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RESUMO 

Neste trabalho o objetivo geral foi estudar o processo de imobilização de α-galactosidase em 
suporte de quitosana por meio de ligação cruzada utilizando glutaraldeido. A influência da 
concentração de glutaraldeido como agente reticulante e do tempo de reação na atividade do 
biocatalisador imobilizado foi estudada utilizando-se um planejamento fatorial. Na sequência, 
foi realizado um estudo sobre as influências da concentração da enzima, da temperatura e do 
pH no processo de imobilização utilizando-se, neste caso, um planejamento composto central. 
Tanto o planejamento fatorial como o planejamento composto central foram utilizados com o 
intuito de indicar a máxima atividade após a hidrólise enzimática cujo substrato foi a rafinose. 
Os resultados mostram que a concentração de glutaraldeido e o tempo de imobilização foram 
respectivamente 5% (v/v) e 24 horas. Já os resultados do planejamento composto central 
indicaram que a retenção da atividade catalítica no processo de imobilização foi máxima 
numa concentração de enzima na faixa de 12 a 20 g/L; pH de 6,5 a 8; e temperatura de 22 a 
340C.  Posteriormente, desenvolveu-se o estudo tanto da estabilidade com relação ao pH como 
da estabilidade térmica da α-galactosidase imobilizada em quitosana. Avaliou-se a 
estabilidade com relação ao pH na faixa entre 3,0 a 9,0 tanto para a enzima imobilizada nas 
partículas com glutaraldeido (5% v/v) como para as imobilizadas sem glutaraldeido (0% v/v); 
e os testes referentes à estabilidade térmica ocorreram em temperaturas entre 50 e 60ºC para 
as partículas imobilizadas com glutaraldeido. Os resultados indicaram que a enzima 
imobilizada com 5% de glutaraldeido foi estável em toda a faixa de pH estudada, já a enzima 
imobilizada com 0% de glutaraldeido apresentou-se estável nas faixas entre 5,0 e 9,0. Com 
relação ao tratamento térmico, durante os períodos de tempos estudados, verificou-se que a 
atividade da enzima diminuiu com o aumento da temperatura e tempo de exposição. 
Resultados referentes à resistência relacionada ao tempo de estoque de α-galactosidase 
imobilizadas em quitosana tanto com glutaraldeido como sem glutaraldeido mostram que, 
após 50 dias, para o processo com o agente reticulante houve uma atividade residual de 
76,73% e para o processo sem glutaraldeido a atividade residual foi de 14,38%.  Já para o 
experimente de resistência em relação ao número de repetições, os resultados indicam que 
para a enzima imobilizada com glutaradeido a atividade residual foi de 82,56% após 20 usos.  

Palavras-chave: imobilização enzimática, α-galactosidase, glutaraldeido, quitosana, rafinose. 
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ABSTRACT 

The general aim of this work was to study the process of α-galactosidase immobilization  in 
support of chitosan by cross-linking using glutaraldehyde. The influence of  glutaraldeyde 
concentration as crosslinker agent and activity time reaction on a immobilized byocatalyst  
were either studied using a factorial design. Further, a study on the influence of the enzyme 
concentration, temperature and pH on the immobilization process was done using a central 
composite planning. Both the factorial design and  central composite planning were used to 
indicate the maximum activity after enzymatic hydrolysis, employing raffinose as substrate. 
The results show that the glutaraldehyde concentration and the immobilization time were 5% 
(v/v) and 24 hours, respectively. The central composite planning results indicated that the 
catalytic activity's retention  in the immobilization process was utmost at a enzyme 
concentration range of 12 to 20 g/L, pH among 6.5 to 8, and temperatures amid 22 to 340C. 
After, the stability study of α-galactosidase immobilized on chitosan with respect to pH and 
temperature were either developed. In these scenarios the pH range was of 3.0 to 9.0 for both 
immobilized enzyme particles with glutaraldehyde (5% v/v) as for those immobilized without 
glutaraldehyde (0% v/v); and testing for thermal stability occurred at temperatures between 50 
and 60ºC for enzymes immobilized with glutaraldehyde. The outcomes indicated that the 
immobilized enzymes with 5% glutaraldehyde were stable throughout the pH range studied, 
since the immobilized enzymes without glutaraldehyde remained stable in the range between 
5.0 and 9.0. Regarding the heat treatment during the time periods studied, it was found that 
the enzyme activity decreased with increasing temperature and time of exposure. Results 
related to the stock time resistance of immobilized α-galactosidase on chitosan both with and 
without glutaraldehyde showed that, after 50 days, for the process with crosslinker there was 
residual activity of 73.77% and for the case lacking glutaraldehyde the residual acivity was 
14,38%. At the trial resistance concerning the number of repetitions, the results indicate that 
for the immobilized enzyme with glutaraldehyde the residual activity was 82,56% after 20 
uses.  

Key-words: α-galactosidase; enzyme immobilization; glutaraldehyde; chitosan; raffinose. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 
 

 
1. Introdução 

 

O uso de produtos à base de soja é restrito devido a alguns fatores antinutricionais. 

Dentre estes fatores, destaca-se a presença dos oligossacarídeos rafinose e estaquiose. 

Mamíferos de modo geral são deficientes na digestão destes carboidratos por não 

apresentarem enzimas pancreáticas capazes de hidrolisarem suas ligações α-1,6. A não 

digestão destes açúcares provocam suas fermentações pela micro flora intestinal, resultando 

em  produção excessiva de gases. Esta flatulência induzida é responsável pela diminuição do 

consumo destes alimentos pela população (NAGANAGOUDA, 2007). Como resultado, a 

demanda por produtos a base de soja livres em rafinose e estaquiose é grande. Entre todas as 

propostas para redução destes açúcares, o uso da enzima α-galactosidase demonstrou-se a 

mais eficiente (VIANA et. al, 2007).  

Dessa maneira, a indústria de alimentos, principalmente de derivados de soja, tem 

grande interesse de redução dos galacto-oligossacarídeos, pois produtos de soja hidrolisados 

com as α-galactosidases, apresentam melhores propriedades nutricionais e redução de 

problemas digestivos, o que contribui para ampliação do mercado consumidor de soja e 

derivados. 

O tratamento de farinha de soja com α-galactosidase foi realizado, reduzindo o 

conteúdo de rafinose e estaquiose em 90,4% e 91,9%, respectivamente (MULIMANI et al., 

1997). Outros estudos foram realizados sobre a redução de oligossacarídeos não digeríveis em 

leite de soja, com aplicação de bactéria ácido láctica modificada (LEBLANC et al., 2004). As 

α-galactosidases são também usadas na indústria de açúcar de beterraba, para a hidrólise de 

rafinose presente no xarope. A rafinose inibe a cristalização da sacarose no xarope de 

beterraba. Desse modo, a hidrólise enzimática da rafinose aumenta o rendimento de sacarose, 

promovendo a cristalização normal do açúcar de beterraba (SAID e PIETRO, 2004).
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A instabilidade das enzimas utilizadas em alimentos para consumo humano e 

animal tem sido uma questão importante tanto na preparação quanto no armazenamento de 

alimentos. Avanços recentes em nanotecnologia têm mostrado grandes vantagens na 

utilização de nanopartículas para encapsulamento e liberação controlada de proteína. (YONG 

LIU et al, 2010). 

Os processos enzimáticos empregam as enzimas nas formas livre (solúveis) ou 

imobilizada. A utilização de enzimas livres em processos industriais tem certas limitações 

devido ao seu alto custo, a dificuldade de recuperação das mesmas no final do processo e 

ainda à sua instabilidade (HAIDER e HUSAIN, 2008). A aplicação da enzima na forma 

imobilizada pode apresentar diversas vantagens em relação à forma livre, tais como 

reutilização do biocatalisador heterogêneo, possibilidade de melhor controle de processo, 

operação contínua, aumento de estabilidade, dentre outras. Alguns fatores essenciais devem 

ser levados em consideração para a escolha do suporte adequado à imobilização, tais como 

compatibilidade suporte-enzima, eficiência, produtividade, estabilidade no processo, 

disponibilidade do suporte e custos (CAO, 2005; KRAJEWSKA, 2009). 

Uma outra técnica utilizada para imobilizar enzimas é a utilização do glutaraldeido. 

A metodologia é bastante simples e eficiente permitindo, em alguns casos, melhorar a 

estabilidade da enzima através da imobilização multiponto (BARROS et al, 2003). 

 

1.1 Objetivos 

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o processo de imobilização de α-

galactosidase em partículas de quitosana e a influência da ligação cruzada cujo agente 

reticulante foi o glutaraldeido. 

Como principais objetivos específicos, podem ser citados: 

a)  Estudar a influência concentração de glutaraldeido e do tempo no processo de 

imobilização da enzima α-galactosidase, avaliando como resposta a atividade enzimática; 

b) Estudar a influência da concentração de enzima, pH e da temperatura no processo de 

imobilização em função da atividade enzimática; 

c) Determinar a estabilidade da enzima imobilizada nas condições ótimas em relação ao pH; 

d) Determinar a estabilidade da enzima imobilizada nas condições ótimas em relação à 

temperatura em função do tempo; 
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e) Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada em relação ao tempo de estocagem; 

f) Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada em relação ao número de usos (processo de 

reutilização da enzima imobilizada). 

 

  



 

 

CAPÍTULO 2 
 

 
 

2. Revisão Bibliográfica  

Este capítulo tem por finalidade apresentar os trabalhos mais relevantes referentes à 

imobilização de α-galactosidase em suporte de quitosana por meio de ligação cruzada 

utilizando como agente reticulante o glutaraldeido, discutindo e comentando as principais 

abordagens de diversos autores. 

2.1 Soja 

A soja é considerada um dos principais produtos agrícolas devido à sua alta 

produtividade, capacidade adaptativa e qualidade nutricional. É amplamente consumida pela 

população, na forma de óleo e seus derivados, como margarina e gordura hidrogenada, 

(KHARE et al., 1994). 

A soja é uma leguminosa considerada excelente fonte de alimentação em todo o 

mundo. No Japão é conhecida como "a carne do campo" e é tratada como fonte da vida de 

maneira similar aos ovos. A proteína da soja tem um padrão de ácido amino bem equilibrado 

(SMITH e CIRCLE, 1972.), além disso, o leite de soja é visto como um substituto de baixo 

custo para leite de vaca nos países em desenvolvimento e como um suplemento nutritivo para 

a população intolerante à lactose (KHARE et. al., 1994). 

A soja possui alto valor nutritivo por conter, em suas proteínas, quantidade suficiente 

de inúmeros aminoácidos essenciais (COSTA e MIYA, 1972). Apesar de seu alto valor 

nutricional, uma série de fatores antinutricionais, tais como presença de galacto-

oligossacarídeos, está presente nos grãos (SANNI et al., 1997). 

É importante determinar a composição de diferentes cultivos de soja para selecionar 

aqueles com altos níveis de proteína e óleo e baixo conteúdo de galacto-oligossacarídeos. 

Estudos revelaram que na soja var. Doko foram encontrados teores de 0,7 e 4,1 g% para 

rafinose e estaquiose, respectivamente (TRUGO et al., 1995). Já em estudos desenvolvidos 

com a soja var. TGX536-02D o conteúdo de rafinose e estaquiose encontrados foram de 1,22 



Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica                                                                                                 5 

 

 

e 3,41 %, respectivamente (EGOUNLETY e AWORH, 2003). Devido à presença dos galacto-

oligossacarídeos nas sementes de soja, a ingestão dos grãos pode provocar flatulência em 

humanos. 

2.2 Oligossacarídeos e galacto-oligossacarídeos (GO) 

Os oligossacarídeos são definidos estritamente como sendo carboidratos que contêm 

entre 2 e 10 monossacarídeos, covalentemente ligados através de ligações glicosídicas 

(MEHRA e KELLY, 2006). 

Os oligossacarídeos ocorrem naturalmente em muitos alimentos e em tecidos 

vegetais, bem como são sintetizados no metabolismo de animais e micro-organismos. As 

propriedades biológicas e físico-químicas de seus componentes têm sido relatadas como 

equivalentes às fibras dietéticas, associando sua ação fisiológica com importantes aspectos da 

saúde humana (TUNGLAND e MEYER, 2002). Os oligossacarídeos podem ser obtidos por 

extração de tecidos vegetais, por fermentação microbiana, por catálise enzimática ou por 

reação química (MUSSATO e MANSILHA, 2007). 

Dentre os oligossacarídeos destaca-se a inulina, cujo uso em alimentos e os efeitos 

fisiológicos associados aos seres humanos têm sido estudados nas últimas duas décadas. A 

inulina é reserva de carboidrato em muitas plantas dicotiledôneas. Atualmente é produzida via 

extração a partir de raízes de chicória e de outros vegetais (RUPÉREZ, 1998). 

A oligofrutose é outro oligossacarídeo importante na indústria de alimentos 

funcionais. É constituída por 2 a 4 unidades de frutose ligadas a um resíduo terminal de 

glicose (PASSOS e PARK, 2003). 

Os galacto-oligossacarídeos são formados pela transgalactosilação da galactose por 

ação da enzima β-galactosidase, a partir de substratos ricos em lactose (MAHONEY, 1998). 

A rafinose (também chamada de α-galacto-oligossacarídeo) é obtida de extração vegetal, em 

especial da soja. Os xilo-oligossacarídeos são obtidos a partir de hidrólise parcial de 

polixilanos realizada pela β-xilanase. Os glicooligossacarídeos são obtidos por 

transglicosilação da glicose via α-glicosidase (TUNGLAND e MEYER, 2002). 

Os galacto-oligossacarídeos são sintetizados durante a formação das sementes, e 

degradados durante o processo de germinação (KANDLER e HOLF, 1980; SARAVITZ et 

al., 1987). Eles são derivados da sacarose, e consiste da adição da galactose à sacarose por 
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uma ligação α-1,6 formando a rafinose. Novas unidades de galactose são adicionadas por 

ligações α-1,6 ao terminal galactose para formar os tetra e pentassacarídeos estaquiose e 

verbascose, respectivamente (HINCHA et al., 2003). Portanto, os galacto-oligossacarídeos 

são considerados extensões da sacarose, variando apenas no número de resíduos de galactose 

(SPRENGER e KELLER, 2000). A via metabólica de síntese dos galacto-oligossacarídeos 

pode ser representada (DEY, 1985) como se segue: 

UDP-galactose + mio-inositol → galactinol + UDP 

Galactinol + sacarose → rafinose + mio-inositol 

Galactinol + rafinose → estaquiose + mio-inositol 

Galactinol + estaquiose → verbascose + mio-inositol 

Galactinol + verbascose → ajuscose + mio-inositol 

Um esquema da via de síntese dos oligossacarídeos, bem como das enzimas 

envolvidas, está representado na Figura 2.1. 

 

Figura 2.1: Esquema da via metabólica de síntese dos oligossacarídeos de rafinose. UDP-Glc: 
uridina difosato-glicose; UDP-Gal: uridina difosfato-galactose; UDP: uridina difosfato; 
Glc6P: glicose-6-fosfato. (Adaptado de SUARES et al., 1999). 
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2.2.1 Rafinose 

A rafinose é o segundo açúcar solúvel mais encontrado na natureza, uma vez que o 

primeiro açúcar é a sacarose. 

Nas plantas superiores, a rafinose ocorre nas folhas, caules e órgãos de reserva. O 

nível nas folhas é baixo, mas é translocado e se acumula em altas concentrações em órgãos de 

reserva durante o desenvolvimento da planta. Concomitante à perda de água, há aumento na 

concentração de rafinose em sementes maduras (DEY, 1985). Segundo o mesmo autor, em 

órgãos de reserva, rafinose pode ser utilizada como um precursor para a síntese de outros 

oligossacarídeos homólogos maiores ou ser hidrolisada por α-galactosidases e invertases.b 

A rafinose, cuja fórmula estrutural está representada na Figura 2.2, é um trissacarídeo 

encontrado no repolho, brócolis, aspargo e outros vegetais. Também é encontrada 

principalmente em grãos, como o feijão e a soja (MOREIRA e MARIA, 2001), e em 

pequenas frações no mel. Ela pode ser hidrolisada por ácido, produzindo um mol de galactose, 

glicose e frutose, ou pela enzima  α-galactosidase, produzindo um mol de galactose e um mol 

de sacarose. Os seres humanos e outros mamíferos monogástricos não produzem a                

α-galactosidase. Devido a isso, a rafinose permanece acumulada nos intestinos, onde micro-

organismos anaeróbicos promovem sua fermentação, causando má digestão (VIANA et al, 

2005). 

 

Figura 2.2: Estrutura química da rafinose. 

Esse açúcar, amplamente encontrado na soja, é responsável por fatores 

antinutricionais como a flatulência, fato esse que pode acarretar em uma diminuição do 

consumo da soja pela população mundial. 

2.3 Enzimas como catalisadores 

Enzimas são moléculas quimicamente grandes, reativas com grupos iônicos, 

hidrofílicos e hidrofóbicos. São grupos de substâncias orgânicas de natureza protéica, com 

atividade intracelular ou extracelular que tem funções catalisadoras. A capacidade catalítica 
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das enzimas torna-se adequada para aplicações industriais, como na indústria farmacêutica ou 

alimentar, e uma vantagem é que catalisam sob condições ambientais. 

As enzimas convertem uma substância chamada de substrato para outra chamada de 

produto, e são extremamente específicas para a reação que catalisam. A velocidade de reação 

catalisada por uma enzima é aumentada devido à redução de energia de ativação necessária 

para converter o substrato no produto. Uma enzima é uma proteína que catalisa ou acelera 

uma reação biológica. Pode, portanto, ser definida como um biocatalisador, cuja natureza 

protéica determina algumas propriedades, tais como: especificidade de substrato, dependência 

da temperatura e pH (CHIBATA, 1978; BOBBIO e BOBBIO, 1995; FABER, 2004). 

Na aplicação das enzimas e importante avaliar três características: estabilidade, 

atividade e especificidade (DIXON e WEBB, 1979; BOBBIO e BOBBIO, 1995; FURLONG, 

2000; GALVÃO, 2004; BAILEY e OLLIS, 1986). 

Estabilidade: a capacidade catalítica de uma enzima depende de sua estrutura nativa, 

a qual é mantida por forças de interação. Alterações no ambiente reacional podem debilitar 

essas interações, alterando a estrutura tridimensional nativa e ocasionando perda parcial ou 

total da sua funcionabilidade biológica. Assim, a estabilidade pode ser afetada por variação de 

temperatura, pH e presença de solventes polares. 

Atividade: É dada pela medição da velocidade inicial da reação sob uma faixa de 

condições determinadas. A atividade enzimática pode ser medida em condições tais que 

permitam que a velocidade da reação seja máxima, o que significa que o substrato deve estar 

em concentração elevada, de modo a permitir que toda a enzima seja transformada em um 

complexo ativado.  

Especificidade: A especificidade enzimática consiste na capacidade da enzima ser 

seletiva a ligações, substratos ou grupos de substratos. Ela se baseia nas interações entre a 

molécula do substrato/inibidor e o sítio ativo da enzima, como, por exemplo, as ligações de 

hidrogênio, as interações de Van der Waals e as interações eletrostáticas. Isto ocorre somente 

quando várias dessas interações acontecem simultaneamente entre as duas moléculas (enzima 

e substrato/inibidor) em uma estrutura tridimensional. 

A utilização das enzimas é antiga, antes dos próprios micro-organismos serem 

conhecidos. Um dos primeiros alimentos preparados pela humanidade que se tem notícia, o 

pão, utilizou a ação enzimática. Pasteur, no final do século XIX demonstrou a intervenção das 
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leveduras no processo de fermentação alcoólica e o trabalho que evidenciou a ação das 

enzimas fora das células (CABRAL, 1982). 

Nos processos biológicos, as enzimas são preferíveis a catalisadores químicos, pois 

são mais seletivas, resulta em um produto mais limpo e tem um maior rendimento (MOFFAT 

et al., 1994). A utilização de enzimas como catalisadores para processos industriais de grande 

escala são limitados pelo seu alto custo de estabilização em relação ao armazenamento. 

Na indústria de alimentos o uso de enzimas é bastante comum devido sua alta 

especificidade e a não geração de subprodutos tóxicos, o que pode ocorrer se usar 

catalisadores sintéticos ou ácidos para catalisar as reações (SANJAY e SUGNAN, 2005). 

Como as enzimas não são consumidas na reação, sua ação catalítica é semelhante aos 

catalisadores inorgânicos. Porém, é diferente dos catalisadores sintéticos comuns pela forma 

suave que realiza a catálise, geralmente em soluções aquosas neutras, temperatura e pressão 

ambiente e, principalmente, com elevado grau de especificidade em relação ao substrato 

(SEGEL, 1979; RIBEIRO, 1989; COUTINHO FILHO, 1996; VICENTE, 2000). O processo 

de imobilização tem sido bastante estudado para viabilizar o uso de enzimas industrialmente, 

permitindo a recuperação e o reaproveitamento da mesma, pois o uso da enzima livre é 

inviável economicamente. Na Tabela 2.1 verificam-se alguns exemplos de aplicações de 

enzimas na indústria. 

Tabela 2.1 – Exemplos de uso de enzimas nas indústrias (DAVID, 2004). 
Enzima Substrato Produto Escala (Ton/ano) 

Glicose isomerase Glicose Frutose >106 

Penicilina 

amidohidrolase 

Penicilina Ácido-

aminopenicilânico 

1000 

Lipase Triglicerídeo Gordura de cacau >106 

Àcido aspártico 

Amônia liase 

Ácido fumárico L- ácido aspártico 1000 

Subtilisina    --------------- (S)-fenilalanina ------------------ 
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2.3.1 Enzima α-galactosidase 

A α-galactosidase pode ser obtida a partir de bactérias, fungos ou vegetais. 

Procurando otimizar a produção e obtenção desta enzima, estas diferentes fontes têm sido 

estudadas (SHIVANNA et al., 1989). A enzima de origem bacteriana apresenta vantagens 

sobre a enzima de origem fúngica, uma vez que sua produção é maior (MANZANARES et 

al., 1998). No entanto, galactosidases de fungos são obtidas mais facilmente devido à sua 

localização extracelular e seu amplo perfil de estabilidade, sendo portanto viável sua produção 

em grande escala (ANNUNZIATO et al., 1986; SOMIARI e BALOGH, 1992). 

Nas plantas, a α-galactosidase apresenta diferentes funções, estando presente em 

todos os tecidos que contém α-galactosídeos (ALANI et al., 1989). Em hipótese, esta pode 

atuar como pesticida natural, pois se trata de uma lectina, e algumas lectinas são proteínas 

tóxicas de reserva (PORTER, 1992). 

Na parede celular das plantas ocorrem reações enzimáticas que promovem a hidrólise 

de glucanos e a quebra das ligações de seus polissacarídeos. Esta é uma característica da 

autólise para promoção do crescimento das plantas. Este fato foi confirmado ao estudar a 

variedade Pisum sativum, com a participação da α-galactosidase neste processo para o 

crescimento da planta (DOPICO et al., 1989). 

A α-galactosidase atua no reconhecimento celular, no transporte de açúcares e como 

glicoproteína na organização de sistemas multienzimáticos. Pode, também, agir como 

antibiótico contra as bactérias do solo, protegendo a planta contra substâncias α-galactosídicas 

fitotóxicas produzidas por micro-organismos invasores como Didymella applanta que 

infectam framboeseiras (PORTER et al., 1992). Esta enzima apresenta ainda diversas 

aplicações tais como, estudo da estrutura molecular de açúcares; melhoramento da sacarose 

extraída de beterraba para diminuir o teor de rafinose, já que esta impede a cristalização da 

sacarose (ANNUNZIATO et al., 1986; MULIMANI e RAMALINGAN, 1995); eliminar o 

sabor desagradável de feijão cru do leite de soja, além de desodorizá-lo (RUIZ et al., 1995) e 

em produtos à base de soja diminuir o teor dos oligossacarídeos que causam flatulência 

(CRUZ e PARK, 1982). 

A enzima α-galactosidase está ausente no trato digestivo humano, hidrolisa ligações 

α-(1,6) de oligossacarídeos da família da rafinose. Estes açúcares, chamados flatulentos, são 

encontrados em muitas leguminosas como a soja, uma rica fonte de proteína. Entretanto, 
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devido à presença desses açúcares, fatores antinutricionais como a flatulência são atribuídos à 

soja, diminuindo seu consumo. A α-galactosidase produzida por alguns micro-organismos e 

vegetais pode ser empregada em alimentos a base de soja para reduzir a interação da flora 

intestinal com os oligossacarídeos, diminuindo assim a flatulência (GÓES e RIBEIRO, 2002). 

Recentemente ocorreram trabalhos cujo intuito foi cristalizar e, posteriormente, 

determinar a estrutura tridimensional da α-galactosidase. Dessa maneira, as estruturas 

tridimensionais provenientes de estudos desenvolvidos tanto para a α-galactosidase purificada 

do arroz (FUJIMOTO et al., 2003) quanto para o fungo Trichoderma reesei complexadas com 

D-galactose (GOLUBEV et al., 2004) estão representadas na Figura 2.3. 

 

Figura 2.3: Vista tridimensional das fitas-modelo das α-galactosidases de arroz (A) e da 

Trichoderma reesei (B) complexadas com D-galactose. 

As α-galactosidases apresentam grande potencial em várias aplicações industriais. 

Além do uso na hidrólise de rafinose e estaquiose de leite de soja (THANANUNKUL et al., 

1976), tais enzimas podem ser usadas, por exemplo, na hidrólise da rafinose de xarope de 

açúcar de beterraba para melhorar o valor do melado (KOBAYASHI e SUZUKI, 1972). Além 

disso, o xarope de beterraba é largamente utilizado para a produção comercial de leveduras 

pela conveniência comercial (BURROWS, 1979). 

Essas enzimas também podem promover hidrólise de numerosas galactomananas, 

por exemplo, em goma guar, que contem em torno de 40 % de galactose com ligações α-1,6 

em uma cadeia β-manosil (SOMIARI e BALOGH, 1993). Modificações em galactomananas 

com as α-galactosidases têm sido usadas para melhorar as propriedades gélicas desses 

polissacarídeos (BULPIN et al., 1990). As α-galactosidases também estão envolivdas em 
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modificação de materiais derivados da madeira porque galactomanas e galactoglicomananas 

são os grupos principais de hemiceluloses em plantas (CLARKE et al., 2000). 

A enzima α-galactosidase pode ter aplicação na medicina (TOPALOGLU et al,. 

1999). Algumas α-galactosidases de eucariotos são capazes de remover resíduos de galactose 

α-1,3 terminais de glucanas, o que apresenta um potencial de uso médico em terapia de 

transfusão na conversão de sangue grupo B para O (ZHU e GOLDSTEIN, 1994; PUCHART 

et al., 2000; VARBANETES et al., 2001). Também α-galactosidase proveniente de sementes 

de Colocasia esculenta capaz já foi isolada sendo capaz de converter sangue grupo B em 

sangue grupo O (CHIEN e LIN-CHU, 1991).  

Outra aplicação industrial das α-galactosidases é na usina açucareira. Pequenas 

quantidades de rafinose (ou estaquiose) afetam negativamente a cristalização da sacarose. 

Esses açúcares podem ser facilmente eliminados e convertidos à sacarose pelo tratamento 

com α-galactosidase, porém é importante que o modo de ação e a estabilidade das                 

α-galactosidases sejam conhecidos, para uso industrial (PUCHART et al., 2000). Outra 

possível aplicação industrial da enzima α-galactosidase é na indústria de papel e de polpa, 

onde galactosidases podem aumentar a clarificação da polpa, efeito de endo-β-1,4-mananases 

na polpa de papel Kraft. 

2.4 Imobilização Enzimática 

A enzima imobilizada é definida como "a enzima fisicamente confinada ou 

localizada em uma determinada região definida do espaço, com retenção de sua atividade 

catalítica, que pode ser usada várias vezes e de forma contínua" (CHIBATA, 1978). Não 

existe um método universal de imobilização. Cada utilização exige avaliação de cada um dos 

passos de acordo com critérios propostos de imobilização, atividade, rendimento, estabilidade, 

simplicidade e viabilidade econômica. Cada método tem suas vantagens e desvantagens que 

devem ser consideradas e investigadas para todos os biocatalisadores e reação enzimática 

(SCOUTEN, 1987). 

O primeiro trabalho sobre imobilização de enzima foi no inicio do século XX, 

quando a invertase foi adsorvida em carvão ativado e alumina, com retenção de atividade na 

inversão de sacarose, embora o objetivo destes pesquisadores fosse a purificação da enzima 

(NELSON e GRIFFIN, 1916).  



Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica                                                                                                 13 

 

 

A imobilização de enzimas tem se mostrado, nos últimos tempos, uma poderosa 

ferramenta para melhorar quase todas as propriedades enzimáticas, como a alta atividade e 

seletividade (MATEO et al., 2007). 

Além de aplicações médicas, os biocatalisadores imobilizados têm sido amplamente 

usados em escala industrial, particularmente em biomateriais, bioseparadores e biosensores, 

por imobilização em vários suportes (CHEN et al. 2000; AKGOL et al. 2001; 

BAYRAMOGLU et al. 2003). A principal aplicação em larga escala de enzimas imobilizadas 

é na área de alimentos, como na produção de xarope de alto teor de frutose (“high fructose 

syrups”) usando glicose isomerase e na indústria farmacêutica, na produção de ácido 6-

aminopenicilânico usando penicilina amidase imobilizada (TOMOTANI e VITOLO, 2006; 

DAVID et al. 2004).  

Uma outra área em potencial é a construção de órgãos artificiais como o uso da urease 

imobilizada em rins artificiais que removem a uréia do sangue para uma desintoxicação 

extracorporal (HEARN e NEUFELD, 2000). 

As enzimas imobilizadas estão sendo aplicadas em indústrias alimentícias e se 

tornado uma importante tecnologia na indústria leiteira, sendo largamente utilizadas na 

hidrólise de lactose do leite, produtos lácteos, além de derivados de soja. 

O uso de enzimas imobilizadas na área de alimentos cresce a cada dia, pois o 

controle dos custos do processo é muito rígido devido ao baixo valor agregado dos produtos 

(DAVID et al. 2004; SANJAY e SUGUNAN, 2005; OSMAN et al.  2005).  

Diferentes métodos de imobilização foram desenvolvidos, como a oclusão em 

alginato e fibra, ligação sobre quitosana, espuma de poliuretano, gelatina, ossos em pó e 

adsorção em resinas de fenol / formaldeído. Alguns destes métodos sofrem baixo rendimento 

de imobilização ou desprendimento contínuo de enzima (CARPIO et al., 2000). A enzima 

pode ser usada na forma solúvel, que é normalmente utilizada em processos batelada, 

enquanto a forma imobilizada tem uma operação contínua (BODALO et al., 2001). 

A desvantagem das enzimas imobilizadas é que elas são protegidas pelo suporte, o 

que limita as suas variações, mudanças e diminuição de suas  

propriedades características. Suportes também ofuscam a mudança de temperatura das 

enzimas, alternância de pH, condições de agitação e pode haver uma possível perda na 

atividade enzimática. Os efeitos difusionais devido ao transporte do substrato e do produto ao 
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sítio ativo da enzima imobilizada também se tornam uma desvantagem ao uso de imobilização 

(SECUNDO et al., 2002; BAYRAMOGLU et al., 2003). 

A imobilização enzimática tem um custo elevado quando comparado ao uso da 

enzima livre, mas a imobilização de enzimas dá a possibilidade de utilizar o biocatalisador 

imobilizado repetidamente, em reações bateladas ou reações contínuas, e em sistemas de 

reatores tubulares (UHLIG, 1991). Algumas das principais vantagens da enzima imobilizada 

são citadas abaixo (ALEKSANYAN e MARKOSYAN, 1986; ALBAYRAK e YANG, 2002; 

GÓMEZ et al., 2005; SZYMANSKA et al., 2007). 

� Permite processamento de grandes quantidades de substrato, uma vez que pode ser 

separado e recuperado o produto da mistura de substrato-produto; 

� Transmite uma maior estabilidade para a enzima, de modo que possa ser utilizado em 

processos contínuos; 

� Proporciona um maior controle do processo catalítico; 

� Permite um grande aproveitamento econômico, pelo fato da possibilidade de sua 

reutilização;  

� Flexibilidade do design do reator; 

� Melhor controle operacional; 

� Reutilização sem um significativo decréscimo da atividade; 

� É possível usar alta dosagem de enzima por volume de reator, comparado ao uso de 

enzimas livres; 

� A enzima não contamina o produto. 

2.5 Métodos de imobilização enzimática 

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na imobilização 

de enzimas, não há um método único. Isto se deve às diferentes características e composição 

química das enzimas, às diferentes propriedades do substrato e do produto e à finalidade de 

aplicação do produto obtido. Assim, para cada aplicação de enzima imobilizada é necessário 

escolher o procedimento mais simples e mais barato, que resulte em uma imobilização com 

boa retenção de atividade e alta estabilidade operacional. 

A estabilidade da enzima pode ser melhorada dramaticamente se uma técnica 

adequada de imobilização for empregada. No caso das α-galactosidases, existem vários 

procedimentos para imobilização: fixação ou união a suportes porosos por adsorção, interação 
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iônica, formação de complexos com metais (quelação) e formação de ligações covalentes 

(LADERO et al., 2000). 

As diferenças no comportamento da enzima imobilizada, quando comparada à sua 

forma em solução, devem-se aos seguintes fatores: efeitos conformacionais - modificação 

conformacional da molécula de enzima devido à alteração na estrutura terciária do sítio ativo; 

efeitos estereoquímicos - uma parte da molécula da enzima é imobilizada numa posição tal 

que o sítio ativo é relativamente inacessível; efeitos difusionais ou de transferência de massa - 

têm origem na resistência de difusão do substrato até o sítio catalítico da enzima e do produto 

da reação; efeitos microambientais - resultantes do método de imobilização utilizado ou da 

presença e natureza (hidrofóbica ou hidrofílica) do suporte na vizinhança da enzima. Todos 

esses fatores podem influenciar as propriedades da enzima imobilizada que adquirem novas 

propriedades cinéticas, modificações em seus valores de Km e Vmax (velocidade máxima de 

reação enzimática), deslocamento dos valores de pH e comportamentos diferentes em relação 

à temperatura (MARKOGLOU e WAINER, 2003). 

Para diminuir os efeitos do deslocamento de pH na atividade das enzimas 

imobilizadas, algumas análises devem ser realizadas: tipo e a força iônica do tampão de 

imobilização utilizado, possibilidade da alteração do tamanho da partícula do suporte e co-

imobilização de enzimas que capturem os prótons gerados durante a reação de imobilização 

(TISCHER e KASCHE, 1999). 

Existem várias formas de classificar os métodos de imobilização de enzimas, de 

acordo com a natureza da interação responsável pela imobilização. Podem ser classificadas 

em duas categorias: imobilização por ligação ou por retenção física, conforme pode ser 

verificado na Figura 2.4. 

A imobilização por ligação envolve alteração na estrutura da enzima, através da 

ligação desta com o suporte insolúvel (ligação ao suporte) ou entre as moléculas da própria 

enzima (ligações cruzadas) (CAO, 2005).  
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Figura 2.4 – Classificação dos métodos de imobilização de enzimas. E: enzimas; S: suportes: 
A: Albumina. (BLANCH e KLARK, 1997; BULCHHOLZ et al., 2005). 

2.5.1 Ligação a suportes insolúveis 

O método de ligação ao suporte pode ser dividido em quatro diferentes formas, sendo 

adsorção física, ligação iônica, ligação metálica e ligação covalente. 

a) Adsorção física 

O método de adsorção física para a imobilização de enzimas é baseado em adsorção 

física da proteína da enzima na superfície de suportes insolúveis. A enzima fica retida na 

superfície do suporte insolúvel que se encontra em meio aquoso, através de interações de Van 

der Waals, interações hidrofóbicas, ligações de hidrogênio e interações específicas. Tal 

método promove pouca perturbação sobre a estrutura nativa da enzima. Porém, apresenta 

como desvantagem a dessorção da enzima durante sua utilização (CHIBATA, 1978; 

BICKERSTAFF, 1997). 

Os principais aspectos que devem ser analisados em um sistema de enzima 

imobilizada são o suporte (transportador), a enzima e o modo de interação da enzima com o 

suporte. O suporte pode ser uma membrana, um sólido insolúvel em água, ou uma matriz 

polimérica, classificados de acordo com sua morfologia (porosos, não porosos, ou tipo gel) e 

sua composição química (SCOUTEN, 1987). 

Algumas vantagens podem ser destacadas neste método: é simples e de baixo custo, 

dispensabilidade de reagentes químicos e baixa probabilidade de desnaturação das enzimas 

(GÉKAS e LOPEZ, 1985). 
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O procedimento consiste em misturar a enzima e o material do suporte em condições 

apropriadas e seguindo um tempo de contato, separando o suporte imobilizado da solução em 

que ele se encontra, por centrifugação ou filtração. A adsorção da enzima é dependente do 

pH, da natureza do solvente, força iônica, concentração de enzimas e temperatura. O controle 

dessas variáveis é requerido para a adsorção otimizada e retenção da atividade, devido à 

ligação fraca entre suporte e enzima. A maior desvantagem desse método é a ligação fraca 

entre enzima-suporte e a preocupação com as condições de temperatura, pH, força iônica e 

tipo de solvente estar ou não em condições ótimas para não haver dessorção (KENNEDY e 

CABRAL, 1987). Uma etapa posterior com ligação cruzada contribui para a estabilidade do 

biocatalisador imobilizado no suporte. Reagente bi ou multifuncional, como glutaraldeído e 

disocianato de tolueno podem ser utilizados como agentes de ligação cruzada (BULCHHOLZ 

et al., 2005; WOODWARD, 1984; CAO, 2005). 

b) Ligação iônica  

Este método é baseado principalmente em ligação iônica da enzima com o suporte 

sólido, contendo troca de íons. Na prática, tanto a iônica como a ligação de Van der Waals 

ocorrem juntas. A principal diferença entre absorção física e ligação iônica é a força de 

ligação da enzima e o suporte. O resultado das forças de ligação são mais fortes daquelas da 

adsorção física. Apesar de serem mais fortes, o processo de imobilização são os mesmos, as 

condições são brandas em comparação com os métodos que envolvem as ligações covalentes, 

e as mudanças de conformação produzidas são pequenas (KENNEDY e CABRAL, 1987; 

ALMEIDA et al., 2005). 

Como desvantagem deste método também há a possibilidade de desprendimento da 

enzima do suporte, quando houver variação no pH e na força iônica do meio. As vantagens 

apresentadas são: possibilidade de reutilização do suporte, baixo custo, simplicidade do 

método, disponibilidade de suportes e obtenção de enzimas imobilizadas com alta atividade 

(WEETALL, 1975).  

Os suportes utilizados em menor escala são os suportes inorgânicos, principalmente 

sílica e resinas de troca iônica. De acordo com o tipo de trocadores eles são classificados 

como aniônicos ou catiônicos. O trocador aniônico mais comum contém grupos funcionais 

derivados de aminas, e o trocador catiônico contém como grupos funcionais sulfato, fosfato e 

seus derivados (KENNEDY e CABRAL, 1987). Na Tabela 2.2 são apresentados alguns 

exemplos de resinas trocadoras de íons adequadas para ligação iônica.  
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c) Ligação metálica  

Imobilização de enzimas por ligação metálica tem sido preparada usando compostos 

de metais de transição, principalmente sais metálicos, como de titânio e zircônio, para 

ativação da superfície de suportes orgânicos e inorgânicos ou usando o seu correspondente 

oxido metálico hidratado. Este método é baseado nas propriedades quelatantes de metais de 

transição, o qual pode ser empregado para ligar enzimas. Contudo, a estabilidade conseguida 

com tais catalisadores tem sido baixa devido à perda de enzimas para a solução (FLYNN e 

JOHNSON, 1978; KENNEDY e CABRAL, 1987). 

d) Ligação covalente 

Ligação covalente entre suporte e enzimas é baseada na ligação entre moléculas de 

enzimas e suporte. A seleção das condições para imobilização de ligação covalente é mais 

dificultosa do que em outros métodos de ligação enzima-suporte. Para alcançar eficiente 

ligação à funcionalidade do suporte e da enzima deve-se fazer a ativação do suporte antes da 

imobilização. Alguns dos reagentes usados para ativação dos suportes contêm o grupo 

hidroxil ou amino (KENNEDY e CABRAL, 1987; CAO, 2005).  

Enzimas covalentemente imobilizadas podem ser consideradas como quimicamente e 

fisicamente modificadas pelo suporte utilizado. Neste caso não é surpresa a modificação na 

conformação da enzima, tal como atividade, seletividade e estabilidade, podendo ser 

radicalmente melhorada na comparação não somente com outros métodos de imobilização de 

enzimas, mas também com a enzima nativa (CAO, 2005). 

O glutaraldeido é um reagente geralmente usado na imobilização de enzimas nos 

processos industriais, efetuando uma ligação covalente entre um radical ativo do suporte com 

a molécula da enzima (KENNEDY e CABRAL, 1987).  

Como a ligação covalente é forte, a enzima imobilizada é estável e não ocorre perda 

da enzima para a solução, e assim pode influir na alta resistência a temperaturas, a 

desnaturantes e a solventes orgânicos em geral. A extensão disso depende das condições do 

sistema, da natureza da enzima e do tipo de suporte (CHIBATA, 1978; KENNEDY e 

CABRAL, 1978; ARICA, 2006 apud BAYRAMOGLU et al., 2004).  

Infelizmente, menos atenção tem sido dada para este método, embora descobertas de 

que a enzima pode ser dissolvida em alguns solventes orgânicos com alta retenção da 



Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica                                                                                                 19 

 

 

atividade poderia estimular novo interesse em explorar esse potencial da atividade e 

seletividade (CAO, 2005).  

e) Ligação cruzada  

A ligação cruzada é um método livre de suporte, e as enzimas estão ligadas umas às 

outras, ou à proteínas inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura tridimensional 

complexa. Pode ser obtida via métodos físicos ou químicos. Quando obtidas por métodos 

químicos são resultantes das ligações covalentes entre as enzimas e são favorecidas pelo uso 

de agentes bi ou multifuncionais, obtendo-se uma enzima quase pura (SHELDON, 2007). 

Entre os agentes de ligação cruzada mais usados está o glutaraldeido (KENNEDY e 

CABRAL, 1987). 

Como desvantagem do método está a necessidade de grande quantidade de enzima, 

resultando em baixas retenções da atividade e em baixa estabilidade mecânica, o que dificulta 

sua aplicação industrial, além de pouca reprodutibilidade. Como alternativas ao método 

convencional, foram desenvolvidos os métodos por ligação cruzada utilizando-se de enzimas 

cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes crystals) e o método de formação de agregados 

físicos, por precipitação, e subsequente intercruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme 

aggregates) das enzimas do agregado (SHELDON, 2007). O uso dos CLEAs tem atraído a 

atenção, por sua simplicidade, extensa aplicação, alta estabilidade e preservação da atividade 

(JOSIC et al., 2001; HAGE et al., 2002; SHELDON, 2007). 

2.5.2 Imobilização por retenção física 

a) Imobilização de enzima por oclusão 

Este método baseia-se em retenção das enzimas nos espaços intersticiais, podendo 

ser feito em géis, fibras e por microencapsulação, permitindo apenas difusão do substrato e 

produtos. Neste método, nenhuma reação ocorre, sendo um processo de retenção física da 

enzima. Este procedimento tem a vantagem de que o biocatalisador não é submetido a uma 

modificação estrutural, e é protegido por substâncias de alto peso molecular. É um processo 

muito simples e as enzimas não sofrem modificações químicas (CHIBATA, 1978; FABER, 

1997). 

� Oclusão em géis: a enzima está livre em solução, mas com seu movimento restrito 

por uma rede de gel ou polímero. A enzima é misturada aos componentes que 
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formarão o gel e, quando esse é formado, a enzima fica presa à matriz. A porosidade 

da matriz deve evitar a perda de enzima, e, ao mesmo tempo, permitir o livre 

movimento do substrato e do produto (CHAPLIN e BUCKE, 1990; GIRELLI et al., 

2005);  

� Oclusão em fibras: é um método de imobilização de enzima por oclusão nas 

microcavidades de fibras sintéticas.  Nesta técnica o monômero é dissolvido em um 

solvente orgânico e emulsionado numa solução aquosa de enzima. A emulsão é 

forçada através de um processo de extrusão com um líquido coagulante (tolueno ou 

éter de petróleo), precipitando o polímero numa forma filamentosa, com as micro 

gotas de solução de enzima retidas. As vantagens desse método é que as fibras são 

resistentes a ácidos fracos, a alta força iônica e a alguns solventes orgânicos, além de 

ser muito estável (GÉKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; KENNEDY e CABRAL, 1987); 

� Membranas: O método de imobilização por meio de contenção em membranas 

envolve a utilização de membranas pré-formadas (reatores do tipo hollow fiber) ou a 

formação in situ da membrana em torno das células a serem imobilizadas (KAREL et 

al., 1985). Este método consiste em colocar a solução de enzima e o substrato de um 

mesmo lado da membrana, permitindo o contato íntimo entre a enzima e o substrato. 

Esse processo pode ser utilizado na conversão de substratos de alto peso molecular 

(KENNEDY e CABRAL, 1987). Devido à ausência de núcleo gelificado, as 

limitações à transferência de massa também são reduzidas (PARK e CHANG, 2000);  

� Encapsulação: pode ser obtida pelo envolvimento das enzimas por membranas 

semipermeáveis, ou por micelas reversas formadas por surfactantes. As enzimas 

permanecem livres em solução, mas em um espaço restrito. A vantagem deste 

método é a grande área superficial de contato do substrato e enzima dentro de um 

volume relativamente pequeno e da possibilidade real de imobilização simultânea de 

várias enzimas em uma única etapa (KENNEDY e CABRAL, 1987). 

A seleção do método de imobilização deve ser baseada em parâmetros como 

atividade global do derivado imobilizado, características de regeneração e desativação, custo 

do procedimento de imobilização, toxicidade dos reagentes de imobilização e propriedades 

finais desejadas para a enzima imobilizada (MALCATA et al., 1990). 
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2.5.3 Suportes para imobilização 

Durante as últimas décadas tem surgido grande interesse na tecnologia de 

imobilização das enzimas, que permite uma maior utilização (reuso) em muitos processos 

biológicos caros comparados com a enzima em solução, dando a chance de operar em um 

sistema contínuo pelo fato de operar em colunas empacotadas. A viabilidade comercial dos 

processos que utilizam enzimas imobilizadas tem sido avaliada levando em consideração o 

custo e a eficiência.  O baixo custo do material de suporte combinado com uma boa retenção 

da atividade enzimática e um longo período de trabalho são fatores relevantes na 

determinação da viabilidade do sistema (RUBIOLO e CARRARA, 1997). 

A imobilização enzimática em suportes sólidos permite, além da reutilização de sua 

atividade catalítica, um melhor controle das reações e o projeto de biorreatores podem ser 

facilmente incorporados numa linha de processo contínua (WHITAKER, 1990). A 

imobilização enzimática em suportes apropriados se constitui em área de interesse enquanto 

pode significar a melhoria de processos e barateamento de custos. Sendo que o suporte ideal 

deve adsorver a enzima, sem afetar sua atividade e sem interferir na reação enzimática 

(COMERLATO, 1995). 

O material do suporte deve ser efetivamente inerte, conter um grande número de 

sítios para a imobilização da enzima e impor a menor quantidade de limitações para a 

ocorrência da reação. Os suportes mais utilizados para a imobilização das enzimas incluem 

vidro poroso, resinas de troca iônica, policrilamida e colágeno (BAKKEN et al., 1990). 

Para o uso industrial são mais adequados os suportes inorgânicos, devido às suas 

propriedades físicas. Além disso, apresentam uma série de vantagens em relação aos suportes 

orgânicos como, por exemplo, elevada força mecânica, estabilidade térmica, resistência a 

solventes orgânicos e ataque de micro-organismos e fácil regeneração por processo de 

pirólise. No mais, materiais inorgânicos não apresentam modificação na estrutura em uma 

larga faixa de pressão, temperatura e pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e 

comercializadas é obtida com matrizes orgânicas, provavelmente devido à grande variedade 

de grupos funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes orgânicos 

(KENNEDY e CABRAL, 1987). 

Os suportes, quanto à sua classificação morfológica, podem ser porosos, não porosos 

e estrutura gel. Os suportes porosos, tanto orgânicos quanto os inorgânicos, apresentam como 
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vantagem a grande área superficial interna disponível para imobilização da enzima, que neste 

caso fica protegida de turbulência externa, elevado teor em biocatalisadores e proteção ao 

ambiente externo. Algumas das desvantagens desse tipo de suporte são: elevadas limitações 

difusionais, custo alto, alta pressão osmótica. Os não-porosos eliminam a resistência à 

transferência de massa interna, contudo, apresentam uma limitada área superficial disponível 

para imobilização de enzimas. Para aumentar a carga de enzima imobilizada, utilizam-se 

partículas finas ou fibras, porém, estas são dificilmente removidas da mistura reacional, 

limitando o uso em reações contínuas, desde que levadas a uma alta pressão em reatores de 

leito fixo. Além disso, influem no grau de escoamento se utilizadas em reatores de leito 

fluidizado (PEREIRA, 1996). A Tabela 2.2 ilustra os diferentes tipos de suporte e sua 

classificação. 

Tabela 2.2 – Classificação dos suportes conforme a composição (GALVÃO, 2004). 
Suportes 

                               Orgânicos                                                         Inorgânicos 

Naturais Sintéticos Minerais Fabricados 

Polissacarídeos Proteínas Poliestireno Areia Vidro(PC) 

Celulose Colágeno Poliacrilatos Betonita Cerâmica (PC) 

Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Sílica (PC) 

Agar Gelatina Nylon Pedra-pome Aluminossilicato 

Quitosana Seda Poliamidas  Òxido de Ferro 

Amido  Vinil  Óxido de Níquel 

  Policrilamidas   
 

Apesar do alto custo da imobilização, os processos com enzima imobilizadas podem 

tornar-se economicamente viável quando comparado aos processos que utilizam enzimas 

livres, uma vez que estes processos podem ser realizados continuamente e oferecer a 

possibilidade de reutilização da enzima e um melhor ambiente para a atividade catalítica da 

enzima (SZCZODRAK, 2000; LADERO et al., 2005). 

Pesquisadores têm utilizado alginato como um meio para a oclusão de β-

galactosidase, mas este procedimento de imobilização de enzimas tem algumas limitações, 

tais como o problema do substrato e do produto na difusão dentro e fora das partículas de 

alginato (HAIDER e HUSAIN, 2007). 
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A quitosana é um suporte cada vez mais utilizado em muitas aplicações, incluindo 

sistemas de administração de medicamentos. A desvantagem da quitosana é limitada à sua 

solubilidade em água e ao baixo pH da solução de quitosana, sendo assim, tendendo a 

desnaturar a enzima (TAQIEDDIN et al., 2002). 

2.5.4 Quitosana 

A quitosana (Figura 2.5) foi descoberta em 1859, pelo professor C. Rouget, quando 

este pesquisador colocou em ebulição uma solução de hidróxido de potássio com quitina 

(Figura 2.6). O derivado mais importante da quitina é a quitosana. 

A quitosana é um polímero natural, de baixo custo, renovável e biodegradável, de 

grande importância econômica e ambiental (AZEVEDO et al., 2007), tendo um alto potencial 

como uma fonte de polissacarídeos (SILVA et al., 2006). 

 
Figura 2.5: Estrutura química da quitosana. 

 
Figura 2.6: Estrutura química da quitina. 

O emprego da quitosana como suporte em imobilizações torna-se uma opção 

atrativa, por apresentar uma maior afinidade por proteínas que sua precursora, além do fato de 

apresentar um maior número de grupos aminas livres reativos em sua molécula (HIRANO, 

1996).  

Este polímero natural apresenta vantagens em relação aos sintéticos por terem menos 

limitações quanto à biodegradação e biocompatibilidade. Entretanto, pode exibir uma 

limitação em suas reatividades e processamentos. 
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A quitosana e obtida por reação de hidrólise alcalina da quitina, resultando no 

biopolímero constituído predominantemente das unidades de β-(1→4)-2-amino-2-desoxi-D-

glicopiranose, apresentando em sua cadeia aproximadamente 70-90% de grau de 

desacetilação (FURLAN, 1997). A transformação da quitina em quitosana modifica suas 

propriedades, de modo que a quitosana insolúvel em água, torna-se solúvel na maioria dos 

ácidos orgânicos, como ácido acético, ácido fórmico e ácidos inorgânicos, incluindo o acido 

clorídrico. A produção comercial ocorre essencialmente através de fontes marinhas conforme 

demonstrado pela Figura 2.7 (SKAUGRUD et al., 1998). 

 

 
Figura 2.7: Esquema simplificado dos processos de fabricação industrial de quitosana 

Devido à presença de grupos amino livres na quitosana e sua consequente 

solubilidade em soluções aquosas de certos ácidos, seu caráter de polieletrólito e suas 

propriedades físicas, químicas e biológicas, tornam este polímero mais versátil quimicamente 

quando comparado com seu análogo, a quitina. Dessa forma, a quitosana torna-se uma 

atraente alternativa para muitas aplicações (VILLELA, 2006).  
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A quitosana é solúvel em ácidos diluídos como ácido acético e fórmico, além disso, 

sofre reações típicas de aminas. Este polímero é interessante devido ao alto conteúdo de 

grupos amino primário, que permitem a quitosana ser homogeneamente modificada em meio 

aquoso enquanto a nucleofilicidade destes grupos permitem modificações químicas na 

molécula visando a um melhor desempenho funcional (KUMAR et al., 1999). 

A quitosana apresenta um grande interesse industrial devido a sua alta percentagem 

de nitrogênio (6,89%) comparado à celulose sintética substituída (1,25%). Isto faz da 

quitosana um potente agente gelificante (MUZZARELLI, 1973), propriedade que é 

responsável por muitas das aplicações da quitosana em diversos setores de síntese e produção 

industrial. Outro importante fator é que a quitina (precursor da quitosana) é o polímero mais 

abundante na natureza depois da celulose. 

Na área ambiental, a quitosana vem sendo utilizada para promover a clarificação das 

águas, tendo a capacidade de remover óleos, graxas, metais pesados e partículas de matéria 

que causam turvação em águas (JUANG e SHAO, 2002). Esse material também tem sido 

estudado para promover a remoção de compostos tóxicos e coloridos de efluentes industriais. 

A quitosana possui algumas propriedades biológicas tais como, atividade 

antimicrobiana e cicatrizante, que tem sido atribuída aos fragmentos (oligossacarídeos) 

resultantes da degradação enzimática da quitosana. Essas propriedades, associadas à 

capacidade de formar filmes, fizeram da quitosana o biopolímero escolhido como substrato 

para o desenvolvimento de lentes de contato, invólucro protetor para preservação de frutas e 

verduras, tratamento de lesões na pele, encapsulamento de fragrâncias, pigmentos, no preparo 

de loções, cremes e outros (SANDFORD e HUTCHINGS, 1997). Além disso, vem sendo 

utilizada como suporte para imobilização de micro-organismos e enzimas, devido as 

propriedades já citadas, e, principalmente, em função de sua matéria prima ser de baixo custo, 

pois se trata, principalmente, de resíduos da industria pesqueira (SAKURAGAWA et al., 

1998). 

2.5.5 Glutaraldeido 

Glutaraldeido, glutaral, aldeído glutárico, pentano-1,5-dial ou 1,5 pentanedial é um 

dialdeido saturado, com um odor pungente, usado em desinfetantes e esterilizantes 

ambulatoriais e hospitalares. Possui fórmula química C5H8O2. Sua fórmula estrutural está 

representada pela Figura 2.8. 
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Embora seja usado em ambiente médico, é tóxico, causando severas irritações 

nos olhos, nariz, garganta e pulmões, juntamente com cefaléias, sonolências e vertigens. 

 
Figura 2.8: Estrutura química do glutaraldeido. 

 
A ativação enzimática dos suportes através de glutaraldeido é uma das técnicas mais 

populares para imobilizar enzimas (BURTEAU et al., 1989; VAN AKEN et al., 2000; DOS 

REIS-COSTA et al., 2003; MAGNAN et al., 2004). Além disso, o glutaraldeido, também tem 

sido muito usado para introduzir reticulação intermolecular em proteínas (VISURI et al., 

1999; GOVARDHAN, 1999, SCHOEVAART et al.; 2004) ou para modificar proteínas 

adsorvidas em suportes aminados. (HWANG et al., 2004). 

Suportes ativados com glutaraldeidos apresentaram elevados rendimentos de 

imobilização e atividade recuperada, isto ocorre devido ao glutaraldeido ser um reagente que 

apresenta dois grupos aldeidos com elevada reatividade, promovendo reações com vários 

grupos laterais das proteínas como: hidroxila, carbonila, amino e sulfidrila (ADRIANO et al, 

2005). 

A estrutura exata do glutaraldeido como suporte ainda está em discussão (MONSAN, 

1978; MIGNEAULT et al., 2004), mas, dada a elevada estabilidade da ligação multiponto 

entre o grupo amino e o glutaraldeido, a formação de algum tipo de ciclo parece ser uma 

possibilidade provável. 

Tem sido demonstrado que é relativamente simples  ativar suportes aminados com 

glutaraldeido, utilizando-se para isso  até duas moléculas de glutaraldeido por grupos 

amino primário (MONSAN, 1978). Resultados apontaram que o uso de condições 

mais drásticas promoveu um notável aumento na quantidade de glutaraldeido introduzido 

no suporte, sugerindo uma polimerização descontrolada de glutaraldeido. 

Estes resultados sugerem que, controlando as condições de ativação, pode ser 

possível ativar todos os grupos amino em um suporte com uma única molécula 

de glutaraldeido por grupo amino ou com até duas moléculas de glutaraldeido, em vez de 

usar ativações aleatórios que poderiam produzir uma mistura de monômeros e dímeros. 

Entretanto, isto poderia ter mais importância se as propriedades de ambos os glutaraldeido 
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(monômeros ou dímeros) em grupos de imobilização de proteína fossem diferentes, mas 

isso não foi discutido anteriormente (MIGNEAULT et al., 2004). 

Existem várias possibilidades de utilização de glutaraldeido para a imobilização de 

proteínas. Duas dessas possibilidades são: o uso de suportes previamente ativados (ZHOU e 

CHEN, 2001; MAGNAN et al., 2004; SEYHAN e ALPTEKIN, 2004; BURTEAU et al., 

1989; VAN AKEN et al., 2000; DOS REIS-COSTA et al., 2003; BARROS et al., 2003; 

LAMAS et al., 2001) ou o tratamento com glutaraldeido sobre proteínas previamente 

adsorvidas em suporte com grupos amino primários (D’SOUZA e KUBAL, 2002; HWANG 

et al., 2004). No entanto, na primeira estratégia as modificações da enzima restringem-se aos 

grupos da proteínas que estão envolvidas com a imobilização, enquanto no segundo caso, toda 

a superfície da proteína pode ser modificada (FERNÁNDEZ-LAFUENTE et al., 1995). 

Quando a imobilização é feita com pré-ativação do suporte, os grupos amino 

primários da enzima reagem com os grupos aldeído que foram introduzidos, fato esse que 

acontece geralmente com duas moléculas de glutaraldeido (MONSAN, 1978; GUISÁN et al., 

1997). Devido a baixa estabilidade do suporte glutaraldeido em altos valores de pH ( baixa 

eficiência da ligação covalente multiponto em valores elevados de pH), a imobilização desse 

suporte acontece em uma faixa de pH entre 7 e 8,5. 

Por outro lado, quando a enzima é inicialmente adsorvida no suporte, e 

posteriormente tratada com glutaraldeido em condições brandas, todos os principais 

grupos amino da enzima e do suporte podem ser ativados com uma única molécula 

de glutaraldeido. Isso permite obter intensas ligações multipontos sob uma ampla faixa de 

condições (FERNÁNDEZ-LAFUENTE et al., 1995). Dessa forma, a molécula ligada ao 

glutaraldeido através dos grupos amino  da enzima poderiam  reagir covalentemente 

estabelecendo assim uma forte ligação multiponto, acarretando em uma maior fixação da 

enzima no suporte. 

2.6 Hidrólise enzimática dos galacto-oligossacarídeos 

A α-galactosidase catalisa clivagem de resíduos α-1,6 terminais de uma grande faixa 

de substratos incluindo oligossacarídeos lineares e ramificados, polissacarídeos e substratos 

sintéticos como o ρ-nitrofinil-α-D-galactopiranosídeo (ρNPαGal) (ADEMARK et al., 2001). 

A hidrólise dos galacto-oligossacarídeos pode ser conseguida pela catálise das 

enzimas α-galactosidases que são específicas para ligações α-1,6 que une os resíduos de 
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galactose à sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose, e também por invertases, enzimas 

específicas para a ligação β-1,2 que une frutose à glicose nos mesmos oligossacarídeos acima 

citados (FIALHO, 2007). 

Um esquema da via de degradação dos oligossacarídeos, bem como das enzimas 

envolvidas, está representado na Figura 2.9. 

 

Figura 2.9: Galacto-oligossacarídeos e sítios de clivagem para as enzimas hidrolíticas 
invertase e α-galactosidase (Retirado de REZENDE , 1998). 

 
Existem vários relatos sobre a utilização de α-galactosidases de origem vegetal e 

microbiana na degradação dos oligossacarídeos presentes em extrato hidrossolúvel de soja, 

também conhecido como leite de soja, e em outras farinhas obtidas de leguminosas 

(SOMIARI e BALOGH, 1993; MULIMANI et al., 1997). 

Várias pesquisas visando o estabelecimento de processos para a remoção dos 

galacto-oligossacarídeos (GO) no leite de soja com a utilização de enzimas já foram 

realizados como a produção de α-galactosidases pelo fungo Aspergillus oryzae e sua aplicação 

na hidrólise dos GO no leite de soja (CRUZ e PARK, 1982). Com o mesmo objetivo, 

imobilizaram em gel de poliacrilamida a α-galactosidase de Gibberella fujikuroi para redução 

dos GO no leite de soja (THIPPESWAMY e MULIMANI, 2002). Reduziu-se completamente 
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o conteúdo de rafinose e estaquiose no leite de soja após 4 horas usando a α-galactosidase de 

Debaryomyces hansenii UFV1 (VIANA et al., 2005). 

Estudos utilizando fontes vegetais para a obtenção de α-galactosidases para uso em 

processo de hidrólise dos GO em leite de soja, ainda são escassos se, comparados com as 

fontes microbianas (FIALHO, 2007). A atividade das enzimas α-galactosidase e invertase 

foram avaliadas durante o processo germinativo de Glycine max, e, testou-se a redução dos 

GO no leite de soja pela adição de pequenas proporções de grãos de soja germinados na 

formulação do produto (CRUZ e SILVA, 1986). Segundo os autores, não houve um 

decréscimo substancial de rafinose e estaquiose. Já em outro estudo (GUIMARÃES et al., 

2001), obteve-se redução expressiva dos GO em leite de soja pelo tratamento com α-

galactosidase de sementes germinadas de soja var. Doko.  

Em outros estudos, testaram-se três técnicas para redução dos GO: embebição, 

cocção dos grãos e tratamento enzimático com enzima obtida de Cassia sericea, concluindo 

que o último tratamento foi o mais eficiente conseguindo hidrólise total dos GO após 3 horas. 

Entretanto, nenhum processo enzimático seguro, eficiente e economicamente satisfatório, 

utilizando enzimas nativas ou recombinantes, está disponível até o momento (MULIMANI e 

DEVENDRA, 1998). 

2.7 Influência do pH na atividade e estabilidade das enzimas 

SÖRENSEN (1909) mostrou que a atividade enzimática depende do pH. Sabe-se, 

desde então, que a atividade máxima de uma enzima corresponde a determinado pH ótimo. 

MICHAELIS e DAVIDSOHN (1911) formularam a hipótese de que a dependência 

da atividade da enzima ao pH é consequência das propriedades anfotéricas das proteínas 

enzimáticas. Assim, se observa a característica em forma de sino das curvas de pH, o que 

indica que a proteína no seu ponto isoelétrico apresenta o máximo de atividade catalítica.  

É possível que a ionização de grupos localizados nos centros ativos ou próximo deles 

tenha grande efeito na atividade da enzima. Em sistema enzimático, o pH influi no estado de 

ionização dos componentes do sistema: enzima livre, complexo enzima-substrato ou o próprio 

substrato (VILLELA et al., 1978). 

O pH exerce grande influência sobre a velocidade das reações. Muitas enzimas 

possuem velocidades máximas num determinado pH, denominado pH ótimo, enquanto outras 
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atuam com igual eficácia dentro de uma faixa limitada de pH. Vários fatores influenciam o 

pH ótimo, incluindo os grupos ácidos no sitio ativo. Se uma enzima necessita de um grupo 

ácido protonado para sua ação catalítica, a enzima pode exibir uma atividade máxima em 

valores de pH abaixo do pk do grupo. Por outro lado, quando há necessidade da forma 

dissociada de um ácido, a atividade máxima pode ocorrer acima do pk do grupo. Com 

freqüência, dois ou mais grupos ácidos dissociáveis participam do sitio ativo, e as curvas que 

relacionam o pH com a atividade irão refletir a dependência de cada grupo ao pH. Na 

verdade, o estudo dos efeitos do pH sobre a velocidade da reação pode ajudar a identificar 

grupos ácidos num sítio ativo, embora outras informações sejam necessárias. 

Alguns substratos são ácidos fracos ou contém constituintes iônicos, e o pH ótimo 

pode  refletir a necessidade de uma forma iônica ou não-iônica de substrato para a enzima, 

além disso, o rápido declínio na velocidade da reação, que é frequentemente observado em 

valores altos e baixos de pH, pode refletir na desnaturação da enzima ou a dissociação de um 

cofator essencial (SMITH et al., 1985). 



 

 

 

CAPÍTULO 3 
 

 

3 Materiais e Métodos  

A seguir são descritos os materiais, equipamentos e a metodologia experimental 

utilizada no desenvolvimento dessa dissertação. 

3.1 Materiais 
 

3.1.1 Unidade experimental  

A unidade experimental foi montada no Laboratório de Engenharia Bioquímica 

localizado na Universidade Federal de Uberlândia, onde foram realizados os experimentos 

para determinação da atividade para a enzima na forma imobilizada como estão representados 

na Figura 3.1 e na Figura 3.2. Esta unidade experimental consistia em um microrreator de 

mistura, de volume útil de 50 mL, dotado de uma camisa externa para circulação de água 

proveniente de banho termostatizado para controle da temperatura, submetido à agitação 

magnética. As partículas imobilizadas eram colocadas dentro de uma cesta de aço inox de 100 

mesh, e esta colocada dentro do reator, evitando assim o atrito entre o agitador e a enzima 

imobilizada. 
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Figura 3.1: Unidade experimental 

 
Figura 3.2: Reator utilizado para realizar os ensaios. 

3.1.2 Enzima  

A enzima utilizada nos ensaios de hidrólise do melaço de soja foi StartMax AGSL, 

cedida pela empresa Prozyn Biosolutions. A StartMax AGSL (SM) é constituída a base de  

α-galactosidase, produzida por fermentação controlada de Aspergillus niger. A enzima foi 

estocada sob refrigeração em embalagem fechada. 

3.1.3 Suporte 

A quitosana em pó foi obtida da Polymar. 
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3.1.4 Rafinose 

Utilizou-se rafinose-D(+) pentahidratada de grau analítico de 98% como substrato. 

Esta foi adquirida da empresa Vetec®. 

3.1.5 Agente reticulante 

Glutaraldeido foi utilizado como agente reticulante. Este foi adquirido da empresa 

Quimibrás S.A® em frasco contendo solução a 25%. 

3.2 Metodologia 

3.2.1 Estudo preliminar para preparação das partículas de quitosana 

Foram testados 4 métodos com o intuito de preparar as partículas de quitosana: 

� Método 1:  pesou-se cerca de 1 grama de quitosana em pó e diluiu-se em 30 

mL de ácido acético 5%. A solução obtida foi gotejada em NaOH 1 Molar. 

� Método 2:  pesou-se cerca de 1 grama de quitosana em pó e diluiu-se em 30 

mL de ácido acético 5%. A solução obtida foi gotejada em NaOH 2 Molar. 

� Método 3: pesou-se cerca de 1 grama de quitosana em pó e diluiu-se em 30 

mL de ácido acético 5%. A solução obtida foi gotejada em solução de 

glutaraldeido 5% (v/v) cujo solvente foi uma solução de NaOH 2 Molar. 

� Método 4: pesou-se cerca de 1 grama de quitosana em pó e diluiu-se  em uma 

solução de 30 mL de ácido acético 5% (em peso) e concentração de 5g.L-1 de 

α-galactosidase. A solução obtida foi gotejada em uma solução de 

glutaraldeido 5% cujo solvente foi uma solução de NaOH 2 Molar. 

Posteriormente, com a finalidade de se comparar os métodos, procedeu-se à 

imobilização das partículas em soluções de glutaraldeido a 5% (v/v) em solução tampão de 

pH equivalente a 8 e tempo de imobilização de 2 horas com concentração enzimática de         

5 g.L1. Esse procedimento aconteceu para as metodologias 1, 2 e 3. 

Com relação à metodologia 3, importante ressaltar que não foi necessário utilizar 

glutaraldeido posteriormente à fase de produção das partículas de quitosana haja vista o fato 

de que o referido agente reticulante fora usado no próprio processo de formação das 

partículas. Já as partículas produzidas conforme a metodologia 4 foram submetidas à hidrolise 

imediatamente após o processo de confecção. 
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3.2.2 Preparação das partículas de quitosana 

Para a produção das partículas foi pesada cerca de 1 grama de quitosana em pó e 

diluiu-se em 30 mL de ácido acético 5%. As soluções foram gotejadas em uma solução de 

NaOH 2 molar (conforme explicitado pelo método 2 do item 3.2.1). 

O gotejamento foi realizado com auxílio de uma bomba peristáltica com uma vazão 

de 0,50 mL/ min, com uso de mangueira. Logo após, as partículas permaneceram no banho de 

precipitação por 24 horas. Na sequência, as mesmas foram lavadas com água destilada e 

armazenadas em solução tampão fosfato (0,1M) de pH 8 como mostrado na Figura 3.3. 

Figura 3.3: Partículas de quitosana lavadas com água destilada. 

3.2.3 Imobilização das enzimas em partículas de quitosana 

O processo de imobilização das enzimas nas partículas foi realizado adicionando-se 

10 esferas de quitosana em um erlenmeyer de 125 mL juntamente com 10 mL de solução de 

glutaraldeido diluída em solução tampão em faixa de pH previamente estabelecida em um 

shaker a 150 rpm e temperatura definida. Tanto o período de contato entre as partículas e as 

soluções de glutaraldeido como a própria concentração de glutaraldeido e da enzima             

α-galactosidase no processo de imobilização variaram conforme o planejamento experimental. 

A atividade enzimática foi avaliada como resposta para o referido planejamento. 
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3.2.4 Determinação da atividade de α-galactosidase imobilizada pelo método das 

velocidades iniciais 

Em todos os experimentos realizados com α-galactosidase imobilizada para hidrólise 

de rafinose, usou-se o método das velocidades iniciais da reação para determinar a atividade 

catalítica. 

A reação de hidrólise da rafinose era realizada em um microrreator conforme item 

3.1.1, com um volume útil de 35 mL de solução de rafinose, nas condições de pH, 

concentração e temperatura (6; 5 g.L-1 e 450C respectivamente) desejadas, além de agitação 

definida. Para cada experimento era adicionada ao reator uma cesta de aço inox com a enzima 

imobilizada, usando 10 partículas de quitosana com a enzima imobilizada nas respectivas 

concentrações de glutaraldeido definidas previamente no processo de imobilização. 

A unidade de atividade (Ui) foi definida como grama de rafinose hidrolisada por 

grama de partícula de quitosana (gRH./gsq.L.minuto). 

Para cada experimento foram tomadas cinco amostras no intervalo de cinco em cinco 

minutos. Cada amostra era introduzida em um tubo de ensaio tampado, os quais 

imediatamente eram colocados em um banho de água em ebulição por 10 minutos para a 

completa inativação da α-galactosidase. A galactose formada nas amostras era dosada pelo 

método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (MILLER,1959). Os valores obtidos foram 

calculados com o auxílio de uma curva padrão cuja concentração de galactose é 

correlacionada com a absorbância (Apêndice A). As análises foram feitas em triplicata. 

A unidade para a atividade (Ui) obtida foi definida conforme estabelece a Equação 

3.1, em que o parâmetro [Ui] representa a unidade da atividade, gRH representa a quantidade 

de rafinose hidrolisada em gramas; L representa o volume reacional em litros, min representa 

o tempo em minutos e gSQ representa a massa do suporte de quitosana e do biocatalisador em 

gramas no processo de imobilização: 

-1 -1 -1RH
i RH SQ

SQ

g
[U ] =  = g .L .min .g

L.min.g
                                                                          (3.1) 

A atividade calculada a partir do método das velocidades iniciais, para cada reação 

da hidrólise da rafinose, era obtida por meio das inclinações das retas de concentração dos 

açucares totais produzidos em função do tempo de reação. Todos os experimentos realizados 
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até o final do trabalho foram feitos em duplicata para uma maior confiabilidade nos resultados 

obtidos. A atividade foi calculada com a curva de calibração, conforme Apêndice A. 

3.2.5 Teste da influência do tempo e da concentração de glutaraldeido no processo 

de imobilização 

Após os testes preliminares que indicaram o melhor método para se produzir 

partículas de quitosana, conforme o item 3.2.1, foi proposto um Planejamento Fatorial Central 

(PFC) para o estudo das variáveis tempo e concentração de glutaraldeido no processo de 

imobilização. 

Experimentos que envolvem níveis de dois ou mais fatores são delineados com 

esquemas fatoriais. Denominam-se fatores as variáveis independentes que tiverem seus níveis 

fixados segundo o interesse do pesquisador. Na literatura o planejamento fatorial não é 

considerado delineamentos experimentais, mas sim delineamentos de tratamentos. Se todas as 

combinações possíveis entre todos os níveis de cada fator estão presentes, o esquema fatorial 

é dito completo (RODRIGUES e IEMMA, 2005). 

Essa técnica permite avaliar não somente os efeitos principais dos fatores como 

também os efeitos de interação entre os mesmos. O número de experimentos é igual ao 

número de níveis experimentais elevado ao número de fatores. Arranjos fatoriais completos 

podem ser gerados para qualquer quantidade de fatores e os níveis de cada fator se alternam 

nas colunas, segundo uma mesma ordem (PAIVA, 2006). 

Nesses experimentos, fixou-se os valores das variáveis temperatura (250C), 

concentração de enzima (5 g.L-1) e pH (7), variando apenas as variáveis de interesse conforme 

o PFC proposto. O planejamento foi elaborado para duas variáveis totalizando 11 

experimentos utilizando-se o software Statistica 7.0. 

Neste planejamento, o tempo de imobilização situou-se na faixa de 2 (-1), 13 (0) e 24 

horas (+1); já a concentração de glutaraldeido correspondeu aos valores de 0% (-1), 5% (0) e 

10% (-1). Ambas as faixas foram fixadas mediante testes preliminares. Foram utilizados os 

tampões fosfato (0,1 M) para faixa de pH 8. Os valores codificados e reais das variáveis do 

planejamento (X1 = tempo de imobilização e X2 = concentração de glutaraldeido) estão 

apresentados na Tabela 3.1. 

O cálculo dos valores codificados para as variáveis apresentadas são demonstrados 

pela Equação 3.2. 
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  

                                                                                                                   (3.2) 

Xn = Valor codificado da variável (n=1,2...); 

X = Valor variável ser calculada; 

X0 = Valor da variável no ponto central; 

X+1 = Valor da variável no nível superior; 

X-1 = Valor da variável no nível inferior. 

Tabela 3.1: Matriz Planejamento Fatorial Completo do efeito do tempo de imobilização e 
concentração de glutaraldeido na imobilização da α-galactosidase em suporte de quitosana. 

Experimentos 

Valor Real (Valor Codificado) 

Tempo de 

imobilização 

(horas) 

Concentração de 

glutaraldeido (%) 

1 2 (-1) 0 (-1) 

2 2 (-1) 5 (0) 

3 2 (-1) 10 (+1) 

4 13 (0) 0 (-1) 

5 13 (0) 5 (0) 

6 13 (0) 5 (0) 

7 13 (0) 5 (0) 

8 13 (0) 10 (+1) 

9 24 (+1) 0 (-1) 

10 24 (+1) 5 (0) 

11 24 (+1) 10 (+1) 

A imobilização foi realizada incubando-se 10 partículas de quitosana em 10 mL de 

uma solução de α-galactosidase em solução tampão de pH 8 nas condições definidas 

conforme a Tabela 3.1, com agitação de 150 rpm em shaker e temperatura de 25°C. Ao final 

da imobilização, a determinação da atividade do biocatalisador foi realizada conforme item 

3.2.4, usando uma concentração de rafinose de 5 g/L no meio reacional.  

As Equações codificadas do tempo de imobilização e concentração de glutaraldeido 

são apresentadas nas Equações 3.3 e 3.4, respectivamente. 
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imob
1

t -13
X =

11
                                                                                                                          (3.3) 

imob
2

[G] -5
X =

5
                                                                                                                    (3.4) 

Um teste t-Studente foi aplicado à Equação 3.5 gerada pelo modelo para 

determinação do nível de significância de cada parâmetro, sendo aceitos como 

estatisticamente significativos somente aqueles que apresentaram valor-p inferior à 5% 

(p<0,05). Pela análise estatística também foi possível obter o coeficiente de determinação (R2) 

para constatação da significância do modelo ou não. 

Superfícies de respostas foram geradas pelo software Statistica 7.0, utilizando a 

Equação 3.5 contendo somente os parâmetros significativos. A partir dessas superfícies foi 

possível verificar uma região ótima para a atividade enzimática, a qual corresponde à 

combinação de uma faixa de valores das variáveis estudadas. 

n n n n
2

0 j j jm j m jj j
j-1 j-1 m-1 j-1

Y=β + b X + b X X + b X∑ ∑∑ ∑                                                                             (3.5) 

Em que: 

Y = Valor da variável de resposta (Atividade enzimática); 

β0 = Valor médio da variável de resposta; 

n = Número de variáveis independentes ; 

X = Variáveis independentes; 

bj; bjm; bjj = Parâmetros do modelo. 

3.2.6 Teste da influência da temperatura, pH e concentração de enzima no processo 

de imobilização 

Após a análise do resultado do planejamento fatorial completo, conforme item 3.2.5, 

fixou-se os valores para as variáveis concentração de glutaraldeido e tempo no processo de 

imobilização que abrangeram a região com atividades máximas. Baseado nisso, utilizou-se 

um planejamento composto central para avaliar o processo de imobilização enzimático com 

relação  as variáveis temperatura, concentração enzimática e pH. 
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Este método científico de planejamento permite obter experimentos significativos e 

confiáveis com as vantagens de reduzir o tempo de experimentação assim como custo relativo 

à execução dos ensaios, uma vez que permite a otimização do número de experimentos. Além 

disto, o planejamento composto central permite uma otimização multivariada, minimiza o erro 

experimental e não requer conhecimentos elevados em estatística (OLIVEIRA, 2004).  

O planejamento composto central estuda os efeitos da interação dos parâmetros em 

questão. Cada variável é estudada com 5 diferentes níveis (-α, -1, 0, +1, +α) e cada nível 

possui seu respectivo valor nominal. O parâmetro α utilizado foi o de rotabilidade de modo a 

se obter um planejamento cuja região de interesse seja uma superfície de resposta de segunda 

ordem (BOX et al., 1978).  

Dessa maneira, Planejamento Composto Central utilizado para otimizar o processo 

de imobilização de α-galactosidase atrelou as condições ótimas de concentração de 

glutaraldeido e tempo de imobilização adquiridas no item 3.2.5. As variáveis consideradas 

durante o processo de imobilização foram temperatura, pH e concentração de enzima do meio, 

com três réplicas centrais totalizando 17 experimentos utilizando-se o software Statistica 7.0. 

Neste planejamento, a temperatura situou-se na faixa de 18,2 (-α) a 51,80C (+α), a 

concentração de enzima variou entre 1,59 (-α) e 18,41 g.L-1 (+α) e o pH variou entre 4,98 (-α) 

a 10,02 (+α) sendo que essas faixas foram estabelecidas através de testes preliminares. Foi 

utilizado o tampão fosfato para as faixas de pH analisadas. O valor do α de rotabilidade foi 

automaticamente determinado pelo software Statistica 7.0 sendo equivalente à 1,6818. Os 

valores codificados e reais das variáveis do planejamento (X1= temperatura, X2= concentração 

de enzimas e X3= pH) estão apresentados na Tabela 3.2. 

O cálculo dos valores codificados para as variáveis apresentadas são demonstrados 

pela Equação 3.2. 

0
n

+1

X-X
X =

X -X
2

 
  

                                                                                                                    (3.6) 

Xn = Valor codificado da variável (n=1,2...); 

X = Valor variável ser calculada; 

X0 = Valor da variável no ponto central; 

X+1 = Valor da variável no nível superior; 
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X-1 = Valor da variável no nível inferior. 

Tabela 3.2: Matriz Planejamento Composto Central da influência das variáveis temperatura, 
concentração de enzima e pH no processo de imobilização da α-galactosidase. 

Experimentos 

Valor Real (Valor Codificado) 

Temperatura 

(0C) 

Concentração 

de enzima (g/L) 

pH 

1 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 

2 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 

3 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 

4 35 (0) 10 (0) 10,02 (+α) 

5 35 (0) 10 (0) 4,98 (-α) 

6 35 (0) 18,41 (+α) 7,5 (0) 

7 35 (0) 1,59 (-α) 7,5 (0) 

8 45 (+1) 5 (-1) 6 (-1) 

9 45 (+1) 5 (-1) 9 (+1) 

10 45 (+1) 15 (+1) 6 (-1) 

11 45 (+1) 15 (+1) 9 (+1) 

12 25 (-1) 5 (-1) 6 (-1) 

13 25 (-1) 5 (-1) 9 (+1) 

14 25 (-1) 15 (+1) 6 (-1) 

15 25 (-1) 15 (+1) 9 (+1) 

16 18,2 (-α) 10 (0) 7,5 (0) 

17 51,8 (+α) 10 (0) 7,5 (0) 

A imobilização foi realizada incubando-se 10 partículas de quitosana em 10 mL de 

uma solução de α-galactosidase nas condições definidas conforme a Tabela 3.2, com agitação 

de 150 rpm em shaker e temperatura de 25°C. Ao final da imobilização a determinação da 

atividade do biocatalisador foi realizada conforme item 3.2.4, usando uma concentração de 

rafinose de 5 g/L no meio reacional.  

As Equações de codificação da temperatura, concentração de enzima e pH são 

apresentadas nas Equações 3.7, 3.8 e 3.9, respectivamente. 

imob
1

T -35
X =

10
                                                                                                                 (3.7) 
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X

5

E −=                                                                                                            (3.8) 

imob
3

pH -7,5
X =

1,5
                                                                                                             (3.9) 

Um teste t-Student foi aplicado à Equação 3.4 gerada pelo modelo para determinação 

do nível de significância de cada parâmetro, sendo aceitos como estatisticamente 

significativos somente aqueles que apresentaram valor-p superior que 5% (p<0,05). Pela 

análise estatística também foi possível obrer o coeficiente de determinação (R2) para 

constatação da significância do modelo ou não. 

Superfícies de respostas foram geradas pelo software Statistica 7.0, utilizando a 

Equação 3.10 contendo somente os parâmetros significativos. A partir dessas superfícies foi 

possível verificar uma região ótima para a atividade enzimática, a qual corresponde à 

combinação de uma faixa de valores das variáveis estudadas. 

n n n n
2

0 j j jm j m jj j
j-1 j-1 m-1 j-1

Y=β + b X + b X X + b X∑ ∑∑ ∑                                                                           (3.10) 

Em que: 

Y = Valor da variável de resposta (Atividade enzimática); 

β0 = Valor médio da variável de resposta; 

n = Número de variáveis independentes ; 

X = Variáveis independentes; 

bj; bjm; bjj = Parâmetros do modelo. 

3.2.7 Teste de estabilidade em relação ao pH  da enzima imobilizada 

Imobilizou-se a enzima nas condições ótimas (pH equivalente a 7,5; concentração 

enzimática de 15 g.L-1; temperatura de 250C e tempo de imobilização equivalente a 24 horas) 

determinadas pelos itens 3.2.5 e 3.2.6 tanto para uma concentração de 5% como de 0% de 

glutaraldeido a fim de comparar o efeito da ligação cruzada. Posteriormente ao processo de 

imobilização, a enzima imobilizada foi lavada e incubada em 20 mL de solução tampão 

durante o período de 24 horas a temperatura ambiente. Para a faixa de pH entre 3 e 5, utilizou-

se o tampão citrato; já para a faixa de pH entre 6 e 9, o tampão utilizado foi o fosfato. Após 
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esse período, as partículas de quitosana foram lavadas, colocadas na cesta inox para se 

proceder á hidrólise e consequente determinação da atividade residual conforme item 3.2.4. A 

atividade relativa para cada valor de pH foi determinada pela relação entre a atividade 

residual e a atividade máxima obtida no item 3.2.6. 

Para ambos os processos de imobilização (com glutaraldeido e sem glutaraldeido) 

realizou-se o teste de proteína segundo o Método de LOWRY (1951) (Apêndice B). 

Para determinação da quantidade de enzima imobilizada no suporte, mediu-se a 

concentração de proteína presente no sobrenadante utilizado na imobilização antes e após o 

processo de imobilização ter sido concluído conforme Equação 3.11. 

[α-galactosidase suporte] = [α-galactosidase Antes] – [α-galactosidase Após]                           (3.11) 

Em que: 

[α-galactosidase suporte] = Concentração de α-galactosidase retida no suporte (g.L-1); 

[α-galactosidase Antes] = Concentração de α-galactosidase no sobrenadante antes do processo 

de imobilização (g.L-1); 

[α-galactosidase Após] = Concentração de α-galactosidase no sobrenadante após o processo de 

imobilização (g.L-1); 

3.2.8 Teste de estabilidade térmica da enzima imobilizada 

Enzimas de α-galactosidase imobilizadas em partículas de quitosana nas condições 

estabelecidas pelos itens 3.2.5 e 3.2.6 são, posteriormente, incubadas em tampão fosfato de 

pH 6, conforme item 3.2.7, e introduzidas em um banho termostatizado em temperatura na 

faixa entre 50 e 600C. Esta faixa de temperatura foi escolhida por ser uma faixa de 

temperatura utilizada em processos de pasteurização. Após isso, as amostras foram retiradas 

em intervalos adequados de tempo, resfriadas rapidamente em banho de gelo e, em seguida, 

transferidas para a cesta de aço inox com o intuito de se determinar a atividade residual 

conforme item 3.2.4. 

Os resultados de atividade enzimática em função do tempo de incubação obtidos 

foram analisados pelo modelo de desativação de primeira ordem e pela modelagem de 

desativação enzimática em série com dois estágios, realizando regressões não-lineares 



Capítulo 3 – Materiais e métodos                                                                                                    43 
 

 

 

aplicadas às Equações 3.12, 3.13 e 3.14, para determinar os melhores ajustes e os parâmetros 

cinéticos. 

1 21 2
1 2

k kE E Eα α→ →  

1
( )

0

-A
=e
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k t

                                                                                                                         (3.12) 
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                                 (3.14) 

Sendo:  
0

A

A
= Atividade relativa 

α1 = 1E

E
 

α2 = 2E

E
 

k1 e k2 = constantes cinéticas 

Os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura, considerando o 

melhor ajuste dos dados experimentais às Equações de desativação em série. As Equações 

3.15 e 3.16 representam, respectivamente, os tempos de meia vida provenientes das Equações 

3.12 e 3.13. A energia de ativação do processo de desativação térmica foi calculada pela 

regressão linear da equação de Arrhenius (Equação 3.17). 

( )
½

ln 0,5

d

t
k

= −                                                                                                                    (3.15) 

(3.16) 

( ) ( ) 1
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Sendo: 

kd = Constante cinética de desativação térmica (corresponde ao valor de k1 na Equação 

3.7) 

A = Fator de frequência para a reação 

Ea = Energia de ativação do processo de desativação térmica 

T = Temperatura absoluta 

R = Contante universal dos gases 

3.2.9 Teste de resistência ao armazenamento 

Neste estudo, realizaram-se testes com enzimas de α-galactosidase imobilizadas em 

partículas de quitosana estocadas a temperatura ambiente em tampão de 7,5 (conforme obtido 

região de máxima atividade no item 3.2.6). A atividade residual foi determinada em intervalos 

de tempo (aperiódicos) durante 50 dias, pelo método das velocidades iniciais, conforme item 

3.2.4, após sofrer hidrólise a 450C, pH 6 e concentração de rafinose equivalente a 5 g.L-1. As 

condições de imobilização foram as seguintes: temperatura equivalente a 250C, concentração 

enzimática de 15 g.L-1, tempo de imobilização de 24 horas, concentração de glutaraldeido de 

0% e 5%,  pH do meio correspondente a 7,5. 

3.2.10 Teste de resistência ao número de repetições 

Neste estudo, realizaram-se testes com enzimas de α-galactosidase imobilizadas em 

partículas de quitosana estocadas a temperatura ambiente em tampão de 7,5 (conforme obtido 

região de máxima atividade no item 3.2.8). As condições de imobilização foram as seguintes: 

temperatura equivalente a 250C, concentração enzimática de 15 g.L-1, tempo de imobilização 

de 24 horas, concentração de glutaraldeido de 5%,  pH do meio correspondente a 7,5. A 

atividade residual foi determinada pelo método das velocidades iniciais, conforme item 3.2.4. 

A imobilização foi feita uma única vez para cada conjunto de 10 partículas e 20 hidrólises 

consecutivas foram realizadas a fim de se obter a atividade residual. Cada hidrólise ocorreu 

nas seguintes condições: temperatura correspondente a 450C, pH equivalente a 6 e 

concentração de rafinose de 5 g.L-1. 



 

 

 

CAPÍTULO 4 
 

4 Resultados e discussões  

Neste capítulo serão apresentados e discutidos os resultados obtidos, seguindo a 

metodologia proposta neste trabalho.   

4.1 Estudo preliminar para a preparação das partículas de quitosana 

Conforme proposto no item 3.2.1, foram realizados quatro metodologias distintas 

com intuito de obter a melhor maneira de preparar as partículas de quitosana que seriam, 

posteriormente, utilizadas no processo de imobilização da α-galactosidase. Os resultados 

obtidos estão explicitados na Tabela 4.1 abaixo: 

Tabela 4.1: Atividades (Ui) obtidas nos métodos de produção de partículas de quitosana. 
Método Adiciona-se ao ácido acético 5% Solução receptora Atividade (Ui) 

1  1 grama de quitosana NaOH 1 molar 0,0024 

2 1 grama de quitosana NaOH 2 molar 0,0027 

3 1 grama de quitosana 
Glutaraldeido 5% (v/v) 

em NaOH 2 molar 0 

4 
1 grama de quitosana + 0,15 
gramas de α-galactosidase 

Glutaraldeido 5% (v/v) 
em NaOH 2 molar 

0,0008 

Dessa maneira, concluiu-se que a melhor metodologia a ser empregada para 

produção das partículas de quitosana seria a metodologia 2. 

Percebe-se um acréscimo de atividade quando as partículas são formadas em solução 

de NaOH 2 molar ao invés de 1 molar. Esse resultado confere com estudos desenvolvidos por 

OHTAKARA e MITSUTOMI (1987) que também imobilizaram α-galactosidase (proveniente 

de Pycnoporus cinnabarinus) em quitosana com ligações cruzadas cujo agente reticulante foi 

o glutaraldeido. 
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4.2 Teste de influência do tempo de imobilização e da concentração de glutaraldeido 
no processo de imobilização 

Os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial completo proposto no item 

3.2.5, estão representados na Tabela 4.2. 

Tabela 4.2: Matriz planejamento fatorial completo do efeito do tempo de imobilização e 
concentração de glutaraldeido na imobilização da α-galactosidase em suporte de quitosana. 

Experimentos 

               Valor Real (Valor Codificado)  

Tempo de 

imobilização 

(horas) 

Concentração de 

glutaraldeido (%) 

Atividade 

(gRH.L -1.min-1.gSQ
-1) 

1 2 (-1) 0 (-1) 0,0032 ± 0,0001 

2 2 (-1) 5 (0) 0,0134 ± 0,0004 

3 2 (-1) 10 (+1) 0,0120 ± 0,0002 

4 13 (0) 0 (-1) 0,0051 ± 0,0001 

5 13 (0) 5 (0) 0,0226 ± 0,0009 

6 13 (0) 5 (0) 0,0219 ± 0,0006 

7 13 (0) 5 (0) 0,0210 ± 0,0011 

8 13 (0) 10 (+1) 0,0150 ± 0,0007 

9 24 (+1) 0 (-1) 0,0065 ± 0,0002 

10 24 (+1) 5 (0) 0,0267 ± 0,0012 

11 24 (+1) 10 (+1) 0,0240 ± 0,0014 

A atividade alcançada durante os experimentos variou entre 0,0032 Ui obtida através 

do experimento 1 (valores menos elevados tanto na variável tempo de imobilização como para 

a variável concentração de glutaraldeido na imobilização) até 0,0267 Ui obtida através do 

experimento 10 (maior tempo de imobilização e valor intermediário da concentração de 

glutaraldeido). 

Observa-se que houve reprodutividade para os valores obtidos para Ui através dos 

ensaios realizados no ponto médio do PFC (experimentos 5, 6 e 7). 

Analisando-se períodos fixos de tempo de imobilização, percebe-se que a atividade 

Ui, invariavelmente, apresenta seus maiores resultados nos experimentos cujos valores de 

concentração de glutaraldeido são de 5%. Dessa maneira, conclui-se que valores máximos 
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estão necessariamente entre a concentração de 0% e 10% de glutaraldeido no processo de 

imobilização. 

Com os resultados experimentais de atividade enzimática em função do tempo de 

imobilização e concentração de glutaraldeido, realizou-se uma regressão múltipla e analisou 

os valores de p encontrados pelo teste t- Student, onde X1 representa o tempo de imobilização 

e X2 representa a concentração de glutaraldeido durante o processo de imobilização. Estão 

representados na Tabela 4.3 os parâmetros lineares, as interações e os termos quadráticos das 

duas variáveis estudadas. 

Tabela 4.3: Resultados da regressão múltipla aplicada ao PFC. 
Fatores Coeficiente 

de 
regressão 

Erro 
Padrão 

Nível de 
significância 

p-valor 
Média 0,021179 0,001063 0,000006 

X1  0,004769 0,000846 0,002436 

X1X1  -0,000130 0,001302 0,924259 

X2 0,006035 0,000846 0,000840 

X2X2 -0,010111 0,001302 0,000567 

X1X2 0,002164 0,001036 0,091103 

Por meio dos resultados obtidos através do programa Statistica 7.0, utilizou-se a 

regressão múltipla, gerando-se a Equação 4.1 completa cujo coeficiente de correlação (R2) foi 

de 0,97: 

2  2  2
i 1 1 2 2 1 2U .10  = 2,1179 + 0,4769.X  - 0,0130.X  + 0,6035.X  - 1,0111.X  + 0,2164.X X        (4.1) 

Os parâmetros avaliados pelo teste de hipótese ao se utilizar o estudo estatístico t de 

Student que apresentaram nível de significância superior a 5% foram negligenciados. Tais 

parâmetros foram o tempo de imobilização em seu termo quadrático (X1
2) e a interação entre 

os termos tempo de imobilização e concentração de glutaraldeido (X1X2) conforme 

visualizado na Tabela 4.4. 
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Tabela 4.4: Resultado da regressão múltipla com variáveis significativas aplicada ao PFC. 
Fatores Coeficiente 

de 
regressão 

Erro 
Padrão 

Nível de 
significância 

p-valor 
Média 0,021127 0,001072 0,000006 

X1  0,004769 0,000979 0,002436 

X2 0,006035 0,000979 0,000840 

X2X2 -0,010145 0,001452 0,000567 

O modelo com as variáveis significativas está representado na Equação 4.2: 

-2 3 3 -2  2
i 1 2 2U  = 2,113.10  + 4,769.10 .X  + 6,035.10 .X  - 1,014.10 .X− −                                       (4.2) 

Dessa maneira, como exposto acima, somente parâmetros com nível de significância 

menor que 5% foram considerados significativos. O coeficiente de correlação (R2) indicou 

que 94,05% da variabilidade dos dados são justificadas pela superfície proposta, o que 

demonstra um excelente ajuste.  

A Figura 4.1 mostra a distribuição dos resíduos em torno do zero e a Figura 4.2 mostra a 
representação dos valores preditos pelo modelo ajustado em função os valores observados 
experimentalmente. 

 
Figura 4.1: Distribuição dos resíduos em torno da reta que indica normalidade para a resposta 

de atividade enzimática. 
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Figura 4.2: Valores preditos pelo modelo versus valores observados 

experimentalmente.  

O modelo foi significativo (R2 equivalente a 0,94), ou seja, dessa forma torna-se 

possível construir (através do programa Statistica 7.0) uma superfície de resposta cujo intuito 

principal seja o de analisar a região de interesse. A referida superfície está representada pela 

Figura 4.3: 

 
Figura 4.3: Superfície de resposta da influência da concentração de glutaraldeido e do tempo 
de imobilização na atividade de α-galactosidase obtida pelo planejamento fatorial completo. 
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Para realizar os testes de validação no processo de otimização, fixou-se os valores de 

concentração de glutaraldeido e tempo no processo de imobilização (5% e 24 horas 

respectivamente) que estivessem dentro da região de máxima atividade conforme a Figura 

4.3. Os testes foram feitos em triplicata e a média da atividade obtida experimentalmente foi 

de 0,0267 Ui. Esse resultado experimental foi satisfatório, haja vista o fato de que a atividade, 

para essa faixa de concentração de glutaraldeido e tempo no processo de imobilização, 

encontrada utilizando-se a Equação 4.2 apresentou um desvio, com relação ao resultado 

experimental, de apenas 0,37%. 

Suportes ativados com glutaraldeidos apresentaram elevados rendimentos de 

imobilização e atividade recuperada, isto ocorre devido ao glutaraldeido ser um reagente que 

apresenta dois grupos aldeidos com elevada reatividade, promovendo reações com vários 

grupos laterais das proteínas como: hidroxila, carbonila, amino e sulfídrila (ADRIANO et al, 

2005). 

A região de máxima atividade com relação à concentração de glutaraldeido ocorre 

nos pontos de concentração intermediária (entre 4,5 e 8) como visualizado através da Figura 

4.3. As partículas imobilizadas sem glutaraldeido (0%) apresentaram-se mais frágeis e 

gelatinosas Já as imobilizadas com 10% de glutaraldeido apresentaram-se menos resistentes e 

mais quebradiças. Essas constatações estão em conformidade com os estudos de VILLELA 

(2006) e SISO et al. (1997). 

Segundo ADRIANO et al. (2005), concentrações de glutaraldeido superiores a 5% 

em processos de imobilização que utilizam quitosana como suporte acarretam uma 

significativa perda de atividade como consequência da interação multiponto entre suporte e 

agente reticulante . Essa interação, nessas condições, ameaça a preservação da conformação 

da enzima, além de ser responsável por diminuição do diâmetro dos poros da matriz 

polimérica devido a aproximação das cadeias entre suporte  e agente reticulante. 

GIRIGOWDA e MULIMANI (2006) imobilizaram α-galactosidase de Aspergillus 

oryzae em κ-carragena segundo o método de SATO et al (1979). A enzima imobilizada foi 

capaz de hidrolisar 75% dos oligossacarídeos presentes no leite de soja após duas horas de 

incubação. Quando utilizada em reator de leito fluidizado, a α-galactosidase imobilizada 

reduziu em 92% a quantidade de oligossacarídeos a uma vazão de 25 mL.min-1. 
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4.3 Teste da influência da temperatura, concentração da enzima e pH do meio no 
processo de imobilização  

Os resultados obtidos a partir do planejamento composto central proposto no item 

3.2.6, estão explícitos na Tabela 4.5. Importante enfatizar o fato de que os valores para 

concentração de glutaraldeido e tempo no processo de imobilização foram fixados 

respectivamente em 5% (v/v) e 24 horas de acordo com o item 4.2. 

Tabela 4.5: Matriz Planejamento Composto Central da influência das variáveis temperatura, 
concentração de enzima e pH no processo de imobilização da α-galactosidase. 

Experimentos 

Valor Real (Valor Codificado)  

Temperatura 

(X3 - 
0C) 

Concentração 

de enzima  

(X4 - g/L) 

pH 

(X5) 

Atividade 

      (Ui
*) 

1 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 0,0295 ± 0,0014 

2 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 0,0343 ± 0,0019 

3 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 0,0330 ± 0,0021 

4 35 (0) 10 (0) 10,02 (+α) 0,0032 ± 0,0001 

5 35 (0) 10 (0) 4,98 (-α) 0,0170 ± 0,0004 

6 35 (0) 18,41 (+α) 7,5 (0) 0,0427 ± 0,0026 

7 35 (0) 1,59 (-α) 7,5 (0) 0,0039 ± 0,0003 

8 45 (+1) 5 (-1) 6 (-1) 0,0034 ± 0,0002 

9 45 (+1) 5 (-1) 9 (+1) 0,0025 ± 0,0002 

10 45 (+1) 15 (+1) 6 (-1) 0,0193 ± 0,0008 

11 45 (+1) 15 (+1) 9 (+1) 0,0101 ± 0,0007 

12 25 (-1) 5 (-1) 6 (-1) 0,0111 ± 0,0007 

13 25 (-1) 5 (-1) 9 (+1) 0,0065 ± 0,0001 

14 25 (-1) 15 (+1) 6 (-1) 0,0392 ± 0,0015 

15 25 (-1) 15 (+1) 9 (+1) 0,0231 ± 0,0010 

16 18,2 (-α) 10 (0) 7,5 (0) 0,0360 ± 0,0019 

17 51,8 (+α) 10 (0) 7,5 (0) 0,0035 ± 0,0001 

*Ui:= (gRH.L-1.min-1.gSQ
-1) 

A atividade alcançada durante os experimentos variou entre 0,0025 Ui obtida no 

experimento 9 (valores menos elevados de temperatura e pH e baixo valor de concentração 
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enzimática) até 0,0427 Ui obtida através do experimento 6 (alto valor de concentração 

enzimática e valores intermediários de temperatura e pH). 

Observa-se que houve reprodutividade para os valores obtidos para Ui através dos 

ensaios realizados no ponto médio do PCC (experimentos 1, 2 e 3). 

Com os resultados experimentais de atividade enzimática em função da temperatura, 

concentração enzimática e pH no processo de imobilização, realizou-se uma regressão 

múltipla e analisou os valores de p encontrados pelo teste t- Student, onde X3 representa a 

temperatura de imobilização, X4 a concentração da enzima α-galactosidase no processo de 

imobilização e X5 representa o pH do meio durante o processo de imobilização. Estão 

representados na Tabela 4.6 os parâmetros lineares (L), as interações e os termos quadráticos 

(Q) das três variáveis estudadas. 

Tabela 4.6: Resultados da regressão múltipla aplicada ao PCC. 
Fatores Coeficiente 

de 
regressão 

Erro 
Padrão 

Nível de 
significância 

p-valor 
Média 0,032427 0,002360 0,000003 

X3  -0,007290 0,001109 0,000312 

X3X3  -0,004962 0,001222 0,004802 

X4 0,009778 0,001108 0,000049 

X4X4 -0,003701 0,001219 0,018986 

X5 -0,003949 0,001109 0,009206 

X5X5 -0,008405 0,001222 0,000236 

X3X4 -0,002650 0,001448 0,110014 

X3X5 0,001325 0,001448 0,390727 

X4X5 -0,002473 0,001448 0,131468 

 

Por meio dos resultados obtidos através do programa Statistica 7.0, utilizou-se a 

regressão múltipla, gerando-se a Equação 4.3 completa: 

-2 -3 -3  2 -3 -3  2 -3
i 3 3 4 4 5

-3  2 -3 -3 -3
5 3 4 3 5 4 5

U =3,324.10 -7,290.10 .X -4,962.10 .X +9,778.10 .X -3,701.10 .X -3,949.10 .X -

-8,405.10 .X - 2,650.10 .X X +1,325.10 .X X -2,473.10 .X X
(4.3) 

Os parâmetros avaliados pelo teste de hipótese ao se utilizar o estudo estatístico t de 

Student que apresentaram nível de significância superior a 5% foram negligenciados. Tais 



Capítulo 4 – Resultados e discussões                                                                                                     53 
 

 

 

parâmetros negligenciados foram os termos de interação (X3X4, X3X5, X4X5) sendo que a 

Tabela 4.7 representa apenas as variáveis significativas. 

Tabela 4.7: Resultados da regressão múltipla com variáveis significativas aplicada ao PCC. 
Fatores Coeficiente 

de 
regressão 

Erro 
Padrão 

Nível de 
significância 

p-valor 
Média 0,032427 0,002803 0,000000 

X3  -0,007290 0,001317 0,000249 

X3X3  -0,004962 0,001451 0,006545 

X4 0,009778 0,001316 0,000022 

X4X4 -0,003701 0,001448 0,028582 

X5 -0,003949 0,001317 0,013367 

X5X5 -0,008405 0,001451 0,000175 

 

O modelo com as variáveis significativas está representado na Equação 4.4: 
-2 -3 -3  2 -3 -3  2 -3 -3  2

i 3 3 4 4 5 5U = 3,324.10 - 7,290.10 .X  - 4,962.10 .X  + 9,778.10 .X  - 3,701.10 .X  - 3,949.10 .X  - 8,405.10 .X
  

(4.4) 

Dessa maneira, como exposto acima, somente parâmetros com nível de significância 

inferior à 5% (p<0,05) foram considerados significativos. O coeficiente de correlação (R2) 

indicou que 92,95% da variabilidade dos dados são justificadas pela superfície proposta, o que 

demonstra um excelente ajuste.  

A Figura 4.4 mostra a distribuição dos resíduos em torno do zero e a Figura 4.5 

mostra a representação dos valores preditos pelo modelo ajustado em função dos valores 

observados experimentalmente. 
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Figura 4.4: Distribuição dos resíduos em torno da reta que indica normalidade para a resposta 
de atividade enzimática. 

 

Figura 4.5: Valores preditos pelo modelo versus valores observados 
experimentalmente.  

O modelo foi altamente significativo (R2 equivalente a 0,9295), ou seja, dessa forma 

torna-se possível construir (através do programa Statistica 7.0) uma superfície de resposta 

cujo intuito principal seja o de analisar a região de interesse. As referidas superfícies estão 

representadas pelas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8: 
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Figura 4.6 - Superfície de resposta da influência da concentração de enzima e da temperatura 
de imobilização na atividade de α-galactosidase obtida pelo planejamento composto central. 

 
Figura 4.7 - Superfície de resposta da influência do pH e da temperatura de imobilização na 

atividade de α-galactosidase obtida pelo planejamento composto central. 

 

Figura 4.8 - Superfície de resposta da influência do pH e da concentração de enzima no 
processo de imobilização na atividade de α-galactosidase obtida pelo planejamento composto 

central. 
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Analisando-se cada uma das variáveis isoladamente ao se fixar as outras duas, 

percebe-se que a atividade enzimática apresenta valores mais elevados aproximadamente nas 

seguintes faixas experimentais: temperatura intermediária (entre 190C e 330C), em 

concentrações elevadas da enzima (entre 13 g.L-1 e 19 g.L-1) e faixa intermediária de  pH 

(entre 6,5 e 8). Essas constatações são visualizadas com o auxílio das superfícies 

representadas pelas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8 expostas anteriormente. 

Dessa maneira, com relação aos testes de validação no processo de otimização, 

escolheu-se uma faixa de temperatura, concentração enzimática e pH no processo de 

imobilização (250C, 15 g.L-1 e 7,5 respectivamente) que estivessem dentro da região máxima 

atividade, conforme as Figuras 4.6, 4.7 e 4.8. Os testes foram feitos em triplicata e a média da 

atividade obtida experimentalmente foi de 0,0435 Ui. Esse valor experimental mostrou-se 

satisfatório, haja vista o fato de que a atividade, para essa faixa de temperatura, concentração 

de enzima e pH no processo de imobilização, encontrada utilizando-se a Equação 4.4 

apresentou um desvio, com relação ao resultado experimental, de apenas 6,21%.  

OKUTUKU et al (2010) extraíram α-galactosidase de tomates e imobilizaram em 

resina polimérica contendo galactose. A imobilização ocorreu em tampão citrato pH 6,0 com 

solução de enzima contendo atividade de 0,672U/mL durante 2 horas sob agitação. Neste 

estudo a atividade residual da α-galactosidase imobilizada foi 46%. As condições ótimas de 

atividade foram pH 4,0 e 370C tanto para a forma solúvel quanto imobilizada. 

FIALHO et al (2008) imobilizaram a α-galactosidase em ágar posteriormente tratado 

com glutaraldeido e obtiveram temperatura ótima a 700C, a qual foi 50C acima da temperatura 

ótima da enzima livre. A 800C a atividade residual da α-galactosidase imobilizada foi quase o 

dobro da livre (72% e 40%, respectivamente). Neste estudo, a imobilização não alterou a faixa 

de pH ótimo da enzima, que esteve compreendido entre 4 e 5. 

4.4 Teste de estabilidade em relação ao pH da enzima imobilizada 

Conforme descrito através do itens 3.2.7, desenvolveu-se o teste correspondente à 

estabilidade em relação ao pH da enzima imobilizada bem como o teor de proteína retido pelo 

suporte durante o processo de imobilização com glutaraldeido (5%) e sem glutaraldeido (0%). 

Com relação à retenção de proteína pelo suporte para o processo de imobilização sem 

glutaraldeido (0%), ocorreu uma eficiência de 11,28%. Já para o processo de imobilização 

com glutaraldeido (5%), a retenção do suporte alcançou 12,28% de eficiência. 
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O pH do meio reacional exerce grande influência na estabilidade catalítica da 

maioria das enzimas. A influência do pH na estabilidade da α-galactosidase está representada 

conforme demonstra a Figura 4.9, em que, tanto no processo de imobilização com 5% quanto 

no processo de imobilização a 0% de enzima, são explicitados os valores absolutos da 

atividade residual obtida experimentalmente. 

Percebe-se claramente, através da Figura 4.9, o elevado valor de atividade que se 

perde ao se comparar os processos de imobilização com glutaraldeido (5%) e sem 

glutaraldeido (0%). 

2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

A
tiv

id
ad

e 
(U

i)

pH

 
.Figura 4.9: Valores absolutos para as atividades residuais obtidas experimentalmente para α-

galactosidase imobilizada com glutaraldeido (●) e sem glutaraldeido (■).  

Interessante citar que, conforme observado pela Figura 4.9, após o período de 

incubação descrito pelo item 2.7 para o pH equivalente a 6 (faixa que proporciona a maior 

atividade após o referido período de incubação), ocorre um incremento na atividade, isto é, 

conforme indicado pelos resultados experimentais expostos no item 4.4, observou-se que a 

atividade após o processo de imobilização para as faixas adotadas dentro das regiões de 

máxima atividade fixadas de acordo com as Figuras 4.6, 4.7 e 4.8 foi de 0,0435 Ui, entretanto, 

percebeu-se que ao se  incubar as partículas previamente imobilizadas (nas condições 

otimizadas) durante o período de 24 horas em pH equivalente a 6 e posteriormente a 

incubação foi desenvolvido o processo de hidrólise da rafinose, observando-se uma elevação 

da atividade enzimática para o valor de 0,0531 Ui. 
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Figura 4.10: Atividade relativa da enzima imobilizada com glutaraldeido (5%). 

Observa-se que a enzima imobilizada com 5% de glutaraldeido apresenta-se estável 

dentro de toda a faixa de pH estudada (entre 3 e 9) como visualizado através da Figura 4.10. 

A atividade máxima encontrou-se ao incubar a enzima previamente imobilizado em tampão 

de pH equivalente a 6. Através do ajuste polinomial obtido por meio do software Origin 8, a 

atividade máxima ocorre no pH equivalente a 6,4. A maior perda percentual, quando 

comparada á atividade máxima obtida para a incubação em pH equivalente a 6, ocorreu para o 

valor de incubação no pH equivalente a 3 cuja perda percentual ocorreu em 16,22%. 
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Figura 4.11: Atividade relativa da enzima imobilizada sem glutaraldeido (0%). 
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Já com relação à enzima imobilizada sem glutaraldeido (0%), o processo foi estável 

na faixa entre 4 e 6, apresentando um decréscimo máximo na atividade no valor de 57,14%  

para a faixa de pH equivalente à 9, como explicitado através da Figura 4.11. A atividade 

máxima foi obtida, assim como no processo feito com ligação cruzada, para o pH equivalente 

à 6. Através do ajuste polinomial obtido por meio do software Origin 8, a atividade máxima 

ocorre no pH equivalente a 6,09. 

Outro detalhe importante nesses experimentos em que não foi utilizado o processo de 

ligação cruzada com glutaraldeido relaciona-se à completa dissolução das partículas de 

quitosana imobilizadas quando incubadas em pH equivalente à 3. 

Esses resultados de atividade máxima quando incubada em pH equivalente a 6, em 

ambos os casos (com ligação cruzada e sem ligação cruzada), são próximo aos determinados 

segundo SHANKAR et al. (2011) em que a atividade máxima ocorreu em pH equivalente a 5 

sendo a enzima α-galactosidase imobilizada em três processos distintos: enzima solúvel em 

alginato de cálcio; enzima complexada em alginato de cálcio e enzima complexada em 

alginato de cálcio com ligações cruzadas de glutaraldeido. Além disso, as três maneiras de se 

imobilizar a enzima apresentaram estabilidade (atividade residual acima de 85%) para a faixa 

de pH entre 4 e 6. 

Nos estudos desenvolvidos por COSTA (2012), verificou-se que as atividade 

relativas tanto da enzima livre quanto imobilizada em resina de troca iônica Duolite A-568 

são próximas para o intervalo de pH de 4,0 a 6,0. Em solução, a atividade relativa da enzima 

esteve acima de 91% para esta faixa enquanto que quando retida no suporte esta percentagem 

foi de 89%. Em pH 3,5 o biocatalisador livre perdeu 63% da atividade máxima observada, 

enquanto que para um pH ainda mais ácido (pH 3,0) a enzima imobilizada perdeu apenas 

13%. Para pHs mais alcalinos a α-galactosidase imobilizada também apresentou atividades 

relativas melhores do que a quando em sua forma livre. Em pH 7,0 as atividades relativas 

foram 54% e 17% para as formas imobilizada e livre, respectivamente. Em pH 7,5 já não foi 

observada nenhuma atividade de α-galactosidase livre, enquanto que a imobilizada ainda 

apresentou atividade relativa de 16% para pH 8,0. Os resultados indicam que a imobilização 

da enzima melhorou a sua atividade para pHs mais alcalinos (acima de 6,0).  
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Os experimentos realizados por NAGANAGOUDA et al. (2007) apresentaram 

elevada estabilidade para α-galactosidase proveniente do fungo Aspergillus orryzae 

imobilizada em gelatina para uma faixa de pH entre 4,4 e 6 com atividade máxima em pH 

equivalente a 5,4. Já com relação à enzima livre, a estabilidade ocorreu para uma faixa de pH 

entre 4 e 5,6, sendo que a atividade máxima foi encontrada para o pH equivalente à 4,8. 

FERREIRA (2007) purificou e caracterizou α-galactosidase extraída do fungo 

Aspergillus terreus. Em seu estudo do efeito do pH na atividade enzimática, foi utilizado o 

substrato p-NPG e hidrólises foram feitas a 40°C para faixa de pH entre 3,0 e 7,6. A atividade 

relativa foi superior a 75% para o intervalo de pH entre 3,6 a 5,6 e a maior atividade foi 

encontrada em pH 5,0. Acima de pH 6,6 a atividade reduziu muito, sendo observados valores 

de atividade relativa inferiores a 22%. 

REZESSY-SZABÓ et al. (2007) obtiveram atividade máxima em pH iqual à 5 e 

elevada estabilidade para valores de pH entre 4 e 6,5 em seus estudos realizados sobre 

purificação e caracterização de α-galactosidase proveniente do fungo Thermomyces 

lanuginosus. 

THIPPESWAMY e MULIMANI (2002) obtiveram ampla estabilidade para             

α-galactosidase de Gibberella fujikuroi imobilizada para a faixa de pH entre 3,75 e 6,5 com 

atividade máxima na faixa de pH entre 5 e 5,5. Já com relação aos estudos desenvolvidos para 

a enzima livre, ocorreu estabilidade para a faixa de pH entre 3,5 e 6,5; com atividade máxima 

para o pH equivalente à 5,75. 

SOMIARI e BALOGH (1995) observaram máxima atividade de α-galactosidase 

impura e purificada de Aspergillus niger em pH 5,0 utilizando farelo de trigo e arroz como 

substratos. 

A α-galactosidase proveniente de Cassia sericea, Humicola sp. e Cyamopsis 

tetragonalobus apresentaram ótima atividade em pH 5,0 (SHIVANNA e RAMAKRISHNA, 

1985; ALANI et al., 1989). 
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4.5 Teste de estabilidade em relação à temperatura 

A influência da temperatura na estabilidade da enzima α-galactosidase foi estudada 

conforme item 3.2.8. As atividades relativas para enzima imobilizada nas faixas de condições 

ótimas (conforme estabelecido pelos itens 4.2 e 4.3) em função do tempo de incubação, a 

várias temperaturas, estão apresentadas a Figura 4.12. 
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Figura 4.12: Atividade residual (U/U0) de α-galacotosidase imobilizada em partículas de 
quitosana com glutaraldeido (5%) após diferentes tempos de incubação a 600C (♦), 580C (●), 
550C (■) e 500C (▲). 

Uma análise da Figura 4.12 evidencia a forte dependência da estabilidade térmica da 

enzima imobilizada (com glutaraldeido a 5%) com a temperatura. A atividade relativa decai 

mais intensamente com o passar do tempo quando a enzima imobilizada está sob influência de 

temperaturas mais elevadas. 

Observa-se que para a temperatura de 600C ocorreu rápida desnaturação da enzima 

imobilizada, sendo que em apenas 10 minutos houve perda de aproximadamente 70% de 

atividade. Já para a temperatura de 500C, percebe-se a maior resistência da enzima 

imobilizada, haja vista o fato de que mesmo após 100 minutos ocorreu a perda de apenas 20% 

da atividade. 
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Os resultados de atividade relativa em função do tempo de incubação a várias 

temperaturas estudadas foram analisados segundo um modelo de desativação em série com 

dois estágios (HENLEY e SADANA, 1985), conforme modelo apresentado a seguir: 

1 21 2
1 2

k kE E Eα α→ →  

As Equações 3.12, 3.13 e 3.14 são representativas do mecanismo de desativação 

dado pelo modelo acima e os seus parâmetros cinéticos foram ajustados por regressão não 

linear por meio do método Levenberg-Marquardt (MORÉ, 1977) e pelo método Quase-

Newton (BISHOP, 1975) utilizando o software Statistica 7.0.  

Uma vez que a atividade relativa diminui com o tempo de incubação térmica, é 

necessário que o valor dos parâmetros k1 e k2 presentes nos termos exponenciais das 

Equações 3.12, 3.13 e 3.14 sejam positivos. Além disto, os valores de α1 e α2, que 

representam a razão entre a atividade específica do estado final da enzima e a atividade do 

estado inicial (Equações 3.13 e 3.14), também devem obrigatoriamente serem números 

positivos. Portanto, para que os valores dos parâmetros k1, k2, α1 e α2 apresentem significado 

físico é necessário que todos estes sejam números positivos. 

Para a escolha do melhor ajuste, os critérios de maior coeficiente de determinação, 

menor soma dos quadrados dos desvios e parâmetros estatisticamente (p<0,05) e fisicamente 

(valores positivos) significativos foram levados em consideração. 

Conforme visualizado na Tabela 4.8, o parâmetro α2 da Equação 3.14 não apresentou 

significado físico. Todos os parâmetros das Equações 3.12 e 3.13 apresentaram valores 

significativos, além disso, a soma dos quadrados dos desvios foi satisfatória.  

Tabela 4.8 – Ajustes dos parâmetros na desativação térmica para temperatura de 60°C 
 

Método 
k1 

valor- p 
k2 

valor- p 
αααα1 

valor- p 
αααα2 

valor- p 
R2 ∑∑∑∑(V-VModelo)2 

Eq3.12 
Levemberg-
Marquardt 

0,0876 
 0,0001 

----- ---- ----- 88,76% 1,405.10-1 

Eq3.13 
Levemberg-
Marquardt 

0,2538 
 1,5.10-4 

------ 0,2351 
3.10-6 

----- 98,62% 1,738.10-2 

Eq3.14 
Quasi-
Newton 

0,5767 
----- 

0,0278 
---- 

0,4377 
----- 

-0,0048 
----- 

99,44% 3,125.10-3 
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Dessa maneira, optou-se pela Equação 3.13 para representar o modelo de desativação 

a 600C devido ao seu maior coeficiente de correlação (0,9944) quando comparado ao 

coeficiente de correlação da Equação 3.12 (0,8876). 

Portanto, a equação que representa o modelo de desativação térmica a 600C para a 

enzima α-galactosidase imobilizada em partículas de quitosana com glutaraldeido (5%) é 

representada pela Equação 4.5. 

( )-0,2538.U
 = 0,7649.e +0,2351

Uo
t                                                                                          (4.5) 

Percebe-se através da Equação 4.5 que o valor para a constante k equivale a 0,2538. 

Por meio da Figura 4.13 torna-se possível visualizar os pontos experimentais para o 

processo de desativação térmica a 600C bem como as curvas geradas pelas Equações 3.12, 

3.13 e 3.14 com seus respectivos parâmetros obtidos conforme demonstra a Tabela 4.8. 
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Figura 4.13: Perfil da desativação térmica para a temperatura de 600C. 
Pontos experimentais (♦), Eq. 3.12 (▬), Eq. 3.13 (▬), Eq. 3.14 (▬). 
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Nota-se, pela Figura 4.13, que a curva representada pela Equação 3.13 realmente se 

ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente. 

Conforme visualizado na Tabela 4.9, os parâmetros α1 e α2 da Equação 3.14 não 

apresentaram significados físicos (valores inferiores a zero). Entretanto, todos os parâmetros 

das Equações 3.12 e 3.13 apresentaram valores significativos, além disso, a soma dos 

quadrados dos desvios foi satisfatória.  

Tabela 4.9 – Ajustes dos parâmetros na desativação térmica para temperatura de 58°C 
 

Método 
k1 

valor- p 
k2 

valor- p 
αααα1 

valor- p 
αααα2 

valor- p 
R2 ∑∑∑∑(V-VModelo)2 

Eq3.12 
Levemberg-
Marquardt 

0,0325 
 

0,00023 

----- ---- ----- 85,30% 2,903.10-1 

Eq3.13 
Levemberg-
Marquardt 

0,1256 
0,00080 

------ 0,3675 
1.10-6 

----- 97,54% 1,986.10-2 

Eq3.14 
Quasi-
Newton 

0,0128 
----- 

0,2574 
---- 

-7,5112 
----- 

-0,0406 
----- 

98,97% 1,509.10-2 

Dessa maneira, optou-se pela Equação 3.13 para representar o modelo de desativação 

a 580C devido ao seu maior coeficiente de correlação (0,9754) quando comparado ao 

coeficiente de correlação da Equação 3.12 (0,8530). 

Portanto, a equação que representa o modelo de desativação térmica a 580C para a 

enzima α-galactosidase imobilizada em partículas de quitosana com glutaraldeido (5%) é 

representada pela Equação 4.6. 

( )-0,1256.U
 = 0,6325.e +0,3675

Uo
t                                                                                          (4.6) 

Percebe-se através da Equação 4.6 que o valor para a constante k equivale a 0,1256. 

Por meio da Figura 4.14 torna-se possível visualizar os pontos experimentais para o 

processo de desativação térmica a 580C bem como as curvas geradas pelas Equações 3.12, 

3.13 e 3.14 com seus respectivos parâmetros obtidos conforme demonstra a Tabela 4.9. 
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Figura 4.14: Perfil da desativação térmica para a temperatura de 580C. 
Pontos experimentais (●), Eq. 3.12 (▬), Eq. 3.13 (▬), Eq. 3.14 (▬). 

Nota-se, pela Figura 4.14, que a curva representada pela Equação 3.13 realmente se 

ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente. 

Conforme visualizado na Tabela 4.10, os parâmetros α1 e α2 da Equação 3.14 não 

apresentaram significados físicos (valores inferiores a zero). Entretanto, todos os parâmetros 

das Equações 3.12 e 3.13 apresentaram valores significativos, além disso, a soma dos 

quadrados dos desvios foi satisfatória.  

Tabela 4.10 – Ajustes dos parâmetros na desativação térmica para temperatura de 55°C 
 

Método 
k1 

valor- 
p 

k2 
valor- 

p 

αααα1 
valor- p 

αααα2 
valor- p R2 

∑∑∑∑(V-VModelo)2 

Eq3.12 
Levemberg-
Marquardt 

0,0103 

 0,0000 
----- ---- ----- 93,43% 8,709.10-2 

Eq3.13 
Levemberg-
Marquardt 

0,0440 
 5.10-5 

------ 0,5624 
0,0000 

----- 99,26% 3,677.10-3 

Eq3.14 
Quasi-
Newton 

0,0009 
----- 

0,0445 
---- 

-18,8861 
----- 

-0,0163 
----- 

99,75% 2,437.10-3 



Capítulo 4 – Resultados e discussões                                                                                                     66 
 

 

 

Dessa maneira, optou-se pela Equação 3.13 para representar o modelo de desativação 

a 550C devido ao seu maior coeficiente de correlação (0,9926) quando comparado ao 

coeficiente de correlação da Equação 3.12 (0,9343). 

Portanto, a equação que representa o modelo de desativação térmica a 550C para a 

enzima α-galactosidase imobilizada em partículas de quitosana com glutaraldeido (5%) é 

representada pela Equação 4.7. 

( )-0,0440.U
 = 0,4376.e +0,5624

Uo
t                                                                                          (4.7) 

Percebe-se através da Equação 4.7 que o valor para a constante k equivale a 0,0440. 

Por meio da Figura 4.15 torna-se possível visualizar os pontos experimentais para o 

processo de desativação térmica a 550C bem como as curvas geradas pelas Equações 3.12, 

3.13 e 3.14 com seus respectivos parâmetros obtidos conforme demonstra a Tabela 4.10. 
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Figura 4.15: Perfil de desativação térmica para a temperatura de 550C. 
Pontos experimentais (■), Eq. 3.12 (▬), Eq. 3.13 (▬), Eq. 3.14 (▬). 
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Nota-se, pela Figura 4.15, que a curva representada pela Equação 3.13 realmente se 

ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente. 

Conforme visualizado na Tabela 4.11, o parâmetro α1 da Equação 3.14 não 

apresentou significado físico (valores inferiores a zero). Entretanto, todos os parâmetros das 

Equações 3.12 e 3.13 apresentaram valores significativos, além disso, a soma dos quadrados 

dos desvios foi satisfatória.  

Tabela 4.11 – Ajustes dos parâmetros na desativação térmica para temperatura de 50°C. 
 

Método 
k1 

valor- p 
k2 

valor- 
p 

αααα1 
valor- p 

αααα2 
valor- p R2 

∑∑∑∑(V-VModelo)2 

Eq3.12 
Levemberg-
Marquardt 

0,0038 
 0,0000 

----- ---- ----- 89,35% 1,389.10-1 

Eq3.13 
Levemberg-
Marquardt 

0,0348 
 3.10-5 

------ 0,7434 
0,0000 

----- 99,36% 3,289.10-3 

Eq3.14 
Quasi-
Newton 

0,0023 
----- 

0,4151 
---- 

-16,7355 
----- 

0,0079 
----- 

93,67% 8,233.10-2 

Dessa maneira, optou-se pela Equação 3.13 para representar o modelo de desativação 

a 500C devido ao seu maior coeficiente de correlação (0,9936) quando comparado ao 

coeficiente de correlação da Equação 3.12 (0,8935). 

Portanto, a equação que representa o modelo de desativação térmica a 500C para a 

enzima α-galactosidase imobilizada em partículas de quitosana com glutaraldeido (5%) é 

representada pela Equação 4.8. 

( )-0,0348.U
 = 0,2566.e +0,7434

Uo
t                                                                                          (4.8) 

Percebe-se através da Equação 4.8 que o valor para a constante k equivale a 0,0348. 

Por meio da Figura 4.16 torna-se possível visualizar os pontos experimentais para o 

processo de desativação térmica a 500C bem como as curvas geradas pelas Equações 3.12, 

3.13 e 3.14 com seus respectivos parâmetros obtidos conforme demonstra a Tabela 4.11. 
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Figura 4.16: Perfil de desativação térmica para a temperatura de 500C. 
Pontos experimentais (▲), Eq. 3.12 (▬), Eq. 3.13 (▬), Eq. 3.14 (▬). 

Nota-se, pela Figura 4.16, que a curva representada pela Equação 3.13 realmente se 

ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente. 

Com relação aos estudos desenvolvidos por COSTA (2012), a enzima                      

α-galactosidase de Aspergillus niger  imobilizada em resina de troca iônica Duolite a-568, 

observou-se uma elevada diminuição da atividade relativa para a faixa de temperatura 

compreendida entre 60°C e 70°C. Após 120 minutos de incubação a 60°C foi observada uma 

diminuição de mais da metade da atividade inicial e após 180 minutos, a atividade relativa 

obtida foi 28,6%. Quando exposta a temperatura de 65°C por 30 minutos, houve perda de 

76,2% da atividade inicial. Para 70°C a atividade relativa foi de apenas 6,3% após 20 minutos 

de incubação. 

No trabalho desenvolvido por Ademark et al. (2001), os quatro tipos de α-

galactosidase de Aspergillus niger ATCC 46890 apresentaram cerca de 95% da atividade 

inicial quando incubadas por 21 horas a 40°C e pelo menos 80% para o mesmo tempo a 50°C. 

A enzima foi completamente desnaturada a 60°C também após 21 horas de incubação. Para a 
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enzima proveniente do mesmo fungo, Scigelova e Crout (2000) observaram que a atividade 

relativa se manteve acima de 80% após 300 minutos a 50°C. Aumentando 10°C, a atividade 

relativa foi de cerca de 25% após 165 minutos de incubação. Após 60 minutos a 65°C, a α-

galactosidase perdeu completamente sua atividade.  

A α-galactosidase de A. terreus, manteve 92% da atividade inicial quando incubada a 

60°C por 30 minutos. Após 270 minutos nesta temperatura, a enzima perdeu 69% da atividade 

(FERREIRA, 2007). Utilizando α-galactosidase de A. fumigatus, Rezende et al. (2005) 

diminuíram 20% da atividade após tratamento térmico a 50°C por 90 minutos. A menor 

estabilidade térmica encontrada na literatura para fungos do gênero Aspergillus foi para a 

espécie A. nidulans, cuja α-galactosidase foi instável para temperaturas acima de 30°C (RÍOS 

et al., 1993).  

Utilizando sementes germinadas de soja, VIANA et al. (2005) purificaram α-

galactosidase e observaram que houve redução de mais de 80% de atividade a 45°C por 30 

minutos.  

A α-galactosidase de Monascus pilosus manteve atividade quando incubada por 20 

minutos a 50°C e 55°C, porém a atividade diminuiu para 30% da atividade inicial após este 

mesmo tempo a 60°C (WONG et al., 1986). 

Observa-se nas Tabelas 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11 que, embora os altos valores para os 

coeficientes de correlação obtidos (R2), em nenhuma das temperaturas estudas foi possível 

ajustar a cinética de desativação segundo a Equação 3,9 devido a incoerências físicas dos 

valores encontrados para as variáveis estudadas, isto é, valores inferiores à zero. Os 

parâmetros α1 e α2 são as razões específicas de atividade 1E

E
e 2E

E
, respectivamente, não 

sendo possível admitir valor negativo. 

Quanto maior a temperatura maior o parâmetro da constante da taxa de desativação 

térmica (kd), o que realmente deveria acontecer, pois de acordo com Arrhenius kd é 

diretamente proporcional à temperatura. 

Com as constantes de ativação do processo de desativação térmica dos modelos que 

apresentaram melhor ajuste para cada temperatura foram calculados os tempos de meia-vida, 

citados na Tabela 4.12, conforme as Equações 3.15 e 3.16. 
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Tabela 4.12: Tempos de meia vida e constantes de desativação térmica a diferentes 
temperaturas. 

Temperatura 
(ºC) 

K d 
(Eq. 3.12) 

t1/2 (min) 
(Eq. 3.15) 

K d 
(Eq. 3.13) 

t1/2 (min) 
(Eq. 3.16) 

t1/2 

Experimental 
(min) 

60 0,0876 7,913 0,2538 3,454 4,077 

58 0,0325 21,328 0,1256 12,445 12,842 

55 0,0103 67,296 0,0440 * ** 

50 0,0038 182,407 0,0348 * ** 

* Não foi possível ajustar o tempo de meia vida pela Equação 3.16 para as temperaturas de 55 
e 50ºC. 
** Não foram encontrados os valores experimentais para os tempo de meia vida referentes às 
temperaturas de 55 e 60ºC. 

Analisando-se a Tabela 4.12, percebe-se que os resultados para os tempos de meia 

vida provenientes da Equação 3.13 estão mais próximos dos resultados experimentais quando 

comparados com os resultados de tempo de meia vida obtidos através da Equação 3.12. Essa 

similaridade ocorre até nos experimentos cujas temperaturas são inferiores (500C e 550C) e, 

por isso, os tempos de meia vida experimentais não foram obtidos. 

Para encontrar a energia de ativação do processo de ativação térmica realizou-se uma 

regressão linear na equação de Arrhenius (Equação 3.17), utilizando-se as constantes de 

desativação térmica (Kd) oriunda dos melhores ajustes (Equação 3.16) citados na Tabela 4.12. 

A Figura 4.17 representa o ajuste linear e foi originada utilizando-se o software 

Statistica 7.0. 
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Figura 4.17: Regressão linear da equação de Arrhenius. 

O ajuste linear obtido está representado pela Equação 4.9, atingindo um coeficiente 

determinação linear (R2) da ordem de 0,92. 

ln( ) 21070.(1/ ) 61,6dk T= − +                                                                                          (4.9) 

O valor da energia de ativação encontrada foi da ordem de 175,2 kJ.mol-1 ou 41,85 

kcal.mol-1. Esse valor é relativamente elevado sendo que tal fato implica maior sensibilidade 

da atividade residual da enzima imobilizada nas partículas de quitosana em função da 

temperatura, ou seja, a elevação da temperatura diminui a estabilidade térmica da enzima 

imobilizada acarretando maior degradação da atividade residual (U/U0) da mesma. Isso ficou 

evidenciado nesses estudos como visualizado na Figura 4.12 em que ao aumentar a 

temperatura em 100 C (elevando de 500C para 600 C) percebeu-se uma queda da atividade, 

com relação à atividade inicial, na ordem de 50%, isto é, enquanto para a temperatura inferior 

após 100 minutos ocorreu queda de aproximadamente apenas 20% da atividade inicial, para a 

temperatura de 600 C a queda de atividade foi de aproximadamente 70% decorridos apenas 10 

minutos. 
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4.6 Teste de resistência ao armazenamento 

As enzimas α-galactosidase, imobilizadas com 0% e 5% de glutaraldeido conforme 

item 3.2.11, foram analisadas quanto à estabilidade em relação ao armazenamento e os 

resultados de atividade enzimática residual, determinados de acordo com o item 3.2.3, estão 

representados nas Figuras 4.13 e 4.14. 
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Figura 4.18: Atividade relativa (U/U0) para enzima α-galactosidase imobilizada em suporte de 
quitosana com 5% de glutaraldeido como ligação cruzada em função do tempo de 
armazenamento. 

Observa-se, através da Figura 4.18, que para o processo de imobilização em suporte 

de quitosana que utiliza glutaraldeido a retenção de atividade após 50 dias de armazenamento 

foi de 76,73% relacionada à atividade inicial. 

Os resultados obtidos mostraram que a enzima α-galactosidase de Aspergillus niger 

imobilizada em partículas de quitosana com glutaraldeido como agente reticulante apresentou 

maior estabilidade de estocagem do que os resultados obtidos por NAGANAGOUDA e 

MULIMANI (2006) para α-galactosidase de A. oryzae imobilizada em alginato de cálcio e 

gelatina. Esses autores verificaram perda de pelo menos 50% da atividade inicial após 40 dias 

de estocagem. 
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Figura 4.19: Atividade relativa (U/U0) para enzima α-galactosidase imobilizada em suporte de 
quitosana com 0% de glutaraldeido como ligação cruzada em função do tempo de 
armazenamento. 

Já para o processo de imobilização sem glutaraldeido como ligação cruzada, 

conforme visualizado através da Figura 4.19, a retenção de atividade após 50 dias de 

armazenamento foi de 14,38% relacionado ao valor de atividade inicial. Interessante citar o 

patamar de relativa estabilidade na utilização da enzima imobilizada até aproximadamente o 

décimo primeiro dia de armazenamento. 

Dessa maneira, percebe-se que, para o processo de imobilização de α-galactosidase 

em suporte de quitosana o procedimento envolvendo a ligação cruzada cujo agente reticulante 

seja o glutaraldeido demonstra-se capaz de manter a atividade residual em condições mais 

elevadas quando comparadas aos valores obtidos no mesmo período no processo de 

imobilização sem as ligações cruzadas de glutaraldeido. 

4.7 Teste de resistência ao número de usos 

As enzimas α-galactosidase, imobilizadas conforme item 3.2.12, foram analisadas 

quanto à estabilidade em relação ao número de usos e os resultados de atividade enzimática 

residual, determinados de acordo com o item 3.2.3, está representado na Figura 4.20. 
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Figura 4.20: Atividade relativa (U/U0) para enzima α-galactosidase imobilizada em suporte de 
quitosana com 5% de glutaraldeido como ligação cruzada em função do número de 
repetições. 

A atividade da enzima imobilizada com o tratamento de glutaraldeido após 20 usos 

foi de 82,65% em relação à inicial como pode ser observado através da Figura 4.20. 

COSTA (2012) realizou experimentos cujo intuito foi estudar o efeito de 

glutaraldeido na estabilidade operacional da enzima α-galactosidase proveniente de 

Aspergilus niger imobilizada em resina de troca iônica Duolite A-568. Após 28 horas no 

reator sob agitação, observou-se uma estabilização da atividade relativa para ambos os 

tratamentos, sendo observados valores de atividades residuais entre 82 e 86% para o suporte 

ativado com glutaraldeido (1% v/v) e 70 e 74% para o suporte sem tratamento de reticulação 

(0% de glutaraldeido). O autor concluiu que o processo de reticulação anterior à imobilização 

da enzima ao suporte aumentou em cerca de 12% a atividade relativa da α-galactosidase após 

vários ciclos de reação o que torna o glutaraldeido útil na imobilização da α-galactosidase em 

Duolite A-568. 

GUIDINI (2009) estudou o processo de ligação cruzada com glutaraldeido utilizando 

Duolite A-568 como suporte para imobilização de β-galactosidase e obteve uma retenção de 

90% da atividade inicial após 30 reutilizações quando o processo de ligação cruzada foi 

estabelecido. Para o tratamento sem o uso do agente reticulante a atividade residual da enzima 

imobilizada foi de 51% para o mesmo número de reutilizações. O autor ainda concluiu que o 

uso de glutaraldeido não diminuiu a atividade inicial da enzima imobilizada.
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5 Conclusões e sugestões 

5.1 Conclusões 

Pelos resultados obtidos é possível concluir que: 

- Ao estudar o processo de ligação cruzada, observou-se que o tempo e a 

concentração de glutaraldeido, para o processo de imobilização, que maximizaram a atividade 

foram, respectivamente, 24 horas e 5% (v/v). Posteriormente, quando estudou-se a influência 

conjunta de temperatura, concentração da enzima α-galactosidase e pH, no processo de 

imobilização, observou-se que os valores responsáveis por maximizar  a atividade foram, 

respectivamente, 25°C; 15 g/L e 7,5.  Dessa maneira, percebe-se que a combinação do 

processo de imobilização em suporte de quitosana com o processo de ligação cruzada 

empregando o agente glutaraldeido levou ao aumento da atividade e estabilidade da enzima α-

galactosidase. Os erros relacionados às validações dos pontos ótimos para o PFC e PCC 

foram satisfatórios (0,37% e 6,21% respectivamente); 

- O intervalo de estabilidade da α-galactosidase imobilizada em quitosana em relação 

ao pH ocorreu para toda faixa estudada entre 3 e 9 (em tampão citrato e fostato 10-1M) para a 

enzima imobilizada com o processo de ligação cruzada com glutaraldeido sendo o pH de 

incubação equivalente a 6 responsável por um ganho de 22,53% de atividade. Para o processo 

sem glutaraldeido, a faixa de estabilidade ocorreu apenas para os valores de pH entre 4 e 6 

ocorrendo total dissolução das partículas em pH equivalente a 3. Em ambos os casos, o pH de 

incubação que apresentou melhores resultados para atividades foi o tampão fosfato 6; 
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- O modelo de desativação térmica em série em uma única etapa descreveu de forma 

significativa a cinética de desativação térmica da enzima imobilizada em todas as 

temperaturas estudadas. Para a enzima imobilizada em quitosana com glutaraldeido, 

observou-se a dependência da estabilidade do biocatalisador imobilizado em relação à 

temperatura. A 60°C, em 10 minutos houve uma queda de 70% da atividade em relação à 

inicial. Para temperatura de 50°C, após 100 minutos, ocorreu queda de apenas 20% na 

atividade. Já para a enzima imobilizado em quitosana sem glutaraldeido, observou-se a 

degradação das partículas já para a temperatura de 50°C; 

- Ao estudar a estabilidade com relação ao armazenamento, observou-se que para o 

processo de imobilização com glutaraldeido, após 50 dias, a retenção de atividade foi de 

76,73% relacionada à inicial. Com relação ao processo sem glutaraldeido, após 50 dias, a 

retenção de atividade atingiu o valor de 14,38% do valor inicial; 

- Analisou-se a estabilidade com relação ao número de usos e observou-se que para o 

processo de imobilização com glutaraldeido, após 20 repetições, a retenção de atividade 

ezimática foi de 82,65% relacionada ao valor inicial. 

5.2 Sugestões para trabalhos futuros 

- Testar suportes diferentes para imobilizar a enzima α-galactosidase; 

- Avaliar a estabilidade operacional da enzima α-galactosidase imobilizada em 

quitosana utilizando reatores distintos do batelada. 



 

 

 

APÊNDICE A 

 

Curva de calibração do DNS. 

[Galactose] 

(g.L-1) 
ABS 1 ABS 2 Média 

0,1 0,0249 0,0231 0,0240 
0,3 0,0752 0,0780 0,0766 
0,5 0,1295 0,1269 0,1282 
0,8 0,2100 0,2064 0,2082 
1 0,2629 0,2587 0,2608 
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APÊNDICE B 

 

Curva de calibração para análise de proteína pelo método de LOWRY et al. (1951). 

[BSA] 

(g.L-1) 
ABS 1 ABS 2 Média 

0,01 0,0411 0,0431 0,0421 
0,02 0,0671 0,0643 0,0657 
0,03 0,1049 0,1063 0,1056 
0,04 0,1399 0,1425 0,1412 
0,06 0,2792 0,2350 0,2371 
0,07 0,2795 0,2825 0,2810 
0,09 0,3507 0,3477 0,3492 
0,1 0,4144 0,4101 0,4123 

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
0,00
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