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APPLICATION OF CHITOSAN AS SUPPORT FOR IMMOBILIZATION OF ENZYMES OF INDUSTRIAL INTEREST. Chitosan,
poly[B-(1-4)-linked-2-amino-2-deoxy-D-glucose], is the N-deacetylated product of chitin which is a major component of arthropod
and crustacean shells such as lobsters, crabs, shrimps, and cuttlefishes. In addition, chitosan has many significant biological and
chemical properties such as biodegradability, biocompatibility and bioactivity as well as polycationic properties. Thus, it has been
widely used in many industrial and biomedical applications including wastewater treatment, chromatographic support, carriers for
controlled drug delivery and enzyme immobilization. This review is an insight into the exploitation of utilization of chitosan based-
supports in different geometrical configurations on the immobilization of enzymes by different protocols for further application in

biotransformation reactions.
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ENZIMAS COMO BIOCATALISADORES E SUAS
APLICACOES

As limitagdes existentes na obtengdo de produtos e intermedidrios
de interesse industrial estfio associadas aos tipos de catalisadores
quimicos empregados, que sio pouco versateis e exigem altas tempe-
raturas para atingir razodvel velocidade de reag¢@o. Além disso, estes
catalisadores possuem baixa especificidade, geralmente fornecem
produtos de composi¢cdo quimica mista ou produtos contaminados
e requerem uma etapa posterior de purificacdo.!'? As enzimas atuam
em condicdes suaves de temperatura, pH e pressdo, atingindo velo-
cidades de reacdo bastante superiores aquelas obtidas em presenga
de catalisadores quimicos convencionais.!”* Este comportamento
permite uma redu¢d@o no custo final do processo e evita a formacao
de subprodutos indesejaveis. Além disso, devido a sua elevada espe-
cificidade, maior rendimento do processo pode ser atingido, permite
a obtencdo de produtos biodegraddveis e reduz a quantidade de
residuos gerados.” Nesse contexto, o enfoque biotecnoldgico vem se
apresentando como uma opgao promissora para sua exploraciao em
diversos tipos de reagdes.'!°

A tecnologia enzimatica despontou como drea de investigacao
no inicio da década de 1960, com a imobilizagdo de enzimas para
utilizacdo em processos quimicos.? Desde entdo esses biocatalisadores
tém sido empregados em diversos segmentos, incluindo a sintese de
compostos bioativos e de novos biopolimeros, metodologias anali-
ticas por meio de construcdo de biossensores, terapia enzimdtica e
processos em industrias tradicionais como 6leos e gorduras, curtumes,
papel e celulose, téxtil e cosméticos.!!

Com o avancgo da tecnologia enzimatica, a selecdo de novas enzi-
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mas, a produ¢do de enzimas por tecnologia do DNA recombinante e
aengenharia de protefnas permitiram a modificagao das propriedades
cinéticas e da estabilidade que contribuiram para o desenvolvimento
de novas solucdes ao nivel da tecnologia de reatores enzimaticos e
das técnicas de imobilizagdo.!?

De acordo com Freedonia Group," o mercado global de enzimas
industriais foi de U$ 5,1 bilhdes de ddlares em 2008 e a projegdo
¢ de que o crescimento anual serd de aproximadamente 6,3%, com
estimativa de movimentagao de U$ 7,0 bilhdes de ddlares para 2013.

O mercado mundial das enzimas divide-se em trés segmentos:
enzimas empregadas na industria de alimentos; enzimas técnicas e,
enzimas empregadas na producdo de ragdo animal. Destes trés grupos,
destacam-se as enzimas destinadas aos setores de alimentos, que sdo
empregadas basicamente na producio de xarope de actcar invertido
e de compostos aromatizantes,® e as enzimas técnicas, que sao utili-
zadas na formulagdo de detergentes, produgdo de papel e celulose,
manufatura de couros e produg@o de farmacos. Este € o principal
mercado consumidor de enzimas, detendo aproximadamente 50%
do total das enzimas comercializadas.

No setor industrial as mais utilizadas sdo as proteases, que ocupam
40% do mercado de enzimas, seguidas das carboidrases (amilases e
celulases) e lipases.* No entanto, o crescimento acima da média de
algumas enzimas como as polimerases e as nucleases, juntamente com
outras enzimas como fitases e celulases, poderd levar esse grupo de
enzimas a ultrapassar o grupo das mais empregadas industrialmente
nos dias de hoje, formado pelas lipases, carboidrases e proteases. '

A grande desvantagem da utilizagio de enzimas na forma solivel
¢ a sua separacdo para posterior aplicagdo, assim como a contamina-
¢do do produto desejado, pois enzimas sdo compostos soliveis em
dgua. Desta forma, técnicas de imobilizag@o t€m sido empregadas
com o objetivo de reutilizar as enzimas. Esta estratégia também ¢
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uma importante ferramenta para estabilizar e reduzir a inativagao por
distor¢@o da sua estrutura nativa por influéncia da temperatura, pH
e de solventes organicos, o que pode ser atrativo para a aplicagdo de
enzimas no setor industrial.!\1214-17

IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizagdo consiste no confinamento da enzima em um su-
porte sélido para posterior reutilizagio do biocatalisador, tornando o
processo menos oneroso.'' Em geral, aimobilizagdo oferece uma série
de vantagens e as razdes para a escolha de um derivado imobilizado
variam de aplicac@o para aplicacdo, incluindo: utilizagdo da atividade
catalitica por um maior periodo de tempo; possibilidade de operagio
continua do processo, com maior facilidade de controle; facilidade
de separacéo do produto final; em alguns casos, ocorre modificagdo
favordvel das propriedades cataliticas da enzima como, por exemplo,
maior estabilidade ao pH e a temperatura, entre outros; facilidade de
interrupgao da reagdo, em um nivel desejado, pela remog@o da enzima,
caso o processo seja batelada, ou ajuste do tempo de residéncia se €
usado um reator continuo.'121417

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e
aplicados na imobilizacdo de enzimas, ndo hd um método aplicavel
para todas as enzimas. Portanto, para cada aplicacdo de uma enzima
imobilizada é necessdrio escolher o procedimento mais simples e mais
barato e que resulte em um derivado com boa retencio de atividade e
alta estabilidade operacional.

A partir das informagdes disponiveis sobre as caracteristicas do
suporte e o efeito dos métodos empregados, € possivel fazer genera-
lizagdes que permitam uma primeira selecdo do método de imobili-
zacdo. Enzimas podem ser imobilizadas por diferentes protocolos,
isto €, podem ser encapsuladas; adsorvidas em materiais insoldveis
como resinas de troca idnica; copolimerizadas com algum mondmero
ou se ligar a uma matriz insoldvel por ligagdes covalentes. 12141621
Estes métodos sdo bem revisados e discutidos na literatura.'!!>!141621

A adsorcdo fisica € o método mais simples e o mais empregado
para imobilizac¢do de enzimas. Nesse caso, o biocatalisador ¢ esta-
bilizado por interagdes fracas com o suporte como forgas de van der
Waals (interagdes hidrofébicas), pontes de hidrogénio e ligacdes
i0nicas. As principais vantagens deste processo de imobilizagio sdo
a facilidade e a simplicidade do processo e, além disso, a estrutura
conformacional da enzima € pouco alterada. A grande desvantagem
¢ a dessor¢do da enzima devido as variacdes de temperatura, pH e
forga iénica.12,14,16,18.19

A encapsulagdo consiste na retencio fisica da enzima nas cavi-
dades internas de uma matriz sélida porosa constituida geralmente
por polimeros entrecruzados como poliacrilamida, gelatina, alginato,
carragenana, resinas de poliuretano e silanos. As principais vantagens
da encapsulacgio de enzimas referem-se a grande drea superficial para
contato do substrato e da enzima no interior de um volume relati-
vamente pequeno, e a possibilidade de imobilizacdo simultanea de
diferentes enzimas em uma tnica etapa. Como principais desvanta-
gens, t&m-se: a restri¢do de que os biocatalisadores podem ser apli-
cados somente com substratos de baixa massa molecular; a possivel
inativacdo da enzima durante o procedimento de imobilizagdo; a alta
concentragdo de enzima necessdria para garantir a encapsulagdo e, os
possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no interior
da matriz porosa.'>141619

A imobilizacdo por ligagdo covalente baseia-se na ativagdo de
suportes com a inser¢ao de grupos reativos que reagem com 0s grupos
nucleofilicos da enzima. Esta técnica ndo é comum como o método
de adsorgdo fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o fendmeno
de dessorcdo. A selecdo das condi¢des para a imobilizacdo por liga-
¢do covalente € mais dificil que em outros métodos de ligagdo em
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suportes. E necessério conhecer a densidade dos grupos ativos por
unidade de drea do suporte e a sua geometria para reduzir a formacao
do complexo enzima-suporte inativo. Este método pode também afetar
a estrutura ativa da enzima, devido a alterag¢@o do centro ativo. Suas
principais vantagens sdo a maior resisténcia do biocatalisador quanto
a variacdo de pH, temperatura e influéncia de solventes organicos; os
derivados preparados podem ser empregados em diversas conforma-
¢des de reatores, como fluxo continuo, empacotado, tanque agitado
e leito fluidizado e, a carga de enzima permanece constante apds a
etapa de imobilizagdo.!>!1+2!

A maior contribuicdo para o bom desempenho da enzima
imobilizada € dada pelo suporte. Se de um lado um suporte crite-
riosamente selecionado pode aumentar o tempo de meia-vida da
enzima imobilizada, de outro uma escolha imprudente pode afetar
adversamente ndo s6 a estabilidade térmica, mas o desempenho
global do sistema.

Na sele¢do de um suporte para uma determinada aplicacdo, de-
vem ser analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como a
possibilidade de regeneragdo do material. As principais caracteristicas
a serem observadas na selecdo de um suporte para uma determinada
aplica¢do sdo: drea superficial, permeabilidade, insolubilidade, capa-
cidade de regeneracdo, morfologia e composi¢ao, natureza hidrofilica
ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica
e custo, dentre outras. Eles podem ser classificados como organicos
e inorganicos, e conforme sua morfologia em materiais porosos, nao
porosos e de estrutura de gel.'*?!

Os materiais organicos, notadamente os polimeros que podem
ser naturais ou sintéticos, sio uma classe de suportes amplamente
empregados na imobilizagdo de enzimas.'>!>!7 Os sintéticos exibem
variedades de formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser
combinadas para formar um suporte ideal, porém os naturais apre-
sentam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos, pois
geralmente apresentam baixo custo e sdo facilmente degradados, nao
causando danos ao meio ambiente.'” Dentre os diferentes suportes or-
ganicos naturais empregados na imobiliza¢ao de enzimas, destaca-se
aquitosana.’ A aplicacdo de quitosana como suporte para a imobiliza-
¢do de enzimas se deve as suas diferentes configuracdes geométricas
como poé, escamas, hidrogeis, membranas, fibras e outras, além da
presenca de diferentes grupos funcionais, como hidroxila e amino,
que permitem a utiliza¢do de diferentes métodos de imobilizagdo.”>*

QUITOSANA

A quitosana (Figura 1a) ¢ a forma desacetilada da quitina (Fi-
gura 1b), o segundo polimero mais abundante na natureza, depois
da celulose (Figura 1¢).%2¢ E um produto natural, de baixo custo,
renovavel e biodegraddvel e de grande importdncia econdmica e
ambiental. As carapagas de crustidceos sdo residuos abundantes e
rejeitados pela inddstria pesqueira que, em muitos casos, as consi-
deram poluentes. Sua utilizagdo reduz o impacto ambiental causado
pelo actimulo nos locais onde € gerado ou estocado. Este biopolimero
possui uma estrutura molecular quimicamente similar a da celulose,
diferenciando-se somente nos grupos funcionais.? Grupos hidroxilas
(OH) estdo presentes na estrutura geral desses biopolimeros, mas a
principal diferenca entre eles € a presenca de grupos amino (NH,)
na estrutura da quitosana. Este biopolimero € solivel em meio dcido
diluido, formando um polimero catidnico, com a protonacdo do
grupo amino gerando o fon NH,*, que confere propriedades especiais
diferenciadas em relac@o, por exemplo, as fibras vegetais.?

A maioria das industrias que produzem quitina e quitosana em
escala comercial estd localizada no Japao, onde mais de 100 bilhdes
de t de quitosana sdo manufaturadas por ano, a partir de carapagas de
caranguejo e camardo.” Nessas inddstrias, a quitosana € produzida
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¢ outro polissacarideo extraido de algas vermelhas e possui em sua
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estrutura grupos sulfato. Dentre as formas de carragenana existentes,
NHy NHCOCH, H a K-carragenana € a mais abundante e possui um grupo sulfato para
" b ! " cada duas unidades de galactose. Este grupo sulfato € responsavel
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Figura 1. Estrutura dos biopolimeros quitosana (a), quitina (b) e celulose (c)

a partir da quitina por hidrdlise alcalina via processo termoquimico,
que promove a desacetilacdo da quitina, normalmente com NaOH
(40-50% m/m) a 110-115 °C. Os principais fatores que afetam o grau
de desacetilagdo e, consequentemente, as caracteristicas da quitosana
obtida sdo temperatura e tempo de reacdo, concentracdo da solugio
do dlcali, razdo quitina/dlcali, tamanho das particulas da quitina e
presenca de agentes que evitam a despolimerizag@o.?’ Para produzir 1
kg de quitosana 70% desacetilada a partir de carapacas de caranguejo,
sdo necessdrios 6,3 kg de HCI, 1,8 kg de NaOH, 0,5 t de 4gua para
o processo e 0,9 t de dgua de resfriamento.”

Diferentes configuragdes de quitosana podem ser obtidas no
processo de desacetilacio da quitina e estas configura¢des podem ser
empregadas no processo de imobiliza¢do de enzimas.* Entretanto, as
formas de hidrogeis e membranas sdo as mais empregadas devido as
alteracdes fisicas obtidas, como o aumento do didmetro de poros do
suporte, ideal para o processo de imobilizacdo de enzimas.?

Hidrogeis e polieletrélitos de quitosana

Hidrogeis sdo estruturas poliméricas tridimensionais capazes
de adsorverem grandes quantidades de dgua ou fluidos bioldgicos.
Estas matrizes sdo insoliveis em dgua devido a presenca de pontos
de reticulagdo quimica ou fisica.?? Este fato se deve aos grupos
ionizdveis presentes na estrutura dos biopolimeros como os grupos
amino, carboxilatos, sulfatos e hidroxilas que possuem afinidade
com a molécula de dgua. De acordo com a literatura, a quitosana €
um dos principais compostos empregados na sintese de hidrogeis,
juntamente com outros polimeros como alginato, carragenana, dlcool
polivinilico, gelatina e outros.*?*

Os complexos polieletrélitos de quitosana sdo formados com o
objetivo de obter hidrogeis mais versdteis, com diferentes estruturas
quimica e fisica, o que pode melhorar sua atuacdo em uma deter-
minada aplicacdo, como na imobilizacdo de enzimas para diversas
aplicacdes, principalmente no desenvolvimento de biossensores.*!
Sua estrutura € mantida por interacdes i0nicas ou ligacdes covalentes.
As ligacdes idnicas sdo fortemente influenciadas pelo pH do meio
reacional, influenciando também na capacidade de retencdo de d4gua
no hidrogel.?

Se o pH do meio decresce, ocorre a protonagao dos grupos amino
da quitosana, resultando na repulsdo eletrostética e enfraquecimento
da resisténcia mecanica e quimica do hidrogel, além de favorecer
consideravelmente o grau de inchamento. Com a elevagdo do pH, a
protonacio da quitosana decresce, o que reduz o grau de inchamento
dos hidrogeis. Entretanto, nestes meios também ocorre desprotonagio
de grupos reativos como os grupos anionicos de biopolimeros como
sulfatos e carboxilatos, o que reduz também a interagdo idnica entre
os biopolimeros. Em pH préximo da neutralidade, hé equilibrio entre
as cargas do hidrogel que promove médxima interac@o entre os grupos
ionizdveis, proporcionando maior estabilidade ao gel.

Os eletrolitos mais empregados, juntamente com a quitosana, para
a formac@o de hidrogeis de complexos polieletroliticos sdo alginato,
carragenana e gelatina.’>3

Alginato € um polissacarideo extraido de algas marrons, com
estrutura quimica constituida por um polimero linear formado por

pela elevada capacidade de retengdo de d4gua, empregada na inddstria
de alimentos como emulsificante e na protecdo de alimentos contra
o processo de desidrata¢do.*

A gelatina € um produto obtido da hidrdlise parcial do coldgeno,
extraido geralmente da pele e dos 0ssos de certos animais. A gelatina
¢ formada por trés moléculas polipeptidicas, arranjadas em forma
de hélice. Possui uma grande habilidade de ligagdo com dgua e suas
cadeias de configuragdo helicoidal sdo importantes para a formacio
do gel.** Estes eletrdlitos tém sido empregados como veiculos para
a liberagdo de farmacos e proteinas, juntamente com a quitosana,
sob a forma de complexos polieletroliticos.?*3*3* Tais complexos
sdo formados por interacdes idnicas entre os grupos anionicos dos
referidos polieletrélitos e os grupos amino da quitosana.*

Suportes hibridos de quitosana preparados pela técnica sol-gel

Os materiais organicos-inorganicos obtidos pela técnica sol-
gel tém recebido especial aten¢do dos pesquisadores por conta da
possibilidade de incorporag@o de polimeros organicos em matrizes
inorgdnicas, com formacdo de materiais compdsitos que preservam
as propriedades de cada componente.**3 A quimica do processo sol-
gel baseia-se em reagdes de “polimeriza¢@o” inorganica por meio de
uma reagdo que envolve duas etapas.’> Na primeira, a hidrélise do
precursor alc6xido de um metal ou de um semimetal leva a formacao
de um produto hidroxilado e o dlcool correspondente:
Me(OR),+nH,0 — Me(OR), (OH), + n(ROH) (reacdo 1)

Em seguida, ocorre uma condensacio entre um grupamento
nao hidrolisado do alcéxido e uma hidroxila (reacdo 2) ou entre
duas hidroxilas (reagdo 3) com formacdo de uma mistura coloidal
chamada de “sol”:

-MeOR + HOMe- — -MeOMe- + ROH
-MeOH + HOMe- — -MeOMe- + H,0

(reagdo 2)
(reagdo 3)

Os precursores mais comumente empregados sdo os alcoxidos
metdlicos, entre os quais, o mais estudado € o tetraetilortossilicato
(TEQOS).?!%4 Sua compatibilidade com diferentes biopolimeros como
celulose,*' dlcool polivinilico,*'¥7* carragenana*’ e quitosana-#04344
¢ amplamente reportada na literatura.

TEOS/quitosana tem se destacado como um material hibrido de
promissora aplicagdo.’ 4434 Esses compdsitos, sintetizados pela
técnica sol-gel, apresentam excelentes propriedades térmicas, me-
cénicas, Gticas e de adsorgdo.**#

As hidroxilas e as aminas presentes na quitosana sdo as respon-
sdveis pela sua facilidade em formar ligagdes com os grupos silanois
(-Si-OH) dos precursores. Na estrutura do hibrido TEOS/quitosana
sdo encontradas pontes de hidrogénio entre os grupos silanois da rede
tridimensional do TEOS e os oxi-grupos e os aminos da estrutura da
quitosana, interagdes idnicas entre os grupamentos amino da quito-
sana e os grupos silanois do TEOS, bem como ligagdes covalentes
como resultado da esterificagdo das hidroxilas da quitosana e os
grupos silanois da rede do TEOS.##*

Na Figura 2 (adaptada da literatura)***estd ilustrado um esquema
hipotético para o mecanismo de preparacdo da matriz hibrida SiO,-
quitosana empregando TEOS (tetraetilortossilicato) como precursor
silano.
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Figura 2. Esquema hipotético de formagdo da matriz hibrida SiO2-quitosana
empregando TEOS como precursor. Adaptado das refs. 43 e 44

Modificacdo quimica da estrutura da quitosana

No intuito de aumentar a estabilidade quimica e fisica da quitosa-
na e seus derivados (complexos polieletroliticos e matrizes hibridas),
tém sido empregadas alternativas como a modificagdo quimica,
também denominada de reticulacdo, empregando diferentes agentes
de ativacdo.”?4¢% No caso especifico da quitosana, a modifica¢do
de sua estrutura quimica € necessdria para a obteng@o de um suporte
quimicamente mais resistente ao meio acido e redugdo da sua capa-
cidade de retencdo de dgua. As reagdes envolvidas na reticula¢do por
agentes bifuncionais ocorrem entre os grupos amino e hidroxilas da
quitosana. Estas rea¢des podem ser realizadas de maneira homogé-
nea pela adi¢do do agente bifuncional a solucdo de quitosana, ou de
maneira heterogénea com a adicdo do agente a quitosana nas formas
de membranas e esferas.?>25:28:2947.48

Esta modificacdo pode ser realizada com diferentes agentes
quimicos como glicidol,” epicloridrina,??*46484 glutaraldeido,>*4648
glioxal,* formaldeido® e genipina,® formando estruturas complexas,
amplamente reportadas na literatura especializada. A Figura 3 mostra
uma representacio esquematica da quitosana reticulada com gluta-
raldeido (a), genipina (b) e epicloridrina (c).

Na reac@io da quitosana com glutaraldeido, ocorre ataque nu-
cleofilico dos grupos amino da quitosana aos grupos carbonilas do
glutaraldeido, também observado quando se utiliza glioxal e formal-
deido. A ligagao covalente entre os grupos amino do biopolimero e
aldeido terminal do glutaraldeido € irreversivel e resiste a valores
extremos de pH e temperatura. Diferentes mecanismos sao propostos
para explicar a reacdo de glutaraldeido com quitosana. Monteiro e
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Figura 3. Estrutura quimica de quitosana reticulada com glutaraldeido (a),
genipina (b) e epicloridrina (c)

Airoldi*’ propuseram o mecanismo como sendo uma interagio dos
grupos amino livres da quitosana com o grupo aldeido do glutaral-
deido formando uma base de Schiff (ligagcdo imina). Para interpretar
este comportamento, trés hipoteses sdo consideradas: (i) formagao
de uma base de Schiff entre o grupo aldeido com o grupo amino da
quitosana. O outro grupo aldeido livre seria utilizado para a uma de-
terminada reacdo de interesse; (ii) a reticulacio € formada entre uma
molécula de glutaraldeido e duas unidades de grupo amino, resultando
na formacao de duas bases de Schiff (Figura 3a) e (iii) a reticulacio €
formada também por mais de uma molécula de glutaraldeido, devido
a sua polimerizag¢do em determinadas condigdes, por exemplo, em
altos valores de pH. Apds a polimerizacio, ocorre a reticulagdo dos
grupos amino da quitosana.

Genipina € outro agente bifuncional extraido do jenipapo,
bastante empregado na medicina chinesa e também como corante
de alimentos. Na reticulagdo de quitosana com genipina, bases de
Schiff ndo sdo formadas.*® Conforme mostrado na Figura 3b, ocorre
ataque nucleofilico de um grupo amino da quitosana a carbonila da
genipina com a formagdo de uma liga¢do amida estdvel e um dtomo
de oxigénio da estrutura ciclica da genipina € substituido por um
atomo de nitrogénio da quitosana.

O mecanismo de reagio da epicloridrina com quitosana € bastante
similar ao do glutaraldeido, no entanto, este agente de reticulacio
reage preferencialmente com os grupos hidroxilas da quitosana (Fi-
gura 3c). Estas reacdes podem ser efetuadas entre grupos hidroxilas
de duas moléculas de quitosana (reticulaciio intermolecular) ou reagir
somente com um grupo hidroxila.

E importante caracterizar as condi¢des de reticulacio, pois sua
eficiéncia € diretamente proporcional a concentracio e tipo de agente
de reticulacio, tempo de contato, temperatura, pH, massa molecular e
grau de desacetilagdo da quitosana.?? O tempo de contato e a concen-
tracdo de agente de reticulag@o sdo importantes para a determinagao
da natureza da estrutura produzida, porque o aumento do tempo de
reagdo e o uso de altas concentragdes geram extensas reticulacdes.
O grau de desacetilaciio e a massa molecular da quitosana sao im-
portantes parametros, porque o aumento da massa molecular e do
grau de desacetilagdo também resulta em um maior rendimento de
reticulacdo. Este efeito também pode prejudicar a difusdo de macro-
moléculas como as proteinas nos intersticios do hidrogel, devido a
formagdo de poros de pequenos didmetros.*

O processo de reticulag@o reduz a ocorréncia de reagdes paralelas
na estrutura da quitosana como, por exemplo, a reagdo de ruptura do
anel glicosidico por acdo de agentes oxidantes como o {on periodato,
conforme mostrada na Figura 4.5

O fon periodato reage com os grupos diois vicinais clivando a
ligagdo carbono-carbono por oxidagdo na formagio de um dialdei-
do, com a liberag¢do de uma molécula de fon amonio. Esta técnica é
empregada para aumentar a flexibilidade da quitosana e reducio da
sua extensa cadeia para aumentar a sua solubilidade, ou seja, permite
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Figura 4. Mecanismo de oxidag¢do por periodato dos grupos amino da
quitosana

controlar a sua massa molecular, bem como a obteng¢ao de novos gru-
pos reativos, aumentando a possibilidade para novas aplicagdes.”!
De acordo com Vold e Christensen,’! diversas macromoléculas podem
ser funcionalizadas por esta técnica como amido, alginato e a prépria
quitosana. Um dos principais pardmetros de controle de reacdo de
oxidagdo da quitosana € o grau de desacetilacdo. De acordo com a
Figura 4, os grupos amino acetilados ou reticulados impedem a reaciio
de clivagem do biopolimero, reduzindo a sua solubilidade.

Imobilizacio de enzimas em diferentes conformacdes de
quitosana

Diferentes protocolos podem ser empregados na imobilizacao de
enzimas em quitosana, tais como adsor¢do, encapsulagio e ligacio
covalente.?8:2364852-85 Na Tabela 1, alguns exemplos da aplicagdo de
quitosana na imobiliza¢@o de enzimas de interesse industrial sdo lis-
tados, dando énfase & metodologia de imobilizacdo empregada, tipo
de agente de reticulagdo, ativag@o e aplicagdo. Como enzimas, sdo
citadas as hidrolases, com maior aplicagdo industrial como lipases,
peptidases (papaina, bromelina, subtilisina Carlsberg, tripsina, quimo-
tripsina, tiol protease), urease, o-amilase, pululanase, B-galactosidase,
B-xilosidase, xilanase, B-glicosidase, celulase, catalase, penicilina
G acilase, dentre outras. Outras classes, incluem as oxidorredutases
(cloroperoxidase, colesterol oxidase, lacase, peroxidase, oxalato
oxidase, glutamato desidrogenase e dlcool desidrogenase), liases
(aliinase) e isomerases (L-arabinose isomerase).

Dentre os diferentes métodos, a imobiliza¢do covalente em
quitosana ativada por glutaraldeido ¢ o método mais empregado em
funcdo dos grupos amino existentes na estrutura da quitosana que
reagem com este agente em condi¢des brandas, préximas a neutra-
lidade. Utilizando essa metodologia, Guerfali et al.® imobilizaram
B-xilosidase de Talaromyces thermophilus em quitosana ativada com
glutaraldeido para posterior aplicacio na sintese de xarope de xilose e
xilo-oligossacarideos. Em comparagdo aos outros protocolos testados
como adsor¢ao idnica e encapsulacdo, o método de ligagdo covalente
ao suporte previamente ativado por glutaraldeido foi selecionado por
fornecer um derivado com elevado rendimento de imobilizacdo e
atividade recuperada. Além disso, o derivado imobilizado apresentou
uma elevada estabilidade operacional retendo 94% de sua atividade
inicial apds 25 reutilizagdes na reagdo de hidrdlise. A maxima ativi-
dade hidrolitica foi verificadaem pH 8,0 e 53 °Ceem pH 7,0 e 50 °C,
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respectivamente, para a enzima imobilizada e livre. A enzima imo-
bilizada foi eficiente na sintese de xilo-oligossacarideos na presenga
de elevada concentragdo de xilose. O efeito sinérgico de xilanase e
B-xilosidase foi ainda avaliado por meio da coimobiliza¢do das en-
zimas em gel de quitosana. O biocatalisador preparado foi testado na
hidrdlise continua de xilana de aveia a 50 °C e a hidrdlise da xilose
foi favorecida empregando a enzima coimobilizada.

Quitosana foi grafitizada eletroquimicamente com polianilina
e o hidrogel preparado foi testado na imobilizacdo de creatina
amidino-hidrolase para a construcdo de biossensor na quantificacio
de creatinina.’' A enzima foi covalentemente imobilizada no suporte
grafitizado ativado com glutaraldeido, avaliando a influéncia de diver-
sos parametros tais como pH, temperatura e tempo de imobilizacao.

Particulas de hidrogel N-succinil-quitosana foram preparadas pela
modificacdo quimica da quitosana com anidrido succinico, seguido
de ativacdo via glutaraldeido e empregadas como suporte para a
imobilizacdo de aliinase.”® Em condigdes otimizadas, o rendimento
de imobilizagdo da enzima foi de 75,6%. A atividade maxima do
biocatalisador imobilizado foi alcancada a 40 °C, pH 7, enquanto a
enzima livre exibiu atividade maxima a 30 °C e pH 6. O derivado
reteve 85% de sua atividade inicial apds 5 ciclos de hidrélise da aliina.

[-galactosidase de Kluyveromyces fragilis foi imobilizada em
suportes orginicos por diferentes protocolos.®> O derivado com maior
atividade catalitica foi preparado pela imobilizacdo da enzima em
hidrogel de quitosana coagulado com KOH e ativado com glutaral-
deido. O carregamento médximo de proteina imobilizada neste suporte
foi da ordem de 247 mg por grama de suporte. A imobilizagdo ndo
alterou os valores de pH e temperatura. A estabilidade operacional da
enzima imobilizada foi superior a enzima solivel, pois apds quatro
ciclos de hidrélise de lactose a 40 °C e pH 7 a enzima imobilizada
manteve 83% de sua atividade inicial.

Zhang et al.®* imobilizaram covalentemente cloroperoxidase
(CPO) de Caldariomyces fumago em membranas de quitosana
ativadas com 0,8 mol/L de glutaraldeido em pH 3,5 e o mdximo
carregamento de proteina imobilizada foi de 3,18 mg g! de suporte.
Na conversdo de mono-organoclorado em diorganoclorados a 50 °C
por 40 min, o derivado reteve 40% da atividade inicial enquanto a
enzima livre reteve apenas 0,02%. Apds 20 h, a atividade residual
do derivado imobilizado foi superior ao da CPO livre, 99 e 58%,
respectivamente.

Pululanase foi covalentemente imobilizada em esferas magneti-
zadas de quitosana preparadas via polimerizagido fotoquimica com
magnetita (Fe,O,) em suspensdo aquosa, seguida de ativacdo com
glutaraldeido.” O suporte preparado imobilizou 180 pg de pulula-
nase por grama de gel, quando foi oferecido um carregamento de
1,0 mg da enzima. O processo de imobiliza¢do deslocou o pH 6timo
da enzima livre em 0,5 unidades para a regido mais 4cida (pH 5,0).
A estabilidade térmica e operacional do derivado de pululanase foi
superior a enzima livre.

Outros dialdeidos tém sido empregados na ativacdo de quitosana
para aimobiliza¢@o covalente de enzimas. Dialdeido de amido (amido
funcionalizado) foi empregado como agente de ativacdo de particulas
de hidrogeis de quitosana na imobilizacao de xilanase de Aspergillus
niger A-25, visando a sintese de xilo-oligossacarideos.®> Comparado
com quitosana ativada via glutaraldeido e esferas nio ativadas, o
derivado preparado por ativagdo com dialdeido de amido apresentou
maior atividade catalitica. As condi¢cdes que maximizaram a atividade
xilanolitica do biocatalisador foram 6,7% m/v de dialdeido de amido
e tempo de reticulagdo de 16 h. A temperatura 6tima de atuacdo
dos derivados preparados por ativagdo com dialdeidos (de amido
e glutaraldeido) foi 5 °C mais elevada que a enzima livre (50 °C).
Xilanase imobilizada em suporte ativado com dialdeido de amido
também apresentou maior estabilidade térmica e de armazenamento
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Tabela 1. Aplicacdo de quitosana como suporte de imobilizacdo de diferentes enzimas
Enzima (classe) Fonte Suporte Ativagdo Meétodos de imobilizagdo Aplicagdo Ref.
Acetilcolinesterase  Peixe poraqué Membrana modificada com GLU Ligagdo covalente Quantificacdo de acetil- 30
(hidrolase) poliacrilonitrila colina
Alcool desidrogenase Saccharomyces Nanobiocompdsito de - Encapsulagio Deteccao amperométrica 52
(oxidorredutase) cerevisiae quitosana e nanotubos de de etanol
carbono
Aliinase Alho Hidrogel modificado com GLU Ligacao covalente Produgdo de alicina 53
(liase) anidrido succinico (composto com atividade
antimicrobiana e antiviral)
o-Amilase Bacillus subtilis Flocos modificados com GLU Ligacdo covalente Hidrdlise do amido 54
(hidrolase) 4cidos L-glutdmico e
4-aminobutirico
L-Arabinose isomer- Bacillus licheniformis Particulas de hidrogel - Encapsulagdo Produgdo semicontinua de 55
ase (isomerase) L-ribulose
Bromelina Abacaxi Nanoparticulas de hidrogel - Adsorcao Hidrdlise de caseina 56
(hidrolase) de carboximetil-quitosana
modificado com dcido
linoleico
Catalase Figado de boi Hidrogel reticulado com GLU Adsorgio ionica e ligacao Hidrdlise de peréxido de 57
(hidrolase) GLU contendo ions Cu* covalente hidrogénio
(resina de afinidade por
ligacdes coordenadas entre
a cauda de histidina da
enzima e fons Cu®")
Células integras Bacillus pumilus Hidrogeis de quitosana e - Adsorg¢do Conversao de CO, 58
contendo anidrase alginato e hidrogeis hibridos presente em combustiveis
carbdnica e enzima de quitosana-PVA, alginato, GLU Ligacdo covalente em bicarbonato
purificada (hidrolase) argila e alumina
Celulase Trichoderma reesei Polieletrélito de quitosana- GLU/ Ligac@o covalente Produgdo de etanol 59
(hidrolase) alginato GLI
Cloroperoxidase Caldariomyces Membrana GLU Ligacao covalente Cloracao de organoclo- 60
(oxidorredutase) fumago rados
Colesterol oxidase - Hidrogel hibrido com 4cido - Encapsulagio Diagnésticos de doengas 61
(oxidorredutase) alginico cardiacas e trombose
cerebral
Creatina amidino-  Actinobacillus sp. Particulas hibridas de GLU Ligacao covalente Quantificagdo de creatinina 31
hidrolase quitosana-silica e nanotubos (biossensores)
(hidrolase) de carbono
B-Galactosidase Kluyveromyces Hidrogel GLU Ligac@o covalente Hidrdlise da lactose 62
(hidrolase) [fragilis
Aspergillus oryzae Membrana de quitosana-x- GLU Ligac@o covalente 63
carragenana
B-Glicosidase - Hidrogel hibrido com argi- GLU Ligacdo covalente Producao de glicose a 64
(hidrolase) las ativadas partir de materiais lignoce-
lulésicos
D-Hidantoinase e Agrobacterium radio-  Polieletrélito de quitosana- - Encapsulacdo Sintese de D-p-hidroxife- 65
D-Carbamoilase bacter alginato nilglicina
(hidrolases)
Glutamato desidroge- - Filme de quitosana - Encapsulac@o via spin-  Quantificagdo de fons 66
nase coating amonio em dgua (biossen-
(oxidorredutase) sor Optico)
Lacase Cogumelo shimeji- Membranas - Adsor¢ao Remocdo do corante 67
(oxidorredutase) preto azo-acido Black 10 BX de
efluentes
Coriolus versicolor Hidrogel GLU Ligacdo covalente Remogao de 2,4-dicloro- 68

fenol em efluentes

em comparacgdo ao derivado ativado via glutaraldeido e a enzima
livre. Este derivado produziu xilo-oligossacarideos de alta qualidade
a partir da xilana de vidoeiro, arvore nativa na China.

A utilizag@o de polieletrélitos de quitosana reticulados como
suporte de imobilizagdo de lipases € uma alternativa que tem sido
aplicada com sucesso para utilizagdo dos derivados imobilizados na

biotransformagao de éleos e gorduras.?%"! Lipase de Thermomyces
lanuginosus foi imobilizada em polieletrolitos de quitosana ativados
com diferentes agentes, como glicidol, epicloridrina e glutaraldeido.”
Neste estudo, foram avaliadas as influéncias do tipo de polieletrélito
e da modificacio quimica dos polieletrélitos com dcido 2,4,6 trini-
trobenzenossulfonico (TNBS) na atividade catalitica e estabilidade
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Tabela 1. continuacao
Enzima (classe) Fonte Suporte Ativagdo Meétodos de imobilizagdo Aplicacdo Ref.
Lipase Candida antarctica Hidrogel GLU Ligacdo covalente Hidrdlise de ésteres 48
(hidrolase) EPI
GLU
Candida rugosa Matriz hibrida quitosana- EPI Ligacéo covalente Hidrélise do azeite de oliva 36
Si0,
Quitosana em p6 funcional- GLU Ligacdo covalente Hidrélise do azeite de 69
izada com HEMDA oliva e sintese de ésteres
aromatizantes
Particulas de hidrogel - Encapsulacdo Hidrdlise de ésteres 70
reticulado com TPP
Thermomyces lanu-  Polieletrélitos de quitosana GLU Ligacdo covalente Sintese de biodiesel 29
ginosus reticulados por TNBS EPI
GLU
Rhizopus oryzae Membranas de quitosana e EPI Ligacdo covalente Sintese de emulsificantes 71
alginato GLU
Oxalato oxidase - Polieletrélito de quitosana- GLU Ligacao covalente Quantificacdo de oxalato 72
(oxidorredutase) mucina (biossensor)
Papaina Mamao Membranas de afinidade - Adsorgdo (afinidade) Purificagdo da papaina do 73
(hidrolase) contendo ligantes azo extrato do mamao
Penicilina G acilase  Bacillus megatherium Particulas de quitosana- GLU Ligacdo covalente Produc@o de antibidticos 74
(hidrolase) poliestireno semissintéticos
Peroxidase Rabanete Hidrogel depositado em - Encapsulagdo Detecgao de 6xido nitrico 75
(oxidorredutase) nanotubos de carbono (biossensor)
Pululanase Klebsiella pneu- Particulas magnéticas de GLU Ligacdo covalente Hidrdlise de pululana 76
(hidrolase) moniae quitosana-Fe,0,
Quimotripsina Pancreas bovino Polieletrélitos hibridos de GLI Ligacdo covalente Sintese de peptideos 28
(hidrolase) quitosana-alginato, EPI
gelatina e carragenana GLU
empregando agente po-
rogénico S. cerevisiae
Subtilisina Carlsberg - Hidrogeis, fibras e filmes GLU Encapsulacdo e ligacdo  Sintese de peptideos em 77
(hidrolase) TPP covalente meio organico
o-Transglicosidade ~ Aspergillus niger Polieletrélito hibrido de - Encapsulacdo Conversdo de maltose em 78
(hidrolase) quitosana-alginato reticu- isomalto-oligossacarideos
lado com fosfato de célcio
Tripsina Pancreas bovino Hidrogel GLI Ligacdo covalente Hidrdlise de proteinas 79
(hidrolase) GLU
Tiol protease Feijao mungo Hidrogel GLU Ligagdo covalente Hidrdlise de proteinas 80
(hidrolase)
Urease Soja Hidrogel GLU Ligacao covalente Quantificacdo de ureia no 81
(hidrolase) sangue
Xilanase Aspergillus niger Hidrogel GLU Ligacdo covalente Producdo de xilo-oligos- 82
(hidrolase) A-25 DAA sacarideos
- Hidrogel GLI Ligacdo covalente Hidrdlise de xilana 83
B-xilosidase Bacillus halodurans ~ Quitosana em p6 e hidrogel GLU Ligacéo covalente Producdo de xarope de 84
(hidrolase) C-125 xilose em biorrefinarias
Talaromyces ther- Quitosana em po e hidrogel GLU Ligacdo covalente Produc@o de xilo-oligos- 85

mophilus

sacarideos e xilose

GLU: glutaraldeido; GLI: glicidol; EPI: epicloridrina; DAA: dialdeido de amido; TPP: tripolifosfato de sédio; PVA: dlcool polivinilico, HEMDA: hexametile-

nodiamina; TNBS: acido 2.,4,6 trinitrobenzenossulfonico.

térmica dos derivados imobilizados. A reticulac@o dos polieletrdlitos
com TNBS teve como objetivo aumentar a hidrofobicidade destes
suportes. TNBS reage com os grupos amino da quitosana, reduzindo
o cardter hidrofilico das matrizes e, consequentemente, aumentando
a hidrofobicidade dos suportes.

A modificagdo quimica dos polieletrélitos com TNBS aumen-

tou a atividade catalitica e a estabilizag¢do térmica da lipase de
Thermomyces lanuginosus imobilizada, decorrente da formacao de
microambiente que favoreceu a interagdo da enzima com o suporte.
Na estabilizac@o de enzimas por imobilizagao, € necessério um alinha-
mento entre os grupos reativos do suporte com os grupos da enzima
para que ocorram multi-interacdes e na hidrofobizacdo das matrizes
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hibridas ocorreu uma maior proximidade entre os biopolimeros que
constituiam estas matrizes, o que resultou na formacao de um suporte
com boa congruéncia geométrica, favorendo as multi-interacdes entre
enzima e os grupos reativos do suporte. Para as lipases, a hidrofobi-
cidade da matriz € um parametro muito importante para que o acesso
do substrato (6leo) aos intersticios da matriz seja favorecido. Dentre
os polieletrdlitos testados, quitosana-alginato modificado quimica-
mente com TNBS forneceu derivados com maior atividade catalitica
e estabiliza¢do térmica.”

Lipase de Candida rugosa foi imobilizada por ligacio covalente
em matriz hibrida SiO,-quitosana obtida pela técnica sol-gel e ati-
vada com epicloridrina.*® A atividade do derivado foi avaliada em
meio aquoso na hidrélise do azeite de oliva emulsificado com goma
ardbica. Um estudo comparativo entre a lipase livre e imobilizada
foi realizado em termos de pH, temperatura, pardmetros cinéticos e
estabilidade térmica. A atividade catalitica mdxima da lipase soltivel
foi em pH 7,0 e 45 °C e do derivado imobilizado foi em pH 7.5 e na
faixa de temperatura de 40-50 °C. O derivado imobilizado resultante
foi 9 vezes mais estdvel que a lipase solivel a 50 °C.

Outros procedimentos sdo empregados no processo de imobili-
zacdo de enzimas em quitosana, como adsor¢@o e encapsulacdo em
membranas e hidrogeis sem o uso de agentes de reticulagdo. Estes
métodos de imobiliza¢ao sdo mais simples que a imobilizagdo por
ligacdo covalente porque nio requerem a ativa¢do do suporte.'¢'
Alguns destes estudos empregam agentes de reticulagdo de carater
idnico, como tripolifosfato de sédio (TPP) e fosfato de cdlcio, para
melhorar o aprisionamento de enzimas encapsuladas em geis de
quitosana e polieletrélitos.”78-8

Isomalto-oligossacarideos (IMO) sdo empregados como alimen-
tos funcionais devido as suas baixas calorias, ndo cariogenicidade
e seguranga para diabéticos.”® Para converter maltose em IMO,
a-transglicosidase foi encapsulada em polieletrdlito quitosana-
alginato reticulado ionicamente com fosfato de cdlcio. Devido a
presenca de uma superficie externa inorgéanica, o polieletrélito reti-
culado ionicamente reteve maior atividade catalitica se comparado
com o polieletrélito ndo reticulado. As condi¢des de méaxima atividade
catalitica para a enzima imobilizada foram similares as da enzima
livre (pH 6,0 e 60 °C). o-transglicosidase encapsulada em suporte
reticulado foi mais estdvel que a enzima livre em uma ampla faixa
de temperatura e pH.

Tripolifosfato de sédio (TPP) € um composto polianidnico ndao
toxico empregado na sintese de hidrogeis de quitosana reticulados
por intera¢des iOnicas, como alternativa as reticulagdes covalentes
realizadas por agentes bifuncionais como glutaraldeido.”¢%" Este
agente de reticulacido é empregado na preparacdo de esferas de
quitosana devido a sua rdpida capacidade de gelificacdo.’*#” Estudos
descritos na literatura mostram a aplica¢@o deste agente na reticulacio
iOnica de quitosana para a obtencao de geis para a imobilizacdo de
enzimas por encapsulagio.” A utilizagdo de TPP reduz os tamanhos
dos poros do gel, aprisionando eficientemente a enzima nos inters-
ticios do suporte. Este método de reticulacdo € promissor, pois 0s
biocatalisadores preparados ndo sdo toxicos e, portanto, ideais para
aplicacdo na liberag@o de farmacos e em alimentos.

Alsarra et al.”® avaliaram as influéncias do pH, concentracéo de
TPP e forca idnica do meio de gelificacdo na preparacdo de biocata-
lisadores de lipase de Candida rugosa encapsulada em particulas de
quitosana. O biocatalisador foi preparado pela adi¢do da enzima em
solucdo de quitosana em dcido acético. A encapsulagdo foi realizada
pela adi¢@o da solugdo lipase-quitosana em solucdo de TPP. Neste
estudo, foi testada a capacidade de aprisionamento da enzima nos
intersticios do suporte por incubagdo do biocatalisador preparado em
tampao Tris-HCl pH 7,2 por 36 h e a enzima liberada foi quantificada
em termos de proteina presente no tampao. Foi empregado delinea-
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mento experimental para avaliar a influéncia do pH e da concentragio
de TPP no aprisionamento da enzima. De acordo com os resultados
apresentados, a concentrag¢do de TPP e o pH de encapsulac@o foram
parametros significativos para a obtencdo de derivados com elevada
atividade catalitica.

Tan et al.>® prepararam nanoparticulas de hidrogel de carbo-
ximetil-quitosana modificada por sonica¢do com &cido linoleico.
Estas particulas foram empregadas na imobilizagdo por adsor¢ado de
bromelina de abacaxi (Ananas comosus). Os derivados preparados
foram mais estdveis termicamente que a enzima livre. Esses resultados
indicam que o processo de imobiliza¢do promoveu a estabilidade da
enzima e aumentou a afinidade da enzima pela caseina, substrato
empregado neste estudo.

Biossensor 6ptico foi preparado por encapsulacdo de glutamato
desidrogenase em filme de quitosana para a quantificacdo de fons
amonio em dgua.*®® A solugdo enzima/quitosana foi depositada em
laminas de vidro e o filme contendo a enzima encapsulada foi obtido
pela técnica spin-coating que consiste na evaporacao de solventes de
uma solucéo por movimento de rotag@o do aparato na qual a solugio
foi gotejada. O biossensor preparado apresentou atividade 6tima em
pH 8.,0. As concentragdes 6timas de quitosana e carregamento da
enzima foram de 2% (m/v) e 0,08 mg, respectivamente. A resposta
linear do biossensor foi obtida no intervalo de concentrac¢do de fons
amonio de 0,005 a 0,5 mmol/L com um limite de detecg¢do de 0,005
mmol/L. O biossensor mostrou ser estavel por um periodo de 1 més,
quando armazenado seco a 4 °C.

Quitosana também tem sido empregada como suporte de afinidade
para a purificagdo de enzimas de grande interesse industrial. Este
interesse crescente pelos processos de purificacao de biomoléculas se
deve ao desenvolvimento da biotecnologia e a demanda das industrias
farmacéutica e quimica por produtos com alto grau de pureza. Dife-
rentes estratégias t€ém sido empregadas em processos de purificagdo
de biomoléculas e a imobilizagdo de enzimas por afinidade com
ligantes inseridos em um suporte € uma técnica amplamente relatada
na literatura.’”738%92 Nessa técnica, os ligantes (grupos de afinidade)
inseridos em uma matriz se ligam a molécula de interesse por inte-
racdes seletivas e reversiveis como adsor¢d@o ionica e forcas de van
der Waals, com elevado grau de seletividade.””7*%°2 Em seguida, a
enzima adsorvida aos ligantes inseridos no suporte pode ser eluida
empregando solug¢des ou tampdes apropriados.

Chen et al.™ prepararam membranas de afinidade de quitosana-
nylon para a purificagdo de papaina presente no extrato em pé de
mamao com a inser¢do de grupos de afinidade ou ligantes oriundos
de corantes antraquindnicos Reactive Red 120 e Reactive Brown 10.
Papaina, uma protease presente no latex do mamao, ¢ amplamente
empregada na inddstria do couro, cosméticos, téxtil, detergentes,
alimentos e farmacéutica. A capacidade de adsorcdo da enzima nas
membranas contendo ligantes oriundos dos corantes Reactive Red
120 e Brown 10 foi de 143,6 e 107,3 mg/g de membrana, respec-
tivamente. A adsor¢do da proteina foi demonstrada pelas isotermas
de Freundlich. A enzima foi eluida das membranas empregando
soluc@o de NaCl 1 mol/L a pH 6,0 e o rendimento de purificagao foi
superior a 80% para a membrana quitosana-nylon-Reactive Red 120
e de apenas 50% para a membrana quitosana-nylon-Reactive Brown
10. Neste estudo, membrana quitosana-nylon-Reactive Red 120 foi
selecionada para o processo de purificacdo da papaina presente no
extrato em pé do latex de mamao.

CONCLUSAO
Nos tltimos anos, o grande desafio da tecnologia enzimatica tem

sido o desenvolvimento de produtos e processos menos agressivos em
termos ambientais. A imobiliza¢do de enzimas em suportes s6lidos é
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uma ferramenta importante para a estabilizagdo da enzima, permite
a reutilizagdo e reduz a inativacio por influéncia da temperatura e
solventes, o que pode ser atrativo para o setor industrial. Diferentes
suportes comerciais tém sido estudados para a imobilizac¢do de en-
zimas. No entanto, muitos destes suportes possuem custo elevado, o
que permite a substituicdo por outros de baixo custo e que possam
estabilizar as enzimas, como a quitosana.

Os biocatalisadores preparados por imobilizacdo em quitosana
tém sido empregados na biotransformacao de proteinas, modificacio
de 6leos e gorduras e materiais lignoceluldsicos, remocdo de conta-
minantes em 4dguas residudrias, sintese de compostos de alto valor
agregado empregados nas industrias farmacéutica e alimenticia e
geragdo de energia, purificagdo de enzimas, preparagao de sofisticados
biossensores para medi¢des in situ em dguas residudrias e quantifica-
¢do de metabdlitos produzidos pelo organismo humano no controle
de enfermidades. Os exemplos descritos nesta revisdo mostram que
a imobilizacdo de enzimas em quitosana € bastante promissora na
preparacio de biocatalisadores ativos e de grande interesse industrial.
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