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RESUMO 

 

O uso de enzimas imobilizadas tem crescido em função de suas inúmeras vantagens quando 

comparada ao uso de enzimas livres. No entanto, é fundamental avaliar a escolha do suporte, 

aliando disponibilidade, biocompatibilidade, atoxicidade e boas qualidades mecânicas, a fim 

de melhorar as características da enzima a ser imobilizada. Assim, o objetivo deste trabalho 

foi preparar um suporte composto de alginato de sódio e gelatina aproveitando as diferentes 

características dos materiais para imobilização de β-galactosidase de Aspergillus oryzae. 

Para isso, foram avaliadas diferentes concentrações de alginato de sódio, gelatina, genipina 

e carga enzimática com o intuito de verificar o efeito de cada componente nos parâmetros 

de imobilização. A elaboração das esferas de alginato-gelatina foi realizada através da 

gelificação ionotrópica, seguido de ativação utilizando genipina, um composto natural 

extraído do jenipapo (Genipa americana L), e imobilização covalente da enzima no suporte. 

Caracterizações calorimétricas (TGA e DSC) e estruturais (SAXS) foram realizadas com o 

biocatalisador. Além disso, verificou-se o desempenho da enzima imobilizada em relação à 

sua estabilidade térmica, operacional e de armazenamento. Os resultados mostraram que a 

enzima foi imobilizada com sucesso apresentando altos rendimentos de imobilização. As 

modificações micro-estruturais das esferas determinadas por SAXS, demonstram que a 

adição de genipina e enzima no sistema produziu uma redução significativa no tamanho e 

na densidade Ca(II)-alginato. Através das análises TGA e DSC, pode-se constatar que a 

ativação com genipina, seguida da imobilização da enzima, não tiveram influência na 

resistência à temperatura do suporte. A maior estabilidade térmica do biocatalisador foi 

observada em presença do substrato lactose. O processo de imobilização proporcionou alta 

estabilidade ao armazenamento, permitindo manter aproximadamente 80 % da atividade 

relativa após 175 dias sob refrigeração a 4 °C. Para o processo de hidrólise da lactose, o 

biocatalisador mostrou-se estável por 11 bateladas de reuso, resultando em 69.3 % de 

conversão de lactose, a 40 °C. Para esta mesma temperatura, em um reator de leito fixo com 

fluxo de 0,25 mL min-1, a conversão de lactose foi de 76.5 % em 20 h de operação contínua. 

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que o suporte utilizando alginato de sódio e 

gelatina tem potencial para aplicações em processos de imobilização enzimática, pois, alia 

as boas propriedades de cada componente, além de ser uma matriz segura para aplicações 

em alimentos.  

 



 
 

Palavras-chave: alginato de sódio, gelatina, genipina, β-galactosidase, imobilização 

covalente, hidrólise da lactose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

The use of immobilized enzymes has grown due to its numerous advantages when compared 

to the use of free enzymes. However, it is essential to evaluate the choice of support, 

combining availability, biocompatibility, atoxicity, and good mechanical qualities, in order 

to improve the characteristics of the enzyme to be immobilized. Thus, this   work's objective 

was to prepare a support composed of sodium alginate and gelatin taking advantage of the 

different characteristics of the materials for immobilization of β-galactosidase from 

Aspergillus oryzae. For this, different concentrations of sodium alginate, gelatin, genipin, 

and enzyme load were evaluated in order to verify the effect of each component on the 

immobilization parameters. The elaboration of the alginate-gelatin beads was performed 

through ionotropic gelation, followed by activation using genipin, a natural compound 

extracted from genipap (Genipa americana L), and covalent immobilization of the enzyme 

in the support. Calorimetric (TGA and DSC) and structural (SAXS) characterizations were 

performed with the biocatalyst. In addition, the performance of the immobilized enzyme in 

relation to its thermal, operational and storage stability was verified. The results showed that 

the enzyme was successfully immobilized, obtaining high immobilization yields. The 

structural modifications of the beads determined by SAXS demonstrates that the addition of 

genipin and enzyme in the system produced a significant reduction in size and density of 

Ca(II)-alginate. Through the TGA and DSC analyzes, it can be seen that activation with 

genipin, followed by immobilization of the enzyme, did not influence the temperature 

resistance of the support. The greater thermal stability of the biocatalyst was observed in the 

presence of its substrate, lactose. The immobilization process provided high stability to the 

storage, allowing to maintaining 80 % of the relative activity after 175 days under 

refrigeration at 4 °C. The biocatalyst proved to be stable for 11 batches of reuse for the 

lactose hydrolysis process, resulting in 69.3 % lactose conversion at 40 °C. For this same 

temperature, in a fixed bed reactor with a flow of 0.25 mL min-1, the lactose conversion was 

76.5 % in 20 h of continuous operation. Thus, the results obtained in this work indicate that 

the support using sodium alginate and gelatin has potential for applications in enzymatic 

immobilization processes, as it combines the good properties of each component, in addition 

to being a safe matrix for food applications. 

 



 
 

Keywords: covalent immobilization, sodium alginate, gelatin, genipin, β-

galactosidase, lactose hydrolysis. 
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INTRODUÇÃO 

 

Constantemente indústrias de alimentos buscam novas tecnologias e matérias-primas 

inovadoras para desenvolver produtos com alegações de saúde e segurança, devido à alta 

demanda do mercado consumidor. Consumidores que, por sua vez, estão cada vez mais 

preocupados com os componentes alimentares e suas funções fisiológicas na saúde, além do 

seu impacto no equilíbrio ecológico (NERI-NUMA et al., 2020). 

Diante desse cenário, pesquisas e aplicações no âmbito da tecnologia de bioprocessos 

têm ganhado destaque frente a operações convencionais que utilizam catalisadores químicos, 

geralmente atreladas à geração de substâncias indesejáveis sensorialmente e 

nutricionalmente, além do possível impacto ambiental pela geração de material residual 

devido a etapa de purificação do produto. Alternativamente, a aplicação de enzimas 

apresenta diversas vantagens, como alta seletividade e especificidade, caráter sustentável, e 

eficiência no processo. No entanto, muitos processos ainda não são viáveis devido a questões 

como custo de algumas enzimas, contaminação do produto final, recuperação impraticável, 

além da sensibilidade das enzimas às condições reacionais (MATEO et al., 2007a), 

problemas estes que podem ser minimizados ou superados com a imobilização enzimática.  

Uma das enzimas amplamente utilizadas na indústria é a β-galactosidase (lactase), 

responsável pela hidrólise da lactose em seus monossacarídeos, glicose e galactose, e que 

possui aplicação em alimentos com o intuito de melhorar características de solubilidade, 

dulçor, digestibilidade, além do desenvolvimento de produtos com baixo teor de lactose e 

síntese de galactooligossacarídeos (FREITAS et al., 2011). 

A imobilização enzimática tem sido utilizada principalmente com o objetivo de 

reutilizar as enzimas e assim reduzir os custos inerentes ao processo. De forma geral, o uso 

de enzimas imobilizadas oferece vantagens como a possibilidade de uso em operação 

contínua, facilidade de separação do produto final, aumento da estabilidade ao pH e 

temperatura, entre outros (MENDES et al., 2011).  

São conhecidas e descritas inúmeras técnicas de imobilização na literatura como 

encapsulação, adsorção em materiais insolúveis ou por ligação covalente. Apesar disto, não 

há um método aplicável para todas as enzimas, sendo importante avaliar suas vantagens e 

desvantagens, bem como as características do suporte, a fim de escolher o procedimento 

mais simples, barato e que resulte em um biocatalisador com alta estabilidade operacional e 

boa retenção de atividade catalítica (MENDES et al., 2011). 
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Dentre os vários tipos de suporte sugeridos para a imobilização de enzimas, os 

biopolímeros naturais como alginato e gelatina, já amplamente empregados na área  

biomédica e farmacêutica (DUCONSEILLE et al., 2015; FAROKHI et al., 2020; 

RODRÍGUEZ-RODRÍGUEZ et al., 2020; SUN; TAN, 2013), surgem como potenciais 

promissores para a indústria de alimentos devido à vantagens no que diz respeito a 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, simplicidade de produção do suporte, 

baixo potencial alergênico e custos (ZAZZALI et al., 2019).  

Por outro lado, apesar do emprego extensivo de alginato para imobilização de 

enzimas, seu uso como suporte é restrito, devido à baixa resistência mecânica desse 

polissacarídeo e alta porosidade. Para resolver o problema mencionado, materiais 

poliméricos frequentemente são misturados com outros polímeros, como gelatina, 

formandos blends mais complexos com melhoria de suas propriedades (BILAL; IQBAL, 

2019), visto que o uso apenas de gelatina também é limitado devido à baixa estabilidade e 

resistência mecânica (SARKER et al., 2014). Essas propriedades podem ser ainda mais 

aprimoradas em conjunto com moléculas bifuncionais por meio da formação de ligações 

covalentes.  

Quando se aborda o uso de agentes de entrecruzamento para ativação do suporte, o 

glutaraldeído é o reagente químico de maior aplicação, porém por apresentar efeitos 

citotóxicos, atualmente, vem sendo substituído por outros agentes ativadores, como a 

genipina – biomolécula extraída principalmente do jenipapo (Genipa americana L.) e da flor 

da gardênia (Gardenia jasminoides Ellis), por apresentar citotoxicidade muita baixa e ser 

biocompatível.  

Dentro deste contexto, a matriz alginato-gelatina pode ter suas propriedades 

melhoradas com o uso da genipina, tornando-a uma alternativa interessante como suporte 

para imobilização de enzimas e também em aplicações inovadoras na área médica, 

farmacêutica, entre outras. Assim, este trabalho tem como objetivo desenvolver um suporte 

para imobilização de β-galactosidase, buscando, por meio da utilização de genipina como 

agente de entrecruzamento, dispor de biocatalisadores seguros e eficientes para uso 

industrial.  

Este trabalho será apresentado na forma de artigo científicos onde encontra-se 

organizado da seguinte forma: no Capítulo 1 está apresentada a revisão bibliográfica 

abordando os principais pontos do tema proposto. O Capítulo 2 apresenta os resultados 

obtidos, na forma como foram submetidos à publicação em periódico internacional. Em 
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seguida, são apresentadas as principais conclusões obtidas e as perspectivas para os trabalhos 

futuros. Por fim, no Apêndice A estão apresentados os resultados obtidos de um estudo 

paralelo a este, na forma como foram submetidos à publicação em periódico internacional, 

o qual tinha por objetivo estudar a síntese de galactooligossacarídeos a partir de soro e 

permeado de soro de leite, utilizando β-galactosidase de Bacillus circulans imobilizada em 

esferas de quitosana.  
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OBJETIVO 

 

O presente trabalho teve por objetivo geral o desenvolvimento de um novo blend à 

base de alginato e gelatina para ser utilizado como suporte para a imobilização de β-

galactosidase, utilizando genipina como agente de entrecruzamento. Como objetivos 

específicos, são pontuados: 

 

✓ Desenvolver um suporte à base de alginato e gelatina tipo A; 

✓ Imobilizar a β-galactosidase de Aspergillus oryzae em esferas de alginato-

gelatina usando genipina como agente de entrecruzamento; 

✓ Verificar o efeito de diferentes concentrações de enzima, genipina, alginato e 

gelatina nos parâmetros de imobilização enzimática; 

✓ Caracterizar os biocatalisadores obtidos em relação as condições pH e 

temperatura de atividade; 

✓ Caracterizar o suporte obtido em relação às suas propriedades estruturais e 

térmicas; 

✓ Estudar a estabilidade térmica e operacional da enzima imobilizada;  

✓ Avaliar a hidrólise de lactose em processo tipo batelada e tipo contínuo em 

reator de leito fixo. 
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CAPÍTULO 1 : REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1. ENZIMAS 

 

No âmbito da tecnologia de bioprocessos, as enzimas são descobertas notáveis. As 

enzimas são proteínas que atuam como catalisadores naturais, onipresentes em plantas, 

animais e microrganismos, onde catalisam processos vitais para os organismos vivos 

(HOMAEI et al., 2013). Elas são capazes de aumentar a velocidade das reações por meio da 

diminuição da energia livre de ativação e, manter o equilíbrio químico de reações 

bioquímicas sem serem consumidas (SINGH et al., 2016).  

Diante da crescente demanda por processos verdes e sustentáveis, a biocatálise vem 

se apresentando como uma opção interessante em processos industriais por exigirem 

condições mais suaves de reação (temperaturas próximas a ambiente, pressão atmosférica e 

pH fisiológico).  Além disso, o uso de enzimas gera menos resíduos devido ao alto grau de 

especificidade, fato este relacionado à sua complexa conformação tridimensional, o que 

garante que o rendimento da reação não seja reduzido em função de reações paralelas, 

evitando formação de subprodutos. Assim, a aplicação das enzimas contribuem para tornar 

os processos mais eficientes, ambientalmente e economicamente mais atrativos do que a 

síntese orgânica convencional (SHELDON; VAN PELT, 2013a).  

Apesar do avanço científico nas áreas da biotecnologia e engenharia de proteínas, a 

aplicação industrial das enzimas é, muitas vezes, dificultada pela sua sensibilidade a 

variações de temperatura e pH, pela baixa estabilidade operacional e a longo prazo, difícil 

recuperação do meio reacional na forma ativa e posterior reutilização (HOMAEI et al., 2013; 

SHELDON; VAN PELT, 2013a).  

Com o objetivo de superar as limitações impostas pelos uso de enzimas em  processos 

industriais, em meados de 1960, surgiram as técnicas de imobilização enzimática 

(GROSOVÁ; ROSENBERG; REBROŠ, 2008). Desde então, diversas aplicações, 

metodologias e materiais de suporte foram desenvolvidos. Atualmente, diversas enzimas são 

comercializadas para utilização em sua forma imobilizada, como por exemplo glicose 

isomerase, amilocilase, invertase, fenilalanina amônia liase, termolisina, glicoamilase, β-

galactosidase, entre outras (CUI et al., 2014; FISCHER; KLEINSCHMIDT, 2015; LU et al., 

2020; SHEN et al., 2011).  
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1.1.1. β-galactosidases 

 

As enzimas β-galactosidases [lactase; β-D-galactoside galactohidrolase; EC 

3.2.1.23], são classificadas nas famílias das glicosil hidrolases (GH) 1, 2, 35, 42, 59 e 147 

(http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html), com base na similaridade de sequência 

de aminoácidos. De acordo com o número de sequências depositadas no banco de dados, 

essas enzimas existem principalmente nas famílias GH2, GH35 e GH 42 (LU et al., 2020).  

As β-galactosidases ocorrem amplamente na natureza e têm sido isoladas de animais 

(em órgãos como cérebro, intestino, placenta, testículos), vegetais (damasco, amêndoas, 

pêssego, maçã), bem como de microrganismos (como fungos, leveduras e bactérias) 

(HUSAIN, 2010). Em comparação com as fontes animal e vegetal, a produção de enzimas 

microbianas apresenta rendimentos mais elevados (GROSOVÁ; ROSENBERG; REBROŠ, 

2008).  

A maioria das enzimas industrias são obtidas de Aspergillus sp.e Kluyveromyces sp. 

(KLEWICKI, 2007), e possuem uma produção mundial estimada em cerca de 5,75 milhões 

de toneladas métricas por ano (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018). 

No entanto, nem todas as fontes de β-galactosidase são aceitáveis ou reconhecidas 

como seguras (GRAS - Generally Recognized as Safe), sendo esse um critério importante 

para aplicações em alimentos. A β-galactosidase isolada de Escherichia coli recombinante, 

por exemplo, que embora seja a β-galactosidase mais pesquisada e conhecida em níveis 

estruturais e catalíticos, sua aplicação na indústria de alimentos não é considerada adequada 

devido a problemas de toxicidade associados a esta bactéria (LADERO et al., 2001).  

β-galactosidases isoladas de fungos como A. oryzae e A. niger, leveduras como K. 

lactis, e de bactérias como Bacillus circulans e Bifidobacterium bifidum são considerados 

microrganismos GRAS (DE ANDRADE et al., 2020; SAQIB et al., 2017). Segundo a 

legislação brasileira, através da Resolução RDC n°53/2014, a β-galactosidase utilizada em 

alimentos deve ser de origem microbiana obtidas das seguintes fontes: A. niger, A. oryzae, 

A. oryzae expresso em A. niger, Candida pseudotropicalis, K. fragilis, K. lactis, K. 

marxianus e Saccharomyces sp. (ANVISA, 2014).  

A enzima β-galactosidase utilizada neste trabalho, é uma enzima extracelular 

proveniente do fungo A. oryzae, pertencente à família GH 35. É uma enzima monomérica 

com massa molecular de 110 KDa, distribuída numa sequência de 1005 resíduos de 

aminoácidos (FREITAS et al., 2011; MAKSIMAINEN et al., 2013). Comparadas às enzimas 

http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html
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de levedura, as β-galactosidases fúngicas são mais termoestáveis, porém são mais sensíveis 

à inibição pelo produto, principalmente pela galactose que é um inibidor competitivo 

(BOON; JANSSEN; VAN ’T RIET, 2000). Uma aplicação importante dessa enzima é na 

indústria de laticínios, tendo como exemplo a reação de hidrólise da lactose.  

Uma visão geral de algumas β-galactosidases comercialmente disponíveis é 

mostrado na Tabela 1. Como pode ser visto, a temperatura e pH ótimos diferem de acordo 

com a fonte de obtenção da enzima, onde β-galactosidases fúngicas funcionam em uma faixa 

de pH relativamente ampla atuando entre pH 2,5-5,4, e as provenientes de leveduras e 

bactérias tem pH ótimo entre 6,0-7,0. Estas diferentes condições de pH ótimo determinam a 

escolha e aplicação de determinada enzima, sendo β-galactosidases fúngicas mais adequadas 

para hidrólise de soro ácido e permeado de soro de leite, enquanto β-galactosidases de 

leveduras e bactérias são mais adequadas para hidrólise de leite e soro doce do leite 

(HUSAIN, 2010; PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010). 
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Tabela 1. Fontes comercialmente disponíveis de β-galactosidase. 

Marca Fabricante Organismo 
pH 

ótimo 

T ótima 

(°C) 

Maxilact DSM Kluyveromyces lactis 6,5 40 

Tolerase DSM Aspergillus oryzae 4,0 40 

β-galactosidase Megazyme International Aspergillus niger 4,5 60 

β-galactosidase Megazyme International Kluyveromyces lactis 6,5 45 

Lactozym Novozymes Kluyveromyces lactis 6,0 48 

Lactoles L3 Amano Enzyme Bacillus circulans 6,0 65 

Lactase F Amano Enzyme Aspergillus oryzae 5,0 55 

β-galactosidase Worthington Biochemicals Escherichia coli 6,0-8,0 37 

β-galactosidase Sigma-Aldrich Escherichia coli 6,0-8,0 37 

β-galactosidase Sigma-Aldrich Bos taurus 4,3 37 

β-galactosidase Sigma-Aldrich Aspergillus oryzae 4,5-5,5 50 

L017P Biocatalysts Aspergillus oryzae 4,5-5,5 55 

Ha-lactase Chr. Hansen Kluyveromyces lactis 6,5 40 

Lactase NL Enzeco Kluyveromyces lactis 6,5 40 

Fungal lactase Enzeco Aspergillus oryzae 4,0-5,5 55 

GODO-YNL2 Godo Shusei Co., Ltd Kluyveromyces lactis 6,5 40 

Biolactase F Kerry Ingredients and Flavours Aspergillus oryzae 4,5 55 

Biolactasa NTL Biocon Bacillus circulans 6,0 65 

Biolactase L Kerry Ingredients and Flavours Kluyveromyces lactis 6,0 40 

GODO-YNL2 DuPont Danisco Kluyveromyces lactis 6,5 40 

Lactase 100 Specialty Enzymes & Biotechnologies 

Co. 

Aspergillus oryzae 4,5-5,5 55 

Fonte: Adaptado de Benjamins (2014). 



20 
 

1.1.2.  Hidrólise da lactose 

 

A lactose (4-O-β-D-galactopiranosil-D-glicose, C12H22O11) é um dissacarídeo 

também conhecido como açúcar do leite, apresentando-se como um pó branco e cristalino. 

Possui leve dulçor - 6 vezes menos doce que a sacarose - e é significativamente menos 

solúvel em relação aos seus monossacarídeos. É o principal carboidrato do leite e está 

presente em quase todos os mamíferos, sendo formada nas glândulas mamárias. No leite 

humano a concentração de lactose é aproximadamente 7 % enquanto no leite bovino em 

média de 4,8 % (GÄNZLE; HAASE; JELEN, 2008).  

No leite, a lactose apresenta duas formas isoméricas: α e β lactose, que apresentam 

diferentes propriedades de solubilidade, cristalização, temperatura de fusão e rotação óptica 

(UGIDOS-RODRÍGUEZ; MATALLANA-GONZÁLEZ; SÁNCHEZ-MATA, 2018).  

Como a lactose é um açúcar higroscópico e tem alta tendência a absorver sabores e 

odores, além de desenvolver textura arenosa, por sua baixa solubilidade, seu uso na indústria 

é limitado (PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010). Para minimizar ou eliminar esses 

problemas, uma tecnologia bastante difundida dentro da indústria de laticínios é a reação de 

hidrólise prévia da lactose através da enzima β-galactosidase.  

Devido a essa função de hidrólise, a enzima ganhou importância mundial nas últimas 

décadas dentro da indústria de alimentos, sendo suas principais aplicações: remoção da 

lactose de produtos lácteos e produção de produtos galactosilados, como os 

galactooligossacarídeos (HUSAIN, 2010).  

A hidrólise da lactose pode ser realizada por tratamento ácido em alta temperatura 

(150 °C), que pode resultar em diversos problemas tecnológicos, como alterações de odor e 

cor dos produtos, formação de subprodutos indesejáveis, bem como a desnaturação das 

proteínas do leite (LADERO; SANTOS; GARCÍA-OCHOA, 2000). Por outro lado, a 

catálise enzimática, realizada com a enzima β-galactosidase, permite condições mais suaves 

de temperatura e pH, e consequentemente permite uma maior economia energética com 

preservação das propriedades das moléculas (DARIF, 2018).  

A enzima β-galactosidase é responsável pela hidrólise do resíduo terminal -

galactopiranosil da lactose (Gal1-4Glc) para formar glicose e galactose, dois 

monossacarídeos (MAHONEY, 1998).  

Diversos mecanismos já foram propostos para ação desta enzima (PRENOSIL; 

STUKER; BOURNE, 1987), e um esquema geral está demonstrado na Figura 1.  
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Figura 1: Mecanismo de reação da β-galactosidase usando lactose como substrato. 

 

 

Fonte: Adaptado de Lu e colaboradores (2020). 

 

O mecanismo de ação da β-galactosidase na hidrólise da ligação glicosídica da 

lactose requer dois resíduos de ácido glutâmico (Glu482 e Glu551), um como doador de 

prótons e outro como nucleófilo, de modo simultâneo na reação enzimática (LU et al., 2020). 

Na etapa inicial, há formação do complexo enzima-galactosil e simultânea liberação de 

glicose. Na próxima etapa, o complexo é transferido para aceptores nucleofílicos contendo 

grupos hidroxil, que pode ser um sacarídeo ou água. Se a solução de lactose for diluída, a 

água, em vez de outros açúcares, pode ser mais competitiva para ser um aceptor, portanto a 

galactose é formada e liberada do sítio ativo. Por outro lado, em uma solução com alta 

concentração de lactose, a molécula de lactose tem mais chance de agir como aceptora, 

ligando-se ao complexo enzima-galactose para formar oligossacarídeos com diferentes graus 

de polimerização (GOSLING et al., 2010; ZHOU; CHEN, 2001). Ou seja, o mecanismo de 

ação da enzima inclui tanto a hidrólise da lactose quanto a reação de transgalactosilação.  

Na realidade, os dois mecanismos citados anteriormente, podem ocorrer 

simultaneamente na reação, pois os galactooligossacarídeos (GOS) sintetizados podem ser 

hidrolisados. Além disso, como a galactose é mais efetiva por ser competidora da molécula 

de lactose pelo sítio da β-galactosidase, a transgalactosilação pode ser inibida pela formação 

dos produtos. Assim, condições específicas de processamento como a concentração de 
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lactose, a natureza da enzima e as condições de reação irão determinar qual será a rota 

cinética da enzima (GOSLING et al., 2010; KLEIN et al., 2016; LU et al., 2020). 

 

1.1.3. Aplicações tecnológicas das β-galactosidases  

 

A redução de lactose em produtos lácteos torna-o mais digerível para indivíduos 

intolerantes à lactose, os quais representam, aproximadamente, 70 % da população mundial. 

Essa deficiência de β-galactosidase na mucosa do intestino delgado resulta em má absorção 

de lactose, o que leva a apresentar sintomas como dor abdominal, diarreia, náusea, 

flatulência e inchaço após a ingestão. Isso pode ser consequência de diferentes processos: 

deficiência primária, diminuição enzimática secundária oriunda de doenças intestinais e 

deficiência congênita (MATTAR; MAZO; CARRILHO, 2012), e a severidade dos sintomas 

depende da quantidade ingerida e quantidade de lactose que cada pessoa pode tolerar 

(XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).  

Outro propósito da hidrólise da lactose é a prevenção de sua cristalização em diversos 

produtos lácteos, pois devido à baixa solubilidade da lactose em altas concentrações, 

produtos como doce de leite, leite condensado, sorvetes, entre outros, ficam propensos a uma 

excessiva cristalização desse açúcar, o qual gera um aspecto arenoso aos alimentos. Essa 

cristalização pode ser evitada utilizando a hidrólise da lactose previamente ao 

processamento, visto que os açúcares formados, galactose e glicose, são mais solúveis 

quando comparados à lactose. Adicionalmente, a adição de açúcar no produto pode ser 

reduzida, pois a glicose e galactose possuem uma doçura relativa muito maior que a da 

lactose pura (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012; SHUKLA, 1975). A 

hidrólise da lactose também pode ser aplicada como ferramenta a fim de diminuir o tempo 

de processos fermentativos, como por exemplo, na fabricação de queijos e iogurtes 

(PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010).  

Outro benefício de grande importância é a formação de galactooligossacarídeos, um 

grupo de oligossacarídeos resistentes às enzimas digestivas do intestino com efeitos 

similares ao da fibra alimentar. Sua ingestão estimula seletivamente o crescimento das 

bifidobactérias intestinais (PARK; OH, 2010), as quais exercem efeitos benéficos na 

manutenção da saúde humana, como redução de alguns fatores de risco para doenças 

cardiovasculares, aumento da absorção de cálcio, redução da inflamação intestinal, entre 
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outros benefícios (MACFARLANE; STEED; MACFARLANE, 2008; SANDERS et al., 

2019).  

Além de seus efeitos prebióticos, os galactooligossacarídeos tem baixa 

cariogenicidade, baixa doçura e valor calórico (MANO; PAULINO; PASTORE, 2019; 

VERA et al., 2016) sendo sua principal aplicação em bebidas, principalmente em 

formulações para bebês, devido à semelhança estrutural dos oligossacarídeos do leite 

humano (FISCHER; KLEINSCHMIDT, 2015). 

O uso da enzima na reação de hidrólise, como visto anteriormente, promove diversas 

melhorias tecnológicas durante o processamento e nas características sensoriais dos 

alimentos. Além dessas melhorias, uma abordagem interessante é a utilização do soro lácteos 

como substrato para a reação. O soro é o principal subproduto da indústria de laticínios, e 

devida a alta concentração de lactose presente, quando descartado sem nenhum tratamento 

prévio, poluem severamente reservas de água prejudicando o ecossistema devido à alta 

demanda biológica de oxigênio para sua degradação (GONZÁLEZ SISO, 1996). Dessa 

forma, os produtos hidrolisados obtidos a partir da hidrólise da lactose do soro, podem, por 

exemplo, ser utilizados para o desenvolvimento de um xarope doce, empregado em vários 

processos das indústrias de laticínios, confeitaria, panificação e refrigerantes (PANESAR; 

KUMARI; PANESAR, 2010) e produção de compostos com alto valor agregado, como os 

galactooligossacarídeos. Além disso, os monossacarídeos formados podem ser convertidos 

em biomoléculas, após tratamento adequado (MANO; PAULINO; PASTORE, 2019). 

 

1.2. IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

A aplicação industrial de enzimas na forma livre nos múltiplos processos práticos é, 

muitas vezes, dificultada pela baixa estabilidade térmica, faixa estreita de pH e a perda de 

atividade catalítica após um ciclo (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). 

Contudo, esses inconvenientes podem, geralmente, ser superados pela imobilização 

enzimática (HANEFELD; CAO; MAGNER, 2013). 

A primeira observação científica de imobilização enzimática foi feita em 1916, a qual 

demonstrou que uma invertase exibia a mesma atividade quando adsorvida em um sólido, 

como carvão ou hidróxido de alumínio, tanto no fundo do recipiente de reação como quando 

distribuída uniformemente em toda a solução (NELSON & GRIFFIN, 1916, HOMAEI 

2013). Desde o trabalho pioneiro em imobilização enzimática no início dos anos 1960 
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(KATCHALSKI-KATZIR; KRAEMER, 2000), milhares de pesquisas e patentes já foram 

publicadas sobre as mais diversas técnicas de imobilização de enzimas. 

Dessa forma, define-se como enzima imobilizada a retenção da proteína em uma 

matriz, ou em um suporte sólido insolúvel, em meio aquoso e em solventes orgânicos para 

que seja reutilizada continuamente, criando um sistema heterogêneo (CHIBATA, 1986). 

Um dos principais interesses na imobilização enzimática, principalmente em escala 

industrial, é a possibilidade de recuperação e reutilização do biocatalisador por diversos 

ciclos de reação e, assim, reduzir os custos inerentes a sua utilização (SHELDON; VAN 

PELT, 2013a). A imobilização também permite a utilização em operações contínuas e a 

separação do biocatalisador do produto, minimizando ou eliminando a transferência da 

proteína para etapas subsequentes do processo. Um benefício adicional é geralmente um 

ganho na estabilidade, sob condições de armazenamento e operacionais, a qual, geralmente, 

é superior em relação à enzima livre (MATEO et al., 2007b; SHELDON; VAN PELT, 

2013a). Outra vantagem importante da imobilização enzimática é que as enzimas 

imobilizadas podem ter suas propriedades catalíticas alteradas de maneira a permitir que 

preservem suas atividades em condições que não sejam ambientes aquosos 

(JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). 

Durante o processo de imobilização, mudanças estruturais da enzima, alterações de 

pH e temperatura ótima da enzima podem ocorrer, devido as interações suporte-enzima. 

Essas alterações podem levar a inativação da enzima devido a mudanças conformacionais, 

dessorção da enzima do suporte, bloqueio do sítio ativo ou ainda limitações de transferência 

de massa promovidas pela própria imobilização  (KRAJEWSKA, 2004; MATEO et al., 

2007a). Entretanto, muitos dos problemas citados anteriormente podem ser evitados ou 

diminuídos pela escolha criteriosa do método e suporte de imobilização adequados. 

Idealmente, a técnica de imobilização deve garantir a estabilidade da enzima por 

longos períodos de tempo, evitar sua lixiviação, torná-la reutilizável e permitir a livre difusão 

de substratos e produtos da reação (ISPAS; SOKOLOV; ANDREESCU, 2009). Entretanto, 

devido às diferentes características físico-químicas de cada enzima, assim como às diferentes 

propriedades dos substratos e diversidade de aplicações dos produtos obtidos, não existe um 

método ou suporte de imobilização único aplicável a todas enzimas (KRAJEWSKA, 2004). 

Além do mais, todos os métodos apresentam vantagens e limitações. A Tabela 2 mostra, de 

maneira resumida, alguns fatores a serem considerados na imobilização como condições, 

propriedades e características da enzima e do suporte. 
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Tabela 2: Resumo de alguns fatores a serem analisados para desenvolvimento de 

protocolos de imobilização. 

 
Parâmetros a serem 

considerados 
Exemplos 

Suporte 

Parâmetros químicos 

Composição, grupos funcionais, estabilidade 

química em solventes, hidrofobicidade, 

propriedades da superfície do suporte (pH, 

carga da superfície, presença íons metálicos). 

Parâmetros físicos 

Morfologia, tamanho de partícula, porosidade 

(estrutura, tamanho e distribuição de poros), 

área superficial ativa, resistência mecânica. 

Enzimas 

Propriedades 

bioquímicas 

Disponibilidade, estabilidade ao 

armazenamento, toxicidade, flexibilidade 

conformacional, peso e tamanho molecular, 

sítio ativo, grupos funcionais e cargas na 

superfície. 

 

Parâmetros cinéticos 

Atividade específica, perfis de pH e 

temperatura, estabilidade relacionada as 

condições de reação (pH, solventes e 

temperatura), aditivos estabilizantes e 

necessidade de cofatores. 

Processo de 

imobilização 

 

Estratégia de 

imobilização 

 

Adsorção física, encapsulação, ligação 

covalente, ligação cruzada. 

 

Condições de 

imobilização 

 

pH, temperatura, solventes, agentes de 

estabilização. 

 

Difusão e 

transferência de 

massa 

 

Efeito do tampão, viscosidade do meio de 

reação, difusão nos poros do suporte. 

 

Desempenho 

 

Reusabilidade, recuperação do produto, 

inibição enzimática. 

 

Custos do processo 

 
Custos da enzima e suporte, eliminação de 

resíduos, energia. 

Fonte: Adaptado de Hartmann e Kostrov (2013). 
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1.2.1. Métodos para imobilização de enzimas 

 

Diferentes métodos para imobilização já foram desenvolvidos e podem ser 

classificados como físicos, quando existem interações fracas entre o suporte e a enzima, não 

ocorrendo modificação química, como a adsorção (física ou iônica) em uma matriz 

insolúvel, o aprisionamento em gel, a microencapsulação e a formação de filmes; e químicos, 

que incluem a ligação covalente da enzima ao suporte e o entrecruzamento desta pelo uso de 

um reagente multifuncional de baixa massa molecular (Figura 2). De maneira ideal, o 

método de imobilização deve permitir a difusão de substratos e produtos da reação, evitar 

sua lixiviação e, também, garantir a estabilidade da enzima durante longos períodos de tempo 

(SHELDON; VAN PELT, 2013a).  

 

Figura 2: Representação dos diferentes métodos de imobilização de enzimas. 

 
Fonte: Adaptado de Jun e colaboradores (2019). 

 

1.2.1.1. Adsorção física  

 

Este método é baseado na adsorção física de enzimas na superfície de suportes 

insolúveis em água, sob condições adequadas. A adsorção pode ser realizada através de 

diferentes tipos de interações fracas, tais como interações hidrofóbicas, ligações iônicas, 
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forças de van der Waals e ligações de hidrogênio (PANESAR et al., 2006). Há pouco ou 

nenhuma alteração conformacional da enzima, uma vez que a enzima é espontaneamente 

imobilizada em uma orientação que lhe é preferida e energeticamente favorável devido à 

ausência de ligações químicas fixas entre enzima e suporte (HARTMANN; JUNG, 2010). 

Geralmente não há uso de reagentes bifuncionais, nem requer funcionalização do suporte, e 

apenas um mínimo de etapas de ativação é necessário para o processo de adsorção, tornando 

este um dos métodos de imobilização mais fácil, simples e econômico (HUSAIN, 2010). Em 

geral, a adsorção física entre enzima e suporte é muita fraca, sendo assim mudanças na 

temperatura, pH ou força iônica podem resultar em dessorção da enzima (NGUYEN; KIM, 

2017).  

 

1.2.1.2. Encapsulamento e aprisionamento 

 

Conforme Brady e Jordaan (2009), o melhor meio de evitar qualquer influência 

negativa na estrutura de uma enzima é encapsulá-la, isto é, protegendo-a do meio reacional, 

minimizando, assim, a desnaturação. A técnica de encapsulamento, aprisionamento ou 

confinamento consiste na retenção física da enzima nas cavidades internas de uma matriz 

sólida porosa constituída por polímeros como por exemplo carragenana, silanos, gelatina, 

alginato e poliacrilamida.  

O método é realizado em duas etapas, onde primeiro ocorre a mistura da enzima na 

solução do monômero, seguida pela polimerização dessa solução por uma reação química 

(NGUYEN; KIM, 2017), de forma que a enzima fique inserida no suporte ou envolvida por 

ele (SHELDON; VAN PELT, 2013a). Sendo assim, não ocorrem alterações estruturais ou 

ligações com grupos reativos ou sítio ativo da enzima.  

As principais limitações são a alta concentração de enzima necessária para garantir 

o procedimento de encapsulação e a dificuldade de interação com substratos de alto peso 

molecular, pois os mesmos não conseguem difundir-se profundamente no gel da matriz para 

alcançar o sítio ativo da enzima (HUSAIN, 2010). Além disso, se o tamanho dos poros da 

matriz de suporte for grande, provavelmente ocorrerá a lixiviação da enzima. A fim de evitar 

essas perdas, pode-se promover ligações adicionais através do uso de agente de 

entrecruzamento (NGUYEN; KIM, 2017).  
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1.2.1.3. Ligação covalente 

 

Um dos métodos mais amplamente utilizados para imobilização enzimática é através 

de ligações covalentes entre os grupos reativos do suporte e da enzima. Metodologias de 

imobilização de forma covalente costumam ser mais complexas, porém resultam em ligações 

irreversíveis e mais estáveis (GARCIA-GALAN et al., 2011). Entretanto, como a ligação é 

irreversível, quando a enzima se torna inativa, tanto suporte quanto enzima são inutilizados 

(SHELDON; VAN PELT, 2013a). 

Numa primeira etapa, o suporte sólido é ativado utilizando um reagente funcional, e 

posteriormente, ocorre o acoplamento covalente da enzima ao suporte. É importante que o 

grupo funcional presente na enzima seja não essencial para a atividade enzimática, que 

geralmente envolve a ligação pelas cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos, sendo os 

principais alvos para imobilização os seguintes: lisina (grupos amino), cisteína (grupo tiol) 

e ácido aspártico e glutâmicos (grupo carboxílico) (NGUYEN; KIM, 2017).  

As lisinas estão presentes na maioria das proteínas, frequentemente localizadas na 

superfície, podendo corresponder de 6% a 10% dos aminoácidos. Considerando que são 

muito reativas, sem a necessidade de serem ativadas, proporcionam boa estabilidade após 

imobilização. A imobilização de proteínas usando as cadeias laterais carboxílicas são 

interessantes, uma vez que os aminoácidos ácido glutâmico e ácido aspártico constituem 

uma fração principal dos aminoácidos expostos à superfície (STEEN REDEKER et al., 

2013). A exploração do grupo thiol de cisteínas pode ser usada para dirigir uma imobilização 

(por ponte S-S) e pode dar origem a uma ligação covalente mais fraca porém passível de 

recarga de suporte (SCHÖFFER et al., 2017). 

Alguns outros resíduos de aminoácidos da enzima explorados para imobilização 

covalente são: serina e treonina (grupo hidroxila), tirosina (grupo fenol), metionina (grupo 

tioéter), histidina (grupo imidazol) e arginina (grupo guanidina) (STEEN REDEKER et al., 

2013). 

Como regra geral, a imobilização covalente deve ser preferida quando se trabalha em 

solução aquosa e quando existem fatores desnaturantes. Isto é devido ao fato de que a 

formação de múltiplas ligações covalentes entre a enzima e o suporte reduz a flexibilidade 

conformacional e as vibrações térmicas, evitando assim o desdobramento e desnaturação da 

proteína (HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009). Estudos relacionam a uma 

melhoria na estabilidade da enzima covalentemente ligada, especialmente quando ocorre 
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ligações multipontuais, pois esta ligação promove a rigidificação da estrutura enzimática, 

reduzindo as mudanças conformacionais envolvidas na sua inativação (CAO, 2005). No 

entanto, como a imobilização não ocorre de maneira uniforme para todas as moléculas de 

enzimas, a orientação indesejável do sítio ativo da enzima pode dificultar o reconhecimento 

do substrato, diminuindo a atividade catalítica, ou então levar a uma orientação inativa, ou 

seja, impedimento estérico (ZHOU; HARTMANN, 2012). Estudos tem demonstrado novas 

estratégias de imobilização a fim de que ela seja totalmente orientada pela sua posição. Um 

exemplo disso é a orientação molecular da enzima através de resíduos de cisteína(LI et al., 

2018; LIU et al., 2013).  

 

1.2.1.4. Entrecruzamento 

 

A imobilização de enzimas por ligações cruzadas é baseada na formação de ligações 

covalentes entre moléculas de proteínas utilizando reagentes bi ou multifuncionais, que 

atuam como linkers, formando agregados enzimáticos tridimensionais insolúveis, 

destacando-se por ser um processo simples, rápido e econômico – pela inexistência de um 

suporte (SHELDON; VAN PELT, 2013a).  

O método pode ser muito útil na imobilização de enzimas multiméricas para impedir 

a dissociação da estrutura da enzima e perda de atividade (FERNANDEZ-LAFUENTE, 

2009). O objetivo dessa metodologia é a formação de biocatalisadores insolúveis com 

elevada atividade catalítica. No entanto, devido a modificação química causada na superfície 

da enzima, frequentemente ocorre diminuição da atividade enzimática através da obstrução 

dos sítios ativos (GARCIA-GALAN et al., 2011), além de apresentarem baixa resistência 

mecânica e difícil recuperação (CANTONE et al., 2013).  

Existem duas abordagens utilizadas nesta técnica de imobilização: a formação de 

agregados de enzimas entrecruzadas (CLEAs – do inglês crosslinked enzyme aggregates), e 

a formação de cristais enzimáticos entrecruzados (CLECs- crosslinked enzyme crystals). 

Ambos métodos requerem o uso de agente de entrecruzamento para estabilizar os agregados. 

No método CLEC, o agente de entrecruzamento é adicionado aos cristais de enzimas após a 

cristalização, de maneira que este método proporciona melhorias mecânicas significativas, 

contudo requer a formação de cristais, um procedimento trabalhoso e caro requerendo uma 

enzima de alta pureza. Por outro lado, o CLEA é uma versão aprimorada da produção CLEC. 

No método baseado no CLEA, a adição de sais inorgânicos, solventes orgânicos ou 
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polímeros não-iônicos, seguido por ligação cruzada com um agente de entrecruzamento 

bifuncional, resulta na formação de agregados enzimáticos que retêm as propriedades 

catalíticas da enzima (GARCIA-GALAN et al., 2011; NGUYEN; KIM, 2017).  

 

1.2.2. Agentes de ativação e entrecruzamento 

 

Nem todos os suportes possuem grupos funcionais disponíveis para ligações 

covalentes com a enzima, sendo assim, agentes de ligação são necessários pois introduzem 

grupos reativos na superfície do suporte capazes de reagirem com os grupos reativos da 

enzima. O emprego desses agentes é simples e pode ser realizado misturando os diretamente 

em uma matriz ou através da aplicação em matrizes pré-formadas, e pode melhorar a 

estabilidade da enzima através de ligações bi- ou multipontuais. Estes compostos podem ser 

utilizados para entrecruzamento de enzimas, como também em combinação com outros 

métodos (NGUYEN; KIM, 2017). 

Diversos agentes de ativação podem ser utilizados para o entrecruzamento, diferindo 

em mecanismos, especificidades e efeitos. Os aldeídos, particularmente formaldeído e 

glutaraldeído, são provavelmente os reticulantes mais amplamente utilizados, devido seu 

baixo custo e reação rápida com grupos ε-amino livres não protonados nas proteínas 

(AZEREDO; WALDRON, 2016). No entanto, tem havido preocupações quanto à sua 

toxicidade, o que pode ser um problema no caso de sua migração para produtos alimentícios 

(CHIOU et al., 2006). Além dos aldeídos, reagentes contendo grupos epóxidos também são 

comumente utilizados, porém são fracamente reativos sob condições suaves, necessitando 

de condições extremas de reação para favorecer a ligação enzima-suporte (MATEO et al., 

2000). 

Assim, outros agentes de entrecruzamento não tóxicos ou menos tóxicos têm sido 

estudados, onde recentemente a genipina atraiu interesse devido à sua menor toxicidade 

quando comparado aos reagentes comumente utilizados (MUZZARELLI et al., 2015). Uma 

abordagem sobre a genipina será discutida mais adiante.  

 

1.3. TIPOS DE SUPORTES 

 

Embora seja reconhecido que não há suporte universal para todas as enzimas e suas 

aplicações, deve-se enfatizar que a seleção dos materiais de suporte é o desafio mais crucial 
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devido ao enorme impacto que ele pode ter nas propriedades do sistema biocatalítico. Dessa 

maneira, para se obter um derivado enzimático ativo e estável deve-se atentar ás 

características particulares da enzima e das condições do processo catalítico, bem como do 

material de suporte escolhido, pois a interação entre ambos concede propriedades que podem 

ser determinantes à sua aplicação prática (KRAJEWSKA, 2004; ZDARTA et al., 2018).  

Vários materiais, naturais ou sintéticos, podem ser usados como suporte para 

imobilizar enzimas e, durante a escolha para o processo de imobilização, algumas 

características devem ser consideradas para este fim, sendo as principais a seguir 

(KRAJEWSKA, 2004; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; ZDARTA et al., 2018): 

 

✓ Alta afinidade com proteínas; 

✓ Funcionalidade química; 

✓ Disponibilidade e custo; 

✓ Capacidade de regeneração e reutilização; 

✓ Resistencia química e mecânica; 

✓ Permeabilidade; 

✓ Diâmetro de poro adequado; 

✓ Resistência ao ataque microbiano; 

✓ Elevada área superficial; 

✓ Não toxicidade e biocompatibilidade. 

 

No entanto, muitos dos suportes possuem poucas das propriedades citadas, portanto, 

deve-se tomar cuidado ao selecionar o material, levando em consideração as vantagens e 

desvantagens de suas propriedades.  

Esses materiais podem ser classificados em relação a sua composição química em 

orgânicos e inorgânicos. Ou quanto a sua morfologia em porosos e não porosos (SOUZA et 

al., 2017).  

Como principal vantagem, os materiais porosos apresentam uma elevada área 

superficial interna específica disponível para imobilização, possibilitando uma maior carga 

enzimática e uma maior proteção da enzima frente a eventuais condições adversas do meio 

reacional. Como inconveniente do uso desse tipo de suporte têm-se problemas de 

transferência de massa. Como a maior área disponível é a interna, o diâmetro dos poros do 
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suporte deve ser adequado ao tamanho da enzima, substrato e produto para evitar limitações 

difusionais (MOHAMAD et al., 2015; ZDARTA et al., 2018). 

Por outro lado, os suportes não-porosos não apresentam problemas difusionais por 

acomodarem as moléculas apenas na superfície externa, facilitando a interação da enzima 

com o substrato. No entanto, esse material apresenta uma baixa área superficial específica, 

o que limita a área de imobilização. Esse problema pode ser minimizado ao utilizar 

nanopartículas, pois proporciona alta área superficial para imobilização. Porém, outras 

dificuldades podem surgir com as nanopartículas como, por exemplo, a impossibilidade de 

usar em sistemas contínuos do tipo coluna, pois o material pode compactar em altas pressões 

e altas velocidades de fluxo (LIESE; HILTERHAUS, 2013; SOUZA et al., 2017).  

Os suportes inorgânicos, tais como, vidro, sílica, alumina, nanotubos de carbono, 

óxidos metálicos, magnetita, bentonita, zircônia, entre outros, em geral, apresentam maior 

resistência a condições extremas de funcionamento. Isto é, possuem maior resistência 

mecânica, boa estabilidade térmica e ao pH, resistência ao ataque de microrganismos e a 

solventes orgânicos e fácil regeneração por processo de pirólise, torna-os mais apropriados 

para utilização industrial, quando comparados aos suportes orgânicos (JUN et al., 2019; 

ZDARTA et al., 2018). Dentre os diversos suportes inorgânicos, a sílica é uns dos materiais 

mais frequentemente utilizados para imobilização de enzimas. Umas das principais 

características da sílica é a possibilidade de fabricação com diferentes parâmetros 

morfológicos e estruturas porosas. Além disso, a sílica apresenta em sua  superfície regiões 

de ligações silanos (Si-OH) livres que podem ser funcionalizados com agentes de 

modificação de superfície como o glutaraldeído ou 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES) 

(HARTMANN; KOSTROV, 2013; ZDARTA et al., 2018). 

Suportes orgânicos, em especial os polímeros, podem ser classificados em naturais 

ou sintéticos. Os polímeros sintéticos possuem superfície porosa, são insolúveis por natureza 

e inertes ao ataque microbiano. Incluem nesta classificação o poliestireno, cloreto de 

polivinil (PVC), poliacrilato, poliamida, polipropileno, dietilaminoetil celulose (DEAE 

celulose), resinas de troca iônica, etc. (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016). Esses materiais 

exibem diferentes formas físicas e estruturas químicas, que podem ser combinados para 

formar um novo suporte, de acordo com as propriedades da enzima (SOUZA et al., 2017). 

Uma grande variedade de polímeros naturais, principalmente polissacarídeos como 

quitosana, ágar, colágeno, carragenanos, alginato, gelatina, celulose, albumina, amido, 

agarose, etc., têm sido utilizados como matriz de suporte para imobilização enzimática. As 
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propriedades desses polímeros que os tornam um bom sistema de suporte incluem, sua 

capacidade de formar géis aquosos inertes, estrutura química facilmente ativada, além de 

normalmente apresentarem boa resistência térmica e mecânica após reticulação com 

reagentes bifuncionais. Além disso, estão disponíveis em grandes quantidades, são seguros 

biologicamente e normalmente possuem custo reduzido (HOMAEI et al., 2013; SIRISHA; 

JAIN; JAIN, 2016). Nesta revisão serão abordados apenas o alginato de sódio e gelatina 

como material de suporte.  

 

1.3.1. Alginato 

 

Os alginatos são polissacarídeos aniônicos e hidrofílicos de ocorrência natural, 

comumente produzidos a partir de vários gêneros de algas marrons (principalmente 

Laminaria hyperborean, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum nodosum), e algumas bactérias 

como Azotobacter vinelandii e Pseudomonas aeruginosa (PARREIDT; MÜLLER; 

SCHMID, 2018), sendo um dos mais abundantes materiais biossintetizados (SUN; TAN, 

2013).  

Atualmente, os alginatos comerciais são extraídos exclusivamente de algas, embora 

uma alternativa interessante é a biossíntese bacteriana, pois podem ser produzidos em 

condições controladas, padronizadas e fornecer ao alginato estruturas químicas e 

propriedades físicas mais definidas do que o alginato derivado de algas marinhas (LEE; 

MOONEY, 2012). 

Sua estrutura é composta por duas unidades monoméricas: ligações β-(1→4) ligada 

ao  ácido D-manurônico (estrutura M) e por ligações α-(1→4)  ligada ao ácido -L-gulurônico 

(estrutura G), de composição e estrutura sequencial amplamente variável. A composição 

básica de alginatos consiste em unidades lineares não ramificadas de polímeros constituídos 

de três formas diferentes de segmentos: resíduos G consecutivos, resíduos M consecutivos e 

resíduos MG alternados (CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017). O alginato derivado de 

diferentes espécies contêm proporção e sequência diferentes de resíduos M e G, o que 

determina a sua massa molecular e propriedades físicas e químicas do alginato, como a 

viscosidade, transição sol/gel, solubilidade e estabilidade do gel que será formado 

(SZEKALSKA et al., 2016). 
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Alginatos e polissacarídeos de algas em geral, são aceitos para uso como aditivos 

alimentares e são reconhecidos como GRAS pela FDA (Food and Drug Administration) e 

pela Comunidade Europeia e listado no Codex Alimentarius (FAO/OMS).  

Devido a sua capacidade de atuar como agentes estabilizante, gelificante e 

espessante, é utilizado como aditivo na indústria de alimentos para modificar e melhorar a 

textura de certos alimentos, como por exemplo, molhos e emulsões, alimentos 

reestruturados, geleias e sobremesas. Algumas dessas propriedades provêm das 

características inerentes ao próprio alginato, mas também podem resultar de interações com 

outros componentes dos alimentos, por exemplo, proteínas, gordura ou fibra (STEPHEN; 

PHILLIPS; WILLIAMS, 2006). 

Além das propriedades citada, a biocompatibilidade, biodegradabilidade, não 

antigenicidade, capacidade quelante, não toxicidade e baixo custo fazem do alginato um 

biopolímero atrativo (SUN; TAN, 2013).  

A nível biomédico várias aplicações do alginato podem ser referidas, particularmente 

nas áreas de cicatrização de feridas, administração/liberação controlada de medicamentos, 

cultura celular in vitro e engenharia de tecidos (LEE; MOONEY, 2012), por outro lado, não 

mostra propriedades antibacterianas (POURALI; YAHYAEI, 2019). Outra aplicação com 

grande potencial tem sido na área biotecnológica, especificamente em imobilização celular 

(CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017).  

 

1.3.1.1. Formação do gel 

 

Em comparação com outros polissacarídeos, como gelatina ou ágar, o alginato é 

capaz de formar gel independente da temperatura. A formação de géis de alginato pode ser 

obtida por dois métodos: a precipitação ácida em pH < 3,5 (géis ácidos) ou a reticulação 

iônica com cátions polivalentes (géis iônicos). 

Na precipitação ácida, o alginato pode formar géis a valores de pH menores aos 

valores de pKa dos resíduos de ácidos urónico  (3,38 e 3,65 para M e G, respectivamente)  

(ZAZZALI et al., 2019). Porém, uma diminuição abrupta do pH causa uma precipitação de 

moléculas de ácido algínico, e não irá ocorrer formação de gel (STEPHEN; PHILLIPS; 

WILLIAMS, 2006). 

O mecanismo de gelificação iônica é um processo altamente seletivo e a afinidade 

do alginato em relação aos diferentes íons bivalentes diminuem na seguinte ordem: Pb>Cu> 
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Cd> Ba> Sr> Ca> Co, Ni, Zn> Mn. No entanto, para fins práticos o uso de cátions tóxicos 

não é aconselhável, sendo a reticulação com cálcio a mais amplamente difundida para 

formação de géis. No entanto, as esferas de alginato de cálcio formadas são sensíveis à 

quelação por agentes como fosfato, citrato, lactato e agentes não-gelificantes como íons 

sódio e magnésio (MØRCH et al., 2006). E também, podem ser facilmente desestabilizados 

na presença de cátions monovalentes (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008).  

A adição de íons Ca+2 no polímero proporciona a ligação entre os grupos carboxílicos 

das cadeias G em lados opostos, formando uma cavidade hidrofílica. Os pontos de 

reticulação formados pela ligação cruzada entre os monômeros G e íons Ca+2 formam uma 

estrutura tridimensional denominada “egg box” (CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017), 

como mostra Figura 3. Esta propriedade, fez do alginato um dos biopolímeros mais 

comumente utilizados como material de encapsulamento de diversos compostos de interesse 

e liberação controlada de fármacos (COOK et al., 2011).  

 

Figura 3: Estrutura do alginato e sua ligação de cátions de cálcio formando a “egg box”. 

 

Fonte: Bruchet e Melman (2015). 

 

Existem dois métodos de gelificação do alginato reticulados pelos íons cálcio: 

gelificação interna ou gelificação externa, também conhecida por difusão. A difusão é 

realizada quando os íons cálcio (nesse caso a fonte mais comum é o cloreto de cálcio), são 
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difundidos de uma reserva externa para dentro de uma solução de alginato. Quando o cálcio 

entra em contato com a solução de alginato, forma-se o gel na interface, de modo que a 

gelificação prossegue enquanto os íons cálcio conseguem difundir através da interface, ou 

seja, o processo consiste basicamente no gotejamento de uma solução de polissacarídeo 

aniônico sobre uma solução salina catiônica, promovendo a formação de ligações cruzadas 

nas partículas. No entanto, esse método não permite uma concentração de Ca+2 uniforme em 

toda a estrutura do gel, devido ao processo de difusão, que se inicia na superfície do gel e 

causa resistência aos íons de Ca+2, resultando numa superfície mais concentrada. A 

gelificação interna, envolve liberação dos íons cálcio através de uma fonte interna de um sal 

de cálcio diretamente na solução polimérica contendo material de núcleo. Posteriormente, 

essa mistura é dispersa em uma fase oleosa contendo surfactante, o qual favorece a formação 

e estabilidade da emulsão. A gelificação da solução biopolimérica ocorre através da redução 

do pH mediante a adição de uma solução ácida na emulsão de água em óleo. À medida que 

o ácido entra na fase aquosa, ele reage com o sal de cálcio, liberando os íons, permitindo sua 

complexação com os grupos carboxílicos do alginato (AGUILAR et al., 2015; FAROKHI et 

al., 2020; SCHOUBBEN et al., 2010). 

A formação do gel de alginato é bastante complexa e diversos fatores podem afetar 

sua estrutura e características. Como visto, os blocos G tem mais afinidade pelos íons Ca+2 

que blocos M, sendo assim, maiores conteúdos de blocos G no alginato formam géis mais 

rígidos, quebradiços e mecanicamente mais estáveis. Por outro lado, uma alta proporção de 

blocos M formam géis mais macios e elásticos, com menor propensão a apresentar sinérese, 

porém tendem a se desintegrar mais facilmente com o tempo. Além disso, esferas de alginato 

com maior teor M são menos porosas do que as esferas correspondentes de alginato com alto 

teor G (D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 2008; KAWAGUTI; SATO, 2008; 

MØRCH et al., 2006).  

 

1.3.2. Gelatina 

 

O colágeno é a proteína mais abundante encontrada nos animais e é composto por 

três cadeias α entrelaçadas formando uma estrutura tripla-hélice. Existem pelo menos 

28 tipos de colágeno identificados, onde cada tipo varia em sequência, estrutura e função e, 

portanto, cada um é distribuído de maneira diferente em peles, ossos, tendões, sistemas 

vasculares ou tecidos conjuntivos intramusculares (LIU et al., 2015). Entre as fontes de 
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colágeno mais utilizadas, podem ser citadas, pele de suínos ou couro, ossos e aparas bovinas 

e, mais recentemente de aves e peixes (MARIOD; ADAM, 2013; RANASINGHE et al., 

2020). 

A gelatina é um composto proteico natural solúvel obtido pela hidrólise parcial do 

colágeno, onde as ligações de hidrogênio e algumas ligações covalentes do colágeno são 

clivadas a temperaturas acima de 40 °C, e isso leva à desestabilização da estrutura da hélice 

tripla, levando à formação de gelatina solúvel. Alguns fatores como fonte, idade do animal, 

forma de obtenção, e tipo de colágeno, influenciam as propriedades das gelatinas (GOMEZ-

GUILLEN et al., 2011). Além desses fatores, o conteúdo relativo de cadeias α e componentes 

β ou γ, agregados de alto peso molecular, presença de fragmentos de proteínas de baixo peso 

molecular e a hidrofobicidade afetam as propriedades físicas da gelatina (RANASINGHE et 

al., 2020).  

Comparada ao colágeno, a gelatina possui produtos metabólicos de pouca resposta 

antigênica, é biocompativel, biodegradável, de baixo custo e, um dos biomateriais mais 

conhecidos e, assim como seus derivados, não é tóxica. Devido a características específicas, 

incluindo sua natureza anfotérica, estrutura helicoidal específica de fita tripla e sua interação 

com a água, que não são observadas em outros polímeros hidrofílicos sintéticos, a gelatina 

tornou-se crucial em diferentes aplicações (RANASINGHE et al., 2020), e é classificada 

como GRAS para uso pela FDA (SANTORO; TATARA; MIKOS, 2014). 

A gelatina é comumente utilizada nas indústrias farmacêuticas para formação de 

emulsões, confecção de cápsulas, revestimento, encapsulamento, microencapsulação de 

comprimidos, curativos, instrumento para liberação controlada de fármacos, sensores 

biorrresponsivos e engenharia de tecidos (MARIOD; ADAM, 2013; SANTORO; TATARA; 

MIKOS, 2014). A natureza hidrocoloidal única da gelatina também permite amplas 

aplicações na indústria de alimentos como agente emulsionante, espumante, agente de 

acabamento, estabilizador de coloide, material biodegradável para formação de filme, agente 

dispersante, aeração e microencapsulação (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011) em produtos 

como geleias, sobremesas, doces, produtos à base de carne, sorvetes e laticínios 

(RANASINGHE et al., 2020).  

A gelatina apresenta peso molecular variando de 15 a 400 kDa, é composta por 18 

aminoácidos com sequências repetidas de glicina-X-Y, em que X e Y, frequentemente, são 

os aminoácidos prolina e hidroxiprolina (aminoácidos não essenciais derivados de prolina), 

respectivamente. Essas sequências são responsáveis pela capacidade da gelatina de formar 
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géis físicos. Aminoácidos como lisina, arginina, metionina e valina também estão presentes 

nessa estrutura, mas em proporção significativamente menor (MARTÍNEZ-LÓPEZ et al., 

2020).  

Conforme Ranasinghe e colaboradores (2020), o processo de conversão do colágeno 

em gelatina consiste principalmente de 3 etapas: 

 

✓ Remoção de material que não seja colágeno;  

✓ Hidrólise parcial do colágeno em gelatina; 

✓ Recuperação e secagem do produto final. 

 

Inicialmente, são realizados pré-tratamentos químicos (ácidos ou alcalinos) com o 

objetivo de inchar os colágenos e remover a proteína não colágena. A extração por água 

quente é o método mais amplamente utilizado para a extração de gelatina. Durante o 

processo, a estrutura em hélice tripla se decompõe e moléculas menores de gelatina são 

produzidas. Esses procedimentos são muito afetados pelo pH, temperatura e tempo aplicado 

no pré-tratamento e extração (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). 

Com base no pré-tratamento realizado no processo de extração, existem dois tipos de 

gelatina obtidas; tipo B (ponto isoelétrico 4,8 - 5,4) (SAMAL et al., 2012), que é obtida por 

hidrólise alcalina de ossos e pele de bovinos e tem como alvo os grupos amida de asparagina 

e glutamina da gelatina, hidrolisando-os em grupos carboxílicos, o que a torna carregada 

negativamente; e tipo A (ponto isoelétrico 8 - 9) (ARAMWIT et al., 2015), obtida por 

hidrólise ácida de pele de suínos. Esse processo não afeta significativamente os grupos 

amina, de maneira que seu caráter catiônico se manifesta em pH abaixo de seu ponto 

isoelétrico pela protonação dos grupos amina, conforme mostra Figura 4 (SAMAL et al., 

2012). Assim, com base no pré-tratamento é que vão ser determinadas as características 

futuras do suporte.  
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Figura 4: A natureza catiônica intrínseca da gelatina a valores de pH abaixo de seu ponto 

isoelétrico. 

 

Fonte: Adaptado de SAMAL e colaboradores (2012). 
 

No entanto, a principal limitação da gelatina é sua rápida dissolução em ambientes 

aquosos, baixa estabilidade e resistência mecânica, limitando seu uso (XING et al., 2014). 

Por isso, os efeitos da introdução de outros polímeros na gelatina foram estudados na 

tentativa de superar as restrições à aplicação de gelatina, como por exemplo a formação de 

blends com alginato. Neste caso, as funções amino da gelatina interagem com grupos 

carboxílicos de alginato para formar um complexo no qual as enzimas podem ser 

aprisionadas e imobilizadas por ligações covalentes utilizando reagentes bifuncionais 

(FADNAVIS et al., 2003), possibilitando a formação de suportes mais complexos e 

resistentes, com características distintas para novas aplicações, como por exemplo, na 

utilização em engenharia de tecidos do miocárdio (ROSELLINI et al., 2009), liberação 

controlada de fármacos (BANERJEE; PATRA; GANGULY, 2017), imobilização de lacase 
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para descoloração de corantes sintéticos (MOGHARABI et al., 2012) e encapsulação de 

probióticos (KHALIL et al., 2019).  

 

1.4. GENIPINA 

 

A genipina é um iridoide incolor, pertencente à classe dos monoterpenos, que pode 

ser obtido diretamente da Genipa americana L. (jenipapo), planta nativa de regiões do sul 

do México, América Central e região norte da América do Sul, e após hidrólise enzimática 

dos geniposídeos de frutos da Gardenia jasminoides Ellis (gardênia), uma planta originária 

da Ásia (BRAUCH et al., 2016; YANG et al., 2011).  

Descoberta em 1960 por Djerassi e colaboradores, a genipina possui fórmula 

molecular C11H14O5 e massa molar igual a 226,23 g mol-1 (DJERASSI; GRAY; KINCL, 

1960; MANICKAM; SREEDHARAN; ELUMALAI, 2014), sendo também conhecida como 

a aglicona do geniposídeo. É caracterizada pela presença de uma unidade ciclopentanoide 

ligada com anel de diidropirano (DINDA; DEBNATH; HARIGAYA, 2007). A diferença 

entre a estrutura do geniposídeo em relação a genipina ocorre no carbono 1 do hexano, onde 

o geniposídeo possui uma glicose ligada, enquanto a genipina possui uma hidroxila no lugar, 

como mostra a Figura 5.  

 

Figura 5: Estrutura química do geniposídeo (a) e da genipina (b). 

 

Fonte: Náthia-Neves e colaboradores (2018). 

 

Embora a genipina seja incolor, quando em presença de oxigênio, ela reage 

espontaneamente com aminas primárias e proteínas, produzindo pigmentos violeta-azulados 

solúveis em água. Além da genipina, derivados como o geniposídeo e o ácido geniposídico, 

também reagem com outros compostos para produzir pigmentos, sendo o mecanismo de 

formação de pigmentos complexo e altamente dependente de fatores como pH, temperatura, 
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presença de oxigênio e fonte de aminoácido (Figura 6) (BRAUCH et al., 2016; 

BUCHWEITZ, 2016; TOKAREVA; IVANTSOVA; MIRONOV, 2017).  

 

Figura 6: Recuperação de genipina em frutos da gardênia (Gardenia jasminoides) e do 

jenipapo (Genipa americana L.). 

 

Fonte: Adaptado de Neri-Numa e colaboradores (2017). 

 

Durante o amadurecimento das frutas, o pH ácido (pH 3) inibe a formação de 

coloração azul (BENTES et al., 2015), fato que corrobora com estudo de Mi e colaboradores 

(2005), que afirmam que em valores de pH mais ácido (pH < 4), os grupos amino estão na 

sua forma protonada, inibindo o ataque nucleofílico do carbono 3 da genipina. Em pH mais 

elevado (pH >10), a reação é inibida devido a hidrólise do grupo éster da genipina, formando 

um pigmento de coloração vermelha (BRAUCH et al., 2016). Ao contrário do pH, um 

aumento na temperatura de reação (60-90 °C) afeta positivamente a produção de pigmento, 

embora esse parâmetro seja variável de acordo com a fonte da amina primária (LEE et al., 

2003). 

Devido a capacidade de reagir com aminoácidos e proteínas, que permite sua 

utilização em protocolos de imobilização enzimática como agente de reticulação (FLORES 

et al., 2019; KLEIN et al., 2016), a genipina é um produto com alto potencial para diversas 

outras aplicações, como quantificação de aminoácidos (LEE et al., 2003), como substituto 

da ninidrina na ciência forense (DI TOMMASO et al., 2013), para encapsular substâncias 

(KHALIL et al., 2019), como possível substituto de stents metálicos (CHEN et al., 2009), 
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na liberação controlada de medicamentos (HARRIS; LECUMBERRI; HERAS, 2010), no 

tratamento de ferimentos cutâneos e engenharia de tecidos (MUZZARELLI et al., 2015). 

Quanto aos aspectos regulatórios, o pigmento azul, obtido de G. jasminoides está disponível 

para fins medicinais e alimentares no leste da Ásia em países como Japão e Coréia 

(BENTES; MERCADANTE, 2014). Na Colômbia, desde 2014 a utilização do extrato já é 

autorizada pelas suas autoridades sanitárias (Instituto Nacional de Vigilancia de 

Medicamentos y Alimentos, INVIMA).   

Estudos indicam que a genipina possui propriedades anti-inflamatórias (KOO et al., 

2004), antifúngicas (LELONO; TACHIBANA; ITOH, 2009), atividades neuroprotetivas 

(HOBBS et al., 2018), antidiabéticas (ZHANG et al., 2006), antitumorais (CAO et al., 2010), 

hepatoprotetoras, propriedades antioxidantes, antidepressivas (WINOTAPUN et al., 2013), 

além de ser menos citotóxica que o glutaraldeído (TOKAREVA; IVANTSOVA; 

MIRONOV, 2017).  

 

1.4.1. Reatividade da genipina como agente de entrecruzamento 

 

A genipina possui uma alta capacidade para reagir com grupos amina primários, no 

entanto, o mecanismo de reação de entrecruzamento ainda não está bem elucidado. Duas 

possíveis hipóteses do mecanismo de reação são propostas na literatura (TOKAREVA; 

IVANTSOVA; MIRONOV, 2017) conforme esquema da reação mostrado na Figura 7.  

De acordo com uma das hipóteses, inicialmente ocorre o ataque nucleofílico de um 

grupo amino do biopolímero (em vermelho) ao éster α, β-insaturado da genipina, gerando o 

composto (2). Na segunda etapa, outro grupo amina da biopolímero (em azul) atacará o 

grupo metoxicarbonil para produzir uma ligação secundária do tipo amida, com a liberação 

concomitante de um composto metílico, para produzir o composto reticulado (3).  

Na outra hipótese, acontece novamente um ataque nucleofílico ao carbono 3 da 

genipina (1). Esse ataque gera uma abertura no anel diidropirânico da genipina, seguido de 

formação de um grupamento aldeído intermediário na molécula (4), que por sua vez, reage 

com a amina secundária recém formada, formando um novo composto heterocíclico (3) 

(TACIAS-PASCACIO et al., 2019). 
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Figura 7: Possível mecanismo de reticulação da genipina com biopolímeros contendo 

grupamentos amino. 

 

Fonte: Adaptado de Tacias-Pascacio e colaboradores (2019). 

 

É importante notar que, independentemente da natureza precisa das ligações 

químicas envolvidas na reticulação, a genipina é sem dúvida um reagente muito útil, não 

tóxico e ambientalmente amigável para a geração de biomateriais reticulados (TACIAS-

PASCACIO et al., 2019). 

 

1.5. IMOBILIZAÇÃO DE β-GALACTOSIDASE 

 

Com o objetivo de melhorar parâmetros de imobilização, estabilidade e possibilidade 

de reuso, pesquisas mostram diferentes métodos e suportes para imobilização enzimática 

com finalidades distintas. A seguir serão relatados alguns estudos voltados para a 

imobilização de β-galactosidase. 

 

✓ Utilizando esferas de alginato de cálcio e gelatina, a enzima β-galactosidase 

de K. lactis foi encapsulada, empregando o glutaraldeído e a concanavalina A como agentes 

modificadores, a fim de avaliar a influência da adição de cada agente modificador na 

imobilização da enzima, para a hidrólise da lactose presente no soro de queijo. Dessa forma, 
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os autores desenvolveram um biocatalisador com a adição de concanavalina A, seguida de 

imobilização da β-galactosidase nas esferas de alginato-gelatina e tratamento com 

glutaraldeído, e outro experimento sem a adição de glutaraldeído. Assim, os autores 

demonstraram que o teor de hidrólise da lactose após 720 min de reação, obteve uma 

conversão máxima de 71,42 %, utilizando a enzima complexada com concanavalina A em 

esferas de alginato-gelatina, sem a presença de glutaraldeído no processo de imobilização 

(MÖRSCHBÄCHER; VOLPATO; SOUZA, 2016). 

 

✓ O emprego de quitosana reticulada com genipina para imobilizar β-

galactosidase de A. oryzae foi estudado por Klein e colaboradores (2016), onde a 

imobilização proporcionou um biocatalisador com boa retenção de atividade enzimática e 

estabilidade térmica satisfatória, sendo comparável à imobilização tradicional com 

glutaraldeído. Além disso, a enzima imobilizada manteve 100% de sua atividade inicial após 

25 bateladas de hidrólise de uma solução de lactose. 

 

✓ No estudo publicado por Haider e Husain (2007), os autores pesquisaram a 

aplicação da enzima β-galactosidase de A. oryzae, na taxa de hidrólise de lactose utilizando 

três diferentes condições de imobilização. 1) Encapsulamento em esferas de alginato de 

cálcio; 2) enzima complexada em concanavalina A e posterior encapsulação; 3) enzima 

reticulada com glutaraladeído previamente a complexação com concanavalina A, e posterior 

encapsulação. Como resultado, obtiveram uma taxa de hidrólise de lactose, após 3 h de 

reação, de 66 %, 78 % e 89 %, respectivamente. Além disso, a enzima reticulada previamente 

a complexação reteve 95 % da sua atividade após o sétimo reuso e 93 % da sua atividade 

inicial após 2 meses de armazenamento a 4 °C. 

 

✓ Freitas e colaboradores (2011), ao encapsular a enzima β-galactosidase (A. 

oryzae) em esferas de alginato-gelatina reticulada com glutaraldeído, apresentou perfil 

semelhante de pH e temperatura em comparação com a enzima livre e, que estatisticamente, 

tanto a enzima livre quanto imobilizada apresentaram a mesma afinidade pelo substrato com 

valores de Km de 52,13 e 60,30 mM, respectivamente.  

 

✓ Em outro estudo, Katrolia e colaboradores (2019) imobilizaram a enzima β-

galactosidase de A. oryzae em sistemas independentes de alginato de bário e quitosana para 
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análise comparativa da hidrólise de lactose do leite. Como resultados os autores observaram 

que a enzima imobilizada em quitosana apresentou a melhor taxa de hidrólise de lactose 

(95,7 %) no leite após 12 h, enquanto a enzima encapsulada em alginato de bário hidrolisou 

70,9 % de lactose no leite após mesmo período, sendo inferior à hidrólise da lactose com a 

enzima livre (82,7 %).  

 

✓ O uso de fibras de hidrogel em blends de alginato e gelatina entrecruzadas 

com glutaraldeído foi estudado na encapsulação de α-galactosidase de A. oryzae para 

redução de oligossacarídeos não digeríveis presentes no leite de soja. O derivado imobilizado 

em um reator de leito fluidizado apresentou uma redução de 93 % de oligossacarídeos no 

leite de soja a uma taxa de 25 mL h-1. Além disso, o derivado imobilizado foi capaz de manter 

uma boa redução de oligossacarídeos em até 70 % após 5 ciclos (NAGANAGOUDA; 

MULIMANI, 2006). 

 

✓ Aburto e colaboradores (2018) estudaram um biocatalisador combinado 

formado por agregados enzimático reticulado de β-galactosidase de A. oryzae e células de 

Saccharomyces cerevisae co-imobilizadas por aprisionamento em partículas de gel de 

alginato de cálcio para síntese e purificação de galactooligossacarídeos a partir de lactose. 

Como resultado os autores obtiveram um produto com pureza de 25,7 % e rendimento de 

23,3 % de GOS, após 8 h de reação, utilizando o biocatalisador combinado. 

 

✓ β-galactosidase de K. fragilis foi imobilizada covalentemente em esferas de 

celulose com epicloridrina para hidrólise da lactose do leite e soro de leite utilizando reator 

de leito fluidizado. A lactose de soro de leite hidrolisado no leito fluidizado obteve 90 % de 

conversão em 30 h de reação e a enzima imobilizada pode ser reutilizada três vezes sem 

qualquer alteração no desempenho do reator. Ao utilizar leite como substrato, a estratégia 

com leito fluidizado apresentou até 60 % de conversão em 5 h de reação (ROY; GUPTA, 

2003). 

 

✓ Utilizando o método de encapsulamento em carragenina, pectina e seus 

hidrogéis híbridos, β-galactosidase de A. oryzae foi imobilizada para avaliar o desempenho 

da atividade catalítica in vitro. Carragenina, pectina e hidrogéis híbridos apresentaram 

eficiência de encapsulação de 58 ± 1%, 72 ± 1% e 77 ± 2%, respectivamente. Os hidrogéis 
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de carragenina e pectina foram 2,0 e 2,4 vezes mais eficazes do que o comprimido comercial 

na liberação de β-galactosidase sob condições de administração in vitro, respectivamente. 

Além disso, a influência do pH na atividade enzimática indicou que a imobilização em 

esferas de hidrogéis não foi suficiente para evitar a perda de atividade da enzima induzida 

por pHs extremamente ácidos (SILVA; TREVISAN; GARCIA, 2020). 
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CAPÍTULO 2 : DEVELOPMENT OF A BIOCOMPOSITE BASED ON 

ALGINATE/GELATIN CROSSLINKED WITH GENIPIN FOR β-

GALACTOSIDASE IMMOBILIZATION: PERFORMANCE AND 

CHARACTERISTICS  

 

Neste capítulo será apresentado o trabalho resultante do período do mestrado 

intitulado “Development of a biocomposite based on alginate/gelatin crosslinked with 

genipin for β-galactosidase immobilization: performance and characteristics” que será 

submetido à publicação na revista Biomacromolecules.  
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CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, foi desenvolvido um suporte a base de alginato e gelatina, 

sintetizados pelo método de gelificação ionotrópica, com a finalidade de imobilizar a enzima 

β-galactosidase de A.oryzae, utilizando a genipina como agente de entrecruzamento. A fim 

de obter mais informações do suporte, esse material foi caracterizado em função de suas 

propriedades físico-químicas e seu desempenho como biocatalisador foi avaliado. 

Através das análises, observou-se bons rendimentos de imobilização, porém o 

biocatalisador apresentou baixa retenção de atividade. Apesar do suporte ter uma alta área 

superficial, por se constituir de material poroso, à existência desses poros internos podem 

estar inacessíveis para o substrato, o que contribui para menor atividade observada, além da 

possibilidade de haver bloqueio do sítio ativo pelo próprio efeito da imobilização.  

Para a faixa de pH estudado, observou-se que embora a imobilização não tenha 

modificado significativamente o pH em comparação à enzima livre, o biocatalisador 

apresentou uma amplitude maior da faixa de pH. Enquanto que para a faixa de temperatura 

estudado, houve um aumento na temperatura ótima da enzima imobilizada em relação à 

enzima livre. Este fator agrega valor ao complexo desenvolvido pois possibilita a sua 

aplicação em processos industriais, como a pasteurização. Além disso, a enzima imobilizada 

foi mais ativa em temperaturas mais baixas que a enzima livre.  

Para a estabilidade térmica da enzima, foi observada um comportamento semelhante 

entre a enzima livre e o biocatalisador, na temperatura avaliada, com uma tendência à rápida 

perda de atividade relativa, entretanto, a estabilidade térmica da enzima imobilizada foi 

bastante superior quando em presença de lactose concentrada, devido ao efeito de exclusão 

preferencial dos açúcares da superfície da proteína.  

A incorporação de alginato, gelatina e genipina no suporte para imobilizar a enzima 

tinha como objetivo aliar as propriedades desejadas desses dois compostos, para produzir 

um suporte mais robusto, com maior efeito protetor à enzima. Através das análises 

calorimétricas, conclui-se que o entrecruzamento e imobilização não tiveram influência na 

resistência à temperatura do suporte. Porém, o suporte foi resistente até 230 °C, sendo acima 

da temperatura da maioria das reações enzimáticas (até 100 °C). A caracterização estrutural 

das esferas mostrou resultados interessantes, onde a adição de genipina e β-galactosidase 

não provocaram efeito no rearranjo dos dímeros na escala de ~1 nm. No entanto, houve um 

aumento nas zonas de junção ao adicionar genipina, que foi responsável por um tamanho 
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geral reduzidos dos dímeros, sendo que a redução adicional após a adição da enzima pode 

ser por uma consequência da reticulação ou por uma interação eletrostática direta entre 

enzima e alginato devido ao pI da enzima ser inferior ao pH da síntese. Por fim na maior 

escala analisada (~100 nm) não foram observadas diferenças quanto à interconectividade das 

“hastes” com a adição de genipina, porém a adição da enzima produziu um aumento na 

interconectividade provavelmente devido à presença da enzima que poderia reorganizar as 

cadeias de alginato formando essa rede altamente interconectada.  

O biocatalisador liofilizado apresentou boa estabilidade ao armazenamento, onde 

manteve sua estabilidade sem perdas significativas por até 30 dias, tornando-o uma 

alternativa interessante de comercialização.  

Por fim, a estabilidade operacional foi satisfatória, já que o biocatalisador se manteve 

estável após 11 bateladas de reuso na reação de hidrólise da lactose, a 40 °C, sem perdas 

significativas da atividade relativa. Enquanto para esta mesma temperatura, em um reator de 

leito fixo, o biocatalisador manteve sua atividade hidrolítica próximo a 80% após 20 h de 

funcionamento continuo do reator.  

Embora alguns resultados não tenham promovido uma melhoria satisfatória no 

desempenho do biocatalisador, de maneira geral, nas condições avaliadas, o suporte 

apresenta características interessantes e, em particular, promissor já que foi preparado por 

uma metodologia simples, viável, de fácil manipulação, seguro, além de permitir a separação 

do meio reacional, ponto importante para aplicações.    
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Por fim, como perspectivas futuras desse trabalho sugerem-se: 

 

✓ Estudar as condições para otimizar o entrecruzamento da genipina no suporte; 

✓ Com relação ao suporte obtido, tendo em vista a perda da estabilidade observada com 

o reator de leito fixo, faz-se necessário um estudo mais aprofundado da elaboração 

do material; 

✓ Avaliar uso de alginato de sódio com maior disponibilidade de grupos G para 

promover um gel mecanicamente mais estável; 

✓ Avaliar o uso de alginato parcialmente oxidado para facilitar a ligação covalente com 

gelatina através de base de Schiff; 

✓ Avaliar o uso de soro de leite e permeado de soro de leite como substrato para a 

hidrólise; 

✓ Avaliar a possibilidade de inicialmente adsorver a enzima, seguido de processo de 

estabilização da enzima e de ligação cruzada com agente de entrecruzamento; 

✓ Testar a produção de galactooligosscarídeos. 
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APÊNDICE A - BATCH SYNTHESIS OF GALACTOOLIGOSACCHARIDES 

FROM CO-PRODUCTS OF MILK PROCESSING USING IMMOBILIZED β-

GALACTOSIDASE FROM BACILLUS CIRCULANS 

 

 

Neste apêndice será apresentado o trabalho intitulado “Batch synthesis of 

galactooligosaccharides from co-products of milk processing using immobilized β-

galactosidase from Bacillus circulans” que será submetido à publicação na revista 

Biocatalysis and Agricultural Biotechnology. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


