool(HAGHJU; 

BARI; KHALED-ABAD, 2018); 

 β-galactosidase de Bacilluscirculans foi imobilizada em esferas de quitosana fun-

cionalizadas com glutaraldeido(DUARTE et al., 2017). 

 

2.3. A GENIPINA 

 A quitosana possui grupamentos amino disponíveis para a imobilização, mas estes 

grupamentos podem ser modificados pela introdução de reagentes bifuncionais que pro-

movem a ligação cruzada entre a enzima e o suporte. A genipina pode ser utilizada para 

este fim, tendo a vantagem de ser de 5.000 a 10.000 vezes menos tóxica em comparação 

ao glutaraldeído, agente normalmente utilizado(MUZZARELLI, 2009; MUZZARELLI 

et al., 2015, 2016; SUNG et al., 1999; TEIMOURI et al., 2019). 

 A genipina é uma iridoide glicosídeo aglicona(HOBBS et al., 2018)e pode ser 

obtida por métodos enzimáticos, químicos e físicos(CAVELLO; CONTRERAS-

ESQUIVEL; CAVALITTO, 2014; MONTA et al., 2015) a partir do geniposídeo presente 

nos frutos Castilleja tenuiflora, Bellardiatrixago, Eucommiaulmoides. Mais comumente, 

a genipina é obtida a partir da Gardeniajasminoides J. Ellis (gardênia)(BELLÉ et al., 

2018; KO et al., 2017; LEE et al., 2018), uma planta da família das Rubiaceae e originária 
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da Ásia(SHANMUGAM et al., 2018), ou também a partir da Genipa americana L. (ge-

nipapo), planta nativa de regiões que vão desde o sul do México passando pela América 

Central e até o norte do Brasil(BRAUCH et al., 2016), estando presente tanto no endo-

carpo quanto no mesocarpo do jenipano e representando mais do 70 % do total dos iri-

doides presentes na fruta(BELLÉ et al., 2018). 

 

2.3.1. Propriedades da genipina 

 

Devido à sua biocompatibilidade única, uma grande vantagem do uso da genipina 

é que ela pode ser utilizada diretamente em tecidos vivos(PELLÁ et al., 2018). Também 

apresenta uma citotoxicidade muito baixa (5000 – 10000 vezes menos) comparada com 

outras substâncias convencionalmente utilizadas como agentes de entrecruzamento como 

o glutaraldeído e compostos epóxi (MUZZARELLI et al., 2015). Ainda, a genipina possui 

propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias, antitumorais(SUN et al., 2018), antide-

pressivas(HOBBS et al., 2018), antifúngicas(KO et al., 2017) e antiangiogênicas. Écon-

sideradaum agenteantidiabético e imunossupressor, associada a tratamentos de padeci-

mentoscomoicterícia, edema e hipertensão(SHIN; LEE, 2017), e doençasrelacionadas a 

processosinflamatórios, incluindoalgunstipos de câncer (leucemia, mama, próstata, colon 

e carcinoma hepatocelular)(LEE et al., 2018; SHANMUGAM et al., 2018). Ademais, 

possui propriedades antimicrobianas, efeitos neuroprotetivos(BRAUCH et al., 2016; CUI 

et al., 2017; LIN et al., 2013) e pode ser usada como veículo para liberação de fárma-

cos(MUZZARELLI, 2009). Existem ainda muitas outras vantagens que fazem com que 

seja amplamente estudada e já utilizada em diferentes terapias e tratamentos médicos. 

A genipina em solução é incolor, mas na presença de oxigênio esta reage com as 

aminas primárias e com proteínas, produzindo um pigmento azul-roxo solúvel em água. 

Na Ásia, o corante conhecido como “azul gardênia” é usado em massas, bebidas, pre-

sunto, vinhos, licores, produtos do mar processados e assados(HOBBS et al., 2018). 

 Particularmente, as formas glicosiladas (geniposídeos) presentes na gardênia pre-

cisam de tratamento enzimático com β-glicosidases para remover o grupo aglicona e dei-

xar assim a genipina livre (Figura 2). Além da genipina, derivados dela (geniposídeo e 

ácido geniposídico) podem reagir com outros compostos e produzir pigmentos. A forma-

ção do pigmento é catalisada pela presença de oxigênio e também é dependente de fatores 

como pH, temperatura, presença de aminoácidos e concentração destes aminoáci-

dos(CHEN et al., 2004; NERI-NUMA et al., 2017). 
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Fig. 2 Obtenção de genipina. Adaptado de NERI-NUMA et al., (2017) 

 

 A genipina em presença de glicina e lisina promove a formação de coloração 

azul/roxa, enquanto que em presença de valina, metionina ou tirosina resulta em colora-

ções azul/verde. Já tonalidades pretas e verdes são obtidas usando prolina e triptofano, 

respectivamente(NERI-NUMA et al., 2017). Além disso, tem sido observado que a colo-

ração azul se intensifica linearmente com o aumento da concentração de aminoácidos 

presentes no meio(BRAUCH et al., 2016).  

 A obtenção de hidrogéis usando genipina tem sido relatada para aplicações em 

engenharia de tecidos, utilizando como base fibroína, celulose e quitosana(CHRONO-

POULOU et al., 2018; SUN et al., 2018). Os géis formados pelo complexo genipina-

quitosana possuem características desejáveis para sua aplicação na imobilização de enzi-

mas, pois além dos atributos já mencionados tanto para a genipina como para a quitosana 

quando estão separadas, a genipina confere uma estabilização nas cadeias da quito-

sana(PELLÁ et al., 2018), resultando em um aumento na resistência mecânica do deri-

vado(YAO et al., 2012). 

 A forma como a genipina reage com as cadeias poliméricas da quitosana é depen-

dente de vários fatores, e cada um tem um impacto diferente. Dentre eles, destacam-se:  

 a concentração de genipina define a densidade da rede que se forma na superfície 

do polímero. Quanto mais densa a rede, a estabilidade mecânica do derivado é 

maior(DELMAR; BIANCO-PELED, 2015). Além disso, à medida que aumenta 
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a concentração da genipina, pode ser favorecida uma polimerização genipina-ge-

nipina e não só a reação genipina-quitosana(CAVELLO; CONTRERAS-

ESQUIVEL; CAVALITTO, 2014; MA et al., 2018a; SUNG et al., 2000). 

 o pH do meio de reação: quando o pH do meio for baixo (ácido), a alta concen-

tração de prótons faz com que o ataque nucleofílico da amina primária da quito-

sana sobre o anel da genipina no carbono número três seja acelerado(YU et al., 

2015), para depois, de maneira mais lenta, ocorrer a condensação aldólica entre o 

grupo aldeído formado na genipina e a amina secundária da cadeia polimérica da 

quitosana (Fig. 3)(CHEN et al., 2004; MI et al., 2003). Quando o pH é maior 

(alcalino), a abertura espontânea do anel da genipina é favorecida pela presença 

dos íons hidroxila(MUZZARELLI, 2009), o que resulta na formação de ligações 

genipina-genipina com facilidade e também na formação das ligações genipina-

quitosana, formando cadeias longas e flexíveis (Fig. 4)(DELMAR; BIANCO-

PELED, 2015; MI; SHYU; PENG, 2005). 

 o tempo e a temperatura de reação incidem diretamente na cinética da reação 

favorecendo uma maior polimerização genipina-quitosana e genipina-genipina, 

conforme aumenta a temperatura e o tempo de reação, sendo esta última reação 

mais favorecida em tempos e temperaturas maiores(CAVELLO; CONTRERAS-

ESQUIVEL; CAVALITTO, 2014). 

 

Fig. 3 Mecanismo de reação entre genipina e quitosana em pH ácido. Adaptado de  

MUZZARELLI, (2009).  

Genipina 

Complexo genipina-

quitosana 
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Fig. 4 Mecanismo de reação entre genipina e quitosana em pH alcalino. Adaptado de MI, 

SHYU & PENG, (2005) 

 

2.3.2. Genipina como agente de entrecruzamento 

 

As características da genipina fazem com que esta seja muito atrativa para o uso 

como agente de entrecruzamento, pois, além de possuir uma toxicidade muito baixa,pro-

vém de fontes naturais, sendouma alternativa à utilização de compostos sintéticos(DEL-

MAR; BIANCO-PELED, 2015; MUZZARELLI et al., 2016). A genipina já tem sido 

Genipina Quitosana 
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utilizada como agente de entrecruzamento como tem sido relatado nos seguintes exem-

plos:  

 ligação entre duas enzimas, a glicose oxidase e a catalase para a síntese de ácido 

glicônico, com a finalidade de diminuir a distância entre as duas enzimas e me-

lhorar a eficiência, obtendo assim uma atividade dez vezes maior à apresentada 

pelas enzimas livres(CUI et al., 2017); 

 criação de uma rede polimérica formada por quitosana-gelatina para absorção de 

corantes(CUI et al., 2016); 

 entrecruzamento de quitosana-poli-L-lisina para a formação de biomateriais para 

aplicação em engenharia de tecidos(MEKHAIL; JAHAN; TABRIZIAN, 2014); 

 entrecruzamento de carboximetilquitosana com genipina para analisar as proprie-

dades conferidas pela genipina à nova membrana para aplicação também em en-

genharia de tecidos(FIAMINGO; CAMPANA-FILHO, 2016); 

 imobilização da lacase de Trametes pubescens pelo método de confinamento em 

esferas de quitosana para a degradação de corantes sintéticos(MA et al., 2018a); 

 imobilização de CotAlacase de Bacillus subtilis em filmes de quitosana usando 

genipina como agente de entrecruzamento(GONÇALVES et al., 2017); 

 imobilização da -galactosidase de A. oryzae em esferas de quitosana utilizando 

genipina como agente de entrecruzamento apresentando uma atividade recupe-

rada satisfatória e melhor estabilidade térmica comparado com o processo de imo-

bilização tradicional usando glutaraldeído; encontrou-se que a enzima imobili-

zada utilizando genipina manteve 100% da sua atividade inicial depois de sua 

utilização em 25 bateladas de hidrólise de lactose(KLEIN et al., 2016). 

 

2.4. β-GALACTOSIDASE 

 As β-galactosidases pertencem a um grupo de enzimas de suma importância para 

a indústria de alimentos devido à sua capacidade de hidrolisar a lactose (D-galactopira-

nosil-(1-4)-D-glicopiranose) em seus monossacarídeos D-glicose e D-galactose(GEN-

NARI et al., 2018; HENRIQUES et al., 2018; KAMRAN et al., 2016). Esta hidrólise 

permite o consumo de leite e produtos derivados por pessoas intolerantes (tecnológica e 

sensorialmente) à lactose. Permite, também, a obtenção de produtos com melhores carac-

terísticas(TODOROVA-BALVAY et al., 2007), por exemplo, evitando a formação de 
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cristais em sorvete, doce de leite e leite condensado, melhorando suas características sen-

soriais como suavidade e cremosidade, e sua aceitação por parte do consumi-

dor(WAHBA; SOLIMAN, 2018; WOLF; GASPARIN; PAULINO, 2018). 

Durante a hidrólise da lactose pode ocorrer também a formação simultânea de 

galactooligossacarídeos, mediante a reação de transgalactosilação. Um oligossacarídeo 

não digerível consumido como prebiótico pode estimular o desenvolvimento da microbi-

ota intestinal(ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018; GÄNZLE, 2012; 

GUERRERO et al., 2017, 2018; KLEIN et al., 2013; SZCZODRAK, 2015; SUÁREZ et 

al., 2018). Essas bactérias resultam em efeitos positivos à saúde mediante a redução dos 

níveis de colesterol, produção de vitaminas essenciais e propriedades anticarcinogênicas 

(KAMRAN et al., 2016). 

 A enzima β-D-galactoside galactohydrolase ou lactase (EC. 3.2.1.23) (IUBMB, 

1980) pertence à família das hidrolases, sendo responsável pela hidrólise do resíduo ter-

minal β-galactopiranosil da lactose (Galβ1-4Glc), dando origem a uma mistura equimolar 

de glicose e galactose(GOSLING et al., 2010; GUERRERO; VERA; ILLANES, 2017). 

As β-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuídas entre vege-

tais, particularmente amêndoas, pêssego, damasco e maçã; entre animais e órgãos de ani-

mais, como intestino, cérebro, testículos, placenta e também são produzidas em grande 

quantidade por microrganismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e leveduras, 

sendo as leveduras e fungos filamentosos as fontes preferidas para aplicações comerci-

ais(DUAN et al., 2017).  

A β-galactosidase de Aspergillusoryzae é uma enzima monomérica de 113 

kDa(RODRÍGUEZ et al., 2018; TODOROVA-BALVAY et al., 2007) usada amplamente 

não apenas na hidrólise da lactose, como também na síntese de galactooligossacarí-

deos(URRUTIA et al., 2013; VERA et al., 2012; YIN et al., 2017),resultando em uma 

boa atividade hidrolase e transgalactosilase(URRUTIA et al., 2018a). 

 

2.4.1. Imobilização de β-galactosidase 

 Atualmente, pesquisas mostram diferentes métodos de imobilização envolvendo 

β-galactosidase que utilizam materiais de suporte diversos e com finalidades distintas, 

seja para simples hidrólise de lactose ou para produção de galactooligossacarídeos(GRO-

SOVÁ; ROSENBERG; REBROŠ, 2003). Dentre os métodos já realizados, listam-se os 

seguintes:  
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 obteve-se um alto rendimento de imobilização mediante ligações covalentes em 

poros de vidro silanizado modificado utilizando β-galactosidase de Kluyve-

romyces fragilis, alcançando uma atividade recuperada de 90% (SZCZODRAK, 

2015);  

 imobilização da β-galactosidasede Kluyveromyceslactis utilizando goma arábica 

como suporte, ativada com persulfato de potássio e acrilamida; assim mostrou 

uma eficiência de 5,55 % e uma hidrólise de lactose em leite UHT de 93,92 % 

após três ciclos de hidrólise(WOLF; GASPARIN; PAULINO, 2018); 

 imobilização de β-galactosidase de A. oryzae utlizando esferas de alginato-cobalto 

reticuladas com glutaraldeído, com uma atividade recuperada de 83% (ATES; 

ORHON; TÜNAY, 1997);  

 β-galactosidase de A. oryzae foi imobilizada em terra diatomácea magnética co-

berta de polianilina e funcionalizada com glutaraldeído, onde observou-se uma 

estabilidade térmica sem diferença significativa para a enzima imobilizada e a 

livre a 55 e 60 ºC(CABRERA et al., 2018); 

 β-galactosidase de A. oryzae foi imobilizada em nanopartículas de agarose e de 

sílica magnética ativadas com grupamentos éster de cianato proveniente de 1-ci-

ano-4-dimetilaminopiridino tetrafluroborato (CDAP-BF4), obtendo-se um rendi-

mento de imobilização de 67 %(RODRÍGUEZ et al., 2018); 

 β-galactosidase de A. oryzae também foi imobilizada em esferas de vidro de bo-

rosilicato ativadas com 3-aminopropil trietoxisilano (3-APTES), para a produção 

de galactooligossacarídeos em um reator de leito empacotado resultando em um 

rendimento de 39,3 % na produção de galactooligossacarídeos com uma taxa de 

conversão de 56,4 % a partir de lactose; além disso, manteve a eficiência na pro-

dução em 8 ciclos, perdendo apenas 4,6 % da atividade relativa inicial(ESKAN-

DARLOO; ABBASPOURRAD, 2018); 

 utilizando esferas de carragena funcionalizada com proteína isolada de soro de 

leite (WPI) e glutaraldeído, foi imobilizada β-galactosidase de A. oryzaemos-

trando uma atividade recuperada de 34,80 % e o derivado manteve 93,84 % da 

sua atividade relativa inicial após 13 ciclos de uso em solução de lactose 217 

mM(WAHBA; SOLIMAN, 2018). 
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3. RESULTADOS 

 Os resultados para o uso de genipina como agente ativador de esferas de quitosana 

como suporte para imobilização de enzimas serão apresentados em forma de artigo que 

será submetido à revista Biomacromolecules.  
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Abstract 

In this work, we studied the effect of some variables in the reaction between genipin 

and chitosan, to form a support for enzyme immobilization. Reaction temperature, pH, 

time and genipin concentration were evaluated for support activation and β-galactosidase 

from Aspergillus oryzae was used as the enzyme model. The resulting immobilized prep-

aration was characterized by immobilization and kinetic parameters and by thermal and 

operational stability. It was found that support activation at alkaline pH (9.0), at 60 ºC by 

1 h, resulted in an activity recovery of 37.5 %. The thermal stability showed a stabilization 

factor of 2.0 at 50 ºC for the immobilized enzyme. In batch process, the immobilized 

preparation kept 100 % of its relative initial activity during 40 reaction cycles. This re-

search show, for the first time, a complete study about the parameters that affect the sup-

port activation process and the possible structure formed between genipin and chitosan. 

 

Keywords: thermal stability, operational stability, crosslinking, β-galactosidase.  
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1. INTRODUCTION 

Genipin is the aglycone of geniposide and has been found from the fruit of Gardenia 

jasminoides Ellis, which belongs to the family of Rubiaceae, and also from Castillejaten-

uiflora, Bellardia trixago, Eucommia ulmoides.1–4 Besides, the iridoid represents more 

than 70 % of the iridoids found in the fruit endocarp and mesocarp of Genipaamericana 

L, a native plant distributed from Southern Mexico, through Central America to Northern 

Brazil.1,5 

Genipin was reported presenting activities as antioxidant, anti-inflammatory, anti-

tumor,6 anti-depressive,7 antifungal,4 antiangiogenic, antidiabetic, immunosuppressant;8 

used in treatments of jaundice, edema and hypertension,9inhibits the proliferation of sev-

eral cancer cells, including leukemia, breast, prostate and hepatocellular carcinoma2,3, and 

those characteristics make genipin widely studied  mostly for biomedical applications.  

Some studies reported the great capacity of genipin to generate crosslinkingbetween 

proteins and polymers like collagen, gelatin and chitosan.7,10,11 Because of this ability, as 

an alternative to glutaraldehyde in the enzyme immobilization, genipin has been used.12–

15 Although glutaraldehyde is the most used as support activator for enzyme immobiliza-

tion,16–18 but it is cytotoxic, so genipin is safer for application in food processes.19 

In addition, genipin is a versatile molecule, in the polymerization process. Variables 

like genipin concentration, pH, time and temperature reaction, presence or absence of 

determined amino acids and their concentrations, and the oxygen can change the way that 

genipin reacts and polymerizes.11,20–26 It can generate different spatial structures, colors 

and capacities such as mechanical resistance and swelling capacity.27,28 

Thus, we decided use genipin as an activator agent on chitosan beads. Chitosan has 

been widely used as support for enzyme immobilization due its characteristics like non-
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toxicity, been inert,29 biocompatible,30biodegradable,31,32 bacteriostatic,33 cheap15 and 

versatile, so can adopt diverse forms and sizes34been ideal to use in bioprocess.35 

To test our model, we used β-galactosidase from Aspergillus oryzae, a monomeric 

enzyme of 113 kDa36,37 and used to hydrolyze lactose and for the synthesis of galactooli-

gosaccharides38,39because of its good hydrolase and transgalactosylase activity.40 

To the best of our knowledge, there are no reports dealing with the effects of reaction 

parameters between genipin and chitosan, such as pH, temperature, genipin concentration 

and time, and how it affects the enzyme immobilization. So, in this work we used β-

galactosidase as enzyme model to studied all those parameters and characterize the im-

mobilized preparations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. EXPERIMENTAL 

2.1. Materials  
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β-Galactosidase from Aspergillus oryzae, O-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (O-

NPG) and chitosan (from shrimp shells, ≥75 % deacetylated), were obtained from Sigma-

Aldrich. Genipin from Genipaamericana was obtained by enzymatical extraction.1A D-

glucose determination kit was purchased from Labtest Diagnóstica SA (São Paulo, Bra-

zil). All solvents and other chemicals were analytical grade. 

 

2.2. Preparation of the chitosan beads 

A 3% (w/v) chitosan solution was prepared in 2% (w/v) acetic acid via mechanical 

stirring. The coagulation solution was NaOH 1 N. The chitosan solution was dropped into 

the NaOH solution under stirring. Afterwards the formed chitosan beads were washed 

with distilled water and then stored in the fridge till used. 

 

2.3. Activation of chitosan beads 

The chitosan beads were added to a genipin solution and five parameters were evalu-

ated during the activation of chitosan beads and cross linkage with the enzyme: genipin 

concentration, enzyme concentration, pH, temperature and time. All experiments were 

conducted in triplicate.  

 

2.4. Influence of genipin and enzyme concentration 

Three concentrations of genipin solutions (1.5, 2.5 and 5.0 mg mL-1 in sodium phos-

phate buffer pH 6.0, 0.1 M) with different enzyme concentrations (5, 10 and 20 U mL-1in 

acetate buffer 0.1 M, pH 4.5, see section0) were used. For both steps it was used 2.0 mg 

mL-1 of support in dry basis.  

 

2.5. Influence of pH 
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The influence of pH was tested using genipin solutions with different pHs (from 4 to 

12). In this case, the concentration of genipin used in the activation (at 37 ºC during 3 h) 

of chitosan beads was 1.5 mg mL-1, and 10 U mL-1 of enzyme activity were used in the 

immobilizations. For both steps was used again 2.0 mg mL-1 of support in dry basis. 

 

2.6. Influence of time and temperature 

 Distinct temperatures (25, 37, 50, 60 and 70 C) and times (0.5, 1, 2, 3, 6 and 12 

h) were evaluated. In each assay, 50 chitosan beads (20 mg of support) were activated 

followed by enzyme immobilization according to the conditions above described (sec-

tion0). 

 

2.7. Enzyme immobilization 

For enzyme immobilization, 5 mL of β-galactosidase solution were added to 50 chi-

tosan beads (20 mg) and incubated at 25C for up to 24 h under stirring. Afterwards, the 

support was separated from the solution and washed with 5 mL acetate buffer (0.1 M, pH 

4.5), NaCl (0.1 M) and ethylene glycol (30% v/v) to remove the non-covalently bound 

proteins. 

 

2.8. Enzymatic activity assay 

-D-Galactosidase activity was determined using -nitrophenyl--D-galactopyra-

noside (ONPG) as substrate. For this, 50 L of the enzyme solution was added to 450L 

of ONPG solution (16.8 mM in acetate buffer 0.1 M, pH 4.5) and the reaction was let to 

proceed during 3 min at 40 C in a thermostatic bath. The reaction was stopped by adding 

1.5 mL of carbonate buffer (0.1 M, pH 10) and the absorbance was measured at 415 nm. 

The activity of the immobilized enzyme was also measured using -nitrophenyl--D-
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galactopyranoside (ONPG) as substrate. The reaction was performed by adding 5 chi-

tosan beads (2 mg of support) to 1 mL of ONPG solution (15.12 mM in acetate buffer 0.1 

M, pH 4.5) and the reaction was left to proceed during 3 min, at 40 C, under vigorous 

stirring. The reaction was stopped adding 3 mL of carbonate buffer (0.1 M, pH 10) and 

the absorbance was measured at 415 nm. All experiments were conducted in triplicate. 

The activity recovery (AR)of immobilization was calculated according to Sheldon 

and van Pelt,41 as follows: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 (%) =  
𝑂𝑏𝑠𝑒𝑟𝑣𝑒𝑑 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦

𝑆𝑡𝑎𝑟𝑡𝑖𝑛𝑔 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦
× 100 

 

2.9. Characterization of genipin-activated chitosan beads  

The thermogravimetric analysis (TGA) was performed using a Perkin Elmer Pyris 

1 TGA, at a heating rate of 10 ºC min-1 from 20 to 700 ºC under air atmosphere. Changes 

on the molecular structure of chitosan particles were determined before and after activa-

tion with genipin (pH 6 and 9) and after enzyme immobilization (support activated on pH 

6 and 9) by Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform (DRIFT) spectroscopy with 

a Bomen Hartmann & Braun spectrometer. Samples previously lyophilized were crushed 

and then analyzed; the spectra were obtained at room temperature with 32 accumulative 

scans and resolution of 4 cm-1 (Supplementary Data). 

 

 

 

 

2.10. Kinetic parameters 
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The kinetic parameters KM and Vmax of free and immobilized enzyme were deter-

mined by non-linear regression using increasing concentrations of ONPG in solution 

(from 5 mM to 50 mM in acetate buffer 0.1 M, pH 4.5) as described above. 

 

2.11. Thermal stability 

The thermal stability of free and immobilized (on support activated at pH 6 and pH 

9) enzyme was determined by measuring the residual activity of the biocatalysts after its 

incubation in sealed tubes containing acetate buffer (0.1 M, pH 4.5) in a thermostatically 

controlled water bath at 50C and 60C. All determinations were done in triplicate. 

 

2.12. Operational stability 

The operational stability of the immobilized enzyme was performed in batch cycles 

by incubating120 chitosan beads (48 mg of support) in 4 mL of a buffered lactose solution 

(5% w/v lactose solution in acetate buffer 0.1 M, pH 4.5). Every cycle was performed 

during 250 min at 40 C under stirring. Samples were withdrawn periodically and ana-

lyzed enzymatically for glucose formation. After each cycle, the immobilized enzyme 

was filtered, washed with acetate buffer (0.1 M, pH 4.5), and reintroduced into a fresh 

lactose solution. The percentage of lactose hydrolysis after the first cycle was defined as 

100%. This determination was conducted in duplicate. 

 

2.13.Statistical analysis 

 Statistical analysis was performed using SAS software (v. 9.3). Data were sub-

jected to analysis of variance (ANOVA), and mean comparison of different treatments 

was carried out using test Tukey’s test (p ≤ 0.05). 

3. RESULTS AND DISCUSSION 
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3.1. Influence of genipin and enzyme concentration 

Activator agent concentration plays a very important role in the enzyme immobiliza-

tion process, being responsible for the number of reactive groups needed to bind the en-

zyme to the support.42In this work the determination of all important immobilization pa-

rameters was performed and the main ones are listed in Table 1. A complete table con-

taining parameters of efficiency (IE) and yield (IY) can be accessed in the supplementary 

materials. 

As can be observed in the Table 1, varying the genipin concentration from 1.5 mg 

mL-1 to 5.0 mg mL-1, maintaining the time and temperature of activation in 3 h and 37 ºC, 

the values of activity recovery (AR) and specific activity (SA)increased with genipin con-

centration until 2.5 mg mL-1using different enzyme concentrations (for 5 U mL-1, AR was 

36.0 % and SA was 413.8 U g-1), then decreased when the genipin concentration reached 

to 5 mg mL-1 (AR was 30.2 % and SA was 347.0 U g-1). This suggests that the high 

activator concentration leads an excessive internal self-polymerization, thus decreasing 

the available groups for enzyme attachment.11 

 

Table 1:Influence of enzyme and genipin concentration on the activity recovery (AR%) 

and specific activity (SA).  

Genipin concen-

tration (mg mL-

1) 

Enzyme concentration (U mL-1) 

5 10 20 

AR  

(%) 

SA  

(U g-1) 

AR  

(%) 

SA  

(U g-1) 

AR  

(%) 

SA  

(U g-1) 
1.5 28.6±0.1b 328.7±1.3b 28.3±0.9ab 643.4±11.9b 19.0±0.9b 872.3±40.9b 

2.5 36.0±3.0a 413.8±34.8ª 31.8±1.9ª 731.4±44.3ª 22.5±1.5ª 1035.4±67.1ª 

5.0 30.2±0.1b 347.0±1.6b 24.7±1.2b 568.6±28.6b 20.0±0.1b 921.0±4.1b 

Any two means in the same column followed by the same letter are not significantly (p  

0.05) different according to Tukey test. 
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On the other hand, when the crosslinker concentration is too high, it causes a genipin 

saturation generating an internal polymerization genipin-genipin and genipin-chitosan re-

ducing the available groups to bind the enzyme.13,20,22It was reported that an excess of 

crosslinking agent decreases the enzyme immobilization of β-galactosidase from A. ory-

zae on amino silane magnetic nanoparticles.43 

The protein amount that can be adsorbed on a specific amount of support and the 

portion functionalized has a big impact in the enzyme immobilization efficiency. In gen-

eral, it was observed an increase in the immobilization yield up to10 U mL-1 of enzyme, 

and at 20 U mL-1, the immobilization yield decreased (data not shown); consequently, the 

AR had the same behavior. This can be explained by the probably protein saturation on 

the support.44 Thereby, the AR decreased when the enzyme concentration increased (for 

2.5 mg mL-1 of genipin, AR was 36.0 % in 5 U mL-1, 31.8 % in 10 U mL-1 and 22.5 % in 

20 U mL-1). This can be related to the diffusional problems probably due the raise of 

protein aggregation on the chitosan beads surface, thus decreasing the immobilization 

efficiency and consequently the activity recovery. In other words, catalytic sites could be 

hided, impeding the substrate access. Similar phenomenon was observed and reported-

whenglucose-6-phosphate dehydrogenase was immobilized onchitosan-coated magnetic 

nanoparticles.45 

Genipin is an expensive reagent, which is limiting for use in immobilization of en-

zymes. Thus, considering that there was no significant difference in AR for the lower 

concentrations, we have decided to use the minor genipin concentration (1.5 mg mL-1) 

and the intermediary enzymatic solution (10 U mL-1) for the next experiments. 

 

3.2. Influence of pH 
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The pH is a very important factor for the enzyme immobilization, since the crosslink-

ing reaction mechanisms for chitosan with genipin are different at each pH value. Thus, 

according to Fig. 5, at pH 4, AR was 0.95 % and increased with the increase of activation 

pH until reach the maximum at pH 9, with AR of 37.9 % and decreased again, reaching 

to an AR of 23.2 % at pH 12. Low pH values provided the conditions to the nucleophilic 

attack from the primary amine to the carbon number 3 from genipin, being this process 

accelerated in a reaction medium with a high proton concentration.23 

 

Fig. 5 Influence of pH during the support activation on the activity recovery. The cross-

linking/activation was performed using 1.5 mg mL-1of genipin solution (37 ºC for 3 h) 

and an enzyme solution containing 10 U mL-1. 

Afterwards, the aldol condensation takes place between the genipin aldehyde group 

formed and the secondary amine from the chitosan chain.24,25 This reaction produces short 

and closed chains of chitosan-genipin, decreasing the available groups in the support sur-

face for enzyme attachment, consequently leading to a decrease in AR. Instead, under 
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basic conditions, the genipin ring suffers an attack by the presence of hydroxyl groups on 

the reaction solution,19 leading to the formation of genipin-chitosan bonds, with a high 

probability of self genipin polymerization, producing long and flexible chains of gen-

ipin11,27 deriving in more open networks. Then, allowing greater enzyme attachment to 

the support, consequently, improving AR. 

When the pH increased, it was not observed differences on the immobilization yield 

among the pH values (IY of 77.2 % and 75.5 % for pH 9 and 12, respectively).On the 

other hand, immobilization efficiency was affected (IE 49.0 % and 30.8 % for pH 9 and 

12, respectively –supplementary material-). This may have happened because the in-

crease on pH values generates a bigger ionization of genipin and chitosan chains, produc-

ing multipoint attachments, which may have caused changes on tertiary conformational 

of the enzyme structure and consequently, a decrease of AR. A similar phenomenon was 

reported where it was observed the pH dependency on the crosslink process between gen-

ipin and chitosan, been less efficient in acid pH.11 Thus, the pH 9 was defined as the best 

condition to activate the support in the next experiments. 

The pH also determines the color and intensity on the resultant activated support,23,27 

and it can variate according to the type of amino acids and density of them.28 In this case, 

it was observed a blue color on the beads at the end of activation support process, been 

lighter at acid pH and darker at high pH values. 

 

3.3. Effect of time and temperature of support activation 

The internal genipin polymerization depends directly on factors like pH, genipin con-

centration, activation time and temperature which leads to formate a spatial matrix to 

allow the enzyme attachment on the support.46It was observed that low temperatures (25 

ºC)demands more time to let genipin react with chitosan (24 h) and seems to create a 
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better spatial matrix for enzyme immobilization, reflected by a higher immobilization 

efficiency (44,7%), despite of this the yield and activity recovery (Table 2) was 

lower(59,7 and 26.7%, respectively).  

On the other hand, at short times and high temperatures, the immobilization yield was 

higher but the efficiency and the activity recovery was lower (70 ºC by 0.5 h, IY of 82.5 

%, IE of 37.8 % and AR of 31.6 %). This fact could be explained by the inverse correla-

tion between time and temperature required to let the internal self-polymerization gen-

ipin-genipin and genipin-chitosan, where the high temperature and short time is enough 

to the reaction takes place; so, the best combination was 60 ºC by 1 h (IY 86.1 % and IE 

43.5 %). In the literature, it was related for the β-galactosidase from A. oryzae immobili-

zation, the best IY was 67 % and IE of 46 %, also using chitosan beads activated with 

genipin.1 Besides the yield, it was observed the AR, because it is the parameter that rep-

resents the efficiency compared with the total offered activity.41 

 

Table 2: Effect of the time and temperature on the activation support. Enzyme immobili-

zation was carried out using an enzyme concentration of 10 U mL-1 in acetate buffer pH 

4.5. The support was activated at pH 9.0 using 1.5 mg mL-1 of genipin solution. 

Temperature 

(C) 

Time (h) 

Activity Re-

covery (%) 

SpecificActivity 

(U g-1) 

25 

6 24.9±1.9f 555.4±35.8f 

12 25.5±0.4ef 535.1±23.0ef 

24 26.7±0.6def 541.3±15.1def 

37 

2 24.7±0.3f 587.6±5.6f 

3 28.3±0.9bcdef 650.3±8.8bcdef 
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6 29.1±1.7bcdef 642.4±16.7bcdef 

50 

0.5 29.7±0.9bcde 577.4±17.9bcde 

1 27.1±1.4cdef 630.9±21.1cdef 

2 27.9±1.6bcdef 642.9±32.3bcdef 

3 28.0±1.4bcdef 658.6±4.0bcdef 

60 

0.5 31.8±0.5b 618.8±8.5b 

1 37.5±2.4a 769.8±6.9a 

2 30.8±3.5bcd 646.5±57.0bcd 

70 

0.5 31.2±0.8bcd 685.1±18.2bcd 

1 31.6±0.2bc 648.2±7.4bc 

Any two means in the same column followed by the same letter are not significantly (P 

≥ 0.05) different according to Tukey test. 

 

Then, in the condition of 60 ºC by 1 h, the AR reached 37.5 %, being the best value 

and different from the other tests. This can be explained as the necessity to find the best 

combination of time and temperature to create a spatial matrix with genipin chains with 

a specific size to allow the enzyme attachment efficiently.13 

It was observed, for keratinase immobilization, that as the activation temperature of 

chitosan-genipin beads raised, the yield decreased, but in that work the authors tested 

longer activation times (40 and 50 ºC for 6 h).22Also was reported similar results for im-

mobilized lipase, as the temperature and the time of activation of mesoporous resins with 

genipin rose, the immobilization yield decreased; again, the activation times were longer 

too (40 ºC by 3, 6, 9, 12 and 15 h).47 In our work, it was tested shorter times, precisely to 

avoid this phenomenon, thus was defined the condition 60 ºC by 1 h to support activation. 
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3.4. Immobilization time 

The control of immobilization time between the enzyme and the activated support is 

very important to determine the moment that gives the better immobilization parame-

ters.47 As can be seen in Fig. 6, the immobilization yield increased as time progressed, 

being the IY of 83.0 % and IE of 36.5 % in 8 h of contact. After 24 h, the IY increased to 

89.1 %, but the IE dropped to 29.3 %. This behavior may be related to an excessive im-

mobilization time that can cause multipoint attachment and  conformational changes on 

the enzyme tertiary structure causing decrease on the immobilization efficiency.48,49Was 

reported similar results for the immobilized laccase on chitosan beads withgenipin as ac-

tivator agent; in that case, 14 h was the immobilization time where the efficiency reached 

the maximum.21For the β-galactosidase, was defined 8 h as the immobilization contact 

time. 

 

Fig. 6: Immobilization time of β-galactosidase on chitosan beads in aqueous suspension 

at pH 4.5 (buffer acetate, 0.1 M, room temperature). The chitosan activation was per-

formed with genipin solution, 1.5 mg mL-1, at 60 ºC for 1 h. 
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3.5. Thermogravimetric analysis (TGA) 

Dehydration and decomposition are the thermal degradation mechanisms of polymers 

that can be analyzed using TGA technique. All samples were measured and Fig. 7 shows 

in first moment, one separate step degradation around 290 ºC on chitosan and chitosan-

genipin activated in pH 9 beads showing practically no differences on thermal stability; 

for the chitosan-genipin activated in pH 6, was observed one separated degradation 

around 220 ºC, the same step degradation also was observed on both samples with the 

enzyme immobilized.  

 

Fig. 7: Termogravimetric analysis. Performed at 10 ºC min-1 under air atmosphere. Chi-

tosan (pink), chitosan-genipin activated in pH 9 (light blue), chitosan-genipin, activated 

in pH 6 (black), chitosan-genipin-enzyme, –support activated in pH 9- (royal blue), chi-

tosan-genipin-enzyme, –support activated in pH 6- (red) and genipin (green). 
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On the other hand, for genipin was observed degradation around 150 ºC, this first 

degradation step is related with dehydration, especially for the both chitosan-genipin-en-

zyme samples, depolymerization and pyrolytic decomposition of polysaccharide chains 

with vaporization and elimination of volatile products.50,51 

The chitosan activation with genipin, particularly at pH 9 demonstrated to maintain 

the thermal support material, however for the genipin-chitosan activated in pH 6, this 

depolymerization occurred before, demonstrating been less thermo-resistant, this weak-

ening phenomena, observed after crosslink process has been reported for chitosan cross-

linked with genipin,52 tannic acid53 and in glutaraldehyde films.54These findings revealed 

that the derivatives are thermally stable up to 220 ºC. 

 

3.6. Kinetic parameters 

Kinetic parameters, KM and vmax, were determined for the free and immobilized en-

zyme (support activated at pH 9) varying the substrate concentration. In this work, the 

KM for the free and immobilized enzyme was 11.5 and 54.4 mM respectively; for vmax, 

the values obtained were 20.01 and 20.35μmol min-1mg-1 of protein, for free and immo-

bilized enzyme, respectively, indicating there was no changes in the vmax when the en-

zyme was immobilized. Generally, the raise in KM is related to affinity between the en-

zyme and the substrate. Therefore, the small value of free enzyme would indicate greater 

affinity than immobilized enzyme.55However, the most likely explanation is the diffu-

sional limitation in the immobilized enzyme, because of lesser accessibility of substrate 

to the catalytic site by probable enzyme conformational changes after immobiliza-

tion42,56,57orsteric hindrances.58In previous works, it has been reported a KM of 119.0 mM 

and 187.9 mM for free and immobilized β-galactosidase, respectively, with the same sub-

strate as the one used in this study but on gellan gum with polyethyleneimine and chitosan 
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as support, activated with glutaraldehyde.57Also, was reported a KM of 98.19 mM for the 

same enzyme immobilized on calcium pectinate and using ONPG as substrate.59 

 

3.7. Thermal stability 

The thermal stability of an immobilized biocatalyst is crucial for the industrial appli-

cations.60 It could depend on the support material, immobilization process or the enzyme 

itself,61thus temperature can inactivate the enzyme, so necessarily it has to be evalu-

ated.62,63As can be observed in Fig. 8, when the free and immobilized enzyme were tested 

at 50 ºC, the half-life of the free enzyme was reached at 43.8 h. The immobilized enzyme 

on support activated at pH 6 had almost the same behavior, resulting in 42.7 h as half-

life. However, for the β-galactosidase immobilized on support activated at pH 9, the half-

life showed a considerable increased to 89.2 h, been 2.0 times more stable when compared 

to the free enzyme and to the enzyme immobilized in the support activated at pH 6.  

 

Fig. 8:Thermal stability, at 50 ºC, of the immobilized enzyme-support activated at pH 9- 

(■), Free enzyme (◇) and Immobilized enzyme -support activated at pH 6- (▲). 
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When these biocatalysts were tested at 60 ºC, the free enzyme has his half-life reduced 

to28.0 min, almost the same as the immobilized enzyme on support activated at pH 6 

(28.9 min). Again, for the immobilized enzyme on support activated at pH 9, the half-life 

was increased (44.3 min), resulting a stabilization factor (SF) of 1.6.  

These differences between the enzyme immobilized on the support activated at dif-

ferent pH can be explained by the internal genipin polymerization under pH 9, resulting 

in the formation of long and flexible chains, causing a better enzyme attachment on the 

support. This also can produce multipoint binding increasing the enzyme stability, differ-

ent from the immobilized enzyme on support activated at pH 6, where the polymeric 

chains are shorter, consequently, the attachment is more limited and weak, causing greater 

exposition of the enzyme to the environment, therefore, greater susceptibility to inactiva-

tion by temperature. 

The raise on the thermal stability of immobilized enzyme can be related to the pro-

tection provided by the 3D structure formed between the enzyme and the chitosan sup-

port.64,65This allows the conformation of the catalytic site to remain intact; also this sta-

bility can come from the multipoint enzyme attachment to the support.66,67 

 

3.8. Operational stability 

Reuse capacity is a desirable advantage of immobilized biocatalysts compared to 

free enzymes, causing a decrease in operational process costs.41 Operational stability, us-

ing the enzymatic derivative, resulting from activation process at pH 9, was conducted in 

batch process for the conversion of lactose in galactose and glucose. The first cycle 

reached a lactose hydrolysis of 67.6 % and it was considered as the 100 % of relative 

activity to reference the further cycles. As can be seen in the Fig. 9, after 40 cycles the 

relative activity was the same in the lactose hydrolysis, demonstrating the reuse viability 
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of the derivative. This result can be attributed to the rigidity of the enzyme attachment on 

the support, preventing the catalytic site deformation and thus maintaining the same ac-

tivity during all cycles.68 

 

Fig. 9: Cycles of operational stability. Batch cycles of 250 min each, conducted with 12 

mg of support (activated at pH 9) per mL of lactose 5 % (w/v) at 40 ºC under stirring. 

 

The result determined in this work is superior to some related in literature, using 

the same enzyme, but different support material and activator (β-galactosidase in gellan 

gum using polyethyleneimine), maintained 85.17 % of initial relative activity after 14 

cycles.69 On the other hand, using the same support material and activator, but different 

enzyme (keratinase in chitosan using genipin) retained only 61.3 % of initial relative ac-

tivity after 5 cycles. 

 

4. Conclusion 

An effective method for chitosan beads activation using genipin was developed and 

tested with β-galactosidase, presenting high thermal and operational stability, besides a 
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high resistance of the derivative demonstrated by the calorimetric analysis. Was demon-

strated that pH, time, temperature and genipin concentration affects highly the crosslink-

ing reaction between genipin and chitosan, determining the genipin self-polymerization 

way. In addition, this process provides more or less reactive groups to bind the enzyme 

allowing the immobilization process in the best way. Moreover, our results can be ex-

plored by studies using other enzymes with different sizes and different substrates, since 

varying activation conditions we can change the form of genipin polymerization and thus, 

change the support matrix affecting the pore size and crosslinking network. 
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Supplementary Data 

 

Table 3 Influence of enzyme and genipin concentration on the activity recovery (AR%) 

and specific activity (SA). 

Genipin con-

centration 

(mg mL-1) 

Enzymeconcentration (U mL-1) 

5 10 20 

IY (%) IE (%) IY (%) IE (%) IY (%) IE (%) 

1.5 57.9±1.0b 49.5±0.8b 79.2±1.0a 35.7±0.4b 55.1±0.3c 34.5±0.1a 

2.5 67.6±0.5a 53.3±0.4a 77.2±0.6b 41.3±0.4a 66.7±1.8a 33.8±0.9a 

5.0 55.8±0.3c 54.1±0.3a 70.0±0.6c 35.4±0.3b 62.3±0.8b 32.2±0.4b 

Any two means in the same column followed by the same letter are not significantly (p≥ 

0.05) different according to Tukey test. 

 

Table 4 Effect of the time and temperature on the activation support. Enzyme immobili-

zation was carried out using an enzyme concentration of 10 U mL-1 in acetate buffer pH 

4.5. The support was activated at pH 9.0 using 1.5 mg mL-1 of genipin solution.  

Temperature 

(C) 

Time 

(h) 

Immobilization Yield 

(%) 

Immobilization Efficiency 

(%) 

25 

6 58.5±0.2e 42.5±3.0abc 

12 56.1±4.7e 45.8±4.2a 

24 59.7±0.5e 44.7±0.6a 

37 2 80.7±2.1abcd 30.5±1.1f 
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3 79.2±1.7abcd 35.7±0.7cdef 

6 87.7±1.3a 33.2±2.4ef 

50 

0.5 76.6±2.3bcd 39.4±1.0abcde 

1 74.6±4.4d 35.9±1.3cdef 

2 76.5±7.5bcd 35.3±2.8ef 

3 80.5±5.7abcd 34.4±0.8ef 

60 

0.5 75.0±2.8cd 42.4±1.4abcd 

1 86.1±1.9ab 43.5±3.6ab 

2 86.6±1.7a 35.6±4.2def 

70 

0.5 82.5±1.6abcd 37.8±0.8bcde 

1 84.7±1.0abc 37.3±0.2bcdef 

Any two means in the same column followed by the same letter are not significantly (P 

≥ 0.05) different according to Tukey test. 
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Fig. 10 Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform. Performed at room temperature 

with 32 accumulative scans. Chitosan (pink), chitosan-genipin activated in pH 9 (light 

blue), chitosan-genipin, activated in pH 6 (black), chitosan-genipin-enzyme, –support ac-

tivated in pH 9- (royal blue), chitosan-genipin-enzyme, –support activated in pH 6- (red) 

and genipin (green). 
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4. DESDOBRAMENTOS 

 

4.1. OUTROS TRABALHOS REALIZADOS 

Com o intuito de melhorar ainda mais os parâmetros de imobilização e aproveitar 

a versatilidade da quitosana, fabricaram-se esferas porosas de quitosana para aumentar a 

área superficial, o tamanho dos poros e avaliar diversos fatores para determinar a viabili-

dade do novo suporte. 

 

4.1.1. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1.1.1. Esferas porosas de quitosana 

As esferas de quitosana foram fabricadas segundo o método de WAHBA, (2017) 

e KLEIN et al., (2012) com adaptações, usou-se Na2CO3 em diversas concentrações na 

solução de coagulação das esferas (NaOH 1 N), onde se gotejou uma solução de quitosana 

3 % dissolvida em ácido acético 2 %.  

 

4.1.1.2. Ativação do suporte 

4.1.1.2.1. Tempo e temperatura 

Foram colocadas 3.0 mg de suporte por mL de solução de genipina pH 9 (usou-se 

tampão fosfato 0.1 M pH 6 e ajustou-se o pH com NaOH 0.1 M), e foi avaliado usando 

dois binômios de tempo e temperatura, 50 ºC por 1 h e 60 ºC por 1 h. 

 

4.1.1.2.2. Concentração de genipina 

Foram testadas diversas concentrações de genipina entre 0.10 e 0.25 % (p/v) em 

solução pH 9 (ver secção 4.1.1.2.1) usando uma concentração de suporte de 3.0 mg por 

mL em base seca. 

 

4.1.1.3. Estabilidade térmica 

Foi avaliada a estabilidade térmica a 50 e 60 ºC comparando a enzima livre e a 

imobilizada, incubando as amostras em tubos fechados contendo tampão acetato (0,1 M, 

pH 4,5) em Banho-Maria a temperatura controlada. 

 

4.1.1.4. Análises calorimétricas 

Foram feitas as análises de DSC e TGA. A análise termogravimétrica foi feita no 

Perkin Elmer Pyris 1 TGA, com uma taxa de aquecimento de 10 ºC min-1 desde 20 e até 
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700 ºC em atmosfera de ar. A calorimetria diferencial foi realizada no Perkin Elmer DSC 

8500 com uma taxa de aquecimento de 10 ºC min-1 desde 20 e até 400 ºC, em atmosfera 

de nitrogênio. 

 

4.1.2. RESULTADOS E DISCUSÕES 

4.1.2.1. Impacto da concentração de Na2CO3. 

O uso de Na2CO3 na coagulação de biopolímeros como a quitosana permite a for-

mação de mais e maiores poros na matriz polimérica o que se faz com o intuito de au-

mentar a área superficial e em um primeiro momento adsorver a enzima e depois dispo-

nibilizar mais agrupamentos amino não só da superfície, mas também da parte interna 

dos poros da quitosana para que possam formar uma ligação covalente com a enzima 

(WAHBA, 2018). 

 

Fig. 5 Impacto da concentração de NaCO3. Suporte ativadocom 0.15 % (w/v) de genipina 

a 50 ºCpor 1 h (o) e a 60 ºCpor 1 h () em pH 9.0. 

 

 Como pode ser observado naFig. 9, a atividade relativa mostrou um aumento a 

medida que também aumentou a concentração de carbonato na solução de coagulação da 

quitosana até um máximo de 50 mM (AR de 53.6 e 50.0 % para as condições de ativação 

das esferas a 60 e 50 ºC por 1 h, respectivamente), aí manteve-se a atividade recuperada 

sem diferença até 100 mM e depois começou a decrescer a medida que continuou aumen-

tando a concentração de Na2CO3. A medida que aumenta a concentração de carbonato, o 

número e tamanho dos poros cresce, é observado um pequeno aumento no rendimento da 
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imobilização, porém a eficiência cai (IY de 89.8 e 85.1 % e IE de 59.3 e 32.3 % para 50 

mM e 200 mM, ativadas a 60 ºC por 1 h, respectivamente). Esta diminuição da eficiência 

pode ser possivelmente relacionada a problemas de difusão e também a possibilidade de 

um aumento nas ligações, uma vez  que existe um maior número de grupamentos dispo-

níveis, gerando, por consequência, dificuldades de acesso do substrato ao sitio ativo da 

enzima. Por isso foi escolhida a concentração de Na2CO3 para a coagulação das esferas 

50 mM e o binômio de tempo e temperatura 1 h a 60 ºC.  

 

4.1.2.2. Concentração de genipina no suporte 

A concentração do agente ativador incide diretamente nos parâmetros de imobili-

zação, isso porque aumenta os grupamentos para ligação com a enzima e porque influen-

cia na polimerização interna (MIGNEAULT et al., 2004b). Na Tabela5, pode se observar 

que a medida que aumentou a concentração de genipina, aumentou também o rendimento 

da imobilização, porém a eficiência foi decrescendo (para 0.10 % de genipina, RI de 88.4 

% e EI de 55.2 %, para 0.25 % de genipina, RI de 97.3 % e EI 51.1 %). A a que a medida 

que aumenta a concentração de genipina, aumentam os pontos para ligação, o que pode 

ocasionar uma saturação de enzima no suporte e um aumento nas interações entre as en-

zimas, distorção delas e dificuldade de acesso aos sítios ativos, ocasionando problemas 

de difusão e de inativação do catalisador, diminuindo assim a eficiência (DUARTE et al., 

2017; RODRIGUES et al., 2013; TANRISEVEN; ASLAN, 2005).  

Entretanto, a atividade recuperada, que relaciona os dois parâmetros anteriores, 

não mostrou diferença significativa entre os tratamentos, da mesma maneira como a ati-

vidade específica; porém na menor concentração de genipina as esferas ficam frágeis e 

quando colocadas na solução enzimática (solução em tampão acetato pH 4.5), por ocasião 

da imobilização, essas esferas se desestruturam, provavelmente devido a uma concentra-

ção de genipina insuficiente para formar uma rede capaz de proteger a esfera do meio 

ácido da solução enzimática (DELMAR; BIANCO-PELED, 2015), fenômeno que não 

acontece nas soluções mais concentradas. Assim, os testes posteriores foram realizados 

com solução de genipina 0.15 % para a ativação do suporte. 

 

 

Concentração 

de genipina  

(% p/v) 

Rendimiento da 

Imobilização  

(%) 

Eficiência da 

Imobilização  

(%) 

Atividade Re-

cuperada (%) 

Atividade Espe-

cífica  

(U g-1) 

0.10 88.4 55.2 48.1±0.9a 929.8±16.8a 
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0.15 90.8 55.0 49.7±0.7a 960.9±12.9a 

0.20 93.3 53.8 48.8±0.5a 943.5±8.8a 

0.25 97.3 51.1 49.1±0.7a 948.2±13.7a 

Tabela5Teste de concentração de genipina usando esferas com 50 mM de Na2CO3 e ati-

vação a 60 ºC por 1 h. 

  

4.1.2.3. Estabilidade térmica  

A estabilidade térmica de uma enzima imobilizada é importante sobretudo porque 

gera maior robustez nela e faz com que seja mais viável para uso em sistemas industriais. 

Na Fig. 11são apresentados os resultados da atividade relativa observada quando a enzima 

livre e a enzima imobilizada foram submetidas a uma temperatura de 50 ºC, onde pode 

observar-se que para ambas, nas primeiras 8 horas, há uma queda rápida e depois uma 

queda mais ajustada à exponencial resultando em um tempo de meia-vida de 19,8 h para 

a enzima livre e 35,5 h para a enzima imobilizada, e, por consequência,  um fator de 

estabilização (SF) de 1,8, ou seja, a enzima imobilizada é quase duas vezes mais estável 

que a imobilizada o que fala da robustez adquirida mediante o processo de imobilização 

e entrecruzamento com a esfera porosa de quitosana e a genipina.  

Por outro lado, quando testado a 60 ºC, atingiu tempos de meia-vida de 13,5 min 

e 18,6 min para a enzima livre e imobilizada, respectivamente, resultando um SF de 1,4. 

O aumento na estabilidade térmica pode ser explicado pelo micro ambiente criado no 

suporte, a genipina entrecruzada com a quitosana e os poros geram uma possível  proteção 

à enzima, que permite que ela mantenha sua atividade e sua conformação (BHANDARI; 

GUPTA; SINGH, 2009; LIU; CHEN; SHI, 2018; MONAJATI et al., 2018; 

POORAKBAR et al., 2018). 
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Fig. 11Estabilidadetérmica da enzimaimobilizada. Realizada a 50 ºC. Enzima livre (tri-

ângulo), enzimaimobilizada (quadrado). 

  

 

4.1.2.4. Análise termogravimétrica (TGA) 

A análise termogravimétrica permite conhecer a estabilidade do material frente à 

temperatura, nesta análise,foram analisadas quatro amostras, esfera porosa de quitosana, 

genipina, esfera de quitosana-genipina e efera de quitosana-genipina-enzima.Na Fig. 

12pode observar-se que a esfera de quitosana é a que possui a maior estabilidade, mos-

trando só uma queda ao redor de 270 ºC,que pode ser devido a uma fragilização originada 

pelo aumento na porosidade do material, esta queda está relacionada à decomposição da 

agrupamentos hidroxila da quitosana e desacetilação do polímero, sugerindo a sua de-

composição (JAVAID et al., 2018; MA et al., 2018b; JBELI et al., 2018). 

Por outro lado a genipina é a amostra que apresenta menor estabilidade apresen-

tando a queda ao redor de 190 ºC, com isso a adição da genipina praticamente não diminui 

a estabilidade da quitosana, apresentando também uma queda ao redor de 270 ºC, unica-

mente a adição da enzima faz com que o material perca estabilidade, tendo uma queda 

aos 245 ºC; pode se dizer que fora da queda inicial das três amostras, exceto a da genipina, 

deve-se à presença de água na amostra que não foi retirada no processo de liofilização, 

especialmente na amostra com a enzima, pois a existe uma maior quantidade de agrupa-

mentos que formam interações hidrofílicas.  
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Fig. 12Análisetermogravimétrica. Realizadadesdetemperaturaambienteaté 700 ºC sob at-

mosfera de ar. Esferaporosa de quitosana (preto), genipina (azul), quitosana-genipina 

(verde) e quitosana-genipina-enzima (vermelho). 

 

O processo de ativação do suporte demostrou pouca influênciana estabilidade da 

quitosana, inclusive após a imobilização enzimática. Na literatura tem sido reportado que 

a quitosana tornou-se mais frágil quando foi entrecruzado com agentes como ácido tânico 

(RIVERO et al., 2013), sorbitol (MA et al., 2018b), 1,2:7,8-diepoxyoctano (DEO) 

(VAKILI et al., 2018), radical 2,2,6,6-tetra-metilpiperidina-1-oxil (TEMPO) (SONI et 

al., 2018) e glutaraldeído(BEPPU et al., 2007). Por tanto, a análise termogravimétrica 

revela que o derivado é termicamente estável até pelo menos 245 ºC, e considerando a 

aplicação em alimentos, é completamente viável, já que só em processos muito específi-

cos atinge-se temperaturas tão altas. 
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4.1.2.5. Calorimetria diferencial (DSC) 

Com a finalidade de detectar possíveis interações entre a quitosana e a genipina e 

estes dois com a enzima, foi feita a análise de calorimetria diferencial, onde foram anali-

sadas as quatro amostras, esfera porosa de quitosana, esfera de quitosana-genipina, esfera 

quitosana-genipina-enzima e genipina. Como pode ser observado naFig. 13, o termo-

grama da amostra apresenta alguns picos exotérmicos em até 100 ºC para as amostras de 

genipina e quitosana-genipina, provavelmente associados a água presente na amostra, en-

tretanto a amostra de quitosana-genipina-enzima apresentou um pico exotérmico ao redor 

de 230 ºC associado ao ponto de fusão da proteína provavelmente devido a uma não tão 

forte interação entre a enzima com a genipina e a quitosana, fenômeno que já foi reportado 

para quitosana entrecruzada com L-carnitina (SOLÉ et al., 2017). 

 

Fig. 13Calorimetriadiferencial. Realizadoauma taxa de 10 ºC min-1desde temperature am-

bienteaté 400 ºC sob atmosfera de nitrogênio. Esferasporosas de quitosana (preto), geni-

pina (azul), quitosana-genipina (verde) e quitosana-genipina-enzima (vermelho). 

 

Entre tanto, pode ser observado um pequeno momento endotérmico na genipina 

por volta dos 195 ºC que desaparece na quitosana-genipina, que pode estar relacionado a 

uma forte interação entre as duas substâncias derivado do processo de ativação do suporte, 

algo similar foi encontrado na literatura para nanopartículas de quitosana/alginato ativa-

das com genipina (SAMPRASIT et al., 2018), também para a encapsulação de quercetina 
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em hidrogel de carboximetil-quitosana ativado com genipina (YU et al., 2018) assim 

como para hidrogéis de quitosana-gelatina usando genipina como agente de entrecruza-

mento entre os polímeros (UBAID; MURTAZA, 2018) e para filmes de quitosana entre-

cruzados com genipina  e poli vinil álcool (ALDANA et al., 2012). 
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5. CONCLUSÕES 

 De maneira geral, pode-se concluir que o presente trabalho atingiu os objetivos 

traçados no início; o que gerou as seguintes conclusões: 

 As melhores condições para ativar o suporte de quitosana usando genipina como 

ativador foram: pH 9, tempo de 1 h, temperatura de 60 ºC, concentração de geni-

pina de 0.15 % (p/v), usando 4 mg de suporte por mL de solução. 

 Para o processo de imobilização da -Gal no suporte obtido, as melhores condi-

ções foram: solução enzimática de 10 U mL-1 e tempo de imobilização de 8 h. 

 Obteve-se parâmetros de imobilização como segue: rendimento 87.1 %, eficiência 

43 %, atividade recuperada 35.7 %, atividade específica 769.2 U g de suporte. 

 O derivado apresentou um fator de estabilização térmica de 2.0 a 50 ºC e 1.4 a 60 

ºC quando comparado com a enzima livre e a enzima imobilizada em suporte ati-

vado em pH 6. 

 A estabilidade operacional demostrou que o derivado manteve o 100 % de ativi-

dade relativa ao longo de 40 bateladas em processo descontínuo. 

 As análises calorimétricas demostraram que o o derivado apresentou uma boa es-

tabildade térmica até 200 ºC e uma forte interação entre a genipina e a quitosana, 

determinadas por TGA e DSC, respectivamente. 

 

Assim foi demostrado que a genipina como ativador de suporte possui caracterís-

ticas e propriedades únicas que devem ser avaliadas para cada enzima no intuito de me-

lhorar os parâmetros de imobilização; além de ser uma excelente alternativa ao uso de 

glutaraldeído por ser completamente segura para aplicação em alimentos; e com tudo isso 

foi obtido um derivado com alta estabilidade térmica e operacional. 

 

Destaca-se também que este é um modelo que permitiu conhecer os fatores que 

incidem nos processos de interações físicas e químicas de polimerização interna da geni-

pina e da genipina com a quitosana e que poderia ser testado e avaliado com outras enzi-

mas e suportes. 
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6. PERSPECTIVAS 

A partir do realizado, pode se prever o seguinte como propostas de trabalhos e pes-

quisas futuras: 

 Avaliar enzimas de maior e menor tamanho comparadas à β-galactosidase e com 

substratos de tamanhos distintos para conhecer ainda melhor a relação entre esses 

fatores com a polimerização interna da genipina e da genipina com a quitosana. 

 Usar outros materiais de suporte que possuam uma estrutura física e composição 

química distinta para estudar o comportamento da genipina frente a eles e os pro-

cessos de polimerização interna. 

 Desenvolver um reator de leito fixo para avaliar a estabilidade operacional do 

derivado em processo contínuo de catálise.  
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