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RESUMO

Este estudo desenvolveu e avaliou um novo suporte heterofuncional à base de nanopartículas 

magnéticas de magnetita (Fe3O4) funcionalizadas com ácido dietilenotriaminopenta (metileno 

fosfônico) (DTPMP) por meio do método sonoquímico, seguido de ativação com glutaraldeído 

(GLU) para a imobilização da lipase Eversa® Transform 2.0 (ET2). A otimização do processo 

de imobilização foi conduzida utilizando o método Taguchi, determinando as condições ideais 

como tempo de reação (6 h), força iônica (5 mM), carga enzimática (5 mg de ET2 por grama 

de suporte) e temperatura (40 °C). O suporte foi caracterizado estrutural e magneticamente por 

difração de raios X (XRD), magnetômetro de amostra vibrante (VSM), espectroscopia no 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TGA), microscopia 

eletrônica de varredura (SEM) e fluorescência de raios X (XRF), confirmando a 

funcionalização do suporte e a imobilização da enzima. A estabilidade e o desempenho 

catalítico foram avaliados por testes de dessorção, reuso, capacidade de carga do suporte e 

resistência a solventes orgânicos. A atividade da ET2 imobilizada é reduzida para 54,08% após 

dez ciclos de reuso. O rendimento de imobilização foi de 60,53% ± 1,37 com atividade relativa 

de 92,37% ± 2,26. Entre os solventes heptano, hexano, ciclo-hexano, tetraidrofurano (THF) e 

acetonitrila, a atividade foi melhorada apenas na presença de acetonitrila e tetraidrofurano. 

Embora o suporte não tenha promovido aumento da atividade em diferentes pH’s e temperaturas 

em comparação à enzima livre, os resultados demonstram seu potencial como uma plataforma 

eficiente para a imobilização de lipases, conferindo estabilidade e reusabilidade da ET2 

imobilizada. O acoplamento molecular entre o suporte e a ET2 foi avaliado através de docking 

molecular, que demonstrou que o GLU atua como elo funcional entre a ET2 e o suporte 

Fe3O4@DTPMP-GLU, favorecendo a imobilização eficiente da enzima. 

Palavras-chave: imobilização enzimática; nanopartículas magnéticas; lipase Eversa® 

Transform 2.0; suporte heterofuncional; estabilidade enzimática.



ABSTRACT

This study developed and evaluated a new heterofunctional support based on magnetic 

magnetite (Fe3O4) nanoparticles functionalized with diethylenetriaminepenta (methylene 

phosphonic acid) (DTPMP) through the sonochemical method, followed by activation with 

glutaraldehyde (GLU) for the immobilization of Eversa® Transform 2.0 lipase (ET2). The 

optimization of the immobilization process was carried out using the Taguchi method, 

determining the ideal conditions such as reaction time (6 h), ionic strength (5 mM), enzyme 

load (5 mg of ET2 per gram of support) and temperature (40 °C). The support was characterized 

structurally and magnetically by X-ray diffraction (XRD), vibrating sample magnetometer 

(VSM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetry (TGA), scanning 

electron microscopy (SEM) and X-ray fluorescence (XRF), confirming the functionalization of 

the support and the immobilization of the enzyme. Stability and catalytic performance were 

evaluated by desorption, reuse, support load capacity, and organic solvent resistance tests. The 

activity of immobilized ET2 decreased to 54.08% after ten reuse cycles. The immobilization 

yield was 60.53% ± 1.37, with a relative activity of 92.37% ± 2.26. Among the solvents heptane, 

hexane, cyclohexane, tetrahydrofuran (THF), and acetonitrile, activity was improved only in 

the presence of acetonitrile and tetrahydrofuran. Although the support did not promote 

increased activity at different pHs and temperatures compared to the free enzyme, the results 

demonstrate its potential as an efficient platform for lipase immobilization, conferring stability 

and reusability of immobilized ET2. The molecular coupling between the support and ET2 was 

evaluated through molecular docking, which demonstrated that GLU acts as a functional link 

between ET2 and the Fe3O4@DTPMP-GLU support, favoring the efficient immobilization of 

the enzyme.

Keywords: enzyme immobilization; magnetic nanoparticles; Eversa® Transform 2.0 lipase; 

heterofunctional support; enzyme stability.
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1 INTRODUÇÃO E OBJETIVOS

Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentável 2030 das Nações Unidas defendem o uso 

de produtos químicos verdes, sustentáveis e recicláveis pelas indústrias para reduzir a poluição 

ambiental. Assim, as indústrias estão adotando tecnologias de biocatálise (processo verde e 

sustentável) para a fabricação de seus produtos (KHANRA; RAVICHANDIRAN; SWAIN, 

2024). A crescente necessidade de reduzir o uso de produtos químicos, combinada com a 

biodegradabilidade e propriedades ecológicas das enzimas, as tornam alternativas promissoras 

no mercado industrial (BULLO et al., 2024). 

As enzimas proteínas catalíticas que têm sido tradicionalmente utilizadas para acelerar 

reações químicas através da diminuição da energia de ativação das reações (BULLO et al., 2024; 

LI et al., 2025). Elas são consideradas biocatalisadores notáveis e valiosos na química 

sustentável, pois oferecem processos sustentáveis e eficientes devido à sua capacidade de atuar 

em condições moderadas com maior especificidade (MILOVANOVIĆ et al., 2025; 

MIRSALAMI; MIRSALAMI; GHODOUSIAN, 2024).

O mercado de enzimas está em constante crescimento, e as lipases, em suas formas livre 

e imobilizada, constituem uma parte importante desse mercado (ALI et al., 2023; BULLO et 

al., 2024; SABI et al., 2025). As lipases estão entre as enzimas mais utilizadas como 

biocatalisadores tanto na pesquisa acadêmica quanto na indústria. Fato este decorrente de sua 

alta estabilidade e atividade sob uma ampla gama de condições e meios. Além disso, em alguns 

casos, essas enzimas possuem alta seletividade e/ou especificidade regio e/ou enantio, ausência 

de cofatores. Somada a isto, elas têm baixa especificidade, permitindo que reconheçam um 

grande número de substratos diferentes (SABI et al., 2025). 

Recentemente, tem havido um interesse significativo no uso da lipase líquida Eversa® 

Transform 2.0 (ET2), que é derivada de Thermomyces lanuginosus e expressa em uma cepa de 

Aspergillus oryzae (LIOW et al., 2024). A ET2 é uma lipase muito estável que está disponível 

comercialmente (CARBALLARES et al., 2024; SABI et al., 2025). A ET2 atraiu atenção por 

sua relação custo-benefício, chegando a ser 100 vezes mais barato em comparação com lipases 

imobilizadas como a Novozyme 435, mantendo alta atividade enzimática mesmo sob condições 

operacionais moderadas (LIOW et al., 2024). Ela oferece várias vantagens, incluindo alta 

especificidade de substrato, atividade catalítica robusta sob condições moderadas e vida útil 

estendida. Juntos, esses atributos posicionam a ET2 como uma candidata desejável para 



aplicações industriais de larga escala (SANTOS et al., 2024).

No entanto, a aplicação de enzimas na indústria enfrenta limitações significativas, 

incluindo baixa estabilidade em condições operacionais, desafios de recuperação do meio de 

reação, limite de reutilização,  solubilidade e suscetibilidade à desnaturação 

(MILOVANOVIĆ et al., 2025; MIRSALAMI; MIRSALAMI; GHODOUSIAN, 2024). A 

instabilidade das enzimas não apenas dificulta a adoção de reações enzimáticas sob condições 

padrão, mas também restringe a otimização do processo por meio de estratégias, como o 

aumento da solubilidade do reagente com co-solventes, aumento das temperaturas da reação e 

emprego de sistemas sem solvente (MIRSALAMI; MIRSALAMI; GHODOUSIAN, 2024). 

A imobilização de enzimas é uma das estratégias mais eficazes e economicamente 

viáveis para os processos biotecnológicos relevantes para a biotransformação, biodiesel, 

indústrias alimentícias, ciência farmacêutica e diagnóstico médico (KIKANI et al., 2023). A 

indústria requer soluções práticas para o uso de enzimas, assim, a imobilização surge como uma 

forma de maior estabilidade, fácil separação das misturas de reação, reutilização por períodos 

prolongados, especialmente em sistemas que exigem reações químicas contínuas 

(ASADUZZAMAN; SALMON, 2022; KOWALCZYKIEWICZ et al., 2021). A imobilização 

também fornece enzimas para liberação controlada ou promove a degradação desencadeada de 

materiais de aprisionamento (ASADUZZAMAN; SALMON, 2022).

Na literatura, os principais mecanismos de imobilização de lipase em nanomateriais 

(NMs) podem ser agrupados nas seguintes categorias: reticulação, adsorção física, 

encapsulamento/aprisionamento, ligação covalente, ligação por afinidade e monocamadas 

automontadas (MILOVANOVIĆ et al., 2025). A eficácia da imobilização de enzimas em NMs 

é determinada por vários fatores, incluindo os métodos de imobilização, os tipos de NMs 

utilizados e suas propriedades físico-químicas, como tamanho de partícula, comportamento de 

agregação, dimensões e os agentes de acoplamento ou modificação aplicados 

(MILOVANOVIĆ et al., 2025; OKE et al., 2023). 

Cada um desses métodos pode ser otimizado para aplicação específica e tipo de enzima, 

considerando fatores como estabilidade da enzima, atividade e o uso pretendido do sistema 

imobilizado (MILOVANOVIĆ et al., 2025). Entre esses métodos, a ligação covalente é a mais 

popular porque fornece maior grau de estabilização para enzimas e evita a formação de 

estruturas secundárias (TRIPATHI et al., 2025). Atualmente existem mais de 1300 NMs 



disponíveis, enquanto a imobilização de lipase é mais comumente realizada em nanopartículas 

(NPs), nanotubos e membranas nanofibrosas (MILOVANOVIĆ et al., 2025).

As NPs magnéticas (NPMs) de magnetita (Fe3O4) são um excelente suporte para 

imobilizar diferentes enzimas devido à sua grande área de superfície, baixa toxicidade, 

facilidade de síntese, potencial paramagnético e separação simples da mistura reacional 

(aplicação de campo magnético externo) (MANOJ et al., 2024; MELO et al., 2024). A produção 

de NPs de Fe3O4 estequiométricas puras em larga escala levou ao desenvolvimento de várias 

rotas químicas, como coprecipitação, decomposição térmica, combustão, técnicas 

hidrotérmicas, solvotérmicas e sonoquímicas (ARORA; LEDWANI; KOMAL, 2025). Nos 

últimos anos, a síntese sonoquímica tem sido amplamente utilizada na fabricação de NMs 

devido à sua simplicidade, tempo de reação curto e condições de operação suaves (ZHANG et 

al., 2025b). 

A abordagem sonoquímica assistida por ultrassom é ecologicamente correta e opera em 

condições ambientais, reduz a duração das reações e fornece um método prático e adaptável 

(BENIWAL et al., 2025). Ela é considerada um método rápido e fácil para criar nanoestruturas 

(YOUSEFZADEH; SALAVATI-NIASARI; GHANBARI, 2025). A sonoquímica se origina das 

condições transitórias extremas induzidas pelo ultrassom de alta intensidade, que produzem 

pontos quentes únicos que podem atingir altas temperaturas (acima de 5000 K), altas pressões 

(superiores a 1000 atmosferas) e taxas de aquecimento e resfriamento superiores a 1010 Ks-1 

(BENIWAL et al., 2025; HANGXUN; ZEIGER; SUSLICK, 2013; ZHANG et al., 2025b). Tais 

condições são distintas de outras técnicas sintéticas convencionais, como síntese hidrotérmica, 

pirólise de chama, química úmida ou fotoquímica (HANGXUN; ZEIGER; SUSLICK, 2013). 

Essas condições extremas podem acelerar a nucleação e o crescimento de NMs. Além disso, é 

possível obter a modulação da morfologia e do tamanho do nanomaterial ao controlar a 

frequência e a potência ultrassônicas, bem como a composição do sistema de reação (ZHANG 

et al., 2025b). Os efeitos mais notáveis são consequências da cavitação acústica dentro da 

solução, na qual a energia das ondas ultrassônicas causa a formação, crescimento e o colapso 

implosivo de bolhas (AFAQ et al., 2025; HANGXUN; ZEIGER; SUSLICK, 2013; ZHANG et 

al., 2025b).

Para aumentar a eficiência na utilização prática das NPMs é necessário que elas sejam 

superficialmente modificadas através da funcionalização (MANOJ et al., 2024; MELO et al., 

2024). As NPMs exigem um revestimento de superfície biocompatível que aprimore sua 



capacidade de adsorver, anexar covalentemente e se ligar a moléculas alvo (REZAEI et al., 

2024). Destarte, a funcionalização permite que elas fiquem com a superfície suficientemente 

reativa para realizar a imobilização da enzima (MELO et al., 2024). Além disso, preserva a 

estrutura original das NPMs, evitando aglomeração devido à atração interpartícula, bem como 

evita biodegradação adicional (REZAEI et al., 2024). As NPs de ferro são facilmente oxidadas 

na presença de oxigênio, resultando na perda de seu magnetismo e comportamentos de 

dispersão, a funcionalização também contorna esse problema (HADADI; HABIBI, 2025; 

NGUYEN et al., 2025). 

A NP de Fe3O4 pode ser facilmente modificada com vários grupos de revestimento de 

superfície, formando uma estrutura núcleo-casca (KHORAMIAN et al., 2024; KONG et al., 

2025; MELO et al., 2024; NGUYEN et al., 2025). A funcionalização pode ser feita usando o 

ácido dietilenotriaminopenta(metileno fosfônico) (DTPMP) como a agente de cobertura. Os 

agentes funcionalizantes baseados em moléculas de fosfonato demonstram forte afinidade dos 

grupos fosfato/ácido fosfórico aos átomos de Fe na superfície dos NMs.  Os derivados de 

fosfonato podem promover melhor estabilidade química contra variações de pH, diluições, 

hidrólise e oxidação (NETO et al., 2021). 

Um dos métodos mais usados na imobilização de enzimas por meio de ligações 

covalentes envolve o uso de reagentes multifuncionais (RUSU et al., 2022). Durante a etapa de 

modificação para imobilização enzimática, as NPs de Fe3O4 são funcionalizadas com grupos 

especiais, como hidroxila (-OH), carboxílicos (-COOH) e amino (-NH2), dependendo da 

camada de revestimento, para se ligarem às moléculas de enzima (HADADI; HABIBI, 2025; 

KHORAMIAN et al., 2024). A escolha do agente de reticulação é crucial para a imobilização 

da enzima em nanosuportes, afetando a recuperação da atividade e a estabilidade operacional 

(LIU; HUANG; WEN, 2024). 

O glutaraldeído (GLU) é um dos reagentes de reticulação mais amplamente utilizados 

no preparo de biocatalisadores (BARBOSA et al., 2014). O GLU  é uma pequena molécula 

reativa capaz de penetrar na estrutura interna de enzimas, sendo frequentemente usado como 

reticulador devido ao seu baixo preço (HONG et al., 2021). O GLU é comumente escolhido 

devido à sua acessibilidade e eficácia na formação de ligações covalentes com enzimas, pois 

possui extremidades reativas que têm como alvo grupos funcionais específicos nas enzimas 

(LIU; HUANG; WEN, 2024; RUSU et al., 2022). O GLU pode reagir com diferentes grupos 

enzimáticos, envolvendo principalmente grupos amino primários de proteínas, embora possa 



eventualmente reagir com outros grupos (tiois, fenóis e imidazóis) (BARBOSA et al., 2014).

 Dessa forma, o presente estudo investiga o uso de NPs de magnetita (Fe3O4) 

funcionalizadas com DTPMP e ativadas com GLU para a imobilização da lipase Eversa® 

Transform 2.0, trazendo uma inovação em química de superfície, visando aprimorar sua 

estabilidade e viabilidade para futuras aplicações industriais sustentáveis.

1.1 Objetivo geral

Realizar o estudo e a caracterização do suporte obtido pela imobilização da Lipase 

Eversa® Transform 2.0 (ET2) em nanopartículas magnéticas de magnetita funcionalizadas com 

ácido dietilenotriaminopenta(metileno fosfônico) (DTPMP) e ativadas com glutaraldeído 

(Fe3O4@DTPMP-GLU), visando aprimorar sua estabilidade e viabilidade para aplicações 

industriais sustentáveis.

1.1.1 Objetivos Específicos

• Sintetizar nanopartículas magnéticas de Fe3O4@DTPMP para uso como suporte enzimático;

• Ativar o suporte Fe3O4@DTPMP com GLU, formando Fe3O4@DTPMP-GLU, e investigar 

as interações moleculares entre esse e a enzima ET2 por meio de estudos de docking molecular;

• Aplicar o planejamento experimental Taguchi para otimizar as condições de imobilização 

da ET2 no suporte funcionalizado;

• Avaliar a ET2 imobilizada quanto à sua capacidade de carga enzimática, eficiência de 

reutilização, resistência à dessorção e estabilidade sob diferentes condições (térmica, pH, 

solventes orgânicos e armazenamento);

• Caracterizar estrutural e magneticamente o suporte e a ET2 imobilizada utilizando difração 

de raios X (XRD), magnetômetro de amostra vibrante (VSM), espectroscopia no infravermelho 

por transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TGA), microscopia eletrônica de 

transmissão (TEM), microscopia eletrônica de varredura (SEM) e fluorescência de raios X 

(XRF).



2 REVISÃO BIBLIOMÉTRICA
Resumo

Nos últimos anos, uma poderosa ferramenta usada para melhorar as propriedades das enzimas 

têm sido o processo de imobilização, que ajuda a melhorar vários aspectos, como por exemplo, 

estabilidade e reutilização. No entanto, deve ser levado em conta que o tipo de material do 

suporte usado desempenha um papel crucial no processo de imobilização, visto que os materiais 

usados no suporte podem exercer forte efeito nas propriedades do sistema catalítico produzido. 

Uma grande variedade de materiais pode ser usada como suporte, desde materiais inorgânicos, 

orgânicos, ou até materiais híbridos e compósitos. Assim, pesquisas são realizadas para verificar 

o uso de materiais como suporte enzimático. O levantamento bibliométrico avançado auxilia 

na determinação dos suportes utilizados e fornece outras perspectivas sobre o tema. Assim, um 

levantamento foi realizado com dados fornecidos pela literatura em um período de 2005 a 2025, 

com o objetivo de realizar uma análise bibliométrica avançada abordando os principais estudos 

relacionados ao uso de suportes enzimáticos. Esse estudo destacou os principais países/regiões 

que realizam estudos, áreas de pesquisa que envolvem o tema, bem como tendências futuras. A 

análise bibliométrica mostrou um aumento acentuado nas publicações. As análises de coautoria 

e cocitação identificam pesquisadores-chave e redes colaborativas. A tendências de palavras-

chave como "enzyme immobilization" e "functionalization" indicaram direções de pesquisa em 

avanço. Por fim, é possível verificar que a utilização de novos suportes é uma tendência na área 

da biotecnologia.

Palavras-chave: enzimas; imobilização; análise bibliométrica.

2.1 Introdução

A biocatálise é uma tecnologia fundamental que demonstra eficiência e seletividade 

significativas em várias reações químicas (ZHAO et al., 2025). Ela surgiu como uma estratégia 

central promovida pela indústria química, visando a busca por soluções sustentáveis, e assim, 

se alinhar aos princípios da química verde (ROBESCU; BAVARO, 2025). Em relação à catálise 

química, a biocatálise representa uma abordagem mais ecológica e sustentável (ZHAO et al., 

2025). As enzimas são indispensáveis na biotecnologia, pois são usadas como catalisadores 

biológicos em diversas aplicações, incluindo desenvolvimento de produtos farmacêuticos, 



biossensores, produção de produtos químicos finos, síntese de biocombustíveis, processamento 

de alimentos e bebidas (PRABHAKAR et al., 2025; ROBESCU; BAVARO, 2025; WANG et 

al., 2025b). 

Os biocatalisadores se posicionam como uma alternativa promissora para aplicações 

industriais sustentáveis em virtude da capacidade de facilitar reações em condições amenas, ao 

mesmo tempo em que oferecem alta seletividade de substrato e alta eficiência catalítica (BAI; 

YU; DU, 2025; ROBESCU; BAVARO, 2025). As enzimas brutas naturais de microrganismos, 

plantas ou animais já vem sendo usadas há muito tempo em síntese química. No caso de reações 

não naturais para intermediários farmacêuticos, as enzimas podem ser rastreadas ou projetadas 

para exibir ampla especificidade de substrato e alta enantiosseletividade em experimentos 

bioquímicos (WANG et al., 2025b). Em ambientes aquosos, a função primária da enzima gira 

em torno de catalisar a hidrólise de ligações éster, resultando na formação de produtos de álcool 

e ácido carboxílico enquanto, em solventes orgânicos, elas demonstram a capacidade de facilitar 

reações reversas ou reações de transesterificação (AKRAM et al., 2025). 

De acordo com o “Market Analysis Report: Enzymes Market Size” recentemente 

divulgado pela Grand View Research, o tamanho do mercado global de enzimas industriais foi 

estimado em US$ 7.530,3 milhões em 2024 e está projetado para atingir US$ 12.640,2 milhões 

até 2033, e estima-se que aumente a uma taxa de crescimento anual composta de 6,2% de 2025 

a 2030 (GRAND VIEW RESEARCH, 2025). Na última década houve uma crescente demanda 

por enzimas eficientes, seletivas e estáveis nos níveis de pesquisa e industrial (VEGA; 

PLANAS; BIARNÉS, 2025). O principal propulsor do mercado de enzimas inclui tecnologias 

avançadas desenvolvidas para melhorar a relação custo-eficácia e a eficiência dos 

biocatalisadores (LIMA et al., 2025; MAGHRABY et al., 2023).

O potencial total das enzimas para aplicações industriais permanece subutilizado 

(ROBESCU; BAVARO, 2025). Embora as enzimas apresentem propriedades vantajosas, a 

aplicação prática de enzimas é frequentemente limitada por seu alto custo, que é atribuído à 

reutilização e estabilidade inadequadas (ZHAO et al., 2025). Os desafios da estabilidade da 

enzima sob condições extremas, como exposição a solventes orgânicos, surfactantes ou íons 

metálicos, bem como níveis de pH, altas temperaturas e altas pressões, acabam restringindo sua 

aplicação de forma mais ampla (BAI; YU; DU, 2025; ROBESCU; BAVARO, 2025). Além 

disso, outros desafios adicionais são vida útil curta e, mais criticamente, dificuldades na 

recuperação e reciclagem da enzima (ROBESCU; BAVARO, 2025). 



As técnicas de imobilização enzimática têm sido utilizadas para diminuir as limitações 

do uso das enzimas (PATIL et al., 2025; ROBESCU; BAVARO, 2025; ZHAO et al., 2025). Elas 

surgiram com o intuito de abordar questões relacionadas à separação das enzimas da mistura de 

reação, recuperação das enzimas e fácil reciclagem (PATIL et al., 2025). A imobilização de 

enzimas oferece vantagens consideráveis, como facilidade de recuperação de enzimas, 

estabilidade aprimorada, bem como processamento downstream simplificado e operação 

contínua (ZHAO et al., 2025). Os métodos de imobilização podem ser tanto físicos (adsorção, 

ligação iônica, ligação por afinidade, encapsulamento e aprisionamento), quanto químicos 

(reticulação e ligação covalente). No caso da imobilização química, ela normalmente oferece 

estabilidade superior em comparação aos métodos físicos devido à formação de ligações mais 

fortes entre a enzima e o material do suporte (PRABHAKAR et al., 2025). Normalmente, os 

protocolos convencionais para imobilização da enzima envolvem adsorção, reticulação, ligação 

covalente e encapsulamento (MAGHRABY et al., 2023). As técnicas convencionais de 

imobilização de enzimas incluem métodos em que pode ou não ocorrer a ligação da enzima ao 

suporte. Assim, esses métodos podem envolver a formação de interações fracas (adsorção e 

interações iônicas), uma ligação química forte (interação covalente), ou incluindo a ausência de 

qualquer interação entre a enzima e o suporte (reticulação) (ROBESCU; BAVARO, 2025).

Os métodos de imobilização exercem impactos distintos na estabilidade e atividade 

enzimática (PRABHAKAR et al., 2025). Os avanços recentes na tecnologia de imobilização 

enzimática ajudaram a estabilizar as enzimas multissubunitárias, melhorar as propriedades 

catalíticas e aumentar a atividade enzimática (PATIL et al., 2025). Um sistema de imobilização 

eficaz deve ancorar a enzima de forma segura para evitar qualquer liberação não intencional, o 

que poderia contaminar os produtos e levar à perda da enzima, e assim, evitar a diminuição da 

atividade catalítica (ROBESCU; BAVARO, 2025). A imobilização pode ajudar a preservar a 

atividade da enzima por longos períodos (PRABHAKAR et al., 2025). Além disso, enzimas 

suficientemente estáveis no suporte podem ser reutilizadas de forma eficiente (ROBESCU; 

BAVARO, 2025).

O objetivo da imobilização enzimática na biocatálise moderna vai além dos benefícios 

tradicionais para garantir que o processo se torne comercialmente viável, oferecendo vantagens 

operacionais significativas, particularmente em processos contínuos (PATIL et al., 2025). 

Portanto, o biocatalisador pode ser projetado por meio de técnicas de imobilização (ROBESCU; 

BAVARO, 2025). Na última década, esforços notáveis foram destinados à exploração de 



métodos inovadores de imobilização, particularmente usando materiais sólidos em escala macro 

e micro. Os estudos verificaram que o desempenho das enzimas imobilizadas demonstrou 

depender significativamente das propriedades dos materiais de suporte (ZHAO et al., 2025).

Neste contexto, o presente estudo visou explorar os avanços tecnológicos e as 

perspectivas no uso de materiais suporte para imobilização de enzimas por meio de um 

levantamento bibliométrico, destacando avanços inovadores nas pesquisas. Com a revisão 

bibliográfica abrangente foi possível identificar evolução temporal das publicações, principais 

áreas do conhecimento, autores e instituições mais produtivas, palavras-chave mais frequentes 

e artigos mais citados. Com o auxílio dos dados obtidos, novas perspectivas para pesquisas 

futuras surgem para abordar as lacunas de conhecimento sobre os materiais suporte para 

imobilização de enzimas. 

2.2 Metodologia Bibliométrica

2.2.1 Fonte de dados 

Os dados utilizados foram adquiridos na base de dados do site Web of Science - Core 

Collection (WoS), que é considerada uma plataforma confiável e de alta qualidade em 

publicações científicas na geração de citações bibliográficas (ZAVALA et al., 2025). Para a 

seleção dos dados, foram aplicados parâmetros de classificação referentes à análise 

bibliométrica avançada. Para acesso à plataforma, foi utilizado o login disponibilizado pela 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) no sistema Capes 

Periódicos. 

A busca inicial contou com alguns filtros. Primeiro, selecionou-se o campo “all fields” 

e adicionou-se as palavra-chave inicial “Enzyme immobilization”, considerando o período de 

2005 a 2025, que resultou em um total de 25.108 artigos. Apenas artigos e artigos de revisão 

em inglês foram selecionados com o intuito de garantir a relevância dos estudos. Em seguida, 

dois filtros adicionais foram aplicados para refinar a busca e focar em tópicos mais específicos 

sobre os materiais usados como suportes usados para imobilização. No primeiro filtro foi usada 

a palavra-chave “Support Materials”, o que reduziu o número de artigos para 3.347, e por fim, 

foi inserido a última palavra-chave “Functionalization”, restringindo ainda mais as publicações, 

com um resultado final de 328 artigos. Esse processo de refinamento garantiu que apenas 



estudos altamente relevantes para o escopo da pesquisa fossem considerados. A base serviu de 

suporte para todas as análises que foram realizadas.

2.2.2 Análise de dados 

Três softwares foram usados para a análise quantitativa e precisa dos dados do 

levantamento: O VOSviewer (http://vosviewer.com), o CiteSpace (https://citespace.podia.com) 

e o pacote R do bibliometrix (https://www.bibliometrix.org/). Com base no acervo central do 

banco de dados WoS, foi utiliza de forma abrangente as vantagens dos softwares VOSviewer e 

CiteSpace para realizar análises bibliométricas, analisar e resumir de forma sistemática e visual 

a literatura sobre os materiais suporte para imobilização de enzimas, e explorar o status da 

pesquisa (CHENG et al., 2021). O CiteSpace ajudou a projetar o futuro da pesquisa em áreas 

de interesse, com base nas palavras-chave e clusters gerados (CHEN; ZHANG; LI, 2022). O 

pacote R do bibliometrix foi crucial para análise bibliométrica, pois facilita a extração, limpeza 

e análise de dados, criando gráficos e mapas interativos, que melhoram a interpretação dos 

dados, tornando-os mais acessíveis e intuitivos (ARIA; CUCCURULLO, 2017).

2.3 Resultados e Discussão

2.3.1 Análise Bibliométrica 

2.3.1.1 Evolução temporal das publicações (2005 – 2025) 

A análise das acelerações que os estudos demonstraram ao longo do tempo é um ponto 

crucial para refletir as tendências na pesquisa bibliográfica (MUTLU AVINÇ; YILDIZ, 2025). 

A Figura 1 combina barras e linhas para ilustrar a evolução anual do número de publicações e 

citações em estudos relacionados aos suportes para imobilização de enzimas, abrangendo o 

período de 2005 a 2025. As barras em azul claro representam o número de publicações, 

enquanto a linha vermelha mostra o número de citações. É possível visualizar um aumento na 

produção acadêmica a partir de 2008, com flutuações até 2017, com um declínio acentuado na 

produção de publicações a partir de 2023. Uma possível razão para a tendência de oscilações 

nas publicações pode ser atribuída a variações na priorização de pesquisas, mudanças na 



disponibilidade de financiamento ou saturação temporária do tópico, levando a uma 

reorientação dos esforços de pesquisa para outras áreas ou uma diminuição temporária no 

número de publicações. Por outro lado, o declínio nas publicações após 2022, apesar do alto 

número de citações, pode indicar um potencial diminuição na relevância ou no impacto de 

publicações mais recentes, sugerindo um ponto de saturação na área, indicando que as questões 

centrais já foram extensivamente exploradas.

Figura 1 – Produção científica anual e citações indexadas no Web of Science de 2005 a 2025, 

relacionadas aos suportes para imobilização de enzimas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dois picos notáveis em 2018 e 2019, que marcam o maior volume de produção de 

publicações dentro do período analisado. Os picos mais intensos podem ser atribuídos a vários 

fatores, como o estímulo por avanços significativos na área, aumento do financiamento de 

pesquisa ou interesse renovado no assunto devido a eventos globais ou descobertas relevantes. 

Além disso, podem estar associados a um aumento na colaboração internacional, maior acesso 

a tecnologias de pesquisa ou à necessidade urgente de abordar desafios que exigem investigação 

científica mais aprofundada.

Um aumento constante foi observado nas citações ao longo dos anos, com crescimento 

significativo até 2021. Os anos de 2021 e 2024 tiveram o maior número de citações, 1529 e 

1584, respectivamente. Esses picos sugerem que os artigos publicados nesses anos foram 



particularmente influentes e amplamente referenciados em pesquisas subsequentes, ressaltando 

seu impacto significativo na comunidade acadêmica. O crescimento até 2019 coincide com a 

popularização dos suportes magnéticos e maior financiamento em biotecnologia. O declínio 

após 2023 não representa perda de relevância, mas sim uma transição temática, possivelmente 

associada à saturação de suportes clássicos, com migração da pesquisa para materiais mais 

inovadores, como MOFs e COFs. 

2.3.1.2 Áreas do conhecimento predominantes

A Figura 2 ilustra a distribuição de artigos publicados em diferentes áreas de pesquisa 

no desenvolvimento de matérias suporte para imobilização de enzimas. A análise revela que a 

categoria “Química” se destaca como a área mais predominante, com 174 publicações, 

representando 29 % dos artigos na base de dados selecionada, como exibe a Figura 3, indicando 

o papel significativo dos avanços na área de química. Como pode ser visto nas Figuras 2 e 3, a 

pesquisa de materiais suporte para imobilização de enzimas possui uma distribuição com 

abordagem multidisciplinar, mostrando que a diversidade de áreas não apenas ressalta os 

diferentes tipos de setores que usam enzimas imobilizadas, mas abrindo oportunidades 

promissoras para o desenvolvimento de novos suportes para imobilização.

Figura 2 – As 10 principais áreas de pesquisa relacionadas aos suportes para imobilização de enzimas.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Figura 3 – Distribuição percentual de registros das 10 principais áreas de pesquisa relacionadas aos 
suportes para imobilização de enzimas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.1.3 Países mais produtivos e redes de colaboração 

A análise do banco de dados também fornece informações sobre a região/país de origem 

indicado pelos autores correspondentes dos artigos publicados. Na Figura 4, podemos ver uma 

rede de clusters coloridos formados por diferentes países, agrupados de acordo com seu grau 

de colaboração e conectados por linhas, de 2014 a 2020. Dos 59 países, 44 foram incluídas por 

apresentaram pelo menos 2 publicações. Entre todos esses países, representados por “nós”, um 

nó se destaca devido ao seu tamanho e ao número de conexões com outros países. Este país é a 

China, que obteve o maior número de publicações (53 publicações, 11,4% do total) e o maior 

número de citações (2.295). A USA em segundo lugar (39 publicações e 2.082 citações) e a 

Alemanha em terceiro lugar (30 publicações e 615 citações). O Brasil também possui uma 

visibilidade, embora ocupe a sexta posição, com 23 publicações, possui 1.023 citações. Os EUA 

e a China dominam as publicações, mas o Brasil ganha destaque, principalmente em pesquisas 

aplicadas em energia e biocombustíveis, o que reflete políticas nacionais voltadas à 

bioeconomia. 



Figura 4 – Visualização do mapa de rede dos países que mais publicaram de 2014 a 2020.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 5 apresenta a análise de citações da instituição organizadas em clusters 

coloridos, destacando aquelas que são significativas em termos de publicações e suas relações 

de colaboração, onde foram incluídas apenas aquelas com no mínimo 2 publicações. Um total 

de 110 organizações colaboraram em estudos sobre suportes para imobilização de enzimas. O 

Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) liderou em termos de contribuição, 

com 12 artigos publicados e 574 citações. O CSIC é a maior instituição pública dedicada à 

ciência na Espanha e a terceira maior na Europa. Além disso, a presença da instituição 

University of Limerick no mesmo cluster indica uma colaboração próxima com a instituição 

CSIC. Embora a instituição irlandesa University of Limerick tenha publicado 7 artigos, ela teve 

o maior número de citações, com expressivas 1.203 citações. As redes de colaboração são 

lideradas por grupos chineses e americanos, mas o Brasil aparece como ator emergente, 

principalmente em aplicações industriais.



Figura 5 – Mapa de visualização de rede relacionado à colaboração entre instituições mais produtivas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.1.4 Autores e instituições líderes 

A Figura 6 expõe os autores com maior número de publicações, onde dos 1652 autores, 

102 foram citados pelo menos duas vezes. Entre eles, os dois autores mais citados foram 

Muhammad Bilal (905 citações e 4 publicações), Edmond Magner (973 citações e 3 publicações) 

e Hafiz M. N. Iqbal (748 citações e 3 publicações). Embora estes autores tenham tido poucas 

publicações, eles tiveram um número elevado de citações. 

No caso dos autores Sarah Hudson, Jakki Cooney e Edmond Magner, possuem o maior 

número de citações com apenas uma publicação, a revisão de 2008 intitulada “Proteins in 

Mesoporous Silicates”. O autor Edmond Magner também se destaca por possuir autoria única, 

no artigo de revisão de 2013 intitulado “Immobilisation of enzymes on mesoporous silicate 

materials”.



Figura 6 – Visualização em cluster da referência de cocitação.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.1.5 Palavras-chave emergentes 

As Palavras-chave garantem a compreensão geral de um tópico de pesquisa e seu 

conteúdo. Assim, ao analisar palavras-chave de alta frequência tópicos importantes e atuais no 

campo de suportes para imobilização de enzimas são refletidos (MUTLU AVINÇ; YILDIZ, 

2025). A Tabela 1 mostra as 20 palavras-chave mais frequentemente envolvidas no campo dos 

suportes para imobilização de enzimas. 

A palavra-chave mais importante mencionada no levantamento bibliométrico foi 

“enzyme immobilization” com 117 ocorrências e força total do link 435. A alta força total do 

link dessas palavras-chave ressalta sua centralidade e interconexão na rede de estudo, refletindo 

um forte foco no desenvolvimento de suportes para imobilização de enzimas. 



Tabela 1 – As 20 palavras-chave mais relevantes na área de materiais como suporte para imobilização 

enzimática.

Rank Palavras-chave NOs FTL Rank Palavras-chave NOs FTL
1 enzyme 

immobilization
117 435 11 covalent 

immobilization
27 115

2 functionalization 95 344 12 mesoporous 
silica

27 123

3 immobilization 94 354 13 laccase 26 118

4 adsorption 57 226 14 glucose-oxidase 23 92

5 nanoparticles 46 182 15 magnetic 
nanoparticles

23 95

6 stability 46 220 16 surface 23 85

7 lipase 45 191 17 sba-15 22 95

8 enzyme 38 153 18 support 22 101

9 enzymes 36 147 19 surface 
functionalization

21 82

10 silica 32 144 20 carbon 
nanotubes

20 80

Note: NOs = número de ocorrências; TLS = força total do link.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A rede de co-ocorrência de palavras-chave foi construída para verificar quais são as 

palavras-chave que mais ocorrem e como estão relacionadas (DE MORAES; KAFURE, 2020). 

A resposta desta questão é ressaltada na Figura 7, com os resultados de uma análise de rede 

conduzida com o VOSviewer©, identificando cinco clusters principais. A análise destaca um 

cluster verde crítico que é central para a rede. Esse cluster é ancorado pela palavra-chave 

“enzyme immobilization”, que é o primeiro termo mais citado na análise (Tabela 1) e está 

intimamente ligada a outros termos-chave, como “adsorption”, “stability” e “lipase”, indicando 

o foco principal do estudo. Numerosos estudos exploram diferentes tipos imobilização 

enzimática. Entre as possibilidades estudadas, destaca-se a adsorção. A adsorção é uma 

abordagem clássica da imobilização enzimática, que apesar de gerar interações fracas, é a 

técnica de imobilização reversível mais fácil e menos invasiva. A imobilização enzimática 

aborda desafios-chave como estabilidade enzimática limitada. As principais descobertas 

destacam o impacto da imobilização na melhoria do desempenho enzimático e seu papel na 



redução de custos de processo por meio de maior estabilidade (ROBESCU; BAVARO, 2025). 

As lipases imobilizadas têm recebido grande atenção em diferentes áreas de estudo, como meio 

ambiente, alimentos, medicina e outras, devido à sua fácil separação, alta estabilidade (pH e 

temperatura) e excelentes propriedades de armazenamento (WANG et al., 2025a).

Figura 7 – Mapa de visualização da rede de cocitação de palavras-chave em pesquisas relacionadas aos 

suportes para imobilização de enzimas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O segundo cluster mais proeminente, representado em vermelho, centra-se na palavra-

chave “functionalization”. Este cluster está ligado a palavras-chave como “enzyme” e 

“nanoparticles”. Os pesquisadores têm dedicado esforços significativos ao desenvolvimento de 

métodos envolvendo modificação interfacial para funcionalização. A funcionalização do 

suporte é uma etapa muito importante, pois gera novos grupos através da introdução de 

diferentes ligantes que podem interagir com a enzima, melhorando a imobilização enzimática 

(MEYER et al., 2025; URRUTIA et al., 2018). 



A funcionalização de enzimas é crucial para expandir as aplicações biomédicas das 

enzimas (MAO et al., 2025). A biofuncionalização de superfícies de NPs para uso em aplicações 

biológicas é um pré-requisito para a manipulação química da partícula (ULU et al., 2025).

A Figura 8 evidencia um mapa de visualização de rede focado no período de 2005 a 

2025, destacando palavras-chave para rastrear tendências ao longo do tempo. As palavras-chave 

“enzyme immobilization” e “functionalization” têm os grupos mais significativos, emergindo 

como um foco central em 2020. Em 2025, é perceptível a busca por novos materiais suportes, 

destacando a necessidade de explorar novos métodos e técnicas para imobilização das enzimas, 

bem como sua aplicação em diferentes áreas.

Figura 8 – Mapa de evolução do uso de palavras-chave relevantes ao longo do tempo.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 9 mostra o mapa de densidade de palavras-chave mais frequentes gerado pelo 

visualizador VOSviewer, que mostra o ponto crítico da pesquisa em suportes para imobilização 

de enzimas. Os resultados revelaram a presença de 1911 palavras-chave, com 49 aparecendo 

pelo menos duas vezes. As palavras-chave mais frequentes foram “enzyme immobilization” e 



“functionalization”, com 117 e 95 ocorrências, respectivamente, alinhando-se ao tema da nossa 

pesquisa. 

Figura 9 – Mapa de densidade de cocitação de palavras-chave no banco de dados relacionadas aos 

suportes para imobilização de enzimas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.1.6 Artigos mais citados 

A Tabela 2 classifica os 10 artigos científicos mais influentes sobre suportes para 

imobilização de enzimas, destacando sua importância e contribuição para a área. O artigo mais 

citado é o de Hudson, Cooney and Magner (2008), cujo título é “Proteins in mesoporous 

silicates”, foi publicado no Angewandte Chemie - International Edition, um jornal da Sociedade 

de Química Alemã, com um total de 594 citações e uma média de 33 citações por ano até o 

momento da pesquisa bibliométrica. O periódico possui um excelente fator de impacto (IF = 

16,9) e mantém sua posição de liderança entre os periódicos acadêmicos com foco em química 

geral. É publicado semanalmente em um formato altamente otimizado e de fácil leitura, sendo 



que novos artigos aparecem online quase todos os dias (ANGEWANDTE CHEMIE 

INTERNATIONAL EDITION, 2025). 

O artigo aborda uma revisão que discute a aplicação de silicatos mesoporosos (MPS) 

funcionalizados, ordenados e de poros grandes para imobilizar proteínas para biocatálise. A 

revisão conclui que considerando os fatores influentes na geração de um novo biocatalisador 

de proteína imobilizada e a disponibilidade de MPS com grupos funcionais de superfície que 

podem ser adaptados, existe um potencial significativo para o desenvolvimento de 

biocatalisadores estáveis e ativos.

O segundo artigo mais citado, é o de Zucca e Sanjust (2014), cujo título é “Inorganic 

Materials as Supports for Covalent Enzyme Immobilization: Methods and Mechanisms”, foi 

publicado no MOLECULES, um jornal publicado pelo MDPI (Multidisciplinary Digital 

Publishing Institute - Instituto Multidisciplinar de Publicação Digital), com um total de 368 

citações e uma média de 30,67 citações por ano até o momento da pesquisa bibliométrica. Ele 

é um periódico internacional de química, que se concentra em todos os aspectos da química e 

da ciência dos materiais. A revista é publicada quinzenalmente online pelo MDPI (MDPI, 2025). 

O artigo traz uma revisão sobre os suportes inorgânicos mais comuns para imobilização 

covalente de enzimas, com foco particular em suas vantagens e desvantagens em termos de 

cargas enzimáticas, estabilidade operacional, adsorção indesejada e custos. Além disso, discute 

os mecanismos e métodos para imobilização covalente, com foco nas abordagens de ativação 

mais difundidas. 

A revisão conclui que suportes inorgânicos são destaque na área de tecnologia 

enzimática devido a algumas características peculiares, permitindo a incomparável aplicação. 

Os autores ressaltam todas as características dos suportes e dos métodos de 

funcionalização/ativação devem ser avaliados cuidadosamente para obtenção de todo o 

potencial da imobilização covalente (ZUCCA; SANJUST, 2014). 



Tabela 2 – Os dez trabalhos mais citados na área de materiais como suporte para imobilização enzimática.

Rank Título Autores Jornal Ano de 
Publicação

Total de 
citações

Citação média 
por ano Referência

1 Proteins in Mesoporous 
Silicates

Hudson, Sarah; 
Cooney, Jakki; 

Magner, Edmond

ANGEWANDTE CHEMIE-
INTERNATIONAL EDITION

2008 594 33 (HUDSON; 
COONEY; 

MAGNER, 2008)

2 Inorganic Materials as 
Supports for Covalent 

Enzyme Immobilization: 
Methods and Mechanisms

Zucca, Paolo; 
Sanjust, Enrico

MOLECULES 2014 368 30,67 (ZUCCA; 
SANJUST, 2014)

3 Magnetic nanoparticles as 
versatile carriers for 

enzymes immobilization: A 
review

Bilal, Muhammad; 
Zhao, Yuping; 

Rasheed, Tahir; 
Iqbal, Hafiz M. N.

INTERNATIONAL JOURNAL 
OF BIOLOGICAL 

MACROMOLECULES

2018 350 43,75 (BILAL et al., 2018)

4 Nanomaterials for bio-
functionalized electrodes: 

recent trends

Walcarius, Alain; 
Minteer, Shelley 

D.; Wang, Joseph; 
Lin, Yuehe; 

Merkoci, Arben

JOURNAL OF MATERIALS 
CHEMISTRY B

2013 307 23,62 (WALCARIUS et al., 
2013)

5 Metal-Organic Frameworks 
for Enzyme Immobilization: 

Beyond Host Matrix 
Materials

Wang, Xiaoliang; 
Lan, Pui Ching; 
Ma, Shengqian

ACS CENTRAL SCIENCE 2020 279 46,5 (WANG; LAN; MA, 
2020)

6 Immobilization of enzymes 
on mesoporous silicate 

materials

Magner, Edmond ACS NANO 2013 279 21,46 (MAGNER, 2013)



7 Metal-Organic Frameworks 
for Cell and Virus Biology: 

A Perspective

Ricco, Raffaele; 
Liang, Weibin; Li, 

Shaobo; 
Gassensmith, 
Jeremiah J.; 

Caruso, Frank; 
Doonan, Christian; 

Falcaro, Paolo

MOLECULES 2018 239 29,88 (RICCÒ et al., 2018)

8 Agarose and Its Derivatives 
as Supports for Enzyme 

Immobilization

Zucca, Paolo; 
Fernandez-

Lafuente, Roberto; 
Sanjust, Enrico

JOURNAL OF MOLECULAR 
CATALYSIS B-ENZYMATIC

2016 226 22,6 (ZUCCA; 
FERNANDEZ-
LAFUENTE; 

SANJUST, 2016)

9 Current status and trends in 
enzymatic 

nanoimmobilization

Cipolatti, Eliane P.; 
Silva, Maria Jose 

A.; Klein, Manuela; 
Feddern, Vivian; 

Feltes, Maria 
Manuela C.; 

Vladimir Oliveira, 
J.; Ninow, Jorge L.; 
de Oliveira, Debora

CRITICAL REVIEWS IN 
BIOTECHNOLOGY

2014 221 18,42 (CIPOLATTI et al., 
2014)

10 Multi-point enzyme 
immobilization, surface 

chemistry, and novel 
platforms: a paradigm shift 

in biocatalyst design

Bilal, Muhammad; 
Asgher, 

Muhammad; 
Cheng, Hairong; 

Yan, Yunjun; Iqbal, 
Hafiz M. N.

MATERIALS SCIENCE AND 
ENGINEERING C-MATERIALS 

FOR BIOLOGICAL 
APPLICATIONS

2019 213 30,43 (BILAL et al., 
2019a)

Fonte: Elaborado pelo autor.



Embora o artigo de Miriam Daniel e colaboradores publicado em 2022, cujo títlo é 

“MOF based electrochemical sensors for the detection of physiologically relevant biomolecules: 

An overview”, não esteja entre os 10 mais citados, foi o que apresentou o maior número de 

citações em 2025, um total de 42 citações. Eles discutem de formam abrange as várias 

propriedades e abordagens notáveis para funcionalização de estruturas metal-orgânicas (MOFs) 

utilizadas para detecção eletroquímica seletiva de biomoléculas fisiologicamente importantes. 

Dentre as estratégias sintéticas para modificação de MOFs é destacado seu uso na imobilização 

de enzimas para detectar e amplificar os sinais elétricos para biomoléculas alvo. Os autores 

concluem que a versatilidade sintética dos MOFs permite adaptar características físicas 

desejáveis, como área de superfície e porosidade, que têm atraído muita atenção e interesse de 

pesquisadores (DANIEL et al., 2022).

Os outros artigos listados na Tabela 2 também são de revisão, mostrando a importância 

deste tipo de artigo na área de pesquisa. Os artigos de revisão são frequentemente muito citados, 

pois representam ponto de partida ideal para os pesquisadores, trazendo uma síntese e 

analisando a literatura existente sobre um tema, e assim, fornecem uma visão geral do 

conhecimento passado e atual, facilitando o aprofundamento na área de pesquisa. 

2.4 Tipos de Materiais de Suporte Utilizados

2.4.1 Suportes poliméricos  

A estratégia de imobilização enzimática é frequentemente usada em biotecnologia para 

melhorar a estabilidade, reutilização e eficácia de enzimas em processos industriais 

(CIPOLATTI et al., 2016). A seleção do suporte adequado é essencial para o desenvolvimento 

desta técnica. Os polímeros, sejam eles naturais ou sintéticos, são os materiais mais utilizados 

devido à sua versatilidade e compatibilidade com diversos métodos de imobilização 

(ASADUZZAMAN; SALMON, 2022).

O alginato de sódio destaca-se entre os polímeros naturais por sua capacidade de formar 

géis moles por meio de gelificação iônica na presença de íons divalentes, como o cálcio (WENG 

et al., 2023b). Essa característica permite o encapsulamento eficaz de enzimas, protegendo-as 

de condições desfavoráveis e preservando sua capacidade catalítica (ZDARTA et al., 2018). 



Além disso, o alginato é um material biocompatível e biodegradável, com estrutura 

porosa que favorece a difusão de substratos e produtos, sendo amplamente utilizado em 

aplicações industriais e biomédicas (LI; WEI; XUE, 2021).

A quitosana, produzida a partir da desacetilação da quitina encontrada no exoesqueleto 

de crustáceos, é outro polímero natural amplamente utilizado para a imobilização de enzimas 

(ZEYADI; ALMULAIKY, 2023). Sua composição possui grupos amino que podem ser 

facilmente alterados quimicamente, possibilitando diferentes tipos de ligação enzimática, como 

adsorção, ligação covalente e encapsulamento. Além disso, a quitosana possui características 

antimicrobianas, biodegradabilidade e afinidade por proteínas, o que amplia sua utilização em 

diversas áreas, como nas indústrias alimentícia e farmacêutica (RIBEIRO et al., 2021).

Na área de polímeros sintéticos, a poliacrilamida (PAAm) é frequentemente utilizada 

devido à sua estrutura tridimensional estável e compatibilidade com diversos métodos de 

imobilização (MARQUES; YAMANAKA, 2008; QUEISSADA; DA SILVA, 2020). Apesar da 

toxicidade do monômero de acrilamida, o polímero reticulado é estável e inerte, tornando-o 

adequado para usos controlados (CHENG et al., 2024). A capacidade da poliacrilamida de ser 

funcionalizada com grupos carboxílicos ou amina facilita a ligação covalente de enzimas, 

melhorando sua estabilidade operacional (FURLANI et al., 2020; NEIRA; JEEAWOODY; 

HERR, 2020).

O álcool polivinílico (PVA) é outro material sintético notável, que se distingue por sua 

hidrofilicidade, ausência de toxicidade e alta estabilidade em meio aquoso (GUAJARDO, 2023). 

O PVA pode ser moldado de diversas maneiras, seja em filmes, géis ou esferas, e sua estrutura 

permite a inserção de grupos funcionais por meio de reações com agentes de reticulação, como 

o GLU (GUAJARDO; AHUMADA; DOMÍNGUEZ DE MARÍA, 2020). Pesquisas recentes 

indicam que a fixação de enzimas em suportes de PVA leva a altos rendimentos catalíticos e 

excelente reutilização, destacando seu potencial (GUAJARDO, 2023).

Há uma tendência crescente para a criação de suportes híbridos que combinam 

polímeros naturais e sintéticos, com o objetivo de combinar as vantagens de ambos os tipos de 

materiais (AMOUPOUR et al., 2024). Por exemplo, esferas de PVA/alginato revestidas com 

quitosana apresentaram alta eficácia de imobilização e notável estabilidade térmica e 

operacional ao longo do tempo (TOSCANO et al., 2014). Portanto, a seleção do suporte 

polimérico apropriado deve levar em consideração aspectos como a natureza da enzima, as 



condições operacionais do processo e o custo de produção (YANG et al., 2023b). A inovação 

constante na transformação e união desses materiais tem expandido os usos da imobilização 

enzimática, impulsionando melhorias na eficiência e sustentabilidade em vários segmentos da 

indústria (QUEISSADA; DA SILVA, 2020).

2.4.2 Suportes inorgânicos

Materiais inorgânicos, como sílica, Fe3O4, ZrO2 e óxidos metálicos, são frequentemente 

utilizados por sua estabilidade térmica e química, resistência mecânica e simplicidade na 

funcionalização. A sílica é uma das superfícies inorgânicas mais amplamente utilizadas para 

fixação de enzimas (ZDARTA et al., 2018). Sua superfície extensa e estrutura porosa permitem 

a adsorção eficaz de enzimas, enquanto os grupos hidroxila presentes em sua superfície 

simplificam a alteração química para formar ligações covalentes com as enzimas 

(KOŁODZIEJCZAK-RADZIMSKA; ZDARTA; JESIONOWSKI, 2018). A imobilização de 

enzimas em suportes de sílica, como lipases, preserva alta atividade catalítica e estabilidade 

térmica e de pH (ZDARTA et al., 2018; ZUCCA; SANJUST, 2014).

A Fe3O4 é frequentemente utilizada como suporte devido às suas características 

magnéticas, que permitem a separação simples do biocatalisador do meio de reação por meio 

da aplicação de um campo magnético externo (MELO et al., 2024). Além disso, a magnetita 

possui uma grande área superficial e pode ser funcionalizada com diversos grupos químicos, 

como amino ou carboxila, para simplificar a ligação entre enzimas (BEZERRA et al., 2020; 

KHOOBI et al., 2015). Estudos destacam a eficácia das nanopartículas de magnetita na 

imobilização de enzimas, como a Transformada Eversa, gerando biocatalisadores altamente 

eficazes na produção de ésteres (SANTOS et al., 2024).

A zircônia (ZrO2) é um material cerâmico com alta resistência térmica e química, o que 

o torna adequado para uso em ambientes agressivos (ALPTEKİN, 2019). A superfície pode ser 

modificada para simplificar a imobilização enzimática, e pesquisas indicam que 

biocatalisadores à base de zircônia apresentam características únicas em relação aos suportes 

de sílica convencionais, como maior densidade e resistência química superior (ALPTEKIN, 

2022; ALPTEKİN, 2019).

Outros óxidos metálicos, como titânio e alumínio, também são utilizados como suportes 



para imobilização enzimática (RAMLEE et al., 2022). Esses compostos apresentam alta 

estabilidade térmica e química, além de superfícies que podem ser funcionalizadas para 

simplificar a ligação enzimática (PARANDI et al., 2023). Por exemplo, a alumina (Al2O3) 

possui superfícies com grupos hidroxila que permitem alteração química e ligação covalente de 

enzimas, sendo utilizada na imobilização de diversas enzimas, como lipases e uréases 

(AGGARWAL; IKRAM, 2025; CARDOSO; DE MORAES; CASS, 2009).

Suportes inorgânicos, como sílica, Fe3O4, ZrO2 e outros óxidos metálicos, proporcionam 

benefícios notáveis na imobilização enzimática, graças à sua estabilidade, facilidade de 

modificação e compatibilidade com diversos métodos de imobilização (KOŁODZIEJCZAK-

RADZIMSKA; NGHIEM; JESIONOWSKI, 2021). Isso auxilia na criação de biocatalisadores 

eficazes e reutilizáveis para uso em processos industriais (ZDARTA et al., 2018).

2.4.3 Suportes híbridos e nanoestruturados

A imobilização de enzimas em NMs e suportes nanoestruturados tem sido apontada 

como uma alternativa promissora para melhorar a estabilidade, a atividade e a reutilização de 

biocatalisadores em diversas aplicações industriais e ambientais (INTISAR et al., 2022). Assim, 

a integração da nanotecnologia na imobilização enzimática oferece vantagens significativas em 

relação aos métodos tradicionais, principalmente devido às propriedades únicas dos NMs, como 

alta área superficial, porosidade controlada e facilidade de funcionalização da superfície 

(MEENA et al., 2021). Diversos NMs têm sido investigados para uso como suportes para 

imobilização enzimática, incluindo nanocompósitos e estruturas metal-orgânicas (MOFs) 

(BILAL; IQBAL, 2019).

Nanocompósitos são materiais híbridos feitos a partir da combinação de dois ou mais 

componentes em escala nanométrica (SHARON; NANDGAVKAR; SHARON, 2017), 

geralmente envolvendo uma matriz polimérica, cerâmica ou metálica que possui NPs 

inorgânicas incorporadas em sua estrutura (MUSA et al., 2025) que foram aplicadas com 

sucesso na imobilização de lipases (ASMAT; HUSAIN; AZAM, 2017), lacases (QIU et al., 

2019) e peroxidases (ALI et al., 2018).

Os MOFs são caracterizadas como redes altamente organizadas formadas pela 

coordenação de íons metálicos com ligantes orgânicos, cristalinos e altamente porosos (BILAL 



et al., 2019b). Enzimas encapsulantes na matriz MOF podem protegê-las de agentes 

desnaturantes, preservando sua atividade catalítica (GKANIATSOU et al., 2018). Além disso, 

os grupos funcionais nos ligantes orgânicos podem ser modificados para otimizar sua interação 

com enzimas específicas (ROGACKA; LABUS, 2024). Os NMs, como o óxido de zinco (ZnO), 

têm atraído ainda mais atenção devido à sua biocompatibilidade e altas taxas de transferência 

de elétrons, tornando-os candidatos adequados para biossensores potenciométricos, onde 

enzimas imobilizadas podem detectar com precisão analitos como o colesterol (DING; QIN, 

2020).

Materiais nanoestruturados, como suportes à base de carbono e estruturas metal-

orgânicas, oferecem altas áreas superficiais e propriedades ajustáveis que podem facilitar a 

imobilização enzimática eficaz (FAHIM et al., 2025). As dimensões em nanoescala da estrutura 

nanocompósita permitem diferentes modos de ligação com a enzima, o que pode ajudar a 

manter sua conformação nativa e a atividade nativa durante a etapa de imobilização. Essa 

preservação é fundamental para garantir que as enzimas mantenham suas propriedades 

catalíticas após a imobilização (LALAOUI et al., 2016).

Portanto, suportes híbridos e nanoestruturados oferecem caminhos promissores para a 

imobilização enzimática, aumentando significativamente a estabilidade, a eficiência e a 

reutilização. À medida que a pesquisa evolui, o aproveitamento de diversos NMs e compósitos 

continuará a transformar a biocatálise, tornando-a mais viável para aplicações industriais. 

Esforços futuros devem visar o aprimoramento dessas tecnologias, estabelecendo protocolos 

mais robustos para a estabilização enzimática, além de abordar a escalabilidade e a viabilidade 

econômica.

2.4.4 Suportes funcionais/modificados

Os grupos amino são geralmente grupos funcionais de uma imobilização enzimática, 

pois produzem interações estáveis com os resíduos de ácido carboxílico na enzima. Os suportes 

modificados carboxilados, como a quitosana, explicam sua capacidade de imobilização para se 

ligar covalentemente à enzima, produzindo, por meio da carboxilação, um exemplo de 

quitosana que contribui para a imobilização da enzima em condições covalentes suportadas. 

Em geral, os mecanismos de reação baseiam-se principalmente na formação de ligações 

amida entre a funcionalidade amino do suporte e os grupos carboxila da enzima, o que 



geralmente define o complexo e permite a estabilização da atividade enzimática em condições 

operacionais (NGUYEN; KIM, 2017; SIMOVIĆ et al., 2019). Estudos recentes mostraram que 

o uso de transportadores primários amino-funcionalizados levou a interações mais favoráveis 

com enzimas como a β-galactosidase, resultando em uma maior retenção da atividade 

enzimática em comparação com outros métodos (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; 

SIMOVIĆ et al., 2019).

Da mesma forma, grupos carboxílicos no suporte facilitam a ligação covalente de 

enzimas por meio da formação de ligações amida estáveis com grupos amino na superfície da 

enzima. Por exemplo, pesquisas demonstraram que suportes de esferas carboxiladas podem se 

ligar eficazmente a enzimas, garantindo a manutenção da atividade e da estabilidade, 

especialmente quando potencializados com métodos de imobilização covalente (MURPHY et 

al., 2020; PÉREZ-GONZÁLEZ et al., 2023). Grupos de ácido carboxílico também podem 

auxiliar na modulação da hidrofilicidade do suporte, o que é benéfico para a carga e a atividade 

enzimáticas (DICHIARANTE; MILANI; METRANGOLO, 2018). Além disso, suportes 

projetados com uma superfície rica em grupos carboxílicos têm sido utilizados em aplicações 

de biossensores devido à sua maior capacidade de carga enzimática e baixo vazamento de 

proteínas (PÉREZ-GONZÁLEZ et al., 2023).

Grupos fosfonatos representam outra classe de suportes funcionalizados que oferecem 

capacidades de interação únicas. Enzimas foram imobilizadas com sucesso em suportes de 

sílica e polímeros revestidos com fosfolipídios aminofuncionalizados. Essa abordagem levou a 

uma melhor estabilidade enzimática e desempenho catalítico em comparação aos métodos 

tradicionais. As funcionalidades fosfonatos melhoram a ligação enzimática, aumentando as 

interações com múltiplos sítios de ligação, ajudando assim a manter a atividade enzimática sob 

condições ambientais variáveis (DICHIARANTE; MILANI; METRANGOLO, 2018).

Assim, a integração de grupos amino, carboxila e fosfonato no desenvolvimento de 

suportes funcionalizados para imobilização enzimática demonstra um avanço significativo em 

aplicações biotecnológicas. Esses grupos não apenas aumentam a estabilidade e a atividade 

enzimática, mas também fornecem mecanismos de interação versáteis que podem ser adaptados 

para processos enzimáticos específicos. O crescente corpo de pesquisas enfatiza a necessidade 

de selecionar suportes apropriados com base nos resultados catalíticos desejados e nas 

condições operacionais, com a exploração contínua de novas estratégias de funcionalização 

para otimizar ainda mais o desempenho enzimático.



2.5 Estratégias de Funcionalização de Suportes 

A imobilização enzimática é uma estratégia amplamente aplicada para aprimorar a 

estabilidade operacional, a reutilização e o controle de reações enzimáticas em processos 

biotecnológicos e industriais (MAGHRABY et al., 2023). Diversas técnicas foram 

desenvolvidas, cada uma baseada em interações físico-químicas distintas entre a enzima, o 

material de suporte e, em alguns casos, agentes de reticulação ou ativação específicos (BIÉ et 

al., 2022). A Figura 10 aponta os principais tipos de imobilização enzimática, desde métodos 

químicos, como ligação covalente, adsorção, reticulação e ligação por afinidade, até métodos 

físicos, como encapsulamento e aprisionamento. 

Figura 10 – Representação esquemática das principais estratégias de imobilização enzimática.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como mostra a Figura 10, a adsorção envolve interações físicas fracas entre a enzima e 

a superfície de suporte. A ligação covalente garante uma forte ligação por meio de ligações 

químicas formadas com grupos funcionais no suporte. A reticulação gera agregados enzimáticos 

estáveis, formando ligações covalentes intermoleculares, frequentemente sem um suporte 

sólido. A ligação por afinidade utiliza interações específicas para imobilização orientada e 



seletiva. O aprisionamento confina as enzimas dentro de um gel poroso ou rede polimérica, 

enquanto o encapsulamento envolve o encapsulamento das enzimas dentro de membranas 

semipermeáveis ou microesferas, permitindo a difusão do substrato e do produto, mantendo o 

biocatalisador.

A adsorção física é uma das formas mais simples de imobilização enzimática. Nessa 

abordagem, as enzimas aderem à superfície de um material de suporte por meio de forças fracas 

e não covalentes, como interações de van der Waals, ligações de hidrogênio, efeitos 

hidrofóbicos ou atrações eletrostáticas (GUISAN et al., 2022). Os suportes comumente 

utilizados incluem materiais porosos, como carvão ativado, sílica ou esferas de polímero. Essa 

técnica preserva a estrutura da enzima devido à ausência de modificação química e geralmente 

mantém alta atividade catalítica. No entanto, sua principal limitação é a fraca força de ligação, 

que frequentemente leva à lixiviação da enzima durante o uso, especialmente quando o pH, a 

temperatura ou a força iônica variam (YAO et al., 2022).

A ligação covalente envolve a formação de ligações covalentes estáveis entre grupos 

funcionais presentes na superfície da enzima, tipicamente grupos amino, carboxila, tiol ou 

hidroxila, e grupos ativados no suporte (LIU et al., 2021). Este método requer ativação química 

do material de suporte, frequentemente utilizando agentes como GLU, carbodiimidas como 

EDC/NHS, epicloridrina ou outros reagentes bifuncionais. Os suportes utilizados para ligação 

covalente incluem resinas ativadas por epóxi, sílica funcionalizada, agarose e biocarvões 

modificados (CAVALCANTE et al., 2021). Embora a imobilização covalente proporcione uma 

ligação forte e durável com alta resistência à dessorção, ela pode induzir desnaturação parcial 

ou restringir a flexibilidade conformacional da enzima, potencialmente reduzindo sua eficiência 

catalítica se o sítio ativo estiver envolvido no processo de ligação (ZHU et al., 2023).

A reticulação, frequentemente referida como imobilização sem suporte, envolve a 

formação de ligações covalentes intermoleculares diretamente entre moléculas de enzimas. Isso 

resulta na formação de agregados estáveis e insolúveis, como agregados enzimáticos 

reticulados (CLEAs) ou cristais enzimáticos reticulados (CLECs) (FENG et al., 2022). O GLU 

é o agente de reticulação mais comumente utilizado, reagindo com resíduos de lisina para 

formar bases de Schiff ou aminas secundárias. A reticulação também pode ser combinada com 

outros métodos, como adsorção ou aprisionamento, para melhorar a integridade estrutural 

(FENG et al., 2023). Embora essa abordagem possa aumentar a estabilidade térmica e 



operacional, ela também pode introduzir limitações difusionais ou impedimento estérico, 

dependendo do tamanho e da compactação do agregado (ZAHIRINEJAD et al., 2021).

A ligação por afinidade é um método altamente seletivo baseado em interações 

moleculares específicas entre a enzima e um ligante ancorado ao suporte. Sistemas comuns 

incluem o uso de afinidade por íons metálicos, como suportes quelados com níquel ou cobalto 

para enzimas marcadas com His, ou interações biológicas como pares antígeno-anticorpo ou 

lectina-açúcar (FEDERSEL et al., 2021). Este método proporciona imobilização orientada e 

controlada, preservando a acessibilidade ao sítio ativo e, frequentemente, melhorando o 

desempenho catalítico. No entanto, pode envolver uma preparação complexa e dispendiosa do 

suporte funcionalizado, o que pode limitar sua escalabilidade (XIE; ZHANG; SIMPSON, 2022).

Aprisionamento refere-se ao confinamento físico de enzimas dentro da estrutura de um 

gel ou matriz polimérica, sem interações covalentes com o suporte (IMAM; MARR; MARR, 

2021). Materiais como alginato, poliacrilamida, carragenina ou sílica derivada de sol-gel são 

comumente empregados (PÉREZ-TOMÁS et al., 2024). O aprisionamento permite que a 

enzima permaneça em um ambiente hidratado semelhante ao seu estado nativo, frequentemente 

preservando sua atividade e protegendo-a de agentes desnaturantes externos (SHEN et al., 

2022). No entanto, a resistência à transferência de massa e a possibilidade de vazamento da 

enzima são os principais desafios desse método (RIBEIRO et al., 2021). 

O encapsulamento, embora conceitualmente semelhante ao aprisionamento, envolve o 

encapsulamento de enzimas em compartimentos definidos, como microesferas, nanocápsulas, 

lipossomas ou membranas semipermeáveis (WANG; LIAO, 2021). Esses compartimentos são 

projetados para permitir a difusão de substratos e produtos, retendo a enzima. O 

encapsulamento proporciona excelente proteção contra o estresse ambiental e permite um 

controle preciso do microambiente que circunda a enzima (ZHANG et al., 2022). No entanto, 

semelhante ao aprisionamento, as limitações difusionais podem afetar as taxas de reação, e o 

próprio processo de encapsulamento pode ser tecnicamente complexo (WENG et al., 2023a).

A Tabela 3 apresentada resume exemplos representativos de enzimas imobilizadas 

utilizadas em diversas aplicações biotecnológicas e industriais. Esses biocatalisadores incluem 

lipases, oxidases, peroxidases e hidrolases, frequentemente empregadas em processos como 

esterificação, oxidação, degradação de poluentes e biossensores. A escolha do material de 

suporte e do método de imobilização influencia significativamente o desempenho, a 



estabilidade e a reutilização da enzima. Em muitos casos, a imobilização covalente requer o uso 

de agentes ativadores, como GLU, epicloridrina ou carbodiimidas, para facilitar a formação de 

ligações estáveis entre a enzima e a superfície funcionalizada do suporte. 

Da mesma forma, interações de afinidade e estratégias de reticulação frequentemente 

envolvem modificadores químicos para aumentar a força de ligação e o controle da orientação. 

Os exemplos fornecidos ilustram como abordagens de imobilização personalizadas podem ser 

utilizadas para melhorar a eficiência catalítica em condições operacionais.

A imobilização de enzimas tem um impacto significativo em sua estabilidade e 

reutilização, dois fatores críticos para sua aplicação prática em processos industriais (MIN; 

YOO, 2014). Ao ancorar enzimas em suportes sólidos ou dentro de matrizes definidas, sua 

integridade estrutural é frequentemente aprimorada, tornando-as mais resistentes à 

desnaturação térmica, variações de pH e à presença de solventes orgânicos. Além disso, a 

imobilização reduz a probabilidade de agregação ou autólise enzimática, o que contribui para o 

prolongamento da atividade catalítica ao longo do tempo. 

Além da estabilidade aprimorada, as enzimas imobilizadas podem ser facilmente 

separadas do meio de reação, permitindo múltiplos ciclos de uso sem perda substancial de 

atividade (GARCIA-GALAN et al., 2011). Essa reutilização não apenas reduz os custos 

operacionais, mas também se alinha aos princípios da química verde, minimizando a geração 

de resíduos e o consumo de recursos. A extensão desses benefícios, no entanto, depende do 

método de imobilização, do material de suporte e da interação entre a enzima e o suporte, todos 

os quais devem ser cuidadosamente otimizados para atingir o desempenho máximo (NGUYEN; 

KIM, 2017).



Tabela 3 – Exemplos de enzimas imobilizadas, incluindo o tipo de material de suporte, método de imobilização, agentes de reticulação ou ativação (quando aplicável) e 

referências bibliográficas representativas. As estratégias listadas ilustram a diversidade de interações enzima-suporte e modificações químicas utilizadas para aumentar a 

estabilidade e a reutilização enzimáticas em diversas aplicações biotecnológicas (continua).

Enzima Material suporte Tipo de 
imobilização Agente de ativação Aplicação Referências

Lipase 
(Candida 

antarctica)

Nanopartículas 
magnéticas (Fe3O4-sílica)

Ligação covalente Glutaraldeído Esterificação e 
transesterificação na 

produção de biodiesel

(JI et al., 2021)
(LU et al., 2023)
(LU et al., 2021)

(AGHABEIGI et al., 2023)

Lacase Beads de quitosana Ligação covalente Carbodiimida 
(EDC/NHS)

Degradação de 
compostos fenólicos e 
remoção de corantes

(DENG et al., 2022)
(CHEN et al., 2022)

(RUXANDRA LEONTIEȘ et al., 2022)

β-Galactosidase Alginato Aprisionamento / 
Encapsulamento

– Hidrólise de lactose no 
processamento de 

laticínios

(HACKENHAAR et al., 2022)
(HASSAN; IBRAHIM; ABDELLA, 2024)
(ABDELLA; HASSAN; SOLIMAN, 2025)

(ABDELLA; HASSAN, 2024)

Glucose oxidase 
(GOx)

Óxido de grafeno Adsorção física – Biossensores para 
monitoramento de 

glicose

(KHATAMI et al., 2022)
(YANG et al., 2023a)

(ZHANG et al., 2025a)

Peroxidase de 
raiz-forte (HRP)

Sílica mesoporosa (SBA-
15)

Ligação covalente Glutaraldeído Remoção de poluentes 
orgânicos e tratamento 

de águas residuais

(AL-MAQDI et al., 2021)
(MOORTHY; NAGAPPAN; HA, 2022)

(HSU et al., 2025)
(MA et al., 2021)



Lipase 
(Thermomyces 
lanuginosus)

Resina acrílica ativada por 
epóxi (Eupergit C)

Ligação covalente Grupos epóxi 
(intrínsecos)

Síntese de ésteres e 
lipídios estruturados

(VASILESCU et al., 2022)
(NI et al., 2025)

(MOYA JOËLLE CAROLE et al., 2023)

Celulase Hidrogel de 
poliacrilamida

Aprisionamento – Hidrólise de celulose 
para produção de 

bioetanol

(MOTAMEDI et al., 2021)
(KARIM et al., 2021)

(JOHN; SELVARAJAN, 2024)

Urease Silica gel Adsorção física – Detecção de ureia e 
biossensores

(HARANAL; RANGANATH; MAITY, 
2025)

(HUSSAIN et al., 2022)
(WANG et al., 2021)

(MANDAL et al., 2022)

Lacase Biocarvão funcionalizado 
com DTPMP

Ligação covalente DTPMP + 
glutaraldeído

Biorremediação e 
degradação de corantes

(YU et al., 2025)
(XIE et al., 2023)

(LONAPPAN et al., 2018a)
(LONAPPAN et al., 2018b)

Lipase 
(Pseudomonas 
fluorescens e 
Thermomyces 
lanunginosus)

Beads de Agarose Ligação covalente Epicloridrina Modificação de 
gorduras e óleos na 
indústria alimentícia

(LOKHA et al., 2020)
(ARANA-PEÑA et al., 2020)

(ARANA-PEÑA; LOKHA; FERNÁNDEZ-
LAFUENTE, 2018)

Fonte: Elaborado pelo autor.



2.6 Aplicações Industriais

2.6.1 Indústria alimentícia 

As enzimas são utilizadas há muito tempo no processamento de alimentos (queijo, pão, 

suco, cerveja, vinho). A imobilização está ganhando força em alimentos líquidos para permitir 

o processamento contínuo e a reutilização (CHALELLA MAZZOCATO; JACQUIER, 2024). 

Por exemplo, a β-galactosidase (lactase) imobilizada é amplamente aplicada na produção de 

laticínios sem lactose. Reatores de fluxo contínuo preenchidos com lactase em suportes (por 

exemplo, agarose ativada ou partículas magnéticas) hidrolisam a lactose do leite, mantendo a 

atividade enzimática. Em estudos recentes, a β-galactosidase imobilizada em quitosana 

catalisou a hidrólise da lactose em múltiplos lotes de leite, mantendo alta atividade por pelo 

menos 10 ciclos consecutivos. Isso permite o processamento econômico de alimentos infantis 

sem lactose. Outro exemplo é o coalho imobilizado (quimosina) para a produção de queijo. 

Quando fixada em NPs de alginato-quitosana, a enzima coagulante pode ser recuperada após 

cada lote, ao contrário da quimosina livre, que permanece no queijo final (ALZAHRANI et al., 

2024).

Pectinases imobilizadas são utilizadas na clarificação de sucos de frutas; por exemplo, 

a pectinase de Aspergillus, covalentemente ligada a grânulos de alginato-montmorilonita 

ativados por GLU, permaneceu > 79% ativa em condições ácidas (pH 4–5) e clarificou sucos 

de abacaxi e maçã com eficácia (CHALELLA MAZZOCATO; JACQUIER, 2024). Proteases 

imobilizadas (p. ex., papaína) e poligalacturonases são utilizadas para reduzir a turbidez e o 

amargor em sucos ou leites vegetais (AMIN et al., 2023). Na produção de cerveja e vinho, 

glicosidases e pectinases imobilizadas demonstraram aprimorar a extração de aroma e o 

controle da turbidez. Por exemplo, coquetéis de β-glicosidases imobilizadas demonstraram 

aumentar significativamente os terpenos aromáticos livres no vinho durante semanas de 

operação (CHALELLA MAZZOCATO; JACQUIER, 2024; MONTEIRO et al., 2019a).

Novos suportes e métodos de fabricação estão em desenvolvimento ativo. Resíduos 

agroindustriais (cascas de frutas, fibras vegetais) e NMs bioderivados estão sendo testados 

como suportes de baixo custo e de qualidade alimentar. Hidrogéis e criogéis projetados 

oferecem alta porosidade e resistência mecânica (por exemplo, criogéis de 

quitosana/poliacrilamida reticulados com GLU produziram reatores gelatinosos reutilizáveis). 



Métodos de ponta, como impressão 3D e eletropulverização coaxial, permitem o 

encapsulamento preciso de enzimas em arquiteturas de microrreatores (XIE; ZHANG; 

SIMPSON, 2022). Por exemplo, biotintas à base de quitosana e proteína de soro de leite 

destacam-se como materiais promissores para impressão de alimentos em 3D/4D, combinando 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e funcionalidade. A quitosana fornece propriedades 

antimicrobianas e estruturais, enquanto o soro de leite melhora a textura, o valor nutricional e 

a printabilidade. Sua combinação forma géis complexos que superam limitações individuais 

(por exemplo, baixa estabilidade da quitosana e fragilidade do soro de leite), possibilitando 

aplicações como embalagens inovadoras (com sensores de pH ou liberação controlada), 

estruturas de carne cultivada, encapsulamento de probióticos e substitutos de gordura (via 

emulsões de Pickering). A sinergia entre os componentes também possibilita o desenvolvimento 

de impressão 4D, na qual os produtos respondem a estímulos (como pH ou temperatura) com 

mudanças de forma ou cor. Embora desafios como a otimização do pós-processamento e a 

aceitação pelo consumidor persistam, essas biotintas sustentáveis abrem caminho para 

alimentos personalizados, funcionalmente aprimorados e ecologicamente corretos (YANG et 

al., 2022).

2.6.2 Indústria farmacêutica 

Na indústria farmacêutica, enzimas imobilizadas são utilizadas para sintetizar 

intermediários quirais de fármacos e IFAs de alto valor com maior eficiência. Um exemplo 

clássico é a penicilina acilase (penicilina amidase), imobilizada em suportes sólidos para 

produzir ácido 6-aminopenicilânico (6-APA), o núcleo β-lactâmico das penicilinas 

semissintéticas (GESTRELIUS, 1980). Outros antibióticos (cefalosporinas) também utilizam 

acilases imobilizadas. Mais recentemente, a biocatálise industrial para IFAs (por exemplo, 

álcoois quirais, aminas, nucleosídeos) frequentemente utiliza enzimas como transaminases, 

desidrogenases e cetoredutases, tanto na forma imobilizada quanto como células inteiras. 

Cascatas enzimáticas (múltiplas enzimas em sequência) estão sendo implementadas em reatores 

de fluxo para substituir sínteses químicas em múltiplas etapas (SIMIĆ et al., 2022). Por exemplo, 

enzimas desidrogenase de álcool co-imobilizadas e enzimas de reciclagem de cofatores em 

esferas porosas podem produzir continuamente álcoois quirais em escalas de vários 

quilogramas. Exemplos farmacêuticos também incluem lipases imobilizadas para reações de 

acilação e desacilação, bem como glicosiltransferases imobilizadas na produção de fármacos à 



base de nucleotídeos e açúcares. Esses casos ressaltam que os sistemas imobilizados devem 

atender aos padrões de Boas Práticas de Fabricação (BPF) (por exemplo, sem lixiviantes tóxicos) 

e frequentemente toleram solventes orgânicos (SIMIĆ et al., 2022; ZHOU et al., 2021a).

Os avanços incluem suportes personalizados e formatos de microrreatores. MOFs e 

nanofibras poliméricas estão sendo exploradas como estruturas ultraporosas e quimicamente 

ajustáveis que podem aumentar a estabilidade enzimática sem o uso de produtos químicos 

agressivos (CHALELLA MAZZOCATO; JACQUIER, 2024; LV et al., 2021). Técnicas de 

ligação covalente direcionada (por exemplo, imobilização sítio-específica) maximizam a 

acessibilidade ao sítio ativo. Reatores microfluídicos e monolíticos incorporam enzimas 

imobilizadas em microcanais ou monólitos porosos para triagem de alto rendimento e rápida 

ampliação de escala (NAGY; SZABO; GASPAR, 2022). A coimobilização multienzimática 

também está avançando: por exemplo, "nanorreatores" de cascata enzimática encapsulam 

catalisadores sucessivos em camadas concêntricas, imitando a compartimentalização celular, 

para conduzir sínteses farmacêuticas sequenciais em um único recipiente. Essas tecnologias 

visam atender às demandas farmacêuticas por alto rendimento, estereosseletividade e 

processamento contínuo (BILAL et al., 2021).

2.6.3 Produção de biodiesel 

A produção enzimática de biodiesel (ésteres metílicos de ácidos graxos) utiliza lipases 

imobilizadas para catalisar a transesterificação de gorduras ou óleos com metanol ou etanol. Os 

sistemas de lipases imobilizadas permitem o uso de matérias-primas de baixa qualidade (por 

exemplo, óleo de cozinha usado (LIMA NETO et al., 2025), óleo de babaçu residual 

(MOREIRA et al., 2020b) e óleo de babaçu virgem (ALEXANDRE et al., 2022), óleo de 

microalgas (FERREIRA MOTA et al., 2022), gordura de frango (ROCHA et al., 2021) ou 

mesmo óleos locais de diversas regiões (BRANDÃO JÚNIOR et al., 2023) e geram menos 

subprodutos em comparação com a catálise química (LV et al., 2021).

Eversa® e Eversa® Transform 2.0 da Novozymes são lipases líquidas geneticamente 

modificadas adaptadas para produção de biodiesel que foram imobilizadas em suportes para 

reutilização (LV et al., 2021; SANTOS et al., 2024). Estudos confirmam a eficácia dessas 

enzimas. Remonatto et al. (2018) demonstraram que Eversa® Transform e Eversa® Transform 

2.0, quando usadas em suportes hidrofóbicos (especialmente Sepabeads-C18) via adsorção 



interfacial, alcançaram rendimentos acima de 95%, com atividade catalítica excepcional na 

produção de ésteres etílicos (FAEE) e metílicos (FAME) de ácidos graxos a partir de óleo de 

girassol em hexano anidro. O biocatalisador Sepabeads-Eversa® Transform 2.0 se destacou, 

atingindo 99% de conversão para FAEE em 3 horas (40 °C, razão molar etanol/óleo de 4:1), 

com seletividade completa de ésteres e ausência de diacilgliceróis. A lipase imobilizada 

manteve 75% de sua atividade após quatro ciclos de reutilização na síntese de FAEE, 

demonstrando robustez operacional. Em contraste, o metanol aumentou a atividade catalítica 

(99% de FAME em condições otimizadas), mas reduziu a estabilidade da enzima (perda > 50% 

após 7 horas). A funcionalização pós-imobilização com polímeros hidrofílicos (PEI/PAA) 

dobrou a taxa de formação de ésteres, embora sem ganhos de estabilidade (REMONATTO et 

al., 2018).

As principais tendências abordam o custo e a estabilidade da lipase. Suportes avançados 

(nanotubos de carbono, zeólitas, nanofibras) oferecem carga e estabilidade muito elevadas. 

Formatos sem suporte (por exemplo, agregados enzimáticos reticulados, CLEAs) concentram 

enzimas e eliminam os custos com suportes. A engenharia de proteínas produziu variantes de 

lipase com tolerância muito maior ao metanol e à temperatura, permitindo processos contínuos 

de maior rendimento. Na engenharia de reatores, projetos intensificados (por exemplo, leitos 

fixos recirculantes, sistemas assistidos por ultrassom) elevam a conversão acima de 99%. 

Biorreatores imobilizados também estão sendo acoplados à remoção de glicerol em linha (por 

exemplo, por meio de membranas) para conduzir as reações até a conclusão (LV et al., 2021).

2.6.4 Biorremediação 

Enzimas imobilizadas são cada vez mais utilizadas para desintoxicar poluentes (corantes, 

fenóis, pesticidas, produtos farmacêuticos) em águas residuais. Os casos mais estudados 

envolvem oxidases degradadoras de lignina. Por exemplo, lacase fúngica imobilizada em 

suportes tem sido aplicada a efluentes de corantes têxteis. Um estudo recente imobilizou lacase 

de Pycnoporus em filtros de NPs de sílica/poliéster, alcançando ~39% de remoção de corante 

no tratamento de fluxo contínuo do corante Vermelho Congo, o que superou significativamente 

a taxa de remoção da enzima livre (remoção de 8%) (LOPEZ-BARBOSA et al., 2020). Outro 

exemplo utilizou uma lacase geneticamente modificada de Cyathus bulleri em um biorreator de 

membrana: a operação contínua (tempo de retenção de 6 horas) resultou em ~95% de 



descoloração do efluente têxtil real e 96% de redução da toxicidade, demonstrando viabilidade 

em escala piloto (DAHIYA et al., 2023). Peroxidases imobilizadas (p. ex., peroxidase de raiz-

forte) e azoredutases também foram testadas para poluentes fenólicos e nitroaromáticos. Em 

alguns casos, biosuportes revestidos com enzimas (p. ex., esferas de alginato com enzimas 

imobilizadas) foram utilizados em colunas de tratamento ou reatores em batelada. Esses 

exemplos demonstram que a imobilização permite alta carga de catalisador e reutilização em 

fluxos contaminados (JONOVIĆ et al., 2022; URREA et al., 2021; WEBER et al., 2023).

As áreas de foco incluem materiais nanométricos e híbridos. Os suportes nanoporosos 

(por exemplo, sílica mesoporosa, MOFs) podem encapsular enzimas, protegendo-as de 

desnaturantes. A combinação de enzimas com mediadores redox (sistemas lacase-mediador 

imobilizados) expande a gama de substratos. A engenharia de proteínas produziu lacases e 

peroxidases com alta tolerância a sais, solventes e pH extremo, tornando-as mais práticas para 

efluentes reais. Além disso, projetos de biorreatores integrados estão promovendo o avanço dos 

reatores de membrana enzimática, e leitos fluidizados permitem a remoção contínua de 

poluentes. Por exemplo, um reator enzima-membrana de modo contínuo manteve alta 

descoloração ( > 95%) por mais de 80 horas com incrustação mínima da membrana (DAHIYA 

et al., 2023).

2.7 Desafios e Perspectivas Futuras

Embora avanços recentes no contexto da imobilização enzimática tenham contribuído 

significativamente para a expansão de sua aplicabilidade, desafios ainda persistem e são fatores 

limitantes para seu uso em escala industrial (PATTI et al., 2025; T.SRIWONG; MATSUDA, 

2022; XU et al., 2023b). Assim, à medida que a engenharia de materiais e as tecnologias 

computacionais progridem, novas possibilidades surgem (BARATI et al., 2024), especialmente 

quando alinhadas a vieses de sustentabilidade e regulatórios (ATIROĞLU et al., 2024; 

BADGUJAR; BADGUJAR; BHANAGE, 2022; CAVALCANTE et al., 2024; NAWAZ et al., 

2021).

Nos últimos anos, a comunidade científica tem se esforçado cada vez mais para 

incorporar ferramentas de inteligência artificial aos processos de previsão, otimização e seleção 

dos materiais de suporte utilizados na imobilização enzimática (SINGH et al., 2021; 

ŚWIDEREK et al., 2025; TADESSE; LIU, 2025; WEI; SMITH, 2023). Isso possibilitou a 



previsão de interações entre enzimas e superfícies sólidas por meio de modelos computacionais 

baseados em aprendizado de máquina, aprimorando desde a seleção de suportes até a 

determinação das melhores condições de imobilização (CHAI et al., 2021; LIANG et al., 2024; 

MOU et al., 2021; RALBOVSKY; SMITH, 2021; SÁNCHEZ-MORÁN et al., 2023).

Paralelamente a isso, a engenharia de materiais acompanhou esse movimento, 

desenvolvendo suportes altamente porosos e funcionalizados com geometria controlada. 

Estruturas como MOFs (Metal-Organic Frameworks), COFs (Covalent Organic Frameworks) 

e nanocompósitos híbridos são exemplos notáveis dessa nova geração de materiais, que 

combinam alta estabilidade térmica, grande área superficial e a possibilidade de modificação 

química personalizada (FENG et al., 2023, 2022; SHER et al., 2019; TU et al., 2021; WANG; 

LAN; MA, 2020). A tendência é que novos materiais capazes de responder a estímulos externos, 

como pH, temperatura ou campo magnético, e modular a atividade enzimática conforme 

necessário, sejam desenvolvidos no futuro (CARRARO et al., 2024; HAN et al., 2018; ZHOU 

et al., 2021b).

Outro aspecto que vem ganhando destaque na literatura científica é a necessidade de 

alinhar a imobilização enzimática aos princípios da sustentabilidade. Com a crescente demanda 

por processos industriais mais verdes e o surgimento de legislações ambientais mais rigorosas, 

torna-se imperativo substituir suportes derivados de fontes não renováveis por biomateriais 

mais ecologicamente viáveis (KOTWAL et al., 2024; XU et al., 2023a; ZANUSO et al., 2021). 

Nesse contexto, resíduos lignocelulósicos, lignina, quitosana, celulose bacteriana e outros 

polímeros naturais estão sendo investigados como alternativas promissoras (CALIFANO et al., 

2024; MUKHEJA et al., 2024; PIROZZI; LATTE; SANNINO, 2023). Esses materiais não só 

apresentam baixo custo e ampla disponibilidade, como também oferecem vantagens estruturais, 

como alta funcionalidade de superfície e boa biocompatibilidade, o que os torna particularmente 

adequados para imobilização enzimática. A lignina, em particular, tem apresentado excelentes 

resultados em termos de estabilidade, reutilização e resistência a solventes orgânicos, 

características desejáveis para aplicações contínuas (BENÍTEZ-MATEOS et al., 2021; 

KLAPISZEWSKI; ZDARTA; JESIONOWSKI, 2018; STANISZ et al., 2022).

É importante ressaltar que, embora o uso de biomateriais represente um avanço 

significativo, sua adoção em escala industrial ainda depende da superação de desafios técnicos, 

como a padronização das propriedades físicas e químicas dos suportes e a garantia da 

estabilidade ao longo do tempo (KHAN, 2021). Mesmo assim, a convergência entre inovação 



tecnológica e sustentabilidade representa um dos caminhos mais promissores para o futuro da 

imobilização enzimática.

Por fim, um aspecto que não pode ser negligenciado são os requisitos regulatórios e as 

demandas do setor industrial. Para que biocatalisadores imobilizados sejam amplamente 

utilizados em setores como o farmacêutico, alimentício e ambiental, eles devem atender a 

rigorosos critérios de segurança, pureza e desempenho (BOLIVAR; WOODLEY; 

FERNANDEZ-LAFUENTE, 2022). Nesse sentido, os suportes utilizados devem ser isentos de 

contaminantes tóxicos e compatíveis com os padrões estabelecidos por órgãos reguladores 

como ANVISA, FDA ou EMA. Além disso, é essencial que os processos de imobilização sejam 

reprodutíveis, escaláveis e economicamente viáveis, garantindo que o desempenho observado 

em laboratório possa ser mantido em ambientes industriais.

A estabilidade ao longo de múltiplos ciclos de uso, bem como a facilidade de 

regeneração e descarte de suportes, também são aspectos essenciais. Modelos como agregados 

enzimáticos reticulados (CLEAs) e suas variantes têm se mostrado promissores nesse contexto, 

mas ainda enfrentam barreiras relacionadas ao custo de produção e à necessidade de enzimas 

de alta pureza (SHELDON, 2011; YAMAGUCHI; KIYOTA; MIYAZAKI, 2018). Ainda mais 

desafiador é garantir a uniformidade entre lotes e a previsibilidade do desempenho catalítico 

em diferentes contextos operacionais. Para tanto, investimentos têm sido feitos na padronização 

de metodologias, no controle rigoroso das variáveis de síntese e no uso de ferramentas de 

monitoramento em tempo real. Assim, incorporar requisitos regulatórios desde os estágios 

iniciais do desenvolvimento do material de suporte é uma estratégia eficaz para permitir a 

aplicação industrial em larga escala.

Em resumo, os desafios impostos pela imobilização enzimática não são triviais, mas 

também não são intransponíveis. A integração da inteligência artificial com a engenharia de 

materiais abre novos horizontes para o desenvolvimento de suportes altamente eficientes e 

customizados. Ao mesmo tempo, a adoção de biomateriais sustentáveis permite aliar 

desempenho técnico à responsabilidade ambiental, promovendo uma biotecnologia mais 

alinhada aos princípios da economia circular. 

Além disso, ao considerar os requisitos regulatórios e industriais desde o início do 

processo de pesquisa, torna-se possível acelerar a transição do laboratório para o mercado, 

garantindo soluções seguras, eficazes e escaláveis.



2.8 Conclusão

Esta pesquisa forneceu uma visão abrangente do cenário atual de pesquisa e das 

tendências globais emergentes sobre materiais suporte para imobilização de enzimas. Houve 

um aumento notável nos avanços tecnológicos, bem como um crescimento substancial na 

importância e viabilidade de diferentes tipos de materiais suporte para imobilização de enzimas.  

Este campo de pesquisa esteja em rápida expansão, com potencial para um aumento na 

publicação de novos estudos nos próximos anos. No entanto, para fortalecer e expandir a 

colaboração entre diferentes grupos de pesquisa, é essencial realizar sinergias e conexões mais 

concretas. Apesar do crescimento no número de publicações ao longo dos anos, desafios 

substanciais permanecem, mostrando oportunidades de desenvolvimentos de matérias suportes 

mais adequados para cada tipo de aplicação e com melhores desempenhos. 

A análise bibliométrica evidencia que países emergentes, como o Brasil, começam a 

ganhar relevância ao lado de EUA e China, reforçando a internacionalização do tema. A 

bibliometria também revela que o campo da imobilização enzimática passa por uma transição 

de suportes clássicos para sistemas híbridos, multifuncionais e ecoeficientes. Embora os 

suportes tradicionais ainda sejam dominantes, o futuro aponta para materiais híbridos e 

multifuncionais, capazes de oferecer maior estabilidade e adaptabilidade. Observa-se também 

lacunas importantes como a necessidade de ampliar pesquisas com lipases comerciais 

acessíveis, de baixo custo e alta aplicabilidade industrial, como a Eversa® Transform 2.0, que 

ainda é pouco explorada em sistemas imobilizados. Apesar da popularidade das nanopartículas 

magnéticas, observa-se escassez de estudos com suportes heterofuncionais baseados em 

fosfonatos. Assim, os resultados bibliométricos deste estudo não apenas confirmam 

observações clássicas, mas também se alinham com as análises mais atuais, consolidando a 

relevância do tema.

Nesse sentido, este trabalho não apenas revisa o panorama da área ou descreve o estado 

da arte, mas também responde diretamente às lacunas identificadas, propondo e avaliando um 

novo suporte heterofuncional magnético (Fe3O4@DTPMP-GLU). Assim, a bibliometria não é 

apenas retrospectiva, mas prospectiva, posicionando o artigo dentro das tendências globais de 

biocatálise sustentável ao propor o desenvolvimento do suporte Fe3O4@DTPMP-GLU. Assim, 

os resultados bibliométricos deste estudo não apenas confirmam observações clássicas, mas 

também se alinham com as análises mais atuais, consolidando a relevância do tema.



3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

A lipase comercial Eversa® Transform 2.0 (ET2 - Aspergillus oryzae - 41,57 mg/mL), 

p-nitrofenol (PNP), as soluções de glutaraldeído (GLU) grau II, butirato de p-nitrofenila (p-

NPB) e Triton X-100 foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Cajamar, São Paulo, Brasil). O 

cloreto de ferro (III) hexahidratado (FeCl3·6H2O), sulfato de ferro heptahidratado 

(FeSO4·7H2O), fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4.H2O) e fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4.7H2O) foram adquiridos da Vetec (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil). 

O dietilenotriaminopenta (ácido metileno fosfônico) - (DTPMP) 50% (T) foi adquirido 

da Sigma-Aldrich (Cajamar, São Paulo, Brasil). O hidróxido de amônio (29%) (NH4OH) foi 

adquirido da Dinâmica Química (Indaiatuba, São Paulo, Brasil). Todos os outros reagentes 

foram utilizados como recebidos, sem qualquer purificação adicional. Para a elaboração do 

planejamento experimental utilizando o método Taguchi, foram utilizados os softwares 

Statistica® 10 (Statsoft, EUA) e Minitab® (Minitab, LLC).

3.2 Síntese sonoquímica de NPs de Fe3O4 funcionalizadas com DTPMP

As NPs de Fe3O4 funcionalizadas com DTPMP foram sintetizadas de acordo com o 

método assistido por ultrassom proposto por Neto et al. (2021), com algumas modificações. 

Utilizando um equipamento de ultrassom (Q500 Sonicator - Qsonica) com um diâmetro de 

microponta de 3,2 mm, sob condições de sonicação de 300 W e regime de pulso de 3 segundos 

ligado e 1 segundo desligado. Foram pesadas 1,0 g (3,6 mmol) de FeSO4·7H2O e 1,9 g (7 mmol) 

de FeCl3·6H2O, os quais foram dissolvidas em 15 mL de água deionizada. Esta solução foi 

sonicada, nas condições descritas, por 4 minutos. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de 

solução concentrada de NH4OH sob sonicação por mais 4 minutos. Em seguida, 4 mL de uma 

solução contendo 1 g (1,7 mmol) de DTPMP foram adicionados à mistura reacional, permitindo 

a sonicação por mais 4 minutos, concluindo o processo de síntese.

A fim de remover o excesso de NH4OH e as moléculas de DTPMP não ligadas, as 

partículas obtidas foram separadas magneticamente e lavadas três vezes com 40 mL de água 

deionizada. Posteriormente, foram dialisadas utilizando filtro de membrana de celulose 



regenerada, 1 kDa NMWCO Ultracel® (25 mm de diâmetro), até atingirem pH neutro e secas 

em um dessecador contendo sílica.

3.3 Ativação do Fe3O4@DTPMP com GLU

As NPs de Fe3O4@DTPMP foram ativadas com GLU no intuito de gerar ligação 

covalente entre o suporte e a enzima. Dessa forma, 10 mg de Fe3O4@DTPMP foram pesadas 

em um microtubo, tipo eppendorf e, posteriormente adicionado 500μL de uma solução contendo 

2,5% de GLU em tampão fosfato de sódio (5mM e pH 7). A solução permaneceu sob agitação 

constante por 2 h a 25 °C (MONSAN, 1978). Em seguida, as NPs foram separadas 

magneticamente e lavadas cinco vezes com solução tampão fosfato de sódio (5mM e pH 7) para 

remover o excesso de GLU (MONTEIRO et al., 2019b, 2019c, 2020; MOREIRA et al., 2020a), 

sendo denominadas a partir de agora como Fe3O4@DTPMP-GLU.

3.4 Imobilização da ET2 em Fe3O4@DTPMP-GLU e determinação da concentração 

proteica  

Uma baixa força iônica (5 mM) foi escolhida para favorecer as interações eletrostáticas 

iniciais entre o suporte e a enzima (SOUSA et al., 2024). Para imobilização da ET2 (41,57 

mg/mL) no suporte funcionalizado (Fe3O4@DTPMP-GLU), 10 mg de Fe3O4@DTPMP-GLU 

foram pesadas em um microtubo (tipo eppendorf) e adicionado 1mL de solução tampão fosfato 

de sódio (5mM e pH 7) contendo ET2 (carga enzimática: 5mg/g de suporte), na presença de 

0,01% de Triton X-100. Em seguida, o sistema foi submetido a agitação branda constante por 

6h a 40 °C. Após esse período, a ET2 imobilizada e seu sobrenadante foram submetidos a 

leituras de atividade enzimática para obtenção de parâmetros de imobilização. 

O teor de proteína foi determinado utilizando-se o método descrito por Bradford e a 

albumina de soro bovino foi usada como referência (BRADFORD, 1976). Ao final, a ET2 

imobilizada foi separada magneticamente e lavada cinco vezes com tampão fosfato de sódio 

(5mM e pH 7), visando retirar enzimas não imobilizadas (MONTEIRO et al., 2019b, 2019c, 

2020; MOREIRA et al., 2020a), e armazenada a 4 °C.



3.5 Determinação da atividade enzimática

A determinação das atividades enzimáticas da ET2 livre e imobilizada foram realizadas 

de acordo com a metodologia descrita por Rios et al. (2016) com algumas modificações. O 

aumento da absorbância em 348nm (ponto isosbéstico do p-nitrofenol) produzido pela hidrólise 

do p-NPB em p-NP, foi monitorado por 90 segundos de forma contínua para a enzima livre, 

sendo realizadas leituras pontuais nos tempos de 1, 3 e 5 minutos para a ET2 imobilizada. 

Os ensaios foram realizados à 25 °C em solução tampão de fosfato de sódio (25mM e 

pH 7) utilizando um espectrofotômetro modelo Cary 60 UV-Vis adquirido da Agilent. A 

absorvidade molar (ɛ) obtida através da curva de calibração de p-NP no equipamento utilizado 

foi de 5,11 mM-1cm-1 (SOUZA et al., 2016). 

A metodologia para a enzima livre consistiu em: 50μL da amostra e 50μL de p-NPB 

(50mM em acetonitrila) adicionados a 2,5mL da solução tampão, já para a ET2 imobilizada, 

10mg da mesma e 50μL de p-NPB (50mM em acetonitrila) adicionados a 25mL da solução 

tampão e colocados sob agitação mecânica. 

Nessas condições, a atividade da enzima livre foi expressa em U/mL podendo ser 

convertida para U/mg pela divisão por sua concentração (41,57 mg/mL) determinada pelo 

método de Bradford, já a atividade da ET2 imobilizada foi expressa em U/mg, onde a unidade 

internacional de atividade (U), foi definida como a atividade da enzima que produz 1μmol de 

p-NP por minuto (MONTEIRO et al., 2019b, 2019c; MOREIRA et al., 2020a). As análises 

foram realizadas em triplicata com uma margem de erro < 5%.

3.6 Parâmetros de imobilização

Para os cálculos dos parâmetros de imobilização da ET2 no suporte foram utilizadas as 

metodologias descritas em de Souza et al. (2020) e Cavalcante et al. (2022). Os parâmetros 

estudados foram compostos por rendimento de imobilização (R.I), atividade teórica (At.T), 

atividade do derivado (At.D) e atividade recuperada (At.R). Onde R.I é a porcentagem de 

atividade enzimática retida após imobilização, e calculada pela diferença entre a atividade 

inicial e final da enzima. At.T é a atividade esperada da ET2 imobilizada tomando como base a 

quantidade de enzima oferecida para o suporte e seu R.I (ARANA-PEÑA et al., 2021; SANTOS 

et al., 2017). At.D é a atividade da ET2 imobilizada sob determinadas condições de leitura e 



At.R compara a atividade da ET2 imobilizada com a At.T (BRAHAM et al., 2021; MONTEIRO 

et al., 2019b, 2019c; MOREIRA et al., 2020a). 

A seguir são dadas as equações utilizadas para calcular cada um dos parâmetros de 

imobilização.R. I = (Ati−AtfAti ) 100%                                                                                                                           (1)                                                                                     At. T = Atenz (R. I)                                                                                                                               (2)At. D = (∆A∆t ) f                                                                                                                                        (3)
At. R = (At. DAt. T) 100%                                                                                                                           (4)

R.I e At.R são expressos em porcentagem, enquanto At.D e At.T em U/mg. Ati 

representa a atividade inicial e Atf a final. Atenz é a atividade da quantidade de enzima oferecida 

ao suporte. ΔA representa a variação da absorbância mensurada pelo espectrofotômetro em um 

intervalo de tempo (Δt) e f é um fator que está associado as condições de leitura da atividade 

enzimática (MELO et al., 2024).

3.7 Método Taguchi

Com o intuito de otimizar as condições experimentais de imobilização da enzima ET2 

no suporte Fe3O4@DTPMP-GLU, o planejamento experimental Taguchi foi adotado. Para tal, 

uma matriz ortogonal padrão L9 (quadrado latino com 9 experimentos) foi utilizada para 

analisar quatro variáveis independentes em três níveis, visando definir o melhor ambiente 

reacional dentre a combinação dos níveis escolhidos, obtendo assim um processo de 

imobilização enzimática eficiente. Os fatores selecionados para otimizar a imobilização de ET2 

no suporte Fe3O4@DTPMP-GLU foram os mesmos relatados anteriormente por Melo et al. 

(2024), apenas uma temperatura foi modificada. 

O autor estudou a imobilização de ET2 em MNPs híbridos. Para cada nível do método 

Taguchi, o mesmo procedimento descrito por Melo et al. (2024) foi realizado. As quatro 

variáveis independentes foram tempo (h), força iônica (mM), carga enzimática (mg/g) e 

temperatura (°C) (MELO et al., 2024), onde podemos observar seus níveis correspondentes na 

Tabela 4.



Tabela 4 – Variáveis independentes e seus respectivos níveis.

Tempo 
(h)

Força iônica 
(mM)

Carga 
enzimática 

(mg/g)

Temperatura 
(°C)

Nível 1 6 5 1 30
Nível 2 15 50 3 35
Nível 3 24 95 5 40

Fonte: Elaborado pelo autor.

O tempo é um fator crítico no processo de imobilização. Tempos insuficientes geram 

baixa fixação da enzima no suporte, enquanto tempos maiores podem auxiliar no alcance do 

equilíbrio necessário para a formação de ligações covalentes mais estáveis. Como o suporte 

estudado é ativado com GLU, os níveis escolhidos podem favorecer a formação de ligações 

covalentes (FANG et al., 2011). A faixa de força iônica escolhida pode favorecer tanto as 

interações de troca iônica quanto as ligações covalentes, caso haja sítios de ligação disponíveis 

no suporte estudado (BARBOSA et al., 2014). Os níveis escolhidos para a massa de enzima 

ofertada (mg) por massa de suporte disponível (g) buscaram reduzir custos e o uso 

desnecessário de enzimas, o que pode levar a efeitos de aglomeração e bloqueio de sítios ativos 

no processo de imobilização (SUN; HU, 2017). Os valores de temperatura escolhidos foram 

baseados em informações fornecidas pela Sigma-Aldrich, que afirma que a lipase (ET2) opera 

a 40°C (SIGMA-ALDRICH, 2025). Os softwares Statistica® 10 e Minitab® foram utilizados 

para implementação do planejamento e posteriores análises estatísticas. Na Tabela 5 podemos 

observar o planejamento experimental Taguchi L9, onde existe a combinação entre as variáveis 

independentes e os níveis escolhidos, em que cada um deles participa de 3 experimentos.

Tabela 5 – Planejamento experimental Taguchi L9.

Experimento Tempo 
(h)

Força iônica 
(mM)

Carga 
enzimática 

(mg/g)
Temperatura 

(°C)

1 6 5 1 30
2 6 50 3 35
3 6 95 5 40
4 15 5 3 40
5 15 50 5 30
6 15 95 1 35
7 24 5 5 35
8 24 50 1 40
9 24 95 3 30

Fonte: Elaborado pelo autor.



A partir dos resultados obtidos de cada experimento do planejamento experimental, e 

utilizando a atividade da ET2 imobilizada como resposta, foram calculadas as relações S/R 

(sinal-ruído) com o auxílio do software Statistica® 10. Estas foram calculadas utilizando a 

função “maior é melhor”, uma vez que o objetivo do planejamento é maximizar a variável 

resposta (atividade da ET2 imobilizada). Para calcular as relações S/R foi utilizada a Equação 

(5) (MELO et al., 2024). 

SR  =  −10 log (1n ∑ 1yi2ni = 1 )                                      (5)                                                    

Onde as variáveis de resposta são simbolizadas por y, sendo que i representa o número 

de repetições e n o número de experimentos. Por meio da Equação (6), foi possível determinar 

a relação S/R esperada nas condições ideais de imobilização (CHAKRABORTY; 

ROYCHOWDHURY, 2013; MELO et al., 2024). 

SRp  =  S̅R + ∑ ( SRj − S̅R)nj = 1                                             (6)                                                                                 

Em que S/Rp é o ponto ideal para cada fator, S̅/R é a média aritmética das variáveis 

estudas, S/Rj é a razão no ponto ótimo para cada fator e n é o número de fatores que afetam 

significativamente o processo (CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013; MELO et al., 

2024).

3.8 Análise do processo de dessorção da ET2 imobilizada

Para avaliar a interação entre a enzima ET2 e o suporte Fe3O4@DTPMP-GLU, foram 

adicionados 500 μL de tampão fosfato de sódio (25mM e pH 7), NaCl 1M ou 0,1% (v/v) de 

Triton X-100 a 50 mg da ET2 imobilizada e mantido sob agitação moderada. Após os tempos 

de 30 e 60 minutos, foram realizadas medidas de atividade da enzima livre (CHAKRABORTY; 

ROYCHOWDHURY, 2013; RODRIGUES et al., 2019).

3.9 Estabilidade operacional em ciclos de reuso

Para checar a estabilidade operacional da ET2 imobilizada em ciclos de reuso, foram 

realizadas sucessivas leituras, onde 10mg da ET2 imobilizada e 50μL de p-NPB (50mM em 



acetonitrila) foram adicionados a 25mL de solução tampão fosfato de sódio (25mM e pH 7) e 

colocados sob agitação mecânica. O teste foi realizado até a obtenção de valores de atividade 

50% abaixo da sua atividade inicial. Após a conclusão de cada ciclo a amostra foi lavada 3 

vezes com água deionizada (XIE; HUANG, 2018).

3.10 Carga máxima de imobilização enzimática

A carga máxima de imobilização da enzima ET2 pelo suporte Fe3O4@DTPMP-GLU foi 

investigada através da adição de 10 mg do suporte em 1 mL de solução tampão fosfato de sódio 

(5mM e pH 7) contendo a enzima ET2 e 0,01% de Triton X-100. 

As cargas enzimáticas utilizadas nos testes foram de 1, 3, 5, 7 e 10 mg de enzima por g 

de suporte, tais concentrações foram determinadas previamente segundo o método de Bradford 

e a albumina de soro bovino foi utilizada como padrão de análise (BRADFORD, 1976). Esse 

sistema foi posteriormente mantido sob agitação constante por 6 h a 40 °C, onde ao final do 

processo foi realizada a determinação de seus parâmetros de imobilização (SOUZA et al., 2016).

3.11 Estabilidade em solventes orgânicos

O teste de estabilidade em solventes orgânicos foi realizado tanto para a ET2 

imobilizada quanto para a enzima livre. Os solventes estudados foram heptano, hexano, ciclo 

hexano, tetraidrofurano (THF) e acetonitrila. A atividade de ambos, em tampão fosfato de sódio 

(25mM e pH 7) foi utilizada como padrão de comparação e definida como 100%. Para a ET2 

imobilizada, 10mg foram adicionadas a 25mL de uma mistura contendo 25% de solvente 

orgânico em tampão fosfato de sódio (25mM e pH 7). 

Para a enzima livre, foi preparado 1mL de solução contendo a carga enzimática de 

imobilização da ET2 em tampão fosfato de sódio (5mM e pH 7), onde 50 µL desta foi 

adicionada a 2,5mL da mistura contendo 25% de solvente orgânico em tampão fosfato de sódio 

(25mM e pH 7). Os dois sistemas foram postos em agitação branda por 15 min, com posterior 

adição de 50 µL de p-NPB (50mM em acetonitrila) e realizada a leitura de sua atividade 

enzimática.



3.12 Estabilidade em pH

Para avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimática da enzima livre e imobilizada, 

visando observar diferenças entre elas, diferentes tampões (acetato de sódio, fosfato de sódio e 

carbonato de sódio) nas concentrações de 5mM foram utilizados a fim de abranger a faixa que 

varia entre pH 4 e 10. Este processo foi realizado de acordo com Cherni et al. (2024), fazendo 

algumas modificações. Para a leitura da atividade da ET2 imobilizada, 10mg da mesma e 50 

µL de p-NPB (50mM em acetonitrila) foram adicionados a 25mL de tampão, já para a enzima 

livre foi preparado 1mL de solução contendo a carga enzimática de imobilização da ET2 

imobilizada em água deionizada, onde 50 µL desta e 50 µL de p-NPB (50mM em acetonitrila) 

foram adicionadas a 2,5mL de tampão.

3.13 Estabilidade térmica

A atividade enzimática da enzima livre e imobilizada foram avaliadas em diferentes 

temperaturas conforme a metodologia de Melo et al. (2017), com modificações. Para isso, foi 

preparado 1mL de solução de ET2, utilizando a mesma carga enzimática de imobilização da 

ET2 imobilizada, em tampão fosfato de sódio (25mM e pH 7), com posterior incubação em 

banho termostático por 15 minutos. Em 10 mg de Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 foram 

adicionados a 1mL de tampão fosfato de sódio (25mM e pH 7) e postos sob mesmas condições. 

As temperaturas estudadas foram de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C. 

Para testes realizados em temperaturas superiores a 30 °C, as amostras foram submetidas 

a resfriamento em banho de gelo por 1 minuto antes da leitura de suas atividades. As atividades 

foram medidas utilizando 50 µL da solução de ET2 e 50 µL de p-NPB (50mM em acetonitrila) 

em 2,5mL de tampão fosfato de sódio (25mM e pH 7), para a enzima livre, e uma massa de 10 

mg juntamente com 50 µL de p-NPB (50mM em acetonitrila) em 25mL de tampão fosfato de 

sódio (25mM e pH 7), para a ET2 imobilizada.

3.14 Estabilidade de armazenamento

A estabilidade do armazenamento da ET2 imobilizada no suporte foi avaliada pelo 

monitoramento da atividade hidrolítica utilizando p-NPB, sendo que 10 mg de ET2 imobilizada 



foram adicionados a 50 µL de PBS (5 mM, pH 7) e armazenada sob refrigeração a 4 °C. A 

atividade foi monitorada por 60 dias e determinada periodicamente.

3.15 Caracterização dos Materiais

3.15.1 Difração de raios-X (XRD) 

A análise XRD foi realizada em um difratômetro de pó X’Pert MPD (Panalytical), com 

uma faixa de varredura 2θ variando de 20° a 80°. Um tubo CuKα (1.54059 Å) foi utilizado para 

as amostras, operando a 40kV e 30mA, com faixa de varredura de 20° a 100°. Os padrões de 

difração foram obtidos usando a geometria Bragg-Brentano em modo contínuo com uma 

velocidade de 0,5° por minuto e um tamanho de passo de 0,02°(2θ). 

Para interpretação de resultados foram utilizados dois softwares, X’Pert HighScore Plus, 

para identificação de fase e obtenção de padrão cristalográfico, e Maud® para refinamento 

(método Rietveld) e análise de dados de difração. O tamanho de cristalito para cada amostra foi 

calculado utilizando a equação de Scherrer.

3.15.2 Magnetômetro de Amostra Vibrante (VSM) 

O VSM foi realizado no Laboratório de Análise Magnética e Óptica (LAMOp) da 

Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN). Este aparelho possui vários módulos: 

gerador de funções (marca Perron, modelo MT 4070), um amplificador Lock-in (marca Signal 

Recovery, modelo 7265), um gaussímetro (marca LakeShore), um controlador de temperatura 

(marca LakeShore), uma fonte de tensão DC (marca Agilent techologies, modelo N8736A), um 

sistema de refrigeração a ciclo fechado de hélio um criostato (marca Cryogenics), uma bomba 

de vácuo turbo molecular (marca Pfeiffer vacuum), um eletroímã (marca LakeShore), um drive 

de 14 pol (marca Sellenium) e uma haste de fibra de carbono. O aparelho também possui 

compressor e bomba de vácuo que permite a diminuição da temperatura até 10 K com a queda 

de pressão no local onde fica a amostra. As curvas de magnetização obtidas pelo equipamento, 

foram a 300K. Para garantir a precisão dos momentos magnéticos foi realizada a calibração 

utilizando material de referência padrão. Para todas as medições o momento magnético obtido 

para cada campo aplicado foi normalizado pela massa da amostra.



3.15.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

As análises FTIR foram conduzidas em um espectrofotômetro Perkin Elmer 2000 

equipado com um acessório de reflectância total atenuada (ATR) com cristal de seleneto de 

zinco (ZnSe). As amostras foram previamente secas para remoção da absorção de água e 

dispersas em brometo de potássio (KBr) na proporção de 1:10. Os pellets foram obtidos 

utilizando moldes com prensa hidráulica. As medições foram realizadas na resolução de 4cm-1, 

média de 32 varreduras e cobrindo a faixa espectral de 4000 a 500 cm-1.

3.15.4 Análise Termogravimétrica (TGA) 

As análises de TGA foram conduzidas em um analisador Mettler Toledo 

(TGA/SDTA851). O processo foi realizado sob atmosfera de nitrogênio (N2), com fluxo 

contínuo de 50mL por minuto e aquecimento com taxa constante de 10°C por minuto, cobrindo 

uma faixa de 30°C a 800°C.

3.15.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) e Espectroscopia de Fluorescência de 

Raios-X (XRF) 

Imagens de SEM e XRF foram realizadas para avaliar, respectivamente, a morfologia e 

a composição química dos materiais. A SEM foi realizada no microscópio QUANTA 450 FEG. 

As amostras foram fixadas em fita de carbono e metalizadas com prata usando o equipamento 

de metalização Quorum QT150ES. Um feixe de elétrons com 20 kV foi aplicado. A XRF foi 

realizada usando um equipamento SHIMADZU modelo EDX-7000 equipado com um tubo de 

ródio, aplicando uma potência de 4 kV às amostras de pó.

3.15.6 Microscopia Eletrônica de Transmissão de Alta Resolução (HRTEM) 

A microscopia eletrônica de transmissão de alta resolução (HRTEM) foi realizada em 

um HITACHI HT7700, operando a uma tensão de aceleração de 120 kV. Previamente, as 

amostras foram dispersas em água e uma gota foi colocada em uma grade de cobre revestida 

com carbono de 300 malhas e seca em condições ambientes.



3.15.7 Docking Molecular 

A interação entre a enzima Eversa (PDB ID: 5XK2) e os componentes do suporte 

Fe3O4@DTPMP-GLU se dá através da complexação com o DTPMP, com o intermediário 

químico GLU. Com base nisso, foi realizado o estudo de docking molecular após modelagem 

3D destes componentes, e elucidação das bases moleculares responsável pela complexação da 

Lysina (resíduo da Eversa que é complexado no suporte) com o GLU, um intermediário na 

complexação com o DTPMP (MIRANDA et al., 2020). Em seguida, o complexo Lysine-

Glutaraldeído (Lys-GLU) foi submetido ao docking molecular com o DTPMP, dando origem 

ao complexo DTPMP-GLU-Lys. 

A estrutura dos ligantes foram obtidas do banco de dados PubChem: Lysine (ID: 5962), 

GLU (ID: 3485) e DTPMP (ID: 163192). As estruturas foram convertidas para a conformação 

3D através do software OpenBabel (O’BOYLE et al., 2011) e tiveram suas energias minimizada 

para obtenção das conformações mais estáveis. Inicialmente, foram adicionados hidrogênios 

polares e cargas de Kollman foram aplicadas. Os arquivos foram convertidos no formato 

PDBQT e a caixa da busca, para realização dos cálculos de interação, foi definida com centros 

nas coordenadas do receptor, dimensões para cada eixos de 20 angstrons, com exaustividade = 

64. 

As duas etapas do docking molecular (Lys-GLU e DTPMP-Lys-GLU) foram realizadas 

com décima réplica independente, os clusters obtidos foram avaliados de acordo com sua 

energia estimada de ligação (kcal/mol) e as distancias entre as posições dos ligantes estimadas 

nos valores de RMSD (Root Mean Square Deviation). A análise dos complexos foi realizada 

usando o PyMol versão 1.4.7 (DELANO, 2015), que permitiu uma investigação detalhada dos 

complexos. 

 

 



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Ativação do Fe3O4@DTPMP com GLU

A etapa de funcionalização do suporte Fe3O4@DTPMP com GLU teve início com um 

levantamento bibliográfico, baseando-se em trabalhos que mostram o potencial ácido do 

DTPMP (LESUEUR; PFEFFER; FUERHACKER, 2005; TOMSON; KAN; ODDO, 1994) e a 

capacidade do GLU ligar-se a grupos fosfonatos (BOUZID; DJADI, 2021; FARRIS; SONG; 

HUANG, 2010; MOHAMMED et al., 2015; ROJAS, 2015). As condições reacionais 

concentração e tempo foram estabelecidas visando um processo menos oneroso, 2,5% e 2 h, 

respectivamente, já que existem relatos na literatura da não linearidade do aumente da atividade 

enzimática com o aumento destes parâmetros (MONSAN, 1978). O pH do tampão utilizado, 

pH 7, foi escolhido buscando um ambiente reacional que não contribuísse com a polimerização 

do GLU, processo conhecido como condensação aldólica, que é favorecido em condições 

alcalinas (KILDEEVA et al., 2009). 

Como o DTPMP apresenta pKa igual a 1,038 (TOMSON; KAN; ODDO, 1994) e o pKa 

da solução tampão fosfato de sódio (5mM e pH 7), calculado através das equações de 

Henderson-Hasselbalch e Debye-Hückel, é aproximadamente 6,74, assim, o DTPMP é capaz 

de fornecer prótons ao meio reacional. Portanto, propomos que o mecanismo de ligação 

existente entre o GLU e o suporte ocorra de forma semelhante a formação de hemiacetais 

(Figura 11).

Figura 11 – Proposta de mecanismo de ligação entre Fe3O4@DTPMP e GLU.

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.2 Imobilização da ET2 em Fe3O4@DTPMP-GLU

Após uma análise do suporte Fe3O4@DTPMP-GLU, acreditamos que este trata-se de 

um suporte heterofuncional (MATEO et al., 2000, 2020). Possuindo em sua superfície regiões 

com grupos catiônicos, frações hidrofóbicas e grupos covalentemente reativos (Figura 12). 

Estas regiões do suporte são capazes de interagir com diferentes regiões da enzima dependendo 

das condições reacionais. É possível permitir que uma região de interação seja dominante em 

relação as outras (MATEO et al., 2007). Adsorções hidrofóbicas são favorecidas em forças 

iônicas suficientemente altas, podendo ocorrer interações covalentes, caso existam grupos 

reativos na superfície da enzima após a imobilização (BARBOSA et al., 2014). 

Figura 12 – Possíveis regiões de interação entre o suporte Fe3O4@DTPMP-GLU e a enzima ET2 na 

presença de surfactante.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Trocas iônicas entre enzima e suporte são favorecidas em forças iônicas suficientemente 

baixas (BARBOSA et al., 2012). Nestas condições regiões de interação da enzima contendo 

nucleófilos, também são capazes de reagir covalentemente com frações de GLU disponíveis 

(BARBOSA et al., 2014). Vale ressaltar que quanto maior a força iônica, mais restritiva a 

imobilização se torna, exigindo mais interações entre suporte e enzima (MONTES et al., 2007). 



Para maioria das enzimas, interações covalentes ganham destaque em forças iônicas variando 

entre 100 mM e 250 mM, condições estas que desfavorecem trocas iônicas e não são 

suficientemente altas para forçar a adsorção hidrofóbica entre enzima e suporte (BARBOSA et 

al., 2012, 2014). As interações covalentes podem ser associadas a formação de grupos iminas, 

que ocorre pela interação dos grupos α-amino N-terminal das enzimas e as extremidades das 

moléculas de GLU, formando o que se chama de base de Schiff (LIMA et al., 2019, 2021).

4.2.1 Efeito da concentração de GLU na atividade da ET2 imobilizada 

Ensaios de imobilização enzimática da ET2 em Fe3O4@DTPMP-GLU, utilizando 

diferentes concentrações de GLU na funcionalização do suporte (0%; 2,5%; 10% e 25%), foram 

realizados a fim de observar o comportamento da atividade enzimática da ET2 imobilizada 

nestas condições (Figura 13). Os resultados nos mostram que existe vantagem, em termos de 

atividade, na utilização do GLU em comparação a sua não utilização, e que a atividade, 

estabiliza-se em concentrações superiores a 10%. A explicação desde comportamento pode 

estar associada a saturação de moléculas de GLU na superfície do suporte, fato este relatado 

por Monsan (1978), que em seu trabalho relaciona a concentração de GLU no suporte com a 

concentração de carbono encontrada no suporte. Ele afirma que após a ativação, o conteúdo de 

carbono do suporte aumenta rapidamente com a concentração de GLU e um valor constante é 

obtido para concentrações de 10% e 20% de GLU. Para a concentração de GLU variando de 

0,1% a 10%, há uma relação linear que relaciona o conteúdo de carbono de esferosil ativado ao 

logaritmo da concentração de GLU (MONSAN, 1978).

Figura 13 – Atividade enzimática do Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 produzido com suporte ativado em 

diferentes concentrações de GLU.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Em concentrações acima de 10%, a atividade não aumenta devido à saturação dos 

grupos reativos e possível reticulação excessiva (QIAN et al., 2023). Uma alta concentração de 

reticulante pode ser prejudicial à enzima, pois pode danificar sua flexibilidade e resultar em 

uma alteração na rigidez. Assim, a reticulação elevada pode diminuir a atividade catalítica 

devido a possíveis distorções na estrutura da enzima, impedindo que o substrato alcance os 

sítios ativos e limitando a transferência interna de massa (SILVA et al., 2023; XU et al., 2018).

4.2.2 Utilização de surfactante e possível mecanismo de imobilização da ET2  

A utilização de surfactantes não iônicos como Tween 80 e Triton X-100 na imobilização 

de lipases, geralmente, não gera desnaturação (ZAPPONE; KAZISKA; BOGUSH, 2009), e 

estes possuem duas principais funções: a exposição do sítio catalítico (BARBOSA et al., 2014) 

e a quebra de aglomerados enzimático (GUZMAN et al., 2016). Em suportes contendo GLU, 

caso a imobilização ocorra na presença de Triton X-100 e em baixas forças iônicas (para o 

presente estudo os valores utilizados foram abaixo de 100 mM), a principal interação existente 

entre suporte e enzima será através de uma primeira troca iônica, com a possibilidade de 

interações covalentes caso existam sítios disponíveis para ligação (BARBOSA et al., 2012) 

(Figura 14). Muito provavelmente uma ou outra causa de imobilização sempre estará presente, 

seja ela em quantidade maior ou menor (BARBOSA et al., 2014). 

Figura 14 – Possíveis interações entre a ET2 e o suporte Fe3O4@DTPMP-GLU em baixas forças 

iônicas e na presença de Triton X-100.

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.3 Otimização do processo de imobilização enzimática – Planejamento experimental 
Taguchi 

Com o objetivo de otimizar o processo de imobilização enzimática, o planejamento 

Taguchi de matriz ortogonal L9 foi utilizado. Este possui vantagens como a possibilidade de 

identificar e quantificar os efeitos das variáveis independentes escolhidas, dentro dos níveis 

estabelecidos, através da realização de um número reduzido de experimentos (AMERI et al., 

2020; LI et al., 2021; MOHD HUSSIN; ATTAN; WAHAB, 2020). Após a realização dos 

experimentos propostos pelo planejamento experimental e tendo em mãos seus resultados em 

termos de rendimento de imobilização (R.I), atividade teórica (At.T), atividade do derivado 

(At.D) e atividade recuperada (At.R), construiu-se a Tabela 6. 

Tabela 6 – Resultados dos experimentos de imobilização de ET2 em Fe3O4@DTPMP-GLU no 

planejamento experimental Taguchi L9 e razões S/R.

EXPERIMENTO R.I (%) At.T (U/g) At.D (U/g) At.R (%) S/R

1 53,44 ± 4,89 12,39 ± 1,13 13,88 ± 1,26 112,08 ± 0,17 22,84

2 72,37 ± 2,44 34,32 ± 1,16 19,51 ± 1,18 56,88 ± 3,31 25,80

3 63,64 ± 0,76 36,01 ± 0,86 17,10 ± 0,33 47,50 ± 0,90 24,65

4 70,82 ± 0,38 31,28 ± 0,17 13,88 ± 1,11 44,33 ± 3,28 22,84

5 60,79 ± 3,75 29,61 ± 1,83 10,98 ± 1,01 37,24 ± 5,13 20,81

6 34,41 ± 4,85 7,82 ± 1,10 3,01 ± 0,40 38,58 ± 0,59 9,57

7 79,33 ± 1,59 40,93 ± 0,82 15,90 ± 1,01 38,88 ± 2,97 24,02

8 61,48 ± 3,64 14,31 ± 0,85 5,60 ± 0,22 39,29 ± 3,85 14,96

9 64,75 ± 1,04 28,91 ± 0,46 5,37 ± 0,37 18,57 ± 1,15 14,59

Fonte: Elaborado pelo autor.

A relação S/R existente, foi calculada pela função “maior é melhor” com o objetivo de 

maximizar o fator resposta atividade do derivado, já que este trata-se de um dos principais 

parâmetros a serem avaliados na concepção da imobilização de uma enzima. Devemos, então, 

interpretar a relação S/R de forma que quanto maior for o seu valor maior será a atividade do 



derivado, fato que pode ser facilmente notado ao observar os experimentos 2 e 6, onde temos, 

respectivamente, a maior e a menor atividade, apresentando valores de 19,51 ± 1,18 U/g e 3,01 

± 0,40 U/g para At.D, e S/R de 25,80 e 9,57.

4.3.1 Análise da influência das variáveis independentes na atividade da ET2 imobilizada 

O método Taguchi utiliza as relações S/R para verificar o efeito de cada variável 

independente no fator resposta. Para tal, calculamos a variação de S/R entre os níveis de cada 

variável. Os resultados são interpretados de forma que quanto maior for a variação, mais eficaz 

será a variável independente na alteração da atividade da ET2 imobilizada. Observando a Tabela 

7, podemos notar que o fator mais influente é a carga enzimática, apresentando uma variação 

de S/R igual a 7,37, seguido por força iônica com valor de 6,97 e tempo 6,69. A variável 

temperatura apresentou variação de 1,41, sendo este o menor valor expresso, o que nos leva a 

concluir que os níveis escolhidos não causaram alteração significativa na atividade da ET2 

imobilizada.

Melo et al. (2024) também verificou que a carga proteica foi o fator que mais influenciou 

a imobilização da ET2 no suporte baseado em NPMs híbridas de amina-epóxi núcleo-casca 

(Fe3O4-PEI-DGEBA: magnetita - polietilenoimina - diglicidil éter bisfenol A). Esse fato pode 

ser explicado pela ligação covalente multiponto que ocorre devido à superfície do suporte 

possuir um certo número de sítios de reação livres capazes de imobilizar a ET2 (MELO et al., 

2024).

Tabela 7 – Resposta das relações S/R.

NÍVEL TEMPO 
(h)

FORÇA 
IÔNICA

(mM)

CARGA 
ENZIMÁTICA 

(mg/g)

TEMPERATURA 
(°C)

1 24,43 23,24 15,79 19,41

2 17,74 20,52 21,08 19,80

3 17,86 16,27 23,16 20,82

VARIAÇÃO 6,69 6,97 7,37 1,41

CLASSIFICAÇÃO 3º 2º 1º 4º

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.3.2 Análise da interação entre as variáveis independentes de maior influência

O uso de matrizes ortogonais para a investigação do sinergismo entre variáveis 

independentes é recorrente e estatisticamente indispensável, pois através desta análise podemos 

avaliar de forma isolada a influência de duas variáveis na atividade da enzima imobilizada 

(MOHD HUSSIN; ATTAN; WAHAB, 2020; WANG et al., 2020). A seguir, na Figura 15, são 

exibidos gráficos de superfície de resposta onde podemos notar a interação dos fatores 

estudados com maior influência, que são respectivamente, carga enzimática e força iônica.

Ao analisar o gráfico da Figura 15 podemos notar que a região que apresenta maior 

atividade e, consequentemente, maior sinergia entre as variáveis independentes de maior 

influência, encontra-se próxima a combinação de carga enzimática igual a 3mg/g de suporte e 

força iônica de 50 mM. Este resultado também pode ser observado ao comparar a atividade 

obtida no experimento 2 do planejamento experimental (At.D = 19,51 ± 1,18 U/g) com a 

atividade dos demais experimentos. Importante salientar que na produção de uma enzima 

imobilizada mais variáveis independentes estão envolvidas e, portanto, estas devem ser 

analisadas individualmente a fim de otimizar o processo. 

Figura 15 – Em a) gráfico de superfície de contorno e b) gráfico de superfície contorno 3D, para a 

imobilização de Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2, demonstram a relação entre carga enzimática (mg/g) e 

força iônica (mM), considerando a atividade da ET2 imobilizada como resposta.

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.3.3 Análise da significância estatística das variáveis independentes

Objetivando analisar a variabilidade e a significância estatística das variáveis 

independentes estudadas, tempo (h), força iônica (mM), carga enzimática (mg/g) e temperatura 

(°C), a ferramenta de análise de variância (ANOVA) foi utilizada. Para tal, a variável 

independente de menor influência no fator resposta (atividade da ET2 imobilizada) foi retirada, 

a fim de disponibilizar os graus de liberdade necessários para realização dos cálculos. Com o 

intuito de compreender os resultados obtidos (Tabela 8), dois valores devem ser destacados, 

sendo estes valor-F e valor-p (DHAWANE; CHOWDHURY; HALDER, 2019; FORTES et al., 

2017; SYUKRI et al., 2021; ZHENG et al., 2016).

O valor-F representa a razão da variabilidade entre os níveis em relação a variabilidade 

dentro dos níveis para a variável independente em estudo. Seu valor deve ser interpretado de 

forma que quanto maior for, maior será a variabilidade entre os níveis em relação a variabilidade 

esperada somente pelo acaso, sugerindo uma diferença estatística entre as atividades da ET2 

imobilizada, obtidas para cada nível. Para confirmar esta diferença devemos analisar o valor-p, 

que indica se o valor-F é suficientemente grande para negar a hipótese nula (H0), que afirma 

não existir diferença significativa dentro de um conjunto de dados. Para que hipótese nula (H0) 

seja negada apresentando um intervalo de confiança de 95%, o valor-p deve ser inferior a 0,05 

(FORTES et al., 2017; SYUKRI et al., 2021; WANG et al., 2016; ZHENG et al., 2016).

Tabela 8 – Análise de Variância (ANOVA).

FATOR SS DF MS VALOR-F VALOR-p

TEMPO 88,03 2 44,01 27,84 0,034

FORÇA IÔNICA 73,93 2 36,96 23,37 0,041

CARGA 
ENZIMÁTICA 86,67 2 43,33 27,40 0,035

TEMPERATURA - - - - -
RESÍDUO 3,16 2 1,58
TOTAL 251,80 6

Fonte: Elaborado pelo autor.

É possível ver que existe uma relação direta entre o valor-F e o valor-p, mostrando que 

quanto maior for o valor-F menor será o valor-p. Então a partir dos resultados apresentados, 



podemos concluir que a variações dos valores das variáveis independentes tempo (h), força 

iônica (mM), carga enzimática (mg/g) ocasionam diferenças significativas nos valores de 

atividade. 

4.3.4 Condições ótimas de imobilização 

As condições ótimas de imobilização da lipase ET2 no suporte Fe3O4@DTPMP-GLU 

foram definidas baseando-se nos valores das relações S/R para cada nível (1, 2 e 3) das varáveis 

independentes (tempo, força iônica, carga enzimática e temperatura) estudadas no planejamento 

experimental Taguchi (Figura 16). Sabemos que a magnitude do fator resposta (atividade do 

catalisador) está relacionada de forma direta com a relação S/R, de forma que quanto maior for 

o valor de S/R maior será o valor do fator resposta.

Figura 16 – Efeito das variáveis independentes em termos de relações S/R.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Então para se estabelecer as condições ótimas de imobilização devemos escolher o nível 

que apresenta o maior valor da relação S/R para cada variável independente. Podemos observar 



na Tabela 9, a combinação entre os níveis estudados que maximizam a atividade da 

imobilização da ET2.

Tabela 9 – Condições ótimas de imobilização da ET2.

FATOR TEMPO 
(h)

FORÇA 
IÔNICA

(mM)

CARGA 
ENZIMÁTICA 

(mg/g)

TEMPERATURA 
(°C)

NÍVEL 1 1 3 3
VALOR

 DO NÍVEL 6 5 5 40

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com o auxílio do software Minitab® e utilizando as relações S/R dos níveis ótimos, 

calculamos a intensidade teórica para o fator resposta (atividade da ET2 imobilizada), e o valor 

de 23,16 U/g foi encontrado. Ao realizarmos testes experimentais obtivemos o resultado de 

21,79 ± 0,93 U/g que representa 94% do valor teórico, mostrando assim reprodutibilidade e 

robustez da imobilização da lipase ET2 no suporte Fe3O4-DTPMP-GLU.

4.4 Estabilidade da ET2 imobilizada

4.4.1 Análise do processo de dessorção da ET2 imobilizada

O ensaio de dessorção revelou que não houve desprendimento da ET2 do suporte na 

presença de PBS (25 mM e pH 7), NaCl 1 M e Triton X-100 a 0,1% (v/v), mesmo após 60 min. 

Portanto, a ET2 está fortemente ligada ao suporte Fe3O4@DTPMP-GLU. Sousa et al. (2024) e 

Zaak et al. (2017) também verificaram que o GLU impediu o desprendimento da enzima do 

suporte.

4.4.2 Estabilidade operacional em ciclos de reuso 

A Figura 17 esboça a atividade da ET2 imobilizada avaliada em 10 ciclos de reuso. A 

reutilização serve como um meio de compensar o custo mais alto das enzimas imobilizadas em 

comparação aos catalisadores químicos (ATİROĞLU, 2020; BABAKI et al., 2015). Foi 

possível realizar dez ciclos com o Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 sem que a atividade relativa 



caísse abaixo de 50%, mostrando que houve uma desativação mais rápida da ET2 no Fe3O4-

DTPMP@ET2. Para o Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 foi estabelecido um rendimento de 100% 

em seu primeiro ciclo de reuso e após 5 ciclos, o rendimento caiu para 60,74%. A lipase 

imobilizada manteve 54,08% da atividade após 10 ciclos, desempenho comparável ao de 

sistemas comerciais, como o Novozym 435, que apresentam quedas semelhantes após múltiplos 

usos. Esse resultado evidencia a viabilidade econômica do suporte, pois permite sua reutilização 

sem reposição imediata, característica essencial em processos industriais.

Figura 17 – Estabilidade em ciclos de reuso do Fe3O4-DTPMP@ET2 e Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 

ativado com 2,5% de GLU, ambos produzidos nas condições ótimas de imobilização e com suas 

atividades iniciais estabelecidas como 100%.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Santos et al. (2024) imobilizaram ET2 em NPMs de Fe3O4 para sintetizar oleato de etila 

usando a esterificação de ácido oleico com etanol. Eles observaram um declínio gradual a partir 

do 5º ciclo, caindo para 39,9% no ciclo final. Brandão Júnior et al. (2023) imobilizaram ET2 

em NPMs de Fe3O4 para produzir ésteres metílicos e etílicos de óleos de babaçu e tucumã. Uma 

diminuição sutil na atividade catalítica foi observada ao longo de três ciclos de reutilização e 

sem perda significativa de catalisador. Os resultados variaram de 68,7% a 82,2% para babaçu e 

de 32,5% a 86,0% para tucumã. Usando ET2 imobilizada no suporte Fe3O4-PEI-DGEBA, Melo 

et al. (2024) realizaram 10 ciclos de reutilização para a esterificação de ácidos graxos livres de 

óleo de babaçu. Eles obtiveram um rendimento de 74,86%, que reduziu para 52,86% após 10 

ciclos.



4.4.3 Carga máxima de imobilização enzimática 

A Figura 18 indica a capacidade máxima de carga do ET2 que pode interagir 

eficientemente com o suporte Fe3O4@DTPMP-GLU, levando em consideração o rendimento 

de imobilização e a atividade relativa da ET2 imobilizada. A carga enzimática excessiva pode 

causar interação proteína-proteína, inibindo o alongamento flexível da conformação enzimática. 

Assim, a identificação precisa da capacidade máxima do suporte permite verificar se houve 

inativação por impedimento estérico causado pela formação de multicamadas enzimáticas. A 

limitação da difusão também deve ser considerada (CAVALCANTE et al., 2022). Ao trabalhar 

com nanosuportes, especialmente paramagnéticos e ferromagnéticos, a aglomeração de 

partículas individuais é um fenômeno frequentemente observado. No entanto, quando 

comparados a suportes porosos, esses aglomerados podem apresentar menor limitação à difusão 

(LIESE; HILTERHAUS, 2013).

A capacidade máxima do suporte foi de 5mg/g de suporte, com um rendimento acima 

de 60%. Em cargas inferiores e superiores a 5mg/g de suporte, menos de 50% da enzima é 

imobilizada ao suporte, sendo obtidos rendimentos de imobilização insatisfatórios. O aumento 

da carga enzimática oferecida ao suporte provoca um aumento na atividade relativa da ET2 

imobilizada até atinjir o máximo no ponto 7mg/g. Após o ponto 7mg/g de suporte tem-se uma 

redução significativa do atividade relativa. 

Portanto, a carga máxima de ET2 a ser usada para aproveitar ao máximo o suporte, foi 

alcançada em 5mg de ET2/g de suporte com um R.I de 60,53% ± 1,37 e atividade relativa de 

92,37% ± 2,26, mostrando que o suporte favorece a preservação estrutural da enzima. Em 

comparação, o artigo de revisão de Bilal et al. (2018) relata quedas de até 40% de atividade dos 

suportes magnéticos convencionais. Assim, o resultado do nosso estudo destaca o diferencial 

do suporte heterofuncional, que concilia eficiência de ancoragem com manutenção da atividade 

catalítica.

 Ao imobilizar a ET2, a mesma capacidade máxima de suporte (5 mg/g de suporte) foi 

relatada por Melo et al. (2024) (suporte Fe3O4-PEI-DGEBA, R.I = 95,04 ± 0,79) e Sousa et al. 

(2024) (suporte Quitosana/Agarose/GLU, R.I = 74,20 ± 0,28). Sousa et al. (2024) 

desenvolveram um um suporte híbrido consistindo de quitosana e agarose, e ativado com GLU, 

sendo que o maior R.I (88,88% ± 0,36) foi alcançado para 1 mg de ET2/g de suporte, mas com 

uma atividade relativa muito baixa (aproximadamente 35%). A imobilização de enzimas em 

NPs é de interesse para impulsionar suas aplicações catalíticas, mas abordagens racionais para 



projetos que alcançam alta carga e ativação de enzimas continuam sendo um desafio (WAN et 

al., 2024). Deve ser ressaltado que cargas elevadas podem gerar deficiência estérica e inativação 

das moléculas enzimáticas, pois ocorre a formação de conglomerados que inibem o 

alongamento elástico da conformação enzimática (MOREIRA et al., 2022; ZHANG; YUWEN; 

PENG, 2013).

Figura 18 – Capacidade máxima de carga enzimática de Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 ativado com 2,5% 

de GLU e produzido nas condições ótimas de imobilização.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.4 Estabilidade em solventes orgânicos 

O uso de solventes orgânicos como meios de reação para reações enzimáticas fornece 

inúmeras vantagens industrialmente atraentes em comparação aos sistemas tradicionais de 

reação aquosa, mas há alguns problemas inerentes, incluindo a inativação das enzimas 

(DOUKYU; OGINO, 2010). Uma das propriedades únicas das lipases inclui a estabilidade da 

atividade catalítica em solventes orgânicos (ALI et al., 2023). Interações diretas entre as 

moléculas de solvente e da enzima podem fornecer diferenças na atividade em diferentes 

solventes (WONGWATANAPAIBOON et al., 2016).

A Figura 19 revela a verificação da tolerância da ET2 e do Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 

em cinco diferentes solventes orgânicos, mostrando um comportamento seletivo da lipase ET2 

imobilizada no suporte. Enquanto solventes apolares, como hexano, heptano e ciclo-hexano, 



resultaram em redução da atividade catalítica, a presença de acetonitrila e THF promoveu um 

efeito positivo, aumentando a atividade relativa da enzima. Embora em alguns momentos o 

Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 tenha apresentado atividade superior quando comparado à enzima 

livre, ele não apresentou aumento da atividade em solventes orgânicos. Os solventes orgânicos 

podem se ligar competitivamente aos sítios ativos da enzima, sendo que a maioria dos solventes 

orgânicos polares pode penetrar no sítio ativo das enzimas (NIAN; LI, 2022). 

Figura 19 – Estabilidade em solventes orgânicos de ET2 e Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2, ativado com 

2,5% de GLU e produzido nas condições ótimas de imobilização com suas atividades em tampão pH 7 

estabelecidas como 100%.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em heptano, hexano e ciclo hexano, a atividade foi muito maior, provavelmente por 

conta da exposição do sítio catalítico da ET2 (tampa da lipase), que é uma região hidrofóbica, 

levando a um sítio ativo mais acessível. A composição específica do resíduo da tampa e a 

polaridade do solvente influenciam diretamente o movimento da tampa da enzima. Solventes 

apolares, como o hexano, favorecem a conformação aberta da tampa (KHAN et al., 2017). A 

atividade das lipases é mantida por certas quantidades de água que formam uma camada de 

hidratação na superfície, e a natureza hidrofóbica do hexano mantém a enzima em um estado 

hidratado (SOWAN et al., 2023).

Importante destacar que a estabilidade da enzima incorporada ao suporte foi melhorada 

contra os agentes desnaturantes acetonitrila e THF, criando assim a perspectiva de aplicações 



que envolvem o uso destes solventes (GREIFENSTEIN et al., 2022). A atividade aumentada 

em acetonitrila e THF sugere que solventes moderadamente polares modulam a conformação 

da lipase, reduzindo rigidez e favorecendo o acesso ao sítio ativo. A acetonitrila, por exemplo, 

é conhecida por reduzir interações hidrofóbicas excessivas e favorecer o acesso do substrato ao 

sítio ativo, prevenindo rigidez estrutural. O mesmo raciocínio pode ser aplicado ao THF, que, 

pela sua polaridade intermediária, atua como modulador de microambiente, conferindo maior 

flexibilidade à enzima imobilizada. Esse comportamento já foi descrito para lipases de 

Thermomyces lanuginosus (BILAL et al., 2018), mas é aqui relatado pela primeira vez para a 

ET2 em suporte heterofuncional. Assim, a observação reforça a singularidade do sistema 

proposto, evidenciando que a funcionalização combinada com DTPMP e GLU não apenas 

estabiliza a enzima, mas também permite respostas adaptativas a solventes específicos. Essa 

resposta adaptativa amplia a aplicabilidade do biocatalisador em síntese orgânica não aquosa e 

processos de transesterificação. Segundo Remonatto et al. (2022), para obter alta eficiência 

catalítica em reações catalisadas por lipases imobilizadas na presença de solventes orgânicos 

também é necessário a otimização das condições de reação.

Do ponto de vista industrial, esse resultado é altamente relevante. A presença de 

solventes orgânicos é comum em processos de síntese verde, especialmente em reações de 

transesterificação e biocatálise em meio não aquoso. Portanto, a capacidade de manter ou até 

aumentar a atividade em acetonitrila e THF destaca o suporte Fe3O4@DTPMP-GLU como uma 

plataforma competitiva frente a suportes tradicionais, ampliando suas possibilidades de 

aplicação prática.

4.4.5 Estabilidade em pH 

A Figura 20 destaca o efeito do pH no desempenho da ET2 em uma faixa de valores de 

4 a 10. A atividade hidrolítica máxima para ET2 livre e imobilizada foi em pH 9. O 

procedimento de imobilização não contribuiu para o aumento da atividade enzimática em 

nenhum dos pHs estudados. As lipases imobilizadas em suportes orgânicos, inorgânicos ou 

híbridos costumam apresentar aumento de atividade em pHs entre 7 e 10 (MELO et al., 2024; 

VILLENEUVE et al., 2000). No entanto, neste trabalho o suporte não conferiu tal característica. 

Este comportamento pode estar relacionado com os vários fatores associados à 

imobilização, como mudanças na conformação enzimática, interações específicas entre a 



enzima e o suporte. Além disso, o microambiente químico gerado pelos grupos fosfonato no 

suporte pode alterar os valores ideais de pH (MELO et al., 2024). Independentemente do 

método escolhido para imobilização, a molécula da enzima interage com um ambiente 

molecular que pode ser muito diferente daquele em seu estado nativo. Isso pode afetar a 

atividade catalítica devido à alteração da integridade conformacional da enzima (ATİROĞLU, 

2020).

Figura 20 – Estabilidade de ET2 e Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2, ativado com 2,5% de GLU e produzido 

nas condições ótimas de imobilização em diferentes faixas de pH.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.6 Estabilidade térmica 

A Figura 21 reflete o comportamento da desativação térmica da ET2 livre e imobilizada 

em diferentes temperaturas. A ET2 livre e a imobilizada apresentaram suas maiores atividades 

a 40 °C. A ET2 apresentou queda pouco acentuada de sua atividade em temperaturas acima de 

40 °C até 70 °C, resultado contrário ao observado em estudos utilizando ET2 (MELO et al., 

2024; SOUSA et al., 2024). Além disso, o suporte deste trabalho não contribuiu para o aumento 

da estabilidade térmica da ET2, com melhores atividades de imobilização em temperaturas 

acima de 40 °C, quando comparado à enzima livre, possivelmente devido à falta de múltiplos 

pontos de ancoragem (KUJAWA et al., 2022; RODRIGUES et al., 2021). Comparada com a 

lipase livre, a lipase imobilizada costuma apresentar estabilidade térmica aprimorada (ZHANG; 

YUWEN; PENG, 2013).



Figura 21 – Estabilidade térmica de ET2 e Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2, ativado com 2,5% de GLU e 

produzido nas condições ótimas de imobilização.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Melo et al. (2024) demonstraram que o suporte Fe3O4-PEI-DGEBA contribuiu para o 

aumento da estabilidade térmica da ET2 por meio de ligações multiponto. Sousa et al. (2024) 

imobilizaram a ET2 por meio de ligação covalente em um suporte híbrido composto de 

quitosana e agarose, que foi ativado com GLU, o que também contribuiu para o aumento da 

estabilidade térmica da lipase. Carballares et al. (2024) verificaram que a ET2 adsorvida no 

GLU do suporte produz uma estabilização significativa da enzima, maior do que a obtida com 

suportes pré-ativados com MANAE-GLU-GLU, resultando em uma estabilidade térmica da 

ET2 ainda menor do que a da enzima adsorvida apenas ionicamente.

4.4.7 Estabilidade de armazenamento

Uma característica essencial que impacta o custo dos processos industriais é a 

estabilidade da enzima durante o armazenamento (ATİROĞLU, 2020). A enzima em sua forma 

livre geralmente não é estável durante o armazenamento, perdendo gradualmente sua atividade 

ao longo do tempo (MELO et al., 2024). A Figura 22 indica a evolução da atividade ao longo 

de 60 dias para a ET2 imobilizada no suporte, que apresentou uma atividade relativa de 92,37%. 

Portanto, o suporte provavelmente estabilizou a forma livre ativa da ET2 e reduziu a influência 

da autólise. Os resultados, aqui apresentados, são superiores aos relatados por Sousa et al. 



(2024), nos quais 84,7 % da atividade da ET2 imobilizada em suporte de 

Quitosana/Agarose/GLU/GLU foi retida após 61 dias. Melo et al. (2024) relataram uma 

atividade relativa de 90,46% (60 dias) pela imobilização da ET2 no suporte Fe3O4-PEI-DGEBA. 

O biocatalisador manteve atividade significativa após 60 dias a 4 °C, indicando 

estabilidade de médio prazo. Embora alguns suportes relatados na literatura exibam maior 

tempo de conservação Zdarta et al. (2018), a simplicidade de síntese do sistema e sua 

estabilidade obtida o tornam competitivo para aplicações em biocatálise contínua.

Figura 22 – Estabilidade de armazenamento do Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 durante 60 dias, 

armazenado a 4 °C, ativado com 2,5% de GLU e produzido nas condições ótimas de imobilização.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Caracterização dos Materiais

4.5.1 Espectroscopia de Difração de Raios-X (XRD)

Os padrões de XRD para os materiais sintetizados são apresentados na Figura 23. Os 

pontos cinza, vermelho, azul e verde mostram os dados experimentais para as amostras, 

enquanto as linhas pretas são o difratograma ajustado de acordo com o refinamento de Rietvield. 

A análise da posição e intensidade dos picos de difração confirmou que todas as amostras 

sintetizadas são compostas de uma única fase cristalina com uma estrutura espinélio cúbico 

inverso – Fd3m (CIF n. 9005814), característico de Fe3O4 (IYENGAR et al., 2014). Este 

resultado confirma que a estrutura cristalina da magnetita foi preservada após a funcionalização, 

garantindo propriedades magnéticas.



Na Tabela 10 são apresentados os parâmetros de refinamento Rietveld para cada 

material produzido. O parâmetro Rwp foi usado como critério numérico da qualidade do ajuste 

calculado para os dados experimentais (SILVA et al., 2025). O tamanho médio do cristalito 

obtido neste trabalho para o Fe3O4 foi da ordem de 17,2±0,8 nm. As NPs sintetizadas se 

comportam como partículas de domínio único na faixa de 14 nm – 36 nm. Elas mostram 

propriedades superparamagnéticas se as partículas forem menores que 14 nm e propriedades 

multidomínio quando as partículas forem maiores que 36 nm. 

Os materiais superparamagnéticos possuem a capacidade de se tornarem altamente 

magnetizados apenas na presença de um campo magnético (UPADHYAY; PAREKH; PANDEY, 

2016). Em particular, o impacto dos tamanhos de cristalito dos óxidos de ferro é pouco abordado 

até o momento. Como um óxido redutível, ele pode exercer um impacto nas interações metal-

suporte, que influencia o desempenho catalítico de catalisadores. Os tamanhos de cristalito da 

maioria dos óxidos de ferro caem na faixa de várias dezenas de nanômetros, sendo o uso de 

cristais maiores extremamente raro (TAN et al., 2024). 

Figura 23 – Difratogramas das amostras Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2, Fe3O4@DTPMP-GLU, 

Fe3O4@DTPMP e Fe3O4.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 10 – Parâmetros estatísticos obtidos pelo refinamento Rietveld das amostras em estudo.

Amostra Rwp (%) Parâmetro cristalográfico 
(a=b=c=Å)

Tamanho do 
cristalito (nm)

Fe
3
O

4 2,95 a = 8,38 16,8±0,4
Fe

3
O

4
@DTPMP 3,08 a = 8,38 18,7±0,6

Fe
3
O

4
@DTPMP-GLU 2,81 a = 8,38 17,1±0,4

Fe
3
O

4
-DTPMP-

GLU@ET2
8,57 a = 8,38 16,0±1,7

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.2 Magnetômetro de amostra vibrante (VSM) 

A Figura 24 mostra a magnetização dependente do campo (curva M–H) dos materiais. 

O loop M–H mostra histerese mínima, ou seja, remanência e coercividade próxima a zero, 

indicando a presença de NPs de Fe3O4 superparamagnéticas e de domínio único (UPADHYAY; 

PAREKH; PANDEY, 2016). A saturação de magnetização para o Fe3O4 foi 73,83 emu/g, sendo 

este valor similar ao reportado por Melo et al. (2024). 

Figura 24 – Curvas de histerese magnética dos materiais em suas diferentes etapas de recobrimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.



As amostras Fe3O4@DTPMP, Fe3O4@DTPMP-GLU e Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 

apresentaram magnetizações de 51,58, 49,99 e 43,70 emu/g, respectivamente. Esses resultados 

demonstram que a superfície de Fe3O4 contém elementos não magnéticos. A esse respeito, com 

a amostra Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 apresentou o menor valor de magnetização, podemos 

assumir que a imobilização ET2 foi bem-sucedida no suporte heterofuncional. Assim, o VSM 

mostra leve redução na magnetização, coerente com o recobrimento orgânico, mas mantendo a 

responsividade magnética necessária.

4.5.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR-spectra) 

A Figura 25 exibe os modos vibracionais encontrados para as amostras após as análises 

com FTIR, destacando informações sobre as ligações presentes na estrutura dos materiais. Os 

espectros na Figura 25 (a) não apresentam bandas de carbonila (C=O), normalmente 

encontradas por volta de 1700. Este fato pode ser explicado para Fe3O4@DTPMP-GLU, por 

que a amostra é seca para análise. De acordo com Mohammed et al. (2015), no estado sólido 

(sem água) a forma enólica é favorecida (deslocamento do equilíbrio), o que pode ser explicado 

pela formação de ligação de hidrogênio intramolecular. No Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 não 

encontramos C=O por que provavelmente está se ligando a enzima e formando a base de Schiff 

(iminas), como a enzima é uma estrutura complexa fica difícil a visualização.

Todos os espectros apresentaram uma banda na faixa de 600 cm−1 (630 cm−1, 555cm−1, 

595 cm−1) como evidencia a Figura 25 (c), característica das vibrações da ligação simples Fe–

O nas fases γ-Fe2O3 e Fe3O4, indicando que os materiais sintetizados consistem em Fe3O4 

parcialmente oxidado (MELO et al., 2024; ZHANG et al., 2019). Nessa banda, verifica-se que 

a magnetita permaneceu após funcionalização com DTPMP, ativação com GLU e imobilização 

do ET2. As bandas em 1640 cm−1 e 3375 cm−1, relativas as vibrações da ligação simples O–H, 

também permaneceram (DEHSARI et al., 2018). 

Como mostra a Figura 25 (b), a funcionalização do Fe3O4 com DTPMP pode ser 

observada no aparecimento dos seguintes modos vibracionais de alongamento em 1140 cm−1 (ν 

P=O), 1070 cm−1 (ν P–O e ν C–N– Fe) (NETO et al., 2021), e vibrações de deformação angular 

em 795 cm−1 (δ P–O–Fe), 970 cm−1 e 900 cm−1 (δ P–O e δ P–O–Fe). Podemos atribuir a banda 

em 1250 cm−1 à vibração de alongamento da ligação simples C–N e em 1390 cm−1 e 2890 cm−1 



à vibração de flexão da ligação simples C–H (NETO et al., 2021). Portanto, o FTIR evidencia 

a presença de grupos fosfonato e ligações covalentes formadas na imobilização.

Figura 25 – Bandas de FTIR dos materiais em suas diferentes etapas de recobrimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.4 Análise Termogravimétrica (TGA) 

O TGA das amostras e suas respectivas curvas diferenciais (DTG) são apresentadas na 

Figura 26 (a) e (b), que confirma aumento da fração orgânica, consistente com a funcionalização. 

A decomposição térmica dos materiais é dividida em 2 estágios. Durante a fase inicial, em 

temperaturas por volta de 60 °C, os materiais apresentaram uma perda de peso de 2,23% (Fe3O4), 

3,0% (Fe3O4@DTPMP), 3,03% (Fe3O4@DTPMP-GLU) e 3,08% (Fe3O4-DTPMP-

GLU@ET2), devido à evaporação da água absorvida dentro dos materiais. 



O aumento da perda de massa está associado ao conteúdo orgânico/enxertado (DTPMP 

+ GLU + ET2). Após isso, em 275 °C temos um novo evento térmico, onde o Fe3O4 permanece 

em um processo contínuo de perda de massa, estabilizando-se em uma perda de 

aproximadamente 3,52 %. Melo et al. (2024) obteve um evento de perda de massa inicial de 3% 

em torno de 80 °C para o Fe3O4, em seu segundo estágio uma perda maior, de aproximadamente 

12,5 % em torno de 500 °C. Deve ser ressaltado que o autor trabalhou com o método 

sonoquímico com condições um pouco diferentes. 

Fe3O4@DTPMP, Fe3O4@DTPMP-GLU e Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2 continuaram 

sofrendo decomposição, porém com taxa máxima em torno de 255 °C, mas com perdas 

próximas ao do Fe3O4, que se estabilizam em 5,36%, 5,45% e 5,80%, respectivamente, o que 

demonstra a natureza de alta estabilidade. A perda máxima de peso foi observada para Fe3O4-

DTPMP-GLU@ET2, que pode estar relacionada à quantidade mais substancial de materiais 

orgânicos incorporados e enzimas imobilizadas (CAVALCANTE et al., 2022). 

Figura 26 – a) Análise termogravimétrica e b) termogravimétrica-diferencial, ambas dos materiais em 

suas diferentes etapas de recobrimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) e Espectroscopia de Fluorescência de Raios-

X (XRF) 

A Figura 27 exibe as micrografias de varredura das amostras e os mapas de XRF 

(inserções), que revelam mudanças de morfologia e composição química, validando o 

recobrimento e a ancoragem da enzima. Todas as imagens mostraram uma morfologia de 



superfície laminar. A diferença na rugosidade dos materiais indica uma ligeira mudança na 

composição do material. 

Os espectros XRF mostram pequenas variações nas composições elementares, 

indicando pequenas diminuições nos átomos de Fe, com o aparecimento e aumento do fósforo 

(P), demonstrando que o suporte está sendo reforçado com material adicional. A presença de S 

(enxofre) no Fe3O4 pode ser atribuída ao material de partida utilizado (FeSO4·7H2O).

Figura 27 – SEM/XRF e espectros elementares a) Fe3O4; b) Fe3O4@DTPMP; c) Fe3O4@DTPMP-

GLU e d) Fe3O4-DTPMP-GLU@ET2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.6 Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM)  

A TEM foi utilizada para caracterizar a morfologia e o tamanho das nanopartículas de 

Fe₃O₄@DTPMP (Figura 28). As micrografias revelaram nanopartículas com morfologia 

esférica, típica de magnetita sintetizada por co-precipitação em meio aquoso, na presença de 

hidróxido de amônio (NETO et al., 2021), com um diâmetro médio de 16,3 ± 5,5 nm. A estreita 



distribuição de tamanho sugere um controle sobre os mecanismos de nucleação e crescimento 

durante a síntese, alinhando-se aos trabalhos já descritos na literatura (KOLEN’KO et al., 2014; 

LU et al., 2013). 

Os resultados obtidos estão de acordo com a difração de Raios-X, em que foram obtidos 

tamanhos médios de cristalitos próximos de 18,7 ± 0,6 nm. Além disso, é interessante notar que 

a inserção de DTPMP no processo de síntese não altera a morfologia nem o tamanho médio das 

nanopartículas magnéticas obtidas, indicando que o revestimento não comprometeu a 

integridade estrutural do núcleo magnético.

Figura 28 – Micrografias de TEM do suporte Fe3O4@DTPMP. Detalhe: curva de distribuição de 

tamanho obtida a partir da análise TEM.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.7 Simulação de Docking Molecular 

Para avaliação in silico das bases moleculares que promovem a eficiência da ET2 ao 

interagir com o GLU, a simulação de docking molecular foi realizada e identificou o principal 

complexo formado: Lys-GLU (Figura 29). Primeiramente, foram analisadas as poses obtidas, 

que revelaram afinidade e especificidade do GLU à uma das extremidades da Lysine. 

Neste sítio, a extremidade reativa da Lysine realiza duas ligações químicas relevantes 

(3,3 e 2,9 Å) com uma das extremidades do GLU, mas o complexo também é estabilizado por 

uma forte ligação de 1,1 Å de um hidrogênio da cadeia lateral da Lysine com outro hidrogênio 



do centro da cadeia do GLU, e essas 3 ligações sugerem compatibilidade espacial e estrutural 

do GLU com a Lysine (resíduo-chave da ET2), corroborando os achados teóricos de Miranda 

et al. (2020).

Figura 29 – Complexo formado entre o resíduo-chave da lipase ET2, Lysine (cartoon verde), com o 

ligante GLU (stick rosa): interação promovida a partir de 3 ligações químicas (dots amarelos), que 

variam de 1,1 a 3,3 Å.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A próxima etapa experimental in silico consistiu no estudo de docking molecular entre 

o DTPMP (receptor) e o complexo Lys-GLU (ligante), para elucidação das interações que 

sustentam a imobilização da lipase ET2 no suporte Fe3O4@DTPMP-GLU (Figura 30). O cluster 

mais estável (pose mais estável do ligante) indica que a associação do DTPMP ao complexo 

Lys-GLU se dá realmente através do GLU, em sua extremidade livre. 

A formação do complexo principal foi promovida através de 3 ligações química, as duas 

principais sendo estabelecidas com a extremidade do GLU (3,3 e 2,5 Å) e a terceira com outro 

hidrogênio de um carbono do centro da cadeia (1,6 Å). A análise das evidências energéticas da 

complexação obtida nas duas experimentações in silico corroboram os dados experimentais que 

indicam a imobilização eficiente da ET2 ao suporte Fe3O4@DTPMP-GLU e são compatíveis 

com as ligações químicas elucidadas através do docking molecular. O complexo Lys-GLU teve 

energias de -6,0 a -3,6 kcal/mol entre os 10 clusters analisados e o complexo DTPMP-GLU-

Lys apresentou valores entre -5,4 e -3,2 kcal/mol.



Figura 30 – Complexo DTPMP-GLU-Lys evidenciando a atuação do GLU como intermediário, se 

ligando ao DTPMP em uma extremidade e à Lysine em outra extremidade, conforme descrito 

anteriormente (MIRANDA et al., 2020): a interação da Lysine com o GLU é estabelecida através de 3 

ligações químicas (1,1 a 3,3 Å) e a complexação do DTPMP através de 3 ligações químicas (3,3 a 1,6 

Å).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados apresentados sugerem que o GLU estabelece afinidade e especificidade 

relevantes com o resíduo Lysine da lipase ET2, formando um complexo estável por meio de 

três ligações químicas (1,1 a 3,3 Å), em conformidade com achados teóricos prévios 

(MIRANDA et al., 2020). A interação subsequente do complexo Lys-GLU com o DTPMP 

confirmou o papel do GLU como intermediário, promovendo a ligação da Lysine em uma 

extremidade e a ancoragem ao DTPMP em outra, sustentada por três interações adicionais (1,6 

a 3,3 Å). As análises energéticas reforçam essa compatibilidade estrutural, indicando valores 

entre −6,0 e −3,6 kcal/mol para o complexo Lys-GLU e entre -5,4 e -3,2 kcal/mol para o 

complexo DTPMP-GLU-Lys. 

Em conjunto, os dados estruturais, espaciais e energéticos corroboram os resultados 

experimentais e demonstram que o GLU atua como elo funcional entre a lipase ET2 e o suporte 

Fe3O4@DTPMP-GLU, favorecendo a imobilização eficiente da enzima.



5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

– –
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