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INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, os polímeros biológicos estão sendo muito utilizados em alimentos, 

cosméticos e medicamentos. Em particular, a utilização de alginato de sódio, polímero natural 

extraído de algas marrons, tem adquirido grande importância. O algintao de sódio é um 

polímero biocompatível e biodegradável, fácil de ser funcionalizado e de baixo custo (YANG 

et al., 2011). Devido as suas propriedades físico-químicas, os alginatos tem sido muito utilizado 

em processos de imobilização (DONATI et al., 2005; STEWART et al., 2014). Moléculas 

grandes, tais como enzimas, não são capazes de se difundir através desta membrana, enquanto 

que pequenas moléculas, como substratos e produtos, se difundem (DALLA-VECCHIA et al., 

2004). Neste processo, as enzimas encapsuladas apresentam atividade mais elevada em 

substratos de baixa massa molar, pois estes compostos se difundem pela membrana e se 

aproximam com mais facilidade do sítio ativo do biocatalisador (VILLENEUVE et al., 2009). 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é imobilizar HRP em esferas de alginato pelo 

método da Adsorção Física e Encapsulamento utilizando íons cálcio e íons cobalto (II) para 

formação das esferas avaliando a eficiência de imobilização. 

 

MATERIAL E MÉTODOS OU METODOLOGIA  

Foram utilizados peroxidase de raiz forte, isoenzima C (HRP - 98,15±7,38 U/mg), alginato de 

sódio 5%, cloreto de cálcio e cloreto de cobalto (II) foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(Aldrich, Milwaukee, WI, USA). Fosfato de sódio (Na2HPO4.2H2O), hidróxido de sódio 

(NaOH), guaiacol e peróxido de hidrogênio 30 % (solução aquosa)  da Vetec Química, RJ, 

Brasil. Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico de pureza. As esferas de alginato 

foram sintetizadas utilizando a metodologia de SANTOS et al. (2014). Uma solução de alginato 

de sódio 5 % foi  gotejada sobre soluções de cloreto de cálcio (CaCl2) e cloreto de cobalto (II) 

CoCl2 sob agitação constante, nas seguintes proporções: 

Condição reacional A: 10mL CoCl2 (0,3M) +10 mL CaCl2 (0,3M), 

Condição reacional B: 10mL CoCl2 (0,3M) + 20 mL CaCl2 (0,3M), 

Condição reacional C: 10mL CoCl2 (0,3M)  + 30 mL CaCl2 (0,3M), 

Condição reacional D: 10mL CoCl2 (0,3M) +10 mL CaCl2 (0,6M),  

Condição reacional E: 10mL CoCl2 (0,3M) +10 mL CaCl2 (0,9M).  
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A peroxidase de raiz forte (HRP) foi imobilizada por Adsorção Física e Encapsulamento 

utilizando íons Ca e Co(II) em esferas de alginato. Para a imobilização por adsorção física foram 

utilizados frascos de vidro com tampa de 12 mL de capacidade.  

 

RESULTADOS E/OU DISCUSSÃO (ou Análise e discussão dos resultados) 

As esferas usadas para a imobilização por adsorção e encapsulamento foram formadas com o 

cloreto de cálcio e também com a mistura do cloreto de cálcio e cloreto de cobalto. O percentual 

de cobalto impregnado nas esferas de acordo com as condições reacionais encontra-se na Tabela 

1. Na Figura 2 estão as esferas de alginato com o cloreto de cálcio (A) e com a mistura do 

cloreto de cálcio mais o cloreto de cobalto (II) (B) respectivamente.  

 

                         
 

Figura 1: A) Esferas de Alginato com Cloreto de Cálcio. B) Esferas de Alginato com Cloreto de Cálcio e Cloreto 

de Cobalto (II). 

 

 

Tabela 1: Percentual de Cobalto (II) impregnado nas esferas de alginato. 

Condições Reacionais (%) Cobalto (II) impregnado nas esferas 

A: (1:1) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,3M) 88 

B: (1:2) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,3M) 91 

C: (1:3) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,3M) 94 

D: (1:1) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,6M) 70 

F: (1:1) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,9M) 70 

 

1. IMOBILIZAÇÃO DA HRP POR ADSORÇÃO FÍSICA 

O alginato é um polissacarídeo muito utilizado como suporte orgânico na imobilização de 

enzimas devido à quantidade de grupos hidroxilas e carboxilato presente na estrutura o que 

facilita a formação de gel e a adsorção ou encapsulamento de diversas enzimas. Foi verificado 

na literatura especializada que as esferas de alginato são fácil de sintetizar, de baixo custo e 

apresentam alta biocompatibilidade, mas a resistência mecânica é baixa (SANTOS, 2014).  

Neste trabalho a HRP comercial foi imobilizada por Adsorção Física e Encapsulamento sob a 

influência dos íons cálcio e íons cobalto (II). Em todos os experimentos foi oferecido 0,008 mg 

HRP/g de suporte. 

 

Tabela 2: Eficiência de adsorção da enzima HRP nas esferas de alginato de cálcio e alginato de cobalto (II). 

 



Condição reacional na formação das esferas de 

alginato 

 Eficiência de Imobilização (%) 

A: (1:1) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,3M) 98,7 

B: (1:2) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,3M) 98,6 

C: (1:3) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,3M) 98,6 

D: (1:1) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,6M) 98,6 

F: (1:1) CoCl2 (0,3M):CaCl2 (0,9M) 98,6 

 

 

2.  IMOBILIZAÇÃO DA HRP POR ENCAPSULAMENTO 

Para o encapsulamento, a concentração de alginato foi fixada em 5%. Segundo Santos (2014) 

o maior valor de recuperação da atividade na imobilização por encapsulamento foi de 5,11 % 

com esferas obtidas a partir de uma solução contendo 5% de alginato de sódio. Quiroga et al. 

(2011) realizou em seu trabalho o estudo do efeito da concentração de alginato na faixa de 0,5 

- 4% e concluiu que baixas concentrações de alginato de sódio levam à formação de esferas 

menos reticuladas. 

Para o encapsulamento em que a enzima foi misturada com o alginato e então gotejada  sobre 

as soluções de cloreto de cálcio e cloreto de cobalto (II) o valor da eficiência de imobilização 

foi de 87,2%. 

 

Tabela 3: Eficiência de Imobilização variando-se o carregamento de HRP na imobilização  em esferas de alginato 

de sódio e cloreto de cálcio e esferas de alginato de sódio mais a mistura de cloreto de cálcio e cloreto de cobalto.  

Concentração da HRP 

(mg/mL) 

E.I (%) CaCl2(0,3M) E.I (%)  CaCl2: CoCl2 (0,3M) 

(1:1) 

0,1 72,0 48,3 

1,0 45,5 30,0 

 

Com relação ao carregamento enzimático, observa-se que um carregamento maior de enzima 

(1mg/mL) promove uma diminuição na eficiência de imobilização. Este resultado pode ser 

atribuído provavelmente à sobrecarga de enzima no suporte.  

 

Tabela 4: Unidades Oferecidas no suporte 

Concentração da HRP 

(mg/mL) 

U/g  CaCl2(0,3M) 

 

U/g  CaCl2: CoCl2 (0,3M) 

(1:1) 

0,1 16,3 15,6 

1,0 13,4 15,3 

 

Com relação as unidades oferecidas no suporte, observa-se que há uma diminuição no número 

de unidades à medida que a concentração enzimática aumenta. Essa diferença foi mais 

pronunciada para o suporte contendo somente o cloreto de cálcio. 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com relação a imobilização por adsorção, o valor para as eficiências de imobilização deram 

alto provavelmente porque a enzima se ligou ao suporte ficando uma atividade residual no 



filtrado muito baixa refletindo assim em altos valores para a eficiência. Com relação ao 

encapsulamento observou-se que a maior eficiência de imobilização ocorreu com uma menor 

concentração de enzima (0,1mg/mL) e para o suporte que tinha apenas o cloreto de cálcio. 
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