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RESUMO 

A β-galactosidase é uma enzima de grande importância comercial que tem sido utilizada 

na indústria, devido sua grande aplicabilidade. Pesquisadores buscam uma forma adequada para 

seu uso industrial, deste modo, realiza-se a imobilização da β-galactosidase que favorece o 

manuseio e utilização, bem como seu reaproveitamento. Existem diferentes métodos para 

realizar a imobilização e os mais usados são adsorção, encapsulamento e reticulação. A 

microencapsulação é um método de encapsulamento que consiste na formação de uma 

microcápsula protegendo o agente de interesse. Esse método pode contribuir para aumentar a 

estabilidade morfológica, reduzir a desnaturação enzimática, melhorar a permeabilidade físico-

química e a biocompatibilidade enzimática. Considerando o exposto, o objetivo desse estudo 

foi imobilizar por microencapsulação as células de K. marxianus que expressam atividade 

enzimática da β-galactosidase, utilizando como materiais de parede para a formação da 

micropartícula alginato de sódio, maltodextrina DE10, goma arábica e proteína isolada de soja 

com concentração de 2%. A microencapsulação aconteceu por meio de secagem em spray 

dryer. Os parâmetros de secagem utilizados foram: temperatura de ar de secagem 90 °C; vazão 

do ar de atomização 40 L/min; fluxo de entrada de ar de secagem 1,65 m³/min; fluxo da solução 

de alimentação igual a 0,600 L/h. Dentre os materiais de parede utilizados, a maltodextrina 

DE10 e a proteína isolada de soja (PIS) apresentaram-se como os melhores para as 

micropartículas formadas, pois preservaram a atividade catalítica durante a estocagem sob 

refrigeração em 87,5% e 91,9% e a temperatura ambiente em 83,0% e 75,0% respectivamente, 

ambos apresentaram baixa umidade (4,38% e 3,49%) e atividade de água (0,40 e 0,37), além 

da conservação da atividade enzimática (20% e 25%) após o processo de imobilização. A célula 

sem revestimento apresentou bons resultados, sendo capaz de manter 20% da sua atividade após 

a secagem em spray dryer, além disso apresentou o maior rendimento de secagem (60,5%). O 

resultado deste estudo mostrou que o processo de microencapsulação pode ser considerado uma 

alternativa viável ao uso da enzima β-galactosidase em sua forma extracelular líquida pois a 

imobilização da célula de K. marxianus foi capaz de manter a atividade da enzima. Além disso, 

verificou-se a possibilidade de utilizar a enzima sem a necessidade do processo de purificação, 

impactando no custo de produção.  

 

Palavras chave: encapsulação; biopolímeros, imobilização; lactase, material de parede. 
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ABSTRACT 

The β-galactosidase is an enzyme of significant commercial importance and has found 

widespread applications in the industry due to its versatility. Researchers are actively seeking 

suitable methods for its industrial utilization, leading to the immobilization of β-galactosidase 

to enhance handling, utilization, and recyclability. Various immobilization methods exist, with 

adsorption, encapsulation, and cross-linking being the most commonly employed. 

Microencapsulation, a specific encapsulation method, involves the formation of microcapsules 

to protect the target agent. This method has the potential to enhance morphological stability, 

reduce enzymatic denaturation, improve physical-chemical permeability, and enhance 

enzymatic biocompatibility. In light of the above, the primary objective of this study was to 

immobilize β-galactosidase enzymatic activity in K. marxianus cells through 

microencapsulation. The selected wall materials for microparticle formation were sodium 

alginate, maltodextrin DE10, gum arabic, and isolated soy protein, each at a concentration of 

2%. Microencapsulation was achieved through spray drying, employing the following drying 

parameters: drying air temperature of 90 °C, atomization air flow rate of 40 L/min, drying air 

inlet flow of 1.65 m³/min, and a feeding solution flow rate of 0.600 L/h. Among the chosen wall 

materials, maltodextrin DE10 and isolated soy protein (ISP) demonstrated superior 

performance in preserving catalytic activity during refrigerated storage (87.5% and 91.9%) and 

at room temperature (83.0% and 75.0%), exhibiting low moisture content (4.38% and 3.49%) 

and water activity (0.40 and 0.37). Furthermore, these materials maintained enzymatic activity 

(20% and 25%) post-immobilization. The uncoated cell also yielded promising results, 

retaining 20% of its activity after spray drying and achieving the highest drying efficiency 

(60.5%). This study underscores the viability of microencapsulation as an alternative to utilizing 

β-galactosidase in its liquid extracellular form. The immobilization of K. marxianus cells 

proved effective in maintaining enzymatic activity, and the possibility of using the enzyme 

without purification suggests potential cost savings in the production process. 

 

Keywords: encapsulation; biopolymers, immobilization; lactase, wall material. 

 



 

 

CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 
 

Cerca de 70% da população adulta sofre atualmente de intolerância à lactose, pessoas 

que perderam a capacidade de hidrolisar a lactose, apresentando sintomas clínicos após o 

consumo de leite e seus derivados (DEWIASTY et al., 2021; FACIONI et al., 2020; KANTH 

et al., 2019; WILEY, 2020). Após a hidrólise da lactose, a glicose é utilizada principalmente 

para produção de energia; entretanto, a galactose é utilizada pelos recém-nascidos para diversos 

propósitos como produção de energia; comunicações célula-célula, funções imunológicas, 

estabilização de células epiteliais e desenvolvimento neurológico (FOGLIANO et al., 2020; 

SZILAGYI; ISHAYEK, 2018; TREISTER-GOLTZMAN; FRIGER; PELEG, 2018). 

Devido à grande parte da população mundial apresentar intolerância à lactose, a β-

galactosidase se torna uma enzima de grande importância. Possui vasta aplicabilidade, além de 

hidrolisar a lactose, é capaz de catalisar reações de transgalactosilação para produzir 

galactosídeos e oligossacarídeos, prebióticos de grande relevância pois possuem vantagens 

nutricionais (MUHAMMED ALSHANBERI et al., 2021).  

O uso da enzima em sua forma livre nem sempre é o mais viável, pois pode resultar em 

altos custos devido as perdas por desnaturação e para contornar essa problemática surgiu a 

imobilização enzimática com o objetivo de melhorar a sua estabilidade em aplicações 

biotecnológicas e reduzir o custo dos processos em que se utilizam a enzima , além disso 

propicia a possibilidade de reutilizar a enzima e de modo geral, pode proteger a mesma de 

possíveis desnaturações que possam ocorrer durante a sua utilização (MUHAMMED 

ALSHANBERI et al., 2021).  

Vários métodos podem ser usados para este fim e a escolha do método deve ser feito 

com base em diversos fatores como, produtividade, estabilidade, atividade residual, 

armazenamento, custo, tamanho das partículas, material da parede, entre outros fatores 

(PEANPARKDEE; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2016; REIS et al., 2019). O estudo da 

microencapsulação em spray dryer de células de Kluyveromyces marxianus que expressam 

atividade de β-galactosidase é justificado por suas implicações práticas, econômicas e 

científicas, com potencial para impactar positivamente a indústria e a pesquisa na área. 
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Capítulo 1 - Introdução 

 

1.1 OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do material de parede na estabilidade da β-

galactosidase presente na célula de Kluyveromyces marxianus microencapsulada em spray 

dryer com diferentes materiais de parede e verificar as propriedades das micropartículas após a 

secagem. Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

- Caracterizar físico-quimicamente as partículas formadas quanto à umidade, atividade 

de água, rendimento, higroscopicidade, solubilidade;  

- Avaliar a morfologia da micropartícula por meio da microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR); 

- Caracterizar a enzima presente na célula após a microencapsulação em relação à 

estabilidade ao pH, temperatura e estocagem. 

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO 

Este trabalho está estruturado em capítulos. No primeiro capítulo apresenta-se uma 

introdução generalizada sobre o tema, abordando a justificativa e relevância do tema. O segundo 

capítulo é composto por um artigo de revisão da literatura e suas seções contemplam os assuntos 

referentes a enzimas, materiais de parede, métodos de imobilização, estudos relevantes 

referentes ao tema e referências da literatura utilizadas no artigo. O terceiro capítulo refere-se a 

um artigo intitulado como “Efeito de diferentes materiais de parede na formação de 

micropartículas de células de kluyveromyces marxianus que expressam atividade de β-

galactosidase”, e suas seções contemplam os materiais e métodos, resultados e discussões, 

conclusões e as referências da literatura utilizadas no primeiro e no terceiro capítulos. 



 

 

CAPÍTULO 2 - REVISÃO DA LITERATURA:  
ASPECTOS GERAIS RELACIONADOS À MICROENCAPSULAÇÃO DE β-

GALACTOSIDASE 

2.1  INTRODUÇÃO 

O uso de enzimas em processos industriais tem sido cada vez mais comum como 

alternativa aos processos químicos que geram substratos indesejados. A crescente preocupação 

com a ingestão de produtos que possam causar danos à saúde ou ao meio ambiente impulsiona 

estudos que buscam minimizar ou extinguir tais efeitos (SOARES et al., 2020; TRIBST; 

AUGUSTO; CRISTIANINI, 2013). 

Dentre as enzimas com alto apelo comercial, a enzima β-galactosidase se destaca por 

sua funcionalidade e impotância. Sua função primária é realizar a hidrólise da lactose além de 

participar da síntese dos outros compostos como galacto-oligossacarídeos (GOS) e lactulose 

(CARDOSO et al., 2017; GÜRDAŞ; GÜLEÇ; MUTLU, 2012; SOUSA et al., 2021; TORRES 

et al., 2010). A reação de hidrólise da lactose realizada pela β-galactosidase, resulta em várias 

vantagens tecnológicas como maior poder adoçante; redução da cristalização da lactos; 

diminuição da incidência de reação de Maillard; desenvolvimento de produtos específicos para 

intolerantes à lactose, entre outros (DOMÍNGUEZ-JIMÉNEZ; FERNÁNDEZ-SUÁREZ, 2017; 

GÄNZLE; HAASE; JELEN, 2008; JUAJUN et al., 2011). 

As enzimas são suscetíveis a fatores como pH, temperatura, tempo, entre outros, por 

isso é um desafio preservar sua atividade enzimática por longos períodos. Para muitas 

aplicações industriais, o uso de enzimas livres, incluindo β-galactosidase, pode significar um 

aumento considerável no custo do processo por não serem reutilizáveis. Portanto, é comum o 

uso de enzimas imobilizadas. Ao comparar as enzimas imobilizadas com a enzimas livres, nota-

se algumas vantagens da enzima imobilizada, como possibilidade de reutilização, maior 

estabilidade e, em alguns casos, elimina a necessidade de armazenamento sob refrigeração 

(AMERI; MAA, 2006; NAMALDI; ÇALIK; ULUDAG, 2007; SHAFI; AHMED; HUSAIN, 

2021). 

Este trabalho tem por finalidade revisar a microencapsulação da enzima β-galactosidase, 

incluindo diferentes tipos de polímeros para revestimento e diversas fontes de obtenção da 

enzima β-galactosidase bem como métodos e perspectivas de imobilização enzimática para 

aplicação de β-galactosidases imobilizadas em setores industriais.   
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2.2 ENZIMAS INDUSTRIAIS 

Enzimas têm sido usadas e exploradas para os mais diversos propósitos desde o passado 

distante. Produtos amplamente conhecidos como vinho, vinagre, cerveja, pão, queijos, massas, 

entre outros, são obtidos por meio de processos fermentativos e enzimáticos (FASIM; MORE; 

MORE, 2021; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002). No Quadro 2.1 está evidenciada uma 

variedade de enzimas que são utilizadas em indústrias com diferentes aplicabilidades. 

 
Quadro 2.1 - Versatilidade de utilização de enzimas que se estendem aos mais variados tipos 
de indústrias. 

Indústria Enzima Aplicação Referência 
Alimentação 
animal 

Amilase; 
Polissacaridase 

Suplemento alimentar Bedford (2018) 

Panificação 

Amilase;  
α-amilase;  
β-amilase;  
Glucoamilase  

Maciez e volume do pão; 
estabilidade, fortalecimento e 
condicionamento da massa; 
branqueamento do pão; biscoitos; 
força da massa 

Hamer (1995) 
Pourmohammadi 
e Abedi (2021) 

Bebida 

Lactase;  

Celulase;  

Xilanase;  

Pectinase;  

Acetolactato;  

Descarboxilase 

Despectinização; clarificação e 
tratamento de sucos; produção de 
cerveja; rolha de cortiça 

Patel et al. (2016) 

Detergentes 

Celulases;  
Lipases;  
Peroxidase; 
Amilases; 
 proteases 

Limpeza; clarificação da cor; 
removedor de manchas; remoção 
de manchas de proteínas; remoção 
de manchas de amido, remoção de 
manchas de lipídios 

Olsen e Falholt 
(1998) 
Singh et al. 
(2021) 

Laticínios 
Galactosidases;  
Proteases;  
Lipases 

Coagulação do leite, confere sabor 
do queijo; remoção de lactose; 
confere textura em produtos à base 
de frutas; modificar propriedades 
viscoelásticas 

James et al. 
(2009); 
Patel et al.(2016); 
Sutay Kocabaş et 
al. (2022) 

Óleos e 
gorduras  

Lipases Transesterificação 
Posorske (1984); 
Guo et al. (2005)  

Continua.   
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Cont. Quadro 2.1 - Versatilidade de utilização de enzimas que se estendem aos mais 

variados tipos de indústrias. 

Indústria Enzima Aplicação Referência 

Couro Protease Bateção; decapagem 
Fang et al (2017); 
Fotouh et al. (2016) 

Produtos de 
higiene  

Lipases Antimicrobiano; branqueamento Sunar et al (2016) 

Farmacêutica  
 

Galactosidases 
Produção de galacto-
oligossacarídeos; produção de 
lactulose; biossensores 

Bertoni et al. (2018) 

Polpa e papel 

Xilanase,  
Celulases, 
Lacases,  
Lipases 

Controle de contaminantes; 
remoção de biofilme; revestimento 
de amido; modificação de fibra 

Bajpai (1999); 
Demuner et al. 
(2011) 

Textil 

Amilase,  
Protease,  
Catalase,  
Celulase,  
Pectinase 

Amaciamento de algodão; 
lavagem; terminação de alvejante; 
branqueamento; remoção do 
excesso. 

Chen et al. (2007)  

Tratamento de 
resíduos  

Galactosidases Tratamento de água poluída; 
Buckley (2010) 
Lawton (2021) 

 

Na indústria alimentícia a aplicação da tecnologia enzimática é notória, visto que esses 

biocatalisadores permitem a formação de compostos desejáveis abrangendo a verdadeira 

produção do alimento, mas também propiciam a formação de compostos que podem levar à 

perda de qualidade. Deste modo é possível afirmar que certos alimentos não poderiam se quer 

existir sem a ação das enzimas (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).  

2.2.1 Enzima β-galactosidase e seu mecanismo de ação 

As β-galactosidases (E.C. 3.2.1.23) pertencem à família das hidrolases glicosídicas 

(GENNARI et al., 2021) e são classificadas estruturalmente em quatro grupos (GH 1, GH 2, 

GH 35 e GH 42), e de acordo com sua classe, a β-galactosidase podem apresentar variações 

estruturais (ALBUQUERQUE et al., 2021).  

As propriedades das β-galactosidases podem variar de acordo com sua fonte de 

obtenção, mas no geral a faixa de peso molecular é de 115kDa -205 kDa, o pH ótimo está entre 

3,5 - 7,5, pH de estabilidade de 2,5 - 8 e temperatura ótima 35 °C – 60 °C (SHUKLA; 

WIERZBICKI, 2009; VOORDE et al., 2014). 
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A β-galactosidase, enzima responsável pela hidrólise da lactose através de seus sítios 

ativos locais, hidrolisa resíduos terminais não redutores β-D-galactose em β-D-galactosídeos 

(ARGENTA; NOGUEIRA; SCHEER, 2021; CAREVIC et al., 2015). Podem catalisar reações 

hidrolíticas e de transgalactosilação (Figura 2.1) dependendo das condições do processo em que 

o substrato e a enzima estão (VERA et al., 2020), e os parâmetros que afetam a atividade da β-

galactosidase incluem pH da solução aquosa, tempo de contato, tempo de reação, concentração 

e temperatura (CARGNIN; GASPARIN; PAULINO, 2020). 

 

Figura 2.1 - Mecanismo simplificado para síntese de GOS e hidrólise da lactose. 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 

O tri-sacarídeo (GOS 3) é o primeiro produto da transgalactosilação e em seguida, mais unidades de galactose são 

adicionadas sequencialmente para produzir a cadeia mais longa GOS 4, GOS 5 e assim por diante. Normalmente, 

“i” varia de 4 a 7. 

 

A concentração inicial de lactose influencia significativamente na produção de GOS, e 

altas concentrações iniciais de lactose levam a maiores rendimentos de GOS devido à 

diminuição da atividade de água e maior disponibilidade de aceptores de enzimas (SASS; 

JÖRDENING, 2020). 

Quando a hidrólise enzimática da lactose é realizada na presença de frutose, a fração 

galactosil pode ser ligada ao átomo C4 da frutose, formando assim o dissacarídeo lactulose 

(Figura 2.2) (SCHUSTER-WOLFF-BÜHRING; FISCHER; HINRICHS, 2010). 
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Figura 2.2 - Mecanismo simplificado para síntese de lactulose. 
 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 

 

A lactulose pode ser sintetizada por método químico, eletroativação e enzimático, com 

o uso da lactose como matéria-prima, o que é comum (NOOSHKAM; BABAZADEH; 

JOOYANDEH, 2018). O método químico requer condições bruscas de temperatura e pH, além 

disso requer substratos de elevada pureza e muitos reagentes resultando na formação de 

produtos que podem ser tóxicos, deste modo torna-se preferível a rota biológica que é vista 

como mais eficiente para a síntese deste dissacarídeo e pode ser realizada com substratos 

alternativos como o permeado de soro (DALMEIDA et al., 2018). 

Outras funções biológicas dessas enzimas incluem a degradação de polissacarídeos que 

ocorrem nas paredes celulares das plantas, degradação de glicolipídios e proteoglicanos em 

mamíferos e metabolismo de galactosídeos em microrganismos (SEDDIGH; DARABI, 2014; 

VERA et al., 2020). 

2.2.1.1 Fontes 

Diferentes organismos vivos, como microrganismos, animais e plantas, são fontes de β-

galactosidases. Os microrganismos utilizados para a extração da enzima β-galactosidase são 

leveduras, fungos e bactérias (HAIDER; HUSAIN, 2009). A levedura Kluyveromyces lactis é 

amplamente utilizada (FACIN et al., 2015; KLEWICKI, 2007) e os produtos obtidos a partir 

desses microrganismos são reconhecidos como seguros (status GRAS) para consumo humano 
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(EL-SALAM; IBRAHIM; AMER, 2020). Entre as vantagens de se utilizar microrganismos 

para a obtenção da β-galactosidase são sua alta atividade, estabilidade e facilidade de 

fermentação onde são facilmente obtidas com altos rendimentos (SAQIB et al., 2017). 

A produção de β-galactosidase a partir de microrganismos tem se mostrado muito 

econômica e eficaz. O crescimento de microrganismos pode ser realizado em bateladas ou por 

fermentação contínua, e a produção pode ser favorecida com a incorporação de coadjuvantes 

como suplementos enzimáticos; no entanto, a enzima extraída das células é mais suscetível às 

variações ambientais (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018). 

A origem das β-galactosidases têm influência significativa na atividade destas enzimas, 

sendo um dos principais fatores que podem favorecer ou desfavorecer as reações de hidrólise e 

transgalactosilação, além disso a fonte de obtenção também influencia na estabilidade e 

condições ótimas de temperatura e pH. Por exemplo, as β-galactosidases de Aspergillus oryzae 

e Bacillus circulans têm atividade de transgalactosilação mais intensa, enquanto as de 

Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis tendem a favorecer a hidrólise 

(ALBUQUERQUE et al., 2021). No Quadro 2.2 estão apresentadas diferentes fontes para 

obtenção de β-galactosidases e alguns exemplos de aplicação. 

 
Quadro 2.2 - Diferentes fontes de β-galactosidase estudadas. 
Microrganismo Espécie Aplicação Referências 

Leveduras 

Kluyveromyces 

(Saccharomyces) 

lactis 

Aplicação em tecnologia 

de leites, hidrólise de 

lactose, hidrólise de soro 

de leite para produção de 

etanol, síntese de lactulose 

de soro de queijo, síntese 

de lactulose 

Souza et al. (2018); 

Ricardi et al. (2018); 

Beniwal et al. (2018); 

Albuquerque et al. (2018); 

Cargnin et al. (2020); 

Wolf et al. (2021); 

Lima et al. (2021) ; 

Neto et al. (2021) 

Bactérias Escherichia coli 
Hidrólise da lactose em 

produtos lácteos 

Estevinho et al. (2014a) 

Estevinho et al. (2014b) 

Estevinho et al. (2015) 

Burgos et al. (2019) 

Continua.  
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Cont. Quadro 2.2Quadro 2.1. - Diferentes fontes de β-galactosidase estudadas. 

Microrganismo Espécie Aplicação Referências 

Bactérias 

Bifidobacterium 

bifidum 
Hidrólise da lactose Tizchang et al. (2021) 

Bacillus 

licheniformis 

Hidrólise da lactose em 

produtos lácteos 
Kuribayashi et al. (2021) 

Bacillus circulans 
Produção de galacto-

oligossacarídeos 

Sen et al. (2014)  

Hackenhaar et al. (2021) 

Lactobacillus 

leichmannii 

Produção de galacto-

oligossacarídeos 
Ji et al. (2020) 

Fungos 

Aspergillus oryzae 

Hidrólise da lactose do 

leite e do soro de leite, 

síntese de lactulose, 

produção de galacto-

oligossacarídeos, 

produção de ácido 

glucônico 

Haider and Husain 

(HAIDER; HUSAIN, 

2009) 

Husain et al. (2011) 

Guidini et al.(2011)  

Guerrero et al. (2015) 

Klein et al.(2016) 

Souza et al. (2019b)  

Sass and Jördening 

(SASS; JÖRDENING, 

2020) 

Arsalan et al. (2020) 

Todea et al. (2021) 

Aspergillus niger Hidrólise da lactose Martarello et al. (2019) 

Aspergillus 

lacticoffeatus 

Síntese de lactulose e 

galacto-oligossacarídeos 

Cardoso et al. 

(CARDOSO et al., 2017) 

 

2.3 β-GALACTOSIDASE APLICADA A PROCESSOS BIOTECNOLÓGICOS 

A utilização da enzima β-galactosidase é vasta (Figura 2.3); pode ser aplicada na 

indústria alimentícia, em aplicações ambientais, em indústrias farmacêuticas, além de ser 

essencial para a digestão da lactose. A enzima desempenha um papel vital no corpo humano, 
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responsável pela eliminação de resíduos de galactose de diferentes substratos, como 

glicoproteínas, gangliosídeos e esfingolipídeos (DAMIN et al., 2021; SHARMA; SHARMA; 

LEBLANC, 2021). 

 

Figura 2.3 - Aplicações de β-galactosidase microbiana. 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 

 

Outros usos da enzima foram relatados: 

− produção de adoçante para adoçar sorvetes, panificação e confeitaria, pois a 

hidrólise da lactose resulta em dois monossacarídeos com maior poder adoçante (XAVIER; 

RAMANA; SHARMA, 2018); 

− auxiliar na síntese de suplementos energéticos à base de soro de leite ou no 

tratamento do soro de leite antes de descartá-lo na natureza, pois a lactose no soro aumenta a 

Demanda Química de Oxigênio (DQO) e a Demanda Biológica de Oxigênio (DBO) da água e 

atua como um poluente ambiental (SHAFI; AHMED; HUSAIN, 2021); 

− glicosilação de vários compostos, através de β-galactosidase como doador de 

glicosil, β-glicosidases podem glicosilar compostos como álcoois alifáticos, aminoácidos, 

nucleosídeos, antibióticos, açúcares, álcoois de açúcar, produtos glicosídeos naturais e 

semelhantes; além disso, as β-glicosidases também podem ser usadas para liberar agliconas 

fenólicas de suas ligações glicosídicas e, portanto, podem aumentar a quantidade e a atividade 

nutracêutica de antioxidantes fenólicos (LU et al., 2020); 

− síntese de lactulose (4-O-ß-D-galactopiranosil-D-frutose), um importante 

dissacarídeo, prebiótico, medicamento para o tratamento da constipação crônica e encefalopatia 
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hepática  (UBILLA et al., 2020); os biocatalisadores são essenciais para o processo de obtenção 

da lactulose, visto que o processo químico é caro e de baixo rendimento (SEREY et al., 2021); 

− biossensor enzimático por meio da integração entre o analito, a enzima redox e 

o eletrodo para medir o teor de lactose em alimentos (SHARMA; LEBLANC, 2017); 

− biomarcador para detecção de senescência e câncer (SHARMA; SHARMA; 

LEBLANC, 2021). 

2.3.1 Pessoas intolerantes à lactose 

A grande importância da produção da enzima β-galactosidase em escala industrial está 

associada à incapacidade de digerir a lactose (RATAJCZAK et al., 2021). A intolerância à 

lactose é causada por uma diminuição geneticamente programada da galactosidase intestinal 

após o desmame (SURI et al. 2019). Existem três tipos de intolerância à lactose: congênita, 

primária e secundária: i) deficiência congênita de lactase - uma doença autossômica rara 

associada à ausência de expressão de lactase em recém-nascidos (PORZI et al., 2021); ii) 

deficiência primária - perda da atividade da lactase na idade adulta devido a vários 

polimorfismos na região promovendo a transcrição do gene da lactase (SZILAGYI; ISHAYEK, 

2018) e iii) deficiência secundária - geralmente transitória, causada por gastroenterite infecciosa 

que afeta a atividade da lactase (MISSELWITZ et al., 2019). 

Os sintomas gastrointestinais típicos da intolerância à lactose incluem inchaço, diarreia, 

gases, dor intestinal, borborigmo e flatulência (BOUCHOUCHA et al., 2021; VARJÚ et al., 

2020), geralmente ocorrem dentro de algumas horas após o consumo de alimentos que contem 

lactose (JANSSON-KNODELL et al., 2020). Os sintomas são inespecíficos e a intensidade 

varia de acordo com a quantidade de lactose ingerida e a suscetibilidade individual 

(MARTÍNEZ VÁZQUEZ et al., 2020). 

Uma solução simples para pessoas com intolerância à lactose é excluir total ou 

parcialmente os alimentos que contêm lactose da dieta (CATANZARO; SCIUTO; MAROTTA, 

2021). No entanto, esses alimentos são nutricionalmente ricos; portanto, surge a importância do 

uso da enzima β-galactosidase nas indústrias de alimentos para a produção de produtos com 

baixo teor de lactose, atendendo assim às necessidades das pessoas com intolerância à lactose 

(MOVAHEDPOUR et al., 2022). 

A remoção da lactose do leite e produtos lácteos os torna aceitáveis para pessoas com 

intolerância à lactose, de modo que a indústria de laticínios dedicou recursos significativos para 
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desenvolver a hidrólise da lactose através da β-galactosidase (BASSO; SERBAN, 2019) em 

produtos como leite, iogurtes, queijo cottage (SAQIB et al., 2017), queijo coalho, sorvete e 

manteiga (NIVETHA; MOHANASRINIVASAN, 2017). 

2.3.2 Galacto-oligossacarídeos (GOS) 

A produção de alimentos prebióticos é de grande interesse da indústria e dos 

consumidores; assim, a enzima β-galactosidase tem mostrado sua importância, pois tem sido 

utilizada para obter importantes prebióticos (GOS) (PANESAR et al., 2018). GOS são 

reconhecidos como ingredientes valiosos na nutrição humana e animal. Na indústria 

alimentícia, são usados em fórmulas e outros alimentos infantis para estimular o crescimento 

de bifidobactérias no cólon de bebês (JI et al., 2021; SASS; JÖRDENING, 2020; TODEA et 

al., 2021), além de sua aplicação como ingredientes funcionais (prebióticos) que tem crescido, 

principalmente em bebidas e laticínios (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018). 

Dentre as vantagens do GOS, destacam-se: indução da sensação de saciedade; adoçantes 

de baixa caloria, baixo índice glicêmico e não cariogênicos; importante no controle do peso 

corporal; alívio da constipação; propriedades prebióticas podem ser facilmente incorporadas 

em muitos produtos (URETA et al., 2020); auxiliam na absorção de cálcio, magnésio e fósforo, 

melhorando o equilíbrio mineral do corpo (VAN LEUSEN et al., 2014) e promovem a 

regulação das bifidobactérias no intestino humano e a inibição de bactérias intestinais 

potencialmente nocivas (EL-SALAM; IBRAHIM; AMER, 2020). 

A produção de GOS em escala industrial se dá através do soro de leite, que é gerado em 

grandes quantidades em todo o mundo; na Europa, por exemplo, foram produzidas 55,5 milhões 

de toneladas em 2020 (EUROSTAT, 2020); sendo utilizada como fonte primária de lactose 

(SCOTT; VERA; CONEJEROS, 2016). No entanto, outros coprodutos lácteos ricos em lactose 

podem ser usados como leitelho e permeado de soro (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 

2018; FARA et al., 2020; PASSOS et al., 2021; RICO-RODRIGUEZ et al., 2021). 

2.4 MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

Existem diferentes métodos de imobilização enzimática, mostrados na Figura 2.4. Em 

geral, os métodos podem ser divididos em físicos e químicos, com base nos diferentes tipos de 

ligações ou interações que podem ser feitas. Os métodos físicos são caracterizados por suas 

ligações fracas e são exemplos adsorção e encapsulamento. Os métodos químicos, por sua vez, 
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envolvem ligações covalentes ou reticulação (HANAUER et al., 2021; KIM; GRATE; WANG, 

2006; SHELDON; VAN PELT, 2013; ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2017). 

O método de imobilização deve ser escolhido com cuidado, considerando o tipo de 

ligação desejada entre o suporte e a enzima, o ciclo de reutilização e a finalidade (RIBEIRO et 

al., 2021). Além disso, é possível utilizar o método de imobilização isoladamente ou em 

combinação para obter formas eficientes de alterar a especificidade, seletividade, atividade e 

estabilidade das enzimas (MATEO et al., 2007). 
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Figura 2.4 - Métodos de imobilização enzimática. 
 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 
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2.4.1 Métodos físicos 

2.4.1.1 Adsorção 

A adsorção enzimática consiste em interações reversíveis fracas entre o adsorvente e o 

adsorbato através de ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e forças 

predominantemente de Van der Waals (HANAUER et al., 2021). O suporte é imerso na enzima 

para adsorção física ou seco nas superfícies dos eletrodos; assim, as enzimas adsorvidas são 

protegidas da agregação, proteólise e interação com interfaces hidrofóbicas (DATTA; 

CHRISTENA; RAJARAM, 2013).  

A imobilização enzimática por adsorção tem vantagens, como condições de preparação 

suaves e fáceis, baixo custo, sem aditivos químicos, especialmente reagentes de reticulação, 

alta carga enzimática e regeneração do suporte para vários usos (THANGARAJ; SOLOMON, 

2019). Apesar de simples de se realizar, a estabilidade é baixa devido à lixiviação das enzimas 

adsorvidas (KIM et al., 2008). O método de adsorção utiliza carreadores insolúveis em água, 

como derivados de polissacarídeos, polímeros sintéticos e vidro (DATTA; CHRISTENA; 

RAJARAM, 2013). O processo de adsorção física geralmente gera mudanças significativas no 

microambiente da proteína e normalmente envolve a adsorção multiponto de proteínas entre 

uma única molécula de proteína e uma série de sítios de ligação na superfície de imobilização 

(MERYAM SARDAR, 2015). 

Hussain et al. (HUSAIN et al., 2011) imobilizaram com sucesso a β-galactosidase por 

adsorção em ZnO e ZnO-NP nativos, exibindo 60% e 85% de rendimento de imobilização, 

respectivamente. Tizchang et al. (TIZCHANG et al., 2021) imobilizaram a β-galactosidase por 

adsorção em nanotubos de haloisita obtendo 89,5% de rendimento. Sel et al. (2020) obtiveram 

um rendimento de 76% de imobilização de catalase por adsorção em copolímeros de poli [metil 

metacrilato-co-poli (etileno glicol) metacrilato].  

2.4.1.2 Encapsulamento 

Um dos métodos amplamente utilizados para imobilização é o encapsulamento 

enzimático, este método consiste em imobilizar enzimas dentro de matrizes porosas, 

melhorando sua estabilidade criando um microambiente protetor ou atuando como barreira 

física ao meio externo (ZHANG; ZHANG; MCCLEMENTS, 2017). Em outras palavras, o 
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confinamento enzimático em uma membrana ou encapsulamento enzimático é um processo que 

consiste em confinar enzimas dentro de membranas semipermeáveis com permeabilidade 

controlada e seletiva (THANGARAJ; SOLOMON, 2019).  

Na técnica de microencapsulação, o carregamento da enzima depende apenas do espaço 

vazio dentro do envelope criado durante a formação do gel – quanto mais espaço significativo 

dentro do gel, melhor o aprisionamento (SEN et al., 2014).  

O processo é simples, barato e atraente depois de capturar muitas biomoléculas. O 

método de encapsulamento limita o movimento, mas permite o reconhecimento e a catálise do 

substrato. Géis de origem natural ou sintética são amplamente utilizados como material de 

suporte encapsulante (SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019). Aprisionar enzimas em géis ou 

fibras é um método conveniente para uso em processos envolvendo substratos e produtos de 

baixo peso molecular (MERYAM SARDAR, 2015). A imobilização por aprisionamento 

mostrou-se adequada, pois o rendimento pode chegar a mais de 85% e com uma perda de 

atividade enzimática relativamente baixa (ARGENTA; NOGUEIRA; SCHEER, 2021). 

2.4.2 Métodos químicos 

2.4.2.1 Ligação covalente 

A ligação covalente é um dos métodos de imobilização enzimática mais sofisticados e 

estáveis de ligação enzima-carreador, que impede a eluição da proteína em solução e, em alguns 

casos, é capaz até de melhorar a atividade e a afinidade da enzima. No entanto, os métodos 

covalentes podem ser relativamente caros e complicados, pois na maioria dos casos, o suporte 

requer ativação inicial, e algum bloqueio de grupos reativos livres é recomendado após a 

imobilização (GARCIA-GALAN et al., 2011; SOUZA; GARCIA-ROJAS; FAVARO-

TRINDADE, 2018; ZUCCA; SANJUST, 2014). 

O método de ligação covalente estabiliza consideravelmente a atividade da enzima, mas 

requer longos processos para ligar covalentemente as moléculas da enzima à superfície do 

suporte (KIM et al., 2008). No entanto, a imobilização enzimática por ligação covalente 

geralmente garante a maior força de ligação entre o suporte e a enzima, além disso, geralmente 

não interfere na transferência de massa reagente-produto e garante uma estabilidade operacional 

em condições extremas (ZUCCA; SANJUST, 2014). 
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2.4.2.2 Reticulação 

A reticulação química é a ligação covalente estável de duas ou mais moléculas. O 

processo é amplamente utilizado para imobilização enzimática, e também é usado para 

estabilizar a estrutura da proteína ou identificar parceiros de interação desconhecidos. Os grupos 

funcionais nas extremidades da molécula do agente de reticulação reagem diretamente com as 

cadeias laterais de aminoácidos de superfícies específicas da proteína alvo. Esses grupos 

funcionais são aminas primárias, carboxílicas, sulfidrilas ou carbonilas (KAZENWADEL et al., 

2015). 

Por reticulação, podem ser formados agregados enzimáticos reticulados (CLEA) ou 

cristais enzimáticos reticulados (CLEC). Os CLECs são obtidos através da precipitação 

controlada de enzimas (forma pura) em microcristais seguida de reticulação através do uso de 

reagentes bifuncionais formando ligações covalentes entre grupos reativos livres na superfície 

dos cristais da enzima. Suas características são armazenamento prolongado, insolubilidade em 

solução tampão e solventes orgânicos; recuperação e reutilização; processo de aquisição 

oneroso. Os CLEAs são formados a partir da precipitação da enzima (pura ou não), depois 

sofrem reticulação química usando reagentes bifuncionais. Suas características são: insolúveis; 

custo reduzido em relação ao CLEC; podem formar grandes aglomerados que causam 

limitações de difusão do substrato à enzima (GARCIA-GALAN et al., 2011). 

Há grande interesse em enzimas imobilizadas sem carreadores, como CLECs e CLEAs, 

pois oferecem vantagens como atividade enzimática altamente concentrada combinada com alta 

estabilidade e baixo custo de produção. Por outro lado, a imobilização com adição de suportes, 

tem um custo de produção maior, pois requer um suporte adicional, além disso, o uso de um 

suporte durante a reticulação resulta em uma baixa atividade enzimática devido à introdução de 

grande parte de não-lastro catalítico, atuando como diluente da atividade enzimática, resultando 

em menores rendimentos e produtividade (SHELDON; VAN PELT, 2013). 

A reticulação previne o processo de lixiviação, preservando a estabilidade, criando 

agregados enzimáticos. No entanto, isso pode reduzir sua bioatividade devido à baixa 

flexibilidade e limitações de difusão (LEE et al., 2021). Sob condições de agitação severa por 

uma semana, as enzimas reticuladas mostraram diminuição insignificante da atividade. Em 

contraste, abordagens convencionais, incluindo adsorção e fixação covalente, resultaram em 

mais de 50-90% de inativação da enzima sob a mesma condição (KIM et al., 2008). 
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No método de reticulação por ligação covalente, são utilizados reagentes bi ou 

multifuncionais, como glutaraldeído, bis(diazo)benzidina e diisocianato de hexametileno 

(DATTA; CHRISTENA; RAJARAM, 2013). O glutaraldeído é geralmente o agente de 

reticulação mais usado, pois é barato e prontamente disponível em quantidades comerciais. A 

reticulação ocorre através da reação de grupos amino livres de resíduos de lisina, na superfície 

de moléculas enzimáticas próximas, com oligômeros ou polímeros de glutaraldeído, resultando 

em condensações aldólicas inter e intramoleculares (SHELDON, 2011). Guidini et al. 

(GUIDINI et al., 2011) descobriram que a reticulação de β-galactosidase com glutaraldeído 

adsorvido em Duolite A568 aumentou a estabilidade em comparação com a enzima não 

reticulada após incubação a 55 °C por mais de duas horas. Guerrero et al. (GUERRERO et al., 

2015) imobilizaram a referida enzima por reticulação com glutaraldeído, obtendo um 

rendimento de 30%. 

2.5 MICROENCAPSULAÇÃO DA ENZIMA Β-GALACTOSIDASE E DE 
CÉLULAS QUE EXPRESSAM ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

A microencapsulação é um método de imobilização por confinamento que protege um 

composto ativo chamado núcleo através de uma barreira física. A técnica consiste em aprisionar 

gotículas líquidas, partículas sólidas ou compostos gasosos em filmes finos constituídos por 

uma matriz homogênea ou heterogênea (GHARSALLAOUI et al., 2007). 

O método de microencapsulação deve ser escolhido de acordo com a finalidade 

específica do produto final, dando importância a fatores como tamanho de partícula desejado, 

propriedades físicas e químicas do núcleo e da parede, mecanismos de liberação desejados, 

custo, aplicabilidade e viabilidade do processo (POLYAKOV et al., 2004). De acordo com 

Sohail et al. (2011), os métodos podem ser divididos em métodos físicos, físico-químicos e 

químicos mostrados no Quadro 2.3. 

 
Quadro 2.3 - Métodos de microencapsulação. 

Tipos Métodos de microencapsulação de compostos bioativos 

Físico-químico coacervação simples ou complexa, emulsificação/evaporação de 

solvente 

Métodos Físicos secagem por atomização, revestimento por pulverização, 

resfriamento por pulverização, gelificação iônica, leito 
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fluidizado, centrifugação por extrusão multi-orifícios, 

cocristalização, liofilização. 

Métodos Químicos polimerização interfacial, inclusão molecular ou inclusão 

complexa. 

 

Desai et al. (DESAI; PARK, 2005) enunciaram os benefícios da microencapsulação 

como barreira contra umidade e oxigênio. Os autores também destacaram a redução da 

higroscopicidade do material do núcleo, liberação controlada e gradual do núcleo, facilidade de 

manuseio e armazenamento dos produtos, proteção das células durante o processo de secagem, 

proteção contra agentes químicos. 

Na morfologia, é comum observar o termo microcápsula para se referir à micropartícula. 

No entanto, a micropartícula pode ser dividida em dois grupos, que são a microcápsula - 

compreende um sistema tipo reservatório - e a microesfera - compreende um sistema monolítico 

- como é ilustrado na Figura 2.5 (NESTERENKO et al., 2013; NUNES et al., 2015). 

 

Figura 2.5 - Morfologia das micropartículas: microcápsula e microesfera. 
 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 

 

Uma microcápsula é um sistema reservatório - o núcleo é definido e recoberto pelo 

material da parede, enquanto na microesfera - sistema monolítico - o núcleo encontra-se 

disperso na matriz contínua composta pelo material da parede. No sistema monolítico, o 

material ativo pode ser disperso no interior da matriz e aderido à sua superfície (NAZZARO et 

al., 2012; NESTERENKO et al., 2013; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016). 

A microencapsulação envolvendo a enzima β-galactosidase tem sido observada de duas 

formas, microencapsulação da enzima e microencapsulação de células que expressam atividade 

da enzima como tem sido observado em diversos estudos como de Estevinho et al. 
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(ESTEVINHO et al., 2014a), Mukundan et al. (MUKUNDAN et al., 2020) e Zhang et al (2016) 

por exemplo, onde aplicam diferentes métodos para obter a microencapsulação.  

2.5.1 Secagem por atomização 

A secagem por atomização (spray drying) para microencapsulação de enzimas e 

compostos bioativos consiste em um processo no qual o líquido é disperso em uma corrente de 

gás aquecido, onde partículas do fluido atomizado em contato com o gás quente secam quase 

instantaneamente, obtendo-se um produto em pó (GHARSALLAOUI et al., 2007). É desejável 

que o produto obtido tenha boa qualidade, baixa atividade de água, desaglutinação, facilidade 

de armazenamento, além de proteger o material ativo contra reações indesejadas (CARNEIRO 

et al., 2013). Além disso, uma das principais vantagens do spray drying é a facilidade de ajuste 

das características das micropartículas, alterando os parâmetros operacionais do equipamento 

(YE; KIM; PARK, 2010). 

O diagrama mostrado na Figura 2.6 ilustra como funciona o secador por pulverização. 

Este processo possui diversas variáveis, como a temperatura de entrada na alimentação, 

temperatura do ar de secagem, velocidade do ar, tempo de residência e distribuição de calor no 

interior do spray dryer. Desta forma, todos os parâmetros são decisivos para a obtenção do 

produto desejado e eficiência do processo (NUNES et al., 2015).  
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Figura 2.6 - Atomização em Spray dryer. 

 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 

 

Mukundan et al. (MUKUNDAN et al., 2020) realizaram a microencapsulação de células 

de Streptococcus lactis que expressavam a atividade enzimática da β-galactosidase em spray 

dryer, onde foi avaliado o impacto da temperatura de entrada. A 160 °C, observou-se uma 

diminuição significativa da atividade relativa, mantendo apenas 2% da atividade. A melhor 

atividade relativa de 99% foi obtida com uma temperatura de entrada de 90 °C. 

Além disso, Estevinho et al. (ESTEVINHO et al., 2014a) realizaram estudos de 

microencapsulação da enzima β-galactosidase por spray drying com bico padrão de 0,5 mm a 

uma temperatura do ar de entrada de 115 °C. As micropartículas formadas tinham um diâmetro 

de cerca de 3 µm, mesmo com materiais de parede variados. Entre as enzimas 

microencapsuladas, as encapsuladas com goma arábica apresentaram melhor atividade inicial, 

superior a 35%. 
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2.5.2 Liofilização 

A liofilização consiste na secagem do material através da sublimação do solvente 

(geralmente água) contido no produto que é congelado a baixas temperaturas e depois 

submetido a uma câmara de vácuo (Figura 2.7). Essa tecnologia foi desenvolvida para superar 

a degradação e desnaturação de compostos sensíveis a altas temperaturas. A escolha das 

condições de operação impacta diretamente no desempenho do processo, e para tal escolha, 

devem ser realizadas análises para evitar perda de qualidade do produto (VIEIRA; NICOLETI; 

TELIS, 2012). 

Em alguns casos, é necessário adicionar substâncias cuja premissa é proteger células, 

tecidos ou embriões, evitando efeitos drásticos durante as etapas de congelamento, dessa forma, 

os crioprotetores como a glicose, sacarose, metanol entre outros, reduzem os danos causados 

pelas etapas de congelamento, descongelamento e secagem (FREITAS et al., 2020). 

De acordo com Sameti et al. (2003) a liofilização é um método capaz de preservar 

moléculas instáveis por longos períodos, incluindo fármacos biotecnológicos, como proteínas 

e peptídeos. 

 

Figura 2.7 - Esquema da operação de um liofilizador. 
 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 
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Vasiljevic et al. (2003) estudaram a retenção da atividade da β-galactosidase em 

preparações de extrato celular bruto de Lactobacillus bulgaricus liofilizado, após 15 e 30 dias 

de armazenamento sob refrigeração a 7 °C a retenção foi de 94,9% e 88,8% respectivamente. 

2.5.3 Emulsificação com evaporação de solvente 

Emulsificação com evaporação de solventes é o termo designado ao conjunto de 

operações que dão origem à formação partículas encapsuladas por emulsões - dispersões de 

duas fases imiscíveis, que são estabilizadas por agentes emulsificantes capazes de interagir com 

as duas fases (FRANZOL; REZENDE, 2015). Elas podem ser classificadas de acordo com sua 

formação óleo em água (O/A) em que a fase dispersa é óleo, e a fase contínua é água ou água 

em óleo (A/O) conhecida como emulsão inversa. Existem também emulsões múltiplas como 

água-em-óleo-em-água (A/O/A) e óleo-em-água-em-óleo (O/A/O) onde uma emulsão de óleo 

em água é formada e essa emulsão é dispersa novamente em óleo (FOUDAZI et al., 2015). 

Os surfactantes desempenham um papel fundamental na estabilização de emulsões 

devido à sua capacidade anfifílica; parte de sua estrutura tem característica polar e a outra 

extremidade tem característica apolar. Desta forma, eles podem se ligar a outras moléculas 

polares e não polares simultaneamente, reduzindo a tensão superficial (DALTIN, 2011). 

O processo de microencapsulação ocorre da seguinte forma: a substância de interesse é 

dispersa na fase interna, e posteriormente adicionada à fase externa para ser então emulsificada. 

Após a formação da emulsão, o solvente orgânico presente é removido por evaporação sob 

agitação contínua. As micropartículas formadas seguem para lavagem, separação e secagem, 

como pode ser visto na Figura 2.8 (ZANETTI; SOLDI; LEMOS-SENNA, 2002). 
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Figura 2.8 - Produção de micropartículas pelo método de emulsificação/evaporação de 
solvente. 
 

 
Fonte: Elaborado pelos autores (2023). 

 

Ahn et al. (2013) microencapsularam β-galactosidase por emulsificação água-óleo-

água, a concentração de 0,75% de monolaurato de polioxietileno sorbitano apresentou 82,89% 

de estabilidade como a mais alta. Além disso, Souza et al. (2019a) avaliaram a 

microencapsulação da enzima β-galactosidase obtida de Aspergillus oryzae (A.O.) e 

Kluyveromyces lactis (K.L.) através da emulsão. Em pH 7, apresentaram eficiência em torno de 

98,7% e manutenção da estabilidade de 74,76% e 72,25% para A.oryzae e K. lactis, 

respectivamente. 

2.6 BIOPOLÍMEROS PARA MICROENCAPSULAÇÃO 

Existem diferentes tipos de materiais que podem ser utilizados na microencapsulação. 

Sua escolha dependerá essencialmente das particularidades da enzima e das condições de 

operação, como temperatura, pH, luz, oxigênio (MILETIĆ et al., 2009; SHAHIDI; HAN, 1993). 

Em princípio, é desejável que o material de parede apresente: baixa viscosidade em altas 

concentrações, permeabilidade, estabilidade química, estabilidade mecânica, custo acessível, 



32 

Capítulo 2 – Revisão da literatura  

 

fácil manuseio, baixa higroscopicidade, inerte com o agente ativo, resistência a 

microrganismos, solúvel em solventes comumente utilizados, insípido (SHAHIDI; HAN, 1993; 

TALBERT; GODDARD, 2012). É importante ressaltar que o material de parede aplicado ao 

alimento deve ser de grau alimentício, biodegradável e formar uma camada protetora entre o 

agente ativo e o meio (ZHANG et al., 2015). 

A composição dos materiais de parede pode ser única ou combinada, ou seja, um ou 

mais compostos. O último é interessante em uma situação em que as características físico-

químicas dos materiais são diferentes. Assim, sua combinação pode oferecer melhor eficiência 

e desempenho na microencapsulação (FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA, 2012). 

Os agentes encapsulantes mais utilizados com aplicação em alimentos são carboidratos, 

gomas, proteínas e lipídios (Quadro 2.4) (SAMANTHA et al., 2015). 

 
Quadro 2.4 - Materiais de parede utilizados na microencapsulação de alimentos. 

Classe Materiais de parede 

Carboidratos Amido, Maltodextrina, dextranos, sacarose, celulose e derivados 

Gomas Goma arábica, goma guar, ágar, carragena, alginato 

Proteínas Glúten, caseínas, albuminas, hemoglobina, gelatinas e peptídeos 

Lipídeos Cera, parafina, diglicerídeos 

Fonte: Samantha et al. (2015). 

2.6.1 Amido 

Amplamente encontrado na natureza, o amido é um carboidrato com diferentes 

aplicações industriais. Os grânulos são constituídos por dois tipos de polímeros, amilose e 

amilopectina, formados por unidades de D-glicose. A proporção de polissacarídeos muda de 

acordo com a origem do amido (TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Além disso, outras 

substâncias podem compor o amido em níveis baixos capazes de interferir em suas propriedades 

físico-químicas como lipídios, minerais e compostos nitrogenados (BOBBIO; BOBBIO, 2003; 

LEONEL; CEREDA, 2002; ORDÓÑEZ et al., 2005). 

Sua aplicabilidade no processo de microencapsulação se deve às suas características 

como alta disponibilidade, baixo custo, capacidade de retenção de água, viscosidade, entre 

outras. Além disso, alterar a estrutura química do amido pode melhorar o rendimento e alterar 

suas propriedades físico-químicas (PATHAN et al., 2015). 
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A microencapsulação realizada com amido como material de parede pode ser feita por 

vários métodos: secagem por pulverização, extrusão, liofilização, spray-drying, revestimento 

em leito fluidizado e inclusão molecular (NEDOVIC et al., 2011). 

2.6.2 Maltodextrina 

A maltodextrina é um polímero sacarídeo nutritivo obtido a partir do amido e a escolha 

do amido para extração pode depender do custo de obtenção do amido e da sazonalidade 

(MONTAÑEZ SOTO, 2012). 

Reconhecida como segura pela Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação (FAO), é apresentada na forma de pó branco ou em soluções concentradas 

(STORZ; STEFFENS, 2004), é um dos carboidratos mais utilizados como revestimento de 

parede na microencapsulação de compostos. Suas principais vantagens para serem utilizadas no 

processo são: baixo custo, alta solubilidade em água, baixa higroscopicidade e umidade 

favorecendo a aglomeração e o aspecto pegajoso que pode se formar na parede do secador, 

melhorando assim o rendimento de secagem (ANEKELLA; ORSAT, 2013; KARACA; 

NICKERSON; LOW, 2013). 

2.6.3 Quitosana 

A quitosana é um polissacarídeo obtido através da desacetilação alcalina da quitina. A 

quitina é o segundo polímero mais abundante na natureza, pois pode ser encontrada nas paredes 

celulares de insetos, fungos e no exoesqueleto de crustáceos e moluscos (DESAI; PARK, 2005). 

A estrutura molecular da quitosana é um copolímero de N-acetil-D-glucosamina e D-

glucosamina que difere no grau de N-acetilação e peso molecular (KIM et al., 2007). Sua 

extração torna-se viável por ser obtida a partir de um subproduto da indústria do pescado, 

possuindo assim uma relação custo-benefício atrativa e não sendo tóxica (DESAI; PARK, 

2005). 

A utilização da quitosana como material de parede deve-se à sua biocompatibilidade, 

biodegradabilidade e efeito de permeabilidade, abundância do polímero, entre outros motivos 

(ARANAZ et al., 2009). Embora seja um material de parede atraente, é insolúvel em água e 

solúvel em soluções ácidas. No entanto, é possível alterar a estrutura da quitosana por meio de 

ligações químicas com grupos organo funcionais para que ela tenha solubilidade em soluções 

aquosas neutras, comumente chamada de quitosana modificada (quitosana solúvel em água), 
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sendo um composto valioso para aplicações em indústrias alimentícias (ESTEVINHO et al., 

2014b; SASHIWA et al., 2002; ZHANG et al., 2010). 

2.6.4 Goma Arábica 

A goma arábica ou goma acácia, de origem vegetal, é extraída de árvores africanas, 

cultivadas em diferentes áreas geográficas, produzidas predominantemente no Sudão 

(responsável por 70% das exportações) e na Nigéria. As gomas naturais e não modificadas como 

a goma arábica são amplamente utilizadas na indústria alimentícia como aditivos devido às suas 

propriedades; dentre elas, destaca-se sua propriedade como espessante (RANDALL; 

PHILLIPS; WILLIAMS, 1989). 

A goma arábica é um hidrocolóide compacto, ramificado e polidisperso. Ácidos 

carboxílicos como ácido glucurônico e galacturônico estão sempre presentes (RANDALL; 

PHILLIPS; WILLIAMS, 1989). Segundo a Food Ingredients Brazil (2011), a composição da 

goma varia de acordo com sua fonte de produção. A goma arábica, em geral, é constituída por 

12% - 15% de água e várias enzimas (oxidases, peroxidases e pectinases), e 85% - 88% de 

polissacarídeos. Os polissacarídeos podem ser divididos em duas frações, uma composta por 

polissacarídeos (cerca de 70% da composição) que não possuem porções nitrogenadas ou 

possuem porções baixas. A outra fração é composta por moléculas de alto peso molecular e 

proteínas. 

Dentre suas aplicações, a goma arábica é comumente utilizada na elaboração de aromas 

encapsulados na forma de pó. Através do processo de atomização a goma atua como 

revestimento de parede. Pode proteger compostos voláteis expostos a altas temperaturas e, além 

disso, é capaz de reter até os aromas mais delicados. Outra característica essencial é sua alta 

solubilidade em água sem interferir significativamente na viscosidade (TISS; CARRIÈRE; 

VERGER, 2001). 

2.6.5 Alginato 

O alginato de sódio é um polímero extraído principalmente de algas marrons. A 

formação do gel ocorre na presença de sais de cálcio, gelificando instantaneamente o alginato 

devido à presença de cátions polivalentes (GLICKSMAN, 1987). É formado por dois 

monômeros, um β-D-Manuronil e um α-L-Guluronil ligados por ligações glicosídicas, 

conforme mostrado na (SOUZA; PERALTA-ZAMORA; ZAWADZKI, 2008). 
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A composição do alginato muda em relação ao seu peso molecular e à relação entre o 

teor de ácido manurônico e o ácido gulurônico que ele contém (KHANNA et al., 2010). A 

solubilidade dos alginatos em água depende do pH do solvente, da força iônica do meio e da 

presença de íons gelificantes como Ca+2, Sr+2 e Ba+2 no solvente (PAWAR; EDGAR, 2011).  

A indústria farmacêutica e alimentícia utiliza o alginato por diversos fatores, tais como: 

não toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixo custo para encapsular proteínas, 

enzimas e células (KIM et al., 2017), capacidade de formar compostos versáteis e 

biocompatíveis com microrganismos, entre outros fatores (GOH; HENG; CHAN, 2012). 

2.6.6 Interação entre polímeros e outros compostos 

Além dos encapsulados e agentes encapsulantes, outros compostos podem melhorar o 

processo de obtenção ou a estabilidade das partículas. Por exemplo, no estudo  realizado  por 

Estevinho et al. (2014a), que avaliou a microencapsulação da enzima β-galactosidase com 

diferentes polímeros (goma arábica, quitosana, quitosana modificada, alginato de cálcio e 

alginato de sódio) em spray drying combinados com albumina de soro bovino (BSA). O uso da 

BSA foi justificado pela estabilização das enzimas, prevenção da termodegradação e adesão da 

enzima em tubos, pipetas e outros instrumentos. 

O uso de agentes plastificantes também pode ser necessário, como o glicerol, quando o 

objetivo é a retenção de água. Sua ação contribui para a hidrofilicidade dos filmes, aumentando 

assim sua interação com as moléculas de água (TAPIA-BLÁCIDO; DO AMARAL SOBRAL; 

MENEGALLI, 2011). 

Em processos de secagem cujo objetivo é remover a água, o glicerol pode prejudicar o 

processo pois dificulta diretamente a remoção da umidade. Portanto, não é muito adequado usar 

alta concentração (mais de 25%) de glicerol para encapsulamento de enzimas, pois aumenta a 

permeabilidade e reduz a resistência. 

Tween é um tensoativo comumente utilizado na microencapsulação de compostos 

oleosos, como no estudo de Santana et al. (2014) que realizaram a microencapsulação da polpa 

de pequi em spray dryer, utilizando amido modificado como agente encapsulante e tween como 

agente tensoativo. Os autores perceberam que a concentração do surfactante teve impacto no 

desempenho de secagem. Segundo os autores, o uso do emulsificante em excesso (mais de 1%) 

leva à desestabilização da emulsão, resultando em coalescência. 
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Vários estudos sobre a imobilização por microencapsulação da enzima β-galactosidase 

estão sendo desenvolvidos tanto em extrato celular quanto enzimático, além do uso de 

diferentes materiais de revestimento, alguns estudos estão destacados no Quadro 2.5.
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Quadro 2.5 - Estudos de microencapsulação de β-galactosidase com diferentes polímeros como materiais de parede. 
Polímeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de 

microencapsulação 

Resultados Referência 

Aditivos 

anfifílicos 

Aspergillus oryzae Enzima Liofilização β-galactosidase liofilizada na 

concentração de 1 mg/mL manteve cerca 

de 70% do seu valor inicial da atividade. 

Ken-ichi et al. (1993) 

Lipossomas __ Enzima Liofilização Retenção relatada de 96%, 95% e 87% da 

atividade após 15, 30 e 60 dias, 

respectivamente, a 17 °C. 

Kim et al. (1999) 

Eudragit L-100® Aspergillus 

oryzae 

Enzima Método de evaporação por 

solvente  

As atividades enzimáticas relativas foram 

de 68% e 40% em produtos recém-

preparados e estressados, respectivamente 

(40 °C e 75% UR). 

Squillante et al.(2003). 

Lipossomas __ Enzima Desidratação-reidratação A 55 °C, a enzima lipossomal 

reteve 86% da sua atividade; no entanto, 

apenas 65% da atividade 

de β-galactosidase livre foi observada na 

mesma temperatura 

Rodriguez-Nogales et 

al. (2005) 

Continua. 
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Cont. Quadro 2.5 - Estudos de microencapsulação de β-galactosidase com diferentes polímeros como materiais de parede. 

Polímeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de 

microencapsulação 

Resultados Referência 

Isolado de 

proteína de soro 

de leite, 

maltodextrina 

(revestimento 

secundário) e 

goma arábica 

(revestimento 

primário) 

__ Enzima Emulsão água-óleo-água e 

liofilização  

 retenção da atividade enzimática de 

5,26% com proteína de soja isolada como 

revestimento e 1,12% com maltodextrina 

como revestimento central. 

Ahn et al. (2013) 

Quitosana 

modificada 

(solúvel em água) 

Escherichia coli Enzima Secagem por atomização O valor relativo da enzima livre diminuiu 

para 92%, 78% e 67% à medida que o pH 

aumentou para 7,2, 7,7 e 8,0, 

respectivamente. A diminuição foi menor 

para a enzima imobilizada com 0,2 de 

quitosana, em pH 7,2 a atividade relativa 

foi de 100%. 

Estevinho et al.(2013) 

Goma arábica, 

quitosana, 

quitosana 

modificada, 

alginato de cálcio, 

alginato de sódio 

Escherichia coli Enzima Secagem por atomização A atividade foi de 37%, 20%, 20%, 13%, 

0%, para goma arábica, quitosana 

modificada, alginato de cálcio, alginato de 

sódio e quitosana, respectivamente, 

quando comparada com a atividade da 

enzima livre (955U) 

Estevinho et al (2014a) 

Continua. 
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Cont. Quadro 2.5 - Estudos de microencapsulação de β-galactosidase com diferentes polímeros como materiais de parede. 

Polímeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de 

microencapsulação 

Resultados Referência 

Quitosana 

modificada 

(solúvel em água) 

Escherichia coli Enzima Secagem por atomização A atividade foi de 525U em pH 6, o que 

representa 55% da atividade da enzima 

livre. 

Estevinho et al (2015) 

Triglicerídeo de 

cadeia média 

(revestimento 

primário); ftalato 

de 

hidroxipropilmetil

celulose 

(HPMCP) e 

goma-laca 

(revestimento 

entérico 

secundário) 

Kluyveromyces lactis Enzima Emulsificação e liofilização  As meias-vidas de pós de lactase 

microencapsulados revestidos com 

HPMCP e goma-laca foram 27,95 e 12,25 

meses a 4 °C, e 5,31 e 2,59 meses a 25 °C, 

respectivamente. 

Ahn et al. (2018) 

Continua. 
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Cont. Quadro 2.5. - Estudos de microencapsulação de β-galactosidase com diferentes polímeros como materiais de parede. 

Polímeros Fonte da enzima Célula/enzima Método de 

microencapsulação 

Resultados Referência 

Gelatina, goma 

arábica 

Kluyveromyces lactis; 

Aspergillus oryzae 

Enzima Emulsão água-óleo-água e 

coacervação complexa 

Após 120 dias, a enzima livre reteve cerca 

de 37% (K. lactis) e 18% (A. oryzae) de 

sua atividade catalítica. Já a enzima 

microencapsulada manteve mais de 95% e 

64% da sua atividade nas mesmas 

condições, respetivamente. 

Souza et al. (2019a) 

Sílica Streptococcus lactis  Célula Secagem por atomização A atividade mais alta foi observada a uma 

temperatura de entrada de 90 °C (101,5 U), 

e a mais baixa foi a 160 °C (2,07 U). 

Mukundan (2020) 
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2.7 ESTABILIDADE DA Β-GALACTOSIDASE IMOBILIZADA 

A estabilidade enzimática deve ser interpretada em dois conceitos diferentes, um é a 

estabilidade intrínseca da enzima e o outro é a estabilidade operacional da enzima. Por 

definição, a estabilidade intrínseca representa a estabilidade das próprias moléculas da enzima. 

Na maioria dos artigos, apenas a estabilidade operacional é avaliada (KIM et al., 2006). Em 

contrapartida, estabilidade operacional significa a persistência da atividade da enzima durante 

um processo, ou seja, nas condições de uso. Temperatura e pH são fatores limitantes na 

estabilidade de uma enzima, incluindo a β-galactosidase, durante sua aplicação nas indústrias 

(BENIWAL et al., 2018). 

Rodríguez-Nogales et al. (2005) avaliaram a estabilidade térmica da enzima β-

galactosidase microencapsulada em lipossomas variando de 30 °C a 90 °C. A 55 °C, a enzima 

microencapsulada reteve 86% de sua atividade; no entanto, apenas 65% da atividade da β-

galactosidase na forma livre foi observada na mesma temperatura. Neste estudo, verificou-se 

que a microencapsulação proporcionou maior estabilidade térmica do que a enzima em sua 

forma livre. 

Além disso, Souza et al. (2019a) avaliaram a estabilidade térmica da enzima β-

galactosidase microencapsulada em gelatina e goma arábica entre 30 °C e 80 °C; verificou-se 

que a atividade da enzima microencapsulada, acima de 37 °C, diminuiu a uma taxa mais lenta 

do que a livre e não apresentou atividade acima de 55 °C para a enzima livre. O efeito do pH e 

do tempo de armazenamento na retenção da atividade da lactase livre e encapsulada também 

foram avaliados; em pH 2,0 a pH 7,0, enzimas livres apresentaram menor atividade, enquanto 

enzimas encapsuladas não sofreram os efeitos negativos da mudança de pH. A estabilidade de 

armazenamento da enzima livre após 120 dias foi de cerca de 37% e 18%, enquanto a 

estabilidade da enzima microencapsulada foi de 64% e 95% da atividade inicial para β-

galactosidase de Kluyveromyces lactis e Aspergillus oryzae, respectivamente. Os autores 

fizeram uma observação importante, a estabilidade de estocagem foi melhor no armazenamento 

a longo prazo, enquanto durante os primeiros dez dias, a atividade da enzima encapsulada 

diminuiu sincronicamente com a enzima livre. 

Argenta et al. (2021) avaliaram que a imobilização em alginato de cálcio conferiu maior 

estabilidade à enzima β-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em relação  à sua 

forma livre. Após a imobilização submeteram a enzima em solução com pH 5,0 juntamente 
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com o controle (livre), e verificaram que a enzima imobilizada manteve sua atividade até 61%, 

em comparação, a enzima livre que teve uma atividade de apenas 35% em relação à atividade 

inicial (100%), isto é, antes de submeterem ao pH 5,0. Além disso, após duas horas da reação 

de hidrólise, a enzima β-galactosidase livre apresentou apenas 50% da atividade em relação à 

atividade inicial a 40 °C, enquanto a enzima imobilizada manteve sua atividade em 95 e 85%, 

para os testes em 40 °C e 60 °C, respectivamente. Em outro estudo, Souza et al. (2019b) 

observaram que a β-galactosidase livre e imobilizada por complexação com alginato, como 

resultado, apresentou estabilidade operacional indiferente em temperaturas de até 55 °C e pH 

6. No entanto, em temperaturas acima de 60 °C, a atividade da enzima livre reduziu 

significativamente em comparação ao biocatalizador imobilizado. Essa atividade reduzida em 

altas temperaturas para as enzimas pode ser explicada pelo seu estado inativo ou desnaturado 

devido à alta temperatura, a modificações da estrutura tridimensional da enzima, seguida pela 

interrupção do acesso do substrato ao sítio ativo. Nenhuma atividade foi observada até pH 5,0 

para a enzima imobilizada por complexação a 55 °C devido à inativação enzimática nessa 

temperatura. No entanto, acima de pH 5, com o início da dissociação do complexo, a atividade 

da enzima aumentou e foi semelhante à da enzima livre em pH 7,0. 

Shafi et al. (2021) avaliaram o efeito do pH na atividade da β-galactosidase solúvel e 

imobilizada em nanocompósito de óxido de grafeno. Observou-se que a atividade máxima 

exibida pela enzima β-galactosidase solúvel foi em pH 4,5, enquanto a enzima imobilizada foi 

estável em pH 4,5 a 7, retendo cerca de 90% de sua atividade a 37 °C em 15 minutos. Ricardi 

et al. (2021) observaram que em valores de pH acima de 6,5, o biocatalisador imobilizado em 

material mesoporoso de sílica/titânia/quitosana apresentou atividade ligeiramente superior à da 

enzima livre, mantendo a atividade em 45 ± 1% em pH 8,0, enquanto a forma livre foi retida 

cerca de 30 ± 3%. 

Haghju et al. (2018) estudaram a enzima β-galactosidase imobilizada em nanofibras, 

durante 28 dias de armazenamento a 4 °C e 25 °C, que reteve 77% e 42% de sua atividade 

inicial, respectivamente.  

Wolf et al. (2021) relataram que a temperatura de reação para hidrolisar lactose usando 

a enzima produzida a partir de Kluyveromyces lactis livre e imobilizada em hidrogel à base de 

goma arábica e à base de quitosana, pode ser ajustada em 37,0°C ± 1,0 °C ou 25,0°C ± 1,0 °C, 

enquanto o melhor valor de pH foi definido em 7,5. Nessas condições, as enzimas podem ser 

úteis na indústria alimentícia. Ricardi et al. (RICARDI et al., 2021) observaram que após 24h 
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de incubação a 40 °C, a lactase imobilizada em material mesoporoso de sílica/titânia reteve 40 

± 4 % da atividade inicial, enquanto a enzima livre reteve apenas 20 ± 5% da atividade inicial. 
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CAPÍTULO 3 - EFEITO DE DIFERENTES MATERIAIS DE PAREDE NA 
FORMAÇÃO DE MICROPARTÍCULAS DE CÉLULAS DE KLUYVEROMYCES 

MARXIANUS QUE EXPRESSAM ATIVIDADE DE β-GALACTOSIDASE 

3.1 INTRODUÇÃO 

A enzima β-galactosidase possui ampla aplicabilidade na indústria de alimentos, sendo 

sua principal função realizar a hidrólise da lactose. Essa reação apresenta diversas vantagens 

tecnológicas tais como maior poder adoçante; redução de cristalização da lactose; diminuição 

na incidência da reação de Maillard; desenvolvimento de produtos específicos para pessoas 

intolerantes a lactose entre outras (FISCHER et al., 2013; FOGLIANO et al., 2020; PRESTES 

et al., 2022; TREISTER-GOLTZMAN; FRIGER; PELEG, 2018). 

Além das vantagens citadas, a enzima β-galactosidase tem sido amplamente estudada 

por sua relevância, uma vez que grande parcela da população tem dificuldades em consumir 

produtos com lactose devido à lactose (MUHAMMED ALSHANBERI et al., 2021; 

PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010). Para suprir as necessidades desses indivíduos, as 

empresas elaboraram alimentos com baixo teor de lactose ou “zero lactose” como são chamados 

os produtos com ausência desse carboidrato (DANTAS; VERRUCK; PRUDENCIO, 2019; 

ZINGONE et al., 2017). Esses produtos fazem parte de um nicho de mercado em expansão, 

dentro da indústria de laticínios é o mercado que mais cresce (DANTAS; VERRUCK; 

PRUDENCIO, 2019; DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019; NÉMETH et al., 2020). 

Outra funcionalidade da enzima β-galactosidase é a transglicosilação da lactose para 

sintetizar galacto-oligossacarídeos (GOSs). Os GOSs não são digeríveis, não são hidrolisados 

ou absorvidos pelo intestino, eles são fermentados seletivamente por bactérias intestinais 

benéficas, sendo classificados, portanto, como prebióticos. Outra característica dos GOSs é seu 

baixo teor de doçura, baixo valor calórico e baixa cariogenicidade (GROSOVÁ; 

ROSENBERG; REBROŠ, 2008; MAISCHBERGER et al., 2008; MUHAMMED 

ALSHANBERI et al., 2021). 

As enzimas são muito sensíveis e existe grande dificuldade em manter sua estabilidade, 

especialmente quando estão em soluções, sendo que nesse estado também é necessário seu 

armazenamento sob refrigeração. Por outro lado, quando estão na forma sólida, são mais 

estáveis e podem ser acondicionadas à temperatura ambiente. Nesse contexto, a 

microencapsulação de enzimas pode ser uma alternativa para se obter enzimas sólidas, sendo 
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um atraente método para propiciar maior estabilidade e maior capacidade de conservação da 

atividade enzimática durante sua vida útil, além de facilitar seu armazenamento e transporte 

(ALVARADO-RAMÍREZ et al., 2021; AMERI; MAA, 2007; NAMALDI; ÇALIK; 

ULUDAG, 2007). 

A microencapsulação é uma técnica usada para revestir materiais, nesse processo podem 

ser utilizados diversos tipos de polímeros como material de revestimento do núcleo. Esse 

processo possui inúmeras aplicações em diversas áreas, nas indústrias de alimentos é usada para 

encapsular aditivos (corantes, adoçantes, óleos essenciais), microrganismos, ácidos graxos, 

enzimas, entre outros produtos para as mais diversas finalidades (GHARSALLAOUI et al., 

2012; MOVAHEDPOUR et al., 2022; MUKUNDAN et al., 2020).  

Existem vários métodos para se realizar a microencapsulação, para a escolha do melhor 

método deve ser considerado alguns aspectos, como: o tamanho das partículas que se deseja 

obter, tipo de núcleo e suas propriedades, tipo de material de parede e suas propriedades, escala 

de produção, custo entre outros fatores. o spray drying é um exemplo de método. Nesse 

processo diversas gotículas da solução são aspergidas e entram em contato com o ar de secagem, 

formando em poucos segundos partículas secas (GHARSALLAOUI et al., 2007; NGUYEN et 

al., 2022). 

O objetivo deste trabalho é avaliar o processo de microencapsulação em spray dryer da 

célula de Kluyveromyces marxianus que expressa atividade da β-galactosidase, bem como 

avaliar as propriedades das micropartículas formadas e sua estabilidade térmica, pH e à 

estocagem.  
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3.2 MATERIAL E MÉTODOS  

Neste tópico estão descritos os materiais utilizados, o desenvolvimento experimental e a 

metodologia empregada. No Fluxograma da Figura 3.1 estão ilustradas as etapas realizadas 

neste estudo. 

 

Figura 3.1 - Fluxograma do desenvolvimento da metodologia experimental. 
 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

As metodologias empregadas nas etapas descritas no fluxograma serão detalhadas nos 

tópicos seguintes.  

3.2.1 Material 

Para a microencapsulação utilizou-se células do microrganismo Kluyveromyces 

marxianus ATCC 46537 com atividade de β-galactosidase, levedura proveniente da Coleção de 
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Culturas Tropicais da Fundação André Tosello de Campinas (SP), na forma reativada (slants 

sem duplicata). O certificado de análise pode ser visto no Anexo A.  

A cultura foi mantida a 4 °C em meio Ágar-Extrato de malte para levedura (A-EM) 

conforme metodologia recomendada pela Fundação André Tosello. O meio de manutenção (A-

EM) utilizado continha extrato de levedura, peptona, glicose e ágar nas seguintes proporções: 

3,0 g/L; 5,0 g/L; 13,0 g/L e 20,0 g/L respectivamente. A cultura foi repicada mensalmente. 

O substrato utilizado no presente trabalho foi cedido pela empresa LACTOSUL 

INDÚSTRIA DE LATICÍNIOS LTDA, situada na Rod. BR 158 – s/n° - Km 88 – Zona Rural 

– Piranhas/GO. O permeado de soro em pó da marca CENTRO OESTE LATICÍNIOS cuja 

especificação técnica está apresentada no Anexo B, foi utilizado como principal fonte de 

carbono, como lactose, na formulação dos meios de cultura para crescimento da levedura K. 

marxianus ATCC 46537. 

Alginato de sódio (Dinâmica), goma arábica (Adicel), proteína isolada de soja – PIS 

(ADM) doada pela SUINCO – COOPERATIVA de SUINOCULTORES e maltodextrina D10 

– MD (Ingredion), foram utilizados como agente encapsulante no processo de 

microencapsulação das células de K. marxianus por spray drying. 

Os equipamentos utilizados foram: incubadora refrigerada com agitação da marca 

TECNAL (modelo TE – 421, Brasil); centrífuga refrigerada da marca Hermle Labortechnik, 

(modelo Z 326 K, Alemanha); medidor de atividade de água AQUALAB da marca Decagon 

(modelo Pawkit, Estados Unidos); atomizador Spray dryer da marca LABMAQ (modelo LM 

MSD 1.0, Brasil); Microscópio eletrônico de varredura Zeiss EVO MA 10, marca Oxford 

(modelo 51-ADD0048, Alemanha); espectrofotômetro Perkin Elmer (modelo Spectrum Two, 

com acessório de reflexão total atenuada – ATR, com reflexão interna de seleneto de zinco da 

marca Miracle ATR – Single Reflection ZnSe/L1600115) 

3.2.2 Metodologia 

3.2.2.1 Produção da levedura K. marxianus que expressa atividade da enzima β-

galactosidade e determinação da concentração celular  

Para o cultivo da levedura K. marxianus ATCC 46537 foram utilizados dois meios 

(inóculo e meio fermentação) a base de permeado de soro de leite com concentrações baseadas 

em Pinheiro et al. (2003) e Santiago et al. (SANTIAGO et al., 2004).  
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O inóculo foi preparado em tampão fosfato de sódio 0,2 M e pH 5,5. O meio inóculo foi 

composto por lactose (50,0 g/L) - presente no permeado de soro; extrato de levedura (6,0 g/L); 

sulfato de amônio (6,0 g/L); fosfato de potássio monobásico (5,0 g/L) e sulfato de magnésio 

heptahidratado (0,6 g/L). 

O meio de fermentação foi preparado em tampão fosfato de sódio 0,2 M e pH 7,0, 

composto por lactose (100,0 g/L) – presente no permeado de soro; sulfato de amônio (6,26 g/L); 

fosfato de potássio monobásico (5,0 g/L) e sulfato de magnésio heptahidratado (0,6 g/L). 

Ambos os meios foram esterilizados em autoclave antes de serem utilizados e todos os reagentes 

utilizados foram de grau analítico, exceto a lactose, que foi proveniente do permeado de soro 

de leite. 

Para realizar a fermentação preparou-se o inóculo e o meio de fermentação conforme 

descrito anteriormente e ambos foram colocados em reator cônico de bancada constituído de 

um erlenmeyer de 250 mL ocupando 30% de seu volume total, fechado com rolha de gaze e 

algodão hidrófobo. Em seguida adicionou-se a levedura ao meio inóculo e o meio foi incubado 

a 30 °C, a 120 rpm por 14 horas em incubadora refrigerada com agitação. Findado o período de 

incubação, o inóculo foi centrifugado por 10 min a 5.000 rpm e o decantado foi transferido para 

o meio de fermentação na proporção de 5 g de células por litro de meio fermentado e em seguida 

iniciou-se a fermentação. A cultura foi mantida a 30 °C, 120 rpm por 24 h em incubadora 

refrigerada com agitação (SOUSA et al., 2021). 

O caldo fermentado foi centrifugado e o decantado foi ressuspendido em tampão fosfato 

de potássio-hidróxido de sódio, concentração de 0,1M, pH 7,0, obtendo uma suspensão celular 

de 75 g/L (MANERA et al., 2008; NUMANOǦLU; SUNGUR, 2004; SOUSA et al., 2021). Na 

Figura 3.2 está ilustrado o processo da fermentação. 

A concentração celular foi medida a partir da absorbância a 650 nm, convertida em 

massa seca de células através da curva padrão de biomassa seca em função da absorbância, 

apresentada no Apêndice A (SOUSA et al., 2021). 
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Figura 3.2 - Esquema do processo de fermentação. 
 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

3.2.2.2 Solução de alimentação do spray dryer 

As soluções de revestimento foram preparadas na concentração de 2% (massa/volume) 

para todos os materiais de parede e agitadas por duas horas. As amostras desses materiais foram 

caracterizadas quanto à umidade, atividade de água, higroscopicidade e solubilidade em água, 
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conforme metodologias descritas nos tópicos 3.2.2.2.1, 3.2.2.2.2, 3.2.2.2.3, e 3.2.2.2.4 

respectivamente. 

A suspensão da levedura K. marxianus foi misturada à solução do agente encapsulante, 

na proporção de 1:10 por 20 minutos para a alimentação do spray dryer, adaptado de Braga et 

al. (BRAGA et al., 2019). Antes de cada experimento realizou-se avaliação da umidade da 

solução de alimentação. 

3.2.2.3 Microencapsulação das células de K. marxianus 

O processo de atomização foi realizado em spray dryer capacidade de secagem de 1 L/h. 

Utilizou-se o bico atomizador de 1,2 mm, e fluxo de entrada de ar de 1,65 m3/min, temperatura 

do ar de secagem de 90 °C, fluxo da solução de alimentação igual a 0,600 L/h, taxa de 

atomização 40 L/min baseando em estudo realizado por Braga et al. (BRAGA et al., 2019). Na 

Figura 3.3 está ilustrado o esquema de microencapsulação realizado. 

 

Figura 3.3 - Esquema de microencapsulação da célula K. marxianus. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2023). 



67 

Capítulo 3 – Efeito de diferentes materiais de parede na formação de micropartículas de 

células de Kluyveromyces marxianus que expressam atividade de β-galactosidase 

 

3.2.2.4 Caracterização e avaliação do rendimento de secagem das micropartículas obtidas 

com diferentes materiais de parede 

Análises físico-químicas foram realizadas para os materiais de parede utilizados e para 

as micropartículas formadas conforme descrito nos tópicos a seguir. 

3.2.2.4.1 Umidade 

A umidade das suspensões K. marxianus, dos materiais de parede e das micropartículas 

foram determinadas por método gravimétrico. Foram pesados aproximadamente 1 g das 

amostras em cápsulas de porcelana previamente pesadas. As cápsulas contendo as amostras 

foram levadas a estufa (não convectiva) a 105 °C, onde se mantiveram até a massa das mesmas 

permanecerem constantes conforme metodologia da A.O.A.C. (2005). A umidade das amostras, 

em base úmida (b.u.), foi calculada de acordo com a Equação 3.1. 𝑈𝑚𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) = 𝑚𝑇−𝑚𝑆𝑚𝑇                                         Equação 3.1 

Onde 𝑚𝑆 é a massa da amostra seca em g e 𝑚𝑇 é a massa total utilizada como amostra em g. 

3.2.2.4.2 Atividade de água  

A atividade de água (aw) foi determinada nos materiais de parede e nas micropartículas 

secas. Utilizou-se o equipamento analisador de atividade de água de bancada, AQUALAB com 

leitura digital. 

3.2.2.4.3 Higroscopicidade  

Para determinação da higroscopicidade dos materiais de parede e das micropartículas 

produzidas utilizou-se de forma adaptada a metodologia de Cai e Corke (CAI; CORKE, 2000). 

Colocou-se 0,3 g das amostras em cápsulas de porcelana, as quais foram armazenadas em 

dessecador contendo solução saturada de cloreto de sódio, com umidade relativa de 70%, 

durante sete dias à temperatura ambiente. O resultado foi expresso em gramas de água adsorvida 

por 100 gramas de matéria seca (ms). 
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3.2.2.4.4 Solubilidade em água  

Para determinação da solubilidade realizou-se as análises conforme Cano-Chauca 

(CANO-CHAUCA et al., 2005). Pesou-se 0,5 g das amostras e colocou-as em béqueres 

contendo 50 mL de água destilada. Homogeneizou-se à temperatura ambiente em uma placa de 

agitação por trinta minutos a 100 rpm. Posteriormente a solução foi centrifugada, utilizando 

uma centrífuga de bancada digital; durante 5 min, a 3.500 rpm. O sobrenadante foi transferido 

para uma cápsula de porcelana de peso conhecido e levado à estufa (não convectiva) à 105°C 

até a massa se manter constante. O resultado foi expresso em porcentagem e calculado de 

acordo com a Equação 3.2. 

 𝑆𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑒𝑚 á𝑔𝑢𝑎 (%) = 𝑀𝑆𝑀𝑇 𝑥 (1−𝑋𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) 𝑥100   Equação 3.2 

 

Onde 𝑀𝑆 é a massa solubilizada presente no sobrenadante em g, 𝑀𝑇 é a massa total da amostra 

em g e Xamostra é a umidade da amostra. 

3.2.2.4.5 Rendimento do processo de secagem  

O rendimento do processo de secagem foi obtido por meio da razão entre a massa de 

sólidos do produto em pó coletado e a massa de sólidos alimentados ao secador (suspensão de 

K. marxianus com material de parede), conforme a Equação 3.3. 

 𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑐𝑎𝑔𝑒𝑚 (%) = 𝑀𝑝ó(1−𝑋𝑤,𝑝ó)𝑀𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜(1−𝑋𝑤,𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜) 𝑥100    Equação 3.3 

 

Onde 𝑀𝑝ó é a massa de pó coletada na base do ciclone após o processo de 

microencapsulação, 𝑀𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜 é a massa alimentada no spray dryer, 𝑋𝑤,𝑝ó e 𝑋𝑤,𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜 são 

as frações de água presentes no pó obtido e na suspensão de K. marxianus com material de 

parede alimentadas no spray dryer, respectivamente. 
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3.2.2.5 Avaliação microestrutural das micropartículas 

O Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) foi utilizado para realizar a análise 

microestrutural da levedura K. marxianus após a microencapsulação. As amostras foram 

colocadas nos stubs utilizando uma fita de carbono dupla face, metalizadas em banho de ouro e 

visualizadas no MEV.  

3.2.2.6 Avaliação por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com 

reflexão atenuada (FTIR-ATR)  

A estrutura dos materiais de parede e dos pós obtidos foram investigadas por 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) utilizando um 

espectrofotômetro Perkin Elmer com acessório de reflexão total atenuada – ATR, no 

Laboratório do Núcleo de Bioprocessos (NUCBIO – FEQUI/UFU). Os dados da análise de 

FTIR-ATR foram tomados na região de número de onda entre 500 e 4000 cm-1 com resolução 

de 2 cm-1. Registrou-se 32 “scans” por amostra analisada. 

3.2.2.7 Determinação da atividade enzimática da β-galactosidase presente na célula de K. 

marxianus livre e microencapsulada  

A atividade enzimática da enzima β-galactosidase, na célula (livre) e imobilizada, foi 

determinada pelo método das taxas iniciais da reação de hidrólise de lactose, realizada em um 

reator de mistura, operando em batelada, com volume útil de 200 mL, dotado de uma camisa 

externa para circulação de água proveniente de banho termostatizado para controle da 

temperatura, submetido à agitação magnética. As dimensões do reator de mistura utilizado 

foram 8,2 cm de altura e 5,5 cm de diâmetro interno. Na Figura 3.4 está representado o esquema 

das etapas utilizadas para a determinação da atividade enzimática.  
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Figura 3.4 - Esquema para a determinação da atividade enzimática. 

 
Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Para determinação da atividade catalítica da enzima β-galactosidase utilizou-se solução 

de lactose (PA) 50 g/L, obtido a partir de tampão lático recomendado pela NOVO NORDISK 

(NOVO NORDISK, 1993). A solução tampão lático é constituída de citrato de sódio tribibásico 

(0,795 g/L); ácido cítrico anidro (1,400 g/L); sulfato de potássio (0,180 g/L); fosfato de potássio 

bibásico (0,520 g/L); fosfato de potássio monobásico (1,470 g/L); hidróxido de potássio (1,090 

g/L); cloreto de magnésio hexahidratado (0,830 g/L); cloreto de cálcio anidro (0,566 g/L); 

hidróxido de sódio (0,800 g/L) e bicarbonato de sódio (0,280 g/L). Os reagentes foram 

dissolvidos em água destilada e foi ajustado o pH em 6,5 com solução de ácido clorídrico 0,1 

M. 

Para cada experimento foi adicionado ao reator 5 mL do caldo ressuspendido a 75 mL 

de solução de lactose, em temperatura de 35 °C (SANTIAGO et al., 2004). Para a célula livre 

utilizou-se o caldo obtido após processo de fermentação. Para a célula imobilizada 

ressuspendeu-se o pó obtido em solução tampão de fosfato de potássio-hidróxido de sódio 0,1 
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M na concentração de 75 g/L. Essa concentração foi obtida por meio experimental, idealizando 

obter a mesma concentração da suspensão celular obtida na fermentação. 

A unidade de atividade enzimática (U) é a quantidade de enzima que catalisa a 

conversão de um μmol de glicose produzida por minuto, avaliado nas condições experimentais 

à temperatura de 35 °C, pH 6,5, com uma concentração inicial de lactose de 50 g/L. Para cada 

experimento foram tomadas cinco amostras do meio reacional no intervalo de três em três 

minutos (3, 6, 9, 12 e 15 min). 

Cada amostra foi colocada em um tubo de ensaio, o qual foi tampado e imediatamente 

colocado em um banho de água em ebulição, por 10 minutos. A glicose formada foi dosada 

pelo método da glicose-oxidase (BAO et al., 2004) utilizando o kit Glicose Liquiform da 

Labtest conforme Apêndice B. A atividade, a partir do método das taxas iniciais, para cada 

reação da hidrólise de lactose, foi obtida pela inclinação das equações lineares de concentração 

de glicose em função do tempo de reação. Os experimentos foram realizados em duplicata para 

uma maior confiabilidade nos resultados obtidos. 

3.2.2.8 Estudo da estabilidade ao armazenamento 

A célula K. marxianus microencapsulada foi armazenada em três condições diferentes: 

na forma ressuspendida sob refrigeração (entre 4 °C e 7 °C) e foi avaliada ao fim de 30 dias; na 

forma de pó sob refrigeração (entre 4 °C e 7 °C) e em temperatura ambiente (25 °C) onde foram 

analisadas em 30 e 60 dias determinando sua atividade enzimática. A atividade enzimática foi 

determinada pelo método das taxas iniciais, conforme o item 3.2.2.7. A atividade residual 

relativa foi calculada tendo como 100% a atividade da enzima imobilizada no primeiro dia. 

3.2.2.9 Estudo da estabilidade térmica  

Amostras dos pós obtidos foram ressuspensas conforme descrito no item 3.2.2.7 e foram 

incubadas em banho termostático a diferentes temperaturas. As condições avaliadas foram: 30 

°C (24 horas), 35 °C (12 horas), 40 °C (5 horas) e 50 °C (30 minutos). As amostras foram 

coletadas ao longo do tempo, resfriadas em banho de gelo e em seguida a atividade enzimática 

foi determinada de acordo com o item 3.2.2.7. Os resultados da atividade enzimática residual 

em função do tempo de incubação, para cada temperatura foram ajustados para o modelo de 

desativação térmica de primeira ordem (Equação 3.4). O ajuste foi realizado pelo método 
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numérico Levenberg-Marquardt usando o software Statistica 7.0, determinando o parâmetro 

cinético (HENLEY; SADANA, 1985). 

 𝐴𝐴0 = 𝑒(−𝑘𝑑.𝑡)                                                Equação 3.4 

 

Sendo: 
𝐴𝐴0 atividade relativa e kd a constante cinética de desativação térmica. 

 

Para cada temperatura foram determinados os tempos de meia vida (𝑡12) utilizando as 

Equação 3.5. O cálculo foi realizado utilizando os parâmetros encontrados na equação anterior 

(3.4). 𝑡12 = − ln(0,5)𝑘𝑑                                            Equação 3.5 

 

A energia de ativação da desativação térmica foi calculada pela equação de Arrhenius 

linearizada (Equação 3.6). ln (𝑘𝑑) = ln(𝐴∗) − 𝐸𝑎𝑅 . 1𝑇                                Equação 3.6 

 

Onde: A* fator de frequência para a reação; Ea energia de ativação do processo de 

desativação térmica; T temperatura absoluta e R é a constante da lei dos gases ideais. 

 

O ajuste foi realizado a um nível de 90% de significância e verificou-se o valor do 

coeficiente de determinação (R2) e o valor da soma do quadrado dos desvios para observar se o 

ajuste se adequava aos resultados experimentais. 

3.2.2.10 Estudo da estabilidade ao pH 

As amostras obtidas no spray dryer foram armazenadas a -15 °C até a sua posterior 

utilização. Foram preparadas soluções tampão fosfato de potássio-hidróxido de sódio 0,1 M em 

diferentes valores de pH, sendo eles: 6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 e 8,0. As amostras foram 

ressuspensas nas diferentes soluções tampão e incubadas em banho termostático a 30 °C por 12 

horas (SOUSA et al., 2021). Em seguida, as amostras foram retiradas e a atividade enzimática 
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A levedura K. marxianus foi capaz de fermentar a lactose presente no permeado de soro 

de leite aumentando sua biomassa, no decorrer da fermentação o substrato foi consumido e 

houve a formação de compostos que inibem a multiplicação das leveduras como o etanol, 

resultando na redução da produção de biomassa ao longo do tempo. Nas condições utilizadas, 

foi possível utilizar um subproduto da indústria para gerar células que expressam atividade 

enzimática, e os valores obtidos para a concentração celular foram de acordo com os valores 

reportados por Falleiros et al. (FALLEIROS et al., 2015) e Sousa et al. (SOUSA et al., 2021). 

A concentração de biomassa nas primeiras 2,5 h passou de 5,03 g/L a 9,36 g/L e ao término da 

fermentação, no tempo de 25 horas, o meio fermentativo apresentou um valor final de 15,32 

g/L. 

3.3.2 Caracterização e avaliação do rendimento de secagem das micropartículas obtidas com 
diferentes materiais de parede 

Os polímeros utilizados como materiais de parede possuem propriedades físicas e 

químicas que podem produzir materiais de diferentes características (RODRÍGUEZ-

RESTREPO; GIRALDO; RODRÍGUEZ-BARONA, 2017), desta forma os polímeros  foram 

caracterizados quanto à solubilidade, atividade de água, higroscopicidade e umidade, e os 

resultados obtidos estão dispostos na Tabela 3.1. 

 

Tabela 3.1 - Parâmetros físico-químicos dos polímeros. 
 

Polímeros e 
micropartículas 

Umidade (%) 
Atividade de 

água 
Higroscopicidade 
(g / 100 g de ms) 

Solubilidade 
(%) 

Alginato 11,3 ± 0,2a 0,60 ± 0,01a 13 ± 1b 79 ± 2 a 

Maltodextrina 4,5 ± 0,2c 0,56 ± 0,01a 11 ± 1b 89 ± 4 a 

Goma arábica 8,8 ± 0,1ab 0,56 ± 0,01a 12 ± 1b 94 ± 1 a 

PIS 6,5± 0,1bc 0,55 ± 0,01a 9 ± 1b 31 ± 1 b 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao 
nível de 95% de confiança.  

 

Realizou-se os testes de normalidade para aplicar a análise de variância (ANOVA) 

utilizando o software Statistica® 7.0, verificou-se que havia diferença entre pelo menos um dos 

grupos e para complementar a análise aplicou-se o teste de Tukey. De modo geral as amostras 
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de materiais puros apresentaram baixa umidade e baixa atividade de água, valores adequados 

para produtos secos.  

Os valores de higroscopicidade variaram de 9 a 13 g/100 ms, considerados baixos, 

possibilitando o uso desses materiais para a microencapsulação visto que materiais 

armazenados em forma de pó não podem ser higroscópicos pois favorece a degradação do 

material durante a estocagem.  

A solubilidade de todos os materiais de parede foi considerada adequada para utilização 

em microencapsulação por spray drying (31 à 94%), pois o método de secagem escolhido 

precisa de materiais que sejam pelo menos, parcialmente solúveis em água (DESAI; PARK, 

2005). Durante a realização das secagens nenhum material ocasionou o entupimento no 

equipamento, problemas que normalmente ocorrem em secagens envolvendo materiais 

altamente viscosos ou insolúveis em água (CAL; SOLLOHUB, 2010; MOEJES et al., 2018). 

Os resultados de caracterização e rendimentos de secagem obtidos para as micropartículas estão 

dispostos na Tabela 3.2. 

 

Tabela 3.2 - Parâmetros físico-químicos das micropartículas e rendimentos de secagem. 
 

Polímeros e 
micropartículas 

Umidade 
(%) 

Atividade 
de água 

Higroscopicidade 
(g / 100 g de ms) 

Solubilidade 
(%) 

Rendimento 
(%) 

Tratamento 1 9 ± 1ab 0,37 ± 0,01a 38 ± 1b 73 ± 7 bc 38 ± 2ab 

Tratamento 2 4 ± 1c 0,40 ± 0,02a 11 ± 1e 86 ± 1 ab 20± 3bc 

Tratamento 3 6 ± 1bc 0,39 ± 0,01a 70 ± 1a  84 ± 2 ab 8 ± 3c 

Tratamento 4 4 ± 1c 0,37 ± 0,00a 17 ± 1d 60 ± 2 cd 17 ± 8bc 

Tratamento 5 6 ±1bc 0,29 ± 0,01b 21±1c  44 ± 2 d 61 ± 4a 
Tratamento 1: célula e alginato; tratamento 2: célula e maltodextrina; tratamento 3: célula e goma arábica; 
tratamento 4: célula e proteína isolada de soja, tratamento 5: célula sem material de parede. *n.a. não se aplica. 
As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nível 
de 5% de probabilidade. 
 

 

Realizou-se os testes de normalidade para aplicar a análise de variância (ANOVA) 

utilizando o software Statistica® 7.0, verificou-se que havia diferença entre pelo menos um dos 

grupos e para complementar a análise aplicou-se o teste de Tukey. De modo geral as amostras 
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de micropartículas apresentaram baixa umidade (inferior a 10%), característica desejável para 

uma boa estabilidade ao longo do tempo desses produtos (MASTERS, 1991; MUJUMDAR, 

2014). A formulação contendo alginato de sódio como material de parede apresentou o maior 

percentual de umidade (9 %) em relação aos demais e a da proteína isolada de soja (4%) o 

menor.  

Para melhor assegurar a estabilidade no armazenamento, deve-se também analisar 

conjuntamente os valores de atividade de água. Assim, observou-se que os valores obtidos de 

aw para as micropartículas variaram de 0,29 ± 0,01 a 0,40 ± 0,02, sendo esses valores inferiores 

ao estabelecido como seguros na literatura (0,60) para estocagem (CHIRIFE; DEL PILAR 

BUERA, 2009; FELLOWS, 2000; MUJUMDAR, 2007). Desta forma todos os pós obtidos 

encontram-se estáveis microbiologicamente se forem armazenados em condições adequadas, 

sendo reduzido o risco de desenvolvimento microbiano e de alterações das características do 

produto. 

Os valores de higroscopicidade variaram de 11 a 70 g/100 ms para os tratamentos, 

portanto houve diferença significativa entre todos os tratamentos conforme mostrado na Tabela 

3.2. Segundo a classificação da GEA Niro Research Laboratory (2015), o pó é ligeiramente 

higroscópico quando se encontra 10,1 - 15,0 g/100 ms e higroscópico quando 15,1 - 20,0 g/100 

ms, desta forma as microcápsulas formadas no spray dryer, a partir da goma arábica, alginato 

de sódio e micropartícula sem material de parede (célula) são altamente higroscópicas, e as 

micropartículas formadas a partir de PIS são higroscópicas. Enquanto as amostras formadas a 

partir da maltodextrina podem ser classificadas como ligeiramente higroscópicas. Essa baixa 

higroscopicidade favorece a escolha da maltodextrina como bom agente encapsulante uma vez 

que produtos higroscópicos absorvem água do ambiente favorecendo a ocorrência de reações e 

proliferação microbiana. 

Estatisticamente através do teste de Tukey podemos afirmar que houve diferença 

significativa entre os rendimentos das micropartículas. A célula seca sem material de parede 

apresentou o maior rendimento, seguida da célula com alginato, maltodextrina, PIS e goma 

arábica; 61, 38, 20, 17 e 8% respectivamente. Braga et. al. (2019) realizaram a secagem de 

Trichoderma asperellum utilizando maltodextrina D20 como material de parede em spray dryer 

com parâmetros de secagem fixados como temperatura de entrada 80 °C; concentração material 

de parede 8 (m/v), vazão de alimentação 0,6 L/h. Os autores encontraram rendimentos de 

secagem próximos para célula revestida com maltodextrina e sem material de parede (66,64% 
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e 49,01, respectivamente) deste modo o material de parede utilizado aumentou o rendimento 

quando usado em concentrações mais elevadas. 

O tratamento com goma arábica apresentou a maior higroscopicidade de modo que há 

maior capacidade de absorção de umidade podendo levar a maiores interações com as moléculas 

de água, resultando na maior dificuldade de remoção da água consequentemente no menor 

rendimento de secagem. Ao realizar o desmonte do equipamento verificou-se que as partículas 

do tratamento 3 e 4 estavam muito incrustadas no equipamento em uma camada mais espessa 

que os demais tratamentos. O tratamento 5 apresentou maior facilidade na etapa de limpeza do 

equipamento pois havia pouquíssimo material aderido à superfície, fato que pode estar 

associado a baixa solubilidade (mas solúvel) e a higroscopicidade intermediária das partículas 

que podem favorecer a secagem do material com baixa aderência as paredes do equipamento. 

Em decorrência da perda de produto na parede do equipamento de secagem e no ar de saída do 

ciclone, o rendimento em experimentos de pequena escala nem sempre é o ideal, onde os 

manuais dos equipamentos laboratoriais relatam que o rendimento esteja em torno de 20% – 

70%, contudo, em escala industrial, o rendimento tende a aumentar com o aumento de escala, 

pois a fração perdida é uma parte menor do volume de produção. Mesmo ocorrendo uma 

limitação no rendimento por ser um experimento de bancada, devemos observar que o 

rendimento de secagem do tratamento 5 tende a ser o melhor em uma escala de produção maior 

ainda que este tratamento não utilize de nenhum material de parede. 

3.3.3 Avaliação microestrutural das células de K. marxianus microencapsulada e dos 
materiais de parede por microscopia eletrônica de varredura 

Na Figura 3.6 tem-se a microscopia eletrônica de varredura da célula de K. marxianus 

seca em spray dryer nos mesmos parâmetros para formação das micropartículas com os 

materiais de parede. Componentes celulares são normalmente danificados pelo calor, pois 

quando aquecidos à determinadas temperaturas as enzimas e as membranas celulares alteram 

sua estrutura.  
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Figura 3.6 - Imagem MEV da célula K. marxianus seca em spray dryer sem material de parede. 

 

Amplificação 10000 vezes, intensidade do feixe (EHT) 5 kV, 
distância entre a amostra e a lente igual ou inferior a (WD) 
13 mm. 

As micropartículas formadas apresentaram um tamanho médio variado entre 4 e 6 µm, 

superfície rugosa e irregular, a secagem por spray drying a temperatura de 90°C foi suficiente 

para realizar a secagem sem romper a estrutura celular, deste modo a enzima ficou protegida 

no interior da célula, apesar do decaimento da atividade enzimática após a secagem, ainda 

houve manutenção desta atividade pela capacidade da célula proteger a enzima contra a 

desnaturação durante a secagem.  

As microscopias eletrônicas de varredura dos materiais de parede e as micropartículas 

formadas com os materiais de parede (alginato de sódio, maltodextrina, goma arábica e proteína 

isolada de soja) são mostradas na Figura 3.7, sendo que os materiais de parede estão 

representados por 1A, 2A, 3A e 4A e as microcápsulas representados por 1B, 2B, 3B, 4B.  
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Figura 3.7 - Imagens MEV dos materiais de parede e das micropartículas de célula de K. 

marxianus que expressam atividade da β-galactosidase com diferentes biopolímeros: alginato 

de sódio, maltodextrina, goma arábica e proteína de soja isolada. 

Polímeros Célula com polímeros 

   

  

  

   Continua.  

3B 3A 3B 

2A 2B 

1A 1B 
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Cont. Figura 3.7 - Imagens MEV dos materiais de parede e das micropartículas de célula de K. 

marxianus que expressam atividade da β-galactosidase com diferentes biopolímeros: alginato 

de sódio, maltodextrina, goma arábica e proteína de soja isolada. 

Polímeros Célula com polímeros 

  

Os polímeros (1A-Alginato de sódio, 2A-Goma Arábica, 3A-Maltodextrina e 4A-Proteína Isolada de Soja) foram 
amplificados 500 vezes (exceto alginato, amplificado 150 vezes), intensidade do feixe (EHT) 5 kV, distância entre 
a amostra e a lente igual ou inferior a (WD) 13 mm. Os polímeros com as células (1B-Alginato de sódio, 2B-Goma 
Arábica, 3B-Maltodextrina e 4B-Proteína Isolada de Soja) foram amplificados 10000 vezes, intensidade do feixe 
(EHT) 5 kV, distância entre a amostra e a lente (WD) igual a 13 mm. 
 

As micropartículas formadas com revestimento de parede apresentaram um tamanho 

variado entre 2 e 12 µm, além das estruturas das micropartículas não apresentarem rupturas 

percebeu-se que existe um revestimento sobre a células visto que elas apresentam superfícies 

mais lisas que as células sem material de parede. Assim como as micropartículas formadas pela 

célula sem material de parede, as micropartículas revestidas também apresentaram decaimento 

da atividade enzimática após a secagem, contudo houve manutenção da atividade. 

Os materiais de parede se apresentam de forma irregular, especialmente o alginato de 

sódio, a goma arábica e a maltodextrina. A proteína isolada de soja apresentou, de modo geral, 

aspecto mais esférico. Os materiais de parede aparentaram maior tamanho, visto que o aumento 

da imagem foi menor (150 vezes para o alginato e 500 vezes para os demais materiais) em 

comparação com as micropartículas (10.000 vezes). Após passarem pelo processo de secagem 

em bico atomizador 1,2 mm, observou-se estruturas padrões e menores.  

Todas as amostras avaliadas, presentes nas Figuras 3.6 e 3.7, apresentaram 

características de pós secos por spray drying como formação de matriz irregular, formato 

indefinido, partículas deformadas, amolgadas e tamanhos variados. Essas características 

4A 4B 
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também foram descritas por Di Battista et al. (DI BATTISTA et al., 2015) que avaliaram 

microscopia de fitoesteróis microencapsulados por spray dryer utilizando goma arábica, 

maltodextrina e tensoativos. 

As células de K. marxianus microencapsuladas com alginato de sódio apresentaram 

aspecto visual mais esférico e com algumas partículas mais alongadas e achatadas, superfície 

ligeiramente mais lisa em comparação com as micropartículas formadas pelos outros materiais 

de parede, mas, com deformação em algumas partículas. Observa-se também que algumas 

partículas aparentam ter um tamanho maior que as outras visualmente, fato também possível de 

ser visto para as micropartículas formadas por goma arábica e maltodextrina (mas com menos 

intensidade do que para as amostras formadas com alginato de sódio). Isso pode ser devido à 

junção de mais de uma célula em uma mesma micropartícula.  

Por outro lado, as células K. marxianus microencapsuladas com goma arábica e 

maltodextrina apresentaram aspectos mais semelhantes entre si. As características observadas 

para as células microencapsuladas com maltodextrina e goma arábica também foram 

observadas por Braga et al. (BRAGA et al., 2019). Para esses dois materiais de parede, 

observou-se, a formação de partículas mais homogêneas no que diz respeito ao tipo de partícula 

formada, muitas com aspecto colapsado. Por fim, nas imagens das células microencapsuladas 

com proteína isolada de soja foi possível observar estruturas mais heterogêneas, sendo que 

algumas partículas visualmente parecem ter aspecto mais liso e oco, enquanto na mesma 

imagem é possível observar estruturas mais esféricas colapsadas, sendo esse colapso 

aparentemente maior do que o observado para as amostras microencapsuladas com goma 

arábica e maltodextrina. 

3.3.4 Avaliação por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com 
reflexão total atenuada (FTIR-ATR) da microestrutura da célula de K. marxianus 
revestida com diferentes materiais de parede 

Os espectros obtidos para os diferentes tratamentos bem como para os materiais de 

parede estão dispostos neste tópico. Espectros FTIR obtidos para célula K. Marxianus, goma 

arábica e a célula com goma arábica foram apresentados na Figura 3.8 
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Figura 3.8 - FTIR – ATR da célula, goma arábica e célula com goma arábica. 

 

Observou-se bandas características para a células microbianas, como a presença de 

banda larga na região 3.449 cm-1 que indica a presença de ligações do grupo O-H. Os picos na 

região de 2.970 cm-1 mostram a existência de ligações C-H em aminoácidos e ácidos alifáticos 

presentes na membrana celular. Os picos observados em 1.738 cm−1 revelam a vibração de 

estiramento de C=O em grupos éster encontrados em estruturas lipídicas. O pico que aparece 

em 1.541 cm-1 está relacionado à presença de grupos carboxílicos na estrutura da parede celular. 

O pico na faixa de 1.366 cm-1 representa a ligação C=O das vibrações simétricas de 

alongamento COO- presentes nas estruturas proteicas e as vibrações oscilantes de C-H2 

encontradas em lipídios. O pico observado em 1.048 cm-1 exibe a presença de glucanos e o 

alongamento das ligações O-P-O e C-O-P na parede celular. Os resultados encontrados são 

similares aos descritos por Yücel et al. (YUCEL et al., 2020) que realizou a caracterização 

superficial e estrutural com FTIR da levedura recém-isolada K. marxianus.  

Para a goma arábica observou-se a presença de banda larga na região 3.351 cm-1 que 

indica a presença de ligações do grupo O-H, também possui a presença de duas bandas em 

1.615 e 1.425 cm-1 (agente de alongamento assimétrico e simétrico, COO-), as bandas de 

alongamento C-O em 1.024 cm-1, valores próximos foram encontrados por Sharifi et al. 



83 

Capítulo 3 – Efeito de diferentes materiais de parede na formação de micropartículas de 

células de Kluyveromyces marxianus que expressam atividade de β-galactosidase 

 

(SHARIFI et al., 2021). Os espectros para a célula recoberta com a goma sobrepoem aos da 

goma pura, indicando que não houve formação de novas ligações após a microencapsulação. 

Os espectros FTIR obtidos para célula K. Marxianus, PIS e a célula com PSI foram apresentados 

na Figura 3.9. 

 

Figura 3.9 - FTIR – ATR da célula, PIS e célula com PIS. 

 

No espectro da PSI e célula recoberta com PSI apresentou uma completa semelhança 

nos picos, observou-se picos característicos do material de parede como a presença de amida I 

(grupo C=O, dentro da ligação peptídica) que ocorreu em 1.632 cm-1, amida II (de vibrações 

acopladas de ν(C-N) e δ(О-Н)) em 1.524 cm–1, enquanto a banda em torno de 3.277 cm-1 

corresponde ao vibrações ν(N-H) (sinal amplo devido ao hidrogênio). A região 3.110-3.000  

cm-1 está associada a vibrações ν(C-H) de valência aromática originárias dos aminoácidos 

aromáticos na PSI, enquanto em 2.990-2.850 cm-1 são atribuídas as vibrações alifáticas ν(C-H). 

Valores semelhantes foram encontrados no estudo de Hadzieva et al. (HADZIEVA et al., 2017) 

que avaliaram a proteína isolada de soja como material de parede para micropartículas  de 

Lactobacillus casei usando o método de secagem por spray dryer. A completa sopreposição 

entre os espectros do material de parede puro e a micropartícula sugerem que não houve 
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interação entre a célula e o material de parede. Os espectros FTIR obtidos para célula K. 

Marxianus, maltodextrina e a célula com maltodextrina foram apresentados na Figura 3.10. 

 

Figura 3.10 - FTIR – ATR da célula, maltodextrina (MD) e célula com MD. 

 

Os picos encontrados foram semelhantes aos encontrados no estudo de Martins et al. 

(MARTINS et al., 2022) que avaliaram a maltodextrina como material de parede na 

microencapsulação de Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora delbrueckii por spray dryer; o 

primeiro pico característico ocorre na frequência de 3.311 cm−1 devido às ligações de hidrogênio 

(O-H), bandas na região de 2.970 cm−1 (alongamento C-H); bandas em 1.740 cm−1 

(alongamento C=O); espectros observados em 1.148, 1.079 e 998 cm−1 são referentes a 

alongamento C-O. Os outros espectros observados em 925, 846, 760, 704 e 565 cm−1 estão 

correlacionados a vibrações do esqueleto do anel de piranose dos monômeros de glicose de 

maltodextrina. A célula revestida com maltodextrina apresentou o mesmo comportamento 

indicando que não houve a formação de novas ligações entre a célula e o material de 

recobrimento. Por fim, os espectros FTIR obtidos para célula K. Marxianus, alginato e a célula 

com alginato foram apresentados na Figura 3.11. 
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Figura 3.11 - FTIR – ATR da célula, alginato de sódio e célula com alginato. 

 

 

O espectro do alginato mostrou picos características como bandas de absorção em 3.455 

cm-1 (vibrações de estiramento O-H), 2.970 cm-1 (C-H vibrações de alongamento), 1.738 cm−1 

revelam a vibração de estiramento de C=O, 1436 cm-1 (COO- vibrações simétricas de 

alongamento) e 1029 cm-1 (vibração de alongamento C-O-C). Assim como as demais 

micropartículas, a célula envolta por alginato, apresentou características muito próximas ao 

material de parede usado. 

Os resultados estão em conformidade com esperado, visto que os materiais utilizados 

para recobrimento foram inertes e não interagiram com a célula devido a ausência de picos 

diferentes nos espectros dos tratamentos. Além disso, todas as micropartículas formadas nos 

distintos tratamentos, aparesentaram picos característicos do material de revestimento, 

sobrepondo-se as curvas dos materiais puros correspondentes. Deste modo, foi possível 

verificar que as micropartículas vistas por meio do MEV realmente estão recobertas pelos 

materiais de parede. 
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3.3.5 Determinação da atividade enzimática da β-galactosidase presente na célula de K. 

marxianus livre e microencapsulada  

Os valores de atividade de β-galactosidase das células microencapsuladas, estão 

apresentados na Tabela 3.3. 

 

Tabela 3.3 - Manutenção da atividade de β-galactosidase após a microencapsulação. 
Tratamento Atividade 

inicial (U) 

Atividade 

microcápsulas (U) 

Manutenção da 

atividade (%) 

Tratamento 1 335,5 ± 0,5 65,5 ± 2,5 20% 

Tratamento 2 286,5 ± 18,5 56,0 ± 12,0 20% 

Tratamento 3 242,0 ± 34,5 27,0 ± 5,0 11% 

Tratamento 4 268,5 ± 3,5 68,0 ± 1,0 25% 

Tratamento 5 341 ± 13,5 69,3 ± 4,2 20% 

Tratamento 1: célula e alginato; tratamento 2: célula e maltodextrina; tratamento 3: célula 

e goma arábica; tratamento 4: célula e proteína isolada de soja, tratamento 5: célula sem 

material de parede. 

 

A atividade inicial apresentou variações, pois essas enzimas foram obtidas em diferentes 

bateladas e sem controle ambiental do fermentador. Para os parâmetros de secagem utilizados, 

a célula apresentou atividade enzimática, contudo apresentou uma queda significativa para 

todos os tratamentos realizados. O spray dryer é um método de baixo custo, elevada 

produtividade e simples, porém, a alta temperatura de operação causam a inativação das 

enzimas, sendo, portanto, responsável por uma parcela na redução da atividade enzimática após 

o processo de microencapsulação. A outra parcela do decaimento na atividade enzimática após 

a microencapsulação pode ser resultado da liberação lenta de células aprisionadas quando em 

solução tampão fosfato-hidróxido. 

O tratamento que apresentou maior manutenção na atividade da β-galactosidase foi 

utilizando a proteína isolada de soja, como material de parede, cuja célula imobilizada 

apresentou 268,5 U e após a imobilização a atividade caiu para 68 U, uma manutenção de 25% 

em relação a atividade inicial. Ahn et al. (2013) estudaram a microencapsulação da enzima β-

galactosidase extracelular por liofilização associada a emulsão (água/óleo/água) utilizando a 

proteína isolada de soja e maltodextrina como revestimento. Para esse estudo a retenção de 

atividade enzimática foi de 5,26% com proteína isolada de soja e de 1,12% com maltodextrina. 
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Liofilização é um processo menos agressivo quando comparado ao spray dryer que utiliza altas 

temperaturas que podem desnaturar facilmente as enzimas, contudo no mencionado estudo a 

manutenção da atividade foi menor pois realizaram a imobilização da enzima extracelular sem 

agentes crioprotetores. 

Estevinho et al. (ESTEVINHO et al., 2014a) microencapsularam a β-galactosidase de 

E. coli com diferentes polímeros (goma arábica, quitosana modificada, quitosana, alginato de 

cálcio e alginato de sódio) em spray dryer sob as seguintes condições: vazão de solução 4 

mL/min, vazão de ar 32 m3/h, pressão do ar 6,5 bar, temperatura de entrada 115 °C e 

temperatura de saída de 58 °C ± 2,5 °C. Para essas condições a atividade enzimática em relação 

a atividade inicial foi de 37%, 20%, 20%, 13% e 0% para goma arábica, quitosana modificada, 

alginato de cálcio, alginato de sódio e quitosana, respectivamente. Pode-se observar que 

parâmetros como a fonte da enzima, sua síntese (enzima intracelular ou extracelular) e o método 

de imobilização impactam diretamente na manutenção da atividade enzimática. 

A célula seca em spray-dryer (tratamento 5) apresentou a manutenção da atividade 

assim como micropartículas revestidas com materiais de paredes, isso mostra que a célula por 

si só, é capaz de proteger a enzima β-galactosidase durante o processo de secagem.  

3.3.6 Estudo da estabilidade ao armazenamento da célula de K. marxianus 
microencapsulada que expressa atividade de β-galactosidase 

A célula de K. marxianus microencapsulada que continha atividade de β-galactosidase 

foi armazenada durante oito semanas na forma de pó, à 4°C e 25°C. Em forma ressuspendida 

foi armazenada durante 30 dias à 4°C. Na Figura 3.12 está ilustrada a manutenção da 

estabilidade frente ao armazenamento da micropartícula em pó, relacionando a atividade 

residual e o tempo de armazenagem para cada tipo de micropartícula formada.  
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armazenamentos. Já para as micropartículas formadas com alginato de sódio e goma arábica, a 

manutenção da atividade foi inferior a 80% para ambos os tratamentos.  

Para todas as micropartículas formadas, a estocagem refrigerada apresentou melhores 

resultados quando comparado com a estocagem à temperatura ambiente, visto que sob 

refrigeração reações de degradação são mais lentas. Contudo a diferença entre a atividade final 

dos pós armazenados refrigerados e armazenados à temperatura ambiente na oitava semana não 

foi superior a 20,62%, o que indica que o armazenamento pode ser feito sob temperatura 

ambiente sem grandes prejuízos.  

A célula sem revestimento apresentou maior perda de atividade entre a quarta e a oitava 

semana para ambos os tipos de armazenamentos, isso se deve ao fato da exposição direta da 

célula a interações com o ambiente, as partículas sem revestimentos apresentaram uma queda 

contínua da atividade durante os 60 dias avaliados; diferente dos demais tratamentos que após 

as quatro primeiras semanas de quedas apresentaram uma maior estabilidade 

independentemente do tipo de estocagem. 

Observa-se que para as micropartículas formadas a partir da maltodextrina, a perda total 

da atividade durante a estocagem foi inferior aos demais tratamentos, sendo de 12,5% e 16,96% 

para a micropartículas armazenadas sob refrigeração e temperatura ambiente, respectivamente. 

Em contrapartida a célula sem revestimento também apresentou ótimos resultados de 

manutenção de atividade. Kim et al. (KIM et al., 1999) avaliaram a microencapsulação da 

enzima β-galactosidase, por meio de lipossomas, usando o método de liofilização e reportaram 

retenção de 96%, 95% e 87% da atividade após 15, 30 e 60 dias, respectivamente, sendo 

armazenados a 17°C.  

Foi observado a manutenção da estabilidade frente ao armazenamento das 

micropartículas ressuspensas ao término dos 30 dias para cada tipo de micropartícula formada. 

Os resultados obtidos foram de 45,04; 90,18; 31,48; 76,47 e 77,29 % para as células revestidas 

com alginato, maltodextrina, goma arábica, PIS e célula sem revestimento, respectivamente. 

Mesmo ressuspensas as micropartículas são capazes de preservar a atividade enzimática, sendo 

as micropartículas formadas de maltodextrina, PIS e célula sem revestimento as que 

apresentaram maior estabilidade assim como na forma em pó.  
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Para a temperatura 50 °C houve uma redução significativa de atividade, maior que 90% 

para todos os tratamentos, após 30 minutos de incubação. Para 40 °C houve redução 

significativa, maior que 70% para todos os tratamentos, após 5 horas. Para 35 °C a inativação 

enzimática foi um pouco mais lenta, a enzima sofreu inativação térmica somente após 12 horas 

de incubação, excluindo-se as micropartículas formadas apenas por células que mantiveram 

64% da sua atividade após as 12 horas. Para a temperatura de 30 °C a enzima manteve cerca de 

70% de sua atividade inicial após 24 horas de incubação, para as micropartículas estudas. Como 

foi observado, o processo de inativação térmica ocorre rapidamente com o aumento de 

temperatura devido à desnaturação da enzima e consequentemente sua inativação, logo em 

temperaturas amenas a enzima apresenta maior estabilidade. 

Modelos de desativação térmica foram ajustados aos resultados obtidos para cada 

temperatura da atividade enzimática residual em função do tempo de incubação para cada 

tratamento, conforme descrito no item 3.2.2.9. Os ajustes foram realizados usando o software 

Statistica® 7.0 pelo método numérico de Levenberg-Marquardt, com a finalidade de determinar 

os parâmetros cinéticos (HENLEY; SADANA, 1985; MORÉ, 1978).  

O modelo de desativação térmica de primeira ordem (Equação 3.4) se ajustou aos 

resultados obtidos para todas as temperaturas e para os três tratamentos avaliados: célula e 

maltodextrina; célula e PIS e célula sem material de parede. Na Tabela 3.4 são apresentados os 

parâmetros cinéticos de desativação de primeira ordem, a soma dos quadrados dos desvios e a 

análise de significância, utilizando o teste t de Student, adotando como parâmetros 

significativos os que apresentaram níveis de significância menores que 10% para a célula K. 

marxianus microencapsuladas. 

  



92 

Capítulo 3 – Efeito de diferentes materiais de parede na formação de micropartículas de 

células de Kluyveromyces marxianus que expressam atividade de β-galactosidase 

 

Tabela 3.4 – Parâmetros de ajustes do modelo de desativação térmica de primeira ordem aos 
dados experimentais para β-galactosidase presente na célula de K. marxianus imobilizada com 
diferentes materias de parede (maltodextrina, PIS) e sem material de parede. 

Tratamento T (°C) kd (min-1) Valor - p R² ∑(𝑽 − �̅�)𝟐 

Maltodextrina 30 0,000245 0,000018 0,96 0,003 

Maltodextrina 35 0,001188 0,000070 0,94 0,015 

Maltodextrina 40 0,006184 0,000133 0,96 0,021 

Maltodextrina 50 0,109907 0,003519 0,93 0,069 

PIS 30 0,000201 0,000009 0,97 0,002 

PIS 35 0,001011 0,000126 0,93 0,017 

PIS 40 0,006195 0,000066 0,97 0,015 

PIS 50 0,115830 0,001112 0,96 0,040 

Célula  30 0,000263 0,000015 0,94 0,003 

Célula 35 0,000533 0,000152 0,92 0,009 

Célula 40 0,004014 0,000001 0,99 0,003 

Célula 50 0,067425 0,001483 0,94 0,053 

 

Todos os resultados obtidos foram significativos com nível de confiança de 90% e 

apresentaram coeficiente de determinação (R2) superiores a 0,92 e os valores da soma do 

quadrado dos desvios foram inferiores a 0,069, desta forma o ajuste foi considerado adequado. 

Como esperado, quanto menor a temperatura, menor o valor de kd obtido, ou seja, maior a 

estabilidade da enzima e por meio das constantes de desativação térmica foram calculados os 

tempos de meia vida conforme a Equação 3.5 para cada temperatura e tratamento; os resultados 

estão dispostos na Tabela 3.5. 
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Tabela 3.5 - Valores de kd e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem 
de desativação térmica para β-galactosidase presente na célula de K. marxianus imobilizada 
com maltodextrina. 

Tratamento T (°C) kd (min-1) R² t1/2 (min) 

Maltodextrina 30 0,000245 0,96 2.831,8 

Maltodextrina 35 0,001188 0,94 583,6 

Maltodextrina 40 0,006184 0,96 112,1 

Maltodextrina 50 0,109907 0,93 6,3 

PIS 30 0,000201 0,97 3.446,5 

PIS 35 0,001011 0,93 685,6 

PIS 40 0,006195 0,97 111,9 

PIS 50 0,115830 0,96 6,0 

Célula  30 0,000263 0,94 2.637,2 

Célula 35 0,000533 0,92 1.300,8 

Célula 40 0,004014 0,99 172,7 

Célula 50 0,067425 0,94 10,9 

 

A enzima incubada a 30 °C apresentou o maior tempo de meia vida para todos os 

tratamentos conforme o esperado, sendo que o tratamento com PIS apresentou o maior tempo 

de meia vida (3.446,5 minutos), seguida do tratamento com maltodextrina (2.831,8 minutos) e 

finalmente a célula sem material de parede (2.637,2 minutos). A 35 °C a célula sem 

revestimento apresentou maior tempo de meia vida (1.300,8 minutos), apresentando uma 

diferença de 716,4 minutos a mais que o tempo de meia vida das micropartículas com 

maltodextrina e 615,2 minutos a mais que as micropartículas contendo PIS. A 40 °C observou-

se uma redução considerável da atividade enzimática, pois o tempo de meia-vida foi de 172,7; 

111,9 e 112,1 minutos para célula, célula e maltodextrina e célula e PSI respectivamente. Para 

50 °C a queda foi rápida da atividade, sendo o tempo de meia-vida de apenas de 10,9; 6,3 e 6,0 

minutos para célula, célula e maltodextrina e célula e PSI respectivamente. 

Em todas as temperaturas avaliadas não houve grande diferença para os tempos de meia 

vida entre os diferentes tratamentos estudados, a célula sem material de revestimento foi capaz 

de preservar a atividade enzimática sem dificuldades. 

Com base na equação de Arrhenius na forma linearizada (Equação 3.6), utilizando o 

software Origin® 2023 plotou-se os dados de ln (kd) em função do inverso da temperatura. O 

coeficiente angular da regressão dos dados corresponde ao termo da equação de Arrhenius − 𝐸𝑎𝑅 . 
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Deste modo obteve-se a Figura 3.14 e a Equação 3.9 para a micropartícula formada com 

maltodextrina. 

 

Figura 3.14 - Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kd) para 
micropartículas de células com maltodextrina. 

 
 ln(𝑘𝑑) = −29999,28. 1𝑇 + 90,65                             Equação 3.7 

 

O ajuste linear do modelo de Arrhenius (Equação 3.8) apresentou um coeficiente de 
determinação de 0,99 e a Ea calculada através do coeficiente angular foi de 59,61 kcal/mol. A 
Figura 3.15 e a Equação 3.10 foram obtidas após o ajuste do modelo de Arrhenius para a 
micropartícula formada com PIS.  
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Figura 3.15 - Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kd) para 
micropartículas de células com proteína isolada de soja 

 

 ln(𝑘𝑑) = −31312,13 . 1𝑇 + 94,79                          Equação 3.8 

 

O ajuste linear ao modelo de Arrhenius apresentou um coeficiente de determinação de 

0,99 e a Ea calculada foi de 62,22 kcal/mol. A Equação 3.11 e a Figura 3.16 foram obtidas após 

o ajuste do modelo de Arrhenius para a micropartícula formada apenas com a célula de K. 

marxianus. 
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Figura 3.16 - Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kd) para 
micropartículas de células sem material de parede. 

 

 ln(𝑘𝑑) = −28310,02 . 1𝑇 + 94,82                          Equação 3.9 

 

O ajuste linear do modelo de Arrhenius apresentou um coeficiente de determinação de 

0,98 e Ea calculada foi de 56,25 kcal/mol. Comparando Ea dos tratamentos avaliados verifica-

se que o tratamento com PIS apresentou a maior energia de ativação e o tratamento sem material 

de parede apresentou a menor energia de ativação para inativação térmica. Deste modo, o 

tratamento com PIS é mais estável a oscilações de temperaturas visto que quanto maior a Ea 

mais energia é necessária para dar início a reações de desativação térmica, consequentemente 

quanto maior a Ea maior é a estabilidade térmica. Contudo não houve grandes diferenças entre 

os valores de Ea dos tratamentos avaliados, deste modo, todos apresentaram estabilidade térmica 

semelhantes.  

Sousa et al. (SOUSA et al., 2021) avaliaram a estabilidade térmica da enzima β-

galactosidase solúvel obtida de K. marxianus, para 30 °C com tempo de meia vida de 3387,0 

minutos e Ea calculada de 64,13 kcal/mol. Em comparação com este estudo os tempos de meia 

vida obtidos para 30 °C foram próximos, 2831,8; 3446,5 e 2637,2 kcal/mol e Ea iguais a 59,61; 
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80%; já a enzima presente na célula imobilizada com PIS apresentou maior estabilidade em pH 

6,0 e 7,0 com atividade superior à 80%; em pH 6,0 e 7,3 ocorreu manutenção da atividade 

contudo inferior a 80%. A enzima β-galactosidase presente na célula imobilizada sem material 

de parede apresentou maior estabilidade em pH 7,3 mantendo a atividade superior a 80%. Em 

pH 8,0 todas apresentaram atividade residual abaixo de 50%. Szczodrak (SZCZODRAK, 2000) 

avaliou a estabilidade ao pH da β-galactosidase livre e imobilizada de K. fragilis, incubada a  

30 °C por 12 horas, nessas condições a enzima reteve mais de 90% da atividade inicial quando 

em pH 6,5 a 7,0 e reteve no máximo 40% quando em pH acima de 7,5; ao afastar da neutralidade 

do pH a enzima perde sua estabilidade. 

Desse modo, a estabilidade da enzima β-galactosidase produzida a partir da cepa K. 

marxianus, mostrou maior estabilidade em pH neutro, entre 7,0 e 7,3. Conforme Gékas e Lopez-

Leiva (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985) enzimas oriundas de K. marxianus operam em pH 

próximo à neutralidade, o que condiz com a faixa de operação encontrada no presente estudo, 

mesmo em micropartículas formadas sem materiais de parede.  

3.4 CONCLUSÕES 

É possível microencapsular a célula Kluyveromyces marxianus por spray drying e 

manter a atividade enzimática da β-galactosidase, criando micropartículas que apresentam 

estabilidade ao armazenamento, estabilidade térmica em temperaturas amenas e estabilidade 

em pH na faixa da neutralidade, mesmo em micropartículas sem revestimento com polímeros. 

A utilização da levedura seca que expressa atividade enzimática apresenta vantagens, visto que 

não é necessário polímeros para sua microencapsulação, sequer há a necessidade de extrair a 

enzima da célula, nem mesmo realizar a sua purificação reduzindo, portanto, os custos de 

produção. Além disso a célula sem o material de parede apresentou resultados muito próximos 

as micropartículas formadas com revestimento, e alto rendimento de secagem (60%). 

As micropartículas formadas com MD10 e PIS na concentração de 2%, mantém a 

atividade enzimática, bem como estabilidade térmica em temperaturas amenas, estabilidade em 

faixa de pH neutro e ao armazenamento, contudo não há grandes diferenças quando não é 

utilizados esses materiais. Já a goma arábica e o alginato de sódio não se mostram os melhores 

materiais para essa aplicação. 

Apesar da enzima β-galactosidase ter sido amplamente estudada por vários autores, não 

tem sido avaliada a viabilidade de microencapsular o microrganismo que expressa atividade 
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enzimática de β-galactosidase, deste modo, os resultados obtidos com este estudo apresentam-

se inovadores e promissores, demostrando que as células de Kluyveromyces marxianus 

microencapsuladas podem ser uma alternativa para o uso da enzima β-galactosidase em sua 

forma extracelular líquida, almejando assim obter metodologias para o uso na indústria de 

alimentos, farmacêutica e proteção ao meio ambiente.  
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PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS 

− Estudar o reuso das microcápsulas e avaliar a aplicação delas; 

− Avaliar o efeito da concentração do material de parede na manutenção da 

atividade enzimática, para materiais que apresentaram maiores rendimentos 

de secagem 

− Estudar a aplicação de agentes estabilizantes na formulação das 

micropartículas para avaliação da vida de prateleira do produto; 

− Comparar o processo de microencapsulação por spray drying com secagem 

por liofilização. 
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ANEXO A 

CERTIFICADO DE ANÁLISE LINHAGEM DO MICRORGANISMO 

KLUYVEROMYCES MARXIANUS 

 

 

 



 

 

ANEXO B 

ESPECIFICAÇÃO TÉCNICA PERMEADO DE SORO 

 

 



 

 

APÊNDICE A 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CÉLULAS 

 

A concentração celular foi obtida através da massa seca, coletando-se 100 mL do 

caldo fermentado do reator em seguida centrifugou-se sob refrigeração (12000rpm, 4 ºC, 

10 minutos), o sobrenadante foi descartado, o decantado foi ressuspendido em água 

deionizada e colocadas em estufa não convectiva a uma temperatura de 80 °C até que sua 

massa permanecesse constante. A massa seca era obtida pela diferença entre a massa final 

e a massa do recipiente. 

 

Os resultados utilizados para determinação da curva padrão, o gráfico e a equação 

da curva padrão obtida são apresentados abaixo.

 

Absorbância 
Concentração de  

células (g/L) 

0,698 0,25279 

0,462 0,16800 

0,366 0,12600 

0,333 0,11200 

0,300 0,10600 

0,096 0,02641 

0,081 0,01746 

0,069 0,01324 

0,054 0,01060 

0,041 0,00663 

0,038 0,00530 

0 0 

 

 

 

 

 

y = 0,3744x - 0,0088
R² = 0,9979
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APÊNDICE B 

DETERMINAÇÃO DE GLICOSE 

 

A glicose-oxidase catalisa a oxidação da glicose de acordo com a seguinte reação:  𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 + 𝑂2 + 𝐻2𝑂         𝐺𝑂𝐷       →        Á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝐺𝑙𝑢𝑐ô𝑛𝑖𝑐𝑜 + 𝐻2𝑂2  
 

Por conseguinte, o peróxido de hidrogênio formado reage com 4-aminoantipirina 

e fenol, sob ação catalisadora da peroxidase, através de uma reação oxidativa de 

acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é 

proporcional à concentração da glicose na amostra.  

 2𝐻2𝑂2 + 4𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑎𝑛𝑡𝑖𝑝𝑖𝑟𝑖𝑛𝑎 + 𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙         𝑃𝑂𝐷       →        𝐴𝑛𝑡𝑖𝑝𝑖𝑟𝑖𝑙𝑞𝑢𝑖𝑛𝑜𝑛𝑖𝑚𝑖𝑛𝑎 + 4𝐻2𝑂   
 

O kit Glicose Liquiform é composto por dois reagentes, sendo o Reagente 1 

apresentado pronto para uso utilizando metodologia enzimática de grande especificidade 

analítica, de simples e fácil aplicação em laboratório e o Reagente 2 destinado a calibração 

e determinação do padrão. 

O método pode ser utilizado em técnica manual e é facilmente aplicável em 

analisadores semi-automáticos e automáticos capazes de medir com exatidão a 

absorbância entre 490 e 520 nm. 

Na Tabela abaixo está descrito um esquema de como devem ser preparadas as 

amostras para se determinar o teor de glicose. 

  

Tabela – Teste glicose-oxidase. 

 Branco Teste Padrão 

Amostra -- 0,02 mL -- 

Padrão -- -- 0,02 mL 

Reagente 1 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL 

  

Misturar vigorosamente e incubar em banho-maria a 37 ±2 °C durante 10 minutos. 

Após esse tempo, as amostras eram lidas as absorbâncias a 505nm em espectrofotômetro, 



 

 

considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de absorbância em função da 

absorbância da amostra padrão (Equação) obtêm-se a concentração de glicose.  𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 (𝑚𝑔𝑑𝐿 ) =  𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑇𝑒𝑠𝑡𝑒𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜 × 100 

 

Deste modo foi possível obter a concentração de glicose por meio do kit Labtest. 
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