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O uso de enzimas imobilizadas é uma alternativa para a aplicação industrial, demonstrando 

vantagens econômicas e ambientais, principalmente pela possibilidade de reutilização. O 

método de imobilização por ligação covalente é um dos mais utilizados, pois há formação de 

ligações fortes entre a enzima e o suporte. Suportes orgânicos são constituídos por fibras 

lignocelulósicos, apresentando hidroxilas reativas acessíveis. A erva-mate (Ilex 

paraguariensis A. St.-Hil.) é uma espécie nativa de alguns países da América do Sul e durante 

sua coleta são descartados aproximadamente 5 toneladas por hectare de ramos de erva-mate 

de maior diâmetro. Por isso, o objetivo deste trabalho é imobilizar lipase Eversa® Transform 

2.0 em palito residual de erva-mate. O palito de erva-mate foi cedido por uma ervateira do 

norte do Rio Grande do Sul, posteriormente passou por um pré-tratamento alcalino, foram 

realizadas diferentes ativações, imobilização utilizando os solventes hexano ou tampão nitrato 

de amônia pH 10, após foi feito a atividade de esterificação, a caracterização da enzima 

imobilizada, a estabilidade operacional e caracterização do suporte. A caracterização realizada 

pelo MEV demonstrou que os tratamentos para maior exposição dos grupamentos hidroxila 

do palito de erva-mate foram eficientes, possibilitando a ligação da enzima ao suporte. A 

imobilização da lipase em suporte ativado com APTS/glutaraldeído apresentou rendimento de 

225,52% e utilizando o suporte ativado com metaperiodato de sódio o valor obtido foi de 

162,76%, ambos utilizando o hexano como meio reacional. A lipase imobilizada apresentou 

boa reutilização, onde o suporte ativado com APTS/glutaraldeído apresentou um reuso de até 

8 vezes, mantendo atividade de 65,62% e o suporte ativado com metaperiodato apresentou 

reuso de até 5 vezes, com uma atividade de 52% em relação a atividade inicial. A temperatura 

reacional ótima da enzima livre e imobilizada foi de 40 °C.  Os valores de constante de 



 

 

afinidade (Km) e velocidade máxima de reação (Vmáx) foram de 16,55 μmol/g e 5555,56 

μmol/g.min para a enzima livre e 33,52 μmol/g 4761,9 μmol/g.min para enzima imobilizada. 

Os parâmetros de inativação térmica (Kd, t1/2 e D) confirmaram uma melhor termoestabilidade 

da lipase enquanto livre. A proposta deste trabalho mostrou-se promissora para a obtenção de 

um derivado imobilizado com potencialidade e os resultados obtidos podem ser uma base de 

referência para pesquisas posteriores que visem à otimização do processo de imobilização e 

sua posterior aplicação. 

 

Palavras-chave: Enzima, ativação, suporte orgânico. 
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The use of immobilized enzymes is an alternative for industrial application showing economic 

and environmental advantages, mainly due to the possibility of reuse. The covalent bonding 

method is one of the most used, as there is the formation of strong bonds between the enzyme 

and the support. Organic supports are made up of lignocellulosic fibers, with accessible 

reactive hydroxyls. Yerba mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.) is a species native to some 

countries in South America and during its collection approximately 5 tons per hectare of 

larger yerba mate branches are discarded. Therefore, the objective of this work is to 

immobilize Eversa® Transform 2.0 lipase on a residual mate herb stick. The yerba mate stick 

was provided by an herb industry from the north of Rio Grande do Sul, later underwent an 

alkaline pretreatment, different activations were carried out, immobilization using hexane 

solvents or pH10 ammonium nitrate buffer, after the activity was carried out of esterification, 

the characterization of the immobilized enzyme, the operational stability and characterization 

of the support were made. The characterization carried out by MEV demonstrated that the 

treatments for greater exposure of the hydroxyl groups of the mate herb stick were efficient, 

allowing the enzyme to be attached to the support. The immobilization of the lipase on 

support activated with APTS / glutaraldehyde showed a yield of 225,52 % and using the 

support activated with sodium metaperiodate the value obtained was 162,76 %, both using 

hexane as the reaction medium. However, the immobilized lipase showed good reuse, where 

the support activated with APTS/glutaraldehyde presented a reuse of up to 8 times, 

maintaining activity of 65,62 % and the support activated with metaperiodate showed reuse of 

up to 5 times, with an activity of 52 % in relation to the initial activity. The optimal reaction 

temperature of the free and immobilized enzyme was 40 °C. Affinity constant (Km) and 

(maximum speed) Vmáx values were 16,55 μmol/g and 5555,56 μmol/g.min for free enzyme 



 

 

and 33,52 μmol/g 4761,9 μmol/g.min for immobilized enzyme. The parameters of thermal 

inactivation (Kd, t1/2 and D) confirmed a better thermostability of the lipase while free. The 

purpose of this work was promising for obtaining a potentially immobilized derivative and the 

results obtained can be a reference base for further research aimed at optimizing the 

immobilization process and its subsequent application. 

 

Keywords: Enzyme, activation, organic support. 
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INTRODUÇÃO 

 

Desde o início de suas investigações, a tecnologia empregando enzimas vem sendo 

utilizada em diversas áreas da indústria como a farmacêutica, de alimentos, para produção de 

biodiesel e indústria de detergentes. Porém, a utilização destes biocatalisadores em sua forma 

livre não possibilita a sua separação do meio reacional gerando altos custos. 

Neste contexto, a imobilização enzimática apresenta inúmeras vantagens, como a 

facilidade de recuperação nos meios reacionais, facilitando a sua reutilização. O suporte pode 

oferecer uma proteção térmica para a enzima, aumentando a estabilidade da mesma em 

relação ao calor ou solventes e, além disso, podem proporcionar aumento da atividade 

catalítica tornando-se uma excelente alternativa para o emprego industrial diminuindo os 

custos de processos biocatalíticos. 

Para o processo de imobilização existem inúmeros métodos e deve-se escolher o que 

melhor se adapta com a enzima para que a atividade catalítica seja mantida ou até mesmo 

aumentada. As técnicas podem ser físicas (através de interações hidrofóbicas ou por forças de 

van de Waals), químicas (ligação covalente e iônica), por confinamento em matriz ou por 

ligação cruzada.  

A técnica de imobilização por ligação covalente é um método que proporciona 

ligações fortes entre os grupos funcionais da enzima e do suporte. Este processo é realizado 

contendo agentes ativadores como, por exemplo, glutaraldeído e metaperiodato de sódio que 

promovem a baixa dessorção das enzimas, são de fácil manipulação e possibilitam a 

utilização das enzimas imobilizadas em reatores contínuos, sendo esta a mais interessante do 

ponto de vista industrial. 

Quanto aos suportes, existe uma grande quantidade e variedade disponíveis para o 

processo de imobilização enzimática, podendo estes ser sintéticos ou orgânicos, porosos ou 

não porosos. Sua estrutura pode ser em forma de gel (alginato, álcool polivinílico, quitosana), 

poliuretano, carragena, estruturas rígidas (vidro poroso, alumina) entre outros. 

Os suportes orgânicos vêm recebendo uma atenção especial devido a sua constituição 

por lignina, celulose e hemicelulose que possuem hidroxilas reativas acessíveis, tornando 

possível a ligação com a enzima. Estes suportes são provenientes de resíduos agroindustriais 

que geralmente são acumulados no meio ambiente e por isso, a utilização dos mesmos, além 

de apresentar um baixo custo, promove a redução de estresse ambiental. 
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A erva-mate (Ilex Paraguariensis A. St. Hil) é uma espécie de planta nativa das 

regiões sul do Brasil e de países da América do Sul, como o Paraguai e Argentina. Durante a 

sua coleta e processamento, são descartados no meio ambiente aproximadamente 5 toneladas 

por hectare de  ramos de erva-mate de maior diâmetro, utilizado como adubo orgânico. 

Diante deste contexto, esse trabalho propõe imobilizar a lipase Transform Eversa® 2.0 

em palito residual de erva-mate funcionalizado. Além disso, por este suporte ser de origem 

agroindustrial e nunca ter sido estudado anteriormente, este, destaca-se por ser um trabalho 

inovador na área de imobilização enzimática. 

O formato deste trabalho será apresentado como artigo. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

O objetivo é imobilizar lipase Eversa® Transform 2.0 (Novozyme) em palito residual 

de erva-mate (Ilex Paraguariensis A. St.- Hil.). 

Objetivos específicos: 

 

• Caracterizar o suporte quanto à superfície utilizando o mesmo in natura e ativado com 

APTS/glutaraldeído e com metaperidoto de sódio (MEV). 

• Avaliar diferentes metodologias de ativação do suporte; 

• Imobilizar a lipase Eversa® Transform 2.0 no suporte tratado; 

• Avaliar o rendimento de imobilização; 

• Avaliar temperatura ótima reacional da enzima livre e da enzima imobilizada; 

• Determinar os parâmetros cinéticos constante de afinidade (Km) e velocidade máxima 

de reação (Vmáx); 

• Avaliar a termoestabilidade da enzima livre e imobilizada e determinar os parâmetros 

de inativação; 
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Imobilização covalente de lipase em palito residual de erva-mate (Ilex Paraguariensis A. 

st.-Hil) 

 

Resumo 

O objetivo deste trabalho foi imobilizar lipase Eversa® Transform 2.0 em palito residual de 

erva-mate. O palito de erva-mate passou por um pré-tratamento alcalino e diferentes ativações 

(APTS/glutaraldeído e metaperiodato de sódio). A imobilização da lipase foi realizada 

utilizando o solvente hexano e tampão nitrato de amônia pH 10. Foram realizadas 

caracterização do suporte, a atividade de esterificação, a caracterização da enzima imobilizada 

e a estabilidade operacional. A caracterização realizada pelo MEV demonstrou que as 

ativações foram eficientes. A imobilização da lipase em suporte ativado com 

APTS/glutaraldeído apresentou rendimento de 225,52 % e utilizando metaperiodato de 162,76 

%, ambos utilizando o hexano como solventes. A lipase imobilizada apresentou boa 

estabilidade operacional, onde o suporte ativado com APTS/glutaraldeído apresentou um 

reuso de até 8 vezes, mantendo atividade de 65,62 % e o suporte ativado com metaperiodato 

apresentou reuso de até 5 vezes, com uma atividade de 52 % em relação a atividade inicial. A 

temperatura reacional ótima da enzima livre e imobilizada foi de 40 °C.  Os valores de Km e 

Vmáx foram de 16,55 μmol/g e 5555,56 μmol/g.min para a enzima livre e 33,52 μmol/g 4761,9 

μmol/g.min para enzima imobilizada, respectivamente. Os parâmetros de inativação térmica 

(Kd, t1/2 e D) confirmaram uma melhor termoestabilidade da lipase enquanto livre.  

 

Palavras-chave: Eversa® Transform 2.0, ativação, suporte orgânico. 

  

1. Introdução 

 

A biocatálise representa uma estratégia crucial em processos sustentáveis, com o uso 

da síntese por via enzimática sendo comum em diversos processos industriais, incluindo suas 

aplicações em indústrias de alimentos, farmacêuticas e de síntese química fina. Devido à 

ampla versatilidade de reações que catalisam, e sua especificidade em relação ao substrato, as 

lipases (EC 3.1.1.3) são as enzimas mais empregadas em processos biocatalíticos, sendo 

produzidas por diversos organismos, como animais, plantas, fungos e bactérias (MATTE et 

al., 2016; GIRELLI, ASTOLFI E SCUTO, 2019; XIE, XIONG e XIANG, 2019). 

Em geral, as lipases, apresentam massa molecular entre 20 e 75 kDa com cerca de 300 

resíduos de aminoácidos, atuam na faixa de pH entre 4 a 9 e na temperatura entre 25 e 70 °C. 
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Estes biocatalisadores apresentam importantes aplicações indústrias, tais como: de síntese 

orgânica, de produtos farmacêuticos, de detergentes, de alimentos, de panificação, de bebidas, 

de cosméticos, de couro, de papel, de tratamento de resíduos, entre outras (REMONATTO, 

2017). 

A maioria das lipases comerciais é de uso único e difíceis de reutilizar, resultando em 

custos elevados de uso, desta forma, a imobilização enzimática atraiu um crescente interesse 

devido à sua capacidade de facilitar a reciclabilidade, além de possibilitar um aumento de 

atividade, especificidade e seletividade do biocatalisador, devido à maior proteção conferida 

ao sítio ativo da enzima (CAI et al., 2018; BILAL e IQBAL, 2019; INGENBOSCH et al., 

2019, ZAITSEV; SAVINA e ZAITSEV, 2019). 

O processo de imobilização enzimática baseia-se em ligações físicas e/ou químicas 

entre a enzima e o suporte. Entre as técnicas mais utilizadas, vale destacar a adsorção física 

(interações hidrofóbicas e forças de Van der Waals), ligação química (ligação covalente e 

iônica), imobilização por confinamento em matriz ou microcápsula e ligação cruzada. Devido 

à forte ligação entre o suporte de imobilização e a enzima, a técnica de ligação covalente é 

talvez o método mais interessante do ponto de vista industrial (COSTA, 2015; GIRELLI, 

ASTOLF e SCUTO, 2019; JANGI, AKHOND e DEHGHANI, 2019). 

A técnica de imobilização enzimática pode ser conduzida empregando suportes 

naturais ou sintéticos (VARGAS, 2017). Dentre os suportes naturais destaca-se a utilização de 

resíduos agroindustriais, os quais se caracterizam por apresentarem grupos funcionais, como 

hidroxila e carbonila em sua superfície, que possibilitam a inserção covalente das enzimas, 

sejam de forma direta ou após prévia ativação, além disto, estes apresentam grande 

disponibilidade e baixo custo econômico (ALMEIDA, 2015). 

Na maioria dos suportes de material lignocelulósico faz-se necessário seu pré-

tratamento com o objetivo de quebrar/desestruturar a lignina e hemicelulose, permitindo uma 

melhor acessibilidade à celulose. Dentre os diversos métodos de pré-tratamentos destaca-se o 

método alcalino, no qual são aplicadas condições menos severas quando comparadas a outros 

métodos como, por exemplo, os pré-tratamentos ácidos (QUEIROZ et al., 2018). 

Neste contexto, destaca-se a indústria ervateira, a qual durante o processamento da 

erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.) gera como subproduto palito residual, o qual é 

atualmente, devido a seu baixo poder calorífico, descartado na própria lavoura, servindo como 

adubo orgânico. Salienta-se que aproximadamente 2 % da erva-mate empregada no 

processamento (10.000 toneladas/ano) se transformam em palito residual (ALMEIDA, 2015; 
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ROSSA et al., 2017; GONÇALVES et al., 2007; INSTITUTO BRASILEIRO DE ERVA 

MATE, 2018; PIMENTEL et al., 2019). 

 Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo utilizar o palito residual do 

processo de beneficiamento da erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.) como suporte para 

a imobilização da lipase Eversa® Transform 2.0. Também foram avaliados o rendimento de 

imobilização, temperatura ótima reacional, parâmetros cinéticos e de inativação da enzima 

livre e imobilizada.  

Apesar de a literatura apresentar uma ampla variedade de estudos com imobilização 

enzimática em suportes orgânicos, não foi encontrado nenhum trabalho utilizando o palito 

residual de erva-mate como suporte, tornando esta pesquisa inovadora. 

 

2. Material e Métodos 

 

A Figura 1 apresenta um fluxograma das etapas realizadas no presente trabalho, as 

quais serão detalhadas a seguir. 

 

Figura 1: Etapas realizadas no presente trabalho. 

 

 
Fonte: O autor (2020). 
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2.1 Enzima 

A lipase Eversa® Transform 2.0 (Novozyme) foi doada por uma empresa de óleos 

localizada no norte do estado do Rio Grande do Sul. 

 

2.2 Palito residual de erva-mate (Ilex Paraguariensis A. St.-Hil.) 

 

O palito residual de erva-mate (Ilex Paraguariensis A. St.- Hil.) foi doado pela 

empresa ervateira Barão Erva Mate e Chás, localizada no norte do estado do Rio Grande do 

Sul. 

 

2.3 Funcionalização do Suporte 

 

2.3.1 Pré-tratamento do suporte com NaOH 

 

Para o pré-tratamento do palito residual de erva-mate (Ilex Paraguariensis), foi 

utilizada a metodologia descrita por Santos et al. (2008), com modificações, onde utilizou-se 

5 g do suporte in natura em erlenmeyer contendo 250 mL de NaOH (Vetec) 0,5 M. O sistema 

foi mantido em agitação constante (150 rpm) empregando agitador magnético (Fisatom - 

Mod. 752A), por 24 h a temperatura ambiente (25 ºC). Posteriormente o suporte foi lavado 

com água destilada até pH neutro, filtrado e seco em estufa (Crhomos) a 100 ºC até atingir 

massa constante. 

 

2.3.2 Silanização e ativação do suporte com APTS/glutaraldeído  

 

O suporte foi silanizado conforme metodologia descrita por Queiroz et al. (2018), com 

modificações, utilizando-se 12 mL de uma solução de γ–aminopropiltrietoxilano (APTS) 

(Sigma-Aldrich, 98 %) 0,5 % (v/v) em heptano (Sigma-Aldrich) e 1 g de palito residual de 

erva-mate. O sistema foi mantido em agitação constante (40 rpm) a 75 °C, por 3 h. 

Posteriormente o sistema foi filtrado e o suporte lavado com 10 mL de hexano (P.A. - 

Química Moderna) por 3 vezes para retirada do excesso de APTS. O palito lavado foi mantido 

em estufa (Crhomos) a 100 °C por 15 h para secagem completa. 

Na sequência, o palito silanizado foi ativado com 10 mL de uma solução aquosa de 

glutaraldeído (Vetec, 25 %) a 2,5 % (v/v). A mistura foi mantida por 1 h em temperatura 
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ambiente (25 °C). Posteriormente foi filtrada, lavada por 3 vezes com 10 mL de água 

destilada e seca em estufa a 100 ºC por 1 h para remoção do excesso de água. 

 

2.3.3 Ativação do suporte com metaperiodato de sódio 

 

A ativação com metaperiodato de sódio seguiu a metodologia descrita por Coradi 

(2018), onde 1 g do suporte tratado com NaOH 0,5 M foi ativado com 10 mL de 

metaperiodato de sódio 0,1 M. O sistema foi mantido estático, ao abrigo de luz, por 48 h para 

formação de grupos aldeídos. Após foi filtrado, lavado com água destilada por 3 vezes (100 

mL cada) e mantido em estufa (Crhomos) a 100 °C por 1 h para retirada da umidade. 

 

2.4 Caracterização do suporte – Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

  As análises de MEV foram realizadas na Universidade Regional Integrada do Alto 

Uruguai e das Missões – URI/ Erechim, utilizando um microscópio marca Zeiss, modelo EVO 

LS25. Para o recobrimento da superfície das amostras com ouro foi utilizado um metalizador 

Quorum, SC 7620. As micrografias foram obtidas na tensão de 30 KV. As amostras 

analisadas foram as seguintes: suporte in natura; suporte pré-tratado com NaOH e ativado 

com APTS/glutaraldeído; suporte pré-tratado com NaOH e ativado com metaperiodato de 

sódio. 

 

2.5 Imobilização 

 

A imobilização da lipase nos palitos residuais de erva-mate funcionalizados 

(APTS/glutaraldeído e metaperiodato de sódio) foi realizada de acordo com metodologia 

proposta por Queiroz et al. (2018), onde 1 g de palito funcionalizado foi suspenso em 10 mL 

de solvente (hexano ou tampão nitrato de amônia pH 10 (NH4NO3)). Os sistemas foram 

mantidos sob agitação mecânica, a temperatura ambiente, por 15 min. Em seguida, adicionou-

se 0,3 g de enzima, que corresponde a 30 % (m/m) da massa de suporte, mantendo o sistema 

em agitação (100 rpm) por 3 h a 25 °C para homogeneização, seguido de armazenamento em 

condição estática, a 4 °C, por 24 h. 

Posteriormente, o suporte contendo a enzima imobilizada, foi filtrado e lavado 2 vezes 

com 10 mL de solvente (hexano ou tampão nitrato de amônia) para retirada de enzimas não 
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ligadas. Após uma filtração a vácuo (MARTE – mod. 131) a enzima imobilizada foi mantida 

em dessecador por 24 h para retirada do excesso de umidade e armazenada em geladeira até o 

momento das análises. 

 

2.6 Atividade de esterificação 

 

 A atividade enzimática foi avaliada através do método de esterificação utilizando a 

metodologia de Hildebrand et al. (2009), com modificações, onde utilizou-se como substrato 

o ácido láurico e etanol, com uma razão molar de 1:1, livre de solvente. A reação foi 

conduzida empregando 0,3g da enzima livre e/ou da enzima imobilizada, a 40 °C, 150 rpm, 

por 5 minutos a enzima livre e 10 minutos a enzima imobilizada, conforme testes prévios. 

Alíquota de 150 μL do meio reacional foram diluídas em 2 mL de solução acetona-etanol (1:1 

v:v) em erlenmeyer e analisadas volumetricamente empregando NaOH 0,1 M com o titulante 

e fenolftaleína como indicador.  

 Para o branco o procedimento foi o mesmo, porém não foi acrescentado a enzima 

(livre ou imobilizado). 

 Foi realizada a atividade de esterificação do suporte de palito de erva-mate antes do 

processo de imobilização para verificação de que não haveria nenhum interferente na medida 

de atividade. 

 Uma unidade de atividade de esterificação (U/g de enzima livre ou imobilizada) foi 

definida como a quantidade de ácido láurico (µmol) consumido por min, por massa de enzima 

(g), definida pela Equação 1.  

 

 

 

Onde: AE: atividade de esterificação (U/g); VNaOHbranco: Volume de NaOH gasto com o ensaio 

em branco (mL); VNaOHamostra: Volume de NaOH gasto após a reação de esterificação de cada 

amostra (Enzima livre ou imobilizada) (mL); t: Tempo (minutos); m: Massa da enzima livre 

ou da enzima imobilizada utilizada (g). 

 

O rendimento de imobilização {R(%)} foi calculado de acordo com a equação 2. 

 

 

(1) 

(2) 

𝐴𝐸 =
(𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜 − 𝑉𝑁𝑎𝑂𝐻 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) 𝑥 0,1

𝑡.𝑚
x 1.000 

𝑅(%) =
𝑚(𝐸𝐼) .  𝐴𝑒(𝐸𝐼)

𝐴𝑒(𝐿) . 𝑚𝐸
𝑥 100 
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Onde: R (%)= Rendimento obtido da imobilização; M(EI) é a massa da enzima imobilizada 

utilizada para a esterificação, em g; Ae (EI) é a atividade de esterificação (U/g) da enzima 

imobilizada; Ae (L) é a atividade de esterificação (U/g) da enzima livre; m é a massa da enzima 

livre oferecida na imobilização, em g. 

 

2.7 Estabilidade operacional (reuso) 

  

 A reutilização da lipase imobilizada em palito residual de erva-mate foi determinada 

empregando 0,3 g da enzima imobilizada, em sucessivos ciclos, em batelada, para a 

esterificação de ácido láurico/etanol (1/1 (m/m)) a 40 ºC por 10 min. Após cada batelada, as 

amostras foram removidas do meio reacional, filtradas através de bomba a vácuo (MARTE – 

mod. 131) e adicionadas em uma nova solução de ácido láurico/etanol. A atividade do 

primeiro ciclo foi considerada como 100%. A eficiência do reuso foi calculada conforme 

apresentado na Equação 3. 

 

   (%) =
                            

                            
 . 100 

 

Onde: ER (%)= eficiência do reuso; Atividade lipolítica ciclo n= atividade lipolítica de cada 

ciclo; Atividade lipolítica ciclo 1= atividade lipolítica inicial.  

 

2.8 Caracterização da enzima imobilizada 

 

2.8.1 Avaliação da temperatura reacional 

 

Visando verificar a temperatura reacional foram conduzidos experimentos com a 

lipase livre e imobilizada no palito de erva-mate. Como reação modelo empregou-se a 

determinação de atividade de esterificação descrita por Hildebrand et al. (2009) com 

modificações (Equação 1), a 35, 40, 45, 50, 55 e 60 ºC, sob agitação de 150 rpm, por 5 min 

para a enzima livre e 10 min para a enzima imobilizada, conforme testes prévios, pois acima 

de 5 min de reação a enzima livre já começa perder atividade.  

 

 

 

(3) 
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2.8.2 Determinação dos parâmetros cinéticos constante de afinidade (Km) e velocidade 

máxima de reação (Vmáx) 

 

Para determinação da velocidade máxima de reação (Vmáx) e a constante de afinidade 

(Km) da enzima livre e imobilizada em palito residual de erva-mate, foram conduzidos ensaios 

de atividade enzimática empregando diferentes concentrações (0,668 - 3,9 M) de etanol no 

substrato ácido láurico/etanol. A velocidade inicial de reação (V0) foi determinada para cada 

concentração do substrato [S], fixando as variáveis de tempo de reação em 5 min para a 

enzima livre e 10 min para a enzima imobilizada e a temperatura mantida em 40 ºC. O cálculo 

dos parâmetros cinéticos (Vmáx e Km) foi realizado conforme o modelo cinético de Michaelis-

Menten, apresentado na Equação 4 com a linearização de Lineweaver-Burk (Equação 5) e a 

eficiência catalítica foi calculada conforme a Equação 6. 

 

  = 
     .     

      
 

                                                                                                           

1

  
=

  

    
.

1

   
 

1

    
 

                                                                                                             

Onde: V0= velocidade inicial da reação; Vmáx= velocidade máxima de reação; Km= constante 

cinética de Michaelis-Menten; [S]= concentração de substrato.  

 

  =
    

  
 

                                                                                                                               

Onde: EC= eficiência catalítica; Vmáx= velocidade máxima de reação; Km= constante 

cinética de Michaelis-Menten. 

 

2.8.3 Perfil de estabilidade térmica 

 

Amostras da enzima livre e da enzima imobilizada foram incubadas em frascos de 

vidro (esterilizados) fechados, em estufa com temperatura controlada (40, 50, 60 e 70 ºC) por 

até 24 h. Periodicamente, para cada temperatura, foram retiradas alíquotas das enzimas livres 

(4) 

(5) 

(6) 
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e imobilizada e submetidas à medida de atividade. Para cada tempo avaliado foram utilizadas 

amostras novas, que após a dosagem de atividade foram descartadas. 

As atividades residuais foram calculadas como descrito na Equação 7.  

 

  (%) =
  

  
 . 100 

 

Onde: R (%)= é a atividade residual; UI= atividade inicial; UF= atividade após a incubação à 

temperatura avaliada. 

 

2.8.4 Estimativa dos parâmetros cinéticos de inativação 

 

A influência da temperatura (40, 50, 60 e 70 ºC) sobre a constante de velocidade de 

inativação enzimática (Kd) foi analisada pela lei de Arrhenius, representada na Equação (8). 

Os parâmetros Ed foram calculados por regressão não linear usando o software Excel. 

  =    
−  

  
 

 

Onde: Kd= constante de velocidade de inativação térmica; Ae= constante pré-exponencial de 

Arrhenius; Ed= energia de energia de desativação enzimática; R= constante universal dos 

gases (8,314x10-3 kJ.mol
-1

K
-1

); T= temperatura absoluta (K). 

 

O tempo de meia vida (t1/2) e o valor de redução decimal (D), cujos valores 

correspondem aos tempos necessários para obter uma redução de 50 e 90 % da atividade 

inicial a uma dada temperatura, respectivamente foram calculados empregando as equações 9 

e 10, respectivamente. 

 

     =
   (2)

  
 

 

Onde: t1/2= tempo de meia vida; Ln (2)= logaritmo natural; Kd= constante de desativação. 

 

 = 
   (10)

  
 

 

(7) 

(8) 

(9) 

(10) 



 

28 

 

Onde: D= redução decimal; Ln= logaritmo natural; Kd= constante de desativação. 

 

O valor Z, especificado como a variação da temperatura requerida para que o valor D 

sofra uma redução de um ciclo logarítmico, foi estimado pelo inverso do coeficiente angular 

da reta no gráfico de log (D) versus temperatura (°C). 

 

2.8.5 Estimativa dos parâmetros termodinâmicos 

 

Os parâmetros termodinâmicos entalpia (ΔHº; kJ.moL
-1

), energia livre de Gibbs (ΔGº; 

kJ.moL
-1

) e entropia (ΔSº; kJ.moL
-1

.K
-1

) do processo de desnaturação da lipase livre e 

imobilizada foram determinados mediante as equações 11, 12 e 13, respectivamente: 

 

   =    −     

 

   =  −     
   

   
 

 

   =
(  −     )

 
 

Onde: Ed= energia de desativação enzimática; R= constante universal dos gases (8,314x10-3 

kJ mol
-1

K
-1

); T= temperatura absoluta (K); Kd= constante de velocidade da desnaturação; h= 

é a constante de Plank (1,84 x 10
-40

 kJ.h
-1

); Kb= constante de Boltzmann (1,38 x 10
-26

 kJ.K
-1

). 

 

2.9 Análise Estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata de reação e triplicata de 

titulação, a partir disto foi feito a média dos resultados obtidos através da análise estatística 

utilizando o software Excel, versão 2010. 

 

 

 

 

 

 

 (11) 

 (12) 

 (13) 
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3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Caracterização física do suporte 

 

A Figura 2 apresenta as imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura do palito de 

erva-mate in natura e ativado com NaOH/APTS/glutaraldeído e com NaOH/metaperiodato de 

sódio. 

 

Figura 2: Aspecto visual do palito residual de erva-mate in natura (a), palito ativado com 

APTS/glutaraldeído (b) e palito ativado com metaperiodato de sódio (c). 

 

(a)                                             (b)                                              (c) 

Fonte: O autor (2020). 

 

Ao analisarmos a Figura 2, observa-se que o palito in natura apresenta uma estrutura 

mais rígida/lisa comparada aos palitos ativados, onde estes sofreram aberturas em suas 

estruturas, sendo que o palito ativado com metaperiodato de sódio (NaIO4) apresentou maior 

alteração estrutural, como por exemplo a desestruturação da lignina, possibilitando a 

exposição da celulose, comparado ao ativado com APTS/glutaraldeído.  

Esta tendência era esperada e foi vinculada aos diferentes mecanismos de ativação a 

que os suportes foram submetidos, mais especificamente, ao caráter degradativo dos reagentes 

empregados em cada ensaio. Ambos os suportes foram pré-tratados com NaOH, um poderoso 

agente alcalino, porém, a ativação com APTS/glutaraldeído é menos agressiva comparada a 

ativação com metaperiodato de sódio, o qual é um poderoso agente oxidativo, isto explica a 

maior degradação da estrutura do suporte. 
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3.2 Imobilização da lipase Eversa® Transform 2.0 em palito residual de erva-mate 

 

Os resultados de rendimento do processo de imobilização da lipase Eversa® 

Transform 2.0, em palito residual de erva-mate ativado com diferentes metodologias, frente à 

utilização do tampão nitrato de amônia pH 10 e o solvente apolar hexano, são apresentados na 

Tabela 1.  

O teste de esterificação do suporte antes da imobilização foi realizado e não 

apresentou atividade, demonstrando não conter interferentes nos resultados obtidos com os 

suportes imobilizados. 

 

Tabela 1. Rendimento do processo de imobilização da lipase Eversa® Transform 2.0. 

 

Enzima Solvente 
Massa total  

(g) 
U/g* (U)* 

Rendimento 

(%) 

Livre  0,300 941,70 282,5 - 

Imobilizada 

APTS/Glut. 

Tampão NH4NO3 

 
1,485 190,64 283,1 100,21 

Hexano 1,288 494,65 637,1 225,52 

Imobilizada 

Metaperiodato  

Tampão NH4NO3 

 
1,020 - - - 

Hexano 1,063 432,56 459,8 162,76 
*(U/g)= Atividade de esterificação 

*(U)= Atividade total no derivado 

Fonte: O autor (2020). 

 

O rendimento da enzima imobilizada foi comparado ao da lipase Eversa® Transform 

2.0 na sua forma livre, a qual apresentou atividade de esterificação de 941,7 U/g. Podemos 

observar um rendimento de 225,52 % e de 100,21 % para a imobilização utilizando hexano e 

tampão nitrato de amônia pH 10, respectivamente, ambos ativados com APTS/glutaraldeído, 

respectivamente. Quando a imobilização em palito de erva-mate foi realizada utilizando o 

metaperiodato de sódio para ativação do suporte, os valores de imobilização obtidos foram de 

162,76 % utilizando meio reacional com hexano. A imobilização em tampão nitrato de 

amônia pH 10, após ativação com periodato, gerou um imobilizado sem atividade, 

provavelmente devido ao não ancoramento químico da enzima ao suporte nesta condições 

experimentais. 

O maior rendimento observado para o imobilizado sintetizado em hexano (225,52 %), 

em relação a solução aquosa de tampão nitrato de amônio (100,21 %), pode estar relacionado 

ao efeito do solvente orgânico sobre a atividade enzimática, mais especificamente com a 
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manutenção da camada de hidratação, necessária para a manutenção da atividade catalítica 

(ARAGÃO et al., 2009). Em relação ao resultado encontrado para a solução aquosa de 

tampão NH4NO3, o efeito pode estar ligado à desprotonação de aminoácidos, que é uma 

condição essencial para que ocorra imobilização por ligação covalente e ocorre quando o pH 

do meio é superior ao ponto isoelétrico (PI) deste aminoácido. Em pH 10 há maior quantidade 

de aminoácidos desprotonados, caracterizando então, para a alcalinidade do meio reacional, 

condição favorável para imobilização enzimática (GONÇALVES, 2018).  

O efeito decorrente de interações hidrofóbicas entre o solvente e a enzima, pode 

conduzir a uma maior exposição do sítio catalítico, o que facilitaria a catálise (ANTCZAK et 

al., 2009). Outro fator é que o solvente apolar pode desfazer agregados de enzimas, que 

normalmente ocorrem por interação hidrofóbica entre as moléculas da proteína (BARON, 

2008). 

Segundo Melo et al. (2005), durante o processo de silanização ocorre a formação de 

uma ponte orgânica no suporte por meio da reação com γ–aminopropiltrietoxilano (APTS), 

onde o radical etil do APTS reage com o grupo silanol do suporte, gerando uma terminação 

amina, que será ativada com o glutaraldeido, formando grupos aldeídos necessários para a 

ligação enzima-suporte, conforme apresentado na Figura 3. 

 

Figura 3: Processo de sinalização e ativação, utilizando APTS/glutaraldeído, do palito 

residual de erva-mate para imobilização enzimática. 

 

 
Fonte: Adaptado de Melo et al. (2005). 
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A Figura 4 apresenta a ativação do suporte com metaperiodato de sódio, onde através 

do pré-tratamento com NaOH o palito residual de erva-mate tem suas hidroxilas expostas e ao 

adicionar o metaperiodato de sódio são formados grupos aldeídos no suporte, proporcionando 

assim, a possibilidade de ligação com os grupamentos amina da enzima. 

 

Figura 4: Processo de ativação, utilizando metaperiodato de sódio no palito residual de erva-

mate para imobilização enzimática. 

 

 
Fonte: O autor, (2020). 

 

3.3 Estabilidade operacional (reuso) 

 

A Figura 5 apresenta o número de ciclos da enzima imobilizada com palito residual de 

erva-mate funcionalizado com APTS/glutaraldeído e com metaperiodato de sódio.  

Observa-se que a enzima imobilizada no suporte funcionalizado com 

APTS/glutaraldeído apresenta uma perda mais acentuada no primeiro ciclo, com 70 % de 

atividade, mantendo-se estável até o oitavo ciclo, apresentado queda de 50 % da atividade 

residual no décimo ciclo de utilização. A enzima imobilizada no suporte ativado com 

metaperiodato de sódio apresenta uma perda de atividade menos intensa nos primeiros ciclos 

(com atividades de 90 e 84 % para o primeiro e segundo, respectivamente). No entanto, esta 

perda de atividade é constante, apresentando perda de 50 % de atividade no quinto ciclo, 

demostrando que o imobilizado em suporte funcionalizado com APTS/glutaraldeído possuí 

maior estabilidade. 
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Figura 5: Capacidade de reuso/ciclos da lipase imobilizada no suporte funcionalizado com 

APTS/glutaraldeído e no suporte funcionalizado com metaperiodato de sódio. 

 

 
Fonte: O autor (2020). 

 

Os 10 ciclos observados para o imobilizado em suporte funcionalizado com APTS/ 

glutaraldeído são superiores aos reportados por Antunes (2015), os quais observaram um total 

de 6 e 4 reciclos com atividade residual de 50 % para a lipase Candida antarctica B 

imobilizada em espuma flexível de Poliuretano- D18 e D30, respectivamente. Godoy (2019) 

ao imobilizar a lipase Eversa® Transform 2.0 em suporte de alginato de cálcio obteve apenas 

1 ciclo de reuso com atividade residual superior a 50 %. Costa (2015), que obteve 6 reciclos 

na reação de hidrólise do azeite de oliva utilizando lipase comercial (Burkholderia cepacia) 

imobilizada em sabugo de milho.  

De acordo com os resultados obtidos, optou-se pela utilização do suporte ativado com 

APTS/glutaraldeído e imobilizado em solução contendo o solvente hexano para dar 

continuidade aos estudos referentes à temperatura reacional ótima, parâmetros cinéticos 

constante de afinidade (Km) e velocidade máxima de reação (Vmáx) e termodinâmicos e de 

inativação térmica. 

 

3.4 Avaliação da temperatura reacional ótima  

 

Os estudos realizados referente a temperatura ótima reacional da enzima, tanto para a e 

livre como imobilizada, demonstraram que a enzima consegue atuar e ter sua maior atividade 

de esterificação à temperatura de 40 °C (Figura 6), o que está coerente com a ficha técnica da 

enzima (NOVOZYMES, 2016) e com a literatura (CONTESINI et al., 2010; JAIN e NAIK, 
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2018; FRAGA et al., 2019), os quais relatam para a temperatura uma faixa ótima entre 40 e 

60 
o
C. 

 

Figura 6: Temperatura reacional ótima da enzima livre e imobilizada. 
 

 
Fonte: O autor (2020). 

 

3.5 Determinação dos parâmetros cinéticos Vmáx (Constate de Michaelis-Mentem) e Km 

(velocidade máxima de reação) 

 

Os parâmetros cinéticos enzimáticos Km e Vmáx são duas constantes de suma 

importância no estudo das reações enzimáticas (SIQUEIRA et al., 2011). O valor do Km para 

determinada enzima fornece uma indicação da força de ligação dessa enzima ao seu substrato, 

onde baixo Km indica maior afinidade para o substrato. O Vmáx é definido como a velocidade 

máxima da quantidade total de enzima participante da reação. Essa medida é teórica e tem um 

valor aproximado porque, em determinado momento, exigiria que todas as moléculas 

enzimáticas estivessem fortemente ligadas aos seus substratos (CASTRO et al., 2015). 

Os parâmetros cinéticos Km e Vmáx da enzima livre e imobilizada foram calculados a 

partir do modelo de Michaelis-Mentem, utilizando a linearização de Lineweaver–Burk. A 

Tabela 2 apresenta os valores de Km e Vmáx encontrados neste estudo, bem como os valores de 

eficiência catalítica (Vmax/Km). 
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Tabela 2. Parâmetros cinéticos constante de afinidade (Km) e velocidade máxima de reação 

(Vmáx) da enzima livre e imobilizada. 

 

 Eq. da Reta R
2
 Km 

(μmol/g) 

Vmáx 

(μmol/g.min) 

Vmáx/ Km 

(min
-1

) 

Enzima 

livre 
0,00298x + 0,00018 0,98932 16,55 5.555,56 335,6 

Enzima 

imobilizada 
0,00704x + 0,00021 0,99291 

 

33,52 

 

 

4.761,90 

 

142 

Fonte: O autor (2020). 

 

 O valor de Vmáx para a enzima livre foi 5.555,56 μmol/g.min e para a enzima 

imobilizada de 4.761,90 μmol/g.min. Enquanto o valor de Km para lipase livre foi 16,55 

μmol/g e para a enzima imobilizada o valor de Km foi de 33,52 μmol/g (Tabela 2). Pode-se 

observar que o Km da enzima livre foi inferior ao Km da enzima imobilizada, indicando uma 

maior afinidade ao substrato.  

Em termos de eficiência catalítica (Vmax/Km), a enzima livre com 335,6 min
-1

 

apresentou melhor desempenho em relação ao imobilizado, com 142 min
-1

. 

Ambas as tendências observadas entre os valores de constante de afinidade para os 

sistemas avaliados (Km(imobilizado) > Km(livre)) e eficiência catalítica (livre > imobilizado) foram 

vinculadas a fatores como: i) limitações da transferência de massa entre substrato/enzima: o 

processo homogêneo com a enzima livre favorece o contato da enzima com o substrato em 

relação ao meio heterogêneo quando do emprego do imobilizado; ii) alterações na 

conformação tridimensional da enzima imobilizada em relação a livre, a qual pode estar 

afetando o sítio ativo da enzima imobilizada; iii) as propriedades do suporte, como sua 

natureza hidrofílica ou hidrofóbica, ou a presença de cargas fixas que afetam o modo de ação 

da enzima e; iv) a maior massa enzimática no sistema livre em relação ao imobilizado, o qual 

possui em sua composição aproximadamente 20 % do equivalente em enzima livre (SIMÕES 

et al., 2011; COSTA, 2015). 

Comportamentos semelhantes são relatados na literatura para lipase imobilizada em 

outros suportes. Wang et al. (2019) utilizaram lipase de Aspergillus oryzae imobilizada em 

suporte de montmorilonita anfifílica (Mt) funcionalizada com 3-aminopropiltrietoxissilano 

(APTS) e encontraram valores de Km para lipase livre e imobilizada de 0,357 e 3,406 (mM), 

respectivamente, e valores de eficiência catalítica (Vmax/Km) para a lipase livre e imobilizada 

de 178,4 e 91,7 min.
-1

, respectivamente. Kirtikumar e Badgujar (2015), ao avaliarem lipase 
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imobilizada em copolímero biocompatível de álcool polivinílico e quitosana, encontraram 

valores de Vmáx de 50.000 μmol/g.min para a enzima livre e 36.360 μmol/g.min para a enzima 

imobilizada. 

Tomke e Rathod, (2018) avaliaram o Km e Vmáx de lipase livre e imobilizada em carvão 

ativado gerado a partir de resíduos agroindustriais de coco e casca de amendoim e obtiveram 

comportamentos semelhantes aos encontrados neste trabalho com valores de km de 0,57 e 0,64 

(mg/mL) para a lipase livre e imobilizada, respectivamente e valores de Vmáx de 4,62 e 4,71 

(μmol/min) para a lipase livre e imobilizada, respectivamente. Os autores sugerem que tal 

comportamento pode ser em função de que pode ter havido uma diminuição na flexibilidade 

conformacional da estrutura da enzima imobilizada. 

Em 2011, Simões e colaboradores, utilizando lipase Cal B imobilizada em quitosana também 

encontram comportamentos semelhantes aos deste estudo, com valores de Vmáx iguais a 12050 

mmol/g min (lipase livre) e 1409 mmol/g min (lipase imobilizada). Os valores de Km encontrados 

foram de 534 mM (livre) e 851 mM (imobilizada). Os autores sugerem que este comportamento 

indica uma mudança da afinidade da lipase pelo substrato, na forma imobilizada em função dos 

efeitos de interacao enzima e suporte do processo de imobilização. 

 

3.6 Estimativa dos parâmetros termodinâmicos e de inativação 

 

Considerando que a faixa de temperatura reacional ótima obtida experimentalmente, a 

qual esta coerente com a literatura (Contesini et al., 2010; Novozymes, 2016; Jain e Naik, 

2018; Fraga et al., 2019), foi entre 40 e 60
o
C, os ensaios de termoestabilidade para as enzimas 

livre e imobilizada foram avaliados entre 40 e 70
o
C. 

As atividades residuais da lipase livre e imobilizada em diferentes temperaturas são 

apresentadas na Figura 7. 

Para ambas as enzimas (livre e imobilizada), todas as temperaturas avaliadas 

apresentam uma mesma tendência, com perda de atividade residual em função do tempo. Esta 

perda de atividade varia linearmente com a temperatura, com os ensaios a 40 e 70 
o
C 

apresentando a menor e maior perda de atividade, respectivamente. Entre as enzimas, a 

imobilizada apresentou perdas de atividade mais acentuadas em relação a livre, indicando um 

efeito negativo da imobilização em relação a termoestabilidade da enzima. A dimensão deste 

efeito pode ser mensurada a partir dos valores apresentados na Tabela 3.  
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Figura 7: Termoestabilidade da lipase livre (a) e imobilizada (b) nas temperaturas de 40, 50, 

60 e 70 °C.  

 

  

(a) (b) 

Fonte: O autor (2020). 

 

Tabela 3. Perfil termodinâmico e de inativação térmica da lipase livre e imobilizada. 

 
Enzima livre 

T 

(°C) 

T 

(K) 
Kd R

2 ½ 

(h) 

D 

(h) 

Z 

(°C) 

Ed  

(KJ/mol) 

ΔG  

(KJ/mol) 

ΔS  

(KJ/mol) 

ΔH 

(KJ/mol) 

40 313,15 0,02 0,97 35,72 118,69 

48,08 81,26 

10,03 0,097 -30,36 

50 323,15 0,03 0,99 25,96 86,23 9,51 0,095 -30,88 

60 333,15 0,05 0,97 13,72 45,59 8,08 0,097 -32,31 

70 343,15 0,36 0,96 1,91 6,37 2,83 0,109 -37,56 

Enzima imobilizada 

40 313,15 0,05 0,98 13,27 44,11 

37,03 54,17 

7,51 0,149 -46,65 

50 323,15 0,10 0,98 7,18 23,86 6,14 0,148 -48,03 

60 333,15 0,17 0,98 3,97 13,21 4,73 0,148 -49,44 

70 343,15 0,34 0,98 2,04 6,77 3,01 0,149 -51,16 

Fonte: O autor (2020). 

 

De acordo com a Tabela 3 a temperatura acelera o processo de inativação térmica das 

enzimas, tanto livre quanto imobilizada. A velocidade com que acontece a inativação da 

lipase imobilizada, representada pela constante de desativação (Kd), é maior se comparada 

com a lipase livre, indicando a ausência de proteção térmica devido a imobilização. 

Confrontando os Kd obtidos para às temperaturas de 40, 50 e 60 °C (Tabela 3), 

verifica-se que os Kd da lipase imobilizada foram 2,73; 3,69 e 3,48 vezes maior que o 

determinado para a lipase livre, respectivamente.  

O tempo de meia-vida (t1/2) é definido como o tempo necessário para que ocorra uma 

redução de 50 % da atividade inicial da enzima, enquanto que o valor D (tempo mínimo de 
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redução) é definido como o tempo necessário para uma redução de 90 % na atividade 

enzimática inicial. A lipase livre mostrou-se mais estável à inativação térmica do que na 

forma imobilizada, obtendo-se tempos de t1/2 na faixa de 35,72 a 1,91 h e valores de D de 

118,69 a 6,37 h (Tabela 3).  

Os valores de z obtidos foram de 48,08 °C e 37,03 °C para a enzima livre e 

imobilizada, respectivamente, ou seja, ao variar a temperatura para mais ou para menos no 

valor de Z, muda-se o valor D em um ciclo logarítmico. O valor Z indicou que são necessárias 

grandes variações de temperatura para afetar consideravelmente a estabilidade da enzima, 

principalmente em relação à mesma no seu estado livre.  

O maior valor de energia de desativação (Ed) da lipase livre (81,26 KJ/mol) 

comparada com a lipase imobilizada em palito de erva-mate (54,17 KJ/mol), sugere que a 

lipase livre requer uma maior quantidade de energia antes de ocorrer o desdobramento da 

proteína e iniciar o processo de inativação térmica, em relação a enzima imobilizada, 

sugerindo que o suporte não foi eficiente para a proteção da enzima frente à degradação 

térmica. 

A determinação dos parâmetros termodinâmicos (energia livre de Gibss (ΔGº), 

entalpia (ΔHº) e entropia (ΔSº)) ajudam a entender o mecanismo de desnaturação da enzima, 

bem como o efeito da temperatura na taxa de desnaturação enzimática, sendo comumente 

empregados para avaliar a estabilidade térmica das enzimas (VARGAS, 2017). 

Os parâmetros de entalpia (∆H) e entropia (∆S) fornecem o número de ligações não 

covalentes quebradas e a mudança na desordem enzima/solvente associada com a formação 

do estado de transição (HEIDTMANN et al., 2012). 

A energia livre de Gibbs mede a espontaneidade da reação, estando a instabilidade 

proteica diretamente relacionada a valores de ∆G, sendo que estes, quando elevados, indicam 

maior estabilidade térmica da enzima (CASTRO et al., 2015). Os valores positivos de ΔGº 

para todos os derivados enzimáticos estudados mostraram que o processo de inativação 

térmica da lipase é termodinamicamente não espontâneo. Além disso, os maiores valores de 

ΔGº registrados para a lipase livre demonstraram que o estado assumido pela enzima, após o 

tratamento térmico, tem maior energia disponível e a conformação estrutural original 

permaneceu mais ativa em comparação com a enzima imobilizada (BUSTAMANTE-

VARGAS et al., 2019). 

A variação de entropia (ΔSº) representa o grau de desordem do sistema. Heidtmann et 

al. (2012) descreve que valores positivos de ΔS sugerem que o desdobramento da enzima 
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pode ser uma etapa determinante para a termoinativação irreversível da enzima. Valores 

baixos de ΔS sugerem uma desordem insignificante no sistema e também podem ser 

altamente influenciados por vários fatores, incluindo o efeito do solvente e da estrutura. Neste 

estudo os valores de ΔS foram positivos para ambos os casos, demonstrando que a reação é 

entropicamente favorável, contudo a variação de ΔS foi pequena. Para a enzima imobilizada 

os valores de ΔS (0,148 a 0,149 KJ/mol), foram superiores aos observados para a enzima livre 

(0,095 a 0,109 KJ/mol) e a temperatura não foi um fator que influenciou neste parâmetro. 

Em relação a entalpia (ΔH) todos os valores foram negativos, tanto para a enzima livre 

como para a enzima imobilizada, indicando que a reação é exotérmica, com uma maior 

liberação de energia para o meio para a enzima imobilizada (-46,65 a -51,16 KJ/mol) em 

relação a enzima livre (-30,36 a -37,56 KJ/mol). 

Resultados similares foram observados por Antunes (2019) para a lipase CALB 

imobilizada em xerogel empregando álcool polivinílico (PVA) como aditivo, apresentando 

valores de Kd superiores e t ½  inferiores em relação a enzima livre, para a faixa de 

temperatura avaliada (40 – 80 °C). De acordo com a autora a menor estabilidade térmica pode 

estar relacionada a funcionalidade do suporte, aliada a temperatura, interferindo de forma 

negativa sobre a estabilidade da enzima, conduzindo a perda de atividade da mesma e, 

consequentemente, potencializando a inativação térmica da enzima imobilizada em relação a 

livre. 

 

4. Conclusões  

 

A proposta de imobilização da lipase Eversa® Transform 2.0 em palito residual de 

erva-mate ativado com APTS/glutaraldeído e metaperiodato de sódio, utilizando como meio 

reacional de imobilização o hexano, mostrou-se promissora com 225,5 e 162,7 % de 

rendimento e possibilidade de até 8 e 5 ciclos de utilização com atividade residual de 65,62 % 

e 52 %, respectivamente. Além disso, os resultados obtidos podem ser uma base de referência 

para pesquisas posteriores envolvendo a utilização de matérias lignocelulósicos como 

suportes em processos de imobilização enzimática. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Neste estudo a enzima lipase foi imobilizada em palito residual de erva-mate, e as 

informações apresentadas contribuem para a ciência e tecnologia de imobilização de enzimas. 

Há um grande interesse na imobilização de lipases, devido ao seu amplo potencial de 

aplicação reações de interesse da indústria (combustível, detergentes, alimentos, fármacos e 

cosméticos). Além disso, a possibilidade de se utilizar suportes oriundos de resíduos 

agroindustriais que seriam descartados junto ao meio ambiente, faz com que seja uma ótima 

alternativa para redução dos custos envolvidos no processo. 

 Em comparação com a enzima livre, a enzima imobilizada não apresentou uma 

termoestabilidade tão eficiente, entretanto o processo de imobilização por ligação covalente 

deste trabalho conferiu um bom rendimento (até 225,52 %), com uma temperatura ótima 

reacional branda (40 °C) e possibilitando até 10 reciclos, demonstrando ser uma pesquisa 

promissora. 

A proposta de imobilização da lipase Eversa® Transform 2.0 em resíduo de palito de 

erva-mate, mostrou-se promissora para a obtenção de um derivado imobilizado com boa 

atividade residual. Os resultados obtidos podem ser uma base de referência para pesquisas 

posteriores que visem à otimização do processo de imobilização de resíduos lignocelulósicos 

e sua posterior aplicação. 

  

SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Avaliar o uso de diferentes solventes no processo de imobilização; 

 Avaliar a estabilidade de armazenamento da enzima imobilizada; 

 Avaliar a ativação da enzima em fluído supercrítico; 

 Realizar aplicação da enzima imobilizada em reações de esterificação. 

 Avaliar a atividade de esterificação tanto para a enzima livre como para a 

imobilizada utilizando a mesma massa para ambas as enzimas; 
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Material suplementar 

 

Determinação dos parâmetros cinéticos Vmáx e Km 

Os parâmetros cinéticos enzimáticos Km e Vmáx da enzima livre e da enzima 

imobilizada foram calculados a partir de gráficos Lineweaver – Burk (Figura 8).  

Figura 8: Curva de saturação da enzima livre (a); gráfico de Lineweaver-Burk da enzima livre 

(b); curva de saturação da enzima imobilizada (c) e gráfico de Lineweaver-Burk enzima 

imobilizada (d). 

 

 

(a) (b) 

 
(c) (d) 

Fonte: O autor (2020) 

 

Estimativa dos parâmetros termodinâmicos e de inativação 

 

 Foram determinados os parâmetros termodinâmicos e de inativação tanto para a 

enzima livre (Figura 9) como para imobilizada (Figura 10). 
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Figura 9: Linearização dos parâmetros termodinâmicos (a) e de inativação (b) da enzima livre. 

 

 

(a) 

 

(b) 

Fonte: O autor (2020). 
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Figura 10: Linearização dos parâmetros termodinâmicos (a) e de inativação (b) da enzima 

imobilizada. 

 

 

(a) 

 

(b) 

Fonte: O autor (2020). 

 

y = 0,3397x 
R² = 0,9839 

y = 0,1743x 
R² = 0,9894 

y = 0,0965x 
R² = 0,989 

y = 0,0522x 
R² = 0,9891 

0
0,25

0,5
0,75

1
1,25

1,5
1,75

2
2,25

2,5
2,75

3

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

-l
n

 (
A

/A
0

) 

Tempo (horas) 

70ºC

60ºC

50ºC

40ºC

Linear

(70ºC)

Linear

(60ºC)

Linear

(50ºC)

Linear

(40ºC)

y = 6660,1x - 18,299 
R² = 0,9976 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

0,0029 0,003 0,0031 0,0032 0,0033

- 
ln

 (
K

) 

1/T (K) 


