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2. Metodologia 

                    A utilização de enzimas para processos em escala industrial é dispendiosa, e, quando utilizadas de forma livre, não podem 

ser recuperadas. Por isso a imobilização de enzimas é uma metodologia relativamente simples e oferece muitas vantagens, como, a 

reutilização eficiente da enzima, uma operação contínua e maior estabilidade térmica e operacional. A fim de desenvolver um processo 

mais seguro para a indústria de laticínios, preparamos um suporte à base de quitosana entrecruzada com genipina, que é conhecida 

por ser 5000 a 10000 vezes menos citotóxica que o glutaraldeído, o qual é tradicionalmente utilizado como agente de 

entrecruzamento,  para a imobilização de β-galactosidase de Aspergillus oryzae.  Nesse estudo verificou-se o efeito da imobilização na 

retenção da atividade enzimática, síntese de galactooligossacarídeos (GOS), na estabilidade térmica e na estabilidade operacional.  

                    Preparação das macropartículas de quitosana, ensaio atividade, estabilidade e síntese de GOS. 

 

 

 

 

 

 
                                                                     

Quitosana (2 % m/v) 
foi dissolvida em ácido 

acético (0,35 M) 

Gotejada em uma 
solução de NaOH 1 M 

e etanol 26 % (v/v) 

Esferas  foram 
incubadas, com uma 

solução de β-
galactosidase (2 mL, 

20 U mL-1) 

Entrecruzamento 
realizado pela adição 

de (0,5 % p/v) da 
solução de genipina 

em pH 7 

Atividade enzimática 
feita utilizando ONPG 

Síntese de GOS em 
diferentes condições 
de pH, temperatura e 
concentração inicial 

de lactose, analisadas 
por HPLC 

Estabilidade térmica a 
60 ºC, em ausência e 
presença de lactose 

(40 % p/v) 

Estabilidade 
operacional em 

diferentes bateladas 
de hidrólise com 

solução de lactose 
 (5 % p/v; pH 4,5). 

3. Resultados 
    3.1 Síntese de GOS (CS-GEN)                                                                                                3.2 Estabilidade Térmica 

Após 60 min a 60 ºC: 

CS-GLU: 44 % 

CS-aGLU: 46 % 

CS-GEN: 34 % 

 

Em presença de lactose 400 g L-1: 

63 % após 540 min 

    3.3 Estabilidade Operacional na Hidrólise da Lactose 

1. Introdução 

4. Conclusão 

5. Referências  

(A) concentração de lactose: (     ) 

300 g L-1, (    ) 400 g L-1, (    ) 

500 g L-1 

 

 

 

  

 

(B) pH:  (    ) 4.5, (    ) 5.25, (    ) 7 

 

 

 

 

 

 

 

(C) temperatura: (     ) 40 ºC, (    ) 

47.5 ºC, (   ) 55 ºC 
 

                  Os rendimentos em GOS obtidos foram semelhantes 

aos reportados na literatura para esta enzima (ao redor de 30 %). 

A estabilidade térmica da enzima imobilizada em quitosana 

entrecruzada com genipina foi bastante superior quando em 

presença de lactose concentrada, e, por fim, a enzima imobilizada 

foi completamente estável durante  25 bateladas de hidrólise da 

lactose a 40 ºC, com retenção de 100 % de sua atividade inicial. 

Dessa forma, o suporte à base de quitosana entrecruzada 

com genipina foi eficiente para imobilização da enzima, obtendo-se 

um suporte resistente a pH ácido, fácil de manusear e seguro para 

aplicação em alimentos. 
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