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RESUMO - Lipases são enzimas que podem catalisar reações químicas de alto interesse 

industrial, como a produção de biodiesel. As enzimas solúveis são muito sensíveis a 

alterações de temperatura e pH, o que dificulta sua aplicação na indústria.  Frente a esta 

dificuldade, estuda-se a imobilização de enzimas em suportes sólidos. O método de 

imobilização utilizado foi adsorção física da lipase no suporte, sendo as interações 

enzima/suporte por meio de ligações fracas, não covalentes. Nesse contexto, foram 

realizados experimentos para determinar a influência da afinidade enzima/substrato, nas 

mesmas condições de operação, na determinação dos parâmetros de imobilização. Os 

substratos testados para a determinação da atividade da enzima foram o p-nitrofenil 

laurato (pNFL) e azeite de oliva, utilizando uma emulsão preparada com goma arábica. 

Um estudo a diferentes temperaturas (4°C, 10°C, 25°C, 30°C, 37°C) comparando os 

substratos foi realizado. Os melhores resultados foram observados na temperatura de 10 

ºC, para o substrato azeite de oliva (Atividade da enzima imobilizada: 31,43 U/g e 

Atividade recuperada: 37,41 %). Os parâmetros de imobilização determinado a partir do 

substrato pNFL foram menores (Atividade da enzima imobilizada: 6,42 U/g e Atividade 

recuperada: 7,03 %), mostrando que a lipase tem uma maior afinidade pelo substrato 

azeite de oliva. 
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INTRODUÇÃO 

 

As enzimas atuam como biocatalisadores 

acelerando reações químicas. Estas possuem 

uma alta eficiência catalítica, pois a enzima 

pode acelerar uma reação na ordem de 10
8
 a 

10
12

 vezes, mantendo uma alta seletividade 

(Castro et  al., 2004). As lipases são enzimas 

que catalisam reações de elevado interesse 

industrial, síntese de ésteres na produção do 

biodiesel. 
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As enzimas solúveis são muito sensíveis 

a alterações de temperatura e pH, o que 

dificulta sua aplicação na indústria. Neste 

contexto, estuda-se a imobilização da lipase de 

Yarrowia lipolytica em suportes sólidos 

(Cunha et al., 2007; Yan et al., 2013), 

empregando alguns métodos de imobilização, 

tais como adsorção física, ligação covalente, 

entre outros. 

Neste trabalho, o método de 

imobilização estudado foi a adsorção física da 

lipase de Yarrowia lipolytica em Hidróxido 

Duplo Lamelar (HDL). O método da adsorção 

física é de baixo custo, no entanto, as 

interações enzima/suporte são de natureza 

fraca, como interações hidrofóbicas, forças de 

Van der Waals, entre outras (Brígida et al., 

2008). 

Neste estudo, a influência da afinidade 

enzima/substrato, nas mesmas condições de 

operação, na determinação dos parâmetros de 

imobilização foi investigada. Os substratos 

utilizados para a determinação da atividade da 

enzima foram o p-nitrofenil laurato (pNFL) e 

azeite de oliva, utilizando uma a emulsão 

preparada com goma arábica. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Preparação do Suporte Hidróxido Duplo 

Lamelar (HDL) 

O suporte HDL foi sintetizado pelo 

método de co-precipitação a pH variável 

utilizando uma solução aquosa contendo sais 

de cátions (Mg(NO3)3.6H2O e Al(NO3)3.9H2O) 

em uma razão molar Mg/Al = 3:1. A síntese do 

material foi de acordo com a metodologia 

apresentada por Aguiar et al., 2013. 

 

Imobilização Enzimática 

 A lipase de Yarrowia lipolytica foi 

imobilizada no suporte HDL nas temperaturas 

(4 ºC, 10 ºC, 25 ºC, 30 ºC, 37 ºC). A atividade 

oferecida inicial de enzima foi de 95 U/g.  A 

imobilização foi realizada em presença do 

tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 7. A 

proporção de imobilização utilizada foi de 

1/20 (m/v).  

 

Determinação da atividade hidrolítica da 

lipase em p-nitrofenil laurato (pNFL) 

A atividade da lipase foi determinada 

através da hidrólise do substrato p-nitrofenil 

laurato (pNFL), liberando o p-nitrofenol como 

produto. Dessa forma, foi possível avaliar a 

atividade da enzima solúvel, do sobrenadante 

após o processo de imobilização e da enzima 

imobilizada (AtD).  (Rios et al., 2013). A 

atividade é calculada pela equação 1: 

 

At = C. F. Vr                                   

       Ve ou Md                               (1) 

 

onde At é a atividade enzimática (U/mL 

ou U/g), C é a taxa de consumo do pNFL 

(μmol/mL.min), F é o fator de diluição da 

solução enzimática, Vr é o volume do reator, 

Ve é o volume de solução enzimática e Md a 

massa de derivado. Para a atividade da enzima 

imobilizada, foram realizados ensaios em um 

reator em bancada com 30 mL de pNFL em 

contato com 0,1 g da lipase adsorvida no 

suporte. O sistema foi mantido sob agitação a 

37 ºC e a reação de hidrólise foi monitorada 

durante 20 minutos. 

 

Determinação da atividade hidrolítica no 

substrato azeite de oliva emulsionado com 

goma arábica 

A emulsão foi preparada adicionando-se 

13,75 g de azeite de oliva e 41,25 g de solução 

de goma arábica (7 % m/v em água). 

Posteriormente, 55mL de tampão fostato de 

sódio 100mM, pH=7 foram adicionados. A 

mistura foi vigorosamente agitada a 13000 

rpm. A metodologia foi modificada de De 

Aguiar et al. (2010). Os frascos foram 

incubados a 37 ºC, 160 rpm por 5 minutos. 

Após o período de incubação, a reação foi 

monitorada por 20 minutos. Os ácidos graxos 

liberados foram mensurados titulando-se KOH 

0,025M devidamente padronizado. 

A atividade da enzima livre em U/mL e 

a atividade da enzima imobilizada em U/g 

foram mensuradas pela equação 2: 

 

At = (Va – Vb). M. F. 1000 

                    t . Ve                              (2) 

 

Em que Va é o volume de KOH titulado, 

Vb é o volume do branco, M é a molaridade 

real do KOH, F representa o Fator de Diluição; 

Ve é o volume de solução enzimática e t é o 



 

 

tempo de reação. Para a determinação da 

atividade da enzima imobilizada utiliza-se a 

equação (II), substituindo o volume da enzima 

pela massa do derivado.  

 

Parâmetros de Imobilização 

Os parâmetros de imobilização foram 

mensurados de acordo com Silva et al., 2012. 

O rendimento de imobilização (R) é a 

quantidade de enzima teoricamente 

imobilizada. A atividade teórica pode ser 

calculada utilizando a quantidade de enzima 

oferecida inicialmente por grama de suporte e 

o rendimento de imobilização (Silva et al., 

2012). A atividade recuperada é mensurada 

utilizando a atividade da enzima imobilizada. 

As equações são apresentadas abaixo: 

Atividade Teórica (AtT) = R . CO     (3) 

 

Atividade Recuperada (AtR) = AtD  . 100 

                                                  AtT     (4)   

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Realizou-se a adsorção da lipase de 

Yarrowia lipolytica no suporte HDL em várias 

temperaturas, a fim de determinar a condição 

ideal para o processo. Paralelamente, a 

atividade hidrolítica da enzima foi mensurada 

em dois substratos, determinando-se os 

parâmetros de imobilização. 

Os substratos estudados foram o p-

nitrofenil laurato (pNFL) e o azeite de oliva 

em uma emulsão com goma arábica. Os 

resultados são apresentados nas tabelas 1 e 2, 

abaixo. 

Tabela 1 – Parâmetros de imobilização da 

lipase medidos com o substrato pNFL. 

 

T (ᵒC) 4 ºC 10ºC 25ºC 30 ºC 37 ºC 

R (%) 86,05 96,09 80,71 99,72 96,41 

AtT 

(U/g) 
81,75 91,29 76,68 94,74 91,33 

AtD 

(U/g) 
4,69 6,42 4,34 0,00 0,00 

AtR 

(%) 
5,75 7,03 5,73 0,00 0,00 

 

Observando os resultados da tabela 1, 

pode-se afirmar que a melhor temperatura de 

imobilização foi 10 ºC, pois obtiveram-se altos 

rendimentos de imobilização e a enzima 

permaneceu mais ativa após o processo de 

adsorção (Atividade do derivado: 6,42 U/g). 

 

Tabela 2 – Parâmetros de imobilização da 

lipase medidos com o  substrato azeite de 

oliva em uma emulsão com goma arábica. 

 

T (ᵒC) 4 ºC 10ºC 25ºC 30 ºC 37 ºC 

R (%) 74,35 88,43 100 100 99,01 

AtT 

(U/g) 
70,73 84,02 95 95 94,09 

AtD 

(U/g) 
13,12 31,43 14,38 5,47 2,49 

AtR 

(%) 
18,58 37,41 15,14 5,76 2,65 

 

Analisando os resultados da tabela 2, 

pode-se afirmar que a melhor temperatura de 

imobilização também foi 10 ºC. Isso mostra 

que a variação de substratos não altera o 

comportamento enzimático. No entanto, a 

variação de substratos altera a expressão da 

atividade hidrolítica da enzima de acordo com 

o grau de afinidade da lipase pelo substrato. 

A afinidade de uma lipase em um 

determinado substrato está relacionada 

diretamente com a interação deste com os 

resíduos de aminoácidos presentes no sítio 

catalítico da lipase bem como com o tamanho 

e formato do mesmo (BRÍGIDA, 2010). 

Comparando as tabela 1 e 2, pode-se 

afirmar que a lipase de Yarrowia lipolytica 

possui maior afinidade pelo substrato azeite de 

oliva em emulsão com goma arábica. Isso é 

explicado pelas maiores atividades da enzima 

imobilizada (AtD) e atividades recuperadas 

(AtR). 

 

CONCLUSÃO 

 

Constatou-se que a melhor temperatura 

de imobilização da lipase de Yarrowia 

lipolytica foi de 10 ºC. O substrato azeite de 

oliva emulsionado com goma arábica é mais 

apropriado para medir os parâmetros de 

imobilização, pois foram obtidos maiores 

valores de atividades do derivado e 

recuperada. Isso indica que a enzima estudada 

tem maior afinidade por este substrato. 
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