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APRESENTAÇÃO

Avanços Científicos e Tecnológicos em Bioprocessos é uma obra que reúne 
vinte e três capítulos com temas em pesquisas científicas realizadas no campo da 
biotecnologia, e que envolve agentes biológicos e bioquímicos na geração de produtos 
ou processos. Nesta obra se concentram diversos avanços descritos nas metodologias 
e nos resultados, distribuídos em quatro tópicos principais, envolvendo: processos 
químicos e biotecnológicos no aproveitamento de resíduos; produção de metabólitos 
e enzimas; métodos analíticos e de simulação; e biotratamentos envolvidos na 
geração de energias. Esta obra foi escrita por jovens pesquisadores brasileiros que 
estão desenvolvendo suas teses e/ou dissertações em instituições nacionais. Por este 
motivo, os aspectos inovadores e o alcance dos resultados apresentados podem ser 
um grande estímulo para aqueles que visam conhecer com maior amplitude alguns 
dos aspectos biotecnológicos estudados em algumas das instituições de nosso país. 

Alberdan Silva Santos
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RESUMO: As enzimas são proteínas que 
catalisam os processos químicos mais 
complexos, porém, atuam diferente de alguns 
catalisadores químicos, sob as condições 
experimentais brandas. Apesar das excelentes 

perspectivas que apresentam as enzimas 
como catalisadores, sua aplicação industrial 
não é tão imediata, devido ao seu alto custo 
e à estabilidade de uma enzima depender 
de uma série de fatores que limitam sua 
utilização em escala industrial. Portanto, um 
dos grandes desafios nas últimas décadas 
é o uso de conceitos relativos à utilização de 
diferentes formas nos métodos de imobilização 
e estabilização da enzima (adsorção, ligação 
covalente, encapsulação, ligação cruzada, entre 
outros) procurando aumentar a estabilidade 
do biocatalisador. Sendo assim, este capítulo 
trata-se de um referencial teórico a cerca 
dos principais conceitos e alguns resultados 
encontrados por diversos autores sobre 
métodos de imobilização para estabiliação de 
enzimas.
PALAVRAS-CHAVES: Imobilização, 
estabilização, enzimas.

ABSTRACT: Enzymes are proteins that 
catalyze more complex chemical processes, 
but different from some chemical catalysts 
under the mild experimental conditions. In 
spite of the excellent perspectives presented 
by the enzymes as catalysts, their industrial 
application is not so immediate due to its high 
cost and the operational stability of an enzyme 
depend on a series of factors that limit its use on 
an industrial scale. Therefore, one of the great 
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challenges in the last decades is the use of concepts related to the use of different forms 
in the enzyme immobilization methods (adsorption, covalent bonding, encapsulation, 
crosslinking, among others), in order to increase the stability of the biocatalyst. Thus, 
this chapter deals with a theoretical reference to the main concepts and some results 
found by several authors on methods of immobilization for enzyme stabilization.
KEYWORDS: Immobilization, estabilization, enzymes.

1 |  INTRODUÇÃO

As enzimas são proteínas capazes de catalisar os processos químicos mais 
complexos sob condições experimentais brandas. Desta forma, podem ser excelentes 
catalisadores para a obtenção de produtos químicos muito mais sustentáveis. 
Do ponto de vista técnico, as enzimas apresentam diversas características que as 
tornam interessantes para a indústria, tais como: alta especificidade, capacidade de 
atuação em condições suaves (temperaturas moderadas e pressão atmosférica) e não 
causam danos ao meio ambiente, sendo por isso consideradas como “catalisadores 
ecologicamente corretos” (GUISAN, 2006).

A ampliação ou aumento de escala para uma produção catalisada por enzimas 
em processos industriais nas mais diversas aplicações, algumas vezes se tornam 
inviáveis, e este fato se deve a alguns fatores que influenciam cada tipo de sistema 
imobilizado (enzima-suporte) como, por exemplo: o alto custo da maioria das enzimas 
comerciais, muitas vezes a baixa atividade catalítica, a dificuldade na separação do 
produto do meio reacional e o principal, baixa estabilidade dentre elas a operacional 
que visa a reutilização do mesmo biocatalisador em diversas reações (BARBOSA et 
al., 2014; RODRIGUES et al., 2016; ASMAT et al., 2017). Porém, ainda que atingida a 
alta eficiência da atividade catalítica das enzimas alguns fatores como o custo limitam 
a utilização das mesmas em processos de larga escala (ZARCULA et al., 2009; ZHAO 
et al., 2015).

Surge então a necessidade de estratégias com a finalidade de diminuir estes 
obstáculos, como por exemplo, a imobilização de enzimas através de diferentes 
técnicas e diferentes suportes. E dessa forma conseguir o objetivo de obter a 
melhora na estabilidade do biocatalisador, separação dos produtos do meio reacional 
com maior facilidade, além de melhorar a eficiência catalítica da enzima (WANG & 
HSIEH, 2008; ASGHER et al., 2014; BRITO et al., 2017). A definição mais aceita para 
enzimas imobilizadas é a recomendada pela Primeira Conferência sobre Engenharia 
Enzimática, realizada em 1971, que estabelece que “enzimas imobilizadas são 
enzimas ou sistemas enzimáticos fisicamente confinados ou localizados em uma certa 
região definida do espaço com retenção de suas atividades catalíticas, e que podem 
ser usadas repetida e continuamente” (KENNEDY e CABRAL, 1987).

A imobilização de enzimas é uma técnica cuja finalidade é estabilizar as 
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biomoléculas através de sua fixação por meios químicos (estabelecido, de no mínimo, 
uma ligação covalente entre um grupo funcional do suporte e os resíduos terminais 
de uma enzima, ou entre duas ou mais ligações das moléculas de enzima) e físicos 
(que não envolve nenhum tipo de ligação química, somente forças físicas) em 
suportes insolúveis inertes ao meio reacional (ZHAO et al., 2015). Dependendo do pH, 
temperatura ou adição de reagentes químicos, as enzimas podem ser imobilizadas 
em alguns polímeros solúveis ou insolúveis, mas normalmente são utilizadas matrizes 
sólidas e insolúveis como sílica e/ou suportes híbridos (MONDAL et al., 2006; SIMÕES 
et al., 2011). Assim, enzimas imobilizadas são aquelas que estão confinadas em um 
espaço e separadas por barreira, que em uma reação permite a interação entre a 
enzima e o substrato, mas que as tornam, em qualquer meio, pouco solúveis (PAIVA 
et al., 2000; GIRELLI e MATTEI, 2005).

2 |  MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO

A escolha criteriosa de uma estratégia de imobilização de enzimas (Figura 1) é 
baseado na eficácia  da utilização da enzima, os custos do procedimento de imobilização, 
a toxicidade dos reagentes de imobilização e as propriedades finais desejadas do 
biocatalisador imobilizado (KHARRAT et al., 2011). Por esse motivo a avaliação da 
caracterização físico-química aliada à caracterização bioquímica destes sistemas 
imobilizados se intensificou na última década. Os biocatalisadores imobilizados em 
suportes inorgânicos já foram estudados por diversos grupos (BARBOSA et al. 2014; 
OLIVEIRA et al., 2014; BARBOSA et al. 2016), mas poucos relatam a imobilização em 
suportes orgânicos.

Figura 1 - Diversas técnicas para imobilização de enzimas (Adaptado de ZHAO et al., 2015).
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O processo de imobilização envolve diversas variáveis, como tempo e 
temperatura da reação, natureza do catalisador, concentração de reagentes, entre 
outros. Estas variáveis determinam as características finais dos sistemas, incluindo a 
porcentagem de hidrólise e condensação de grupos reativos, densidade de reticulação 
e homogeneidade do produto (CARVALHO et al., 2015). As lipases, por exemplo, possui 
um sítio ativo coberto por uma região flexível chamada de tampa ou “lid” e a interação 
com uma superfície hidrofóbica do suporte durante a imobilização desloca a tampa 
para uma conformação aberta que torna o sítio ativo mais acessível pelo substrato 
e assim provoca o aumento da atividade catalítica do biocatalisador imobilizado 
(KALANTARI et al., 2017). Para o uso de resíduos agrícolas ou agroindustriais nos 
processos de imobilização, tem-se utilizado a imobilização multipontual de lipases, 
lacases e leveduras conforme descrito na literatura (BRÍGIDA et al., 2008; MENDES 
et al., 2013; ALMEIDA et al., 2017). E também outros métodos de imobilização como a 
adsorção física de lacase, β-fructofuranosidase para diversas aplicações (MUSSATO 
et al, 2009). O uso de uma variedade de métodos de imobilização (adsorção física, 
ligação covalente, encapsulação e ligação cruzada) em todos os casos, permite o 
controle de interação entre a enzima e o suporte e aumenta as possibilidades de 
sucesso, resultando em maior aplicabilidade e economia nos processos industriais.

2.1 Adsorção Física

O método físico para a imobilização de enzimas, a adsorção, é uma das técnicas 
mais utilizadas na obtenção de biocatalisadores insolúveis por ser considerado um 
processo simples, menos dispendioso por conseguir manter a atividade catalítica 
elevada e apresentar um maior potencial comercial para alguns tipos de sistemas 
imobilizados (KHARRAT et. al., 2011). Na adsorção as enzimas são ligadas à matriz 
através de ligações de hidrogênio, forças de Van der Waals ou interações hidrofóbicas 
ou iônicas. A adsorção quando comparada a outros métodos de imobilização oferece 
algumas vantagens que devem ser consideradas, como: facilidade de no processo 
de imobilização, a ausência de modificação química e ainda assim o aumento da 
estabilidade do biocatalisador (CRISTÓVÃO et al., 2011).

A imobilização nesse método ocorre quando há o contato da enzima com o 
suporte (Figura 2) nas condições de pH e forças iônicas adequadas (ZHAO et al., 
2017). A distância entre as moléculas de enzimas imobilizadas é muito importante 
e deve ser determinada principalmente pela diferença entre taxa de imobilização e 
taxa de difusão e pelo carregamento de suporte (FERNANDEZ-LOPEZ et. al., 2017). 
Quando relacionado com as outras técnicas, a adsorção pode possuir maior potencial, 
pois oferece a capacidade de reutilização de suportes, principalmente aqueles de 
maior valor, pois os tipos de ligações enzima/suporte são reversíveis e assim a enzima 
imobilizada pode ser removida quando por algum motivo se torna inativa (ARICA e 
BAYRAMOGLU, 2004). 
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Figura 2 - Imobilização por adsorção física (Adaptado de ZHAO et al., 2017).

Os suportes utilizados nessa técnica podem ser de origem orgânica 
(lignocelulósicos, DOWEX) ou de origem inorgânica (celite, bentonita, alumina e sílica) 
ou suportes híbridos (SIMÕES et al., 2011). Imobilizar uma enzima por esse método 
requer uma interação eletrostática entre a enzima e o suporte, para que a enzima não 
seja lixiviada até mesmo durante as etapas do processo de imobilização (KHARRAT 
et. al., 2011). 

O método baseado na adsorção física da enzima sobre a superfície de suportes 
insolúveis em água provoca pouca ou nenhuma alteração conformacional da enzima 
ou destruição de seu sítio ativo (ZIVKOVIC et al., 2015). Porém, como o resultado da 
força fraca da ligação entre a enzima e o suporte, este método tem uma desvantagem, 
pois durante o uso repetido há a lixiviação das enzimas adsorvidas do suporte, 
diminuindo a estabilidade operacional (ZIVKOVIC et al., 2015). Além disso, as enzimas 
são altamente dependentes das condições do pH, temperatura, substrato e solvente, 
podendo ser facilmente dessorvidas com qualquer alteração desses parâmetros.

Os suportes porosos utilizados para imobilização de lipase geralmente utilizam a 
técnica de adsorção física e é uma das maneiras mais empregadas em operações de 
larga escala através de leito fixo contínuo e reatores de tanque agitado (FORESTI e 
FERREIRA, 2007; KANG et. al., 2007). A imobilização de enzimas em suporte poroso 
acontece através da incorporação da enzima nos poros de suporte, seguida de sua 
fixação na parede porosa (FERNANDEZ-LOPEZ et. al., 2017). Quando uma lipase 
é adsorvida em um suporte hidrofóbico, sua estrutura é modificada e seu sítio ativo 
é totalmente exposto (conformação aberta) com o mecanismo de ação, chamado de 
ativação interfacial, possibilitando uma melhora significativa na catálise (MANOEL et 
al., 2015). A hiperativação da lipase de Pseudomonas flourescens (PF) imobilizada em 
micropartículas magnéticas de sílica funcionalizadas com grupos octis, que as tornam 
mais hidrofóbicas, foi previamente relatada em trabalhos desenvolvidos por KOPP et 
al. (2015). 

Em outros trabalhos foram relatados o uso de vários tipos suportes para a 
imobilização por adsorção física, dentre eles suportes orgânicos: como sabugo de 
milho para a adsorção de lipase de Burkholderia cepacia (RUZENE et al., 2014) e fibra 
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de coco verde para a imobilização de lacase (CRISTÓVÃO et al., 2011) e os suportes 
inorgânicos como: resina macroporosa para imobilização de liapse de Candida sp. (99-
125 lipase) (GAO et. al., 2009), polietileno agarose (TORRES et. al., 2006), esferas de 
polipropileno revestido por vidro (FORESTI E FERREIRA, 2007), entre outros.

2.2 Ligação Covalente

A imobilização por ligação covalente em suportes insolúveis é outro método de 
imobilização de enzimas muito importante para o melhoramento e estabilização de 
enzimas, além de permitir uma fácil recuperação e consequentemente uma melhor 
estabilidade operacional (HOU et al., 2015). Dentre os métodos de imobilização a 
ligação covalente de uma enzima a um suporte é talvez o método mais significante, 
porém técnicas e ferramentas de imobilização efetivas exigem uma maior exploração 
(ASMAT et al., 2017). Nesta técnica a enzima é ligada ao suporte inerte mediante 
ligações químicas covalentes, que são estabelecidas entre os grupos primários amino 
e o anel fenólico de alguns aminoácidos constituintes da enzima com os grupos reativos 
do suporte, formando assim o braço espaçador (DALLA-VECCHIA et. al., 2004). 
Os grupos químicos existentes na enzima interagem através de ligações cruzadas 
com os grupos químicos do suporte insolúvel, através da modificação da superfície 
do suporte utilizando agentes multifuncionais (HOMAEI et al., 2013; ATACAN et al., 
2017) e muitas vezes envolvem três passos: a ativação do suporte, a modificação da 
superfície ativada e a imobilização da enzima (IDRIS & BUKHARI, 2012).

A depender da natureza dos grupos ativos do suporte, da reatividade e estado 
de protonação dos mesmos, pode ocorrer a interação com os grupos da enzima, entre 
os quais, os que mais se ligam são os grupos químicos –SH, -OH, e –NH2 (VAIDYA et 
al., 2008). A enzima imobilizada por esse método, por possuir uma ligação mais forte 
quando comparada a ligação existente na adsorção, é mais estável, pois sua ligação é 
irreversível e não se desprende do suporte em presença do substrato ou de soluções 
de alta concentração iônica (CASTRO et. al., 2008).

Os grupos aminos na superfície das enzimas tratados com agentes que possibilitam 
a formação de ligação cruzada, tais como glutaraldeído, na presença de um agente 
precipitante permite uma imobilização devido à preparação de agregados de enzimas 
por ligação cruzada (CLEAs) que são indicados como biocatalisadores imobilizados 
eficientes, mesmo em escala industrial (BOROS et al., 2013). O glutaraldeído possui 
grupos funcionais em uma extremidade da molécula que se ligam a enzima e na outra 
extremidade grupos que se ligam ao suporte. Por possuir esta estrutura, ele se torna 
uma das moléculas que podem ser utilizadas como braço espaçador em imobilizações 
por ligações covalentes (MATEO et al., 2007). Este agente modifica grupos aminos 
primário das proteínas, embora possa eventualmente reagir com outros grupos como 
os tióis, fenóis, imidazólios (BARBOSA et al., 2012).

O revestimento de um suporte com uma mistura dos reagentes sinalizantes como 
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o 4-aminopeniltrimetoxisilano (APTS) e feniltrimetoxissilano (FTMS) e em diferentes 
proporções demonstraram que a densidade dos grupos aminados presentes na 
superfície da sílica pode ser controlada (BANET et al., 2008). Assim, um método simples 
pode garantir e até mesmo manter a dispersão da funcionalidade dos grupos aminos 
da superfície (BANET et al., 2008). Outra maneira que pode ajudar na imobilização e 
estabilização da enzima é a funcionalização do suporte através da adição de grupos 
aminas para posterior imobilização (Figura 3) (FIROOZ et al., 2017).

Vários aminoácidos da enzima estão relacionados com a elevada força desta 
ligação, e proporciona uma grande rigidez na estrutura da mesma (BARBOSA et al., 
2012). Em processos industriais, o biocatalisador imobilizado por esse método é mais 
eficiente, pois devido à rigidez da ligação, a estrutura da enzima pode-se manter 
inalterada diante de qualquer fator que possa desnaturá-la, com a temperatura e pH 
extremos, solventes orgânicos, e outros (MILETIC et al., 2012). Entretanto, caso a 
enzima possua diferentes conformações quando ativada e inativada, essa forte ligação 
pode dificultar a ativação da mesma depois do processo de imobilização, como por 
exemplo quando imobilizada com o sítio ativo inacessível (MATEO, et al., 2007).

Figura 3 - Mecanismo de imobilização por ligação covalente: (a) funcionalização de celulose 
com grupos aminas; (b) reticulação com glutaraldeído e (c) imobilização da enzima (FIROOZ et 

al., 2017).

De acordo com ZHU et al. (2011) algumas das vantagens observadas nesse 
método foi a maior eficiência e estabilidade, já que suas ligações entre o suporte e a 
enzima não são tão suscetíveis a pH, força iônica, solventes e temperatura. Porém, a 
ligação covalente pode resultar em perdas da atividade enzimática. As principais razões 
para que isso ocorra são: mudanças estruturais, que podem ocorrer muitas vezes 
durante o processo de imobilização; limitações na difusão, reduzindo a conversão e o 
impedimento estérico, que bloqueia parcialmente a ligação com os sítios ativos. 

Durante a última década vários estudos foram realizados com o objetivo de 
melhorar a atividade da enzima imobilizada através de ligações covalentes. Vishwanath 
et al. (1995) demonstraram que uma imobilização específica e bem ordenada de 
acordo com os grupos reativos do agente e da enzima, acarretam em um melhor 
número de sítios ativos disponíveis para a ação catalítica. Em outro estudo a lipase 
foi imobilizada na presença de aditivos de ácidos graxos, que possibilitou a ocupação 
do centro ativo por um substrato molecular e impediu uma mudança conformacional 
da enzima durante o processo de ligação, preservando a alta atividade catalítica 
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(OZTURK & KILINC, 2010).
Segundo Barbosa et al. (2012) existem duas estratégias para a imobilização por 

ligação covalente utilizando o glutaraldeído como agente bifuncional, e a primeira é a 
utilização de um suporte pré-ativado. A ativação ótima (em termos de reatividade) para 
este suporte acontece quando o aldeído de uma extremidade da molécula se liga ao 
grupo amino no suporte e o aldeído da outra extremidade fica livre, resultando uma 
estrutura bastante reativa com os resíduos de aminoácidos da enzima. Esta ativação 
com glutaraldeído provoca a superfície do suporte um revestimento com um reagente 
quimicamente reativo, capaz de imobilizar covalentemente proteínas (Figura 4).

Figura 4 - Mecanismo de imobilização por ligação covalente: (a) silanização e (b) formação do 
braço espaçador com glutaraldeído (CARDOSO et al., 2009).

A segunda estratégia é para adsorção da enzima por troca iônica sobre o suporte 
aminado e, posteriormente, tratar este composto com glutaraldeído sob condições 
suaves para obtenção da ligação entre a enzima e o suporte através da ativação de 
todos os grupos amino primários do suporte e da enzima com apenas uma molécula 
de glutaraldeído (Figura 5) (RODRIGUES et al., 2011).

Figura 5 - Reação de suportes aminopropilados para ligação covalente utilizando o 
glutaraldeído como agente de ativação (CARDOSO et al., 2009).

A imobilização covalente pode ocorrer também através de ligações multipontuais 
envolvendo muitos locais na superfície da enzima ligados ao suporte (Figura 6). 
Segundo POPPE et al. (2013), as enzimas só se tornam estavelmente imobilizados 
no suporte, quando, pelo menos, duas ligações são produzidas no complexo enzima-
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suporte. Porém quando a imobilização é realizada a pH 7 (neutro), o único grupo amino 
reativo na superfície da enzima é o amino terminal, uma vez que outros grupos aminos 
são ionizados e não reagem com o suporte. Portanto, para que as enzimas fiquem 
imobilizados multipontualmente nestes suportes essa imobilização precisa ocorrer 
apenas em valores de pH próximos ou acima de 10, pois em pH altos o ε-amino dos 
resíduos de lisina presente na superfície da lipase estão suficientemente reativos, 
favorecendo a ligação multipontual (MATEO et al., 2005).

Figura 6 - Mecanismo de ligação covalente multipontual em suportes funcionalizados com 
glicidol (Adaptado de MENDES et al., 2011a).

Os suportes utilizados para imobilização por ligação covalente multipontual 
devem apresentar algumas características importantes, como uma grande superfície 
para que dessa forma tenha uma boa congruência geométrica com a superfície da 
enzima (MATEO et al., 2006). Em alguns casos, a ligação covalente multipontual 
permite uma elevada intensidade na ligação entre enzima e suporte, como enzima-
amino-glutaraldeído ou suporte-amino-glutaraldeído e assim tornando-a susceptível 
em reações com amplos valores de pH (RODRIGUES et al., 2011).

Segundo MATEO et al. (2007), a ligação multipontual de enzimas em suportes 
pré-existente ativada com grupos aldeído por meio de pequenos braços espaçadores 
promove uma estrutura mais rígida da enzima imobilizada, quando comparada a 
ligação unipontual. Porém, em alguns casos esta modificação da superfície da enzima 
pode também ter um impacto (negativo ou positivo) em sua estabilidade e atividade 
enzimática, pois todos os grupos amino de superfície enzima são modificados 
(BARBOSA et al., 2012).

A redução das alterações conformacionais envolvidos na inativação da enzima e 
consequentemente no aumento da estabilidade da enzima imobilizada está também 
relacionado com a distância relativa entre todos os aminoácidos da enzima envolvidos 
na imobilização e o suporte, que deve ser muito pequena. Desse modo, um maior 
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número possível de resíduos de aminoácidos da enzima reage com o suporte causando 
uma ligação mais forte entre ambos (MATEO et al., 2007).

Trabalhos veem sendo desenvolvidos com a imobilização por ligação covalente 
multipontual em diversos tipos de suporte e com diferentes agentes funcionalizantes. 
Em sua maioria, o biocatalisador imobilizado obteve uma maior estabilidade térmica, 
como lipases de Rhizomucor miehei (LRM) e Candida antarctica (CALB) imobilizadas 
em resina ativada com aldeído (POPPE et al., 2013) e a lipase de Rhizopus oryzae 
(LRO) imobilizada em sílica funcionalizada com grupo epóxi (ASHJARI et al., 2015). 
Outro estudo, a lipase de Hypocrea pseudokoningii foi imobilizada em suportes de 
glioxil-agarose e também apresentou uma melhor estabilidade térmica e à solventes 
orgânicos (PEREIRA et al., 2015).

2.3 Encapsulação

As novas técnicas de imobilização são utilizadas para conservar a natureza 
catalítica do biocatalisador, dentre elas, o método de encapsulação pela técnica sol-
gel mostrou ser uma técnica versátil para a imobilização de uma grande variedade de 
biomoléculas (SOARES et al., 2006; CARVALHO et al., 2015; BARBOSA et al., 2014). 
O encapsulamento atraiu uma considerável atenção em áreas como biotecnologia, 
medicina, farmacêutica, catálise, nutrição e ecologia (KATO et al., 2011).

O método consiste na proteção às biomoléculas através da sua imobilização no 
interior de uma rede polimérica ou microcápsulas de polímeros que representa um 
microambiente separado do ambiente externo e permite o substrato e os produtos 
passarem através dos mesmos, mas com retenção da enzima (ZHANG et al., 2012). 
Depois do aprisionamento, as enzimas não estão ligadas à matriz polimérica ou 
cápsula, e sua difusão é limitada, porém quando comparado com lipases imobilizadas 
por adsorção física, os imobilizados por encapsulação apresentaram uma maior 
estabilidade (ZHAO et al., 2015). Pode limitar os movimentos de desdobramentos 
e rotações da enzima, por outro lado, permite o reconhecimento do substrato, 
favorecendo uma boa catálise (GUISAN, 2006). Um estudo realizado por Barbosa et 
al. (2014) mostrou que a lipase de Burkholderia cepacia encapsulada em aerogel de 
sílica apresentou eficiência catalítica significativa na reação de hidrólise de azeite de 
oliva e manteve estável, acima de 50% da atividade inicial relativa, durante 23 reusos 
do mesmo biocatalisador em reações consecutivas.

Dentre os métodos de imobilização de enzimas, devido a simples preparação, 
a vasta diversidade de biomoléculas e sua reprodutibilidade, por não necessitar 
de equipamentos sofisticados, a encapsulação é considerada uma boa alternativa. 
Segundo Guisan (2006) este processo é baseado no confinamento da enzima em 
uma matriz física, e pode envolver a polimerização de materiais orgânicos ao redor 
da mesma, cujo envoltório é constituído por um polímero geliforme e permeável, não 
havendo, portanto, a associação covalente entre a rede e as biomoléculas.
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O método de encapsulação chama atenção para a formação de diversas 
estruturas como estudos realizados recentemente envolvendo materiais inorgânicos e 
orgânicos (MAJEWSKI et al., 2017).  Majewski et al. (2017) envolve duas estratégias 
gerais de confinamento (Figura 7): na primeira ocorre a síntese do suporte a partir 
da combinação dos materiais orgânicos e inorgânicos da estrutura juntamente com a 
enzima, em condições que favorecem a formação da estrutura do suporte e preservam 
a estrutura terciária da enzima ativa. Na segunda a enzima é introduzida em um 
suporte pré-existente que apresenta canais e/ou aberturas (celas) maiores do que o 
tamanho da enzima e assim, e posteriormente esse material juntamente com a enzima 
já introduzida é revestida com outro material.

Figura 7 - Métodos de encapsulação enzimática (MAJEWSKI et al., 2017).

A encapsulação oferece várias vantagens, dentre elas a possibilidade de 
modificação da matriz quimicamente; permeabilidade das matrizes, que permite 
adaptação de biomoléculas de tamanhos variáveis, transporte de composto com baixo 
peso molecular sem desprendimento das biomoléculas imobilizadas; propriedades 
ópticas, que possibilitam a medição de sinais de fluorescência e absorbância; além de 
resistências a agentes térmicos, químicos e degradação biológica (GUISAN, 2006). As 
condições a serem usadas para preparar a estrutura de suporte implica a preservação 
da atividade, eficiência e estabilidade da enzima (MAJEWSKI et al., 2017).

Para melhorar a atuação de enzimas em meio orgânico tem-se utilizado o 
procedimento de encapsulação em meio poroso durante a síntese pela técnica sol-gel, 
onde a enzima é encapsulada quando é adicionada ao meio reacional ainda no processo 
de formação do gel. O processo sol-gel é baseado na capacidade de formação de 
sílica, óxido metálico e matrizes organosiloxano, onde sua porosidade é definida pela 
reação de precursores orgânicos em temperatura ambiente (GUISAN, 2006). Além 
disso, para melhorar ainda mais é relatado na literatura o uso de aditivos no processo 
de imobilização pela técnica sol-gel como agentes que influenciam positivamente o 
aumento da atividade e da estabilidade de enzimas imobilizadas (HARA et al., 2010; 
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BARBOSA et al., 2014;2016). Essa influência está diretamente associada à proteção 
da enzima contra a inativação durante a etapa de encapsulamento, à retenção da 
camada de água ao redor do biocatalisador e aos efeitos dispersantes das moléculas 
da enzima (LEVANDOSKI et al., 2015).

As técnicas de encapsulação são instrumentos confiáveis e chamam atenção 
por oferecer diversas aplicações, tais como biossensores, bioelétrica, bioprocessos, 
biocatalisadores, cromatografia de bioafinidade e biotransdutores. No entanto, o 
método de encapsulação em sistemas preparados para aplicações catalíticas, também 
tem como considerações importantes o efeito que a estrutura escolhida pode ter em 
fatores como a difusão e/ou a seletividade do substrato (MAJEWSKI et al., 2017), já 
que uma das desvantagens encontradas é a dificuldade de difusão dos substratos por 
entre os poros da matriz do suporte. Ainda que todas essas vantagens e resultados 
promissores sejam alcançados se faz necessária à busca de protocolos e precursores 
mais biocompatíveis, com a finalidade de minimizar efeitos de retração e colapso dos 
poros e assim melhorar ainda mais a eficiência catalítica, e a estabilidade mecânica 
do sol-gel (GUISAN, 2006).

A técnica tem aplicações industriais com base em métodos químicos e físicos, tais 
como a evaporação do solvente, polimerização interfacial, e da armadilha (orgânico/
inorgânico) da matriz (KATO et al., 2011). Atualmente, dispõe-se de um grande número 
de matrizes, englobando materiais orgânicos e inorgânicos, naturais ou sintéticos 
(RUZENE et al., 2014, BARBOSA et al., 2014; WANG et al, 2015; BARBOSA et al., 
2016; MAJEWSKI et al., 2017).

2.4 Ligação Cruzada

A ligação cruzada é um método de imobilização responsável pela síntese 
de CLEA’s (Cross-Linked Enzyme Aggregates) que são agregados de enzimas 
reticuladas. CLEA’s é uma técnica de imobilização relativamente recente desenvolvida 
originalmente há pouco mais de 40 anos atrás pelo grupo de estudos do Prof. Jorge 
Sheldon (SHELDON, 2007; SHELDON, 2011). A preparação do CLEA apresenta 
algumas vantagens e por isso vem chamando atenção de vários pesquisadores, pois 
é considerada um procedimento simples, pois a proteína não precisa ser purificada e 
requer somente a precipitação da mesma para a formação de agregados (MAHMOD 
at el. 2016).  Segundo Sheldon (2011) o melhor agente reticulante para a formação 
dos agregados é o glutaraldeído.

O processo de imobilização ocorre quando o glutaraldeído penetra na estrutura 
interna da enzima e seu grupo aldeído reage com os grupos amino da proteína que 
provoca uma agregação química entre as enzimas formando um “biocatalisador sólido”, 
podendo eventualmente acontecer reações com outros grupos como os tióis, fenóis 
e imidazólios (YUSOF et al., 2016). Alguns fatores são importantes para controlar o 
tamanho final das partículas de CLEA, são eles: o tipo e quantidade do precipitado, 
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a velocidade de agitação, concentração de proteínas, além da concentração de 
glutaraldeído (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Algumas enzimas possuem uma pequena quantidade de grupos aminas, que 
pode prejudicar a reticulação tornando a imobilização pouco eficaz, já que a mesma 
acontece entre o grupo aldeído e amino do agente e enzima, respectivamente. Para 
amenizar ou sanar esse problema surge a necessidade de adicionar mais uma etapa 
no processo de imobilização por CLEA, o uso de aditivos (Figura 7). A utilização 
de aditivos como outras proteínas, por exemplo, a albumina bovina, é comumente 
observada em alguns trabalhos por possuir um grande número de grupos amino que 
facilitam o intercruzamento (DONG et al., 2010).

A adição de diferentes aditivos, além de facilitar a formação do CLEA, aumenta 
a atividade enzimática, estabilidade, e pode ser separado facilmente por filtração e 
centrifugação (YUSOF et al., 2016). Em contrapartida, para algumas aplicações 
industriais a utilização de CLEA’s não são viáveis, pois não são mecanicamente 
resistentes por serem frágeis e a depender da viscosidade do precipitante utilizado 
sua recuperação torna-se difícil e complexa para utilização em larga escala (GARCIA-
GALAN et al., 2011).

Figura 7 - Esquema da preparação de CLEA’s utilizando aditivo (Adaptado de YUSOF et al., 
2016).

Portanto, com o objetivo de aprimoramento de biocatalisadores mais eficientes, 
imobilizados em diferentes suportes, o uso de matrizes de natureza orgânica, inorgânica 
ou híbrido têm apresentado particular interesse comercial nos últimos anos, devido às 
suas diferentes características e aplicações.
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