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Introdução

Enzima imobilizada 

Aquela física ou quimicamente associada a um 

suporte ou matriz, usualmente sólida, 

insolúvel em água e inerte, com retenção de 

sua atividade catalítica, e permitindo seu 

reuso de forma contínua.



Vantagens Desvantagens

Desenvolvimento de sistemas

contínuos

Custo adicional de suportes, 

reagentes e da operação de 

imobilização

Maior estabilidade enzimática Perdas de atividade durante a 

imobilização

Uso mais eficiente do catalisador 

através de reutilizações

Possíveis exigências adicionais de 

purificação do catalisador

Flexibilidade no projeto de reatores Técnica pouco adequada a 

substratos insolúveis ou de alto 

peso molecular

Efluentes livres de catalisadores Maiores riscos de contaminação na

operação contínua dos reatores

Maior versatilidade na etapa de 

separação

Restrições difusionais e

impedimento estéreo

Menor custo de mão de obra

Facilidade de Automação e controle

Possibilidade de utilização das 

enzimas “in-natura”

Introdução



Histórico

1916  1ª utilização de enzima imobilizada (invertase
em carvão vegetal e alumina) por Nelson e Griffin.  

1960  Katchalski  introduziu os primeiros suportes 
úteis.

1978  Utilização industrial: aminoacilase imobilizada 
em DEAE–Sephadex para produção L-
aminoácidos.



Natureza química e 

física do suporte

Características 

da Enzima

Critérios para imobilização 

Robustez 

Enzimática



• Ausência de reagentes tóxicos durante e após a imobilização da 

enzima

• Uso de suporte muito estáveis

• Possibilidade de associar imobilização com a melhoria de 

propriedades funcionais (Atividade, Estabilidade e Especificidade)

• Obtenção de biocatalisadores que possam ser usados em 

diferentes reações, diferentes sistemas reacionais e reatores

• Simplicidade do processo

• Custo

• Métodos de imobilização

Critérios para imobilização 



Exemplos 



SUPORTE MÉTODO POROS 

(A)

UI/g

Acetato de 

celulose

Microencapsulamento 0,02 45

Poliacrilamida Microencapsulamento 2,5 50

Pérolas de vidro Ligação covalente 0,2-1,0 200

DEAE-

Sephadex A25

Adsorção 0,1 650

Dowex 1X1 Adsorção 0,4 820

DEAE- Celulose Adsorção 0,06 4200

Exemplos 



Suportes de Imobilização

Tipos

Orgânicos Inorgânicos

Naturais Polissacarídeos: celulose, dextrana 

(Sephadex), agarose (Sepharose),

alginato, quitina;

Proteínas: albumina, colágeno; Carvão

Bentonita, Celite, sílica 

(Aerolyst)

Sintéticos ou 

Processados

Poliestireno, poliamidas, polipropileno

(Accurel), polímeros vinilicos e acrílicos

(Sepabeads, Eupergit)

Metais, óxidos, vidros

Vidro
Aluminasílica

tela de nylon 

Fibra de casca de coco
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Suportes de Imobilização

DEAE (diethylaminoethyl)

CM (carboxymethyl)

Accurel® MP1000 - microporoso

SepabeadsNanoparticulas magnéticas



• Alguns suportes necessitam de mudanças ou inclusão de grupos 

reativos – ativação do suporte.

Classificação dos suportes utilizados na Imobilização de Enzimas

TIPO DE SUPORTE MATERIAIS POROSIDADE ESTABILIDADE

Não poroso Vidro, sílica, aço - Alta

Microencapsulado Triacetato de 

celulose

35 A Moderada

Entrelaçado Poliacrilamida, PVP Variada Baixa

Macroporoso Alumina,  sílica 200-1000 A alta

Suportes de Imobilização

Synthetic polymer carrier; 

macroporous particle 

structure. Scanning electron

microscopy (SEM) pictures 

of EupergitR C 250L.



Geometria

Suportes de Imobilização



Estrutura

Suportes de Imobilização



Enzima-Suporte: Critérios

o suporte deve resistir a várias

condições desfavoráveis como, o

peso do suporte dentro do reator

Estabilidade de fixação  a enzima 
deve estar bem fixa ao suporte. 

Inerte, sem promover desnaturação enzimática



Suportes de Imobilização

Capacidade de carga  o 
suporte deve fixar um número 
elevado de unidades 
enzimáticas por unidade de área 
- um pequeno reator uma 
grande capacidade catalítica.



Suportes de Imobilização
Exemplo comercial



Suportes de Imobilização
Exemplo comercial



Avaliação dos Suportes

Morfologia das partículas  microscopia optica e eletronica de varredura

Diametro e distribuição de partículas  Espalhamento de luz (Malvern)

Hidrofobicidade  ângulo de contato (goniômetro)



Avaliação dos Suportes

Tamanho de poro e área superficial  isotermas de adsorção (BET)



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização

Adsorção

Vantagens:

* Reversibilidade  purificação de proteínas e reuso de suporte;

* Simplicidade  processo em condições suaves;

* Possível alta retenção de atividade, por não ter modificação química.

Desvantagem: tendencia a dessorção frente a alterações no pH e altas 

forças ionicas  fraca interação entre enzima e suporte



Métodos de Imobilização

• Física não-especifica  ocorre via forças de Van der Waals, ligações hidrogênio e 

interação hidrofílica;

Tipos de Adsorção

Durante o processo de imobilização por adsorção, o microambiente da enzima se 

altera, ocorrendo dessolvatação de água, e assim, uma mudança na sua

conformação altera propriedades catalíticas

Para evitar este problema:

• Monocamadas: as enzimas tendem a maximizar o contato com o suporte com 

baixas cargas enzimáticas, formam uma camada de 2 a 3 mg proteína por m² 

varia com a enzima e o suporte.



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização

Suportes:

* Sintéticos como gels copolímeros de acrilamida/ácido maleico ou itaconico, e 

outros polímeros preparados por condensação de fenol e formaldeído. Ex.: Duolite.

• Derivados de polímeros sintéticos, como poly(styrene-co-divinylbenzene) 

resultando em resinas Dowex (Dowex SBR-P, Amberlite IRA-904, Amberlite IRC 50, 

Amberlite CG-50, Diaion CR-20); ou de poliacrilamida (Duolite A-7, Duolite S-761, 

porous resin Doulite ES 762);

• Derivados de cross-linked polysaccharides como DEAE-cellulose, QAE-cellulose,

SP-cellulose, DEAE-Sephadex, QAE–Sephadex, CM-Sephadex, DEAE-dextran,

CH-Sepharose 4B, AH-Sepharose 4B, Q-Sepharose, S-Sepharose, CM-Sepharose.

This ionic binding functionality can be prepared in situ during polymerization or post-

synthesis by derivatizing ready-made polymers such as functionalized poly(styrene–

divinylbenzene), e.g. Dowex, and cross-linked polysaccharide carriers.

• Interação eletrostática ou ionica  interação entre grupos carregados positivos 

e/ou negativos do suporte com os grupos amino da lisina e carboxila dos ácidos 

glutamico e aspartico das enzimas;

Tipos de Adsorção



Métodos de Imobilização

• Interação hidrofóbica  interação entre regiões hidrofobicas de suporte e 

enzima.

Tipos de Adsorção







Métodos de Imobilização

• Bio-especifica utiliza anticorpos, substrates analogos e/ou inibidores como 

ligantes para adsorção. Ex.: concanavalina A (lectina)

Tipos de Adsorção



Métodos de Imobilização

• Bio-especifica utiliza anticorpos, substrates analogos e/ou inibidores como 

ligantes para adsorção. Ex.: concanavalina A (lectina)

Tipos de Adsorção



Métodos de Imobilização

• Afinidade  utiliza corantes imobilizados; Ex.: p-(N-acetyl-L-tyrosine azo) 

benzamidoethyl-CL-Sepharose 4B para lactase

Tipos de Adsorção

Exemplos de corantes triazinicos:, Procion red HE-3B, Pricon green, Pricon yellow, 

Pricon brown, Congo red. 

It is worth mentioning that some transition metal ions, for example as Fe(III), Ni(II), and 

Cu(II) can be chelated to the immobilized dyes, leading to the formation of new 

adsorbents which have affinity behaviour analogous to that of the mixed ligands. In 

these cases, the binding capacity of the affinity adsorbent is usually enhanced 

compared with the immobilized dyes without the transition metal ions.

Cibacron blue F3G-A
Congo red



Métodos de Imobilização

• Afinidade  utiliza corantes imobilizados; Ex.: p-(N-acetyl-L-tyrosine azo) 

benzamidoethyl-CL-Sepharose 4B para lactase

Tipos de Adsorção



Métodos de Imobilização

• Coordenação  utiliza metais imobilizados como Cu(II), Ni(II), Co(II), Co(III),Fe(II), 

Fe(III), Zn(II), Ca(II), Al(III), que se ligam a resíduos de aminoácidos contendo -SH, -

COOH, -histidyl, na superficie enzimática; possibilita uma carga enzimática 

alta;Também pode ser um método de purificação

Tipos de Adsorção

Exemplos de quelatos:

• salicylaldehyde-Cu(II),

• 8-hydroxyquinoline-Al(III)/Fe(II)/Yb(III)/Ca(II),

• iminodiacetic acid (IDA)-Cu(II)/Zn(II)/Ni(II)/Co(II),

• dipicolylamine (DPA)-Zn(II)/Ni(II),

• orthophosphoric (OPS) Fe(III)/Al(III),

• N-(2-pyridylmethylaminoacetate)-Cu(II),

• 2,6-diaminomethylpyridine-Cu(II),

• nitrilotriacetic acid (NTA)-Ni(II),

• carboxymethylated aspartic acid (CM-Asp)-Ca(II)/Co(II),

• N,N,N′-tris(carboxymethylethylenediamine) (TED)-Cu(II)/Zn(II),

• EDDA (ethylenediamine-N,N′-diacetic acid)/Fe(II)/Cu(II)/Ni(II)/Zn(II),

• cystine-Fe(III); tris(2-aminoethyl)amine (TREN)-Cu(II),

• imidazole-Cu(II); 1,4,7-triazacyclononane (TACN)-Cu(II)/Ni(II)/Zn(II).



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização



Imobilização de -amilase por adsorção física em carvão de casca de coco



Métodos de Imobilização

Ligação Covalente  ligações fortes e irreversiveis entre enzima e suporte, 

evitando perdas, fixando a conformação estrutural.

Ocorre pela reação entre resíduos ativos de aminoácidos na superfície enzimática e  

funcionalidades ativadas no suporte.

Além das propriedades físicas e químicas do suporte, outros fatores podem afetar 

este método:

• a natureza da ligação química;

• a conformação e orientação da enzima durante ou depois da imobilização;

• a natureza e tamanho do spacer (ou braço);

• distribuição das enzimas pelo suporte;

• as condições utilizadas no 

processo de imobilização;

• o número de ligações 

formadas entre enzima e 

suporte;





Métodos de Imobilização

1) Superfície do suporte  ↑ superfície interna (poros) acessível favorece ↑ 

carga enzimática

Superfície acessível  superfície externa e locais onde a enzima consegue se 

difundir

Superfície inacessivel  poros de tamanho pequeno ou fechados
Superfície interna ≈ 100 – 1000 x Superficie Externa 

em um suporte macroporoso. Então, nesse caso, a 

carga enzimática na area externa é desprezivel

2) Tamanho do poro  tem maior influencia na

retenção de atividade (E = [Atividade medida]/ 

[Atividade ligada ao suporte] ou [Atividade especifica

da enzima imobilizada]/[atividade especifica da 

enzima nativa]) e na carga útil (payload = massa

proteína imobilizada/massa suporte)

Características Físicas do Suporte

Devem ser 3 – 9 x o tamanho da enzima

↑ tamanho do poro, ↓ superfície acessível  ↓ carga enzimática, ↓ atividade especifica 

(sendo minima com poro de 60 nm, mas aumenta depois deste tamanho)



Métodos de Imobilização

4) Porosidade  razão de volume interno/volume externo da partícula
Se for zero é um suporte não poroso; a maioria dos suportes porosos tem valores entre

0,5 e 0,8.

Também influenciam a retenção de atividade a carga enzimática e o microambiente

superficial.

3) Distribuição de Tamanho dos Poros > Tamanho da enzima  ↑carga

enzimática, ↓ restrições difusionais, controle da distribuição de enzimas

A distancia da camada de enzima ligada a parede do poro no suporte e o centro do poro deve

ser maior que 20 nm, justamente para evitar restrições difusionais. Assim o valor minimo do

tamanho do poro = 2x(tamanho da enzima +20) nm

Ex. Se o tamanho minimo da enzima for 5 nm, o tamanho minimo do poro é 50 nm

5) Tamanho da Particula
Para suporte não-porosos, ↓ tamanho da partícula, ↑ superficie acessivel  ↑ carga

enzimática; mas o limite minimo para qualquer suporte seria 50 μm.

No caso de suportes porosos, ↑ carga enzimática  ↓ atividade, devido a maiores

restrições difusionais

Para sistemas onde susbtratos ou produtos são sólidos, o tamanho das particulas das

enzimas imobilizadas devem ser maiores que os mesmos, em torno de ou >100 μm,

facilitando sua separação.



Métodos de Imobilização

Características Químicas do Suporte



Métodos de Imobilização

Características Químicas do Suporte

Grupos Ativos ligados ao suporte

poliazlactona policarboxilico acido 

fenil ester 
poliisocianato  poliacilazida

polianidrido policarbonato polialdeído poliepoxido

Mais comuns: grupos epoxido, 

carbonila, e amino

Ex.: Sepabeads (grupos epoxi), 

oxidized polysaccharide 

(aldehyde groups)



Métodos de Imobilização
Preparação de Suportes Ativos

• Polimerização direta (Sistema em suspensão bifásico) de 

monomeros apresentando a funcionalidade ativa;

• Polimerização de monomeros apresentando funcionalidade 

inerte (grupos hidroxila, carboxila, amino e nitrila), seguido de 

ativação antes da imobilização  pré-suportes inertes

• Recobrimento de pré-polímeros;

• Modificação de suportes prontos;

• Formação de ligações cruzadas de polímeros soluveis;

• Graftização de suportes prontos;

• Formação de compósitos com mais de dois polímeros 

distintos.



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila Ex.: Sepharose e Sephadex

Vicinais

NaIO4

Epicloridrina



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

Glicidol

H2O

NaIO4

Oxidação

NaIO4

Agarose

Gliceril Silano



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

Conversão a Grupos Amino

3-aminopropiltrietioxisilano (APTES) 



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

Conversão a Isocianato

3-isothiocyanatopropyldiethoxysilane

Conversão a Grupos Oxiranicos

3-Glycidoxypropyltrimethoxysilane e/ou 

diisopropyltrimethoxysilane



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

Conversão a Grupos Carboxílicos



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

Separados

Tosilato

Tresilato



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

bisoxirane compounds 

Triclorotriazina (cloreto cianúrico)

Divinilsulfona



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Hidroxila

Benzoquinona (em etanol ou dioxano)

Cloroformato

Carbonildiimidazol



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Carboxila

Insoluble Polyacrylic Acid or Derivatives



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Carboxila



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Carboxila

N-hydroxysuccinimide

Carbodiimida

Woodward’s reagent K

ethyl 2-ethoxy-1,2-dihydro-

1-quinolinecarboxylate



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Carboxila

Glutaraldeído



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Amino



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Amino

Ativação da enzima com carbodiimida

Reação com aldeído

Reação com diisocianato

Em DMF



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Amino

Cloro-s-Triazina

Anidrido succinico



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Amida



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Amida



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Amida

hydrazine

Em dioxano



Métodos de Imobilização
Ativação de Pré-suportes Inertes: Grupos Nitrila



Métodos de Imobilização

Estão diretamente ligadas a estrutura polimerica do suporte via ligação covalente; ou 

ligadas ao spacer, que liga os grupamento ativos a estrutura do suporte; ou como 

grupos de saída ligadas ao grupamentos ativos, sendo liberados depois da formação 

da ligação covalente com a enzima

Características Químicas do Suporte

Grupos Inertes ligados ao suporte

Embora não participem da ligação covalente, estes podem influenciar a imobilização 

em ligações não-covalentes, modificando o microambiente dos suportes

Tipos:

• carregados: possuindo grupos –NH2 ou –COOH;

• hidrofobicos, pode ser introduzido por monomeros hidrofobicos ou cross-linkers;

• hidrofilicos, introduzidos por monomeros hidrofilicos;

• bioespecificos, ideia similar ao processo de adsorção bioespecifico
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Spacer-Arm

São necessários porque evitam o impedimento estérico e permitem a interação entre 

grupo ligante e os resíduos de aminoácidos da enzima, além de proporcionar certa 

flexibilidade da ligação com o suporte.

Tipos:

• compostos bifuncionais, como glutaraldeido;

• polimeros lineares, como PEG-diamine or PEO acid, dextran and PEI;

• polissacarídeos funcionalizados, como aldehyde dextran, amino dextran, e 

proteínas, como bovine serum albumin (BSA);

• polieteres.

Uma imobilização direta, quer dizer, sem um spacer pode levar a uma baixa eficiencia 

de imobilização e até alterações na estabilidade enzimática, devido a:

• impedimento estérico;

• efeitos ambientais na superfície (superfície hidrofóbicas promovem inativação da 

enzima);

• interação desfavorável da enzima com o suporte;

• orientação errada da enzima nos suportes, envolvendo ligação do sítio ativo com o 

suporte

• perda de flexibilidade conformacional devido ao excesso ligações multipontuais
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Resíduos de Aminoácidos disponiveis na Enzima

 grupos amino de N-terminal amino acids (NAA) e (ε)-amino groups de lisina (Lys);

 γ e  grupos carboxilicos de ácido glutamico (Glu) e aspartico (Asp), e C-terminal 

carboxyl groups;
 grupo guanidinila da arginina (Arg);

 grupo sulfidrila da cisteína (Cys) e 

tioéter da metionina (Met);

 grupo imidazolico da histidina (His);

 grupo indolico do triptofano (Trp);

 grupos fenólico da tirosina (Tyr).

Além disso, alguns 

oligossacarídeos em enzimas 

glicosiladas podem ser 

convertidos a grupos aldeidicos 

por oxidação de hidroxilas 

vicinais e também serem núcleos 

de ligação covalente
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Reatividade dos Resíduos  natureza química, microambiente, pH, força 

iônica, composição do meio de imobilização (normalmente aquoso)

Reações químicas possiveis de ocorrer:

• Formação de peptideos  Lys, Asp, Glu;

• Diazotização  Arg, Cys, His, Lys, Tyr, Try;

• Alquilação; arilação e amidação  Lys

• reação de Ugi  Lys, Asp, Glu;

• Tiodisulfeto  Met;

• formação de base de Schiff  Lys, His, Cys, Tyr

Position of Active Amino Acids  normalmente os resíduos hidrofobicos (Thr, 

Tyr e Trp) se mantem no interior da proteína e os hidrofílicos (Lys, Glu, Asp) na 

superfície, formamndo ligações hidrogênio com moléculas de água

Em algumas situações isso pode ser alterado. Ex.: ↑ força ionica, ou adição de 

solvents orgânicos expõe os aminoácidos hidrofobicos
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Reticulação ou Ligação Cruzada
Método que envolve o uso de agentes bifuncionais ou multifuncionais, em
geral diaminas alifáticas (di-isocianato), benzoquinona ou aldeídos
(glutaraldeído, dextrana polialdeído), que induzem a auto-reticulação das
enzimas, resultando assim na formação de uma rede tridimensional de
moléculas de enzima.
Para facilitar o processo de reticulação, as enzimas são precipitadas na
forma de cristais puros (CLEC) ou na de agregados (CLEAS).

A agregação é causada por sais (sulfato de amonio, sulfato de sódio), solventes

(etanol, propanol, acetone, t-butanol) e outros (PEG, SDS, triton, crown ether). 

As condições de cristalização são afetadas por força iônica e pH. A presença 

de substratos, análogos, inibidores ou surfactantes no processo induz uma 

conformação correspondente no cristal formado  impressão molecular
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Reticulação ou Ligação Cruzada
CLECs  enhanced thermostability, mechanical stability, stability against organic 

solvents and broad pH stability. 

 limited by the requirement for a successful crystallization of the purified enzyme.

applied to a limited number of enzymes including ribonuclease A, subtilisin, 

carboxypeptidase B, alcohol dehydrogenase and some lipases. 

CLEAs  more stable to denaturation by heat, organic solvents and proteolysis than 

the corresponding soluble enzyme. superior operational stability, volumetric 

productivities and recoverability. 

 fragile for many industrial applications in almost any kind of reactor configuration 

(basket reactors (BRs) may be an exception) and it is difficult to handle and fully 

recover the CLEA particle, the internal mass-transfer limitations of CLEAs brings 

about special accessibility problems for macromolecular substrates.

applied to an increasingly wide selection of hydrolases, oxidoreductases and lyases. 
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Reticulação ou Ligação Cruzada
CLEA
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Confinamento

A enzima é confinada (ou aprisionada) em uma

matriz, permeavel aos substrates, formada pela 

solução polimérica, utilizando métodos físicos ou

químicos para processo de solidificação.

- A matriz pode ter forma de beads, membranas, 

filmes, discos e fibras.

- O processo de preparação dos suportes não

pode ser separado do processo de imobilização.

- Quando a matriz fica turgida, esta pode ser

considerada porosa
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Confinamento por Polimerização

Monomeros insaturados (ex. acrilamida, ácido acrilico com glicidilacrilato, 2-

hidroxietilmetilacrilato, N-vinilpirrolidona, 2-hidroxilpropilamida, 2-hidroxipropilacrilato, 

poli(etilenoglicol)metilacrilato, butanodiolacrilato, etilenoglicoldiacrilato) são utilizados 

como cross-linker, e a reação pode ser iniciada por irradiação, luz ou quimicamente. 

Controle do tamanho da matriz e da atividade enzimática estão relacionados com a 

concentração de monomeros e cross-linkers. Além disso o desempenho da enzima 

também dependerá da natureza dos monomeros e da concentração do iniciador (ou 

radical).

Ocasionalmente surfactantes, PVA e PEG podem ser utilizados para evitar a inibição 

da enzima e aumentando a porosidade da matriz
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Confinamento por Gelificação Física

Enzima e a solução polimerica dissolvida confinadas a partir de alterações de 

condições ambinetais como temperature, pH, solventes ou força iônica. Ex: PVA em

baixa temperatura; alginate e cálcio; inversão de fases por remoção de solventes.

Outros polímeros: proteínas (albumina, gelatina, colágeno, caseína), polissacarídeos

(quitosana, agarose, amida, carragenana, cellulose, pectin, galactomananas, xantana) 

e derivados (etilcelulose, propilalginato); PEI, PAA; geis sintéticos (PLA-PEG, poly(N-

vinylcaprolactam, N-alkylated polyacrylamides, poly(methyl vinyl ether), poly(N-

isopropylacrylamide-coacrylic acid, PEO–PPO–PEO – Pluronics, polyoxamers)

Interação da enzima com a matriz por ligações hidrogenio, pontes Salinas e 

interação hidrofobicas, além da restrição de mobilidade auxiliam no aumento de 

termoestabilidade e também nas restrições difusionais
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- Polimerização de Enzimas Insaturadas

Inserção de grupos funcionais polimerizáveis na enzima e reação com cross-linkers

Confinamento Covalente
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- Hibrido Confinamento/Ligação Covalente in Situ

Enzimas podem se ligar a matriz durante ou depois da sua formação por 

polimerização, utilizando monomeros ativos e inertes

Confinamento Covalente
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Confinamento Sol-Gel

Enzima é adicionada a uma solução sol-gel de ácido silicico, seguido por um 

processo de gelificação sob influencia de pH e aging process, formando materiais 

mesoporosos (2-20 nm), podendo ocorrer restrições difusionais

Para modular o tamanho dos poros, são utilizados PEG, polissacarideos ou 

surfactants
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Confinamento Sol-Gel

Precursores: (RO)4Si (ex. tetrametoxisilano, TMOS, ou tetraetoxisilano, TEOS) e 

siloxanos modificados R′′(R′O)3Si. 

simple tetraalkoxysilanes.

functional trialkoxysilanes; simple alkyl (methyl, 

ethyl, propyl, butyl, pentyl, cyclohexyl).

functional trialkoxysilanes; aryl (phenyl, benzyl, phenethyl) 

and long alkyl chains (R′′=(CnH2n+1Si(OMe)3; 
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Confinamento Sol-Gel

Precursores: (RO)4Si (ex. tetrametoxisilano, TMOS, ou tetraetoxisilano, TEOS) e 

siloxanos modificados R′′(R′O)3Si. 

inert functional groups trialkoxysilanes; 3-

aminopropyl, 3-carboxylpropyl, 3-mercaptopropyl

functional trialkoxysilanes; isocyanyo, 

epoxy, photoactive double bonds.
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Confinamento Sol-Gel

Precursores: (RO)4Si (ex. tetrametoxisilano, TMOS, ou tetraetoxisilano, TEOS) e 

siloxanos modificados R′′(R′O)3Si. 

inert functional groups trialkoxysilanes; which are usually 

used to modulate the microenvironment of the gel matrix.

poly(alkoxylsilanes)
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Encapsulamento

Formação de uma barreira física em formato de 

membranas poliméricas semi-permeaveis ao 

redor da preparação enzimática, com diametros 

em torno de 1 a 100 μm.

Há problemas com restrições difusionais, mas 

por outro lado permite a imobilização de várias 

enzimas diferentes juntas e reações sequenciais.

A natureza do monomer hidrofilico, a espessura 

da membrane, o processo de imobilização e o 

tamanho do poro podem afetar a atividade 

enzimática

A retenção de atividade varia de 20 a 90%
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Encapsulamento: Métodos de preparo

- Método Convencional: Processos interfaciais

1) Polimerização interfacial: Polimerizando os monomeros localizados na interface 

entre solução aquosa e solução orgânica imiscivel

2) Deposição interfacial: Deposição do polímero na interface

3) Complexação interfacial: Formação de complexo insoluvel (A–B) na interface de 

duas soluções aquosas como na formação de um simplex (complexo entre 

polieletrolitos) Ex. Quitosana e alginato
Outros polieletrolitos

- Naturais: celulose sulfato, dextrana 

sulfato, pectina, carragenana e 

Xantana;

- Sintéticos: poli(l-lisina), PEI, gama-

PGA, polidimetildialil amonio cloreto, 

poli(l-acido aspártico), poly(methylene 

co-guanidine) (PMG),  PLGA (poly(l-

glutamic acid), poly(propylenimine), K 

poly(vinyl alcohol) sulphate (KPVS), 
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Encapsulamento: Métodos de preparo

- Método de Inversão de Fases:

A fase líquida em volta da enzima é 

solidificada devido a alteração de 

solubilidade estimulada por difusão

ou evaporação dos solventes dos 

components a serem integrados a 

membrane.

Desvantagens: materiais custosos; 

inativação das enzimas; baixa

eficiencia de encapsulação, além

de perdas por lixiviação

1) Coacervação: a solução aquosa 

da enzima é dispersa no 

solventes imiscível em água 

contendo o polímero, e depois a 

evaporação deste leva a 

deposição dos polímeros
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Encapsulamento: Métodos de preparo

- Método de Inversão de Fases:

2) Emulsões multiplas, onde A é um polimero hidrofilico e B, um polimero 

hidrofobico dissolvido em uma fase organica. O método de dupla emulsão W/O/W é 

o mais comum, mas existe: S/O/W (solid/oil/water), W/O/O (water/oil/oil), O/W1/W2 

(oil/water/water), O/W1/O (for encapsulation of oil).

Normalmente, a fase aquosa com a enzima é emulsificada com fase organica com 

polimero (PMM, PPP, Eudragit S, PLGA, poly(l-lactide-co-glycolide)-PEO), e depois 

a emulsão é reemulsificada com grande volume de fase aquosa contendo outro 

polímero (ex. PVA). O solvent orgânico evapora rápido e a precipitação ocorre na 

interface.

Na reemulsificação, é utilizado um polímero, surfactante ou glycerol para atuar 

como estabilizante
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Encapsulamento: Métodos de preparo

- Método Post-loading

Encapsulamento da enzima em capsulas já prontas, tumesciveis ou não. Ex. 

Polipirrois

Para não-tumesciveis, a carga enzimática = volume vazio da capsula x concentração

da enzima. Para as tusmesciveis, a carga enzimática = fator de inchamento (swelling 

factor) x carga enz das não-tumesciveis

O tamanho do poro e volume interno das microesferas tumesciveis podem ser

controlados pela alteração de pH, temperatura, ou grau de hidratação.

Outra opção, casca-núcleo: 

suporte com núcleo insoluvel 

(melamine formaldehyde ou 

poliestireno) com camadas 

estruturadas de outros polímeros 

(poly(allylamine) (PAH) e 

poly(styrenesulphonate) (PSS).
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Encapsulamento: Métodos de preparo

- Método Microemulsão

A enzima é encapsulada em membrane 

esfericas ocas com núcleos líquidos em

sistemas de microemulsão utilizando

surfactants iônicos e não-iônicos
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Encapsulamento: Métodos de preparo

- Método Microemulsão

Há também a opção de se utilizar surfactantes poliméricos, onde a membrane 

emuslionada formada por monomeros surfactants possa ser polimerizada e formar

a capsula. Estas podem ser recobertas por outro polímero, sendo depois removida

a micela e formando a nanocapsula polimérica

** Lipossomos: vesículas lipidicas, formadas pela dispersão de bicamada anfifilica

em solução aquosa. Seu tamanho varia de 20  a 1000 nm. As enzimas podem ser

encapsuladas ou adsorvidas na superficie. Ex. lecitina
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Parâmetros de Imobilização

Rendimento da Imobilização Enzimática (YE)

EL pode ser atribuido a inativação da enzima imobilizada ou livre, ou a limitações de 

trasnferencia de massa, ou por impedimentos estéricos

Obs.: YE > 1  hiperativação

EI  Atividade de enzima imobilizada

ER  Atividade remanescente de enzima em solução depois da imobilização

EL  Atividade perdida de enzima durante a imobilização

PC  Massa de proteína contactada (total)

PR  Massa de proteina remanescente em

solução depois da imobilização

Rendimento da Imobilização Proteica (YP)

Obs.: YP >> YP   limitações de transferencia de massa e impedimentos estericos

são significantes



Atividade especifica do catalisador

Variaveis do Processo de Imobilização

Temperatura, pH, tempo de contato, proporção enzima/suporte (carga enzimática), 

condições de ativação do suporte (se necessário). Custo do suporte?

Exercício 1



Solução


