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RESUMO – A estratégia de imobilização de enzimas é estudada com o objetivo de 

produzir biocatalisadores mais estáveis que poderão ser utilizados em reações de elevado 

interesse industrial. A lipase de Candida antárctica do tipo B expressa em Aspergillus 

niger foi imobilizada em Immobead-350. Mecanismos de imobilização foram avaliados 

para facilitar a ligação covalente enzima/suporte, através da adição de Triton X-100. 

Quanto à estabilidade, os derivados preparados foram testados nos pHs 5, 7 e 10, à 

temperatura de 70 °C, 60 °C e 50 °C, respectivamente, e, também, na presença de 

acetonitrila e dioxano, ambos a 30%, à temperatura de 65°C. A condição mais estável 

para o biocatalisador foi a pH 5,0, na temperatura de 70°C, o qual apresentou um tempo 

de meia vida (𝑡1 2⁄ ) de 68 minutos. Assim, a presença de Triton no meio facilitou a ligação 

covalente enzima/suporte e produziu-se um biocatalisador estável sob condições 

ambientais diversas. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Lipases (triglicerol acilhidrolases EC.3.1.1.3) são enzimas que pertencem à classe das 

hidrolases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999), cuja função natural é a clivagem de ligações éster 

em triglicerídeos, com o consumo de moléculas de água (hidrólise) (POPPE et al., 2013).  Elas estão 

entre as enzimas mais utilizadas na biocatálise, devido à sua ampla especificidade, a ampla gama de 

reações que podem catalisar e a sua excelente estabilidade em diferentes meios reacionais 

(ADLERCREUTZ, 2013; JAEGER; EGGERT, 2002; ZHANG et al., 2014). 

A utilização de enzimas livres tem sido limitada devido à sua natureza consideravelmente 

instável às condições rigorosas de pH e temperatura (BETIGERI; NEAU, 2002). A reutilização de 

enzimas (principalmente lipases) tem aliado vantagens práticas e econômicas através da utilização de 



 
 

 
 

tecnologias de imobilização, que permitem separar as enzimas do meio reacional e facilitar a 

separação de produtos (SHELDON; VAN PELT, 2013). A imobilização, quando projetada 

adequadamente, pode ser uma técnica eficaz para melhorar quase todas as propriedades da enzima, 

tais como: estabilidade, atividade, redução da inibição, especificidade e seletividade (BEZERRA et 

al., 2015; MATEO et al., 2007). 

O Immobead-350 é um polímero acrílico macroporoso, composto por esferas inertes na 

natureza (HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009), adequado para a imobilização covalente de 

uma variedade de enzimas, pois possui esferas funcionalizadas com ligantes epóxi que reagem 

principalmente com grupos amino de lisinas presentes na superfície da enzima (BABICH et al., 

2012). Algumas vantagens da imobilização de enzimas no interior de um sólido com estrutura porosa 

é que ele permite que as moléculas de enzima estejam completamente dispersas e impossibilitadas de 

interagir com qualquer interface externa (SANTOS et al., 2015). Dessa forma, esta imobilização irá 

estabilizar a enzima prevenindo a agregação, autólise ou até mesmo proteólise por proteases do 

extrato (que também estarão dispersas e imobilizadas) (BEZERRA et al., 2015; MATEO et al., 2007). 

No presente trabalho, a lipase de Candida sp. expressa em Anspergilus niger foi imobilizada 

covalentemente em Immobead-350 (IB-350) e as condições de imobilização foram testadas quanto à 

presença e ausência do detergente Triton X-100, como também foi estudada a estabilidade do 

biocatalisador em diferentes temperaturas, e na presença de solventes orgânicos. 

 

2. METODOLODIA 

2.1. Obtenção da enzima e do suporte 

A lipase recombinante de Candida sp. expressa em Aspergillus niger é um tipo de lipase de 

Candida antarctica do tipo B (CALB), uma enzima comercial obtida da empresa Sigma-Aldrich. O 

suporte utilizado na produção do biocatalisador também é comercial e foi fornecido pela empresa 

Chiral Vision. 

2.2. Pré-tratamento do Suporte 

O pré-tratamento consistiu em um procedimento de hidratação para retirar o ar aprisionado 

dentro das esferas de Immobead-350, onde 2 g de do suporte foram tratados com 25 mL de etanol 

(95%) por 4h. Durante esse tempo as esferas de IB-350 foram cuidadosamente decantadas. Em 

seguida, o suporte foi filtrado e lavado 4 a 5 vezes com água destilada (20 mL) e então equilibrado em 

tampão fostato de sódio (25mM - pH 7,0) A metodologia foi baseada no trabalho de DHAKE, (2012), 

com modificações. 



 
 

 
 

2.3. Determinação da concentração de proteína 

A concentração de proteína da CALB foi quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 

1976), que baseia-se na ligação do corante Comassie Brilliant Blue G-250 à proteína. Albumina 

Bovina Cristalina (BSA) foi utilizada como padrão para construir a curva de calibração. 

2.4. Determinação da atividade enzimática 

A atividade da CALB solúvel e imobilizada foi determinada de acordo com uma metodologia 

descrita por GARCIA-GALAN et al., (2014), com modificações. A medida foi realizada por meio da 

hidrólise do substrato p-nitrofenol butirato (p-NPB) 50mM, em acetonitrila, a pH 7 e 25 ° C (ᶓ sob 

estas condições 10,052 mol
-1

.cm
-1

). O produto, p-nitrofenol, liberado durante a hidrólise do p-NPB, 

tem uma coloração amarelada, que é medida a 400 nm. Neste trabalho, uma unidade (U) é a 

quantidade de enzima capaz de hidrolisar um µmol de substrato por minuto a um pH 7 e 25 ° C. 

2.5. Determinação dos Parâmetros de Imobilização 

Os parâmetros de imobilização utilizados nesse trabalho foram calculados segundo as equações 

a seguir. Inicialmente, o cálculo da atividade oferecida representado pela equação 1: 

𝐴𝑡 = ((
𝛼.𝑓.Vr.D

𝑉𝑒
) /(B)) . Co                                                                                                                                                                         (1) 

onde At é a atividade enzimática (U.g
-1

), α é a taxa de consumo do p- NPB (abs.min
-1

),  f é o fator da 

curva de calibração do PNP (µmoL/(mL.abs)), Vr é o volume de reação (mL), D representa a diluição 

da solução enzimática (mL/mL), Ve é o volume de solução enzimática (mL), B é o Bradford 

(6,06 mg. mL−1) e C0 é a carga oferecida (mg P . g−1suporte). 

A atividade do derivado foi calculada segundo uma variação da equação (1), determinada pela 

equação 2 a seguir: 

 Atividade do derivado (Atd)  = α. 𝑓. (
Vr

Ve
) . (

Vs

Mb
)                                                                              (2) 

onde Vs é o volume de solução enzimática (ml) e Mb é a massa do biocatalisador (g), ambos utilizados 

na imobilização. 

O rendimento de imobilização (RI %), em termos de atividade hidrolítica, foi calculado pela 

equação 3: 

 RI (%) =
At0fi-Atf

At0fi

.100                                                                                                                           (3) 



 
 

 
 

Em que 𝐴𝑡0𝑓𝑖
 é a atividade oferecida no início do curso de imobilização (U.g

-1 
) e At𝑓 é a atividade 

após o processo de imobilização (U.g
-1

). 

2.6. Influência da Presença de Triton X-100 na Imobilização 

Para verificar a influência do Triton X-100 no processo de imobilização foram realizados testes 

de imobilização na presença e ausência do detergente. Nesse experimento, 0,1 g de suporte foi 

adicionado a uma solução 0,01 % de Triton X-100, contendo 1,0 mg de proteína / mL de tampão 

bicarbonato de sódio 25 mM, pH 10, 1/10 m/v. A outra imobilização ocorreu na mesma carga de 10 

mg de proteína / g de suporte, mas sem a adição do detergente, ambas foram realizadas à 25 °C. As 

atividades dos derivados foram determinadas utilizando-se a hidrólise do p- NPB. Os parâmetros de 

imobilização foram calculados para comparar a eficiência dos derivados. 

2.7. Estabilidade Térmica 
 

Para verificar o efeito da temperatura sobre a estabilidade, as lipases solúvel e imobilizada 

foram incubados em 1 mL dos tampões citrato a pH 5, fosfato de sódio a pH 7 e bicarbonato de sódio 

a pH 10, ambos 25 mM, em diferentes temperaturas. As amostras foram retiradas periodicamente e a 

atividade foi medida utilizando-se o p- NPB. A constante de inativação térmica foi calculada pela 

equação 4, utilizando o método de ajuste exponencial não-linear de SADANA; HENLEY, (1987). 

𝐴𝑅 = (1 − 𝛼). 𝑒−𝑘𝑑.𝑡 + 𝛼                                                                                                                     (4) 

AR é a Atividade Relativa (A/A0); α é razão entre a atividade enzimática do estado final (A) e a 

atividade enzimática do estado inicial (A0); Kd é a constante de inativação térmica de primeira ordem 

(h
-1

) e t é o tempo de incubação da solução enzimática (h). 

O tempo de meia-vida da enzima, definido como o tempo necessário para que ocorra uma 

redução de 50% da atividade inicial, foi calculado pela equação 5. 

𝑡1 2⁄ =
ln (0,5−𝛼)

𝑘𝑑.(1−𝛼)
                                                                                                                                      (5) 

Em que 𝑡1 2⁄  é o tempo de meia-vida da enzima. 

2.8. Estabilidade em Solvente 

Nesse ensaio, os solventes dioxano e acetonitrila foram diluídos separadamente em uma solução 

30 % de solvente / 70 % de tampão Tris HCl 100mM a pH 7, respectivamente, a 25 °C. Para 

determinar a estabilidade em solvente, as lipases solúvel e imobilizada foram incubados em 1 mL de 

solução solvente 30%, à temperatura de 65°C, para proceder à sua inativação. Periodicamente, as 

amostras foram retiradas e a atividade foi medida utilizando o p- NPB. Os tempos de meia-vida (𝑡1 2⁄ ) 

também foram determinados pela aplicação do modelo de decaimento exponencial não linear de 

Sadana e Henley (1987). 



 
 

 
 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Imobilização na presença de triton X-100 

 A tabela 1 mostra que a presença de Triton X-100, na concentração de 0,01%, promoveu um 

aumento na atividade da CALB imobilizada (Atd = 5,29 ± 0,58 U/g) em Immobead-350, esse valor é 

quase duas vezes superior ao da imobilização na ausência do Triton X-100, mostrando que o 

detergente promove uma hiperativação da enzima, consequentemente melhorando sua atividade. As 

duas imobilizações apresentaram valores semelhantes de rendimento de imobilização (RI % = 98,54), 

isso sugere que a enzima foi quase totalmente imobilizada no suporte, nas duas condições. 

Tabela 1 – Parâmetros de imobilização do derivado (10mg / g de suporte) na ausência e presença de 

Triton X-100 0,01%. 

Ati (U/g) Atf (U/g) Atd(U/g) RI (%) 

Ausência de triton 

Presença de triton 

241,41 ± 0,29 

295,67 ± 18,60 

3,54 ± 1,40 

3,43 ± 0,40 

3,71 ± 1,65 

5,29  ± 0,58 

98,54 

98,84 

 

Segundo FERNANDEZ-LORENTE et al., (2008), a utilização de Triton X-100 em baixas 

concentrações parece ser uma estratégia simples e eficaz para aumentar de forma significativa à 

atividade da enzima na ausência de interfaces adicionais, quando se utiliza lipases imobilizadas. O 

detergente pode também induzir mudanças conformacionais na sua estrutura, permitindo que os 

grupos hidrofóbicos anteriormente confinados tornem-se expostos, favorecendo o acesso do substrato 

ao sítio ativo da lipase (PALOMO et al., 2003). Desta forma, a imobilização covalente na ausência de 

detergente pode ser complexa, com monômeros e dímeros sendo imobilizados (DOS SANTOS et al., 

2015). 

3.2. Estabilidade térmica e em solvente 

A fim de avaliar o comportamento da lipase solúvel, e imobilizada, os experimentos foram 

realizados a 50 °C, 60 °C, e 70 °C, em valores de pH de 10, 7 e 5, respectivamente, como descrito na 

seção 2.7. A Tabela 2 a seguir mostra que a estabilidade térmica da CALB imobilizada 

covalentemente é muito maior do que a da lipase solúvel, isso se deve à natureza consideravelmente 

instável às condições rigorosas de pH e temperatura das enzimas solúveis (BETIGERI; NEAU, 2002).  

A melhor condição de estabilidade da CALB imobilizada em IB-350 foi a pH 5,0 / 70°C, na 

qual o tempo de meia-vida é 13 vezes maior que o da lipase solúvel. Assim, essa condição pode ser 

explicada pela forte interação entre as moléculas de enzima e suporte, que, devido à estabilização da 

sua estrutura tridimensional, impediram à inativação da enzima (LIMA et al., 2015). 

 



 
 

 
 

Tabela 2 – Tempos de meia-vida em diferentes condições (expresso em minutos) da CALB 

solúvel e imobilizada em IB-350, sob diferentes condições de inativação. 

Amostras 

Condições de inativação    

pH 5,0 - 70°C pH 7,0 - 60°C 
pH 10 - 

50°C 

Dioxano 30% - 

65°C 

Acetonitrila 

30% - 65°C 

CALB-IB-350 

CALB solúvel 

68 

5 

57,5 

12 

29 

6 

42,3 

3,8 

27,8 

6,3 

As meias-vidas foram calculados utilizando o método de ajuste exponencial não-linear de Sadana e Henley (1987). 
BRÍGIDA et al., (2007), definiu como o tempo necessário para que a enzima perca 50% da sua atividade inicial. 

De acordo com PETERSON et al., (2007), a estabilidade térmica é frequentemente um fator 

chave no sucesso de processos biológicos, e isso independe das condições de tais processos, uma vez 

que as velocidades de reação tipicamente aumentam exponencialmente com a temperatura até o ponto 

de desnaturação da enzima. A imobilização é uma técnica utilizada não só para tornar as enzimas 

insolúveis, mas também para estabilizá-las. Dependendo da força de ligação, uma maior rigidez da 

estrutura terciária pode ser obtida. Como resultado, a enzima imobilizada pode mostrar uma maior 

estabilidade contra o calor, solventes orgânicos, e outros agentes desnaturantes (DE LIMA et al., 

2013). 

3.3. Estabilidade em solvente 

Na estabilidade em solvente, os derivados de enzimas foram incubados em soluções de dioxano 

30% e acetonitrila 30%, ambas em 70 % de tampão Tris HCl, a pH 7, sob a mesma temperatura 

(65°C). A tabela 5.5 mostra que os resultados da estabilidade em solventes orgânicos foram 

relativamente diferentes da estabilidade térmica. Nesse caso, a alta temperatura aliada à presença do 

solvente orgânico promoveu uma redução na estabilidade dos derivados e, principalmente, da enzima 

solúvel, que apresentou baixos valores de meia-vida. A amostra mais estável foi CALB imobilizada 

em IB-350, na presença de dioxano 30%, mostrando que esse solvente não tem um efeito negativo 

pronunciado sobre a estabilidade do derivado quanto acetonitrila 30%. Já os preparados de enzimas 

solúveis tiveram uma resposta contrária, a lipase foi mais estável na presença de acetonitrila. 

A diferente estabilidade das enzimas imobilizadas em diferentes valores de pH, de temperatura, 

e na presença de diferentes solventes orgânicos, sugere que a inativação da CALB não segue o mesmo 

percurso em condições distintas de inativação, algumas regiões da proteína são mais relevantes sobre 

a estabilidade em determinadas condições, enquanto outras áreas podem ser mais relevantes sobre 

outras condições experimentais (GARCIA-GALAN et al., 2014). 

 

5. CONCLUSÃO 

Os resultados mostraram que a presença de Triton X-100 melhorou a atividade e estabilidade do 



 
 

 
 

biocatalisador, por favorecer a interação da enzima com o suporte. Além disso, o biocatalisador se 
mostrou altamente estável, pois apresentou elevados tempos de meia-vida, em diferentes 
condições de inativação, quando comparado à baixa estabilidade da lipase solúvel, obtendo-se 
um maior valor na condição de pH 5,0, a 70°C (t1/2 = 68 minutos), enquanto o tempo de meia-
vida da lipase solúvel foi de apenas 5 minutos 
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