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RESUMO 

 

A enzima β-galactosidase apresenta grande potencial de aplicação nas indústrias alimentícias, 

em decorrência de sua capacidade de realizar a hidrólise da lactose, dissacarídeo presente no 

leite, soro de leite e derivados lácteos. A enzima pode ser utilizada na forma livre, em processos 

em batelada, ou então na forma imobilizada, que permite operação contínua e proporciona 

maior estabilidade enzimática. A escolha do método e do suporte para imobilização da enzima 

é fundamental, pois o desempenho do biocatalisador é fortemente influenciado pelas 

propriedades do material empregado e pelos mecanismos de interação entre suporte e enzima. 

A adsorção física é um método de imobilização simples e mais comumente empregado, e pode 

ser conciliado com o cross-linking. Aliado a isso, os biopolímeros são materiais promissores 

para a imobilização enzimática, principalmente pela não toxicidade e disponibilidade de 

inúmeros locais reativos. A quitosana, pelos seus grupos aminas, apresenta forte interação com 

a enzima e pode ser proposta para formar compósito com sílica, afim de combinar suas 

propriedades e aumentar a estabilidade da enzima imobilizada. Nesse sentido, o objetivo do 

trabalho foi avaliar os suportes de enzimas desenvolvidos a partir de quitosana para a 

imobilização da enzima β-galactosidase (Kluyveromyces lactis). Para isso, duas abordagens de 

desenvolvimento de suportes a base de quitosana foram avaliadas. A primeira consiste em 

suporte desenvolvido por gotejamento de uma solução de quitosana em uma solução de 

coagulação contendo hidróxido de sódio 1 mol L-1 e etanol 26% (v/v). A segunda consiste na 

síntese de compósitos adsorventes a base de quitosana e sílica obtida pela técnica de sol-gel 

(xerogéis). Os xerogéis foram desenvolvidos a partir de diferentes concentrações de 

glutaraldeído para verificar a influência da adição do agente reticulante. Em relação aos 

suportes de quitosana obtidos por coagulação, o pH de imobilização e a concentração 

enzimática foram otimizados para 6,0 e 5,0 mL L-1. Nestas condições a eficiência de 

imobilização e o grau de inativação da enzima foram 27% e 69%, respectivamente. Após seis 

ciclos de reuso o biocatalisador manteve 56% de eficiência de imobilização. O suporte 

produzido pela técnica sol-gel (xerogel) apresentou eficiência de imobilização entre 15,83% e 

17,38%. A reticulação da quitosana com glutaraldeído provocou aumentou o grau de inativação 

da enzima. Porém, até a concentração de 2:1 (glutaraldeído: unidades monoméricas de 

quitosana, mol: mol) a reticulação também aumentou a eficiência de imobilização.  Diante 

disso, o suporte de quitosana obteve resultados mais promissores para imobilização da β-

galactosidase em relação aos xerogéis de quitosana/sílica. Os resultados obtidos atribuem ao 

suporte de quitosana desenvolvido uma alternativa para viabilizar a utilização da enzima na 

indústria de alimentos. 
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ABSTRACT 

 

β-galactosidase enzyme has a great potential for application in the food industry due to its 

ability to carry out the hydrolysis of lactose, a disaccharide present in milk, whey, and dairy 

products. The enzyme can be used in the free form, in batch processes, or immobilized, allowing 

continuous operation and providing greater enzymatic stability. The choice of the method and 

the support for enzyme immobilization is fundamental since the performance of the biocatalyst 

is strongly influenced by the properties of the material used and by the mechanisms of 

interaction between support and enzyme. Physical adsorption is a simple and most commonly 

used immobilization method, and it can be reconciled with cross-linking. Allied to this, 

biopolymers are promising materials for enzymatic immobilization, mainly due to the non-

toxicity and the availability of numerous reactive sites. Chitosan, due to its amine groups 

presents a strong interaction with the enzyme and can be used to form a composite with silica, 

to combine its properties and increase the stability of the immobilized enzyme. In this sense, 

this work aimed to evaluate the enzyme supports developed from chitosan for the 

immobilization of the β-galactosidase enzyme (Kluyveromyces lactis). For this, two approaches 

of the development of chitosan-based supports were evaluated. The first consists of a support 

developed by dropping chitosan solution into a coagulation solution containing 1 mol L-1 

sodium hydroxide and 26% ethanol (v/v). The second is the synthesis of adsorbent composites 

based on chitosan and silica obtained by the sol-gel technique (xerogels). The xerogels were 

developed from different concentrations of glutaraldehyde to verify the influence of the 

crosslinking agent addition. Regarding the chitosan supports obtained by coagulation, the 

immobilization pH and the enzyme concentration were optimized for 6.0 and 5.0 mL L-1. Under 

these conditions, the immobilization efficiency and the degree of enzyme inactivation were 

27% and 69%, respectively. After six cycles of reuse, the biocatalyst maintained 56% of 

immobilization efficiency. The support produced by the sol-gel technique (xerogel) showed 

immobilization efficiency between 15.83% and 17.38%. The crosslinking of chitosan with 

glutaraldehyde increased the degree of enzyme inactivation. However, crosslinking increased 

the immobilization efficiency up to a concentration of 2:1 (glutaraldehyde: chitosan monomer 

units, mol: mol). Therefore, the chitosan support obtained more promising results for the 

immobilization of the β-galactosidase than chitosan/silica xerogels. The results obtained 

attribute to the chitosan support developed an alternative to enable the use of the enzyme in the 

food industry. 

 

Keywords: Chitosan. Xerogel. Lactose. Hydrolysis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

As enzimas são proteínas com atividade catalítica que apresentam uma ampla gama de 

aplicações nas indústrias de processamento de alimentos e de fármacos (PUNEKAR, 2018). 

Segundo a BCC Research, em 2018, o mercado de enzimas industriais atingiu US $ 5,5 bilhões 

podendo alcançar em 2026, US $ 8,7 bilhões (MARKETSANDMARKETS, 2020). Esse 

crescimento se deve, principalmente, às progressivas preocupações ambientais, bem como 

pelos aspectos multifuncionais das enzimas que, aliados às inovações tecnológicas, permitem 

uma ampla gama de aplicações.  

Dentre essas enzimas está a β-galactosidase, comumente referida como lactase, presente 

em plantas superiores, animais e microrganismos e a sua produção por tecnologias utilizando 

esses organismos é estimada em cerca de 5,75 milhões de toneladas métricas por ano (XAVIER 

et al., 2018). Dentre as principais aplicações, a β-galactosidase é utilizada para sintetizar 

produtos galactosilados e hidrolisar a lactose (C12H22O11) dos produtos lácteos, formando os 

monômeros, glicose (C6H12O6) e galactose (C6H12O6) (HUSAIN et al., 2011). A lactose é um 

importante componente do leite e do soro de leite, mas sua presença em produtos lácteos 

apresenta algumas desvantagens relacionadas à sua baixa solubilidade, tendência a absorver 

odores e sabores e higroscopia. Outra restrição deve-se à intolerância a este dissacarídeo por 

aproximadamente 70% da população mundial (LIMA et al., 2021; XAVIER et al., 2018). 

A utilização do soro lácteo para a geração de produtos de alto valor agregado, apresenta 

forte potencial econômico, visto que o soro lácteo quando comparado ao próprio leite contém 

maior concentração de lactose e, consequentemente, alto valor nutritivo. Portanto, a hidrólise 

da lactose não só permite o consumo pelos intolerantes a lactose, mas também pode intensificar 

a valorização do soro de leite (SAQIB et al., 2017; MATHIÚS et al., 2016) 

Há dois métodos para a conversão de lactose, o método ácido e o método enzimático. O 

método enzimático possui vantagens em relação ao método ácido, pelas condições de operação 

moderadas, como temperatura e pH, e baseia-se na adição da β-galactosidase como o catalisador 

da reação (MATHIÚS et al., 2016). Entretanto, a aplicação da enzima em sua forma livre é 

bastante limitada por diversos fatores, principalmente pela a instabilidade operacional e 

térmica, possibilidade de contaminação do meio reacional e dificuldade recuperação da enzima 

no final do processo, impactando os custos operacionais (BEYLER-CIGIL et al., 2021; BILAL; 

IQBAL, 2019; ASGHER et al., 2014). Nesse sentido, a imobilização enzimática apresenta-se 

como uma técnica promissora. 
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Biocatalisadores imobilizados podem propiciar uma melhor estabilidade da enzima em 

relação a condições de reação adversas, como pH, temperatura e presença de solventes 

orgânicos, e uma menor ou nula contaminação do produto, fator crucial para aplicação nas 

indústrias alimentícias (GONÇALVES et al., 2018; PUNEKAR, 2018). Além disso, enzimas 

imobilizadas são passíveis de serem recuperadas ao final do processo, possibilitando o reuso, o 

que permite a redução de custos e de processos redundantes de purificação (GONÇALVES et 

al., 2018; DATTA et al., 2013). Entretanto, há no mercado poucas enzimas imobilizadas, sendo 

o desenvolvimento de suportes uma das fronteiras do conhecimento para a ampla aplicação 

desta tecnologia. 

Nesse contexto, além de eficientes, é desejável que esses biocatalisadores sejam 

produzidos de maneira sustentável e que o processo de imobilização seja economicamente 

viável (BILAL; IQBAL, 2019; CANTONE et al., 2013). Os fatores que influenciam nessa 

produção são o método de imobilização e o suporte, que afetam diretamente as características 

e as propriedades finais do biocatalisador (DAMIN et al., 2021; BARBOSA et al., 2013). 

Dentre os métodos de imobilização a adsorção física é um dos métodos mais empregados e 

destaca-se por ser simples e reversível, o que permite a recuperação do suporte. Entretanto, 

apresenta como desvantagem a possível dessorção da enzima durante a sua utilização. Assim, 

a adsorção física, pode ser conciliada com o cross-linking, método realizado para reticular a 

enzima ao suporte e contribuir para sua estabilização (DAMIN et al., 2021; SHELDON, 2007). 

A seleção do suporte apropriado é o desafio mais crucial, devido ao seu impacto 

considerável nas propriedades das biomoléculas e do sistema catalítico (BILAL et al., 2018). 

Dentre os suportes utilizados, os biopolímeros apresentam vantagens notáveis relacionadas ao 

desempenho e estabilidade biocatalítica (KAWAGUTI et al., 2006). Além disso, são suportes 

promissores na imobilização enzimática pelas suas propriedades versáteis, como não 

toxicidade, biodegradabilidade e disponibilidade de inúmeros locais reativos, fornecendo um 

microambiente ao redor da molécula que favorece as reações bioquímicas (BAKSHI et al., 

2020). Entre os biopolímeros, a quitosana se destaca pelo seu custo reduzido, disponibilidade 

de seus grupos funcionais e grande quantidade de poros, o que proporcionam maior difusão do 

substrato no biocatalisador (BAKSHI et al., 2020; CHEBA, 2020). Diante desse contexto, a 

sílica pode ser proposta para formar um compósito com a quitosana, a fim de melhorar as 

características finais do suporte, por apresentar excelentes propriedades mecânicas 

(MACHADO et al., 2022; RICARDI et al., 2018). 
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Desta forma, objetiva-se avaliar se suportes de enzimas desenvolvidos a partir de 

quitosana são eficientes na imobilização da enzima β-galactosidase, verificando a sua eficácia 

na hidrólise da lactose. Os objetivos específicos são: 

a) desenvolver um suporte de quitosana para a imobilização da β-galactosidase; 

b) otimizar o processo de imobilização frente ao pH do meio e a concentração de enzima; 

c) verificar o efeito da temperatura sobre a estabilidade térmica da enzima imobilizada; 

d) avaliar a estabilidade operacional da enzima imobilizada frente a ciclos de reuso do 

suporte; 

e) testar a hidrólise da lactose em reator de leito fixo; 

f) avaliar a imobilização da β-galactosidase em um compósito de sílica e quitosana, 

verificando a influência da adição de glutaraldeído como agente reticulante. 

Neste contexto, a pesquisa enquadra se na linha de pesquisa de “Processos 

biotecnológicos e não convencionais na produção de Alimentos e Ingredientes”, dentro do 

projeto de pesquisa “Desenvolvimento de produtos e processos para a indústria de alimentos”, 

do Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia da Universidade de Passo Fundo. Este 

trabalho está estruturado em 5 capítulos, conforme especificado a seguir: No Capítulo 1 está 

apresentada a introdução geral, que relaciona o trabalho com a Linha de Pesquisa do PPGCTA, 

apresenta objetivos e justificativas. O Capítulo 2 contempla uma revisão bibliográfica publicada 

na revista Applied Microbiology and Biotechnology sobre o assunto, envolvendo as principais 

técnicas de imobilização e os suportes, bem como os desafios e as perspectivas desse processo. 

O Capítulo 3 apresenta uma proposta para um artigo experimental sobre o suporte de quitosana 

para a imobilização da enzima. O Capítulo 4 apresenta uma proposta de short communication 

para os materiais xerogéis na imobilização da enzima. No Capítulo 5 são apresentadas as 

conclusões gerais e as sugestões para trabalhos futuros. Por fim, os apêndices e anexos 

apresentam informações suplementares como curvas e métodos, bem como as produções 

científicas produzidas durante o período do mestrado, não diretamente ligadas com a 

dissertação. 
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2 ARTIGO DE REVISÃO: CHALLENGES AND PERSPECTIVES OF 

THE Β-GALACTOSIDASE ENZYME 

 

Esta revisão bibliográfica evidenciou as principais técnicas de imobilização enzimática 

e os suportes mais utilizados para constituição dos biocatalisadores, além de indicar materiais 

alternativos com potencial para imobilização de β-galactosidase e a importância de sua 

aplicação biotecnológica. O desenvolvimento desse capítulo está apresentado em um artigo 

científico que está publicado na referência:  

 

DAMIN, B. I. S.; KOVALSKI, F. C.; FISCHER, J.; PICCIN, J. S.; DETTMER, A. Challenges 

and perspectives of the β-galactosidase enzyme. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 

105, n. 13, p. 5281-5298, 2021. 10.1007/s00253-021-11423-7. 
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3 ARTIGO EXPERIMENTAL: IMOBILIZAÇÃO DE Β-

GALACTOSIDASE EM SUPORTE DE QUITOSANA 

 

Resumo 

A imobilização de enzimas possibilita o aumento da estabilidade térmica e operacional do 

biocatalisador. A técnica de imobilização e o suporte são os fatores intrínsecos desse processo 

e determinam a viabilidade econômica e industrial. O objetivo do trabalho foi desenvolver um 

suporte de quitosana para a imobilização da enzima β-galactosidase por meio da adsorção física. 

Os materiais foram caracterizados antes e após o processo de imobilização a partir do TGA, 

FTIR e MEV. Nesses ensaios foram observados alterações físicas e químicas do material de 

quitosana para o biocatalisador imobilizado, sendo que o biocatalisador apresentou uma 

estabilidade térmica superior ao material de quitosana. O pH e a concentração enzimática foram 

otimizadas na imobilização para pH 6,0 e 5 mL L-1, respectivamente, sendo obtido uma 

atividade enzimática de 507 U nessa condição. A estabilidade térmica foi avaliada na reação de 

hidrólise e na cinética de desativação. Uma redução na atividade enzimática da enzima tanto 

com o aumento, quanto com a redução da temperatura em relação à condição ótima (37°C) foi 

observado. A cinética de desativação térmica da enzima imobilizada resultou em uma energia 

de ativação de 49,34 kcal mol-1. Além disso, foi avaliada a estabilidade operacional da enzima 

imobilizada a partir de ensaios de reuso e de testes em reator de leito fixo. Após seis ciclos, a 

enzima imobilizada apresentou 56% da atividade residual inicial. Os testes em reator foram 

realizados com recirculação e demonstraram a possibilidade de realizar toda a conversão de 

lactose. Diante desse contexto, o suporte de quitosana desenvolvido possuiu potencial aplicação 

na imobilização da enzima β-galactosidase. 

 

Palavras-chaves: Adsorção. Caracterização de biocatalisador. Estabilidade. Coluna de leito 

fixo. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

A lactose é um dos principais componentes do leite, soro de leite e derivados lácteos 

(BRITO, 2007). A presença desse dissacarídeo nos produtos lácteos apresenta algumas 

desvantagens associadas à insolubilidade e fraco poder adoçante e à intolerância por parte da 

população (FREITAS et al., 2020). A incidência de intolerância à lactose em diferentes 

populações em todo o mundo varia de 5% a 100%, estimando-se que 75% das pessoas 

apresentam uma diminuição da atividade da lactase na idade adulta (FREITAS et al., 2020; 

HUSAIN, 2011).  

Para atender, com produtos adequados, ao crescente número de indivíduos com 

intolerância à lactose, a indústria alimentícia tem buscado formas de beneficiar a saúde dos 

consumidores e melhorar a qualidade nutricional dos alimentos (LIMA et al., 2021; 

BALTHAZAR et al., 2017). Diante disso, a hidrólise da lactose é um processo importante para 
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as indústrias de laticínios, pois possibilita a valorização e diversificação de produtos a partir da 

produção de lácteos zero lactose, ou com teor de lactose reduzido (XAVIER et al., 2018; 

MATHIÚS et al., 2016). Além de diminuir os problemas industriais associados à cristalização 

e aumentar o poder adoçante desses produtos (PANESAR; KUMARI, 2010).  

A hidrólise pode ser realizada pelo método ácido ou pelo método enzimático, sendo que 

o método enzimático ocorre em condições operacionais mais brandas (MATHIÚS et al., 2016; 

FISHCER et al., 2013). Neste contexto, a β-galactosidase é utilizada para realizar hidrólise da 

ligação β-1,4 glicosídica da lactose em glicose e galactose. Atualmente, esta enzima é obtida 

principalmente de alguns microrganismos com Generally Recognized as Safe (GRAS) 

como Aspergillus niger, A. oryzae e Kluyveromyces fragilis e K. lactis. Sendo que a lactase 

de Kluyveromyces lactis apresenta um pH ótimo de 6,8 a 7,0 e atua de forma ótima a 35°C, 

sendo promissora para a aplicação no leite e no soro lácteo (XAVIER et al., 2018; 

GONÇALVES et al., 2018; PUNEKAR, 2018). 

A purificação e caracterização de enzimas é cara e demorada, não sendo econômico 

descartar (inativar) as enzimas após cada uso, quando na forma livre (solúvel) (BEYLER-

CIGIL et al., 2021).  Nesse sentido, a imobilização enzimática é um processo promissor para 

viabilizar a utilização da β-galactosidase na indústria de alimentos (DAMIN et al., 2021; 

XAVIER et al., 2018). A imobilização possibilita a reutilização do biocatalisador, devido a 

obtenção de um biocatalisador insolúvel no meio reacional, e facilita a sua separação do meio 

reacional, reduzindo custos de processo (URRUTIA et al., 2018). Além disso, com a 

imobilização é possível aumentar a estabilidade operacional e térmica da enzima, aspectos 

importantes para o processamento industrial (BEYLER-CIGIL et al., 2021; MATEO et al., 

2007). 

No processo de imobilização dois fatores afetam diretamente nas características e 

propriedades do biocatalisador: a técnica de imobilização e o suporte. Os métodos de 

imobilização mais comumente empregados são ligação covalente, adsorção física e o método 

de adsorção conciliado com o cross-linking (DAMIN et al., 2021). Dentre os métodos de 

imobilização a adsorção física destaca-se por ser simples e reversível, o que permite a 

recuperação do suporte (LIMA et al., 2021). Além disso, a seleção do suporte apropriado é o 

desafio mais crucial, devido ao seu impacto considerável nas propriedades das biomoléculas e 

do sistema catalítico (BILAL et al., 2018). Dentre os suportes utilizados, a quitosana se destaca 

pelo seu custo reduzido, disponibilidade de seus grupos funcionais e grande quantidade de 

poros, o que proporcionam maior difusão do substrato no biocatalisador (BAKSHI et al., 2020; 

CHEBA, 2020). A quitosana é um biopolímero normalmente obtido a partir 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/biopolymer
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da desacetilação alcalina da quitina presente em carapaças de crustáceos, mas também está 

presente em exoesqueletos de insetos e na parede celular de microrganismos (MACHADO et 

al., 2022; LIU et al., 2019). A quitosana tem sido reconhecida como um suporte promissor de 

enzimas pelas suas propriedades versáteis, como não toxicidade, biodegradabilidade e 

disponibilidade de inúmeros locais reativos, fornecendo um microambiente ao redor da 

molécula que favorece a reação bioquímica (BAKSHI et al., 2020). Lima et al. (2021) avaliaram 

um suporte a base de quitosana para a imobilização da enzima e o biocatalisador desenvolvido 

apresentou maior estabilidade térmica do que a enzima livre. No estudo de Klein et al. (2016) 

foram realizadas análises similares para suportes a base de quitosana e após 60 minutos de 

incubação em condições não reativas as preparações imobilizadas foram mais estáveis que a 

enzima livre. 

Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi desenvolver um suporte de quitosana 

e avaliar sua eficiência na imobilização da β-galactosidase (K. lactis) pelo método de adsorção, 

verificando sua eficácia na hidrólise da lactose. Além disso, o trabalho teve como objetivo 

avaliar o biocatalisador desenvolvido com relação a estabilidade térmica, a partir de diferentes 

temperaturas reacionais e de incubação, e a estabilidade operacional, a partir do reuso e da 

aplicação na hidrólise de lactose em reator de leito fixo. 

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Materiais 

 

A β-galactosidase de fonte Kluyveromyces lactis (concentração proteica de 54,9 mg mL-

1 de proteína) foi adquirida da Globalfood (Brasil). A lactose monohidratada (C12H22O11) foi 

obtida da Nathupharma. A quitosana foi obtida de origem crustáceo seguindo a metodologia 

proposta por Weska et al. (2007) e adaptada por Moura et al. (2015). O método de produção é 

apresentado em material suplementar (ANEXO A). Os demais reagentes utilizados foram de 

padrão analítico. 

 

3.2.2 Desenvolvimento do suporte de quitosana 

 

Para a preparação das partículas de quitosana foi adaptado o método descrito por Klein 

et al. (2012). Quitosana 4% (m/v) foi preparada em ácido acético (C2H4O2(aq)) 2% (v/v) à 

temperatura de 25°C. A solução foi gotejada em uma solução de coagulação 1:1 (v/v), composta 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/deacetylation
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/chitin
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hidróxido de sódio (NaOH(aq)) 1,0 mol L-1 e solução aquosa de etanol 26% (v/v). A quantidade 

de solução de quitosana na solução de coagulação foi na relação volumétrica de 1:2, a fim de 

evitar saturação de material na solução. O material foi mantido em contato com a solução de 

coagulação durante 24 horas. Após esse período, o material foi lavado com água destilada até 

a neutralização do pH. 

 

3.2.3 Imobilização da enzima β-galactosidase 

 

A imobilização enzimática foi realizada de acordo com o método proposto por Guidini 

et al. (2010), com adaptações. Um volume de 25 mL de solução enzimática em tampão fosfato 

de potássio 0,1 mol L-1 foi incubado com 0,5 g de suporte de quitosana (b.s.), sob agitação de 

50 rpm em incubadora rotativa (Tecnal, TE-421) a 25°C por 24 horas. Em seguida, o suporte 

foi separado da solução residual e lavado com 75 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 mol L-

1. A solução de enzima livre, a enzima imobilizada, a solução residual e a solução de lavagem 

foram submetidas aos ensaios de determinação da atividade enzimática. 

Para a otimização das melhores condições de imobilização foi avaliado o pH da solução 

enzimática mantendo-se fixa a concentração de 5 mL L-1. O pH da solução enzimática foi 

variado em pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, e 8,0 (em tampão fosfato de potássio 0,1 mol L-1). 

A partir dos resultados obtidos, foi avaliado o efeito da concentração enzimática para a 

enzima livre e imobilizada com o pH otimizado (em tampão fosfato de potássio 0,1 mol L-1). 

A concentração da solução enzimática foi variada em 1,0 mL L-1, 5,0 mL L-1, 15,0 mL 

L-1, 30,0 mL L-1, 60,0 mL L-1. Para todos os ensaios foi determinado a atividade enzimática 

específica da enzima imobilizada. 

 

3.2.4 Determinação da atividade enzimática 

 

A determinação da atividade enzimática foi realizada a partir da reação de hidrólise da 

lactose e determinação da concentração da glicose formada. As reações foram conduzidas com 

0,5 gramas de biocatalisador imoblizado em um reator de mistura contendo 100 mL de solução 

de lactose na concentração de 50 g L-1 em pH 6,8 (em tampão fosfato de potássio 0,1 mol L-1), 

sob agitação de 50 rpm e temperatura de 37 ± 1°C durante 30 minutos (Fisatom, 711S). Aos 30 

minutos foi retirado uma amostra e inserida em um banho de água em ebulição para a completa 

inativação da enzima. A concentração de glicose foi determinada pelo método glicose-oxidase, 

apresentado em material suplementar (ANEXO B). Sendo que a concentração de glicose foi 



21 

determinada por espectrofotometria a 505 nm (Tecnal, UV-5100), conforme a curva padrão 

([Glicose]= 3.5024*absorbância, R²> 0,99). Para todos os ensaios foi determinado o índice de 

inativação e a eficiência de imobilização, conforme a Equação 1 e 2, respectivamente. 

 

𝐼𝐼 =
𝐴𝐸𝐿 −(𝐴𝑆𝑅+ 𝐴𝑆𝐿+ 𝐴𝐸𝐼)

𝐴𝐸𝐿 
  (1) 

 

  

𝐸𝐼 =
𝐴𝐸𝐼 

𝐴𝐸𝐿 
 (2) 

sendo: 

II: índice de inativação (%); 

𝐸𝐼: eficiência de imobilização (%); 

AEL : atividade residual da enzima livre (%); 

AEI : atividade residual da enzima imobilizada (%); 

ASR : atividade residual da solução residual (%); 

ASL: atividade residual da solução de lavagem (%); 

 

A unidade de atividade específica (U) foi definida como micro mol de glicose 

produzidos por grama de suporte por minuto (µmol gsuporte.min-1). Todos os ensaios foram 

conduzidos em duplicata e representados pela média. 

 

3.2.5 Caracterização do suporte antes e após a imobilização enzimática 

 

Após a otimização do processo de imobilização os suportes (esferas de quitosana) foram 

submetidos a caracterização físico e química antes (Chi) e após o processo de imobilização 

(ChiEnz). A análise de Espectroscopia de Infravermelho transformada de Fourier (FTIR) 

(Agilent Technologies, Cary 630) foi realizada utilizando a técnica de refletância total atenuada 

(ATR) com 1 g do material. A análise foi realizada entre 4000 e 650 cm−1, e cada espectro foi 

escaneado 48 vezes com resolução de 4 cm−1. Os espectros foram processados usando o 

software MicroLab versão B.5 (Agilent Technologies). Para a realização das análises de 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi utilizado o Microscópio Eletrônico de 

Varredura (VEGA 3, Tescan) com uma tensão de aceleração de 10 a 15 kV. As amostras foram 

fixadas em stubs de alumínio usando fita de carbono, revestidas com uma fina camada de ouro 

usando o equipamento da Quorum (modelo Q150R ES).  
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As análises termogravimétricas (TG) foi executada usando Netzsch (modelo STA 449 

F3) em atmosfera inerte de nitrogênio a uma vazão de 20 mL min-1 com 10 mg de material. A 

temperatura foi variada de 20°C até 800°C, utilizando uma taxa de aquecimento de                        

10 °C min-1. A variação da massa das amostras foi monitorada ao longo do aquecimento. 

 

3.2.6 Influência da temperatura sobre a atividade da β-galactosidase imobilizada 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a influência de temperatura na atividade da β-

galactosidase imobilizada. Esse experimento foi realizado na condição de imobilização 

otimizada. Os experimentos foram realizados com concentração de lactose de 50 g L-1 em 

tampão fosfato de potássio (0,1 mol L-1, pH 6,8) e temperatura do meio reacional de 25°C, 

37°C, 45°C, 60°C e 75°C. Para todos os ensaios foi determinada a atividade enzimática residual.  

 

3.2.7 Estudo da estabilidade térmica da β-galactosidase imobilizada 

 

O estudo da estabilidade térmica foi realizado de acordo com o método proposto por 

Guidini et al. (2011), com adaptações. As amostras foram colocadas em 25 mL de tampão 

fosfato de potássio (0,1 mol L-1) pH otimizado e incubadas em banho termostático em diferentes 

temperaturas. Para cada temperatura de incubação, 0,5 gramas de biocatalisador imobilizado 

foram removidos em intervalos de tempo apropriados (2 em 2 min a 60 ± 1°C; 4 em 4 a 55 ± 

1°C; 7 em 7 min a 50 ± 1°C; 13 em 13 min a 45 ± 1°C). Essas amostras foram resfriadas 

rapidamente em banho de gelo e a atividade residual foi determinada com concentração inicial 

de lactose de 50 g L-1, pH 6,8 a 37 ± 1°C.  

Os resultados da atividade enzimática residual em função do tempo de incubação para 

cada temperatura foram ajustados a modelos de desativação térmica de primeira ordem de 

Levenberg-Marquardt (MORÉ, 1997), conforme Equação 3. O tempo de meia-vida da enzima 

imobilizada foi determinado conforme Equação 4. Para determinar a energia de ativação da 

desativação térmica, os resultados da atividade enzimática em função da temperatura foram 

ajustados ao modelo de Arrhenius, utilizando o Microsoft Office Excel, conforme Equação 5. 

 

𝑙𝑛
𝐴(𝑡)

𝐴0
=  −𝑘𝑑 . 𝑡   (3) 

  

𝑡1
2

=
0,69

𝑘𝑑
 (4) 
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𝑙𝑛(𝑘𝑑) =  𝑙𝑛 𝑘𝑑
∗ − 

𝐸𝑑

𝑅
 .

1

𝑇
  (5) 

sendo: 

𝐴(𝑡)

𝐴0
: atividade enzimática relativa (%); 

𝑘𝑑: constante de desativação térmica (min-1); 

𝑘d
∗
: fator de frequência para a reação; 

t : tempo (min); 

𝑡1

2

: tempo de meia-vida (min); 

Ed : energia de desativação térmica (kcal mol-1); 

R: constante universal dos gases (8,13 J mol.K-1 = 1,99 cal mol.K-1); 

T: temperatura (K); 

 

3.2.8 Reuso da β-galactosidase imobilizada 

 

Os ensaios de reuso foram realizados em duas etapas. Primeiro a enzima foi imobilizada 

no suporte de quitosana e a atividade enzimática foi determinada no tempo inicial. Na segunda 

etapa foram realizadas cinco hidrólises consecutivas, cada hidrólise no tempo de 30 minutos, e 

calculada a atividade residual em relação a inicial. No intervalo de cada hidrólise o 

biocatalisador imobilizado era lavado com 75 mL de solução tampão fosfato de potássio (0,1 

mol L1) pH otimizado. Todos os experimentos foram executados nas a 37 ± 1,0 °C, pH 6,8 (em 

tampão fosfato de potássio 0,1 mol L1) e concentração inicial de lactose de 50 g L-1. 

 

3.2.9 Estabilidade operacional da β-galactosidase imobilizada em reator de leito fixo 

 

A estabilidade operacional da β-galactosidase imobilizada em esferas de quitosana foi 

avaliada em coluna de leito fixo, conforme apresentado na Figura 1. Na coluna foram inseridas 

2,0 gramas de suporte de quitosana (b.s.). A imobilização ocorreu com passagem ascendente e 

com recirculação de 200 mL de solução enzimática 5 mL L-1, a uma temperatura de 25°C e 

vazão de 10 mL min-1 durante 7 horas. Após esse período, o biocatalisador foi lavado com 300 

mL de solução tampão fosfato de potássio (0,1 mol L-1, pH 6,0), sem recirculação. A hidrólise 

da lactose ocorreu a partir da passagem ascendente de 500 mL de solução de lactose 50 g L-1, a 

uma temperatura de 37°C e vazão de 10 mL min-1. A solução de lactose foi recirculada até 

atingir máxima conversão de lactose em glicose e determinada a concentração de glicose por 
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glicose-oxidase. Para avaliar o processo foram retiradas amostras no meio reacional e na saída 

da coluna.  

Figura 1: Esquema da coluna de leito fixo para a imobilização da enzima (25°C, durante 7h; C0= 5 mL L-1) e 

hidrólise da lactose (37°C; C0= 50 g L-1) com recirculação 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 

A conversão de lactose foi determinada de acordo com a Equação 6. 

 

𝐶% =  
𝐶𝐺 𝑥 

𝑀𝑀𝐿
𝑀𝑀𝐺

𝐶𝐿
   (6) 

 

sendo: 

𝐶%: conversão de lactose (%); 

𝐶𝐺: concentração de glicose (g L-1); 

𝐶𝐿: concentração inicial de lactose (g L-1); 

𝑀𝑀𝐿: massa molar da lactose (g mol-1); 

𝑀𝑀𝐺: massa molar da glicose (g mol-1). 
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Caracterização do suporte antes e após o processo de imobilização da β-

galactosidase 

 

A Figura 2 apresenta miscroscopia eletrônica de varredura que revela a textura e 

morfologia da superfície do suporte de quitosana e do biocatalisador imobilizado. 

 

Figura 2: Análise de microscopia eletrônica de varredura do suporte de quitosana (a: Chi) e do 

biocatalisador imobilizado (b: ChiEnz) 

a) 

 

b) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 
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As imagens em 300x mostram uma superfície lisa com saliências em ambas as amostras. 

No entanto, nas imagens em 120000x é possível observar a diferença entre os materiais. O 

material Chi apresentou pequenos orifícios na superfície enquanto o material ChiEnz, 

apresentou uma superfície com menos poros. Essas alterações morfológicas sugerem que antes 

da imobilização, o suporte apresentou maior área superficial, revelada pela presença dos 

orifícios, permitindo a ligação entre enzima e suporte. Após, a imagem apresentou uma 

aparência mais turva, sugerindo que a enzima está imobilizada na superfície do suporte 

(BRAGA et al., 2014). 

A estabilidade térmica do suporte de quitosana e do suporte de quitosana após a 

imobilização da enzima foram medidas utilizando análise termogravimétrica. As mudanças na 

massa da amostra com o aumento da temperatura são mostradas na Figura 3. 

 

Figura 3: Curva da análise termogravimétrica a 10°C min-1 do suporte de quitosana (Chi) e do suporte 

de quitosana após a imobilização (ChiEnz) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 

Em ambas as amostras houve uma perda de massa brusca após a temperatura de 200°C 

relativa à degradação da quitosana. Esta etapa de decomposição pode ser atribuída à 

desidratação dos anéis sacarídeos e despolimerização (KLEIN et al., 2016; ZOHURIAAN E 

SHOKROLAHI, 2004). O residual de matéria a temperatura de 800°C para o suporte e o 

biocatalisador imobilizado foi de 38% e 48%, respectivamente. No estudo de Klein et al. (2016) 

foram obtidas maiores perdas de massa utilizando um material de quitosana reticulado, 

alcançando a 270°C 25,8% e 30,8% de material residual para o material sem e com a presença 

da enzima, respectivamente. Além disso, ambas as curvas de TGA indicam que o suporte de 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861715010498#bib0245
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861715010498#bib0245
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quitosana seria termicamente estável na faixa de temperatura ótima utilizada no processo de 

reação da hidrólise da lactose, de até 55°C, dependendo da fonte microbiana (XAVIER et al., 

2018). 

A Figura 4 apresenta a análise FTIR para o suporte de quitosana e o biocatalisador 

imobilizado. 

 

Figura 4: Espectros da análise FTIR para o suporte de quitosana (Chi) e o biocatalisador imobilizado 

(ChiEnz) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 

Os dois espectros (Chi e ChiEnz) mostraram uma banda larga entre 3600 e 3000 cm-1 

que foi atribuído à vibração do estiramento OH, presente na estrutura química da quitosana e 

devido a presença de água intramolecular, a qual provavelmente se sobrepõe às vibrações 

médias de estiramento amina (NH3) na mesma região (SOUZA et al., 2019; KLEIN et al., 2016; 

LAMBERT, 1987). As bandas entre 3000 cm-1 e 2800 cm-1 foram atribuídas à vibração de 

estiramento CH (SOUZA et al., 2019; COLTHUP;DAILY;WIBERLEY, 1975). Os picos em 

aproximadamente 1655 cm-1 e 1510 cm-1 e correspondem a deformação de amina no 

biocatalisador imobilizado (SOUZA et al., 2019). A região de 1400 a 1200 cm-1 se refere a 

deformação da ligação C-N e estiramentos da ligação C-O presente na quitosana, que podem 

sofrer deslocamento no processo de imobilização (DENNIS et al., 2016) observado no espectro 

do biocatalisador (ChiEnz). 

 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861715010498#bib0065
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3.3.2 Otimização do processo de imobilização da enzima β-galactosidase 

 

Na Figura 5 está apresentado o comportamento da enzima imobilizada em quitosana em 

diferentes valores de pH de imobilização (tampão fosfato de potássio 0,1 mol L-1). Os 

parâmetros avaliados foram o índice de inativação e a eficiência de imobilização. 

 

Figura 5: Eficiência de imobilização (a) e índice de inativação (b) da enzima imobilizada (25°C, durante 

24h; C0= 5 mL L-1) em função do pH de imobilização 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 

O índice de inativação da enzima após o processo de imobilização diminuiu conforme 

aumentou o pH.  No entanto, a eficiência de imobilização apresentou um valor máximo em pH 

6,0 e diminuiu com o distanciamento desse pH, tanto para meios mais ácidos, quanto para mais 

básicos. O pH da solução aquosa afeta o grau de ionização das moléculas adsorvidas e grupos 

funcionais na superfície do compósito (LIMA et al., 2021). Estudos relataram que em pH ácido 

a quitosana apresenta grupos protonados (MACHADO et al., 2022). Nessa condição, a ligação 

covalente entre a enzima e o suporte pode prevalecer, devido a presença de grupamentos aminas 

no suporte altamente reativos com a enzima (FREITAS et al., 2020). No entanto, é possível 

observar que em pH 4,0 e 5,0 houve uma alta inativação da enzima. A hipótese está em ligações 

covalentes multipontos entre o suporte e a enzima, o que possivelmente causou alterações na 

conformação terciária da estrutura enzimática e diminuiu a recuperação da atividade. Logo, em 

pH 6,0 pode ter prevalecido interações físicas, incluindo forças de Van der Waals, interações 

iônicas e ligação de hidrogênio entre a enzima e o suporte, o que resultou em uma maior 

eficiência de imobilização. Sob essa condição, espera-se que os grupos ε-amino lisina não 
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carregados sejam bastante baixos e, portanto, a possibilidade de ligações covalentes é baixa 

(FREITAS et al., 2020). Nesse sentido, considerando os efeitos decorrentes da alteração do pH 

o valor mais adequado para a imobilização enzimática é aquele que resulte na máxima eficiência 

de imobilização. Estudos similares apresentaram melhores condições de imobilização em pH 

6,5 (BEYLER-CIGIL et al., 2021) e em pH 7,0 (KATROLIA et al., 2019). Diante disso, os 

ensaios de concentração enzimáticas foram conduzidos a pH 6,0, correspondente a uma 

atividade enzimática de 507 U. 

A eficiência de imobilização é um parâmetro que depende da quantidade de enzima que 

é exposta em contato com o suporte. Essa dependência está relacionada com a saturação do 

suporte em relação a capacidade de reter a enzima (JESIONOWSKI, ZDARTA; 

KRAJEWSKA, 2014). Na Figura 6 estão apresentadas as atividades específicas da enzima 

imobilizada para as diferentes concentrações. 

 

Figura 6: Atividade específica da enzima imobilizada (pH 6,0; 25°C durante 24 horas) em função das 

concentrações enzimáticas 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 

 

Apesar do aumento da concentração enzimática resultar em um aumento da atividade 

específica, a diferença entre as respostas foi diminuindo em relação as primeiras concentrações. 

A curva tendeu a formar um platô de adsorção, demonstrando uma parcial saturação do suporte. 

No estudo de Guidini et al. (2010), da β-galactosidase imobilizada em Duolite A568, não houve 

diferença significativa com o aumento da concentração enzimática, avaliado após a 

concentração enzimática de 16 g L-1. Nesse sentido, com o objetivo de reduzir o consumo de 
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enzima e, consequentemente, o custo do processo, foi definida a concentração enzimática de 5 

mL L-1 para os ensaios subsequentes.  

 

3.3.3 Influência da temperatura durante a reação de hidrólise 

 

A velocidade das reações enzimáticas depende da temperatura (LIMA et al., 2021). No 

entanto, pode ocorrer diminuição da atividade enzimática, devido a desnaturação da enzima em 

determinadas temperaturas (LIMA et al., 2021; WOLF et al., 2018). A estabilidade térmica da 

enzima imobilizada é fundamental para a aplicação em processos industriais. Diante disso, a 

enzima livre e a enzima imobilizada foram avaliadas em diferentes temperaturas e os resultados 

obtidos estão apresentados na Figura 7. 

 

Figura 7: Comportamento da enzima imobilizada (pH 6,0, C0=5 mL L-1 durante 24 horas a 25°C) em 

função das temperaturas na reação de hidrólise (50 g L-1 de lactose, pH 6,8 durante 30 minutos) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 

De acordo com os resultados apresentados na Figura 7 é possível observar que houve 

uma redução na atividade enzimática da enzima tanto com o aumento quanto com a redução da 

temperatura em relação à condição ótima (37°C). A redução da atividade enzimática a 25°C é 

explicada pela velocidade de uma reação química ser proporcional à temperatura. Nessa 

condição, a enzima livre obteve uma atividade superior a enzima imobilizada, demonstrando 

que, além da redução da atividade, a difusão do substrato pelo biocatalisador imobilizado é um 

fenômeno controlador do processo reacional. A difusão é um fenômeno que ocorre quando há 
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um fluido dentro de uma matriz porosa, sendo que a taxa de difusão diminui com o decréscimo 

da temperatura (CREMASCO, 2019). Nesse sentido, se a difusão do substrato for menor que a 

velocidade de reação da enzima, a reação não ocorrerá da mesma forma que ocorre com a 

enzima livre (VITOLO et al., 2015). No caso de uma reação enzimática, o aumento da difusão 

em altas temperaturas é anulada pelo processo de desnaturação da enzima.  

Na temperatura de 45°C ocorre a redução da atividade residual em ambas as enzimas 

em comparação com a temperatura de 37°C. No entanto, a atividade residual da enzima 

imobilizada foi superior à da enzima livre. Esse comportamento demonstra o aumento da 

estabilidade térmica da enzima após o processo de imobilização. O suporte de quitosana foi 

capaz de formar um microambiente entorno da enzima, mantendo a sua capacidade catalítica. 

Nesse sentido, os resultados demonstraram que o biocatalisador imobilizado manteve sua 

atividade enzimática em uma faixa de temperatura superior à enzima livre. No estudo de Klein 

et al. (2012) foram obtidas as melhores atividades da enzima β-galactosidase livre e imobilizada 

na temperatura de 45 ºC. 

Nas temperaturas de 60°C e 75°C a atividade residual foi próxima a zero. A diminuição 

da atividade enzimática é causada pela desnaturação estrutural da enzima, segundo Shafi et al. 

(2021), devido ao aumento da temperatura, que aumenta as vibrações das moléculas e ocasiona 

o rompimento das interações e ligações de hidrogênio que estabilizam a enzima, causando a 

diminuição e até inativação da atividade catalítica. 

Argenta et al. (2021), avaliaram a influência da temperatura na enzima livre e 

imobilizada e obtiveram resultados similares aos desse trabalho. A temperatura ótima foi de 35 

ºC, sendo que na temperatura de 45 ºC a enzima imobilizada teve maior atividade enzimática 

quando comparada à atividade enzimática da livre. De Albuquerque et al. (2018), avaliou as 

temperaturas de 37, 45, 50, 55 e 60 ºC na hidrólise da lactose utilizando a enzima imobilizada 

em partículas de quitosana. A conversão de lactose foi mais efetiva na temperatura de 37ºC e 

45ºC, respectivamente. No entanto, há altas temperaturas ocorreu a diminuição na conversão 

de lactose, indicando a perda na atividade enzimática. 

 

3.3.4 Cinética de desativação térmica da β-galactosidase imobilizada 

 

 Na Figura 8a estão apresentadas as atividades específicas em função do tempo de 

incubação em relação à temperatura estudada, para a β-galactosidase imobilizada em quitosana.  
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Figura 8: Efeito da temperatura sobre a desativação térmica da enzima imobilizada: a) Cinética de 

desativação térmica para a enzima imobilizada (pH 6,0, 5 mL L-1 durante 24 horas a 25°C); b) Gráfico de 

Arrhenius da constante cinética da desativação térmica 

a) 

 

b) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 

A forte dependência da estabilidade do biocatalisador imobilizado em diferentes 

temperaturas foi observada. Na temperatura de 60°C após 8 minutos de incubação houve 100% 

de decaimento da atividade residual. O decaimento baixou em conjunto com a temperatura, 

sendo que a 45°C foi de 57% após 52 minutos de incubação. Isso demonstra que as temperaturas 

mais baixas o biocatalisador imobilizado é mais resistente. No estudo de Urrutia et al. (2018) 
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foram obtidos resultados similares para um suporte de quitosana reticulado com glutaraldeído, 

após 50 minutos de incubação houve redução de mais de 50% da atividade residual. 

A cinética de desativação térmica foi modelada pelo mecanismo de desativação de 

primeira ordem. Os resultados obtidos para as constantes de desativação (kd), tempo de meia-

vida (t1/2) e energia de ativação da desativação térmica (Ed) estão apresentadas Tabela 1. 

 

Tabela 1: Constante de desativação, tempo de meia-vida e energia de ativação da desativação térmica da 

enzima imobilizada em pH 6,0 a 5 mL L-1 durante 24 horas a 25°C para diferentes tempos de incubação nas 

temperaturas de 45, 55, 50 e 60°C 

Temperatura (°C) kd (min-1) t1/2 (min) Ed (kcal mol-1) 

45 0,022 31,14 

49,34 
50 0,085 8,2 

55 0,240 2,9 

60 0,770 0,9 
Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 

 

Observa-se que com a diminuição da temperatura há um aumento no tempo de meia-

vida da enzima, de até 0,52 horas. O tempo de meia-vida é definido como o tempo em que a 

atividade da enzima se reduz à metade (PACHECO; MENDES, 2021). No trabalho de Urrutia 

et al. (2018) foi obtido resultados semelhantes utilizando como suporte quitosana reticulada e 

a β-galactosidase (A. Oryzae).  Na temperatura de 60°C foi determinado um tempo de meia-

vida 0,47 e 0,75 horas com suporte de quitosana reticulado com glutaraldeído e reticulado com 

epicloridrina, respectivamente. Braga et al. (2014) determinaram o tempo de meia-vida de 6,1 

horas a 45°C para a enzima β-galactosidase imobilizada em suporte Eupergit® C. Esses 

resultados demonstram a forte dependência da estabilidade térmica da enzima em relação as 

diferentes temperaturas. 

As medidas físicas da constante kd foram consistentes com a teoria de Arrhenius, pois 

quanto maior a temperatura maior a constante de desativação térmica da enzima (GUIDINI et 

al., 2011). Na determinação da energia de ativação o ajuste linear obtido atingiu um coeficiente 

de determinação de 0,99, conforme apresentado na Figura 8b. Assim, a energia de ativação da 

desativação térmica da enzima foi de 49,34 kcal mol-1. O maior valor de energia de ativação da 

inativação térmica se traduz em uma enzima menos sensível à temperatura, ou seja, mais estável 

a elevadas temperaturas (PACHECO; MENDES, 2021). 
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3.3.5 Reuso da enzima β-galactosidase imobilizada  

 

A capacidade de reuso é uma vantagem desejável dos biocatalisadores imobilizados em 

relação às enzimas livres, causando uma diminuição nos custos operacionais do processo 

(FLORES et al., 2019). No primeiro ciclo o biocatalisador imobilizado apresentou uma 

atividade de 534 U e foi considerado como 100% de atividade residual para referenciar os ciclos 

seguintes, conforme Figura 9. 

 

Figura 9: Reuso da enzima imobilizada (pH 6,0, 5 mL L-1 durante 24 horas a 25°C) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 

 

Conforme observado na Figura 9 houve redução da atividade residual no decorrer dos 

ciclos. Há duas hipóteses para essa redução e essas hipóteses podem ocorrer simultaneamente. 

São elas: a dessorção da enzima causada pelo enfraquecimento da ligação entre a enzima e o 

suporte (LIMA et al., 2021) e a deformação do sítio ativo da enzima após reagir com o substrato 

da batelada antecedente (GENNARI et al., 2019). Em contraponto, no sexto ciclo foi possível 

manter mais que a metade da atividade inicial (60%). Isso indica a possibilidade de reuso do 

biocatalisador, porém, quanto mais ciclos forem realizados menor será a eficiência do processo. 

Além disso, há a possibilidade de restaurar a atividade enzimática adicionando mais enzima no 

meio, sendo que essa adição pode ocorrer a partir da solução residual do processo de 

imobilização. 

 No estudo de Wahba e Soliman (2018) foi avaliado um suporte reticulado de goma 

gelana e quitosana que manteve 85,17% da atividade após 14 ciclos. Isso demonstra que a 
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reticulação vinculada a adsorção física é um processo alternativo para o aumento da estabilidade 

do biocatalisador e, consequentemente, para o aumento no número de ciclos. Contudo, a 

reticulação não foi avaliada neste trabalho. 

 

3.3.6 Estabilidade operacional da β-galactosidase imobilizada em reator de leito fixo 

 

Na Figura 10 está apresentada a conversão de lactose em relação ao tempo de reação de 

hidrólise na saída da coluna de leito fixo e no meio reacional, com recirculação. 

 

Figura 10: Conversão de lactose (C0: 50 g L-1) em relação ao tempo de reação de hidrólise (T: 37°C; pH 6,8) 

utilizando enzima imobilizada em coluna (C0: 5 mL L-1; pH 6,0) a) conversão instantânea na saída da coluna; b) conversão 

total do meio reacional 

a) 

 

b) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 
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Observa-se que nos primeiros tempos de reação a variação da taxa de conversão de 

lactose na saída da coluna (Figura 10a) é superior a variação da taxa de conversão no meio 

reacional (Figura 10b). Isso ocorre devido ao maior volume de solução de lactose na entrada da 

coluna que ainda não foi convertido em glicose. No entanto, ao passo que vai se exaurindo a 

lactose no meio a taxa de conversão começa a reduzir devido, a menor relação entre substrato 

e enzima. A conversão máxima (100%) é atingida em 195 minutos. Isso demonstra que o 

biocatalisador foi capaz hidrolisar toda a lactose presente no meio. Fischer et al. (2013) estudou 

a hidrólise da lactose em dois reatores em série utilizando resina de troca iônica como suporte 

para a imobilização da enzima (de A. oryzae). Nesse estudo, a vazão de alimentação foi de 6 

mL min-1 e a conversão de lactose no primeiro reator foi de 65% e a conversão final foi de 82%, 

após 60 minutos de reação. 

 

3.4 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, as condições de imobilização da enzima β-galactosidase em suportes de 

quitosana foram avaliadas. O material foi caracterizado em relação a aspectos físicos e químicos 

antes e após a imobilização, sendo observado alterações morfológicas do material de quitosana 

para o biocatalisador imobilizado e o aparecimento de picos de infravermelho, evidenciando a 

imobilização da enzima no suporte. Além disso, foi observado um aumento da estabilidade 

térmica do biocatalisador. As condições otimizadas durante o processo de imobilização foram 

de pH 6,0 (tampão fosfato 0,1 mol L-1) e concentração enzimática 5 mL L-1. A influência de 

temperatura foi estudada sobre a reação de hidrólise e sobre a inativação térmica da enzima. 

Em relação à temperatura de hidrólise, observou-se um incremento na estabilidade da enzima 

imobilizada com a elevação da temperatura e uma maior influência da difusão no interior do 

suporte com a redução da temperatura. Já o aumento da temperatura sobre a enzima imobilizada 

provocou o acréscimo da constante cinética de desativação térmica e redução no tempo de meia-

vida, sendo representada por uma energia de desativação térmica na ordem de 49,34 kcal mol-

1. A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi avaliada nos ensaios de reuso e na 

aplicação em reator de leito fixo, sendo observado a possibilidade de reuso do biocatalisador 

bem como a aplicação na hidrólise da lactose em condições operacionais da indústria. Dessa 

forma, conclui-se que a esfera de quitosana desenvolvida se apresentou como um promissor 

suporte para a imobilização da β-galactosidase. 
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4 SHORT COMMUNICATION: DESENVOLVIMENTO DE SUPORTE 

DE QUITOSANA-SÍLICA PARA IMOBILIZAÇÃO DA Β-

GALACTOSIDASE 

 

Resumo 

Biopolímeros como a quitosana são aplicados como suportes para a imobilização da enzima β-

galactosidase. A técnica sol-gel com precursores de sílica é capaz de contornar algumas 

deficiências relacionadas à quitosana, como a baixa porosidade e área específica, possibilitando 

a imobilização da enzima por adsorção e ligações cruzadas. O objetivo desse trabalho foi avaliar 

a imobilização da enzima β-galactosidase em um suporte de sílica-quitosana, obtido utilizando 

a técnica sol-gel com adição de glutaraldeído, através da hidrólise da lactose. Para isso, foi 

determinado o índice de inativação e avaliado o efeito do agente reticulante no suporte. Por fim, 

a viabilidade de utilização da enzima imobilizada foi verificada através dos reusos. Foi 

observada imobilização de até 17,38% e índice de inativação de até 81,16%, sendo o XE 1:1 o 

mais promissor com eficiência de imobilização de 13,40% e índice de inativação de 16,30%, 

apresentando maior viabilidade de aplicação por até cinco vezes consecutivas. Dessa forma, 

concluiu-se que o compósito adsorvente a base de sílica, quitosana e glutaraldeído possui 

potencial aplicação na imobilização de enzimas.  

 

Palavras-chaves: Adsorção. Reticulação. Sol-gel. Lactose. 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

A imobilização de enzimas é um processo alternativo para contornar as desvantagens 

associadas a enzima livre, como estabilidade moderada, elevado custo e difícil recuperação no 

final do processo (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2019). Os fatores intrínsecos desse 

processo são as técnicas de imobilização e os suportes empregados. Uma das técnicas mais 

empregadas para imobilização de enzimas é a adsorção física, uma vez que promove pouca 

perturbação sobre a estrutura da enzima (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; 

CARDOSO; MORAES; CASS, 2009). Porém, apresenta desvantagens como a dessorção da 

enzima durante sua utilização (JESIONOWSKY; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). Assim, a 

aplicação de um reagente bifuncional como o glutaraldeído, para criação de ligações cruzadas 

adicionais, tem o intuito de aumentar a estabilidade da enzima sobre o suporte e diminuir a 

dessorção durante o processo (MALHOTRA; BASIR, 2020; LETCA et al., 2004). 

O desenvolvimento de materiais avançados com propriedades físicas, químicas e 

mecânicas favoráveis para atuar como suportes de enzimas é um contribuinte para um bom 

desempenho do biocatalisador imobilizado. A quitosana, um resíduo pesqueiro obtido da casca 

de camarão, destaca-se entre os materiais alternativos utilizados como suportes para 
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imobilização de enzimas, como na imobilização de lipases, catalases e β-galactosidases 

(MENDES et al., 2011). Entretanto, em sua forma natural, a quitosana é solúvel em meio ácido, 

possui baixa área superficial e porosidade, sendo essas características indesejáveis para um 

suporte (AHAMAD et al., 2019).  

Deste modo, a utilização da técnica sol-gel para síntese de suportes possibilita a 

produção de materiais com várias composições estruturais, alto grau de pureza e elevada 

homogeneidade (BRAGA et al., 2014). Assim, o desenvolvimento de compósitos sintetizados 

a partir de sílica e quitosana através da técnica sol-gel com adição de glutaraldeído pode 

minimizar as características indesejáveis da quitosana, permitindo a imobilização da β-

galactosidase. 

Uma das funções da β-galactosidase é realizar a hidrólise da lactose dos produtos 

lácteos. A hidrólise apresenta-se como alternativa, pois proporciona uma melhoria nas 

características sensoriais desses produtos, conferindo maior solubilidade, poder adoçante e 

permitindo a obtenção de produtos adequados à alimentação de pessoas intolerantes a este 

açúcar (RICARDI et al., 2018). 

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a imobilização da enzima β-galactosidase 

proveniente de Kluyveromyces lactis em um suporte de sílica-quitosana, obtido através da 

técnica sol-gel com adição de glutaraldeído, verificando o efeito da concentração do agente 

reticulante no compósito sobre a eficiência de imobilização e avaliando a viabilidade de reuso 

β-galactosidase imobilizada. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Materiais 

 

A β-galactosidase de fonte Kluyveromyces lactis (54,9 mg mL-1 de proteína) foi 

adquirida da Globalfood (Brasil). A lactose monohidratada (C12H22O11) foi obtida da 

Nathupharma. A quitosana foi obtida de origem crustáceo seguindo a metodologia proposta por 

Weska et al. (2007) e adaptada por Moura et al. (2015). O método de produção é apresentado 

em material suplementar (ANEXO A). O glutaraldeído (C5H8O2) 25% (m/v) foi da Dinâmica. 

Os demais reagentes utilizados foram de padrão analítico. 
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4.2.2 Síntese do suporte utilizando a técnica sol-gel 

 

Os compósitos foram sintetizados de acordo com o pedido da patente nº BR 102021 

003136 0 (MACHADO; MELLO; PICCIN, 2021; MACHADO et al., 2022). Resumidamente, 

10 mL de tetraetilortossilicato (TEOS) precursor de sílica foram misturados com uma solução 

contendo 12 mL de etanol e 1 mL de uma solução de ácido clorídrico (HCl(aq)) 0,05 mol L-1, 

que foi mantida sob agitação de 150 rpm por 2 h a 35°C (Tecnal, TE-421). Simultaneamente, 

100 mL de uma solução aquosa contendo 1% de quitosana (m/v) em 2% de ácido acético (v/v) 

foi preparada e agitada até a solubilização total da quitosana (Fisatom, 752A). Posteriormente, 

essas duas soluções foram misturadas, à temperatura ambiente sob agitação de 100 rpm por 1 

h, para completar a hidrólise da solução (Fisatom, 711S). Após esta etapa, o compósito 

sílica/quitosana foi reticulado com glutaraldeído em diferentes graus pela adição de diferentes 

volumes de glutaraldeído sob agitação mecânica constante por 1 h (Fisatom, 711S), conforme 

descrito na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Volume de glutaraldeído 25% para a produção dos xerogéis 

Amostra Proporção (unidades de D-

glucosamina:glutaraldeído) 

Volume de glutaraldeído para 

2 g de quitosana (mL) 

XE 1:0 1:0 0,00 

XE 2:1 2:1 0,96 

XE 1:1 1:1 1,92 

XE 1:2 1:2 3,84 

XE 1:4 1:4 7,68 

XE 1:6 1:6 11,52 

XE 1:8 1:8 15,36 
Fonte: Machado et al. (2022), com adaptações 

 

As proporções de glutaraldeído foram baseadas no estudo de Poon, Wilson e Headley 

(2014) e Machado et al. (2022). Para a policondensação da sílica foi utilizada uma proporção 

volumétrica de 1:5 (para 10 mL de TEOS na solução de pré-hidrólise), e a mistura obtida na 

etapa anterior foi adicionada lentamente a uma solução contendo 12,21 mL de hidróxido de 

amônio (NH4OH(aq) e 73,20 mL de etanol, que foi mantido sob agitação mecânica a 70 rpm por 

5 min (Fisatom, 711S). Posteriormente, o material foi envelhecido a 35°C (DeLeo, DL-

SED). Após as primeiras 24 h, o excesso de solução foi removido do sistema para acelerar a 

secagem. Assim, a secagem completa ocorreu em aproximadamente 5 dias. Após completa 

policondensação e secagem, o material foi lavado em extrator Soxhlet com acetona por 2 h 

(Tecnal, Sebelin TE-188), conforme metodologia adaptada de  Shan et 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/tetraethyl-orthosilicate
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/tetraethyl-orthosilicate
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/solubilization
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzymatic-hydrolysis
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/glutaraldehyde
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/agitation-mechanical
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861721012558#t0005
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861721012558#bb0350
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861721012558#bb0350
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/ammonium-hydroxide
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/ammonium-hydroxide
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861721012558#bb0435
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al. (2019) . Posteriormente, foi mantido em dessecador a vácuo até a evaporação do solvente à 

temperatura ambiente (aproximadamente 2 a 3 dias). 

As características dos materiais foram determinadas por Machado et al. (2022). Os 

materiais sintetizados com glutaraldeído apresentaram coloração marrom/alaranjada, conforme 

Figura 11. As áreas superficiais dos materiais XE 1:0, XE 1:2 e XE 1:8 (determinado por 

adsorção-dessorção de gás nitrogênio (N2), a 77 K) foram 70,68, 42,23 e 19,06 m2 g-1, 

respectivamente. Os poros foram distribuídos na faixa de 13 a 14 Å, indicando uma 

predominância de microporos.  

 

Figura 11: Imagens dos xerogéis desenvolvidos (conforme Tabela 2) 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022) 

 

4.2.3 Imobilização da enzima β-galactosidase 

 

A imobilização enzimática foi realizada de acordo com o método proposto por Guidini 

et al. (2010). Um volume de 10 mL de solução enzimática 5 mL L-1 em tampão fosfato de 

potássio (0,1 mol L-1, pH 6,8) foi incubado com 0,5 g de suporte de quitosana, sob agitação de 

50 rpm em incubadora rotativa (Tecnal, TE-421) a 25°C por 1 hora. Em seguida, o suporte foi 

separado da solução residual e lavado com 30 mL de tampão fosfato de potássio (0,1 mol L-1, 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0144861721012558#bb0435
https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/solvent-evaporation
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pH 6,8). A solução de enzima livre, a enzima imobilizada, a solução residual e a solução de 

lavagem foram submetidas aos ensaios de determinação da atividade enzimática.  

 

4.2.4 Determinação da atividade enzimática 

 

A determinação da atividade enzimática foi realizada a partir da reação de hidrólise da 

lactose e determinação da concentração de glicose. As reações foram conduzidas em um reator 

de mistura contendo 100 mL de solução de lactose na concentração de 50 g L-1 em pH 6,8 e 0,5 

gramas de biocatalisador imobilizado, sob agitação de 50 rpm e temperatura de 37 ± 1°C 

durante 30 minutos (Fisatom, 711S). Aos 30 minutos foi retirado uma amostra e inserida em 

um banho de água em ebulição para a completa inativação da enzima. A concentração de glicose 

foi determinada pelo método glicose-oxidase, apresentado no material suplementar (ANEXO 

B). Sendo que a concentração de glicose foi determinada por espectrofotometria a 505 nm 

(Tecnal, UV-5100), conforme a curva padrão ([Glicose]= 3.5024*absorbância, R²> 0,99). Para 

todos os ensaios foi determinado o índice de inativação e a eficiência de imobilização, conforme 

a Equação 7 e 8, respectivamente. 

 

𝐼𝐼 =
𝐴𝐸𝐿 −(𝐴𝑆𝑅+ 𝐴𝑆𝐿+ 𝐴𝐸𝐼)

𝐴𝐸𝐿 
  

(7) 

 

 

 

𝐸𝐼 =
𝐴𝐸𝐼 

𝐴𝐸𝐿 
 

(8) 

sendo: 

II: índice de inativação (%); 

𝐸𝐼: eficiência de imobilização (%); 

AEL : atividade residual da enzima livre (%); 

AEI : atividade residual da enzima imobilizada (%); 

ASR : atividade residual da solução residual (%); 

ASL: atividade residual da solução de lavagem (%); 

 

A unidade de atividade específica (U) foi definida como micro mol de glicose 

produzidos por minuto, por grama de suporte (µmol gsuporte.min-1). Todos os ensaios foram 

conduzidos em duplicata e representados pela média. 
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4.2.5 Reuso da β-galactosidase imobilizada 

 

Os ensaios de reuso foram realizados em duas etapas. Primeiro a enzima foi imobilizada 

no suporte em estudo e a atividade enzimática foi determinada no tempo inicial. Na segunda 

etapa foram realizadas quatro hidrólises consecutivas e calculada a atividade residual em 

relação a inicial. No intervalo de cada hidrólise o biocatalisador imobilizado era lavado com 30 

mL de solução tampão fosfato de potássio (0,1 mol L-1, pH 6,8). Todos os experimentos foram 

executados nas seguintes condições: temperatura de 37 ± 1,0 °C, pH 6,8 e concentração inicial 

de lactose de 50 g L-1. A atividade residual foi determinada a partir da atividade máxima 

denominada 100%. 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Influência do glutaraldeído na imobilização da enzima β-galactosidase 

 

Na Figura 12 está apresentado o comportamento da enzima imobilizada em diferentes 

concentrações de glutaraldeído. Os parâmetros avaliados foram o índice de inativação e a 

eficiência de imobilização. 

 

Figura 12: Índice de inativação e eficiência de imobilização da enzima imobilizada a 25°C durante 1 

hora na concentração enzimática de 5 mL L-1 em pH 6,8 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 



43 

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que para o material XE 1:0 a inativação 

da enzima é nula. Por outro lado, os materiais com maior quantidade de glutaraldeído em sua 

formulação apresentam maior índice de inativação da enzima. Demonstrando assim, que o 

glutaraldeído tem influência de forma direta nesse processo. Entretanto, da mesma forma que a 

adição do glutaraldeído diminuiu a atividade catalítica da enzima, no XE 1:2 observa-se um 

aumento na imobilização da enzima pelo material em comparação com o XE 1:0. Essa situação 

demonstra que a presença do glutaraldeído em baixa concentração interferiu positivamente na 

adsorção da enzima pelo material. A eficácia dessa reticulação poderá ser investigada pelo reuso 

desse material, visto que é possível observar se ocorrerá dessorção durante a sua aplicação. 

O glutaraldeído é utilizado para formação de ligações cruzadas adicionais e tem o intuito 

de aumentar a estabilidade da enzima e diminuir a dessorção durante o processo (LETCA et al., 

2004). Assim, a reticulação química seria uma das melhores abordagens em questão de 

estabilidade da estrutura da enzima (FERNÁNDEZ-LAFUENTE et al., 1999). Porém, a reação 

de enzimas com agentes reticulantes pode promover reações indesejáveis e que poderá 

promover a distorção do centro ativo e a inativação da enzima, consequentemente 

(FERNÁNDEZ-LAFUENTE et al., 1999). Além disso, o excesso de glutaraldeído, pode 

resultar em capacidade de adsorção atenuada, devido a mudanças potenciais na química da 

superfície e na inacessibilidade dos sítios de adsorção (POON et al., 2014). 

Assim, sabe-se que o glutaraldeído reage rapidamente com grupamentos amina 

terminais de peptídeos e aminoácidos via grupos α-amino e grupo sulfidrila de cisteína em pH 

neutro, formando piranos, hidratos e outros polímeros (SATAR et al., 2017). Dessa forma, tem-

se a hipótese de que os grupamentos do glutaraldeído que não se ligam a quitosana são capazes 

de se ligar com o grupamento amina das enzimas (VITOLO et al., 2015). Essa ligação resulta 

em uma distorção do centro ativo dificultando a ligação enzima-substrato na reação de hidrólise 

(VITOLO et al., 2015). Isto significa que a enzima está presente no meio, mas está inativa, com 

todos seus grupamentos ligados e, consequentemente, indisponíveis para novas ligações. 

Quando avaliada a eficiência de imobilização, de acordo com a Figura 18, percebe-se 

que os valores não apresentaram um comportamento diretamente proporcional. Para o material 

XE 2:1 a eficiência de imobilização obtida foi inferior aos demais materiais. Assim, surge a 

hipótese de que para esse suporte ocorreu perda do sítio de adsorção, sendo que a formação de 

ligações entre o glutaraldeído e os grupamentos amina (NH2) dos dois monômeros de quitosana 

tornou esse sítio ativo indisponível para o processo de imobilização.  

Os materiais XE 1:0, XE 1:1 e XE 1:2 apresentaram porcentagens de 15,83%, 13,40% 

e 17,38% de eficiência de imobilização, correspondente a atividades enzimáticas de 133 U, 107 
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U e 148 U, respectivamente. Devido a esses resultados, esses materiais foram selecionados para 

os ensaios de reuso. 

 

4.3.2 Reuso da β-galactosidase imobilizada 

 

O reuso da enzima imobilizada é um parâmetro importante a ser avaliado, uma vez que 

permite a utilização do suporte consecutivas vezes durante o processo de hidrólise da lactose, 

o que melhora a relação custo-benefício geral do processo. A Figura 13 apresenta os resultados 

obtidos para os materiais que apresentaram maior eficiência de imobilização.  

 

Figura 13: Reuso da enzima imobilizada nos suportes XE 1:0, XE 1:1 e XE 1:2 na hidrólise da lactose 

com concentração de 50 g L-1 e pH 6,8 

 

Fonte: elaborado pelo Autor (2022)  

 

Nos três materiais, a partir da segunda batelada já houve redução da glicose formada. 

Esse declínio pode ser atribuído à deformação do sítio ativo da enzima após reagir com o 

substrato na primeira batelada (GENNARI et al., 2019). No entanto, é possível observar que 

após a segunda batelada o material XE 1:1 manteve os valores de atividade enzimática residual 

até a quinta batelada, apresentando maior viabilidade de aplicação por até cinco vezes 

consecutivas. 

Estudos similares foram realizados por Falleiros et al. (2017), que testaram a 

imobilização da enzima β-galactosidase e modificação com glutaraldeído em um suporte 

comercial, obtendo um total de 10 ciclos de reuso. Wahba (2017) analisou a imobilização de β-
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galactosidase em suportes de pectinato de cálcio e quitosana ativados com glutaraldeído, 

obtendo 13 ciclos, com valores de atividade permanecendo em 59%. Dessa forma, evidenciando 

o potencial dos materiais e processo desenvolvido no presente estudo.  

 

4.4 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi possível verificar a capacidade de um material de sílica e quitosana 

com adição de glutaraldeído na imobilização da enzima β-galactosidase através do fenômeno 

de adsorção. Além disso, foi possível verificar a inativação da enzima imobilizada devido a 

polimerização causada pelo aumento da quantidade de glutaraldeído na composição do 

material. O material XE 1:1 foi o que apresentou maior viabilidade de aplicação, apresentando 

uma atividade enzimática específica de 158 U, e após cinco hidrólises, 27% de atividade 

enzimática residual. Diante desse contexto, os resultados obtidos foram satisfatórios para a 

imobilização da enzima β-galactosidase e hidrólise da lactose, permitindo o entendimento de 

como o agente reticulante gluatraldeído influência nesse processo. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

A presente dissertação apresenta um estudo sobre o desenvolvimento de materiais 

suportes a base de quitosana para a imobilização da enzima β-galactosidase. O estudo foi 

desenvolvido com base em uma revisão bibliográfica sobre o tema, e dois artigos experimentais 

sobre a influência de diferentes técnicas de desenvolvimento de suportes sobre a eficiência de 

imobilização da enzima. 

A análise sistemática da bibliografia atual sobre o tema mostrou a importância das 

técnicas de imobilização por adsorção e cross-linking no campo da β-galactosidase. Também, 

observou-se que suportes de origem naturais, como o biopolímero quitosana, são uma das 

tendências de pesquisas na área. 

Em relação aos métodos de imobilização, foram propostas duas metodologias: a 

primeira baseada na produção de esferas de quitosana por coagulação e, a segunda, baseada na 

produção de compósitos (xerogéis) de quitosana/sílica pela técnica sol-gel. Nas condições 

ótimas de imobilização, a atividade enzimática obtida para as esferas de quitosana e para o 

xerogel 1:1 foram de 507 U e 158 U, respectivamente, mostrando que as esferas de quitosana 

possuem maior facilidade de imobilizar a enzima. 

Para a imobilização da enzima em esferas de quitosana foi avaliado o efeito do pH e 

concentração de solução enzimática sobre a eficiência de imobilização. Nesses ensaios foi 

possível observar a forte dependência da eficiência de imobilização com o pH da solução 

enzimática, além de ser possível identificar que com o aumento da concentração há uma 

tendência de saturação do suporte.  

Já os xerogéis (XE) foram desenvolvidos com diferentes proporções de quitosana e 

glutaraldeído (computados como unidades monoméricas de D-glucosamina por molécula de 

glutaraldeído) e o efeito desta reticulação no suporte sobre a imobilização e inativação da 

enzima. O material XE 1:1 foi o que apresentou maior viabilidade de aplicação, sendo que o 

incremento da reticulação com glutaraldeído levou a uma maior inativação enzimática. 

O reuso da enzima imobilizada foi avaliado para ambos os materiais, sendo que com o 

material de quitosana, após seis ciclos foi possível manter 57% da atividade enzimática inicial 

e com o XE 1:1 após cinco ciclos foi mantido 27% da atividade enzimática inicial. 

Diante desse contexto, o suporte de esferas de quitosana foi mais eficiente para a 

imobilização da enzima β-galactosidase e possibilitou uma maior quantidade de ciclos no reuso. 

Para isso, foram avaliados os efeitos da temperatura na reação de hidrólise e na desativação 
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térmica da enzima imobilizada. A variação da temperatura na reação reduziu atividade 

enzimática da enzima livre e imobilizada com o aumento e com a redução da temperatura em 

relação à condição ótima de 37°C. No entanto, com a enzima imobilizada foi possível observar 

uma maior faixa de temperatura de atuação em comparação com a enzima livre. A cinética de 

desativação térmica da enzima demonstrou a forte dependência da estabilidade térmica do 

biocatalisador em diferentes temperaturas. O aumento da temperatura sobre a enzima 

imobilizada provocou o acréscimo da constante cinética de desativação térmica e redução no 

tempo de meia-vida, de até 0,52 horas a temperatura de 45°C. 

A partir do estudo dinâmico em coluna de leito fixo foi possível realizar um processo 

semelhante ao industrial, sendo possível imobilizar a enzima β-galactosidase direto na coluna. 

O comportamento dinâmico apresentou resultados satisfatórios e a possibilidade de converter 

toda lactose (50 g L-1) presente no meio reacional. Como sugestões para trabalhos futuros, 

avaliar a possibilidade de restaurar a atividade enzimática a partir reativação do suporte com 

uma nova solução enzimática ou, até mesmo, com a solução residual proveniente da 

imobilização.   

Neste sentido, observa-se que suportes de quitosana são promissores para a imobilização 

de enzimas, em especial a β-galactosidase que foi objeto deste estudo, sendo um fator que pode 

contribuir com o desenvolvimento de tecnologias ainda mais inovadoras e rentáveis para as 

indústrias alimentícias. O artigo de revisão desenvolvido possibilitou realizar um estado da arte 

da imobilização da β-galactosidase, demonstrando as perspectivas e os desafios da imobilização 

e a forma que isso está atrelado as técnicas e aos suportes empregados. Os suportes avaliados 

em ambos os artigos experimentais ressaltam a importância desses fatores intrínsecos no 

processo de imobilização. 

 Aliando o estado da arte desenvolvido com os resultados obtidos neste trabalho conclui-

se que a imobilização da β-galactosidase é um processo promissor para o aumento da 

estabilidade térmica e operacional da enzima, bem como para a aplicação na hidrólise da lactose 

de produtos lácteos. Em estudos futuros será importante avaliar a viabilidade econômica desse 

processo, pois os custos adicionais envolvidos na imobilização devem ser compensados em 

relação a utilização da enzima livre para a hidrólise da lactose em produtos lácteos. 
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APÊNDICE A – TRABALHOS DESENVOLVIDOS DURANTE O 

PERÍODO DE MESTRADO 
 

Artigo de revisão de literatura do projeto de dissertação intitulado como “Challenges 

and perspectives of β-galactosidase enzyme: immobilization methods and supports” que aborda 

as técnicas de imobilização da enzima β-galactosidase, os suportes já utilizados e os potenciais 

suportes. Conforme a Figura abaixo, o artigo foi publicado na revista Applied Microbiology 

and Biotechnology e o doi do artigo é 10.1007/s00253-021-11423-7. 

 

 

 

Artigo de revisão desenvolvido durante a disciplina de bioprocessos em alimentos 

intitulado como “The kombucha phenomenon: production aspects, health benefits, and food 

safety issues” foi publicado na revista Brazilian Journal of Development e o doi do artigo é 

10.34117/bjdv7n7-638, apresentado na Figura abaixo: 
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Capítulo de livro sobre compósitos avançados para a produção de fármacos apresentado 

na Figura abaixo: 
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ANEXO A – PROCESSO DE EXTRAÇÃO DE QUITOSANA A PARTIR 

DE CASCA DE CAMARÃO 
 

As cascas de camarão foram lavadas com água corrente e inseridas em uma solução de 

ácido clorídrico 2,5% (v/v), em uma relação de 2,5 L de solução/Kg de casca, sob agitação por 

2 horas. Após esse período, as cascas foram lavadas com água até a neutralidade e inseridas em 

uma solução de hidróxido de sódio 5,0% (m/v), em uma relação de três litros de solução para 

cada quilograma de casca, sob agitação por 2 horas. As cascas foram lavadas novamente e 

inseridas em uma solução de hipoclorito de sódio 0,36% (v/v), em uma relação de cinco litros 

de solução para cada quilograma de casca, sob agitação por 3 horas. Por fim, as cascas foram 

lavadas com água corrente para a retirada de excessos, e secas a uma temperatura de 80°C em 

estufa por 4 horas e moídas em granulometria entre 1 a 5 mm.  

Para o processo de desacetilação da quitina foram inseridas a solução de hidróxido de 

sódio (NaOH) 45% (m/v) e quitina (numa proporção de 20 mL de solução de NaOH para cada 

1,0 g de quitina) moída em um reator termoquímico com refluxo aberto, sob agitação de 60 

rpm. A mistura foi aquecida na temperatura de ebulição da solução de NaOH (aproximadamente 

130ºC) e mantida por 4 horas. Estas condições são baseadas no trabalho de Moura et al. (2015) 

e resultados preliminares do grupo de pesquisa. O material resultante deste processo foi a 

quitosana desacetilada não purificada. Após o resfriamento da solução, a quitosana da quitina 

moída foi lavada com água até próximo da neutralidade de pH 7,0 e medida novamente a massa 

de sólidos. 

A purificação da quitosana foi realizada através da solubilização em solução de ácido 

acético 1,0% (v/v), em uma proporção de 1% (m/v), sob agitação por 6 a 12 horas em 

temperatura ambiente. Após, foi realizada a centrifugação a 3500 min-1 por 30 minutos e 

descartado o material sólido. Com a solução restante, a quitosana foi precipitada pelo ajuste do 

pH para 12 com solução de NaOH 2,0 mol L-1 e, em seguida, neutralizada com solução de ácido 

clorídrico (HCl) 2,0 mol L-1 para pH 7. A quitosana úmida foi coletada por centrifugação a 

3500 min-1 por 20 minutos. Por fim, a quitosana úmida foi seca por liofilização e armazenada 

em condições ambientes a 25°C e 70% de umidade. 
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ANEXO B – MÉTODO GLICOSE-OXIDASE 

 

A glicose-oxidase catalisa a oxidação da glicose em ácido glúconico (D-Gluconato), 

com formação de peróxido de hidrogênio (H2O2). Este reage com fenol e 4-aminofenazona, na 

presença na peroxidase, formando quinoneimina, composto vermelho violeta que apresenta 

máxima absorção de luz em um comprimento de onda de 505 nm. As reações estão 

representadas nas Equações 1 e 2. 

D – glicose + O2 + H2O → D – Gluconato + H2O                            (1) 

H2O + 4 – Amino Fenazona + Fenol → Quinoneimina + 4 

H2O 

(2) 

É um método sensível e específico para a dosagem de glicose sendo que a coloração é 

proporcional a quantidade de glicose presente na solução.  

Procedimento descrito por Mandels; Hontz e Nystrom (1974): 

Para determinação de teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi à 

determinação da curva padrão, de absorbância em função das concentrações de glicose. Para 

isso foram utilizados tubos de ensaios contendo 1 mL da solução de glicose-oxidase (kit) 

preparada anteriormente, aos quais foram adicionados 10 litros de solução de glicose, na faixa 

de concentração de 0,0 a 4,5 g L-1, com intervalos de 0,5 g L-1, incubando em banho maria por 

10 minutos a 37 +/- 2°C. Após esse tempo, eram lidas as absorbâncias a 505 nm em 

espectrofotômetro, considerando como branco a solução de glicose-oxidase. Com os valores de 

absorbância em função das concentrações de glicose foram construídas equações lineares e 

determinadas as equações das mesmas, considerando o intervalo de concentração adotado. 

Para uma amostra de concentração desconhecida de glicose seguia-se o mesmo 

procedimento anterior, determinando-se a sua absorbância, e a partir da curva padrão, a 

concentração de glicose. 

 
 


