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RESUMO 

 
 
Brígida, Ana Iraidy Santa. Imobilização de lipases utilizando fibra da casca de coco 
verde como suporte para aplicações industriais. Rio de Janeiro, 2010. Tese 
(Doutorado em ciência) – Escola de Química, Universidade Federal do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010 
 
 

A presente tese teve como objetivo realizar o aproveitamento da fibra da 

casca de coco verde como suporte para imobilização de lipases com potencial 

aplicação industrial. Para o desenvolvimento do biocatalisador imobilizado, iniciou-se 

realizando um estudo de caracterização da superfície da fibra de coco. Área 

superficial de 1,33 m2/g, relação O/C de 0,4 e teor de lignina de 40% foram algumas 

das propriedades encontradas. Com base nestas informações, tratamentos químicos 

(H2O2; NaOCl; NaOCl/NaOH) foram estudados visando à remoção das impurezas 

presentes na fibra e o desenvolvimento de um protocolo de preparo do suporte. O 

tratamento com H2O2 foi o que apresentou maior eficiência na remoção das 

impurezas, embora não tenha promovido aumento na área superficial. A fim de 

avaliar o potencial dos suportes selecionados (fibra natural e tratada com H2O2) na 

imobilização de lipases, duas fontes de lipases de potencial aplicação industrial 

foram utilizadas: Candida antarctica e Yarrowia lipolytica. A lipase tipo B de C. 

antarctica foi utilizada como lipase padrão. Para a obtenção de uma fração mais 

purificada de lipases de Y. lipolytica, estudou-se precipitação com sulfato de amônio 

e acetona, partição em sistemas bifásicos e purificação por imobilização direta. 

Dentre todos os sistemas bifásicos avaliados, apenas três apresentaram partições 

de lipase e protease para fases opostas num mesmo sistema: 14,46% (p/p) de 

Fosfato e 4,35% (p/p) de PEG 4000; 14,23% (p/p) de Fosfato e 1,07% (p/p) de PEG 

8000; e 4,23% (p/p) Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000, com K de 12, 5 e 15, 

respectivamente. Nos estudos de purificação por imobilização, através de interação 

lipase-lipase e pela análise de zimograma, foi possível identificar 3 lipases de 

tamanhos distintos (66, 41 e 39kDa) no extrato bruto de Y. lipolytica IMUFRJ 50682. 

Purificação por imobilização em suportes hidrofóbicos e de troca iônica também 

foram estudados. Posteriormente, protocolos de imobilização em fibra de coco 

natural e tratada para ambas às fontes de lipase foram desenvolvidos utilizando a 

adsorção como técnica de imobilização. A imobilização de CALB em fibra tratada 



 x

com H2O2
 produziu um derivado contendo 1230 U/kg, mais ativo do que o obtido em 

fibra de natural (695 U/kg) sob as mesmas condições. Quanto à imobilização de 

lipases de Y. lipolytica, a pré-purificação utilizando sistema bifásico mostrou-se 

essencial para obtenção de um derivado mais carregado, especialmente na fibra 

tratada com H2O2 (2000 U/kg utilizando extrato pré-purificado contra 800 U/kg 

obtidos com extrato bruto). Finalmente, os derivados obtidos foram testados em 

reação de transesterificação de óleo ácido de macaúba e sua aplicabilidade 

avaliada. Para esta reação, o tratamento da superfície da fibra interferiu 

significativamente na partição do substrato reduzindo a conversão das reações 

catalisadas por CALB imobilizada em fibra tratada (≤ 20% em 48h de reação), sendo 

a conversão obtida usando CALB imobilizada em fibra natural de 50% em 48h de 

reação. Este derivado, mesmo após 10 ciclos reacionais de 72h, apresentou 80% de 

conversão. 
 

Palavras-chave: Lipases. Coco verde. Imobilização de enzimas. Resíduo agroindustrial. 
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ABSTRACT 

 
 
Brígida, Ana Iraidy Santa. Imobilização de lipases utilizando fibra da casca de coco 
verde como suporte para aplicações industriais. Rio de Janeiro, 2010. Tese 
(Doutorado em ciência) – Escola de Química, Universidade Federal do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010 
 
 

This thesis aimed to make the use of fiber coconut as support for 

immobilization of lipase with potential industrial application. For the development of 

immobilized biocatalyst, the work began studying surface characteristics of coconut 

fiber. Surface area of 1.33 m2/g, O/C relation of 0.4 and lignin content of 40% were 

some of proprieties found. Based on this information, chemical treatments (H2O2; 

NaOCl; NaOCl/NaOH) were studied to remove the impurities in the fiber. Treatment 

with H2O2 showed the highest efficiency in the removal of impurities, although it has 

not promoted an increase in surface area. In order to evaluate the potential of 

selected supports (natural and H2O2 treated fiber) in lipase immobilization, two 

sources of lipases with potential industrial application were used: Candida antarctica 

and Yarrowia lipolytica. Lipase B from C. antarctica (CALB) was used as standard 

lipase. To obtain a more purified fraction of Y. lipolytica lipase, ammonium sulfate 

and acetone precipitation, two-phase system partition and direct immobilization was 

evaluated. Of all biphasic systems evaluated here, only three showed partitions of 

lipase and protease on opposite phases for the same system: 14.46% (w/w) 

phosphate and 4.35% (w/w) PEG 4000; 14,23% (w/w) phosphate and 1.07% (w/w) 

PEG 8000; and 4,23% (w/w) phosphate and 27.14% (w/w) PEG 8000, with K of 12, 5 

and 15, respectively. By lipase-lipase interaction and zymogram was possible to 

identify three lipase with different molecular weight in crude extract from Y. lipolytica 

IMUFRJ 50682 (66, 41 and 39 kDa). Purification by immobilization on hydrophobic 

and ion exchange supports was studied too. Then, immobilization protocols using 

natural and treated coconut fiber for both sources of lipase were developed by 

adsorption technique. Immobilization of CALB on H2O2 treated fiber produced a 

derivate with 1230 U/kg, more active than in natural coconut fiber (695 U/kg) under 

the same conditions. For Y. lipolytica lipases immobilization, the pre-purification using 

two-phase system was essential to obtain a derivate more active, especially using 

H2O2 treated fiber (2000 U/kg using pre-purified extract against 800 U/kg with crude 
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extract). Finally, the immobilized biocatalyst obtained were tested in hydrolysis 

reaction of macauba acid oil and its applicability evaluated. For this reaction, the 

treatment of surface fiber significantly interfered in the partition of the substrate 

reducing the conversion of reaction catalyzed by immobilized CALB in treated fiber 

(≤20% after 48h of reaction against 50% of conversion for CALB in natural fiber). This 

derivate, even after 10 cycles of 72h of macauba acid oil conversion, 80% of 

conversion was observed. 
 

Keywords: Lipase. Green coconut. Enzyme immobilization. Agroindustrial waste. 
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Capítulo 1 – Introdução 
 

 1

1 INTRODUÇÃO 
Nas últimas décadas, tem-se observado um crescente aumento no número de 

bioprocessos em escala industrial. Tal crescimento é conseqüência do surgimento 

de novas tecnologias de desenvolvimento e seleção de biocatalisadores, 

proporcionado graças à obtenção de enzimas mais específicas e mais compatíveis 

com solventes orgânicos e altas temperaturas. Embora o surgimento destas novas 

tecnologias tenha promovido um grande aumento no número de bioprocessos em 

escala industrial, muitos processos ainda não são economicamente viáveis 

(STRAATHOF et al., 2002). 

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3), enzimas capazes de 

catalisar a hidrólise e a síntese de ésteres formados por glicerol e longas cadeias de 

ácidos graxos (JAEGER e REETZ, 1998), destacam-se dentre as enzimas mais 

investigadas e com vasto potencial de aplicação industrial. Diante da versatilidade 

das lipases frente às reações por elas catalisadas, a aplicação industrial destas 

enzimas estende-se a vários setores. Uma lipase bastante estudada quanto a sua 

aplicação e de grande expressão comercial é a lipase B de Candida antarctica 

(CALB). Dentre as aplicações da CALB em processos industriais, encontram-se: 

síntese de compostos opticamente ativos na indústria farmacêutica; síntese de 

ésteres usados na indústria de aromas; síntese de éster de vitamina, esterificação 

de açúcares etc. Outra lipase utilizada e estudada, contudo ainda de baixa 

expressão comercial é a lipase de Yarrowia lipolytica. As primeiras aplicações 

estudadas das lipases de Y. lipolytica foram na produção de queijo tipo Roquerfort 

(PETERS e NELSON, 1948a). A partir de então, outras aplicações para as lipases 

de Y. lipolytica foram sugeridas, como: síntese de monoésteres de ácido 2,4-

dimetilglutírico, síntese de poliéster, e no tratamento de efluente rico em gordura.  

Uma das alternativas para viabilizar alguns bioprocessos é o uso de enzimas 

imobilizadas. Através da aplicação destas é possível a implantação de processos 

contínuos, maior pureza do produto obtido, além da obtenção de catalisadores 

operacional e termicamente mais estáveis (BLANCO et al., 2004) e mais seletivos 

(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003). Contudo, o alto custo desta tecnologia ainda 

a torna pouco aplicável em escala industrial. Neste contexto, pesquisas têm sido 
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realizadas visando processos de imobilização mais baratos, sendo o suporte um dos 

grandes alvos desta busca pela redução de custos. 

A necessidade de suportes mais baratos tem levado a estudos de 

imobilização de enzimas em resíduos devido a sua abundância, dando maior 

enfoque aos agroindustriais por serem ricos em celulose – a qual fornece 

grupamentos OH para funcionalização. Como exemplo podemos citar o uso da 

casca de arroz na imobilização de invertase (D´SOUZA e GODBOLE, 2002) e 

sementes processadas oriundas de cervejarias para imobilização de tripsina 

(ROCHA et al., 2005). Dentre os resíduos agroindustriais, a casca de coco destaca-

se por ser um material volumoso e de degradação lenta e cuja deposição direta em 

aterros e lixões contribui para a redução da vida útil destes. Nos últimos anos, vários 

estudos têm sido desenvolvidos objetivando o aproveitamento deste resíduo a fim de 

minimizar os impactos ambientais causados por sua disposição final. Alternativas de 

uso da casca de coco tanto podem ser uso direto (por exemplo, recobrimento de 

solo) como de seus constituintes, fibra e pó de coco (por exemplo, produção de 

manta e adubo, respectivamente). A fibra, devido suas propriedades de resistência 

mecânica e características da superfície, tem sido estudada como suporte para 

imobilização de enzimas (DEY et al., 2002; BRÍGIDA et al., 2007; BRÍGIDA et al., 

2008). As técnicas de imobilização por adsorção e por ligação covalente utilizando 

glioxipropil trimetoxisilano como agente funcionalizante mostram-se viáveis na 

obtenção de biocatalisadores imobilizados em fibra.  

Neste contexto, o presente trabalho vem contribuir, através da proposição de 

um biocatalisador imobilizado de baixo custo, para a obtenção de um produto de 

maior valor agregado, além de fornecer maiores conhecimentos sobre a fibra da 

casca de coco verde, ampliando seu potencial de aplicação. Além disso, os estudos 

de caracterização do extrato bruto rico em lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 

50682 e de purificação do mesmo permitem explorar o potencial desta cepa, bem 

como das lipases por ela produzidas.  
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2 OBJETIVOS 
O objetivo geral deste trabalho considera o aproveitamento da fibra da casca 

de coco verde como suporte para imobilização de lipases com potencial aplicação 

industrial. 

Para alcançar este objetivo geral, os objetivos específicos foram:  

9 Caracterização da fibra de coco verde quanto a sua morfologia, composição 

química e resistência térmica; 

9 Desenvolvimento de protocolo de tratamento químico da superfície da fibra 

para imobilização; 

9 Caracterização do extrato bruto de lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 

50682 quanto ao teor de proteína total, valores ótimos de pH e temperatura, 

estabilidade a diferentes valores de pH e temperatura, efeito de aditivos, 

dentre outros fatores; 

9 Desenvolvimento de protocolo de pré-purificação do extrato bruto de lipase de 

Yarrowia lipolytica; 

9 Imobilização de lipase B de Candida antarctica e lipases de Yarrowia lipolytica 

em fibra de coco verde; 

9 Caracterização dos parâmetros cinéticos (Km, Vmax) e fatores de 

estabilização (estabilidade térmica) das enzimas livres e imobilizadas; 

9 Estudo da viabilidade do sistema imobilizado (estabilidade operacional); 

9 Avaliação do potencial de aplicação dos derivados imobilizados em reação de 

hidrólise de óleo ácido de macaúba visando à obtenção de biodiesel. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
3.1 LIPASES  

As enzimas hidrolíticas são os biocatalisadores de maior representatividade 

comercial haja vista a ampla disponibilidade, baixo custo, condições suaves de 

reação e elevada especificidade (FABER, 1997; STRAATHOF et al., 2002). Dentre 

as diversas enzimas hidrolíticas, como exemplo, amilases, celulases, pectinases, 

polipeptidases etc, destacam-se as lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3), 

as quais catalisam a hidrólise e a síntese de ésteres formados por glicerol e longas 

cadeias de ácidos graxos (JAEGER e REETZ, 1998), constituindo uma subclasse de 

esterases (MARTINELLE et al., 1995).  

Segundo Dumitriu et al. (2003), mais de 50 lipases já foram identificadas, 

purificadas e caracterizadas. As lipases podem ser obtidas a partir de 

microrganismos, plantas (ex. Brassica napus) ou tecido animal (ex. pâncreas suíno). 

Contudo, a principal fonte de obtenção para o uso comercial é a partir de 

microrganismos por meio de fermentação submersa ou em estado sólido, tendo sido 

observada a obtenção de enzimas mais resistentes e estáveis por fermentação em 

estado sólido (SHARMA et al., 2001).  

Embora a função metabólica das lipases seja catalisar a hidrólise de 

triacilgliceróis aos ácidos graxos correspondentes e glicerol (COSTA e AMORIM, 

1999), sob condições microaquosas, elas também são capazes de catalisar a 

síntese de ésteres. Uma combinação destes dois processos básicos em seqüências 

lógicas pode resultar em reações de interesterificação (acidólise, alcoólise ou 

transesterificação, a depender dos reagentes de partida), como apresentado na 

Figura 3.1 (CASTRO et al., 2004). Além disso, elas também são capazes de 

catalisar aminólise e tiotransesterificação (DALLA-VECCHIA et al., 2004). 

Diante da versatilidade das lipases frente às reações por elas catalisadas, a 

aplicação industrial destas enzimas estende-se a vários setores. Setores tradicionais 

como indústria têxtil, indústria de detergentes, indústria de alimentos e indústria de 

óleos e gorduras fazem uso de lipases há bastante tempo em seus processos 

(SHARMA et al., 2001). Porém, tem crescido o campo de aplicação de lipases, 

sendo estas hoje utilizadas também na resolução de misturas racêmicas, como 
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ferramenta em diagnósticos clínicos, no desenvolvimento de aromas, na composição 

de cosméticos e no desenvolvimento de biossensores (HASAN et al., 2006). 

 

 
Figura 3.1 – Reações catalisadas por lipases (CASTRO et al., 2004) 

 
 

3.1.1 Estrutura das Lipases 

A maioria das lipases possuem peso molecular entre ~19 kDa (lipase de 

Bacillus subtillis) e ~97 kDa (lipase de Aeromonas sobria), embora tenha-se 

observado uma lipase de alto peso molecular produzida por Candida deformans 

(207 kDa). Todas elas, com exceção das lipases pancreáticas, possuem apenas um 

domínio catalítico (CYGLER e SCHRAG, 1997). 
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Segundo a base de dados desenvolvida por Murzin et al. (1995), SCOP – 

Structure Classification of Protein (Classificação Estrutural de Proteínas), as 

proteínas podem ser agrupadas por diferentes níveis hierárquicos: classe, dobra, 

superfamília e família. No nível classe, através da estrutura secundária, as proteínas 

podem ser classificadas como: totalmente alfa (α) – proteínas cuja estrutura é 

formada essencialmente por α - hélices; totalmente beta (β) – proteínas cuja 

estrutura é formada essencialmente por folhas β; alfa e beta (α/β) – para proteínas 

com hélices α e folhas β amplamente misturadas (presença de β – α – β); alfa mais 

beta (α+β) – para aquelas em que as α-hélices e as folhas β são largamente 

segregadas (ausência de β – α – β); multidomínio – para aquelas com domínios de 

diferentes dobras e para as quais não haja ocorrência de homólogos). Várias 

investigações das estruturas de diferentes lipases têm mostrado que todas as 

lipases são classificadas como α/β hidrolases (PLEISS et al., 1998). Como 

característica das α/β hidrolases, os núcleos das lipases são compostos de uma 

folha β central consistindo de 8 diferentes fitas β (β1 – β8) conectadas com seis α 

hélices (A – F) (Figura 3.2). Como pode ser observado ainda na Figura 3.2, o 

entrelaçamento das fitas β e a posição das hélices varia consideravelmente de uma 

lipase a outra apesar da sua equivalência topológica (SCHARG e CYGLER, 1997). 

Elementos da estrutura secundária mostrados em branco ou preto na Figura 3.3 

(folhas β3- β7 e hélices B e C) ocorrem nas estruturas de todas as lipases, enquanto 

que aqueles em cinza (folha β2 e hélices A, D e F) ocorrem na maioria.  
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Figura 3.2 – Estrutura geral de α/β hidrolases e exemplo de algumas lipases (Fonte: 
SCHARG e CYGLER, 1997). 
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Figura 3.3 – Estrutura geral para as lipases (Fonte: CYGLER e SCHARG, 1997). 
 
 

O sítio ativo de uma lipase é formado por uma tríade catalítica constituída 

pelos aminoácidos: serina, ácido aspártico (ou glutâmico) e histidina. O resíduo 

nucleofílico serina é localizado no C-terminal da fita β5 de um pentapeptídeo Gli-X1-

Ser-X2-Gli, região altamente conservada, formando uma característica principal “β 

em torno de α”, designada como a cavidade nucleofílica (JAEGER e REETZ, 1998). 

Além disso, o resíduo de ácido aspártico ou glutâmico geralmente é localizado 

posteriormente à folha β7, podendo ser encontrado na porção seguinte da folha β6, 

em alguns casos. Quanto ao resíduo de histidina, este é encontrado posteriormente 

à folha β8 (SCHARG e CYGLER, 1997). Geralmente, o sítio ativo das lipases se 

assemelha ao encontrado para as serina-proteases, podendo ser capazes de 

hidrolisar ligações éster de triacilgliceróis através do mecanismo de substituição 

nucleofílica, conforme o proposto para serina-proteases (JAEGER e REETZ, 1998).  

Outro aspecto estrutural comum à maioria das lipases é a presença de uma 

“tampa” de caráter anfifílico, composta de uma ou duas seqüências peptídicas em α 

hélice, que cobre o sítio ativo na forma inativa da lipase (PLEISS et al., 1998; PAIVA 

et al., 2000). Quando há ligação do substrato (na forma de micela, filme adsorvido 

monomolecular ou emulsão - Figura 3.4) na superfície da enzima, esta “tampa” 

move-se, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta para a maioria 
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das lipases. Com o centro ativo acessível, uma larga superfície hidrofóbica é 

exposta, facilitando a ligação da lipase à interface. Esta interação da área que rodeia 

o sítio ativo com superfícies hidrofóbicas, modificando propriedades funcionais da 

lipase, chama-se ativação interfacial (JAEGER e REETZ, 1998; PLEISS et al., 1998). 

 

Figura 3.4 – Ilustração de diferentes tipos de arranjos de moléculas de ester em 
meio aquoso. 

 
 

Este fenômeno relaciona o aumento da atividade da lipase em função de 

substratos insolúveis que formam emulsão, sendo observado em algumas reações 

lipolíticas uma cinética não descrita pelo modelo de Michaelis-Menten. Quando o 

substrato encontra-se em solução na forma de monômero (Figura 3.4), ou seja, a 

concentração deste encontra-se abaixo da concentração micelar crítica (CMC), as 

lipases possuem pequena capacidade catalítica de hidrólise (Figura 3.5), pois a 

baixa concentração impede a ocorrência do fenômeno de ativação interfacial. Isto 

ocorre porque, em meio aquoso, a exposição do sítio ativo é termodinamicamente 

desfavorável pela dificuldade de expor uma região com significativo conteúdo 

hidrofóbico (JAEGER e REETZ, 1998; VERGER, 1997). 
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Figura 3.5 – Comportamento cinético das lipases e esterases. 
 
 

As discussões sobre o fenômeno de ativação interfacial e o fato da presença 

da “tampa” anfifílica ser característica sine qua non para caracterizar uma enzima 

como lipase têm sido intensas. Estudos recentes mostram que a presença desta 

“tampa” sobre o sítio catalítico não implica obrigatoriamente na observação deste 

fenômeno. Algumas lipases (oriundas de Pseudomonas aeruginosa, P. glumae e a 

tipo B de Candida antarctica, por exemplo), embora apresentem “tampa” em suas 

estruturas, mostraram não sofrer ativação interfacial (FERRATO et al., 1997). O 

tamanho deste segmento de aminoácidos também parece não ter correlação com a 

ocorrência do fenômeno. Algumas lipases, como a de Staphylococcus hyius, 

apresentam ativação interfacial apenas com determinados substratos. Além disso, 

há também raros casos de lipases que não possuem esta ramificação anfifílica, 

como é o caso da fosfolipase pancreática A2 (PLA2), mas apresentam alto grau de 

ativação interfacial a determinados substratos (VERGER, 1997). Ferrato et al. (1997) 

sugerem que a ocorrência da ativação interfacial não se encontra apenas 

relacionada à estrutura tridimensional da lipase, como também com a conformação 

interfacial dos substratos. Assim, embora a ocorrência de ativação interfacial e 

presença de “tampa” no sítio ativo sejam características exclusivas às lipases, a 

ausência delas não pode ser um fator desclassificatório, de uma enzima como 
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lipase, devendo-se considerar outros fatores como sua capacidade de hidrolisar 

emulsões de triacilgliceróis de cadeia longa.  

3.1.2 Mecanismo de Atuação das Lipases 

Independente do tipo de reação catalisada (hidrólise, esterificação ou 

interesterificação), a descrição mais geral e aceita da ação catalítica da lipase é o 

mecanismo Ping Pong Bi-Bi, comum às α/β hidrolases. A Figura 3.6 mostra 

esquematicamente o mecanismo Ping Pong Bi-Bi de lipases considerando uma 

reação catalisada envolvendo múltiplos substratos/produtos (Paiva et al., 2000).  

 
Figura 3.6 – Mecanismo de atuação (Ping Pong Bi-Bi) das lipases numa reação com 

vários substratos e produtos. E = Enzima; ES = Ester; Al = Álcool; Ac = Ácido; A = 
Água; F = complexo acil-lipase 

 
 

Quando os substratos encontram-se na forma de monômeros é comum a 

simplificação do mecanismo para o de Michaelis-Menten, Figura 3.7 (a) (KNEZEVIC 

et al., 1998). Para situações onde a concentração micelar crítica (CMC) foi atingida, 

um modelo proposto por Tsai e Chang em 1953 pode ser aplicado (AL – ZUHAIR et 

al., 2004). Tal modelo é uma extensão de Michaelis-Menten onde se observa a 

etapa de adsorção da enzima solúvel à interface do substrato na fase orgânica 

(Figura 3.7b). 
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Figura 3.7 – Mecanismos alternativos para reações catalisadas por lipase: a) 

Mecanismo de Michaelis-Menten; b) Mecanismo de Michaelis-Menten considerando 
adicionalmente a adsorção da enzima à interface do substrato. E = enzima; S = 

substrato; K1, K-1 e Kcat = constante de velocidade de reação; ES = complexo 
enzima-substrato; P = produto; a= interface do substrato; Kp = constante de 

adsorção; Kd = constante de dessorção; E* = enzima adsorvida na interface; P* = 
produto adsorvido na interface. 

 
 

Os mecanismos acima citados constituem uma reação simples, sem inibição. 

Contudo, pode-se ainda observar a ocorrência de etapas de inibição 

correspondentes à formação de complexos binários e ternários. Os fenômenos de 

inibição mais freqüentes neste tipo de reação envolvem a formação de (a) 

complexos binários entre a enzima livre e o álcool ou o éster ou (b) inativos 

complexos ternários entre o ácido ou o éster e o complexo ativo acil-lipase, podendo 

ser classificada como inibições competitivas (GARCIA et al., 1999; YADAV e LATHI, 

2003).  

3.1.3 Fatores que Influenciam na Atividade da Lipase 

A atividade da lipase pode ser determinada fazendo-se uso de diferentes 

substratos, dentre eles: trioleína, óleo de oliva e p-nitrofenil palmitato. Dependendo 

do tipo de substrato, pode-se acompanhar a reação via titulação, espectrofotometria 

ou fazendo uso de cromatografia líquida de alta eficiência. Dentre as metodologias 

mais utilizadas podemos citar a titulação de ácidos graxos liberados pela hidrólise de 

triglicerídeo butírico, ou de óleos insaturados de cadeias longas, como óleo de oliva 

(BEISSON et al., 2000). 

A atividade hidrolítica de uma lipase em um dado substrato depende de vários 

parâmetros como pH, temperatura, superfície de contato enzima-substrato e teor de 

água. E, devido ao grande número de técnicas para determinação de atividade e o 

uso de diferentes substratos (BEISSON et al. 2000), a comparação entre os 
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resultados de autores torna-se, por vezes, impossível. Embora seja possível 

encontrar lipases ativas numa faixa de pH entre 4 e 10, o pH ótimo da maioria das 

lipases encontram-se entre 7 e 9. Algumas lipases agem a temperaturas bastante 

extremas, -30ºC (UHLIG, 1998), contudo a faixa média de temperatura de trabalho 

da maioria das lipases encontra-se entre 20 e 50ºC, apresentando valores ótimos 

entre 35 e 45ºC. Lipases originadas de organismos termófilos podem ter valores 

ótimos de temperatura bem mais elevados, entre 60 e 75ºC. Um exemplo é a lipase 

de Bacillus sp., cuja temperatura ótima é de 60ºC (NAWANI e KAUR, 2007).  

A presença de sais e agentes quelantes em diferentes concentrações também 

podem influenciar a atividade das lipases. A presença de NaCl no meio reacional, 

por exemplo, é extremamente necessária para que lipase pancreática seja ativa 

(UHLIG, 1998). Já íons de cálcio são essenciais na hidrólise de triglicerídeos de 

cadeia longa. Este fenômeno é atribuído à habilidade do cálcio formar interações 

eletrostáticas com os ácidos graxos gerados pela hidrólise, removendo-os da 

superfície das micelas e reservando acesso contínuo das lipases aos triglicerídeos 

(VILLENEUVE et al., 2000). 

A influência de outros íons metálicos como Mg2+, Mn2+, K+ e Fe3+ também foi 

estudada. A atividade de uma lipase extracelular de Pseudomonas aeruginosa 

MB5001, por exemplo, foi fortemente inibida (redução de 94% da atividade inicial) 

pela presença de 1 mM de ZnSO4. Contudo, a influência não obrigatoriamente vai 

ser a mesma para lipases de fontes distintas, podendo-se observar aumento ou 

redução na atividade da lipase em estudo ou mesmo esta não ser influenciada por 

um dado íon. Por exemplo, a lipase de Penicillium roqueforti não é afetada pela 

presença de íon Mn2+, contudo a lipase de Pseudomonas aeruginosa KKA-5 foi 

levemente inibida pela presença deste íon (SHARMA et al., 2001).  

3.1.4 Purificação de Lipases 

Independente da fonte de obtenção da lipase, seja ela microbiana, animal ou 

vegetal, o extrato enzimático bruto estará repleto de outras substâncias que não 

sejam lipase (outras proteínas, sais, açúcares ou até mesmo solventes). Em alguns 

casos como no tratamento de efluentes ricos em gordura (RIGO et al., 2008) e na 

indústria de ração animal (SAXENA et al., 1999), a presença destas impurezas não 

irá interferir no produto final. Contudo, na maioria dos casos – aplicações na 
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produção de aromas, obtenção de concentrados de ácidos graxos poliinsaturados, 

indústria de detergentes, produção de fármacos – faz-se necessário trabalhar com 

enzimas com maior grau de pureza. Efeitos como redução da estabilidade a 

estocagem (pela presença de proteases) e redução da pureza de produtos e do 

rendimento do processo (pela presença de sais e açúcares e outras proteínas ou 

produtos do processo fermentativo) são as principais justificativas para que os 

extratos brutos de lipase sejam submetidos a um processo de purificação antes de 

serem utilizados como biocatalisadores. Neste sentido, os estudos de purificação 

são essenciais para a obtenção de soluções enzimáticas comercializáveis e que 

possam ser usadas diretamente em aplicações industriais.  

Lipases tem sido purificadas por diferentes processos que podem envolver o 

uso de um ou mais métodos como: precipitação, filtração em gel, cromatografia de 

troca iônica, cromatografia por afinidade, micelas reversas, sistemas bifásicos, 

separação por membrana e imunopurificação (SAXENA et al., 2003). A escolha dos 

métodos a serem envolvidos depende das características da lipase em questão, do 

extrato obtido, da aplicação e do custo total do processo.  

A separação por precipitação é uma das técnicas mais práticas. Esta consiste 

em modificar a solução utilizada como solvente de forma a alterar a solubilidade das 

proteínas existentes e, conseqüentemente, proporcionar a formação de agregados 

protéicos. Tal modificação pode dar-se pela mudança na força iônica, pH, adição de 

solventes orgânicos miscíveis, outros solutos ou polímeros inertes ou uma 

combinação destes junto com a variação de temperatura. Com a formação de 

agregados protéicos, observam-se precipitados da proteína de interesse que são 

separados por filtração ou centrifugação. No processo de purificação de lipase, 

geralmente este método é utilizado como uma primeira etapa de pré-purificação. Por 

exemplo, Borkar et al. (2009) purificaram 20 vezes um extrato bruto de lipase de 

Pseudomonas aeruginosa SRT 9 precipitando este com 30% (p/v) sulfato de 

amônio. Após esta etapa, duas etapas de cromatografia foram realizadas de forma a 

obter uma solução 98 vezes mais pura do que o extrato bruto. Contudo, há casos 

em que a purificação apenas com precipitação promove um grau de pureza 

satisfatório, como na separação de lipase de Cunninghamella verticillata onde a 

precipitação com acetona foi inclusive 4 vezes melhor do que a separação por 

cromatografia (KUMAREVEL et al., 2005).  
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A técnica mais usada em grande escala e estudada é a separação por 

cromatografia, seja ela de troca iônica, afinidade, interações hidrofóbicas ou peso 

molecular. Dentre elas, a cromatografia por troca iônica e cromatografia de afinidade 

são os métodos mais usados em estudos de purificação de lipases, estando 

presentes, respectivamente, em 67 e 27% dos processos desenvolvidos atualmente 

(SAXENA et al., 2003). Para ambas, a separação depende da diferença entre o 

comportamento das substâncias presentes no extrato entre a fase móvel e a fase 

estacionária. Os tipos de interação dos componentes do extrato com estas duas 

fases é que distingue as mesmas. No caso de purificação de lipases, as fases 

estacionárias mais usuais são dietilaminoetil (DEAE)-celulose, Q-sefarose e octil e 

fenil sefarose. A escolha da fase estacionária depende das características da lipase 

a ser purificada. Koblitz e Pastore (2004), por exemplo, obtiveram um fator de 

purificação de 3,9 e 6,85 nos estudos de purificação de lipase de Rhizopus sp por 

cromatografia de troca iônica (DEAE) e de interação hidrofóbica (fenil sefarose) 

respectivamente. Em muitos processos, como na purificação de Lip2 de Yarrowia 

lipolytica (YU et al., 2007), visando maior grau de pureza, estas técnicas são 

empregadas de forma seqüencial. Para alcançar altos valores de fator de purificação 

(acima de 200) através estas técnicas de precipitação e cromatografia, são 

necessárias geralmente 4 ou 5 etapas de purificação (SAXENA et al., 2003).  

Nas últimas décadas, novas tecnologias de purificação como sistemas 

bifásicos, separação por membrana, imunopurificação e uso de resinas 

funcionalizadas tem sido estudadas. A imunopurificação, por exemplo, é uma técnica 

através da qual a lipase é separada das outras substâncias do extrato por ligações 

específicas à proteína de forma que o rendimento e a pureza são máximos em uma 

única etapa do processo. Esta técnica, embora cara devido ao valor da matriz 

ligante, possui como vantagem um processo seguro, reprodutível, rápido e 

facilmente escalonável (PAUWELS e GELDER, 2008). No caso da separação por 

membranas, apesar desta técnica já ter sido estudada como única etapa de 

purificação (SZTAJER e BRYJAK, 1989), atualmente ela encontra-se mais como 

uma etapa de concentração no processo de purificação de proteínas. Além de 

baixos fatores de purificação e rendimentos, o alto custo e as dificuldades 

operacionais, como paradas por saturação da membrana e queda de fluxo, são 

características que inibem substancialmente o uso desta técnica.  
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Quanto aos sistemas bifásicos, estes se baseiam nos princípios de partição 

das proteínas frente a sistemas de duas fases aquosas de dois polímeros solúveis 

em água, um polímero e um sal ou álcool e sal. Sua facilidade no aumento de 

escala, rápida transferência de massa, possibilidade de operação a temperatura 

ambiente, baixo custo de material, compatibilidade com a maioria das proteínas, 

entre outras vantagens, torna esta técnica potencialmente promissora para a 

obtenção de enzimas industriais (GUPTA et al., 1999). Dentre os diferentes sistemas 

bifásicos estudados na separação de lipases, o sistema PEG-fosfato é o mais 

empregado (SILVA e FRANCO, 2000; BASSANI et al., 2007; NANDINI e RASTOGI, 

2008). A partição de proteínas neste tipo de sistema depende da concentração e do 

peso molecular do polímero, da concentração e do tipo de sal e pH do sistema. 

Bassani et al. (2007) avaliou o efeito de diferentes pesos moleculares sobre a 

partição de lipase pancreática e observou que o maior valor foi encontrado utilizando 

PEG 4000 a pH 7. Contudo, em pH 6, maior partição foi observada no sistema com 

PEG 2000. Estudos estatísticos destes sistemas levaram a uma condição ótima com 

98% de rendimento de lipase na fase topo. Altos rendimentos também foram 

encontrados por Nandini e Rastogi (2008). Um sistema pouco usual, porém também 

aplicável à purificação de lipase é o sistema álcool-sal. Por exemplo, Ooi et al. 

(2009) estudaram diferentes sistemas álcool-sal para a purificação de lipase de 

Burkholderia pseudomallei. O sistema obtido a partir de 2-propanol, fosfato de 

potássio e NaCl mostrou proporcionar maior rendimento (99,3%) e fator de 

purificação (13,5) dentre os estudados. Devido a fácil separação do álcool da lipase 

e da fácil recuperação da enzima, o uso de sistemas bifásicos álcool-sal torna-se 

uma técnica em potencial no caso de lipases mais estáveis a este solvente.  

3.1.5 Lipases de Yarrowia lipolytica 

 A levedura Yarrowia lipolytica (também denominada anteriormente de 

Candida lipolytica, Candida paralipolytica, Endomycopsis lipolytica, 

Saccharomycopsis lipolytica, ou ainda Mycotorula lipolytica), dentre as leveduras 

classificadas como “não-convencionais”, tem sido a espécie mais estudada nos 

últimos anos quanto a sua fisiologia, genética, biologia molecular e aplicações 

biotecnológicas (BARTH e GAILLARDIN, 1997; van den TEMPEL e JAKOBSEN, 

2000; FICKERS et al., 2004; MADZAK et al., 2004). Tal interesse por esta espécie 

está relacionado tanto às substâncias naturalmente secretadas por esse tipo de 
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levedura durante o seu metabolismo (BARTH e GAILLARDIN, 1997), quanto ao seu 

alto potencial de expressão e excreção de proteínas heterólogas (MADZAK et al., 

2004). Dentre as substâncias naturalmente secretadas por este tipo de levedura (ex. 

ácido cítrico, ácido ∝-isopropilmalato e lisina), tem-se observado a produção de 

enzimas – proteases alcalinas, proteases ácidas, fosfatases, lipases, esterases e 

RNases (BARTH e GAILLARDIN, 1997).  

A primeira identificação de atividade lipolítica de Y. lipolytica data de 1927, 

quando Harrison observou que a mesma era capaz de hidrolisar gorduras (PETERS 

e NELSON, 1948a). A partir desta data, vários trabalhos vêm sendo realizados 

visando à produção de lipase de Y. lipolytica (PETERS e NELSON, 1948a; OTA et 

al., 1982; DESTAIN et al., 1997; PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997; CORZO e 

REVAH, 1999; PEREIRA-MEIRELLES et al., 2000; DOMÍNGUEZ et al., 2003; 

ALONSO et al., 2005; AMARAL, 2007). Uma das características observadas na 

produção de lipase a partir de Y. lipolytica é que esta enzima tanto se encontra no 

meio extracelular quanto no meio intracelular, sendo a proporção destas nestes 

meios dependente da fase de crescimento no qual a cultura se encontra (PEREIRA-

MEIRELLES et al., 2000; ADAMCZAK e BEDNARSKI, 2004). Estudos realizados por 

Pereira-Meirelles et al. (2000) mostraram que nas primeiras 24 horas não foi 

detectada a presença de lipase extracelular, sendo observado um máximo somente 

no final da fase estacionária de crescimento.  

3.1.5.1 Caracterização das lipases de Yarrowia lipolytica 

Em média, a massa molecular das lipases de Y. lipolytica varia entre 38,5 e 

44 kDa. A faixa de pH onde se observa atividade hidrolítica é de 6 a 10, sendo 

alguns de seus valores ótimos encontrados de 6, 7 e 9. Quanto aos valores de 

temperatura ótima de reação, estes variam de 28 a 55oC. Estudos de especificidade 

de lipases produzidas por cepas distintas mostraram que as lipases de Y. lipolytica 

estudadas são 1,3 específicas (HOU, 1997; GUIEYSSE et al., 2004). Vale ressaltar 

que os estudos de pH e de temperatura ótima descritos na literatura foram 

realizados em diferentes condições reacionais. Esta variação dificulta a comparação 

entre as lipases obtidas já que a enzima terá comportamento distinto frente a 

condições variadas de temperatura, pH e substrato, o que afeta diretamente nos 

valores de pH e temperatura ótimos. No Apêndice 1, uma tabela ilustrativa de 
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valores de massa molecular, ponto isoelétrico, faixa de pH e de temperatura obtidos 

de alguns estudos pode ser encontrada. Além disso, devido ao seu alto potencial de 

expressão e secreção de proteínas heterólogas, é possível que haja algumas 

variações genéticas entre linhagens isoladas em lugares distintos o que justificaria o 

fato observado de obtenção de lipases com diferentes características quanto ao 

peso molecular, faixa de pH de reação, temperatura de reação ótima, especificidade 

e ponto isoelétrico (PETERS e NELSON, 1948b; OTA et al.,1982; DESTAIN et 

al.,1997; SUZZI et al., 2001; SONG et al., 2006).  

 Alguns trabalhos têm se dedicado à identificação dos genes responsáveis 

pela codificação das diferentes lipases que Y. lipolytica é capaz de produzir. Lip1, 

Lip3 e Lip6 são lipases intracelulares (FICKERS et al., 2005). Lip2 é extracelular 

(PIGNEDE et al., 2000a; PIGNEDE et al., 2000b). Outras duas lipases, Lip 7 e Lip8, 

são ligadas a membrana celular da levedura e são bastante estáveis a variações de 

pH e temperatura (SONG et al., 2006). Além da posição onde estas se encontram, 

as seqüências destas lipases mostram poucas semelhanças entre elas (EBI 

DATABASE, 2010).  

3.1.5.2 Aplicações das lipases de Yarrowia lipolytica 

Embora as lipases de Y. lipolytica sejam enzimas que ainda possuam baixa 

expressão comercial, atualmente existem duas empresas responsáveis por sua 

comercialização: Amano Enzyme (Amano L, ou L-10) e Fluka (Fluka 62303) – sendo 

vendidas, em média, a US$ 55,25 por grama (FLUKA, 2004).  

As primeiras aplicações estudadas das lipases de Y. lipolytica foram na 

produção de queijo tipo Roquerfort (PETERS e NELSON, 1948a). A partir de então, 

outras aplicações para as lipases de Y. lipolytica foram sugeridas, como: uso na 

indústria de couro e na produção de queijo (Patente Alemã – DD-272867); síntese 

de monoésteres de ácido 2,4-dimetilglutírico e transesterificação de meso-

ciclopentanos dióis (THEIL et al., 1991 apud BARTH e GAILLARDIN, 1997); síntese 

de poliéster (Patente dos Estados Unidos – US005962624A); produção de 

glicerídeos altamente insaturados de ácido graxo (Patente do Japão – JP8116982); 

síntese de 2-bromo-fenil e 2-bromo-toluil ácido acético etil éster (precursor na 

síntese de analgésicos) (GUIEYSSE et al., 2004); tratamento de efluente rico em 

gordura (FICKERS et al., 2005; FELICE et al., 1997; OSWAL et al., 2002); produção 

de homofenilalanina (Patente dos Estados Unidos – US5552317).  
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3.1.6 Lipase tipo B de Candida antarctica 

Apesar de possuírem tríade catalítica similar e agirem no processo de 

hidrólise de ésteres sob o mesmo mecanismo catalítico, a fonte de obtenção da 

lipase influencia no conjunto de aminoácidos presentes na estrutura da enzima, bem 

como na conformação da cavidade ligante de substratos. Além disso, é possível 

também encontrar diferença entre lipases da mesma fonte (SHARMA et al., 2001). 

A levedura Candida antarctica, por exemplo, é capaz de produzir duas 

diferentes lipases, chamadas de A e B, com diferentes pontos isoelétricos (pI), 

massas molares e seletividades. A lipase tipo A de C. antarctica tem massa molar 

igual 45 kDa, pI de 7,5 e, apesar de não ser específica, é mais termoestável. A 

lipase tipo B de C. antarctica (CALB), uma das enzimas a ser utilizada neste 

trabalho, possui pH ótimo entre 7 e 8 (PETERSEN et al., 2001), massa molar igual a 

33 kDa, pI de 6,0, dimensões aproximadas de 30
o

Α x 40
o

Α x 50
o

Α , e demonstra ser 

bastante estereoespecífica em hidrólises e sínteses orgânicas (UPPENBERG et al., 

1994). 

3.1.6.1 Características específicas da lipase tipo B de Candida antarctica 

 Como dito anteriormente, a fonte da lipase influencia na conformação da 

cavidade catalítica. No caso específico da CALB, a cavidade ligante do substrato é 

elíptica, com o formato de um funil íngrime de 9,5 x 4,5 
o

Α (PLEISS et al., 1998). As 

paredes desse canal são bastante hidrofóbicas. Contudo, na parte superior do sítio 

ativo há apenas uma pequena área hidrofóbica (UPPENBERG et al., 1994; PLEISS 

et al., 1998), o que favorece a não formação de bioagregados por esta enzima 

(PALOMO et al., 2004). 

No item 3.1.1 do presente capítulo, foram abordadas algumas características 

consensuais às lipases, contudo, a CALB possui algumas diferenças da maioria das 

lipases. A primeira delas está relacionada à seqüência próxima ao sítio ativo. 

Enquanto a maioria das lipases mostra uma formação G-X1-S-X2-G, a CALB possui 

a seqüência T-W-S-Q-G, com a treonina substituindo a glicina. Outra característica é 

que esta lipase não é tão eficiente como outras lipases na hidrólise de triglicerídios 

(UPPENBERG et al., 1994). CALB possui alta atividade para ácidos graxos de 

cadeias curtas e médias e baixa atividade para cadeias longas (PLEISS et al., 1998). 
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Contudo, a alta estereoseletividade e estereoespecificidade em substratos quirais 

despertam grande interesse no uso desta lipase (UPPENBERG et al., 1994). 

Estudos têm mostrado que esta enzima é bastante estereoseletiva, principalmente 

para álcoois secundários (UPPENBERG et al., 1995). 

3.1.6.2 Aplicações da lipase tipo B de Candida antarctica 

 Lipase tipo B de C. antarctica é comercializada na forma solúvel ou 

imobilizada por empresas como: Novo Nordisk – detentora de maior parte do 

mercado; Boehringer Mannheim e Roche Diagnostics. Atualmente elas são 

vendidas, em média, a R$ 11,72 por miligrama de enzima livre liofilizada, 9.000 U/g, 

e R$ 70,80 por grama de CALB imobilizada em resina acrílica, ≥10.000 U/g, 

Novozym 435 (SIGMA-ALDRICH, 2010). Estes biocatalisadores destinam-se a 

reações tanto em meio aquoso quanto orgânico, tendo sido reportado o uso em 

reações livres de solvente (FORESTI e FERREIRA, 2005) e em fluidos supercríticos 

(FEIHRMANN, 2005).  

 Dentre as potenciais aplicações da CALB em processos industriais, 

encontram-se: síntese de compostos opticamente ativos na indústria farmacêutica 

(ARROYO et al., 1999; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2001; STRAATHOF et al., 

2002); síntese de ésteres usados na indústria de aromas (LOZANO et al., 2002); 

síntese de oleato de cetila, um análogo do óleo de cachalote que possui importantes 

aplicações em indústrias de cosméticos, lubrificantes, alimentos e fármacos 

(CASTRO et al., 2004); síntese de lactato de butila, éster bastante utilizado em 

indústria de alimentos, cosméticos e farmacêutica por possuir propriedades 

higroscópicas, emulsificantes e esfoliantes (PIROZZI e GRECO JUNIOR, 2004); 

síntese de ésteres de vitaminas, objetivando tornar estas últimas solúveis em óleo 

para adição em produtos alimentícios (MAUGARD e LEGOY, 2000; ADAMCZAK et 

al., 2005); e outras como esterificação de açúcares (FERNANDEZ-LORENTE et al., 

2003) e glicidol (PALOMO et al., 2005a). 

3.2 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

Segundo a IUPAC (1995), enzimas imobilizadas são definidas como aquelas 

que se encontram fisicamente confinadas ou localizadas em uma região definida do 
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espaço com retenção de sua capacidade catalítica, e que podem ser utilizadas 

repetida e continuamente.  

Uma forma de classificar as enzimas imobilizadas é citada por Kennedy et al. 

(1988): (a) enzimas modificadas à forma insolúvel em água por técnicas 

convenientes, (b) enzimas solúveis usadas em reatores equipados com membranas 

de ultrafiltração não permanente que retém as enzimas dentro do reator e (c) 

enzimas com mobilidade restrita por ligação à outra macromolécula. Contudo, a 

classificação mais usual foi a adotada pela IUPAC (1995), a qual divide as enzimas 

imobilizadas em quatro classes, ver Figura 3.8. A forma como elas estarão 

imobilizadas depende da técnica a ser aplicada, a qual deverá ser selecionada de 

acordo com as propriedades bioquímicas das enzimas, as propriedades químicas e 

físicas do suporte e com os objetivos de uso deste derivado. 

 

 

Figura 3.8 – Classificação das enzimas imobilizadas segundo IUPAC (1995). 
 
 

3.2.1 Imobilização por Adsorção 

A imobilização de enzimas por adsorção ocorre quando se liga uma enzima a 

um suporte sólido através de interações iônicas, adsorção física, ligações 

hidrofóbicas e forças atrativas de van der Waals, ou mesmo por uma combinação 

destas interações. Esta técnica, embora seja simples e de baixo custo, possui como 

desvantagem a baixa energia de ligação entre a enzima e o suporte, sendo 
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observada a dessorção das enzimas quando submetidas a variações de 

temperatura, pH, força iônica ou mesmo na presença do substrato. E como suporte, 

vários materiais podem ser usados para este propósito e a escolha de um deles 

depende de suas propriedades, como força mecânica, estabilidade física e química, 

caráter hidrofóbico/hidrofílico, capacidade de adsorção da enzima e custo (DALLA-

VECCHIA et al., 2004).  

Embora as enzimas imobilizadas por esta técnica estejam suscetíveis a uma 

dessorção, a imobilização por adsorção é uma das técnicas mais empregadas na 

obtenção de biocatalisadores insolúveis, haja vista sua maior praticidade e menor 

custo (KENNEDY et al., 1988). E a maior aplicação de biocatalisadores imobilizados 

por adsorção encontra-se em meios orgânicos, onde as enzimas não são solúveis, 

desfavorecendo a dessorção (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998). 

Para que a imobilização ocorra, faz-se necessário o contacto de uma solução, 

de concentração enzimática conhecida (µg de proteína/mL ou U/mL), com uma dada 

massa do suporte em estudo, à temperatura constante. E, embora os métodos mais 

utilizados para adsorção líquido-sólido sejam banho finito, cromatográfico e 

headspace, no caso específico de adsorção de enzimas, o uso do banho finito é 

mais freqüente haja vista sua praticidade e eficiência.  

A fim de avaliar o fenômeno de adsorção, deve-se estudar a cinética para 

cada concentração de enzima estudada até que se atinja o equilíbrio. O estudo dos 

pontos de equilíbrio para diferentes concentrações da enzima leva a construção de 

uma isoterma. Análise do equilíbrio de adsorção avalia a afinidade do suporte para a 

enzima. Em adição, a forma da isoterma fornece uma descrição qualitativa da 

natureza da superfície do adsorvente e a capacidade de carga do suporte 

(NAKANISHI et al., 2001). Além disso, a influência de variáveis como pH da solução 

de enzima, tipo de solvente, força iônica, concentração de enzima, proporção 

enzima:adsorvente e temperatura de imobilização também podem ser estudadas 

para cada sistema enzima-suporte empregado (KENNEDY et al., 1988). 

Estudos de cinética e equilíbrio têm possibilitado a comparação de diferentes 

suportes para imobilização de enzimas (NASCIMENTO et al., 2001; YESILOGLU, 

2004), bem como a avaliação do uso de aditivos ou solventes durante o processo 

(ROCHA et al., 1998). Em casos de enzimas imobilizadas, as isotermas de adsorção 
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que são obtidas seguem, em geral, as equações de Langmuir ou Freundlich 

(DALLA-VECCHIA et al., 2004). 

No processo de imobilização por adsorção, tanto a quantidade de enzimas 

adsorvidas quanto a orientação em que estas são imobilizadas afetam sua atividade 

e estabilidade (NAKANISHI et al., 2001). Logo, além de avaliar a quantidade 

adsorvida, é necessário determinar os valores de atividade recuperada1 e 

rendimento2 obtidos para um dado processo de imobilização (GITLESEN et al., 

1997).  

3.2.2 Imobilização por Ligação Covalente em Matriz Insolúvel 

A imobilização por ligação covalente em uma matriz baseia-se na retenção da 

enzima à superfície do suporte através de ligações covalentes entre grupos 

funcionais presentes na enzima (Figura 3.9) e na superfície do suporte. A 

imobilização por esta técnica é dividida em duas etapas: 1) funcionalização do 

suporte; 2) contato enzima-suporte, para que a reação ocorra. A funcionalização 

consiste em tornar o suporte apto para ligar-se covalentemente à enzima. A escolha 

dos procedimentos a serem adotados na primeira etapa depende, principalmente, 

das características do suporte. A presença de grupos hidroxilas, grupamentos 

aldeídos e/ou grupos carboxilas, por exemplo, é que vai definir o tipo de ativação 

possível de ser realizada e/ou grupamento ligante a ser adicionado.  

Dentre os derivados reativos formados a partir do uso de determinados 

reagentes em suportes onde estejam presentes grupos hidroxilas, aldeídos e/ou 

carboxilas tem-se: imidocarbonatos, suportes com hidroxilas vicinais são ativados 

com brometo de cianogênio para gerar derivados reativos de imidocarbonatos que 

se ligam a um grupo amina da enzima a ser imobilizada para formar derivados de 

uréia n-substituída, carbonato de imida n-substituído ou carbamatos n-substituídos; 

derivados de ácido azida, o grupamento aldeído do suporte é transformado em metil-

                                                 
1 Atividade recuperada =  100∗

− ci

IMOB

AA
A

, onde AIMOB é a quantidade de unidades de atividade 

retida no suporte, Ai é a quantidade de unidade de atividade oferecida para a imobilização e Ac é a 
quantidade de unidade de atividade que a enzima perde quando submetida às mesmas condições de 
temperatura e pH sem a presença do suporte. 

2 Rendimento de imobilização =  100∗
−

−−

ci

fci

AA
AAA

, onde Af é a quantidade de unidades de 

atividade final na solução de enzima oferecida à imobilização. 
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éster através de metanol em meio ácido e, posteriormente, à hidrazida por meio de 

hidrazina. A hidrazida formada reage com ácido nitroso para formar o derivado 

azida, que pode reagir com grupos aminas das moléculas de enzima a baixas 

temperaturas; ligações peptídicas, grupos carboxilas ou aminas do suporte e da 

molécula de enzima podem ser condensados diretamente através da formação de 

ligações peptídicas pela ação de carbodiimidas ou por reagente de Woodward; 

derivados de diazonium, suportes com grupos amino aromáticos são diazotizados 

com ácido nitroso para formar os derivados de diazonium que reagem com grupos 

aminas das enzimas (KENNEDY et al., 1988). 

 

Figura 3.9 – Grupos funcionais presentes na enzima disponíveis para a ligação 
covalente. 

 

Outra forma de funcionalizar um suporte é através da adição de grupamentos 

ligantes no suporte, sejam estes curtos ou longos, que irão formar uma ponte entre a 

enzima e o suporte. Estes grupamentos podem ser compostos silânicos 

(silanização), grupos halogenados (alquilação) ou anéis de oxiranos (epoxidação) 

(FABER, 1997; GODDARD e HOTCHKISS, 2007). A imobilização por ligação 

covalente em suportes ativados sem grupamentos estendidos pode promover uma 

grande rigidez à enzima, alterando as propriedades desta e/ou desativando-a. O uso 
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de grupamentos ligantes inertes tende a solucionar este problema já que estes 

tendem a preservar as propriedades desta enzima imobilizada, fazendo com esta aja 

de forma similar à enzima solúvel (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2001).  

Além de ativação química da superfície e adição de grupamentos ligantes 

inertes, pode-se ligar covalentemente uma enzima a um suporte através do uso de 

agentes bi ou multifuncionais. Estes agentes são capazes de realizar ligação 

cruzada entre as enzimas e o suporte de forma a imobilizar estas covalentemente. 

Eles são divididos em grupos, de acordo com o tipo de ligação que podem realizar: 

1) ácido carboxílico – amina primária ligantes; 2) tiol – tiol ligantes; 3) amina primária 

– amina primária ligantes; 4) tiol – amina primária; 5) nucleofílico – nucleofílico 

ligantes; 6) carbonila – carbonila ligantes; 7) fenol – amina primária ligantes; 8) 

hidroxil – amina primária ligantes; amina primária – hidrogênio reativo ligantes; 9) 

aldeído – amina primária ligantes; 10) tiol – hidrogênio reativo ligantes; 11) tiol – 

carbonila ligantes. Embora haja 11 grupos até o presente momento, apenas os 4 

primeiros possuem uma maior expressão em termos de quantidade de reagentes e 

aplicações estudadas (GODDARD e HOTCHKISS, 2007).  

Como desvantagem deste método, tem-se uma maior dificuldade na seleção 

das condições de imobilização, o que demanda maiores estudos no 

desenvolvimento de um protocolo. Além disso, o uso de agentes funcionalizantes na 

etapa de ativação do suporte promove um maior custo na obtenção do 

biocatalisador insolúvel. Porém, a ligação formada, entre a enzima e o suporte, pela 

técnica de ligação covalente é forte, o que torna o derivado obtido mais estável 

frente à técnica de adsorção. Além disso, através deste método, em geral, obtêm-se 

alta atividade catalítica no derivado (KENNEDY et al. 1988). Mas, para que isto 

ocorra, é fundamental que as ligações se dêem apenas entre os grupos não 

essenciais para a atividade da enzima. Uma forma de evitar ligações dos grupos 

funcionais do sítio catalítico é o uso de substratos ou inibidores competitivos durante 

o processo de imobilização (MATEO et al., 2000; OTERO et al., 1988).  

3.2.3 Encapsulamento 

A imobilização por encapsulamento, também denominado de aprisionamento 

ou oclusão, consiste na retenção física do biocatalisador no interior de uma matriz 

polimérica, sem que seja estabelecida qualquer ligação química, logo não se 
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observam alterações estruturais ou interações com o centro ativo. Desta forma, 

moléculas grandes, tais como enzimas, não são capazes de se difundir através 

desta membrana, enquanto que pequenas moléculas, como substratos e produtos, 

difundem-se.  

 A vantagem da utilização desta técnica é que a enzima não interage 

quimicamente com o polímero evitando, assim, a desnaturação. Contudo, a 

velocidade de difusão dos substratos e produtos através da membrana/matriz 

polimérica, bem como o peso molecular dos mesmos, são fatores limitantes 

(KENNEDY et al., 1988; DALLA-VECCHIA et al., 2004). 

 Dependendo do material utilizado como suporte e do processo de 

confinamento, pode-se dividir esta técnica em: encapsulamento em membrana; 

encapsulamento em matriz e microencapsulamento. 

3.2.3.1 Encapsulamento em membrana 

A imobilização por confinamento físico em ultra-membranas e fibras ocas tem 

se expandido consideravelmente nos últimos anos. Dentre algumas aplicações 

industriais existentes, podem ser citadas: produção de anti-inflamatórios e 

esteróides; remoção de nitrogênio de águas residuárias; produção de leite 

deslactosado; hidrólise de pectinas no processo de clarificação de sucos e remoção 

de compostos polifenólicos do suco de uva na fabricação de vinho (GIORNO e 

DRIOLI, 2000). Como exemplo de vantagens deste método pode-se citar a 

imobilização simultânea de diferentes enzimas e o alto controle da seletividade de 

substrato e produtos através de membranas seletivas. Contudo, a dificuldade de 

trabalho com baixas concentrações de substrato, devido à adsorção do substrato 

pela membrana, e a possível redução da velocidade de reação, devido à difusão do 

substrato através da membrana, são alguns fatores que limitam sua implantação 

(KENNEDY et al., 1988). Atualmente, o uso de membranas semipermeáveis tem 

permitido a aplicação destes biocatalisadores em sistemas de análises, como 

sistemas de análise em fluxo e biossensores, promovendo a eliminação de 

interferentes da análise. Um exemplo, é o uso da membrana de semipermeável 

NafionTM da DuPont, que, por ser um polímero altamente carregado negativamente, 

é capaz de eliminar interferentes como ácido ascórbico e ácido úrico no sistema 

redox (SCOUTEN et al., 1995).  
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3.2.3.2 Microencapsulamento 

O microencapsulamento é uma particularidade da imobilização em 

membranas, onde as enzimas são confinadas em microcápsulas. Em geral, essa 

técnica é sempre utilizada em consórcio com a ligação cruzada intermolecular onde, 

inicialmente as enzimas são interligadas umas as outras formando agloremados e, 

posteriormente, são microencapsuladas (GERHARTZ, 1990).  

Para a obtenção de microcápsulas, em geral, faz-se uso de técnicas de 

gotejamento simultaneamente a sistemas de pertubação, como geradores 

eletrostáticos, cortador de jatos, bocal de ressonância ou disco rotativo 

(http://nanoparticles.org/pdf/Poncelet-Microencapsulation.pdf, acessado em 16 de 

agosto de 2007). E, como matrizes, em geral, são utilizados o colágeno, a celulose, 

a quitosana e o poliuretano.  

Há também o uso de micelas reversas ou vesículas como agentes formadores 

de microcápsulas. Estes agentes em meio orgânico ou aquoso envolvem a enzima, 

formando uma microcápsula. Embora isto não conduza a uma imobilização por si só, 

esta técnica promove um espaço restrito para a enzima que é então separada dos 

demais componentes presentes no reator (FABER, 1997).  

3.2.3.3 Encapsulamento em matriz 

A imobilização por encapsulamento em matriz consiste no confinamento das 

enzimas em lacunas da matriz polimérica que se formam ao redor do biocatalisador. 

As formas primárias da matriz podem ser: monômeros, pré-polímeros ou polímeros. 

No caso de monômeros ou pré-polímeros, a oclusão ocorre durante a polimerização 

para a formação da matriz polimérica. Já no caso de polímeros, podem ocorrer 

oclusão por formação de rede iônica, ex. alginato, quitosana e pectina, ou oclusão 

por precipitação, ex. gelatina, carragena, agar e agarose (SANTOS, 2003).  

Para a formação da matriz polimérica contendo o biocatalisador, a forma 

monomérica é misturada junto à solução de enzima e a partir de então se adicionam 

aditivos e/ou forças para promover a polimerização. A técnica mais utilizada 

recentemente para a imobilização por encapsulamento em matriz é a técnica sol-gel, 

fazendo uso principalmente de silicatos organicamente modificados (ALFAYA e 

KUBOTA, 2002).  
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Outra técnica que, apesar de recente (primeiro trabalho publicado data de 

1986), vem sendo bastante difundida e aplicada é a eletropolimerização. A mesma 

consiste na formação da matriz através de uma corrente que passa pela mistura da 

forma primária da matriz com a solução de enzima. Além de ser uma técnica barata, 

pode-se ter controle da formação da matriz polimérica, promovendo assim maior 

reprodutibilidade quanto ao imobilizado obtido. E dentre os campos de aplicação 

dessa técnica, destacam-se os biossensores, principalmente, por se possibilitar o 

uso de polímeros condutores como matriz (SCOUTEN et al., 1995; COSNIER, 

1999). 

3.2.4 Ligação Cruzada Intermolecular 

Além de enzimas imobilizadas em suportes, estudos têm sido realizados 

objetivando a obtenção de enzimas imobilizadas livres de suporte. Tais derivados 

são obtidos através de ligação cruzada direta em diferentes preparações como 

enzima dissolvida, enzima cristalizada, enzima liofilizada e enzimas fisicamente 

agregadas (Figura 3.10). O agente químico utilizado na etapa de ligação cruzada 

enzima-enzima são os mesmos que podem ser utilizados para fazer a ligação 

cruzada enzima-suporte, sendo o glutaraldeído um dos mais utilizados (CAO, 2005). 

Este, através dos dois grupos aldeídos presentes, forma bases de Schiff com 

resíduos de aminoácidos de lisina da enzima (no qual se encontram os grupos 

aminas que irão reagir com os grupos aldeídos) promovendo uma rede de ligação 

cruzada (SANTOS, 2003).  

A retenção de atividade e de estabilidade das enzimas assim imobilizadas 

dependem de alguns fatores, tais como o meio no qual a ligação foi realizada e os 

agentes ligante e precipitante utilizados, quantidade de agente ligante, temperatura, 

pH e força iônica. Como não há a presença de suportes, as enzimas se suportam 

em seus aglomerados, o que tornam aquelas que ficam no centro do aglomerado 

inativas. Essa perda de atividade para formar os aglomerados faz com que esta 

técnica tenha baixa atividade recuperada, embora geralmente este tipo de técnica 

promova atividade (U/g de enzima imobilizada) 10 a 1000 vezes maior do que as 

enzimas imobilizadas em suporte. Além disso, apesar de terem elevada estabilidade 

a altas temperaturas e a solventes orgânicos, os aglomerados possuem baixa 

estabilidade mecânica. E como as interações ocorrem ao acaso, esta metodologia 

possui baixa reprodutibilidade. Algumas aplicações industriais têm se restringido ao 
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uso de ligações cruzadas entre enzimas cristalizadas e enzimas fisicamente 

agregadas, em específico para lipases, proteases e acilases (CAO et al., 2003; 

CAO, 2005). 

 

 

Figura 3.10 – Diferentes mecanismos para obtenção de enzimas imobilizadas livres 
de suporte: (a) cristalização; (b) agregação; (c) liofilização; (d) ligação cruzada direta 

(Fonte: CAO et al., 2003). 
 
 

3.2.5 Suportes para Imobilização 

Vários materiais podem ser usados como suporte de imobilização e, durante 

uma seleção para um dado processo de imobilização, as principais propriedades 

que devem ser analisadas são: pH, carga, natureza hidrofóbica e hidrofílica, 

presença de íons metálicos na superfície; morfologia; composição; resistência ao 

ataque microbiológico; resistência mecânica, e resistência à compactação em 

operações a altas vazões quando se utilizam reatores de leito fixo; possibilidade 

para modificações físicas (tamanho, diâmetro, área supercial etc) e químicas 

(ZANIN, 1989). Mas, a escolha do suporte para a imobilização depende não só das 

suas propriedades químicas e físicas, como também, e principalmente, da enzima a 

ser imobilizada e do processo no qual o catalisador será aplicado. Logo, pode-se 
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dizer que não há um suporte universal que possa ser aplicado em todas as 

situações (ZANIN, 1989; D´SOUZA, 2006). 

Os materiais utilizados como suporte podem ser porosos, não porosos ou 

estrutura de gel. A vantagem do uso de materiais porosos é a existência de uma 

grande área interna disponível para a imobilização, protegendo a enzima da 

turbulência externa. Em contraponto, a vantagem dos materiais não porosos, apesar 

da baixa área superficial, é a ausência da resistência à transferência de massa 

interna, que em alguns casos pode tornar a velocidade da reação bastante lenta. 

Quanto aos géis, estes são utilizados nos casos em que a grade formada seja de 

tamanho de malha suficiente de modo a reter a proteína sem ocasionar restrições 

difusionais ao substrato (GONÇALVES, 1996; ZANIN, 1989).  

Outra forma de classificar os materiais utilizados como suporte é quanto a sua 

composição, sendo estes divididos entre suportes orgânicos e suportes inorgânicos. 

Os suportes orgânicos podem ser naturais (celulose, agar, quitina, amido, colágeno 

etc) ou sintéticos (poliestireno, poliacrilatos, polivinílicos, nylon etc). Os inorgânicos, 

por sua vez, dividem-se em minerais (areia, bentonita, argilas, “horneblenda”, 

“pedra-pomes” etc) e fabricados (vidro, cerâmica, sílica de porosidade controlada, 

óxido de ferro, óxido de níquel etc) (GONÇALVES, 1996; ZANIN, 1989).  

Características como elevada força mecânica, resistência a solventes 

orgânicos, estabilidade frente a variações de pressão, temperatura e pH, e fácil 

regeneração por processo de pirólise tornam os suportes inorgânicos mais 

adequados para o uso industrial. Contudo, fatores como alto custo deste tipo de 

suporte (CASTRO et al., 2000) e grande variedade de grupos funcionais reativos 

que podem ser adicionados e/ou ativados em suportes orgânicos (HEINZE e 

LIEBERT, 2001) contribuem para que a maioria das enzimas imobilizadas, 

disponíveis comercialmente, seja obtida com matrizes orgânicas.  

Atualmente, o uso de materiais poliméricos como suporte para a imobilização 

de compostos bioativos tem se estendido extensivamente, sendo observado um 

grande número de publicações nesta área. O grande interesse por este tipo de 

material é função de características como natureza inerte; versatilidade para o uso 

de diferentes técnicas de imobilização, sendo a adsorção via interações 

eletrostáticas e a ligação covalente as mais estudadas; disponibilidade para 

fabricação industrial em qualquer país; custo médio; e resistência (GODDARD e 
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HOTCHKISS, 2007). Embora o custo desses tipos de suporte seja categorizado 

como médio, na escala de preços dos suportes atualmente utilizados para a 

imobilização de enzimas, é fato que ainda um dos maiores entraves de realizar o 

aumento de escala de certos bioprocessos é o custo da enzima imobilizada. No caso 

de imobilização em polisiloxano-álcool polivinílico, por exemplo, tem-se que apenas, 

aproximadamente, de 15,4 a 36,7% do custo do derivado (considerando, 

respectivamente, lipase pancreática e lipase de Candida rugosa como as enzimas 

imobilizadas) são decorrentes do biocatalisador utilizado. Os principais custos 

representam o suporte, os aditivos e o agente funcionalizante utilizado (URIOSTE, 

2004). Neste contexto, pesquisas têm sido desenvolvidas na busca por processos 

de imobilização mais baratos, sendo o suporte um dos grandes alvos desta busca 

pela redução de custos.  

3.2.5.1 Materiais lignocelulósicos como suporte 

A busca por suportes mais baratos e a abundância de resíduos 

agroindustriais, tem levado a alguns estudos de imobilização de enzimas em 

resíduos ou em substâncias extraídas do mesmo. Um exemplo destes resíduos 

estudados foram sementes processadas, oriundas de cervejarias, nas quais Rocha 

et al. (2005) imobilizaram tripsina por adsorção ou tratando o suporte com 

glutaraldeído ou com dietilaminoetil. A enzima imobilizada em suporte tratado com 

glutaraldeído mostrou-se mais estável mantendo cerca de 81% de sua atividade 

após 3 ciclos reacionais. Também se estudou a imobilização de papaína em pectina 

extraída de resíduos do processamento de maracujá. O derivado obtido foi estável 

perdendo apenas 15% da sua atividade após estocagem por 6 meses (CENICEROS 

et al., 2003).  

No Brasil, os resíduos agroindustriais mais abundantes são, em ordem 

decrescente, bagaço da cana de açúcar, palha de cana, palha de soja, palha arroz e 

sabugo de milho (CASTRO e PEREIRA Jr., 2010). Como a maioria, estes resíduos 

são materiais lignocelulósicos – materiais constituídos principalmente por lignina, 

celulose e hemicelulose. Por possuírem características como grupamentos OH 

disponíveis, carga, natureza hidrofóbica e hidrofílica e presença de íons metálicos na 

superfície, estes tem sido estudados como suporte para imobilização de enzimas. A 

presença de grupamentos OH possibilita, principalmente, a funcionalização da 

superfície produzindo suportes tratados para a imobilização por ligação covalente. 
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Como exemplo, Jesus et al. (2001) imobilizaram lipase em bagaço de cana-de-

açúcar obtendo uma carga de 120 mg de proteína/g de suporte. Em paralelo, Castro 

et al. (2001) avaliaram o desempenho de palha de arroz como suporte para 

imobilização de lipase. O material foi funcionalizado com glutaraldeído. Os 

resultados foram similares aos encontrados para a imobilização de lipase em 

quitosana ou polímeros sintéticos. Casca de arroz também tem sido estudada como 

suporte para imobilização de enzimas. D´Souza e Godbole (2002) imobilizaram 

invertase em casca de arroz, através da funcionalização com polietilenamina. O 

derivado obtido mostrou-se bastante estável operacionalmente, tendo-se observado 

que após 12 ciclos reacionais este não perdeu atividade. Celulignina extraída de 

madeira de Eucaliptus grandis, apresentando 35% de lignina e 65% de celulose, 

também foram estudados como suporte na imobilização de enzimas. Lipase de 

Candida rugosa imobilizada via ligação covalente neste suporte pré-ativado com 

glutaraldeído, mostrou grande potencial para aplicações em reações de síntese e de 

hidrólise (GOMES et al., 2005; PEREZ et al., 2007). Ainda na linha de materiais 

lignocelulósicos de baixo custo, fibras vegetais de bucha (Luffa cylindrica), material 

bastante estudado na obtenção de compósitos e biossorção de metais, mostraram-

se promissoras como suporte para imobilização de invertase (POÇAS et al., 2004). 

Além disso, outros resíduos agroindustriais, que foram estudados como suporte para 

biossorção de metais pesados ou para imobilização de microrganismos, possuem 

um potencial a ser estudado quanto ao uso como matriz para a imobilização de 

enzimas. Como exemplo destes materiais, pode-se citar: fibra de juta (SHUKLA e 

PAI, 2005) e casca de amendoim (RAMÍREZ-LÓPEZ et al., 2003). 

Outro material lignocelulósico em potencial como suporte para imobilização é 

a fibra de coco. Três trabalhos reportam seu uso como suporte para enzimas. Dey et 

al. (2002) estudaram a imobilização de α-amilase de Bacillus circulans GRS 313 em 

fibra de coco maduro. A enzima imobilizada por adsorção manteve 90% do seu 

potencial catalítico após 3 ciclos e teve bom rendimento. Brígida et al. (2007) 

estudaram a imobilização de lipase tipo B de Candida antarctica em fibra de coco 

verde funcionalizada com 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano. Quando imobilizada em 

pH 10, a lipase mostrou-se 363 vezes mais estável do que a enzima livre e manteve 

70% e 90% da atividade inicial após 3 ciclos reacionais de hidrólise e síntese, 

respectivamente. A mesma enzima, quando imobilizada por adsorção, mostrou-se 
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92 vezes mais estável do que a enzima livre e apresentou estabilidade operacional 

de síntese similar a obtida pra CALB imobilizada por ligação covalente no mesmo 

suporte (BRÍGIDA et al., 2008). 

Por possuir teores de lignina e celulose na faixa de 38 a 51,3% (van DAM et 

al., 2004; SATYANARAYANA et al., 2007) e de 35 a 40% (BASAK et al., 1983; 

SATYANARAYANA et al., 2007), respectivamente, e metais na superfície (JÚSTIZ-

SMITH et al., 2008), a fibra de coco apresenta alta resistência mecânica. Tal 

característica a torna um potencial material para suportar enzimas que serão 

utilizadas em reatores de leito fixo. A existência de uma superfície 

hidrofílica/hidrofóbica também é de fundamental importância, principalmente pra 

imobilização de lipases. Resíduo da agroindústria, a geração de casca de coco 

representa um problema sério de descarte, principalmente nos grandes centros 

urbanos, onde o material é disposto em lixões e aterros sanitários e, por ser 

volumoso e de degradação lenta, gera impactos ambientais significativos (ROSA et 

al., 2002). Só em 2009, 1.676.222 frutos de coqueiro foram produzidos no Brasil 

(IBGE, 2010), o que representa um total de, aproximadamente, 2,5 milhões de 

toneladas de casca de coco gerados3. Tal abundância e o baixo custo são outros 

fatores que impulsionam o uso deste material como suporte.  

3.3 LIPASES IMOBILIZADAS 

Um aumento no número de aplicações de lipases em sínteses e 

biotransformações demanda um biocatalisador imobilizado eficiente para uso. A 

imobilização possibilita o reuso de lipases caras, como também, pode melhorar a 

estabilidade e a atividade da enzima. Muitos métodos têm sido usados para 

imobilizar lipases, incluindo adsorção ou precipitação em materiais hidrofóbicos, 

ligação covalente a grupos funcionais, imobilização em gel, adsorção em resina de 

troca iônica macroporosa e microencapsulamento em vesículas de lipídios 

(VILLENEUVE et al., 2000; SHARMA et al., 2001; FERNÁNDEZ-LORENTE et al., 

2007a). Além disso, a variedade de suportes utilizados é notória, destacando-se a 

imobilização de lipase em poli(propileno) (FORESTI e FERREIRA, 2005), 

                                                 
3 A quantidade de casca de coco gerada em 2009 foi calculada a partir da estimativa do peso médio 
de um fruto de coqueiro “Anão Verde” (~ 1,7kg) – espécie mais utilizada para a produção de água de 
coco – reportada por Marinho et al. (2006) e com base em estudos de Rosa et al. (2001) que 
estimaram o peso da casca de coco de um fruto como sendo entre 80 a 85% do peso bruto do coco 
“in natura”.  
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poli(estireno) (OLIVEIRA et al., 2000), silica (PARK et al., 2006), Eupergit® 

(KNEZEVIC et al., 2006) e quitosana (AMORIM et al., 2003), além de poli(metil-

metacrilato), poli(cloreto de vinila), quitina e resina aniônica (DALLA-VECCHIA et al., 

2004). O uso de agentes gelificantes naturais, como gelatina, agarose e k-

carragenanas, também tem sido testado para a formação de organo-gel de 

microemulsão, bem como hidrogéis (STAMAKIS e XANAKIS, 1999).  

Na literatura existe um grande número de publicações com aplicações de 

lipases imobilizadas por adsorção física. Inicialmente, os suportes mais utilizados 

para a imobilização destas enzimas eram vidro de porosidade controlada, terra 

diatomácea, sílica e alumina. Contudo, recentemente os suportes mais usados para 

esta técnica são as resinas de troca iônica, celite e biopolímeros (VILLENEUVE et 

al., 2000). Outros tipos de suporte bastante estudados são os de caráter hidrofóbico. 

Isto porque a superfície hidrofóbica assemelha-se a interface que induz à mudança 

conformacional das lipases, a qual é necessária para tornar livre o acesso dos 

substratos ao sítio ativo, promovendo a ativação da enzima. Além disso, a superfície 

hidrofóbica induz a lipase a se adsorver numa orientação que favoreça a exposição 

do sítio ativo aos substratos (BASTIDA et al., 1998; BLANCO et al., 2004; 

FERNÁNDEZ-LORENTE et al., 2007a). Tal fato é observado principalmente para 

substratos pequenos e hidrofóbicos. Contudo, se o substrato é muito longo ou 

hidrofílico, o caráter hidrofóbico do suporte pode gerar um impedimento estéreo para 

atuação das lipases imobilizadas e/ou reduzir a partição deste substrato frente ao 

sítio catalítico, sendo observada nesses casos uma redução na atividade das 

enzimas imobilizadas (MATEO et al., 2007). 

No caso de imobilização de lipases por ligação covalente, embora haja vários 

métodos e agentes funcionalizantes para ativar um suporte (item 3.2.2), o agente 

funcionalizante mais utilizado é o glutaraldeído (FERNÁNDEZ-LORENTE et al., 

2001; AMORIM et al., 2003; KNEZEVIC et al., 2006). Este composto facilmente 

forma polímeros que contém ω-aldeídos insaturados que podem reagir com os 

grupos amina do suporte. Outro método usado é do brometo de cianogênio. Este é 

aplicado em suportes que possuam grupos ω-glicóis, como agarose, celulose ou 

resina Sephadex.  

Embora esta técnica seja bem difundida, a quantidade de estudos 

imobilizando lipases por ligação covalente é bem menor frente à imobilização por 
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adsorção, haja vista, principalmente, a diferença de custo entre estas (VILLENEUVE 

et al., 2000). Contudo, apesar dos custos mais elevados frente à imobilização por 

adsorção, a imobilização de lipases por ligação covalente é bastante aplicada em 

sistemas onde se deseja ter maior estabilidade operacional da enzima em reações 

de hidrólise, já que o sistema aquoso favorece a dessorção de lipases adsorvidas 

(DALLA-VECCHIA et al., 2004); e em estudos de modulação da seletividade, onde, 

através do enrijecimento do biocatalisador, é possível controlar e/ou modificar as 

características de enantioseletividade (FERNÁNDEZ-LORENTE et al., 2003; MATEO 

et al., 2007).  

O uso de aditivos ou solventes durante o processo de imobilização de lipases, 

com o intuito de melhorar a eficiência, tem sido descrito na literatura (STARK e 

HOLMBERG, 1989; ROCHA et al., 1998;). Suportes pré-tratados com solventes 

polares, tais como etanol ou iso-propanol, têm um rendimento de adsorção maior 

frente ao suporte não tratado. O solvente polar, quando em contato com o suporte, 

“absorve” as moléculas de água, favorecendo a adsorção (DALLA-VECCHIA et al., 

2004). Uso de solventes apolares também é referenciado, por exemplo, octano e 

hexano. Em geral, o uso destes solventes se dá como uma segunda etapa do 

processo de imobilização: após algumas horas de contato entre a enzima e o 

suporte, a enzima imobilizada é submetida a uma mistura tampão/hidrocarboneto. O 

objetivo é promover a ativação interfacial da enzima (ROCHA et al., 1998; FORESTI 

et al., 2005). Além disso, imobilização em microemulsão ou na presença de 

solvente, tem retido atividade de transesterificação, fatalmente reduzida quando a 

enzima é imobilizada covalentemente em meio aquoso (STARK e HOLMBERG, 

1989). 

São inúmeros os aditivos usados no processo de imobilização, por exemplo, 

albumina, gelatina, caseína, glutaraldeído e poli(etilenoglicol) (PEG). O uso de 

proteínas como albumina e caseína tem por objetivo reduzir o efeito de deformação 

provocado pela alta afinidade entre alguns suportes e as lipases que pode ser 

observado quando se utiliza soluções de baixa concentração de enzima durante a 

imobilização. O glutaraldeído promove maior eficiência ao processo de imobilização, 

estabilizando as interações da enzima com o suporte (VILLENEUVE et al., 2000). 

Quanto ao PEG, a presença do mesmo afeta o nível de hidratação da enzima 

através da modificação da hidrofilicidade nas proximidades da molécula, 
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promovendo uma maior ativação de certas enzimas, principalmente em lipases 

(ROCHA et al., 1998; DALLA-VECCHIA et al., 2004; SOARES et al., 2003). 

Embora os aditivos mencionados acima tenham influência significativa sobre 

a atividade da enzima imobilizada obtida, a água é um dos mais importantes aditivos 

quando o biocatalisador age em meio orgânico. O teor de água mínimo exigido para 

um dado sistema vai depender do solvente orgânico usado e das características do 

suporte (ROCHA et al., 1998). O material usado como suporte para a imobilização 

vai influenciar não só na quantidade de água total nas proximidades da enzima, 

como também na partição dos reagentes e/ou produtos na mistura reacional 

(DALLA-VECCHIA et al., 2004). Em reações de esterificação, tem-se reportado que 

suportes hidrofílicos proporcionam efeito inibidor, para certos limites de 

concentração, do doador do grupo acila sobre a lipase imobilizada (CHEN, 1996). 

Contudo, neste mesmo estudo, Chen observou que o uso de géis como suporte 

aumenta a tolerância da enzima ao efeito inibidor do álcool, possibilitando o uso de 

altas concentrações de etanol para a obtenção de um maior rendimento. Em 

reações de hidrólise, o uso de suportes hidrofílicos geralmente favorece a catálise 

por lipases imobilizadas (VILLENEUVE et al., 2000; SHARMA et al., 2001).  

3.3.1 Imobilização de lipase tipo B de Candida antarctica  

No que diz respeito à imobilização de lipase tipo B de C. antarctica, 

considerando que esta é uma das poucas lipases que não sofre o fenômeno de 

ativação interfacial (JAEGER e REETZ, 1998), tem-se observado que a imobilização 

em suportes hidrofóbicos não apresenta hiper-ativação da enzima imobilizada. Além 

disso, quando Blanco et al. (2004) realizaram a imobilização de CALB em sílica 

hidrofobizada com grupos octil, observou-se que as interações hidrofóbicas entre a 

enzima imobilizada e o suporte afetaram negativamente a estrutura terciária da 

CALB, promovendo uma queda na atividade da enzima. Tal observação fornece 

indícios de que o uso de suportes altamente hidrofóbicos pode, em algumas 

circunstâncias, reduzir a eficiência de imobilização da CALB. 

Dentre os suportes que tem sido utilizados para a imobilização de lipase de C. 

antarctica, podem ser citados: resina acrílica (DALLA-VECCHIA et al., 2004), carvão 

ativado, agarose (RODRIGUES, 2005), quitosana (FORESTI e FERREIRA, 2005), 

Sepabeads EC-Butyl®, Sepabeads EC-Octadecyl®, Diaion HP20® e Diaion SP207® 

(PETKAR et al., 2006). Maior destaque se dá à lipase de C. antarctica imobilizada 
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em resina acrílica macroporosa, comercializada pela Novozymes (Novozyme 435) a 

qual possui excelentes resultados de estabilidade operacional em reações 

hidrolíticas e de síntese e estabilidade térmica (ARROYO et al., 1999), além de, 

recentemente, ter mostrado estabilidade em reações em fluidos supercríticos, tendo-

se observado inclusive um leve aumento na atividade quando utilizou-se n-butano ou 

propano comprimidos como meio (OLIVEIRA et al., 2006). Suportes orgânicos com 

base ligno-celulósica (fibra da casca de coco verde) também vêm sendo estudados 

para a imobilização desta lipase pelos grupos de pesquisa brasileiros GPBIO (UFC) 

e BIOSE (UFRJ) (BRÍGIDA et al., 2007; BRÍGIDA et al., 2008). Tais estudos visa 

contribuir para obtenção de biocatalisadores imobilizados de baixo custo a base de 

lipase B de C. antarctica. 

3.3.2 Imobilização de lipase de Yarrowia lipolytica  

Segundo levantamento bibliográfico realizado, apenas três trabalhos tem 

reportado a imobilização da lipase de Y. lipolytica. Duas técnicas foram utilizadas até 

o momento: adsorção e ligação covalente. A técnica de adsorção foi estudada em 

celulose de dietilaminoetil, celulose fosfatada (PAQUOT et al., 1996), Accurel® 

MP1000 (OLIVEIRA et al., 2006), octil-agarose, octadecil-agarose e MANAE-

agarose (CUNHA et al., 2008). Maior estabilidade foi proporcionada na imobilização 

em octadecil-agarose. A imobilização por ligação covalente em CNBr-agarose 

resultou em um derivado com baixa carga enzimática. A inativação da enzima pode 

ter ocorrido em conseqüência da desestabilização da estrutura provocada pela 

ligação enzima-suporte ou pelo pH de imobilização (CUNHA et al., 2008). 

Paquot et al. (1996) observaram que a imobilização de lipase de Y. lipolytica 

em resina catiônica (celulose fosfatada) obtém resultados inferiores a 57% de 

rendimento de imobilização após 24 horas de contato, enquanto que em resina 

aniônica (celulose de dietilaminoetil), observou-se 100% de rendimento de 

imobilização após 24 horas de contato. Tal resultado mostra que o uso de resina 

catiônica para a imobilização de Y. lipolytica é insatisfatório.  

Quanto à imobilização de lipase de Y. lipolytica por adsorção em suporte 

hidrofóbico (Accurel® MP1000), observou-se equilíbrio em 2 horas de contato, e a 

obtenção de um derivado bastante estável quanto à estocagem – atividade retida 

maior que 90% após um mês de estocagem a temperatura ambiente – além de 

bastante estável sob altas pressões (OLIVEIRA et al., 2006).  
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3.3.3 Aplicações de Lipases Imobilizadas 

São inúmeras as aplicações de lipase como biocatalisadores (HASAN et al., 

2006). Considerando as condições adversas para o uso de lipase livre em algumas 

reações de interesse industrial, como as de síntese em meio orgânico, bem como 

visando a otimização do processo através do desenvolvimento de processos 

contínuos, o uso de lipases imobilizadas tornou-se uma necessidade. Dentre os 

benefícios do emprego deste biocatalisador suportado, tem-se: redução do potencial 

de contaminação do produto com lipase residual; reuso do biocatalisador; melhor 

controle e qualidade do processo diante de biocatalisadores mais estáveis e 

resistentes; e praticidade na separação do biocatalisador do sistema de reação para 

posterior reutilização (MALCATA et al., 1990; ILLANES, 2005). 

3.3.3.1 Reações de Hidrólise 

 O uso de lipases imobilizadas na indústria data de quase duas décadas. Em 

1988, pesquisadores da AKZO Chemicals e Tsukishima Kikai Company Ltd 

estudaram e iniciaram o uso de lipases imobilizadas para a limpeza de óleos e 

gorduras naturais em um CSTR (UHLIG, 1998). Atualmente, uma das grandes 

aplicações de lipase é na produção de ácidos graxos poliinsaturados (AGPI), os 

quais têm mostrado vários efeitos benéficos à saúde humana. A obtenção 

biocatalítica destes ácidos pode dar-se por hidrólise de óleos de peixe ou óleo 

vegetal, esterificação entre álcoois poliídricos e ácidos graxos livres ou 

interesterificação de triacilgliceróis com um ácido graxo, um álcool ou outro éster. 

Dentre as principais referências que abordam o enriquecimento de AGPI por 

reações de hidrólise, esterificação e interesterificação usando lipases de diferentes 

fontes (ex., Candida rugosa, Candida antarctica, Geotrichum candidum e 

Pseudomonas fluorescens), observou-se que a maioria faz uso de lipase 

imobilizada. Tal observação indica o enriquecimento de AGPI como um dos grandes 

potenciais de aplicação de lipase imobilizada (CARVALHO et al., 2003). 

 É vasto o número de processos que modificam óleos e gorduras por 

biotransformação utilizando lipases livres ou imobilizadas, sendo a obtenção de 

AGPI anteriormente citado, apenas um exemplo de grande importância econômica. 

Dentre os produtos de maior interesse comercial obtidos em meio aquoso tem-se: 

astaxantina (corante de alimentos) e ácido 4-hidroxidecanóico, usado como 

precursor de aromas e éster gama-decalactona (sabor de frutas).  
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Além da obtenção de produtos comerciais, as lipases também vêm sendo 

empregadas no tratamento de efluentes. Devido sua capacidade de hidrólise de 

óleos e graxas, estas podem ser utilizadas no tratamento de efluentes com alto teor 

de gorduras, como os gerados em indústrias de carne, balas, óleo de oliva e 

lacticínios, em matadouros, em restaurantes e em frigoríficos. O emprego de lipases, 

em geral, se dá durante um pré-tratamento do efluente, visando à redução do teor 

de carga orgânica (MENDES et al., 2005; LEAL et al., 2006; RIGO et al., 2008). Para 

promover o pré-tratamento do efluente, as lipases, em geral, são utilizadas na forma 

de extrato bruto (caldo fermentado) ou isoladas. Contudo, alguns estudos vêm 

apontando para a aplicação destas enzimas na forma imobilizada, a fim de realizar 

seu reaproveitamento e evitar perda excessiva de atividade por desativação ou 

inibição (JEGANATHAN et al., 2007). Para que o uso da lipase imobilizada seja 

economicamente viável, a mesma deve ser imobilizada por técnicas baratas, como 

adsorção, e fazendo uso de suporte de baixo valor comercial, por exemplo, os 

resíduos agroindustriais. Além disso, alguns processos onde o efluente possui 

subprodutos com valor comercial, como efluentes ricos em amido e lipídios, onde se 

deseja recuperar este subproduto, são alvos convidativos para o uso de lipases 

imobilizadas. 

3.3.3.2 Reações de Síntese  

Em meio orgânico, dentre os produtos obtidos via processos de esterificação 

catalisados por lipases encontram-se: isopropilmiristato, isopropilpalmitato e 2-

etilexilpalmitato, que são ingredientes empregados na formulação de cremes, 

cosméticos e outros produtos de higiene; ésteres de poliglicerol, usados como 

emulsificantes (CASTRO et al., 2004); ésteres de carboidratos com aplicabilidade na 

biomedicina e como biosurfactantes (BAGI e SIMON, 1999; TORRES e OTERO, 

2001); produção de aromas (THAKAR e MADAMWAR, 2005); produção de óleos 

essenciais (YADAV e LATHI, 2004). 

Quanto aos processos de interesterificação, estes são os mais usados para a 

obtenção de óleos e gorduras com funções desejáveis na manufatura de produtos 

específicos como: produção de análogos de manteiga de cacau, um dos mais 

importantes usos de lipase em processos de interesterificação; diacilglicerol, 

ingrediente principal do azeite “Healthy Econa Cooking Oli”, líder do mercado de 

azeites de primeira classe por possuir propriedades funcionais que impedem o 
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aumento de gordura no corpo; e síntese de lipídeos estruturados (CASTRO et al., 

2004). A produção de biodiesel é outro campo bastante explorado ultimamente. A 

partir de reações de transesterificação entre um óleo e um álcool catalisada por 

lipases é possível obter biodiesel tendo como principal vantagem, frente à catálise 

química, a separação catalisador/produto (MARCHETTI et al., 2007). Além de 

estudar fontes diversas de óleo, muitas pesquisas têm focado na fonte de lipase e 

nas etapas de reação, visando maior rendimento e alta taxa de produção (BAJAJ et 

al., 2010).  

 A regioseletividade, esteroespecificidade, especificidade pelo substrato e 

baixo consumo de energia são algumas das características que fazem com que os 

processos catalisados por lipases se tornem mais atrativos do que os processos 

convencionais não enzimáticos (PRAZERES et al., 1993). E tais características são 

de suma importância na produção de aromas e flagrâncias. Como exemplos, 

Mustranta et al. (1993) utilizaram lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger e 

Pseudomonas fluorescens imobilizadas em resina de troca iônica e terra diatomácea 

por adsorção, na esterificação de ácido láurico com diferentes álcoois para obtenção 

de metil, etil e amil lauratos. Reações de esterificação catalisadas por lipase de 

Candida rugosa imobilizada em suporte de nylon foram estudadas em reatores 

contínuos e em batelada por CARTA et al. (1995). Os autores verificaram que a 

enzima imobilizada foi efetiva na síntese de etilproprionato, isoamilproprionato e 

isometilbutirato. Além destes ésteres, outros como aroma de mentol ou flagrâncias 

de jasmim podem ser obtidos utilizando lipase como catalisador (SERRA et al., 

2005). Balcão et al. (1996) revisaram o estado da arte de biorreatores utilizando 

lipases imobilizadas. A partir deste trabalho é possível ter dimensão do potencial de 

aplicação destas enzimas imobilizadas em síntese, bem como avaliar a diversidade 

de técnicas de imobilização usadas.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
No presente capítulo, referenciam-se os principais materiais utilizados, bem 

como a descrição das metodologias aplicadas no estudo da imobilização de lipases 

utilizando fibra da casca de coco verde como suporte, para aplicações industriais. 

4.1 MATERIAIS 

4.1.1 Enzimas 

Nos estudos de imobilização em fibra da casca de coco foram utilizadas 

lipases de duas fontes distintas: lipase tipo B de Candida antarctica – gentilmente 

cedida pela Novozymes Latin America Ltda (Novozym CALB, Lote LCN 02100); e 

extrato rico em lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 – produzido no 

Laboratório de Enzimologia da Escola de Química/UFRJ nas condições ótimas 

definidas por Amaral (2007). Para fins comparativos, a lipase comercial tipo B de 

Candida antarctica imobilizada em resina macroporosa (Novozyme 435) foi 

empregada. 

4.1.2 Suporte 

No presente trabalho, utilizou-se casca de coco verde coletada em postos de 

venda de água de coco para obtenção da fibra a ser utilizada como suporte. O 

processo de obtenção da fibra, desenvolvido pela Embrapa Agroindústria Tropical 

(ROSA et al., 2002), consiste em submeter a casca à trituração (em triturador 

helicoidal com motor trifásico de 30 HP), seguida de prensagem e classificação (em 

classificadora com motor trifásico de 5 HP e cilindro classificador que permite obter 

três frações granulométricas diferentes de pó e uma fração de fibra), ver Figura 4.1.  

Para uso nos experimentos, as fibras obtidas pelo processo anteriormente 

descrito foram selecionadas e cortadas de forma a atingirem a granulometria de 32 a 

35 mesh. 
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Figura 4.1 – Fluxograma do processo de obtenção da fibra de casca de coco verde. 
 
 
4.1.3 Reagentes 

Para as reações de hidrólise foram utilizados: butirato de metila (Aldrich 

Chemical Co), p-nitrofenil laurato (Fluka), p-nitrofenil butirato (Aldrich Chemical Co), 

p-nitrofenil palmitato (Aldrich Chemical Co) e óleo de pescado com antioxidante 

(Biomega-Tech). A síntese de biodiesel foi realizada com óleo ácido de macaúba 

(gentilmente fornecido por Paradigma, Jabuticatubas - MG) e álcool etílico P.A. 

(Synth). Para determinação de proteína utilizou-se soro albumina bovina (Merck) 

como padrão, azul de Coomassie brilhante G-250 (Vetec) e ácido orto-fosfórico P.A. 
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(Vetec). 3-Glicidoxipropil trimetoxisilano (Aldrich Chemical Co) foi utilizado como 

agente funcionalizante na imobilização por ligação covalente. Durante os estudos de 

caracterização da fibra, ácido acético (Vetec), clorito de sódio (Riedel-de Haën), 

ácido sulfúrico (Vetec) e hidróxido de potássio (Reagen) foram empregados. Outros 

reagentes também foram utilizados como: n-heptano P.A. (Vetec), hexano P.A. 

(Synth), hidróxido de sódio P.A. (Vetec), periodato de sódio P.A. (Vetec), biftalato de 

potássio P.A. (Vetec), dentre outros, todos de grau analítico e de marcas diversas. 

4.2 MÉTODOS ANALÍTICOS 

4.2.1 Atividade Hidrolítica em p-Nitrofenil Laurato 

 A reação de hidrólise de p-nitrofenil laurato (pNFL) foi definida como a 

metodologia padrão para a medida de atividade hidrolítica no presente trabalho. 

Para tanto, acompanhou-se a hidrólise de uma solução de pNFL a 560 µM em 

tampão fosfato de potássio a 50 mM e pH 7. A massa de p-nitrofenil laurato foi 

dissolvida em dimetilsulfóxido (sempre na proporção 0,018g:1mL) e então diluído em 

tampão. Para a determinação da atividade de enzima livre, adicionou-se 0,2 mL de 

solução da mesma em 1,8 mL de substrato a 37ºC, e, através da variação de 

absorvância (medida em espectrofotômetro a 410 nm contra um branco de reação), 

monitorou-se a quantidade de produto formado durante 100 segundos (AMARAL et 

al., 2006a). 

O cálculo da atividade foi realizado através da Equação 4.1:  

A

R

Vt
VfDAbs

A
*

***
∆

∆
=                            (4.1) 

sendo: 

A - a atividade da enzima (U/L), onde uma unidade (U) de atividade enzimática 

hidrolítica é definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de p-nitrofenol 

por minuto nas condições do ensaio; 

Abs∆  - a variação de absorvância no intervalo de tempo t∆ (em minutos) transcorrido 

durante a fase de aumento linear dos valores de absorvância; 

D  - a diluição realizada para a leitura da solução enzimática; 
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f  - o fator de conversão dos valores de absorvância para a concentração de p-

nitrofenol, cujo valor é 245,1 µmol/L (para cubeta de acrílico) e 136,8 µmol/L (para 

cubeta de quartzo) para o espectrofotômetro utilizado; 

t∆  - o tempo decorrido de análise, em minutos; 

AV  - o volume (L) da solução enzimática utilizada no ensaio e 

RV  - o volume (L) do meio reacional total. 

 No caso da medida de atividade de lipase imobilizada, 30 mL de solução de 

p-nitrofenil laurato preparada conforme anteriormente são colocados em contato 

com 0,3 g de enzima imobilizada, sendo o sistema mantido sob agitação magnética, 

a 37ºC, por um período de 10 minutos. A reação foi acompanhada através da leitura 

de absorvância realizada em intervalos de 1 minuto. Neste caso, o cálculo da 

atividade foi realizado através da Equação 4.2: 

A

R

Mt
VfDAbs

A
*

***
∆

∆
=                                                                                       (4.2) 

sendo: 

A - a atividade da enzima (U/kg), onde uma unidade (U) de atividade enzimática 

hidrolítica é definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de p-nitrofenol 

por minuto nas condições propostas; 

Abs∆  - a variação de absorvância no intervalo de tempo t∆ (em minutos) transcorrido 

durante a fase de aumento linear dos valores de absorvância; 

D  - a diluição realizada para a leitura da solução enzimática; 

f  - o fator de conversão dos valores de absorvância para a concentração de p-

nitrofenol, cujo valor é 245,1 µmol/L (para cubeta de acrílico) e 136,8 µmol/L (para 

cubeta de quartzo); 

t∆  - o tempo decorrido de análise, em minutos; 

RV  - o volume (L) do meio reacional total e 

MA - a massa, em kg, de enzima imobilizada utilizada.  
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4.2.2 Atividade Hidrolítica em Outros Substratos 

 A fim de avaliar a especificidade das lipases estudadas, outras reações de 

hidrólise com substratos de cadeia mais curta e/ou mais longas do que o pNFL 

foram realizadas.  

4.2.2.1 Hidrólise de butirato de metila 

 A reação de hidrólise de butirato de metila 1% (v/v) catalisada pela enzima 

livre ocorreu em tampão fosfato de sódio a 25 mM e pH 7, sob agitação, à 

temperatura ambiente. Em 30 mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de 

solução da enzima livre e, através de titulação com hidróxido de sódio 0,05 M, 

monitorou-se a quantidade de produto formado durante 10 minutos. A titulação 

ocorreu em um titulador automático (titoprocessador) da METROHM operando no 

modo STAT com valor fixo de pH igual a 7 (BRÍGIDA, 2006).  

 Considerando que a relação entre o número de moles de ácido butírico 

formado é equivalente à quantidade de hidróxido de sódio consumido para 

neutralizá-lo, o número de moles de ácido formado pôde ser calculado pela Equação 

4.3: 

NaOHNaOHHidróxidoÁcido MVnn ∗==         (4.3) 

sendo:  

Ácidon  o número de moles de ácido butírico; 

Hidróxidon  o número de moles de hidróxido de sódio; 

NaOHV  o volume de hidróxido de sódio consumido na titulação (L) e 

NaOHM  a molaridade do hidróxido de sódio.  

Para esta metodologia, uma unidade (U) de atividade enzimática hidrolítica é 

definida como a quantidade de enzima que libera 1 µmol de ácido butírico por minuto 

nas condições propostas. 

4.2.2.2 Hidrólise de p-nitrofenil butirato 

 A reação de hidrólise de p-nitrofenil butirato (400µM) catalisada pela enzima 

livre ocorreu em tampão fosfato de sódio a 25 mM e pH 7, sob agitação, à 28ºC. Em 
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2,5 mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de solução da enzima. A reação foi 

monitorada por espectrofotômetro a 348 nm (CUNHA et al., 2008).  

4.2.2.3 Hidrólise de p-nitrofenil palmitato 

 A reação de hidrólise de p-nitrofenil palmitato (560µM) catalisada pela enzima 

livre ocorreu em tampão fosfato de sódio a 25 mM e pH 7, sob agitação, à 28ºC. A 

massa de p-nitrofenil palmitato foi dissolvida em uma solução 1:1 de dimetilsulfóxido 

e 2-propanol (sempre na proporção 0,018g:2mL) e então diluído em tampão. Em 2,5 

mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de solução da enzima. A reação foi 

monitorada por espectrofotômetro a 348 nm.  

4.2.3 Cálculo de Rendimento de Imobilização e Atividade Recuperada  

Durante os estudos de imobilização, além de acompanhar a atividade 

aparente no derivado obtido, o cálculo de dois outros parâmetros (atividade 

recuperada e rendimento de imobilização) é fundamental para avaliar o desempenho 

do processo de imobilização. O rendimento de imobilização (R) pode ser definido 

como a quantidade de enzima teoricamente imobilizada (Equação 4.4). Já a 

atividade recuperada (Atrecuperada) é a relação de quanto, das enzimas teoricamente 

imobilizadas, que se encontram ativas (Equação 4.5). É uma avaliação desses 

parâmetros que indicará quais as melhores condições de imobilização. 

1001(%) ∗⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=

b

s

At
At

R                                      (4.4) 

100
*0

∗=
R

Ms
At

At
At d

recuperada                                    (4.5) 

 

sendo: 

Ats a atividade hidrolítica medida no sobrenadante após um dado período de 

imobilização (U); 

Atb a atividade hidrolítica medida numa solução “branco” de mesma concentração 

inicial que a solução destinada a imobilização após o mesmo período destinado a Ats 

(U); 

Atd a atividade hidrolítica medida no derivado (U/g); 

At0 a atividade hidrolítica na solução inicial de enzima (U); 
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Ms massa do derivado (g); 

R o rendimento de imobilização (%). 

4.2.4 Determinação do Teor de Proteína 

Para determinação do teor de proteína presente nas soluções de lipase, 

utilizou-se a metodologia desenvolvida por Bradford (1976). O reagente de Bradford 

foi preparado a partir da dissolução de 100 mg de azul de Coomassie em 50 mL de 

etanol 95% e posterior adição de 100 mL de ácido orto-fosfórico 85% (p/v). A 

solução final foi diluída com água destilada para um volume final de 1 L. 

Em um tubo de ensaio, adicionaram-se 3 mL do reagente de Bradford a 0,3 

mL da amostra, agitou-se o tubo em agitador vortex e esperou-se por 2 minutos para 

realizar a leitura de absorbância (λ = 595 nm) em espectrofotômetro. Para obtenção 

da curva de calibração de proteína, correlacionaram-se valores de absorbância 

obtidos a partir da leitura de soluções de albumina de soro bovino a concentrações 

conhecidas de proteína, variando-se a concentração entre 0 e 300 µg de 

proteína/mL.  

4.2.5 Atividade Proteolítica 

A presença de proteases no extrato de lipase obtido foi avaliada através da 

hidrólise de azocaseína (CHARNEY e TOMARELLI, 1947). A solução de azocaseína 

a 0,5% (p/v), utilizada como substrato, foi preparada em tampão acetato 50 mM, pH 

5,0. A 1 mL do substrato, adicionou-se 1 mL de extrato enzimático e incubou-se a 

mistura por 40 minutos a 32ºC em banho-maria. Após a reação, adicionou-se 1 mL 

de ácido tricloroacético (15% p/v), objetivando a precipitação de moléculas de 

proteínas não hidrolisadas pelas proteases. Em seguida, a amostra foi centrifugada 

a 1.358,4 x g, por 15 minutos.  

Ao fim da centrifugação, 2 mL do sobrenadante foram transferidos para um 

novo tubo ao qual adicionou-se 2 mL de KOH 5N. A leitura de absorvância da 

amostra é realizada em espectrofotômetro a λ = 428 nm, contra um branco no qual o 

ácido tricloroacético deve ser adicionado antes do extrato enzimático, com o objetivo 

precipitar todas as proteínas (inclusive as proteases), impedindo assim que ocorra a 

reação.  
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O cálculo da atividade foi realizado através da Equação 4.6: 

A

brancoamostra

Vt
ABSABS

Atividade
**)01,0( ∆

−
=                                                                     (4.6) 

sendo: 

ABSamostra - o valor de absorvância lido para a amostra de extrato enzimático; 

ABSbranco - o valor de absorvância lido para o branco da análise;  

t∆  - o tempo decorrido de análise (min); 

AV  - o volume de amostra usado (mL). 

Neste caso, uma unidade (U) de atividade enzimática proteolítica é definida 

como o aumento de 0,01 de absorvância que a amostra apresenta em relação ao 

branco por minuto nas condições de reação.  

4.2.6 Determinação do Teor de Lignina Klason Solúvel e Insolúvel 

Para a quantificação do teor de lignina presente na fibra de coco verde, 1 g de 

fibra foram tratadas com 15 mL de ácido sulfúrico a 72 % (v/v) para hidrólise dos 

polisacarídeos presentes (TAPPI T13M-54). Após hidrólise o material é filtrado, 

submetido a secagem até peso constante e analisado. A percentagem de lignina 

Klason insolúvel foi calculada por: 

100(%)
2

1 x
m
m

Lignina =                                                                                     (4.7) 

sendo: 

1m  - a massa de lignina insolúvel obtida após a filtração e secagem (g); 

2m  - a massa de fibra seca utilizada (g). 

A alíquota coletada para quantificação do teor de lignina solúvel deve ser 

inicialmente diluída com água destilada para preparação da solução a ser analisada. 

A solução referência (branco) para zerar o espectrofotômetro é ácido sulfúrico a 0,05 

M. As absorvâncias das amostras devem ser lidas a λ1 = 280 nm e λ2 = 215 nm. A 

concentração de lignina Klason solúvel (g/L) é calculada de acordo com a Equação 

4.8. 
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300
*53,4

)/( 280215 AA
LgCLig

+
=                                                                         (4.8) 

sendo: 

215A  - o valor da absorvância da amostra em λ = 215 nm; 

280A  - o valor da absorvância da amostra em λ = 280 nm. 

4.2.7 Determinação do Teor de Holocelulose 

A quantificação da hemicelulose é realizada de forma indireta. 

Tradicionalmente, realiza-se análise quantitativa de holocelulose, teor de 

hemicelulose mais celulose, e, com base no teor de celulose obtido via metodologia 

descrita no item 4.2.8, determina-se o valor da hemicelulose. O teor de holocelulose 

na fibra de coco verde foi quantificado fazendo uso de 3 g de fibra previamente 

cortada e lavada com água e hexano. À massa de fibra, 120 mL de água destilada, 1 

mL de ácido acético P.A. e 2,5 g de clorito de sódio foram adicionados. A reação 

ocorreu a 55ºC, em sistema hermeticamente fechado. Após 1 hora de reação, 1 mL 

de ácido acético e 2,5 g de clorito de sódio foram novamente adicionados. Duas 

horas depois do início da reação, mais 1 mL de ácido acético e 2,5 g de clorito de 

sódio (NaOCl2) são adicionados e a reação permanece à 55ºC por mais 1 hora, 

quando é resfriada com banho de gelo. O produto é então filtrado, lavado com água 

e, posteriormente, com metanol. Ao término da lavagem, o material foi levado à 

estufa a 80ºC até massa constante (ALMEIDA, 2007).  

A percentagem de holocelulose presente na fibra foi definida pela Equação 

4.9: 

100(%)
2

1 x
m
m

seHolocelulo =                                                                             (4.9) 

sendo: 

1m  - a massa de holocelulose obtida após a secagem (g); 

2m  - a massa de fibra seca utilizada (g). 
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4.2.8 Determinação do Teor de Celulose 

Para quantificação de celulose, 1 g da amostra final obtida na determinação 

de holocelulose é posta em contato com 15 mL de hidróxido de potássio 24% (p/v) e 

mantida sob agitação magnética por 15 horas. Após este período, o material foi 

lavado, seqüencialmente, com água destilada, ácido acético 1% (v/v) e etanol em 

excesso. Finalmente o material foi levado para estufa a 80ºC até atingir massa 

constante (TAPPI T222-OM-93).  

A percentagem de celulose presente na fibra foi determinada pela Equação 

4.10: 

100(%)
2

1 x
m
m

Celulose =                                                                                    (4.10) 

sendo: 

1m  - a massa de celulose obtida após a secagem (g); 

2m  - a massa de fibra seca previamente tratada nos estudos de determinação de 

holocelulose (g). 

4.2.9 Análise por Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR) 

 As análises por Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR) foram realizadas para identificar qualitativamente os constituintes da 

superfície das fibras de coco. Os experimentos foram realizados pelo Departamento 

de Química/Universidade de Aveiro. As amostras de fibra natural e quimicamente 

tratadas foram secas, trituradas em finas partículas e 2,5 mg deste material foi 

misturado com 250 mg de KBr, comprimido em pastilhas e finalmente analisado em 

espectrofotômetro Mattson 7000. A varredura foi realizada com velocidade de 128 

scans (resolução 8) e os espectros obtidos na região de 500 a 4000 cm-1.  

4.2.10 Análise por Termogravimetria (TGA) 

 Com o objetivo de avaliar a degradação térmica das fibras, análises 

termogravimétricas das fibras naturais e tratadas foram realizadas no LADEQ/Escola 

de Química/UFRJ. A estabilidade térmica de todas as amostras foram analisadas 

numa termobalança marca Perkin-Elmer, modelo Pyris 1, numa faixa de temperatura 
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de 30 a 650 ºC, com taxa de aquecimento de 10ºC/min, sob fluxo constante de 

nitrogênio. Na amostra, a vazão de nitrogênio foi de 20 mL/min e na balança a vazão 

era de 40 mL/min. A massa das amostras foram entre 5 e 6 mg. Os experimentos 

ocorreram num intervalo de 30 a 650ºC, a uma taxa de aquecimento de 10ºC/min.  

4.2.11 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A fim de estudar a morfologia da superfície do suporte estudado e avaliar as 

possíveis mudanças provocadas pelos tratamentos realizados, analises de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram realizadas. Os experimentos foram 

realizados no Laboratório de Biomineralização/Instituto de Ciências Biomédicas da 

UFRJ. Antes da análise, as amostras seguiram um preparo de secagem e 

metalização. Para a metalização, uma pequena amostra da fibra a ser analisada foi 

colada, com uma leve pincelada de cola de prata (Prata condutora 200-B, Degussa, 

S.A.), em suportes metálicos específicos para a realização de microscopia, 

recobertos com papel alumínio. Posteriormente, a amostra foi submetida à secagem 

a temperatura ambiente por 20 minutos e recobertas com banho de ouro (99,99%) 

em um metalizador (EMITECH K550). Após a metalização, as amostras foram 

analisadas em microscópio eletrônico de varredura (Zeiss DSM 940 A) operando a 

15 kV. 

4.2.12 Determinação de diâmetro e comprimento das fibras  

O diâmetro e o comprimento das fibras foram determinados a partir de análise 

de imagem. As imagens de fibra natural e tratada foram obtidas por um microscópio 

óptico Nikon SMZ800 com objetiva de 10x, localizado no Laboratório de Simulação, 

Modelagem e Controle de Processos, da COPPE/ Universidade Federal do Rio de 

Janeiro. Os valores médios foram obtidos a partir de 20 imagens de fibras. Tal 

análise foi conduzida através do software Image Pro®, sendo cada 0,10 mm 

equivalente a 32,06 pixels. 

4.2.13 Análise de Molhabilidade da Fibra 

 A molhabilidade da fibra natural ou tratada quimicamente em solventes polar 

e apolar foi analisada em um tensiômetro, marca NIMA DST 9005 (NIMA Technology 

Ltd.), com um anel Pt/Ir Du Noüy e precisão da balança até 10-9 N. Os experimentos 

foram realizados no Departamento de Química da Universidade de Aveiro. Para 
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realizar o teste, as fibras foram acondicionadas no interior de um bulbo e este 

mergulhado em água (solvente polar através do qual avalia-se a hidrofilicidade da 

fibra) ou hexano (solvente apolar através do qual avalia-se a hidrofobicidade da 

fibra). A tensão provocada pelo líquido em contato com a fibra foi acompanhada 

durante 200 segundos e a molhabilidade avaliada.  

4.2.14 Espectroscopia Fotoelétrica de Raio X (XPS) 

 Espectroscopia fotoelétrica de raio-x é uma técnica de análise de superfícies 

usada para obter informação química sobre as superfícies de materiais sólidos. Para 

a análise da superfície das fibras, espectros foram coletados usando um Physical 

Electronics PHI Quantum 2000 ESCA equipado com uma fonte de raio-x AIKα 

monocromática, com uma aplicação ao ânodo de 25 W. A área de análise foi de 500 

x 400 µm. Todas as energias de ligação sobre os espectros são referenciadas ao 

C1s a 285 eV. As análises foram desenvolvidas no Departamento de Química da 

Universidade de Aveiro. 

4.2.15 Determinação de Área Superficial por BET  

 A medida de área superficial, volume de poro e diâmetro médio do poro foram 

obtidos por meio da adsorção de um gás inerte (N2), utilizando um porosímetro 

modelo ASAP2010, marca Micromeritics, localizado no Laboratório de Simulação, 

Modelagem e Controle de Processos, da COPPE / Universidade Federal do Rio de 

Janeiro. Para a análise dos resultados foi utilizada a teoria desenvolvida por 

Braunauer, Emmet e Teller (BET).  

4.2.16 Densidade  

 A densidade da fibra foi determinada por picnometria, uma técnica bastante 

usual e prática para determinação de massa específica ou densidade de líquido. 

Uma massa de fibra seca foi pesada e adicionada a um recipiente de precisão 

volumétrica. O recipiente foi completado com água destilada e pesado. A diferença 

entre o volume de água adicionado e o volume total do sistema equivale o volume 

da massa de fibra adicionada.  
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4.3 ESTUDO DA INFLUÊNCIA DE TRATAMENTOS QUÍMICOS E TÉRMICOS NAS 
CARACTERÍSTICAS DA FIBRA 

Alguns tratamentos químicos e térmicos sob pressão na superfície da fibra 

foram estudados visando eliminar as impurezas adsorvidas, bem como melhorar a 

área de contato disponível para imobilização. A eficiência dos tratamentos na 

remoção de impurezas (através de análises de microscopia eletrônica de varredura), 

como também na alteração das características químicas e de resistência térmica das 

fibras, foi avaliada.  

4.3.1 Oxidação com Peróxido de Hidrogênio 

Para a oxidação da fibra de casca coco verde, 100 mL de uma solução 

contendo 0,05 g de NaOH e 18 mL de peróxido de hidrogênio (30%, v/v) foi 

preparada. A 2 g de fibra, previamente lavada com água, adicionou-se 40 mL da 

solução de NaOH com H2O2 e deixou-se em banho-maria a 85ºC, sob agitação, por 

2 horas. Posteriormente, uma lavagem com 200 mL de água quente (temperatura 

entre 90 e 100ºC) e 1L de água fria (a temperatura ambiente, ~25ºC) foi realizada. 

Por fim, secou-se em estufa a 60ºC até peso constante (REYES et al., 1998; 

SHUKLA e PAI, 2005). 

4.3.2 Tratamento com Hipoclorito de Sódio  

No tratamento com hipoclorito de sódio, a 100 mL de solução de hipoclorito 

de sódio 0,4% (v/v, em ácido acético glacial), adicionou-se 5 g de fibra lavada com 

água e deixou-se sob agitação, em banho-maria a 85ºC, por duas horas. 

Posteriormente, a fibra foi lavada com 1L de água destilada, para retirar qualquer 

resíduo dos produtos utilizados no tratamento, e seca em estufa a 60ºC até peso 

constante (REYES et al., 1998). 

4.3.3 Tratamento com Hipoclorito de Sódio e Hidróxido de Sódio 

Para o tratamento com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio, inicialmente, 

a 100 mL de solução de NaOCl 4 - 6%:H2O (1:1), adicionou-se 5 g de fibra lavada 

com água e agitou-se por duas horas. Posteriormente, a fibra foi lavada com 300 mL 

de água destilada, seguida de um tratamento com 100 mL de NaOH 10% (p/v), 

permanecendo sob agitação por uma hora. Ao final do tratamento, lavou-se a fibra 

com 1L de água destilada para retirar qualquer resíduo dos produtos utilizados no 
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tratamento e realizou-se secagem em estufa a 60ºC até peso constante (REYES et 

al., 1998; MARTINS et al., 2004). 

4.3.4 Tratamento Químico Seguido de Tratamento Térmico sob Pressão 

 Estima-se que o tratamento químico na superfície das fibras possa alterar 

suas propriedades químicas e de resistência. Logo, testou-se o efeito do tratamento 

térmico sob pressão, em conjunto, nas características morfológicas de fibras 

tratadas quimicamente visando obter maior área superficial. Para tanto, 1 g de fibra 

tratada quimicamente foi colocado em uma autoclave (121ºC/1atm) por 1h e, 

posteriormente, esta foi desligada e despressurizada de forma rápida. Cada 

tratamento foi testado utilizando-se fibra seca e submersa em água (5mL H2O:1g de 

fibra).  

4.4 CARACTERIZAÇÃO DAS LIPASES UTILIZADAS 

4.4.1 Efeito do pH 

Mudanças de pH provocam alterações no caráter iônico dos grupos aminos e 

dos grupos carboxílicos das enzimas, afetando o sítio catalítico e a sua conformação 

(BAILEY e OLLIS, 1986). Deste modo, buscando avaliar o efeito dessas alterações 

na atividade hidrolítica e estabilidade do extrato de lipase de Y. lipolytica (LYL) e da 

lipase comercial CALB, estudos de pH ótimo da hidrólise de p-nitrofenil laurato e 

estabilidade da LYL e da CALB foram realizados para as enzimas livres.  

4.4.1.1 Efeito do pH sobre a atividade hidrolítica das lipases 

 O efeito do pH na atividade da LYL e da CALB livre foi estudado utilizando p-

nitrofenil laurato como substrato. A medida de atividade foi realizada a 37ºC em 

diferentes tampões: fosfato de sódio 50 mM (pH 7 – 8); fosfato de potássio 50 mM 

(pH 7); bicarbonato de sódio 50 mM (pH 9.2 – 10.7). 

4.4.1.2 Efeito do pH sobre a estabilidade das lipases 

A estabilidade da LYL e da CALB ao pH foi avaliado incubando as mesmas a 

37ºC em tampão a vários valores de pH (3-10) por 2 e 24 horas.  
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4.4.2 Efeito da Temperatura 

Em reações catalisadas por enzimas, a velocidade é acelerada pelo aumento 

da temperatura até atingir uma temperatura ótima na qual a enzima opera com 

eficiência máxima. Acima dessa temperatura, a atividade das enzimas declina 

abruptamente por desnaturação protéica. Assim, objetivando avaliar o efeito deste 

parâmetro, estudos de temperatura ótima da hidrólise de p-nitrofenil laurato e 

estabilidade térmica da LYL e da CALB para as enzimas livres foram realizados.  

4.4.2.1 Efeito da temperatura sobre a atividade hidrolítica da lipase 

O efeito da temperatura na atividade das lipases foi avaliado medindo a 

atividade de hidrólise de p-nitrofenil laurato em tampão fosfato de potássio 50 mM 

(pH 7) a diferentes temperaturas (25 – 55ºC).  

4.4.2.2 Efeito da temperatura sobre a estabilidade das lipases 

A estabilidade térmica foi avaliada incubando a lipase em tampão fosfato de 

potássio 50 mM (pH 7) a 25, 37 ou 60ºC e a atividade de hidrólise de p-nitrofenil 

laurato acompanhada com o tempo. Com base no perfil de desativação térmica, 

foram calculadas as constantes de desativação térmica, o tempo de meia vida 

aparente e o fator de estabilização, sendo este último dado pela Equação 4.11. 

Fator de estabilização (F) = ( )
( )S

I

Et
Et

2/1

2/1                         (4.11) 

sendo ( )IEt 2/1  o tempo de meia vida aparente da enzima imobilizada e ( )SEt 2/1  o 

tempo de meia vida aparente da enzima solúvel. 

Para a obtenção das constantes de desativação térmica, utilizou-se o modelo 

de desativação tipo decaimento exponencial simples:  
tkeA 1

1
−=α                      (4.12) 

sendo 1α  a taxa de atividade específica E1/Es, k1 a constante de desativação térmica 

e A a atividade enzimática após um certo tempo (t) de incubação na temperatura 

estudada, em percentagem. O tempo de meia vida aparente (t1/2) foi calculado pela 

Equação 4.12 considerando A = 50.  
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4.4.3 Parâmetros cinéticos (Km; Vmáx) 

O efeito da concentração de p-nitrofenil laurato (0,05 a 3 mM) na velocidade 

inicial de reação catalisada por LYL e CALB foi determinado em tampão fosfato de 

potássio 50 mM (pH 7) a 37ºC. A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade 

máxima de reação (Vmax) foram calculadas por ajuste não-linear de modelos 

cinéticos usando o software Origin 6.0. 

4.4.4 Efeito de aditivos na atividade hidrolítica das enzimas 

 Para verificar o efeito de alguns compostos químicos na atividade das lipases 

LYL e CALB na forma livre, CaCl2, PMSF, MnCl2, NaCl, EDTA (1 mM) e solventes 

orgânicos como etanol, glicerol e hexano (9%, v/v) foram adicionados à mistura de 

reação de hidrólise de p-nitrofenil laurato.  

4.4.5 Efeito de detergente na atividade hidrolítica do extrato de lipase de 
Yarrowia lipolytica 

 Para verificar o efeito de alguns detergentes na atividade do extrato de lipase 

de Yarrowia lipolytica, triton-x 100, Brometo de cetil trimetil amônio (CTAB) e laurato 

de sacarose foram adicionados à mistura de reação de hidrólise de p-nitrofenil 

butirato, laurato e palmitato.  

4.4.6 Estabilidade à estocagem do extrato de lipase de Yarrowia lipolytica 

 A fim de avaliar a estabilidade do extrato bruto de lipase de Y. lipolytica 

quando estocado a –10ºC, uma amostra foi preparada e separada em pequenos 

frascos e, em diferentes intervalos de tempo, a atividade hidrolítica em p-nitrofenil 

laurato foi medida.  

4.4.7 Influência da adição de inibidor no extrato enzimático 

 Em estudos de produção de lipases por Yarrowia lipolytica, a presença de 

protease no extrato bruto obtido tem sido reportada (ALONSO et al., 2005). Visando 

aumentar a estabilidade deste extrato sob refrigeração ou em temperatura ambiente, 

a influência da adição de inibidor de protease no extrato foi avaliada. 
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4.4.7.1 Efeito da concentração de lipase 

 A cada 10 mL de extrato com diferentes concentrações das lipases LYL e 

CALB foram adicionados 0,5 mL de uma solução de fluoreto de fenil metil sulfonil 

(PMSF) em dimetilsulfóxido (DMSO), de forma a promover uma concentração final 

de PMSF de 1 mM no extrato. Após 10 minutos, atividade de lipase e protease foram 

determinadas.  

4.4.7.2 Efeito da concentração do inibidor e do solvente 

Objetivando avaliar a influência da adição de DMSO e PMSF no extrato 

enzimático de lipase de Y. lipolytica quanto à variação na atividade de lipase e 

protease, realizou-se um delineamento composto central rotacional 22. Os níveis das 

variáveis independentes adotados encontram-se na Tabela 4.1. As concentrações 

iniciais de DMSO e PMSF no extrato variaram de acordo com a Tabela 4.1, com os 

ensaios definidos pela matriz do planejamento fatorial 22 (Tabela 4.2), sendo o 

tempo entre a adição dos aditivos e a leitura dos valores de atividade para cada 

amostra de 10 minutos. Todos os experimentos foram executados de forma 

randômica. Para estimativa da variância, três experimentos foram realizados no 

ponto central. A análise dos resultados foi realizada através dos cálculos do efeito 

estimado, do erro padrão e da distribuição de t-Student de cada variável controle 

sobre as variáveis respostas empregando o programa Statistica (versão 6.0), 

considerando o intervalo de confiança de 95% (p < 0,05).  

 

 
Tabela 4.1 – Níveis das variáveis independentes estudadas no planejamento fatorial 

22. 

Níveis Variáveis 
Independentes Símbolo

- 1,41 - 1 0 + 1 + 1,41 

Concentração de 
PMSF (mM) X1 0 0,41 1,23 2,05 2,46 

Volume de DMSO 
(mL) X2 0 0,1 0,34 0,58 0,68 
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Tabela 4.2 – Matriz do planejamento fatorial 22 para estudo de influência da 
concentração de DMSO e PMSF com os coeficientes de contrastes. 

Ensaios X1 X2 

1 -1 -1 

2 +1 -1 

3 -1 +1 

4 +1 +1 

5 0 -1,41 

6 0 1,41 

7 -1,41 0 

8 1,41 0 

9 0 0 

10 0 0 

11 0 0 

 

4.5 PURIFICAÇÃO DO EXTRATO DE LIPASE DE Yarrowia lipolytica  

4.5.1 Pré-Purificação por Precipitação 

4.5.1.1 Precipitação com sulfato de amônio 

A 15 mL do extrato bruto, mantido em banho de gelo à 5ºC, adicionou-se 

lentamente uma massa de sulfato de amônio para atingir a saturação desejada 

(Faixa testada: 25 – 90%). Esta solução saturada foi mantida em repouso à 10ºC por 

24 horas. 

4.5.1.2 Precipitação com acetona ou álcool 

A 15 mL do extrato bruto, mantido em banho de gelo à 5ºC, adicionou-se 

lentamente 15 mL de álcool etílico ou acetona à 10ºC. Esta solução foi mantida em 

repouso à 10ºC por 24 horas. 
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4.5.1.3 Diálise contra ar 

Nos experimentos de diálise contra o ar, utilizando-se membrana de celulose 

para diálise de 18 kDa de diâmetro de corte, 20mL de extrato bruto foram mantidos 

contra o ar até obter 6 mL de extrato concentrado. Testes de precipitação com 

sulfato de amônio na saturação de 50% com esse extrato concentrado também 

foram realizados conforme descrito no item 4.5.1.1. 

4.5.2 Purificação Parcial por Sistema Bifásico PEG-Fosfato 

4.5.2.1 Ensaios preliminares e influência do pH  

O sistema bifásico PEG-Fosfato dos estudos preliminares foi preparado a 

partir de soluções estoque de PEG 4000 (50%, p/p) e fosfato de potássio (50%, p/p). 

Já no estudo do efeito do pH, embora testes preliminares tenham mostrado um leve 

aumento no coeficiente de partição em sistema PEG-Fosfato de Potássio frente ao 

sistema PEG-Fosfato de Sódio (dados não mostrados), optou-se por trabalhar com o 

fosfato de sódio devido sua maior faixa de pH aplicável. 

Para os experimentos de partição, 2 mL de extrato bruto e quantidades 

adequadas de solução estoque de PEG, fosfato e água foram misturadas de forma a 

preparar um sistema de massa final igual a 10 g, com concentrações de PEG e 

fosfato variáveis (no caso dos estudos da influência da concentração) ou com 

concentrações de PEG e fosfato de 18% e 20% (p/p), respectivamente (no estudo 

de pH). Após a mistura dos componentes do sistema, este foi agitado por 5 minutos 

em agitador tipo vortex e, posteriormente, centrifugado (26.000 g) por 15 minutos 

para total separação das fases. Todos os experimentos de partição ocorreram à 

temperatura ambiente, 25ºC, e foram realizados em triplicata. Para cada sistema, 

amostras das fases topo e base foram coletadas e analisadas quanto à atividade de 

lipase, protease e teor de proteína e o coeficiente de partição (K) calculado. 

4.5.2.2 Formulação dos sistemas para estudos comparativos PEG 4000 e 8000 

Para os estudos comparativos das diferentes linhas de amarração na partição 

das enzimas presentes no extrato, sistemas PEG 4000/Fosfato e PEG 8000/Fosfato 

foram montados segundo as proporções descritas nas Tabelas 4.3 e 4.4, 

respectivamente.  
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Tabela 4.3 – Formulação do sistema PEG 4000/Fosfato 

Pontos 

1 2 3 Linha de 
Amarração Fosfato 

(%, p/p) 
PEG 

(%, p/p) 
Fosfato 
(%, p/p) 

PEG 
(%, p/p) 

Fosfato 
(%, p/p) 

PEG 
(%, p/p) 

A 14,46 4,35 11,04 9,55 10 13 

B 18,12 3,54 15,62 7,92 9,37 20,21 

C 25,53 2,39 23,37 4,87 12,98 25,87 

D 16,87 2,39 13,54 8,23 7,5 20,62 

 

Tabela 4.4 – Formulação do sistema PEG 8000/Fosfato 

Pontos 

1 2 3 Linha de 
Amarração Fosfato 

(%, p/p) 
PEG 

(%, p/p) 
Fosfato
(%, p/p)

PEG 
(%, p/p) 

Fosfato 
(%, p/p) 

PEG 
(%, p/p) 

A 14,23 1,07 10,77 7,86 4,23 27,14 

B   5,0 23,21 12,31 7,5 

C   6,54 17,86 14,61 6,78 

 

4.5.3 Purificação por Imobilização Direta 

4.5.3.1 Imobilização por interações hidrofóbica  

 Foram utilizados três suportes com diferentes cargas hidrofóbicas neste 

estudo: butil, fenil e octil-agarose. A imobilização ocorreu diluindo-se o extrato rico 

em lipase de Y. lipolytica IMUFRJ em tampão fosfato pH 7 a 5 mM. Para cada 1 g de 

suporte, 10 mL de solução de lipase foram adicionados. O sistema permaneceu sob 

agitação, a temperatura ambiente. A imobilização foi acompanhada até que o 

rendimento de imobilização estivesse entre 90 e 100%. Ao fim do processo de 

imobilização, as atividades dos derivados foram medidas, e um gel de eletroforese 
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para identificar as bandas de proteínas imobilizadas foi preparado. Testes de 

dessorção com Triton X -100 e laurato de sacarose, a temperatura ambiente, 

também foram realizados visando separação fracionada.  

4.5.3.2 Imobilização por troca iônica  

 A imobilização por troca iônica foi realizada utilizando-se DEAE-agarose e 

SP-agarose como suportes. Para cada 1 g de suporte, 10 mL de solução de lipase 

foram adicionados. O sistema permaneceu sob agitação a temperatura ambiente. A 

imobilização foi acompanhada até que o rendimento de imobilização estivesse entre 

90 e 100%. Ao fim do processo de imobilização, as atividades dos derivados foram 

medidas, e um gel de eletroforese para identificar as bandas de proteínas 

imobilizadas foi preparado. Testes de dessorção com NaCl em diferentes 

concentrações, a temperatura ambiente, também foram realizados visando 

separação fracionada. 

4.5.3.3 Imobilização por interação lipase-lipase  

 A imobilização por interação lipase-lipase foi realizada utilizando-se lipase de 

Pseudomonas fluorescens imobilizada em glioxil-agarose por ligação multipontual 

como suporte (PALOMO et al., 2005b). Para cada 1 g de suporte, 10 mL de solução 

de lipase foram adicionados. O sistema permaneceu sob agitação, a temperatura 

ambiente. A imobilização foi acompanhada até que o rendimento de imobilização 

estivesse entre 90 e 100%. Ao fim do processo de imobilização, as atividades dos 

derivados foram medidas, e um gel de eletroforese para identificar as bandas de 

proteínas imobilizadas foi preparado.  

4.5.3.4 Imobilização por ligação covalente unipontual  

 Visando identificar frações distintas de lipases, sobrenadantes de dessorção 

obtidos nos estudos acima foram imobilizados por ligação covalente em CNBr-

agarose. O processo de imobilização ocorreu conforme metodologia descrita por 

Fernandez-Lorente et al. (2007c). Ao fim do processo de imobilização, realizou-se 

uma lavagem no derivado e as atividades dos derivados foram medidas. Os 

derivados obtidos por este método foram comparados com outras enzimas 

comerciais também imobilizadas em CNBr-agarose. 
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4.5.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)  

 Amostras contendo quantidades conhecidas de proteína foram adicionadas a 

igual volume de tampão de amostra (glicerol 10%, β-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, 

Tris-HCl pH 6,8 0,0625 M), fervidas por três minutos, centrifugadas rapidamente e 

aplicadas no gel. Os géis de 12 % de SDS-poliacrilamida com 1 mm de espessura 

foram submetidos a uma corrente de 30 mA, com voltagem constante. Após a 

corrida, os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com protocolos 

descrito na literatura (OAKLEY et al., 1980). Marcadores de baixo peso molecular 

foram utilizados como padrão.  

4.5.5 Zimograma 

 Para a realização do zimograma (eletroforese nativa), utilizou-se um gel 

preparado como descrito no item 4.5.4, porém a 10% de poliacrilamida, e em 

ausência de SDS e β-mercaptoetanol. Para realizar a eletroforese em condições 

nativas, preparou-se um eletrólito com 1% e uma amostra com 2,5% de triton x – 

100. Além disso, as amostras não foram submetidas à fervura. A determinação da 

atividade na amostra retida no gel ocorre pela presença de uma coloração 

diferenciada na parte do gel onde se encontra a enzima quando este é colocado em 

contato com algum substrato. Para este fim, três reações foram utilizadas.  

4.5.5.1 Hidrólise de α-naftil acetato  

 Para observar a hidrólise de α-naftil acetato em gel nativo, este foi incubado 

em uma solução de tampão fosfato de sódio 0,1M pH 6,2 contendo 0,02% de α-naftil 

acetato (dissolvido em acetona) e Fast Blue RR (0,05%). A atividade foi detectada 

em, aproximadamente, 15 minutos através da formação de banda marrom devido à 

formação de um complexo entre os resíduos de naftil e o Fast Blue (PALOMO et al., 

2008).  

4.5.5.2 Hidrólise de tributirina  

 O substrato cromogênico foi preparado usando vermelho fenol (0,01%), 1% 

de substrato (tributirina, trioleina ou azeite de oliva), 10mM CaCl2 e 2% de agar. O 

pH foi ajustado para 7,3-7,4 usando 0,1 N NaOH e a solução foi resfriada para 

solidificar. O agar contendo o substrato foi sobreposto com o gel nativo e, em 
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seguida, incubado a 37ºC por 0,5 h. A presença de lipase foi evidenciada pela 

formação de um traço amarelo no meio rosa (SINGH et al., 2006).  

4.5.5.3 Hidrólise de p-nitrofenil laurato  

 O substrato cromogênico foi preparado dissolvendo 2mL de uma solução de 

pNFL (0,018g/mL de DMSO) em 100 mL de tampão pH 7 contendo agar (1%, p/v). A 

solução foi homogeneizada e resfriada para solidificar. O agar contendo o substrato 

foi sobreposto com o gel nativo e, em seguida, incubado a 37 ºC por 1 h. A presença 

de lipase foi evidenciada pela formação de um traço amarelo no meio translúcido 

proveniente da presença de p-nitrofenol liberado na hidrólise de pNFL.  

4.6 IMOBILIZAÇÃO DE LIPASES EM FIBRA DE COCO  

4.6.1 Desenvolvimento de Protocolo de Imobilização por Adsorção da CALB  

 A fim de desenvolver um protocolo de imobilização por adsorção da CALB em 

fibra de coco, estudou-se a cinética de adsorção, pH de adsorção, estabilidade 

térmica e operacional. Os dados obtidos para as fibras tratadas com H2O2 e com 

NaOCl/NaOH foram comparados com os resultados de imobilização em fibra natural. 

4.6.1.1 Técnica de imobilização por adsorção 

A imobilização da lipase por adsorção física ocorreu a temperatura ambiente, 

por períodos de tempos definidos, fazendo-se uso da técnica de banho finito. O 

banho finito foi implementado através de um sistema reparticionado em seringas de 

5 mL, mantido sob agitação em um agitador rotatório. Para cada grama de fibra, 

utilizaram-se 10 mL de solução de lipase em tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 7. 

Após adsorção, separou-se o sobrenadante do derivado por filtração, que foi 

submetido à lavagem com 10 mL de solução tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 7, 

e secagem a vácuo por 10 minutos. 

A fim de avaliar o processo de imobilização, quantificou-se a atividade 

hidrolítica da solução de enzima oferecida ao suporte (E0), do sobrenadante ao final 

do processo de imobilização (Ef), do sobrenadante submetido às condições de 

temperatura e pH do processo de imobilização sem contato com o suporte (Ec) e do 

derivado obtido (EI). A partir destes resultados foi possível calcular o rendimento de 

imobilização (Equação 4.4) e a atividade recuperada (Equação 4.5). O tempo de 
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contato para que a adsorção ocorresse foi determinado a partir de estudos cinéticos 

de adsorção (item 4.6.1.2).  

4.6.1.2 Cinética de adsorção 

Para cada concentração de enzima avaliada, realizou-se o estudo cinético de 

adsorção para o sistema fibra-lipase. Para tanto, o processo de adsorção foi 

monitorado através da atividade hidrolítica no sobrenadante e no derivado até o 

equilíbrio. Análise da quantidade de proteína oferecida e não adsorvida também foi 

realizada. Quando possível, a quantidade de proteína adsorvida foi calculada pela 

equação: 

fibra

sobo
ads m

VPPP ∗−
=

)(
                  (4.13) 

sendo: 

adsP a quantidade de proteína adsorvida por grama de fibra (µg/g); 

oP  a quantidade de proteína oferecida para adsorção (µg/mL); 

sobP  a quantidade de proteína não adsorvida (µg/mL); 

V  o volume de solução de lipase utilizado para imobilização (mL) e 

fibram  a massa de fibra utilizada para imobilização (g). 

4.6.1.3 Influência do pH do meio no processo de imobilização 

A fim de se avaliar a influência do pH do meio reacional no processo de 

imobilização de lipase tipo B de C. antarctica em fibra de coco verde tratada, 

realizou-se imobilização por adsorção partindo de uma solução com 500 U/L em 

tampão fosfato 25 mM, sendo o tempo de contato de 2 horas. O pH do meio 

dispersante variou entre 3 e 10. As atividades hidrolíticas da solução de enzima 

antes e após a imobilização (sobrenadante) e do derivado obtido foram 

determinadas. A partir destes resultados calculou-se o rendimento de imobilização 

(Equação 4.4) e a atividade recuperada (Equação 4.5). A quantidade de proteína 

adsorvida (Equação 4.13) também foi calculada. 
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4.6.2 Desenvolvimento de Protocolo de Imobilização por Adsorção do extrato 
rico em lipase de Y. lipolytica 

 A fim de dar subsídios para o desenvolvimento de um protocolo de 

imobilização por adsorção de lipases de Y. lipolytica em fibra de coco, estudou-se a 

cinética de adsorção e estabilidade térmica de extrato bruto e parcialmente 

purificado. Os dados obtidos para as fibras tratadas com H2O2 foram comparados 

com os resultados de imobilização em fibra natural. Frações parcialmente purificadas 

também foram imobilizadas em CNBr-agarose e octil-agarose e os dados de 

imobilização comparados. A técnica de imobilização e os estudos cinéticos foram 

conduzidos de forma semelhante ao conduzido para CALB, citados nos itens 4.6.1.1 

e 4.6.1.2, respectivamente.  

4.6.3 Parâmetros Cinéticos  

Os parâmetros cinéticos, Km e Vmáx, foram obtidos a partir dos estudos da 

velocidade da reação de hidrólise de p-nitrofenil laurato, em pH 7 e 37ºC, em função 

da concentração de substrato, que variou entre 0,05 e 3 mM, catalisada por lipase 

livre ou imobilizada. Neste trabalho, os ajustes lineares e não lineares foram 

realizados utilizando o software Origin versão 6.0. 

4.6.4 Estabilidade Térmica 

A estabilidade térmica foi avaliada incubando a lipase livre ou imobilizada em 

tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7) a 55ºC e a atividade de hidrólise de p-

nitrofenil laurato acompanhada com o tempo. A atividade enzimática de hidrólise no 

instante zero foi definida como sendo 100%. Em intervalos de tempo pré-

determinados, a atividade enzimática hidrolítica foi medida e expressa em 

percentagens da atividade inicial. Com base no perfil de desativação térmica, 

calculou-se as constantes de desativação térmica, o tempo de meia vida aparente e 

o fator de estabilização, sendo este último dado pela Equação 4.14. 

Fator de estabilização (F) = ( )
( )S

I

Et
Et

2/1

2/1                         (4.14) 

sendo ( )IEt 2/1  o tempo de meia vida aparente da enzima imobilizada e ( )SEt 2/1  o 

tempo de meia vida aparente da enzima solúvel. 
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Para a obtenção das constantes de desativação térmica das enzimas 

imobilizadas, utilizou-se o modelo proposto por Henley e Sadana (1985) citado por 

Arroyo, Sanchez-Montero e Sinisterra (1999) para a desativação térmica de enzimas 

com perfil de decaimento exponencial duplo. O modelo baseia-se na existência de 

três estados para a enzima estudada: 

 

 

sendo k1 e k2 os coeficientes de desativação de primeira ordem. Considerando-se A 

como a atividade residual, em percentagem, tem-se que: 
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sendo: 

α1 a taxa de atividade específicas entre o estado E1 e o estado inicial E e 

α2 a taxa de atividade específicas entre o estado E2 e o estado inicial E. 

Como a atividade residual (A) varia de 0 a 100, o tempo de meia vida aparente (t1/2) 

foi calculado pela Equação 4.15 considerando A = 50.  

Quando se observou perfil de desativação tipo decaimento exponencial 

simples, a Equação 4.15 pôde ser simplificada, e a constante de desativação térmica 

(k1) foi obtida segundo a Equação 4.12. : 
tkeA 1

1
−=α                      (4.19) 

sendo 1α  a taxa de atividade específica E1/E e A a atividade enzimática após um 

certo tempo (t) de incubação na temperatura estudada, em percentagem. E o tempo 

de meia vida aparente (t1/2) foi calculado pela Equação 3.18 considerando A = 50.  

4.6.5 Estabilidade Operacional 

A estabilidade operacional da lipase imobilizada foi realizada submetendo 0,3 

g de derivado a subseqüentes ciclos reacionais de hidrólise de p-nitrofenil laurato a 

pH 7 e 37ºC. Ao fim de cada batelada, o derivado foi filtrado, lavado com 10 mL de 

E   →   E1   →   E2 k1 k2 
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solução tampão fosfato 100 mM pH 7 e submetido à secagem a vácuo por 10 

minutos. Caso o uso em um novo ciclo não fosse logo após a recuperação, o 

derivado era estocado sob refrigeração a 8ºC.  

4.7 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DOS BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS 
OBTIDOS NA PRODUÇÃO DE BIODIESEL 

Com o intuito de avaliar o potencial dos biocatalisadores imobilizados obtidos 

no presente trabalho, testes de transesterificação de óleo ácido de macaúba com 

etanol para obtenção de biodiesel foram realizados. Para tanto, uma mistura de óleo 

ácido de macaúba e etanol (3:1 p/p) e 10% (p/p) de biocatalizador foi mantida a 

35°C e 80 rpm, durante 72h (NASCIMENTO et al., 2008). Após a reação, a enzima 

foi recuperada por filtração, lavada com tampão pH 7 e seca sob vácuo. A glicerina 

produzida como subproduto foi facilmente separada por gravidade. A conversão foi 

calculada pela diferença de concentração dos triglicerídeos. O teor de triglicerídeos 

foi quantificado utilizando reativo enzimático da LABORLAB.  
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5 CARACTERIZAÇÃO E TRATAMENTO DA SUPERFÍCIE DA 
FIBRA DE COCO VERDE  
5.1 CARACTERIZAÇÃO DA FIBRA DE COCO VERDE  

Em função das possíveis diferenças provocadas pela origem e tempo de 

maturação do coco verde (ARAGÃO et al. 2002; van DAM et al., 2004), e sabendo-

se da heterogeneidade do material utilizado neste estudo, haja vista que o mesmo é 

um resíduo, verificou-se a necessidade de se estudar as características do material 

a ser de fato utilizado. A fibra de coco verde natural foi caracterizada quanto suas 

propriedades químicas (teor de lignina, celulose e holocelulose; FTIR; XPS), 

morfológicas (através de microscopia eletrônica de varredura, microscopia ótica e 

BET), de resistência (TGA), bem como a relação da característica 

hidrofóbica/hidrofílica.  

5.1.1 Estudos Morfológicos da Fibra  

5.1.1.1 Determinação do diâmetro médio das fibras 

Visualmente, é possível detectar diversidade no material utilizado, no que diz 

respeito ao diâmetro da fibra. Uma análise visual do material em um microscópio 

ótico Nikon SMZ800, com aumento de 10 x no material analisado (Figura 5.1), 

mostra de forma mais nítida esta observação.  

 
Figura 5.1 – Imagem de uma amostra de fibra de coco verde, obtida com aumento 

de 10 x, mostrando a sua heterogeneidade em relação ao diâmetro das fibras. 
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A fim de determinar o diâmetro médio da amostra de fibra de coco verde 

natural, vinte fotos de universos amostrais semelhantes ao apresentado na Figura 

5.1 foram obtidas. Para cada universo amostral, realizaram-se, no mínimo, três 

medições de valores de diâmetro em cada fibra presente. Os valores de diâmetro 

medidos variaram de 0,069 a 0,495 mm, sendo o valor médio de todas as amostras 

de 0,157 ± 0,087 mm. Em uma mesma fibra, pôde-se observar um diâmetro médio 

de 0,161 ± 0,083 mm, o que mostra grande irregularidade na sua formação (Figura 

5.2).  

Além destas irregularidades, outra característica da fibra de coco que 

contribui para essa variação nos valores de diâmetro observados para uma mesma 

amostra é a sessão transversal de formato oval (Figura 5.3). Esta variação nos 

valores de diâmetro também foi detectada por Silva et al. (2000), com diâmetro 

médio de 0,337 ± 0,055 mm, sendo possível observar valores de 0,269 e 0,419 mm 

para o diâmetro de uma única fibra. Em fibras de coco oriundas de frutos colhidos no 

Brasil, Satyanarayana et al. (2007) reportaram diâmetros variando de 0,040 a 0,400 

mm enquanto que Tomczak et al. (2007) observaram fibras de coco verde com 

diâmetro variando entre 0,060 e 0,450 mm. 

 

Figura 5.2 – Imagem de uma amostra 
de fibra de coco verde mostrando a 
sua heterogeneidade em relação ao 
diâmetro na sessão transversal de 

uma única amostra de fibra. 

Figura 5.3 – Imagem da sessão 
transversal de uma fibra de coco verde 
obtida com aumento de 350 x através 
de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). 
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As fibras de coco, provenientes da casca do coco verde, são parte do 

esclerênquima, tecido vegetal responsável pela sustentação, que junto a outros 

tecidos compõe o fruto do coqueiro. Fisicamente, cada célula de fibra é constituída 

por parede primária, parede secundária, parede terciária e lúmen. As paredes das 

células consistem de várias camadas de estrutura fibrilar, as quais são arranjadas 

em espirais com ângulo variável em relação ao eixo da célula (ESAU, 1974). Para a 

fibra de coco, valores deste ângulo microfibrilar têm sido reportados entre 51 e 30º 

(SATYANARAYANA et al., 2007). Esta variação angular na formação de sua 

estrutura faz com que a fibra de coco não seja reta e apresente irregularidades em 

sua estrutura, como observado na Figura 5.2.  

5.1.1.2 Aspectos morfológicos da superfície das fibras 

Além do diâmetro, a superfície da fibra de coco como um todo é bastante 

heterogênea, podendo-se observar porções bastante lisas e outras bem rugosas 

numa mesma amostra (Figura 5.4). Isto é decorrente da distribuição irregular da 

camada de cera, ácidos graxos e seus produtos de condensação depositados sobre 

a superfície da fibra. Tal camada, em condições pontuais, pode inclusive ocorrer de 

forma densa em um pequeno espaço (Figura 5.5).  

Figura 5.4 – Imagem de uma fibra 
natural, obtida com aumento de 500 x, 
mostrando a superfície heterogênea. 

Figura 5.5 – Imagem de uma fibra 
natural, obtida com aumento de 1000 x, 

mostrando um excesso de cera de 
forma irregular na superfície da fibra. 
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A presença de pontuações areoladas, sendo algumas de cavidade mais 

profundas e outras bem superficiais também foi observada (Figura 5.6). Tal 

formação é característica de células de fibra tipo fibrotraqueídeos (ESAU, 1974). 

Contudo, pontuações típicas de fibra libriforme também são observadas (Figura 5.6). 

O que mostra que a fibra de coco apresenta tecido fibroso bastante heterogêneo, 

diferente de fibras de curauá e de bucha, as quais não apresentam fibrotraqueídeos 

(D´ALMEIDA, 2007). Tais pontuações ligam o lúmen da célula à superfície além de 

funcionar como um canal excretor, através do qual ceras, ácidos graxos e seus 

produtos de condensação são secretados. Tais materiais excretados podem juntar-

se formando protuberâncias observadas principalmente junto às pontuações 

areoladas (Figura 5.6). 

 

 
Figura 5.6 – Imagem da superfície de fibra de coco verde, obtida com aumento de 

350 x, mostrando a presença de pontuações e protuberâncias na fibra natural.  
 
 

Ainda referente à superfície, a análise microscópica de uma amostra de fibra 

natural, isenta de qualquer tratamento e/ou lavagem, mostrou a presença de 

partículas sólidas aderidas à fibra (Figura 5.4). Tais partículas são, principalmente, 

frações de pó de coco e cristais salinos, detectadas através da lavagem e de análise 

de condutividade elétrica da água de lavagem (condutividade elétrica da água de 

lavagem em torno de 4,7 dS/m). Após uma intensa lavagem com água, observou-se 
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o desaparecimento dos resíduos sólidos anteriormente presentes na superfície da 

fibra (Figura 5.7), proporcionando um leve aumento no valor do pH da superfície de 

4,5 para 5,0. Embora a lavagem com água tenha sido eficiente na remoção das 

partículas sólidas e salinas, não foi suficiente para retirar as protuberâncias 

formadas de ceras e ácidos graxos. 

 

 
Figura 5.7 – Imagem da superfície de uma fibra de coco verde lavada com água, 

obtida com aumento de 350x. 
 
 

5.1.1.3 Área superficial  

A análise de adsorção de nitrogênio apresentou uma área superficial de 0,9 

m2/g para a fibra de coco verde. Este valor é um pouco mais baixo do que o 

reportado por Phan et al. (2006), 1,33 m2/g, para fibra de coco maduro. Comparando 

a fibra de coco com outros resíduos agroindustriais como casca de arroz e bagaço 

de cana, esta possui menor área superficial específica (RAMÍREZ-LÓPEZ et al., 

2003).  

5.1.1.4 Densidade  

Materiais lignocelulósicos são caracterizados por ter baixa densidade, em 

geral entre 400 a 1500 kg/m3 (SATYANARAYANA et al., 2007). No presente estudo, 

a fibra de coco verde apresentou densidade de 825 kg/m3, valor mais baixo do que o 

encontrado em outros estudos que variam entre 1390 a 1520 kg/m3 



Capítulo 5 – Caracterização e Tratamento da Superfície da Fibra de Coco Verde 
 

 73

(SATYANARAYANA et al., 2007). Variações do tecido vegetal provocado pelos 

cultivares ao qual pertencem as amostras podem influenciar nessa variação. 

5.1.2 Caracterização Química 

 O estudo da composição química de fibras de coco tem sido reportado na 

literatura. Todavia, sabendo-se que a composição da fibra de coco varia com a idade 

do fruto (van DAM et al., 2004) e com a variedade da espécie (ARAGÃO et al., 

2000), a caracterização química do material a ser utilizado como suporte neste 

trabalho faz-se necessária.  

5.1.2.1 Teor de lignina, celulose e hemicelulose 

Os teores de lignina, celulose e hemicelulose na fibra de coco verde obtidos 

no presente trabalho são apresentados na Tabela 5.1. O teor de lignina total foi de 

43,14%, valor dentro da faixa esperada para fibra de coco, entre 38 – 51,3% (van 

DAM et al., 2004; SATYANARAYANA et al., 2007). Junto com as fibras de piaçava 

(teor de lignina entre 48 e 50%), as fibras de coco destacam-se por apresentarem 

maior teor de lignina dentre as fibras lignocelulósicas (van DAM et al., 2004; 

D’ALMEIDA, 2007; SATYANARAYANA et al., 2007). 

Tabela 5.1 – Teores de lignina, celulose e hemicelulose para a fibra de coco verde. 
 

Parâmetro Valor 

Lignina Klason Solúvel 2,92 % (6,73 ± 1,00 mg/L) 

Lignina Klason Insolúvel 40,22 ± 5,79 % 

Celulose 45,93 ± 1,50 % 

Holocelulose 82,11 ± 3,21 % 

Hemicelulose 36,18 % 
 

 Os experimentos de quantificação de holocelulose indicaram que 82,11% da 

fibra de coco verde são formados por hemicelulose e celulose. Considerando que o 

teor de celulose foi de 45,93%, teríamos um valor estimado de hemicelulose de 

36,18%, valor bastante próximo da faixa observada na literatura, 14 a 30% 

(SATYANARAYANA et al., 2007). Contudo, a soma do percentual dos teores de 

hemicelulose, celulose e lignina é superior a 100%. Como a lignina está presente 
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não só na superfície da fibra como também no interior desta, durante a determinação 

do teor holocelulose, as condições experimentais usadas podem não ter favorecido 

a deslignificação completa da amostra mostrando uma massa final além do 

esperado. Diante desta questão, optou-se por desconsiderar os valores de 

hemicelulose, além de não referenciá-los nos estudos de tratamento da superfície. 

Os valores de lignina e celulose obtidos durante este estudo apresentam-se 

dentro da faixa reportada para fibra de coco verde em diferentes maturações, para 

diferentes variedades de coqueiro (ROSA et al., 2007). Comparando com dados da 

variedade Anão Verde de Jequi (AVEJ) – a qual é a mais encontrada no Ceará (local 

de origem das fibras estudadas neste trabalho) – observou-se que os teores de 

lignina e celulose são semelhantes aos obtidos para as fibras de coco de 7 meses. 

Considerando que o coco verde destinado a venda de água é coletado com 6 a 8 

meses de idade, é possível que as cascas usadas para obtenção da fibra sejam, em 

maioria, oriundas de cocos de 7 meses.  

5.1.2.2 Espectroscopia no infravermelho (FTIR) 

 Materiais lignocelulósicos de um modo geral possuem como característica 

comum a presença de vibrações de ν(OH), ν(C–H), δ(C–CH3), C=C, ν(C=O) e C–O, 

o que pode ser observado em diversos espectros de fibra de piaçava (D’ALMEIDA, 

2007; SATYANARAYANA et al., 2007), curauá (D’ALMEIDA, 2007), bucha 

(D’ALMEIDA, 2007), sisal (HERRERA-FRANCO e VALADEZ-GONZÁLEZ, 2005), 

fibra de coco (van DAM et al., 2004) e em pó de coco in natura (MACEDO, 2005).  

A Figura 5.8 apresenta o espectro no infravermelho relativo à fibra natural de 

coco verde. Nas proximidades de 3.344 cm-1, um pico largo e intenso pode ser 

visualizado. Este sinal é observado em todos os espectros de fibras lignocelulósicas 

(ROUT et al., 2000; HERRERA-FRANCO e VALADEZ-GONZÁLEZ, 2005; 

SATYANARAYANA et al., 2007), já que ele é característico da vibração axial das 

hidroxilas da celulose, ν(OH). As bandas características dos grupos metil e metileno 

são ocasionadas pelo estiramento em 2893 cm-1, ν(C–H), e em 1373 cm-1, δ(C–

CH3). Vibrações da estrutura C=C de aromáticos e alifáticos são evidenciadas a 

1604 cm-1, mas, segundo van DAM et al. (2004) bandas a aproximadamente 1130 e 

1600 cm-1 são características de lignina tipo guaiacil-siringil, típica de plantas 

monocotiledôneas, como é o caso do coqueiro. Sinais de hemiacetal devido aos 



Capítulo 5 – Caracterização e Tratamento da Superfície da Fibra de Coco Verde 
 

 75

carbonos anoméricos em 1728 cm-1 também são visíveis, ν(C=O). Segundo Macedo 

(2005), a presença de bandas entre 1517 e 1447 cm-1 são atribuídas aos 

estiramentos ν(C=C) de grupos aromáticos isolados da lignina. Na fibra de coco 

verde analisada, estas bandas encontram-se deslocadas para 1508 a 1423 cm-1. 

Entre 1370 e 1390, absorção referente à deformação simétrica e assimétrica da 

ligação C-H em grupos de celulose e da hemicelulose são reportadas (D’ALMEIDA, 

2007), sendo tal banda apresentada em 1373 cm-1 no espectro da fibra de coco. 

Vibrações ν(C–O) de ésteres, éteres ou grupos fenóis são observadas em 1238 cm-

1. Bandas referentes à deformação axial simétrica da ligação C–O–C de grupos 

metoxila e de deformação da ligação C–O presente na celulose, hemicelulose e, em 

menor contribuição, lignina são observadas em 1029 cm-1. Vibrações de CHn de 

alifáticos ou aromáticos presentes em carboidratos e lignina provocam bandas entre 

700 e 900 cm-1. 
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Figura 5.8 – Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) da fibra de coco verde. 
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5.1.3 Resistência Térmica da Fibra 

 Uma das características importantes na escolha de materiais como suporte de 

imobilização é a resistência desse material. Desta forma, a degradação térmica das 

fibras de coco verde quando submetidas a uma variação de temperatura de 30 a 

650ºC foi avaliada por termogravimetria. Observou-se que a perda de massa da 

amostra ocorreu de forma gradativa, apresentando três picos relevantes a 60ºC, 

268,8ºC e 310ºC. A perda de 4,79% de massa em baixas temperaturas (< 100ºC), 

com pico a 60ºC, pode ser atribuída à perda de água na forma de umidade 

absorvida ou água combinada. Este valor é semelhante àqueles reportados para 

fibras de coco com 7 meses de idade, 4,13% – 4,97% (ROSA et al., 2007), e 

próximo ao determinado para fibra de coco verde também originada de resíduo da 

agroindústria, 5,4% (TOMCZKA et al., 2007). Comparando este valor com o 

observado para outras fibras, piaçava (8,2%), bucha (9,4%) e juta (10,2%) 

(D’ALMEIDA, 2007), tem-se que a fibra de coco é menos hidrofílica. O alto teor de 

lignina é um dos fatores que contribui para esta maior hidrofobicidade.  

 A degradação térmica, para as fibras lignocelulósicas, ocorre na faixa entre 

220 e 550ºC. A hemicelulose, devido à sua natureza predominantemente amorfa, se 

decompõe entre 220 – 310ºC, enquanto que a celulose se decompõe entre 310 – 

360ºC. A lignina se decompõe em uma larga faixa de temperatura, 200 a 500ºC 

(ALVAREZ e VÁZQUEZ, 2004). A perda de 28,82% de massa observada a 268,8ºC 

para a fibra de coco pode ser atribuída principalmente à decomposição térmica da 

hemicelulose, embora a ruptura das ligações glicosídicas das moléculas de celulose 

e das ligações α e β aril-alquil-éter originadas das reações de degradação da lignina 

também contribuam para a perda de massa observada (D’ALMEIDA, 2007). A faixa 

do primeiro pico de perda de massa observado por ROSA et al. (2007) foi entre 150 

e 300ºC, com perda de massa entre 24,50 e 26,25% para fibras de coco da 

variedade AVEJ, enquanto que Tomczak et al. (2007) observaram 19,6% de perda 

de massa a 259,2ºC. As diferenças entre os percentuais de perda de massa para a 

região da hemicelulose são pouco expressivas, principalmente no que se refere às 

fibras da variedade AVEJ. Os deslocamentos nas faixas de temperatura de 

decomposição podem estar relacionados às diferenças nos fluxos de gás e na taxa 

de aquecimento utilizada durante a execução das análises.  
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Entre 300 e 420ºC observa-se nova degradação térmica, sendo o pico de 

perda de massa de 47,42% observado a 310ºC. Estes valores de degradação 

térmica para as fibras de coco verde estudada no presente trabalho são similares 

aos reportados por Rosa et al. (2007) e Tomczak (2007), 35,3% – 46,6% entre 300 e 

400ºC e 40,1% a 313,4ºC, respectivamente. As similaridades entre os resultados de 

termogravimetria para diferentes amostras de fibra de coco verde indicam 

composição química próximas entre as amostras, o que pôde ser observado no item 

5.1.2. Além disso, o valor de 370ºC observado no pico da curva de derivada da 

termogravimetria (DTG) está de acordo com o valor reportado para a decomposição 

térmica da celulose em fibra de juta e de piaçava (D’ALMEIDA, 2007). Comparando 

as temperaturas de degradação inicial de outras fibras, tem-se que a fibra de coco é 

mais estável que a fibra de piaçava, bucha, sabai e palha de trigo (D’ALMEIDA et al., 

2006; SATYANARAYANA et al., 2007). 

Entre 400 e 500ºC ainda observa-se 8,9% de perda de massa, decorrentes 

dos resíduos de lignina ainda presentes. Contudo, acima de 500ºC, a carbonização 

ocorre com alta perda de massa, mostrando uma massa residual de 

aproximadamente 18% ao fim do processo. Esta massa residual pode estar 

associada com a presença de sílica, reportada para a fibra de coco (TOMCZAK et 

al., 2007; SELVAM et al., 1998) e outras fibras naturais (SATYANARAYANA et al., 

2007). 

5.1.4 Espectroscopia Fotoeletrônica de Raio-X (XPS) 

 A análise de espectroscopia de fotoeletrônica de raio-x mostrou a presença 

de silício e cálcio na superfície da fibra de coco verde lavada. Além desses 

compostos, Jústiz-Smith et al. (2008) encontraram em pó de coco a presença de 

alumínio, sódio e manganês. A presença desses elementos traços, embora possam 

lhe conferir propriedades interessantes, em grande percentual, pode lhe 

proporcionar maior fragilidade. Dentre os materiais lignocelulósicos mais estudados, 

a fibra de coco possui uma elevada quantidade no teor de sílica (1,1%), embora o 

mais alto percentual tenha sido observado na cana.  

5.1.5 Natureza Hidrofóbica/Hidrofílica da Superfície da Fibra 

 Resultados do item 5.1.2 e dados da literatura mostram que a fibra de coco é 

composta por celulose, hemicelulose e lignina. Embora a celulose e a hemicelulose 
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tragam um caráter hidrofílico a este material, a presença de lignina e outras 

substâncias hidrofóbicas em sua superfície faz com que ele também apresente um 

caráter hidrofóbico. Assim, buscando quantificar a relação hidrofílica/hidrofóbica do 

suporte, análises de molhabilidade foram realizadas.  

O estudo de molhabilidade foi realizado com base no método de ascendência 

por capilaridade. No estudo de superfícies de fibras, como observado por Topalovic 

et al. (2007), a geometria do sistema de capilaridade é desconhecida e não há como 

aplicar a equação de Washburn para um único capilar (Equação 5.1). Contudo, 

como 2

2
Ar

 (fator que reflete a geometria do capilar) e 2σρ
η  (fator que reflete as 

propriedades do líquido estudado) são constantes, podemos analisar os resultados 

obtidos com base na relação ângulo de contato e força peso observada.  

t
m

Ar

2

22

2cos
σρ
ηθ =                                                                                         (5.1) 

onde:  

θ  é o ângulo de contato solvente-superfície; 

A  é área da sessão transversal; 

r  é o raio do capilar;  

η  é a viscosidade do líquido; 

σ  é a tensão superficial do líquido; 

ρ  é a densidade do líquido; 

m  é o peso do líquido que penetra no capilar; 

t  é o tempo de penetração. 

A Figura 5.9 mostra a força peso no sistema resultante da interação fibra-

solvente, a qual está diretamente relacionada à tensão superficial. Quanto maior a 

tensão superficial, maior a molhabilidade, o que implica numa maior interação entre 

a fibra e o solvente estudado. O valor de equilíbrio da força do sistema foi de 7,3 mN 
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para água, sendo este valor atingido próximo a 150 segundos, enquanto que o 

equilíbrio para o hexadecano foi de 6,2 mN após 70 segundos. Com base nestas 

informações, é possível afirmar que, embora a fibra de coco possua sítios hidrofílicos 

e hidrofóbicos, a quantidade de sítios hidrofílicos é maior. O caráter hidrofílico da 

fibra de coco é menos intenso do que a maioria dos materiais lignocelulósicos haja 

vista esta possuir um dos maiores teores de lignina e apresentar ceras em sua 

superfície. Dependendo da aplicação do material, este caráter anfifílico pode ser 

importante. No caso de suportes para a imobilização de lipases, por exemplo, um 

equilíbrio das duas características é essencial (AL-DURI e YONG, 2000). Embora o 

caráter hidrofóbico promova uma imobilização mais forte entre lipase e suporte e 

facilite a partição do solvente (no caso de reações em meio orgânico), caso sua 

intensidade seja elevada, este pode gerar um impedimento estérico para atuação 

das lipases imobilizadas e/ou reduzir a partição do substrato frente ao sítio catalítico, 

no caso de substratos longos ou hidrofílicos (MATEO et al., 2007).  
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Figura 5.9 – Teste de molhabilidade da fibra de coco verde em água e em 
hexadecano. 
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5.2 INFLUÊNCIA DE TRATAMENTOS QUÍMICOS NAS CARACTERÍSTICAS DA 
FIBRA 

Frente à necessidade de realizar um tratamento eficiente quanto à remoção 

das impurezas presentes na superfície da fibra e aumento da área superficial, 

avaliou-se o uso de substâncias como peróxido de hidrogênio, hipoclorito de sódio e 

hidróxido de sódio no tratamento químico da superfície da fibra de coco verde, bem 

como a influência destes tratamentos no processo de imobilização.  

5.2.1 Mudanças Morfológicas Provocadas pelos Tratamentos Químicos 

 O primeiro aspecto a ser analisado no tratamento químico das fibras é o seu 

efeito sobre aspectos da morfologia e da superfície. A Figura 5.10 mostra imagens 

das fibras estudadas obtidas a partir de uma lupa. O tratamento apenas com 

hipoclorito de sódio aparentemente não promoveu mudanças sobre a fibra de coco 

(Figura 5.10b). Através de microscopia eletrônica de varredura (MEV), observaram-

se grandes similaridades da superfície da fibra tratada com a natural, apresentando 

um resultado não uniforme para alguns cortes analisados (Figura 5.11a). Embora em 

menor quantidade frente a uma amostra de fibra natural, a presença de 

protuberâncias formadas provavelmente de resíduos de ceras e ácidos graxos nas 

amostras de fibra obtidas a partir desse tratamento ainda se dá em grandes 

concentrações (Figura 5.11b). Reyes et al. (1998), em seus estudos com a casca de 

arroz, obtiveram um material uniformemente modificado, apesar de que, 

visualmente, o tratamento se deu de forma branda. 

Já o tratamento de hipoclorito de sódio seguido de tratamento com hidróxido 

de sódio, mostrou um desfibrilamento provocado, provavelmente, pela remoção de 

parte da hemicelulose e lignina que interligam as fibrilas formadoras das fibras 

(Figura 5.10c). Este desfibrilamento pode ser melhor observado através de MEV 

(Figura 5.12). Comparando a superfície de fibras obtidas a partir desse tratamento 

com fibras naturais ou tratadas apenas com hipoclorito de sódio, puderam-se 

observar resíduos de cera e ácidos graxos em quantidades bem menores (Figura 

5.13). Além disso, enquanto o tratamento com hipoclorito de sódio preservou em 

grande maioria as pontuações areoladas, o uso de hipoclorito de sódio seguido de 

hidróxido de sódio removeu grande parte dessas estruturas, deixando a superfície 

da fibra mais ondulada (Figuras 5.12 e 5.13). Esta remoção mais eficiente de células 

parenquimáticas também foi observada em estudos que utilizaram apenas hidróxido 
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de sódio (ROUT et al., 2000; MARTINS et al., 2004). Fazendo um paralelo com o 

tratamento realizado por Silva et al. (2000), que submeteram a fibra de coco a uma 

solução 5% de NaOH por 72 horas, constatou-se que os resultados obtidos pelos 

autores são semelhantes aos encontrados para o tratamento aqui proposto apenas 

com hipoclorito de sódio, apresentando uma morfologia mais heterogênea. Tais 

resultados mostraram que o tratamento misto foi mais eficiente na remoção de 

impurezas e modificação da superfície da fibra. 

(a)
 

 

(b) 
 

 

(c)
 

 

(d) 
 

Figura 5.10 – Imagens das fibras de coco verde natural (a) e fibras tratadas 
com hipoclorito de sódio (b), hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio (c) ou 

peróxido de hidrogênio (d) obtidas a partir de uma lupa, com aumento de 10 x. 
 

  
Figura 5.11 – Imagens de fibra de coco tratada com hipoclorito de sódio 
mostrando em detalhes o tratamento não uniforme (a) e a presença de 

protuberâncias (b). 

(a) (b)
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Figura 5.12 – Imagem da fibra de coco 

tratada com hipoclorito de sódio e 
hidróxido de sódio, mostrando 

desfibrilamento da mesma (aumento 
de 150 x). 

Figura 5.13 – Imagem da fibra de coco 
tratada com hipoclorito de sódio, 

mostrando protuberâncias, aumento 
de 150 x. 

 
A fibra obtida por oxidação com peróxido de hidrogênio apresenta uma cor 

amarela clara, aspecto visual bem distinto das demais, que variam entre tonalidades 

de marrom (Figura 5.10d). Tanto a oxidação por reagentes clorados (BRASILEIRO 

et al., 2001) quanto por peróxido de hidrogênio (REYES et al., 1998) são bastante 

utilizadas no processo de branqueamento de fibras. Todavia, o tratamento com 

peróxido de hidrogênio foi mais eficiente na remoção dos pigmentos existentes na 

fibra de coco, o que promoveu esta mudança na coloração. Também, dos três 

tratamentos estudados, este foi o mais eficiente na remoção dos resíduos de ceras e 

ácidos graxos (Figuras 5.14 e 5.15). Em boa parte das amostras analisadas, as 

pontuações areoladas foram preservadas (Figura 5.14) embora em algumas partes, 

onde se estima que o ataque químico tenha sido mais forte, estas foram deformadas 

tornando a superfície das fibras mais lisas (Figura 5.15). 

  
Figura 5.14 – Imagem da fibra tratada 
com peróxido de hidrogênio mostrando 

pontuações areoladas, aumento de 
500 x. 

Figura 5.15 – Imagem da fibra tratada 
com peróxido de hidrogênio mostrando 

deformação nas pontuações 
areoladas, aumento de 1.000 x. 
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Embora as reações tenham sido conduzidas sob agitação constante, fazendo 

uso de fibras curtas, ~ 2 mm, os três tratamentos apresentaram superfícies finais 

heterogêneas. A não uniformidade obtida neste estudo deve-se, provavelmente, a 

distribuição heterogênea das impurezas observada no item 5.1.1.2, mostrando que 

um leve aumento na concentração dos reagentes e/ou no tempo de exposição deve 

ser avaliado para obtenção de fibras mais uniformes e totalmente isentas de 

impurezas. 

Os resultados da determinação do diâmetro e da área superficial para as 

fibras naturais e tratadas são apresentados na Tabela 5.2. O tratamento com 

NaOCl/NaOH foi o único que teve um efeito real sobre a área superficial. O aumento 

da área superficial promovido pelo tratamento com NaOCl/NaOH foi devido ao 

desfibrilamento observado em alguns pontos da fibra, especialmente nas pontas 

(Figura 5.12). Embora se tenha um ganho de 2,3 vezes frente ao valor da fibra 

natural, este aumento não é representativo diante do que se pode obter com fibras 

de coco carbonizadas e ativadas, 534 e 1088 m2/g (PHAN et al., 2006). Quanto ao 

diâmetro médio das fibras, pode ser observada tanto para fibras naturais quanto 

para fibras tratadas uma dispersão natural de valores. Esta variação nos valores dos 

diâmetros foi também observado por Silva et al. (2000), com valores de máximo e 

mínimo de 419 e 269 µm, respectivamente, e um diâmetro de 337 ± 55 µm para o 

diâmetro de uma única fibra. Diferentes estudos têm reportado diâmetro médio na 

faixa de 40 a 400 µm para fibras de coco de cultivares brasileiro (SATYANARAYANA 

et al., 2007). Tipo de planta, características do solo e condições climáticas podem 

ser a causa desta variação nos valores de diâmetro. Tratamentos químicos com 

NaOCl ou H2O2 não foram capaz de mudar o diâmetro da fibra de coco. Contudo, o 

tratamento com NaOCl/NaOH causou uma significante redução no diâmetro médio 

para um terço do valor da fibra natural. 
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Tabela 5.2 – Diâmetros das fibras naturais e tratadas. 
  

Área Diâmetro médio (µm) 
Fibra Superficial 

(m2/g) Máximo Mínimo Média Desvio Padrão

Natural 0,90 495 69 157 87 

NaOCl 0,95 495 69 148 92 

NaOCl/NaOH 2,10 165 7 44 28 

H2O2 1,12 511 103 153 58 

 

5.2.2 Efeitos dos Tratamentos nas Características Químicas 

 A quantidade de celulose e constituintes não celulósicos em uma fibra 

determina sua estrutura e propriedades e influencia na quantidade de umidade 

(REDDY e YANG, 2005). Na Tabela 5.3, a influência dos tratamentos químicos na 

densidade e alguns constituintes químicos é reportada. Dos três tratamentos 

estudados, apenas o tratamento com hipoclorito de sódio seguido de hidróxido de 

sódio influenciou o teor de celulose e a densidade, apresentando um significativo 

aumento para ambos os fatores estudados. Este tratamento misto possui teor de 

hipoclorito de sódio mais elevado do que o outro tratamento estudado, com baixa 

concentração de hipoclorito de sódio em sistema aquecido. O uso do hipoclorito de 

sódio em maior concentração seguido de hidróxido de sódio pode ter contribuído 

para a remoção de lignina e, principalmente, de hemicelulose, o que pode ser 

confirmado pelo desfibrilamento observado no item 5.2.1 (Figura 5.12). As análises 

de FTIR (Figura 5.16) também mostram a redução da hemicelulose nas fibras 

tratadas com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio. Bandas características de 

hemicelulose presentes em torno de 1728 cm-1 na fibra de coco verde natural, não se 

encontram nas fibras tratadas. Este fenômeno também tem sido reportado em 

trabalhos que utilizaram apenas hidróxido de sódio no tratamento de superfícies de 

fibras (ROUT et al., 2000). Além de hemicelulose, parte da lignina presente também 

foi removida, como pode ser observado através do teor de lignina solúvel (Tabela 

5.3). A perda de lignina não é observada através das análises químicas devido ao 

seu elevado valor na fibra como um todo e ao fato dessa só ser atacada na 

superfície.  
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Tabela 5.3 – Composição química das fibras de coco naturais ou quimicamente 
tratada. 

 

Celulose Lignina Solúvel Lignina 
Insolúvel Fibra 

Densidade 
(kg/m3) 

(%) (%) (mg/L) (%) 

Natural 825 ± 18 45,93 ± 1,50 2,92 6,73 ± 1,00 40,22 ± 5,79 

NaOCl 790 ± 17 41,89 2,05 4,73 ± 0,46 45,23 ± 15,44 

NaOCl/NaOH 1057 ± 115 62,77 ± 5,90 1,41 3,25 ± 0,01 43,71 ± 11,40 

H2O2 804 ± 30 43,95 1,18 2,73 ± 0,02 41,55 ± 6,00 

Em tratamentos de superfície da fibra que utilizam hidróxido de sódio, a 

banda presente em torno de 1240 cm-1 na fibra natural desaparece e, em seu lugar, 

aparecem duas pequenas bandas a 1230 e 1200 cm-1. Os espectros das fibras 

tratadas com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio também apresentaram esta 

característica (Figura 5.16). A banda em 1238 cm-1 é referente às vibrações ν(C–O) 

de ésteres, éteres ou grupos fenóis atribuídas principalmente às ceras presentes no 

tecido epidérmico (HERRERA-FRANCO e VALADEZ-GONZALEZ, 2005). O 

desaparecimento desta banda pode representar a remoção dessas ceras. 

Nas fibras tratadas com peróxido de hidrogênio, o teor de lignina solúvel é 

reduzido significativamente (Tabela 5.2). Embora não tenha sido observada redução 

nos teores de celulose, o peróxido de hidrogênio tende a oxidar os grupos hidroxilas 

da celulose presentes na superfície. Este agente oxidante, quando em meio básico, 

forma o ânion hidroperóxido que reage com uma molécula não ionizada de peróxido 

formando radical hidroxila altamente reativo (ver equação 5.2), que oxida os grupos 

hidroxilas da celulose presente na fibra a grupos carboxilas, promovendo um suave 

potencial catiônico (REYES et al., 1998; SHUKLA e PAI, 2005). Esta oxidação pode 

ser confirmada pelo espectro das fibras tratadas com peróxido de hidrogênio (Figura 

5.16). Em 1728 cm-1, inicialmente o grupo C=O presente é oriundo de lignina e 

hemicelulose. Depois do tratamento, observou-se a formação de carboxilas, cuja 

vibração axial de C=O intensifica o pico. A banda presente em 1238 cm-1 no 

espectro da fibra tratada é intensificada pela presença dos grupos carboxilas 

formados, representando a vibração axial de O – C – C (BILBA et al., 2007).  

H2O2 + HOO- → HO* + O2
* + H2O                                 (5.2) 
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Figura 5.16 – Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) da fibra de coco verde natural, tratada com hipoclorito de sódio (NaOCl), 

hipoclorito de sódio seguido de hidróxido de sódio (NaOCl + NaOH) ou peróxido de 
hidrogênio (H2O2). 

 
 

Ainda quanto aos espectros das fibras de coco verde, entre 1370 e 1390 cm-1, 

absorção referente à deformação simétrica e assimétrica da ligação C-H em grupos 

da celulose e da hemicelulose são reportadas (D’ALMEIDA, 2007). Nos espectros 

das fibras tratadas com hipoclorito de sódio seguido de hidróxido de sódio e nas 

tratadas com peróxido de hidrogênio, as bandas referentes a estes comprimentos de 

onda apresentam-se mais acentuadas, o que pode ser um indicativo de uma maior 

exposição destas na superfície da fibra.  

A distribuição dos principais elementos que compõem a superfície da fibra 

foram obtidos por espectroscopia fotoelétrica de raio X (XPS). A concentração 

mássica das amostras na superfície foi obtida por integração numérica dos picos e 

são reportadas na Tabela 5.4. Os elementos principais detectados usando XPS 

foram carbono e oxigênio. Pequenas quantidades de nitrogênio, sílicio e cálcio 

também se encontram presentes nas fibras naturais. Celulose, hemicelulose e 

pectina possuem uma razão O/C de 0,83 enquanto lignina possui uma razão de 
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apenas 0,35 (SGRICCIA et al., 2008). Como a razão O/C das fibras de coco verde 

naturais e tratadas é inferior a 0,83, isto mostra que a superfície possui uma 

significante proporção de lignina e graxas. Quando tratadas quimicamente, 

observou-se um aumento na razão O/C para os três tratamentos o que indica uma 

maior exposição da celulose. O aumento da exposição da celulose na superfície da 

fibra permite que maior quantidade de grupos OH estejam acessíveis, facilitando a 

funcionalização da fibra com grupamentos epóxis e silanos, por exemplo, essencial 

no preparo de suportes para imobilização por ligação covalente. A presença de 

silício em materiais lignocelulósicos tem sido bastante reportada (ROSAS et al., 

2008). Sua presença promove maior estabilidade ao material. No presente trabalho, 

não só o XPS como também o FTIR, representados pelos picos 486 cm-1 (SiO2) e 

1122cm-1 (SiC), mostraram a presença deste na fibra de coco. Após os tratamentos 

químicos, as fibras apresentaram percentuais menores de silício frente à fibra 

natural, sendo essa diferença acentuada no tratamento com hipoclorito de sódio. 

Durante tratamento com NaOH, SiO2 é convertido a Na2SiO3 o que justifica a 

presença de sódio na fibra tratada com NaOCl/NaOH. 

Tabela 5.4 – Concentração mássica da superfície (%) determinada pela análise de 
XPS das fibras naturais e tratadas.  

 

Fibra C1s O1s N1s Si2p Ca2p Mg1s Cl2p Na1s O/C 

Natural 69,05 27,36 2,04 1,10 0,46 - - - 0,40 

NaOCl 59,89 34,43 1,32 0,39 0,13 0,96 2,89 - 0,57 

NaOCl/NaOH 63,39 30,41 0,86 0,97 0,29 0,19 0,30 3,60 0,48 

H2O2 65,01 33,23 0,81 0,78 0,17 - - - 0,51 

 

5.2.3 Efeitos na Resistência Térmica 

 O comportamento térmico das fibras de coco verde quimicamente tratadas foi 

avaliado através de análise termogravimétrica. Na Tabela 5.5 estão sumarizadas as 

principais informações obtidas a partir dos termogramas. A perda de massa atribuída 

à umidade absorvida ou à água combinada mostrou-se mais expressiva em fibras 

tratadas com NaOCl/NaOH (6,39 %). Este aumento no teor de água é fruto de uma 

maior exposição da celulose provocada por este tratamento. Fibras tratadas com 

H2O2 ou apenas com NaOCl tiveram uma leve redução nos teores de água. Isto 
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pode ser resultado da oxidação dos grupamentos hidroxilas presentes na superfície 

destas fibras, provocando uma pequena redução na hidrofilicidade destas. Em 

estudos de tratamento da superfície de fibras de piaçava, bucha e curauá com 

hidróxido de sódio, não foi observada mudança no caráter hidrofílico das fibras 

tratadas, mesmo em tratamentos com hidróxido de sódio a 15% (p/v) (D’ALMEIDA, 

2007). Embora a concentração de hidróxido de sódio utilizada no presente trabalho 

tenha sido de 10% (p/v), o uso deste após o ataque com hipoclorito de sódio é que 

foi responsável pelo possível aumento da hidrofilicidade das fibras tratadas por este 

método.  

Tabela 5.5 – Parâmetros termogravimétricos de fibras de coco verde natural e 
tratadas com peróxido de hidrogênio, hipoclorito de sódio 0,4% (v/v) 
ou hipoclorito de sódio 50% seguido de hidróxido de sódio. 

 

Tratamento 
Faixa de 

temperatura de 
degradação (ºC)

Pico de 
Máximo (ºC) 

Temperatura 
de“On set” 

(ºC) 

Perda de 
massa (%) 

Natural 30 – 100 50 - 4,79 

 220 – 340 310 268,8 28,82 

 340 – 500 370 310 47,42 

H2O2 30 – 80 50 - 3,53 

 220 – 340 315 274,1 27,86 

 340 – 500 400 312,4 43,27 

NaOCl 30 – 90 50 - 3,46 

 200 – 330 290 255,8 23,53 

 330 – 500 370 306,9 49,74 

NaOCl + NaOH 30 – 100 50 - 6,39 

 230 – 550 350 294,4 67,52 

 

O tratamento da fibra de coco verde com peróxido de hidrogênio promoveu 

uma elevação na temperatura de degradação térmica da fibra, o que indica um 

aparente aumento na estabilidade térmica. O contrário aconteceu com a fibra tratada 
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com hipoclorito de sódio 0,4% (v/v), cuja temperatura de degradação térmica sofreu 

redução, indicando um decréscimo na estabilidade térmica. 

 No caso de fibras tratadas com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio, o 

alto valor da temperatura de degradação térmica aparenta uma falsa estabilidade. 

Contudo, neste caso, tal aumento de temperatura é provocado pela ausência de 

teores de hemicelulose detectáveis no TGA, sendo a perda de massa causada, 

principalmente, pela degradação de celulose e lignina, o que justifica inclusive a 

ocorrência de apenas um pico para esta amostra. Como lignina e celulose iniciam 

seu processo de degradação apenas a 200 e 310ºC, respectivamente, picos nas 

curvas DTG só foram observados a 350ºC. Este fenômeno também foi reportado por 

D’Almeida (2007) ao estudar piaçava tratada com hidróxido de sódio a 15% (p/v).  

Ainda referente ao tratamento da fibra com hipoclorito de sódio e hidróxido de 

sódio, embora se tenha apenas um pico nas curvas DTG, a temperatura de “on set” 

foi um pouco mais baixa do que a da fibra natural. Maior estabilização de fibras 

lignocelulósicas após tratamento com hidróxido de sódio tem sido reportada 

(RAHMAN e KHAN, 2007; SATYANARAYANA et al., 2007) devido às mudanças na 

estrutura cristalina da celulose provocadas pelo uso de hidróxido de sódio. Contudo, 

Silva et al. (2000) também reportaram uma redução na estabilidade térmica após 

tratamento com hidróxido de sódio, embora a curva de DTG tenha apresentado dois 

picos. Os autores atribuíram esse decréscimo à concentração de NaOH utilizada 

(5%, p/v) e ao tempo de exposição (24, 48 e 72 h). Embora o tempo de exposição da 

fibra ao NaOH e sua concentração no presente trabalho sejam coerentes com os 

valores reportados nos trabalhos que tiveram a estabilidade térmica aumentada, este 

só foi adicionado após um tratamento prévio da fibra com hipoclorito de sódio. 

Assim, estudos utilizando apenas NaOH na fibra natural objetivando avaliar o efeito 

apenas deste reagente seriam necessários.  

5.2.4 Modificações na Natureza Hidrofóbica/Hidrofílica das Superfícies das 
Fibras 

Como expresso no item 5.1.4, a molhabilidade de uma fibra em um solvente 

pode ser discutida com base na relação ângulo de contato e força peso observada. 

As Figuras 5.17 e 5.18 mostram a força peso do sistema contra o tempo de contato 

observado para o sistema fibra-água e fibra-hexadecano, respectivamente.  
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Nos estudos de molhabilidade das fibras de coco em água (Figura 5.17), 

observou-se que a interação fibra – solvente variou levemente dependendo do 

tratamento químico aplicado. A interação fibra – água para as fibras naturais e 

tratadas com peróxido de hidrogênio foram iguais, com valores de 7,3 mN e 7,4 mN, 

respectivamente, para a força do sistema no equilíbrio. As fibras tratadas apenas 

com hipoclorito de sódio ou com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio 

apresentaram forças um pouco maiores no equilíbrio, 8,0 e 7,7 mN, 

respectivamente. Com base nestas informações, supões que as fibras tratadas 

apenas com hipoclorito de sódio ou com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio 

tornaram-se um pouco mais hidrofílicas do que a fibra natural. Isto era esperado 

principalmente para a fibra tratada com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio a 

qual, com base no que foi apresentado nos itens 5.2.1 e 5.2.2, apresenta celulose 

mais exposta na superfície. 

Em paralelo, nos estudos de molhabilidade das fibras de coco em 

hexadecano (Figura 5.18), observou-se que a interação fibra – solvente variou 

consideravelmente dependendo do tratamento químico aplicado. A interação fibra – 

hexadecano para as fibras naturais e tratadas com peróxido de hidrogênio foram 

similares, com valores de 6,2 mN e 6,1 mN, respectivamente, para a força do 

sistema no equilíbrio. Já as fibras tratadas apenas com hipoclorito de sódio ou com 

hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio apresentaram forças bem menores no 

equilíbrio, 5,5 e 4,3, respectivamente. Estes baixos valores de força no equilíbrio 

para as fibras tratadas com hipoclorito de sódio ou com hipoclorito de sódio e 

hidróxido de sódio são indícios de uma redução nos sítios hidrofóbicos provocada, 

principalmente, pela remoção de lignina. 
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Figura 5.17 – Teste de molhabilidade em água das fibras de coco verde natural ou 
tratadas. 
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Figura 5.18 – Teste de molhabilidade em hexadecano das fibras de coco verde 
natural ou tratadas. 

 Os estudos de molhabilidade das fibras de coco em água e em hexadecano 

mostraram que a fibra tratada com peróxido de hidrogênio não teve sua natureza 
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hidrofílica/hidrofóbica modificada. Contudo, as fibras tratadas apenas com hipoclorito 

de sódio ou com hipoclorito de sódio e hidróxido de sódio tiveram sua natureza 

hidrofílica/hidrofóbica modificada, tendo sido observado uma maior hidrofilicidade 

nestas. 

5.3 INFLUÊNCIA DOS TRATAMENTOS QUÍMICOS SEGUIDOS DE 
TRATAMENTO TÉRMICO SOB PRESSÃO NAS CARACTERÍSTICAS DA FIBRA 

Os estudos com tratamentos químicos mostraram-se eficientes na remoção 

das impurezas, preparando a superfície para a imobilização de enzimas. Contudo, 

como observado no item 5.2.1, o aumento da área superficial após os tratamentos 

não se mostrou significativo. Uma alternativa para aumentar esta área superficial 

seria a explosão por vapor, que devido a uma queda de pressão brusca geraria uma 

grande explosão no interior do material, provocando, dessa forma, uma maciça 

desagregação da estrutura lignocelulósica aumentando assim, a área superficial 

disponível para imobilização de enzimas. 

Nos experimentos realizados, utilizaram-se as fibras previamente tratadas de 

forma que a estrutura, ao fim do processo, já se encontrasse ausente de qualquer 

impureza. Nas condições possíveis de se trabalhar de forma “segura” numa 

autoclave, a auto-hidrólise (baseado nos ácidos próprios do material lignocelulósico) 

não foi aparentemente eficiente. Tanto as fibras mantidas a seco quanto as 

molhadas não sofreram qualquer alteração visual em sua estrutura, sendo 

necessário realizar estudos de BET para verificar se houve aumento na área 

superficial total. O alto teor de lignina e o provável baixo teor de ácidos devem ter 

contribuído para a resistência do material. Estudos desenvolvidos na Universidade 

Federal do Ceará pelo grupo GPBIO mostraram que, através do uso de altas 

concentrações de hidróxido de sódio (solução a 10M), foi possível realizar o 

cozimento à vapor em autoclave, promovendo alterações visuais no material. A 

metodologia usada foi baseada no trabalho desenvolvido por Vásquez et al. (2007). 

5.4 PROTOCOLO DE PREPARAÇÃO DA SUPERFÍCIE DA FIBRA PARA 
IMOBILIZAÇÃO 

Dentre os tratamentos químicos estudados, NaOCl/NaOH e H2O2 foram os 

mais eficientes no aumento de área superficial e remoção de impurezas, 

respectivamente. Contudo, as mudanças da superfície podem ter promovido 
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alterações na afinidade da enzima ao suporte. Logo, a fim de definir um protocolo de 

preparo da superfície da fibra, avaliou-se o comportamento da lipase CALB 

imobilizada por adsorção. 

A Tabela 5.6 mostra os parâmetros dos estudos de imobilização de lipase tipo 

B de Candida antarctica (CALB) em fibra de coco submetida a diferentes 

tratamentos. A imobilização ocorreu por adsorção, à temperatura ambiente, em 

banho finito por 2h, utilizando-se de CALB em tampão fosfato pH 7. Fazendo uma 

comparação entre a imobilização de CALB em fibra de coco lavada com água e as 

fibras tratadas quimicamente, observou-se que, o derivado de maior atividade, 

quantidade de proteína adsorvida e atividade recuperada foi aquele obtido com fibra 

tratada com H2O2. Além de ter proporcionado a obtenção de um derivado mais 

carregado e mais ativo, a fibra tratada com H2O2 tem como outros pontos positivos o 

fato de ser um suporte limpo, com características de molhabilidade e resistência 

térmica próximas à fibra natural e isento de elementos como Mg, Cl e Na na sua 

superfície. Diante destas características o tratamento da fibra com H2O2 foi escolhido 

como protocolo padrão de tratamento para os estudos de adsorção de CALB e LYL. 

Tabela 5.6 – Parâmetros do processo de imobilização por adsorção de CALB a pH 7 
em fibra de coco natural ou tratada, após 2h de contato, com carga 
oferecida de 15 U por g de suporte. 

 

Parâmetros Natural H2O2 NaOCl NaOCl/NaOH 

Atividade no 
derivado (U/kg de 

suporte) 
695 ± 34 1230 ± 51 931 ± 83 470 ± 20 

Proteína total 
adsorvida (µg/g de 

suporte) 
125 ± 23 230± 17 136 ± 12 140 ± 27 

Rend. de 
imobilização (%) 9,0 23,8 26,6 16,4 

Atividade 
recuperada (%) 42,1 86,3 58,3 47,6 

 

Embora o tratamento com NaOCl/NaOH tenha sido o que apresentou menor 

atividade no derivado, os valores de atividade recuperada e proteína total adsorvida 

foram equiparáveis ao obtido com a fibra de coco natural. E, considerando que este 
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promoveu um aumento na área superficial e uma maior exposição da celulose, 

optou-se por também estudá-lo como suporte na imobilização de CALB (a lipase 

adotada como padrão no referido trabalho) visando futura funcionalização para 

aumentar sua hidrofobicidade e/ou proporcionar uma ligação covalente mais 

eficiente.  

5.5 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 5  

 Com base nos resultados de caracterização e tratamento químico da 
superfície da fibra de coco verde, tem-se que:  

9 No que tange ao aspecto morfológico, as fibras naturais de coco mostram-se 

bastante heterogêneas quanto ao diâmetro, comprimento, distribuição de cera 

sedimentada e rugosidade; 

9 A presença de pequenas partículas, das ceras e de outras substâncias 

salienta a necessidade de se realizar um tratamento para limpeza da 

superfície da fibra natural de coco; 

9 Os resultados de termogravimetria mostram que o teor de umidade presente 

na fibra de coco verde utilizada é menor do que o observado em outras fibras 

como bucha, juta e piaçava, o que indica que a fibra de coco é menos 

hidrofílica que estas; 

9 Embora a fibra de coco possua um caráter um pouco mais hidrofílico, a 

quantidade de sítios hidrofóbicos presentes possibilita boa interação com 

solventes orgânicos; 

9 Dentre os tratamentos químicos estudados, o tratamento com hipoclorito de 

sódio foi o menos eficiente, não sendo observada completa remoção das 

impurezas e/ou alteração da superfície; 

9 O tratamento de hipoclorito de sódio seguido de tratamento com hidróxido de 

sódio mostra um desfibrilamento provocado pela remoção de parte da 

hemicelulose e lignina que interligam as fibrilas formadoras das fibras. Tais 

características, embora não sejam indicadas para imobilização direta de 

lipases, podem ser adequadas a outras enzimas como proteases e lacases. 

Além disso, o maior número de grupamentos OH disponível potencializa um 
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aumento na quantidade de sítios funcionalizados em fibras tratadas após 

funcionalização com glioxipropil trimetoxisilano, por exemplo; 

9 O tratamento com peróxido de hidrogênio é o mais eficiente na remoção das 

impurezas. Este tratamento também mantem as características de resistência 

térmica e foi o que mais se aproximou das características de molhabilidade 

para água e hexadecano da fibra natural; 

9 Estudos de tratamento químico seguido de tratamento térmico sob pressão, 

sem adição de ácidos ou bases (auto-hidrólise, única alternativa avaliada) foi 

ineficiente haja vista o alto teor de lignina presente na fibra; 

9 Em teste preliminar de imobilização de lipase B de Candida antarctica por 

adsorção nas fibras tratadas quimicamente, o derivado de maior atividade, 

quantidade de proteína adsorvida e atividade recuperada foi aquele obtido 

com fibra tratada com H2O2. 
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6 CARACTERIZAÇÃO DAS LIPASES UTILIZADAS  

As lipases, embora possuam similaridade na tríade catalítica e ajam no 

processo de hidrólise de ésteres sob o mesmo mecanismo catalítico (CYGLER e 

SCHARG, 1997), podem apresentar variações nas características bioquímicas como 

temperatura e pH ótimos e estabilidade. Estas variações são influenciadas pelas 

diferenças no conjunto de aminoácidos presentes, na estrutura da enzima e na 

conformação da cavidade ligante dos substratos, as quais dependem da fonte de 

obtenção da lipase (SHARMA et al., 2001). Em face destas diferenças, experimentos 

foram realizados com o intuito de caracterizar a lipase comercial tipo B de Candida 

antarctica (Lipozyme CALB L) e o extrato bruto de lipase de Yarrowia lipolytica 

IMUFRJ 50682. Tais informações são fundamentais nas orientações das escolhas 

das condições de imobilização, bem como nas aplicações às quais estas podem ser 

destinadas. 

6.1 CARACTERIZAÇÃO DA LIPASE TIPO B DE Candida antarctica  

6.1.1 Efeito do pH do meio  

6.1.1.1 Efeito do pH do meio na atividade hidrolítica 

A Figura 6.1 mostra o efeito do pH na atividade hidrolítica da lipase B de C. 

antarctica (CALB) utilizando pNPL como substrato. A CALB mostrou-se ativa numa 

faixa de pH 7 – 11, sendo o pH ótimo de 9,2. Por ter um pH ótimo na faixa alcalina, a 

CALB pode ser classificada como uma lipase alcalina. Este grupo de lipases – 

dentre as quais se encontram lipase de Proteus vulgaris, Pseudomonas 

pseudoalcaligenes, Thermomyces lanuginosus e Pseudomonas mendocina – 

apresentam como característica uma alta estabilidade a uma faixa de pH entre 7 e 

10 e possuem, dentre outras aplicações, o potencial para uso na indústria de 

detergentes (SHARMA et al., 2001).  

Diferenças de atividades para o mesmo valor de pH (7) em tampões distintos 

(tampões fosfato de potássio e fosfato de sódio) também foram observadas. 

Diferentes eletrólitos podem interferir na distribuição de cargas na superfície da 

enzima, no produto e no substrato e, conseqüentemente, na atividade das enzimas 



Capítulo 6 – Caracterização das Lipases Utilizadas 
 

 97

(SALIS et al., 2007). Assim, é possível que o uso de íon K+, mais caotrópico3 do que 

o sódio, possa influenciar de forma positiva ou negativa na atividade hidrolítica da 

CALB.  
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Figura 6.1 – Efeito do pH na atividade de hidrólise em p-NPL, à 37 ºC, de lipase tipo 

B de C. antarctica. 
 
 

6.1.1.2 Efeito do pH do meio na estabilidade da enzima 

O efeito do pH do meio na estabilidade da lipase tipo B de C. antarctica é 

apresentado na Figura 6.2. Após incubação da enzima por duas horas, a CALB se 

manteve estável na faixa de pH 4 – 10. Porém, após 24 h de incubação, apenas em 

pH 5 e 9 esta reteve 100% de sua atividade inicial, perdendo no mínimo 50% de sua 

atividade inicial para os demais valores de pH.  

                                                 
3 Íons caotrópicos são aqueles pouco hidratados que tendem a reduzir a hidratação das 
proteínas (ZHAO, 2005). 
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Figura 6.2 – Efeito do pH na estabilidade de lipase tipo B de C. antarctica. 

 
 

6.1.2 Efeito da Temperatura  

6.1.2.1 Efeito da temperatura de reação na atividade hidrolítica 

Uma reação catalisada por enzima, diferentemente de uma reação não-

catalisada, possui duplo efeito na relação temperatura-reação. Até uma dada faixa 

de temperatura, o efeito predominante será o aumento da velocidade da reação, 

como prevê a teoria da cinética química representada através da equação de 

Arrhenius. A partir de um determinado ponto, um fator oposto, a desnaturação 

térmica, tornar-se-á cada vez mais importante, até que, acima de certo limite, a 

rápida desnaturação destruirá a função catalítica da enzima. Mas as faixas de 

temperatura onde ocorrerão tais fenômenos dependem do tipo de enzima (CONN e 

STUMPF, 1980). Buscando entender essa interação da temperatura com a 

velocidade de uma reação catalisada pelas duas lipases estudadas, o efeito da 

temperatura na hidrólise de p-nitrofenil laurato (pNPL) catalisada por lipase tipo B de 

C. antarctica (CALB) foi avaliado (Figuras 6.3). A lipase tipo B de C. antarctica 

mostrou aumento na atividade até 28ºC, apresentando uma faixa ótima entre 26 e 

37ºC. 
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Figura 6.3 – Efeito da temperatura na atividade da lipase tipo B de C. antarctica 
quando submetida a pH 7. 

 
 

6.1.2.2 Efeito da temperatura do meio na estabilidade da enzima 

A estabilidade térmica da lipase tipo B de C. antarctica (Figuras 6.4) foi 

estudada a temperatura ambiente (25ºC), na temperatura ótima (37ºC) e em uma 

condição extrema (60ºC). Com base nos perfis de desativação térmica, calcularam-

se as constantes de desativação (Kd) e os tempos de meia vida aparente (T1/2), 

considerando o modelo de decaimento exponencial simples (MARANGONI, 2003). A 

Tabela 6.1 apresenta os valores das constantes de desativação térmica (Kd) e o 

tempo de meia vida aparente (T1/2) obtidos nas diferentes temperaturas. 
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Figura 6.4 – Estabilidade térmica a 25, 37 e 60ºC de lipase tipo B de Candida 

antarctica a pH 7. 
 
 

Tabela 6.1 – Parâmetros cinéticos da desativação térmica, a 25, 37 e 60ºC, da 
lipase tipo B de C. antarctica, a pH 7. 

 

Temperatura (ºC) Kd (h-1) T1/2 (h) R2 

25 -* -* - 

37 0,00692 100,17 0,91 

60 3,2932 0,2105 0,98 

* Os parâmetros da lipase tipo B de C. antarctica (kd and T1/2) a 25ºC não puderam ser calculados 
devido sua alta estabilidade. Neste caso, foi impossível aplicar o modelo de decaimento exponencial 
simples.  

Analisando-se os perfis de desativação térmica, observou-se que a CALB a 

25ºC foi bem mais estável do que àquela submetida a 37ºC. À temperatura 

ambiente, a CALB apresentou alta estabilidade, retendo 85% da atividade inicial até 

após 525 horas. A presença de estabilizantes na formulação da CALB comercial 

pode ter influenciado nesse elevado valor de estabilidade à temperatura ambiente. A 

fim de confirmar tal justificativa, estudos de estabilidade térmica de solução de CALB 

dialisada (através da qual se espera remover boa parte destes do meio) devem ser 

realizados. Em temperatura extrema, 60ºC, a CALB teve um tempo de meia vida 

bastante curto, encontrando-se totalmente desativada em menos de uma hora e 
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meia. Tal comportamento também foi observado por Blanco et al. (2004) e Brígida et 

al. (2007), sob as mesmas condições de temperatura e pH.  

6.1.3 Efeito da Concentração de Substrato na Hidrólise de p-Nitrofenil Laurato 

As velocidades da reação de hidrólise de p-nitrofenil laurato catalisada por 

CALB variaram, na faixa estudada (0,05 a 3,00 mM), em função da concentração de 

substrato segundo o modelo cinético de Michaelis-Menten (Figura 6.5). A 

determinação dos valores de Km e Vmáx foi realizada por ajuste não-linear do modelo 

de Michaelis-Menten aos dados experimentais. A constante de Michaelis-Menten 

(Km) e a velocidade máxima (Vmax) calculadas foram 192 µM e 0,042 µM/mL/min 

para CALB.  
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Figura 6.5 – Influência da concentração de substrato na velocidade inicial de reação 
de hidrólise de p-nitrofenil laurato, em pH 7,0 e 37ºC, catalisada por lipase tipo B de 

C. antarctica. 
 
 

6.1.4 Efeito de aditivos na atividade da lipase  

Os efeitos de alguns sais metálicos, solventes ou inibidores de protease na 

atividade de CALB foram investigados (Figura 6.6). A atividade da CALB foi reduzida 

quando em contato com etanol, hexano, NaCl (100 mM) e PMSF. Os resultados 
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sugerem que a CALB não requer qualquer dos íons analisados, nas concentrações 

estudadas, para expressar sua atividade catalítica máxima.  
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Figura 6.6 – Efeito de compostos químicos na atividade de lipase tipo B de C. 

antarctica. 
 
 
Estudos com uma solução de CALB diluída em tampão fosfato pH 7 (256,03 

U/L) mostraram efeito negativo do PMSF na atividade da enzima, redução de 35% 

na atividade inicial. Sabe-se que o PMSF atua nas serina-proteases através da 

sulfonilação de resíduos serina presentes no sítio ativo destas proteases (o que 

causa uma inibição irreversível). Considerando que o sítio ativo de uma lipase é 

formado por uma tríade catalítica constituída pelos aminoácidos serina, ácido 

aspártico (ou glutâmico) e histidina (SCHARG e CYGLER, 1997), é provável que, ao 

adicionar PMSF à solução, ocorra também inibição de algumas lipases.  

6.2 CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO BRUTO RICO EM LIPASE DE Yarrowia 
lipolytica 

A caracterização do extrato de lipase de Y. lipolytica é uma etapa importante 

para a purificação, imobilização e/ou aplicação direta do mesmo. Informações como 

efeito do pH e temperatura sobre o potencial catalítico, estabilidade e influência de 

certos compostos químicos na atividade são fundamentais na escolha das condições 
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ideais de trabalho (temperatura e pH), dos solventes passíveis de serem usados em 

reações e nos estudos de purificação, dos aditivos e inibidores.  

6.2.1 Efeito do pH do meio  

6.2.1.1 Efeito do pH do meio na atividade hidrolítica 

A Figura 6.7 mostra o efeito do pH na atividade hidrolítica da lipase de Y. 

lipolytica utilizando pNPL como substrato. A lipase de Y. lipolytica (LYL) mostrou-se 

ativa numa faixa de pH 7 – 9, com atividade hidrolítica máxima em pH 7. Estudos de 

caracterização da lipase produzida utilizando a mesma cepa de Y. lipolytica sob 

condições operacionais distintas, e utilizando a hidrólise de óleo de oliva como 

reação modelo, reportaram uma faixa de pH de 6 a 10 e pH ótimo a 9 (PEREIRA-

MEIRELLES et al., 1997). Outras cepas de Y. lipolytica apresentaram valores 

máximos de atividade hidrolítica a pH 6, 7, 8 ou 9, para uma faixa de pH onde 

encontra-se atividade de 5,5 a 10 (APENDICE 1). Porém, considerando que o valor 

de pH ótimo pode variar de acordo com as condições de reação e o substrato 

utilizado (OTA et al., 1982), estes valores não podem ser comparados haja vista que 

as reações utilizadas para determinação dos valores de atividade não são iguais.  
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Figura 6.7 – Efeito do pH na atividade de hidrólise em p-NPL, a 37ºC, de lipase de 

Y. lipolytica. 
 
 

Além disso, observaram-se diferentes atividades para o mesmo valor de pH 

(7), nos tampões fosfato de potássio e fosfato de sódio. Tal comportamento também 
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foi observado por Pereira-Meirelles et al. (1997) para a lipase de Y. lipolytica nos 

tampões tris-HCL e fosfato a pH 8. Como explicado anteriormente no item 6.1.1.2 

para o ocorrido com a CALB, diferentes eletrólitos podem interferir na distribuição de 

cargas na superfície da enzima, no produto e no substrato e, consequentemente, na 

atividade das enzimas. 

6.2.1.2 Efeito do pH do meio na estabilidade da enzima 

A Figura 6.8 mostra o efeito do pH do meio na estabilidade da lipase de Y. 

lipolytica. Após incubação da enzima por duas horas, o extrato de LYL se manteve 

estável na faixa de pH 4 – 7. Em pH 7, LYL mostrou alta estabilidade quando 

incubada por 24 horas a 37ºC, retendo 75% de sua atividade inicial. Pereira-

Meirelles (1997) também estudou o efeito do pH na estabilidade de extrato de lipase 

de Y. lipolytica. Após 30 minutos de incubação, a lipase manteve 100% da sua 

atividade a pH 7 e 8, contudo não se observou atividade após 20 minutos em pH 9 e 

10 minutos em pH 10, mostrando a baixa estabilidade desta enzima a altos valores 

de pH. Lipase I e II de Saccharomycopsis lipolytica (CBS 6303) foi estável numa 

faixa de pH de 4,5 a 8, por 22 horas a 5ºC (OTA et al., 1982). Para a lipase de Y. 

lipolytica 681, alta estabilidade foi observada a pH 6 (CORZO e REVAH, 1999). Além 

disso, estudos usando um extrato purificado de YlLip2 mostraram melhor 

estabilidade na faixa de pH entre 4 e 7 a 37ºC (ALOULOU et al., 2007) e entre 4 e 

10 por 3 horas a 25ºC (YU et al., 2007). Esta semelhança entre os resultados de 

estabilidade obtidos a 37ºC para YlLip2 purificada e extrato de LYL deste estudo 

pode ser um indicativo da presença da lipase YlLip2 em tal extrato.  
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Figura 6.8 – Efeito do pH na estabilidade de lipase de Y. lipolytica quando 

submetida a 37ºC. 

6.2.2 Efeito da Temperatura  

6.2.2.1 Efeito da temperatura de reação na atividade hidrolítica 

A atividade da lipase foi determinada numa faixa de temperatura entre 25 e 

65ºC a pH 7. A atividade do extrato de lipase de Y. lipolytica aumentou com a 

temperatura para valores de 25 a 37ºC, com temperatura ótima a 37ºC, 

apresentando um declínio à temperaturas acima desta (Figura 6.9). Outros autores 

(DESTAIN et al., 1997; CORZO e REVAH, 1999; FICKERS et al., 2006) também 

observaram que a temperatura ótima para lipases de Y. lipolytica era 37ºC. Para um 

extrato bruto de lipase obtido utilizando a mesma levedura Y. lipolytica IMUFRJ 

50682 sob outras condições de produção, a temperatura ótima na hidrólise de pNPL 

foi 55ºC (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997). Esta diferença observada para valores 

de temperatura ótima usando o mesmo microrganismo podem ser justificadas pela 

produção de múltiplas formas de lipases, dependendo das condições de cultivo 

(NAWANI e KAUR, 2007). Fazendo referência ao trabalho de Destain et al. (1997), 

um extrato bruto da hidrolase glicosilada triacilglicérico codificada pelo gene LIP2, 

YlLIP2, além de apresentar valores de atividade catalítica ótimo em pH 7, tem como 

temperatura ótima 37ºC, determinados na hidrólise de óleo de oliva, embora, para a 
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YlLip2 purificada, a temperatura ótima tenha sido descrita como 40ºC (YU et al., 

2007). 
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Figura 6.9 – Efeito da temperatura na atividade da lipase de Y. lipolytica quando 

submetida a pH 7. 

 

6.2.2.2 Efeito da temperatura do meio na estabilidade da enzima 

A estabilidade térmica do extrato bruto de lipase de Y. lipolytica (Figura 6.10) 

foi estudada a temperatura ambiente (25ºC), na temperatura ótima (37ºC) e em uma 

condição extrema (60ºC). Com base nos perfis de desativação térmica, calcularam-

se as constantes de desativação (Kd) e os tempos de meia vida aparente (T1/2) 

considerando o modelo de decaimento exponencial simples (MARANGONI, 2003). A 

Tabela 6.2 apresenta os valores das constantes de desativação térmica (Kd) e o 

tempo de meia vida aparente (T1/2) obtidos nas diferentes temperaturas para as duas 

enzimas. 
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Figura 6.10 – Estabilidade térmica a 25, 37 e 60ºC de lipase de Yarrowia lipolytica a 
pH 7. 

 
 
Tabela 6.2 – Parâmetros cinéticos da desativação térmica, a 25, 37 e 60ºC, da 

lipase de Y. lipolytica, a pH 7. 
 

Enzima Temperatura (ºC) Kd (h-1) T1/2 (h) R2 

25 0,00443 156,47 0,87 

37 0,00649 106,8 0,97 LYL 

60 11,9267 0,058 0,95 
 

Analisando-se os perfis de desativação térmica das lipases estudadas, 

observou-se que os perfis de desativação da LYL tanto a 25ºC quanto 37ºC foram 

similares, diferentemente do observado para a CALB que a 25ºC foi bem mais 

estável do que a 37ºC (Item 6.1.2.2). Pereira-Meirelles (1997), ao estudar a 

desativação térmica de uma lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 a 25ºC, 30ºC e 

40ºC, também observou perfis similares para as três temperaturas. À temperatura 

ambiente, a LYL reteve apenas 20 % da atividade inicial após 300 horas. A 37ºC, 

tanto a lipase tipo B de C. antarctica quanto o extrato de lipase de Y. lipolytica 

apresentaram perfis de desativação similares, sendo os tempos de meia vida iguais 

a 100,2 e 106,8 horas, respectivamente. Em estudos de estabilidade a 40ºC 
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realizado por Pereira-Meirelles (1997), após 200 minutos de incubação, a lipase 

reteve 60% da sua atividade inicial, enquanto que a lipase avaliada neste estudo 

reteve apenas 30% a 37ºC. Em temperatura extrema, 60ºC, tanto o extrato bruto 

quanto a lipase comercial, tiveram um tempo de meia vida bastante curto, 

encontrando-se totalmente desativadas em menos de uma hora e meia. Pereira-

Meirelles (1997) e Martins (2001), quando estudaram a desativação térmica à 55ºC 

de lipase de Y. lipolytica, também observaram desativação completa em menos de 

uma hora. Comparando os tempos de meia vida da CALB e do extrato de LYL, 

observou-se que a CALB foi 3,6 vezes mais estável que a LYL. 

A comparação das características do extrato de LYL aqui estudado com as 

frações de lipase de Y. lipolytica já identificadas, purificadas e caracterizadas, 

indicam que este extrato produzido por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 não contenha 

quantidades significativas de lipases semelhantes a YlLip7 ou YlLip8 porque estas 

isoenzimas apresentam alta estabilidade e são capazes de reter 85% da atividade 

inicial após 3 horas incubadas a 65ºC (SONG et al., 2006). Comparando com dados 

de YlLip2 purificada, o extrato de LYL aqui avaliado revelou-se mais estável, sendo 

capaz de reter 86% de atividade inicial quando incubado por 5 horas a 37ºC (t1/2 = 

106,8 h), enquanto a YlLip2 reteve 83% após 4 horas a 35ºC (YU et al., 2007) e 

tempo de meia vida de 4 horas a 40ºC (ALOULOU et al., 2007).  

 

6.2.3 Estabilidade à Estocagem  

A estabilidade à estocagem a –10ºC foi determinada para o extrato bruto de 

LYL (Figura 6.11), que apresentou uma alta estabilidade. Mesmo após 7 meses de 

estocagem, a enzima reteve 100% de sua atividade inicial. Este comportamento 

também foi descrito para outro extrato de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 (PEREIRA-

MEIRELLES et al., 1997) quando estocado a 5ºC por 370 dias, com 100% da 

atividade retida. 
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Figura 6.11 – Estabilidade a estocagem do extrato de lipase de Yarrowia lipolytica a 
–10ºC. 

 
 

6.2.4 Efeito da concentração de substrato na hidrólise de p-nitrofenil laurato 

As velocidades da reação de hidrólise de p-nitrofenil laurato catalisada por 

LYL variaram, na faixa estudada (0,05 a 3,00 mM), em função da concentração de 

substrato segundo o modelo cinético de Michaelis-Menten (Figura 6.12). A 

determinação dos valores de Km e Vmáx foi realizada por ajuste não-linear do modelo 

de Michaelis-Menten aos dados experimentais. A constante de Michaelis-Menten 

(Km) e a velocidade máxima (Vmax) calculadas foram 234 µM e 0,033 µM/mL/min 

para LYL. LYL mostrou menor afinidade para o substrato frente à CALB, o que pode 

ser justificado pela maior afinidade da CALB por substratos de cadeias curtas e 

médias (PLEISS et al., 1998). A constante de Michaelis-Menten observada para a 

LYL foi maior do que a descrita para YlLip2 (0,19 mM) e menor do que a YlLip1 (0,5 

mM) (NAWANI e KAUR, 2007). Isto implica dizer que a lipase estudada no presente 

trabalho mostra maior afinidade para o pNPL do que frações puras de YlLip1, e 

afinidade ligeiramente menor que a YlLip2.  
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Figura 6.12 – Influência da concentração de substrato na velocidade inicial de 

reação de hidrólise de p-nitrofenil laurato, em pH 7,0 e 37ºC, catalisada por extrato 
de lipase de Y. lipolytica. 

 
 
6.2.5 Afinidade do extrato bruto a diferentes substratos 

 A afinidade de uma lipase a um dado substrato está relacionada diretamente 

à interação deste com os resíduos de aminoácidos presentes no sítio catalítico e 

com o tamanho e o formato do mesmo. Na Figura 6.13, observou-se a afinidade do 

extrato de lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 a p-nitrofenil ésteres com cadeias de 

tamanho curto (butirato), médio (laurato) e longo (palmitato). Maior atividade foi 

observada utilizando p-nitrofenil palmitato, o que representa sua maior afinidade por 

substratos de cadeias mais longas. A diferença entre extratos brutos obtidos de 

cepas distintas também foi avaliada utilizando-se extrato de uma cepa de Y. 

lipolytica isolada no México (cedido pelo Instituto de Catálise e Petroquímica, 

Madrid). Embora ambos os extratos possuam maior atividade em substrato de 

cadeia longa, a relação entre as atividades obtidas no substrato p-nitrofenil palmitato 

e no p-nitrofenil laurato é bem maior na cepa Y. lipolytica IMUFRJ 50682. Isto implica 

dizer que em aplicações diretas do extrato na catalise de reações cujos substratos 

possuam cadeias longas, o extrato de lipases Y. lipolytica IMUFRJ 50682 é mais 

recomendado. Já quando forem substratos misto, se o interesse não for uma 
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hidrólise seletiva, o extrato de lipase de Yarrowia lipolytica isolada no México será 

mais eficiente. Como já foi reportado, até 8 tipos de lipase já foram identificados a 

partir de diferentes cepas de Yarrowia lipolytica. Logo, a diferença entre estes 

extratos brutos refletem diretamente na proporção de lipases nele existente (quando 

possuir mais de uma) e no tipo de lipase que está sendo expressa.  
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Figura 6.13 – Afinidade do extrato bruto de lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 e 

Mexicana a p-nitrofenil butirato (pNFB), p-nitrofenil laurato (pNFL) e p-nitrofenil 
palmitato (pNFP). Reação de hidrólise em pH 7,0 e 28ºC.  

 
 

6.2.6 Efeito de aditivos na atividade da lipase  

Os efeitos de alguns sais metálicos, solventes ou inibidores de protease na 

atividade de LYL foram investigados (Figura 6.14). Uma análise dos resultados 

mostra que apenas CaCl2 e PMSF não causaram redução significativa nos valores 

de atividade. Embora 20% da atividade inicial do extrato bruto de Y. lipolytica tenha 

sido inibida na presença de 1mM de EDTA, as lipases presentes neste extrato não 

requerem qualquer dos íons analisados, nas concentrações estudadas, para 

expressar sua atividade catalítica máxima. Yu et al. (2007) observaram atividade 

relativa similar para YlLip2 após contato com etanol (88,6 ± 2,00%) e CaCl2 (108,5 ± 

2,3%), e valores próximos para MnCl2 (95,7 ± 6,1%) e EDTA (98,8 ± 1,2). Fazendo 

um paralelo com a CALB, estudada no item 6.1.4, resultados distintos foram 

observados principalmente para o glicerol, etanol e PMSF. O extrato de lipase de Y. 

lipolytica mostrou menor inibição ao etanol e PMSF do que a CALB, contudo, maior 
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inibição foi observada na presença de glicerol. Tais diferenças são conseqüência 

das distinções entre os sítios ativos dessas lipases. Baixa inibição a solventes como 

etanol e hexano, observada para o extrato de lipase de Y. lipolytica, são 

características importantes para lipases com potencial para aplicação em sínteses. 

Já a inibição provocada pelo glicerol pode dar indício de que este extrato não 

possua bons rendimentos em aplicações como obtenção de biodiesel. 

0

20

40

60

80

100

120

140

MnCl2 1 mM Glicerol 9% Etanol 9% CaCl2 1 mM EDTA 1 mM Hexano 9% NaCl 1 mM NaCl 100 mM PMSF 1 mM

A
tiv

id
ad

e 
R

es
id

ua
l (

%
)

 
Figura 6.14 – Efeito de compostos químicos na atividade de extrato bruto de lipase 

de Y. lipolytica. 
 
 
6.2.7 Efeito de detergentes na atividade do extrato de lipase  

A adição de pequenas concentrações de detergente (em muitos casos abaixo 

da concentração micelar crítica – CMC) tem reportado um aumento de atividade em 

muitas lipases livres e imobilizadas (FERNANDEZ-LORENTE et al.,2007b). Neste 

contexto, a presença de detergentes no meio reacional foi avaliada quanto à sua 

influência sobre o potencial catalítico dos extratos de lipases de Y. lipolytica IMUFRJ 

50682 e Mexicana em reações de hidrólise utilizando p-nitrofenil butirato (pNFB), p-

nitrofenil laurato (pNFL) e pnitrofenil palmitato (pNFP) como substrato (Figura 6.15).  
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Figura 6.15 – Efeito de detergentes na atividade de extrato bruto de lipase de Y. 

lipolytica utilizando p-nitrofenil butirato (pNFB), p-nitrofenil laurato (pNFL) e pnitrofenil 
palmitato (pNFP) como substrato. 

 
 

Para o extrato de Y. lipolytica IMUFRJ 50682, o uso de triton-x 100 a 0,0005% 

promoveu uma hiperativação nas atividades em pNFB e pNFL. As mudanças 

conformacionais promovidas nesta condição, contudo, reduziram o potencial 

catalítico para o pNFP. Concentrações maiores promoveram inibição. Já o extrato de 

Y. lipolytica Mexicana apresentou hiperativação a 0,0005% e 0,001% de triton x-100 

para o pNFL e pNFP, respectivamente, sofrendo inativação a concentrações 

maiores. Embora com perfis distintos, ambos os extratos apontam o uso do triton x-

100 a baixas concentrações como um potencial aditivo para lipases de Y. lipolytica 

quando aplicadas na hidrólise de substratos de cadeia curtas e média. Já o uso de 

CTAB (brometo de cetil trimetil amônio) no meio reacional de hidrólise resultou em 
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inibição completa ou parcial, independente da concentração utilizada, nos extratos 

de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 e Mexicana.  

Ésteres de sacarose têm sido amplamente estudados como emulsificantes e 

estabilizantes na indústria de alimentos. O efeito da presença do mesmo em meio 

reacional subsidia o potencial de aplicação dos extratos de lipase de Y. lipolytica em 

reações de síntese. Na Figura 6.15 observou-se que o uso de laurato de sacarose a 

0,0005% na hidrólise de pNFL apresentou elevada hiperativação no potencial 

catalítico do extrato de Y. lipolytica Mexicana. Enquanto que para o extrato de Y. 

lipolytica IMUFRJ 50682, apenas uma leve hiperativação foi observada nesta 

concentração, sendo observada inativação a concentrações maiores para ambas as 

enzimas. 

6.2.8 Influência da adição de inibidor de protease no extrato enzimático  

A presença destas proteases no extrato bruto de lipase obtido através do 

cultivo de Yarrowia lipolytica, reportado também em outros trabalhos (PEREIRA-

MEIRELLES et al., 1997; BARTH e GAILLARDIN, 1997; ALONSO et al., 2005), 

levou ao uso de PMSF como agente inibidor. Contudo, apesar da adição de PMSF, 

em ensaios pré-liminares, diferenças de atividade enzimática e de estabilidade de 

alguns extratos obtidos provocaram questionamentos sobre a presença de 

proteases nativas mesmo com a adição de PMSF. Testes de atividade proteásica 

após adição de PMSF confirmaram a presença destas enzimas, o que impulsionou a 

realização dos estudos que se seguem. 

6.2.8.1 – Efeito da concentração de lipase 

Uma vez que extratos enzimáticos com diferentes graus de atividades podem 

ser obtidos, buscou-se entender a relação entre concentração de lipase e protease 

no meio, bem como as implicâncias desta relação nos percentuais de desativação 

da protease. Para tanto, estudaram-se diferentes condições operacionais de 

fermentação objetivando a produção de extratos com diferentes concentrações de 

lipase. É válido ressaltar que os extratos foram coletados no pico de produção 

máxima de lipase.  

A Tabela 6.3 mostra as atividades hidrolíticas de lipases e proteases 

presentes nos extratos brutos obtidos sob diferentes condições, com ou sem a 
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presença de PMSF. Os índices A e P foram utilizados para representar a ausência 

ou presença de PMSF. 

Tabela 6.3 – Valores de atividade de lipase e protease em estudo de inibição com 1 
mM de PMSF para extratos com diferentes concentrações iniciais de 
lipase.  

 

Atividade de Lipase Atividade de Protease 
Amostras* 

U/L % U/mL % 

1 A 60,6 ± 1,3 100,0 ± 2,1 0,802 ± 0,032 100,0 ± 4,0 

1 P 6,8 ± 1,3 11,2 ± 2,1 0,405 ± 0,020 50,6 ± 4,9 

2 A 118,8 ± 13,5 100,0 ± 11,4 0,930 ± 0,025 100,0 ± 2,7 

2 P 26,2 ± 5,3 22,1 ± 5,3 0,365 ± 0,035 39,2 ± 9,6 

3 A 1749,0 ± 189,5 100,0 ± 10,8 0,898 ± 0,049 100,0 ± 5,5 

3 P 1967,0 ± 123,8 112,5 ± 7,1 0,221 ± 0,010 24,6 ± 1,1 
 

*A amostra 1 é proveniente de um ensaio sem a presença de carreador de oxigênio, em mesa 
agitadora a 250 rpm; a amostra 2, foi obtida de um ensaio com a presença de carreador, em mesa 
agitadora a 250 rpm; e a amostra 3, foi obtida em biorreator de 2L com carreador de oxigênio 
(AMARAL, 2007). Os índices A e P representam ausência e presença de PMSF no extrato.  
 

 A análise das atividades de lipase e protease das três amostras estudadas 

mostrou que, independente das condições de produção do extrato, embora os 

valores de atividade de lipase aumentem, os valores de atividade de protease 

obtidos são aproximadamente iguais. Para as amostras 1 e 2, que apresentam 

atividade inicial de 60 e 118 U/L respectivamente, observa-se que a presença de 

PMSF reduziu bastante a atividade da lipase (entre 80 e 90%) e levou a uma queda 

de cerca de 50% da atividade de protease. Já nos estudos em biorreator, onde a 

atividade de lipase obtida foi alta, a percentagem de protease inibida foi bem maior 

(cerca de 75%).  

HERNÁNDEZ-MONTAÑEZ et al. (2007) estudaram a produção de protease 

em meio a pH 7, favorecendo a produção de proteases alcalinas. Eles observaram 

atividades de carboxipeptidases, aminopeptidases e dipeptidil peptidases no extrato 

bruto obtido, e verificaram que a presença delas está intimamente relacionada com 

as condições de produção. Além disso, quando eles avaliaram o efeito de diferentes 

inibidores nas atividades proteolíticas identificadas, observaram que o uso do PMSF 
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a 1 mM inibia apenas a atividade de carboxipeptidases, mantendo 35,8 % da 

atividade de dipeptidil peptidases e 68,5 % da atividade de aminopeptidases. Frente 

a estas informações e aos dados presentes na Tabela 6.3, supõe-se que as 

diferentes condições utilizadas tenham levado a produção de proteases distintas, o 

que justificaria a variação do percentual de proteases inibidas. O PMSF é um 

composto capaz de inibir serina-proteases e algumas cisteina-proteases. Logo, em 

condições de baixa concentração de proteases sensíveis ao PMSF, o excesso de 

PMSF no meio tenderia a atuar sobre as lipases, provocando também uma inibição 

destas. O que seria possível haja vista a presença de serina no sítio ativo de lipases. 

Neste estudo, a presença de atividade de proteases específicas não foi avaliada, 

haja vista que o substrato utilizado para determinar a atividade foi azocaseína – que 

é bastante utilizado para determinação de atividade total por ser hidrolisado por 

diferentes tipos de proteases (GARCIA et al., 2003).  

Com bases nestes resultados, estima-se que as alterações ocorridas durante 

os experimentos iniciais onde foram observadas baixas atividades e estabilidades de 

lipase, também tenham promovido alterações semelhantes nos diferentes tipos de 

protease produzidos. Além disso, pela Tabela 6.3, mesmo sem inibição completa 

das proteases, observou-se que as condições de obtenção da amostra 3 são as 

mais favoráveis para obtenção do extrato de Yarrowia lipolytica a ser utilizado 

durante o presente estudo.  

6.2.8.2 Efeito da concentração de Fluoreto de Fenil Metil Sulfonil (PMSF) e 
dimetilsulfóxido (DMSO) 

Objetivando a formulação mais adequada para adição de PMSF no extrato 

bruto de lipase visando máxima inibição das proteases presentes no meio com o 

mínimo de perda de atividade de lipase, estudou-se, através de um planejamento 

fatorial 22, a influência das concentrações de PMSF (X1) e DMSO (X2) nas atividades 

de lipase (R1) e de protease (R2). O extrato utilizado para este estudo foi o mesmo 

obtido no item 6.2.8.1 para a amostra 3: 1749,0 ± 189,5 U/L. 

A Tabela 6.4 mostra os resultados do planejamento fatorial 22. Medidas de 

atividade de lipase e de protease foram realizadas num branco, amostra de extrato 

bruto de lipase de Y. lipolytica utilizada neste trabalho, e seus valores médios 

definidos como 100%. Valores médios das variáveis respostas encontram-se em 

percentual relativo ao branco. Os valores das variáveis resposta atividade de lipase 
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e atividade de protease variaram de 109,7% a 73,6%, e de 91,6% a 21,6%, 

respectivamente, nas condições estudadas para os 11 experimentos. Ressalta-se 

ainda que a diferença entre os pontos de máximo e mínimo é bem maior do que a 

variação do valor do rendimento de reação para as condições do ponto central, onde 

se estuda a reprodutibilidade do experimento (∆= 3,7% e 4,4%, para R1 e R2, 

respectivamente), indicando que as variações observadas para os diferentes ensaios 

do planejamento são decorrentes das diferentes condições do meio reacional.  

Tabela 6.4 – Matriz do planejamento fatorial com os valores codificados e reais e 
com os valores das variáveis respostas. 

 

Ensaios PMSF DMSO PMSF 
(mM) 

DMSO 
(mL) 

Atividade de 
Lipase (%) 

Atividade de 
Protease (%)

1 -1 -1 0,41 0,1 105,6 91,6 

2 +1 -1 2,05 0,1 95,0 22,3 

3 -1 +1 0,41 0,58 92,8 34,7 

4 +1 +1 2,05 0,58 109,7 27,7 

5 0 -1,41 1,23 0,00 90,1 25,7 

6 0 1,41 1,23 0,68 93,9 24,6 

7 -1,41 0 0 0,34 88,2 86,9 

8 1,41 0 2,46 0,34 96,2 33,1 

9 0 0 1,23 0,34 77,3 25,0 

10 0 0 1,23 0,34 73,6 26,0 

11 0 0 1,23 0,34 73,6 21,6 

Branco - - 0,00 0,00 100,0 100,0 
 

A maior atividade de lipase (109,7%) foi observada no ensaio número 4 

enquanto que a menor atividade de lipase foi 73,6%, no ensaio 11. Para a atividade 

de protease, os ensaios que proporcionaram maior (91,6%) e menor atividade 

(21,6%) foram 1 e 11, respectivamente. Através do resultado do ensaio 7, pôde-se 

observar que o DMSO inibe parte da atividade de protease. Já o resultado do ensaio 

5 mostra que a adição de uma massa conhecida de PMSF de forma a obter uma 

concentração de 1,23 mM no extrato enzimático, mesmo sem DMSO (utilizado como 
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solvente), mostrou valores de inibição similares aos observados com a presença de 

DMSO.  

Utilizando o programa Statistica versão 7.0, empregou-se a técnica da Análise 

de Variância (ANOVA) nos resultados a fim de se determinar quais os modelos 

seriam adequados de forma a obter o melhor ajuste aos dados experimentais frente 

às variáveis respostas. As Tabelas 6.5 e 6.6 mostram os efeitos das variáveis 

estudadas, calculados considerando diferentes tipos de interação entre as variáveis 

para a atividade de lipase e atividade de protease. 

Tabela 6.5 – Efeitos estimados, desvio padrão e teste-t Student calculados para o 
planejamento fatorial 22 tendo como resposta atividade de lipase. 

 

Fatores Efeitos Erro Padrão T(2) p-valor 

Média 74,8 1,2 60,7 0,000272 

PMSF (X1) L 4,4 1,5 2,9 0,100835 

PMSF (X1) Q 21,7 1,8 12,1 0,006801 

DMSO (X2) L 1,8 1,5 1,2 0,351785 

DMSO (X2) Q 21,5 1,8 12,0 0,006914 

X1/X2 13,7 2,1 6,4 0,023297 

 
 
Tabela 6.6 – Efeitos estimados, desvio padrão e teste-t Student calculados para o 

planejamento fatorial 22 tendo como resposta atividade de protease. 
 

Fatores Efeitos Erro Padrão T(2) p-valor 

Média 24,2 1,3 18,2 0,003014 

PMSF (X1) L -38,1 1,6 -23,3 0,001828 

PMSF (X1) Q 36,5 1,9 18,8 0,002809 

DMSO (X2) L -13,3 1,6 -8,1 0,014785 

DMSO (X2) Q 1,7 1,9 0,9 0,473527 

X1/X2 31,1 2,3 13,5 0,005438 
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 Analisando os efeitos para a atividade de lipase (Tabela 6.5), observou-se 

que tanto para o efeito quadrático da variável X1 quanto da X2 os efeitos positivos 

foram significativos (α= 95%) sobre a variável de resposta. Um aumento na interação 

X1/X2 também mostrou um efeito positivo estatisticamente significativo. Contudo, os 

efeitos lineares de X1 e X2 não apresentaram efeito significativo. Como observado no 

item anterior, 6.2.8.1, para extratos de alta concentração de lipase de Y. lipolytica 

(749,0 ± 189,5 U/L), a presença de PMSF dissolvido em DMSO não influenciou 

significativamente os valores da atividade de lipase. Embora concentrações de 50% 

de DMSO tenham sido reportados como inibidores de atividade de lipase (YU et al., 

2007; SONG et al., 2006), a adição de concentrações até 20% (v/v) de DMSO ao 

extrato enzimático de lipase de Y. lipolytica não influenciou a atividade desta enzima 

(YU et al., 2007). Como a concentração máxima de DMSO estudada neste 

planejamento foi de 7% (v/v), era de se esperar que a presença de DMSO não 

apresentasse influência significativa. Considerando que o DMSO é utilizado apenas 

como solvente do PMSF, o fato dele não influenciar na atividade da lipase é indício 

deste ser um bom solvente a ser escolhido.  

Quanto à variável resposta atividade de protease, observou-se que apenas o 

efeito quadrático da quantidade de DMSO não apresentou efeito significativo. O 

efeito linear das duas variáveis independentes estudadas foi negativo para a 

atividade de protease, o que implica que o aumento da concentração tanto de PMSF 

quanto de DMSO inibe as proteases presentes no meio. No item 6.2.8.1, levantou-se 

a suposição de que o extrato bruto estudado pudesse conter atividade de 

carboxipeptidases, dipeptidil peptidases e de aminopeptidases. Estudos de inibição 

de proteases com PMSF mostram que a inibição completa da atividade de 

carboxipeptidases utilizando apenas 1 mM (HERNÁNDEZ-MONTAÑEZ et al., 2007). 

O tratamento de extratos com concentrações maiores de PMSF, embora não tenha 

mais influência sobre a atividade de carboxipeptidases (haja vista que a mesma se 

tornam totalmente inativa a 1 mM) apresentou uma maior redução de atividades de 

dipeptidil peptidases e de aminopeptidases. Assim, considerando que foram 

avaliadas concentrações entre 0 e 2 mM de PMSF, esperava-se que com o aumento 

da sua concentração no meio, acarretasse em uma redução ainda maior da 

atividade das proteases. Contudo, observaram-se variações muito pequenas, 
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mostrando um efeito constante. Isto mais uma vez denota a presença das outras 

proteases que não são inibidas pelo PMSF.  

Através do estudo da influência da concentração de DMSO e PMSF nas 

atividades de lipase e protease, pode-se identificar que dentre as condições 

estudadas, aquela que resultou numa maior inibição de protease sem perda 

significativa na atividade de lipase foi o ensaio 2, quando o extrato bruto foi tratado 

com PMSF a 2 mM e 0,1 mL de DMSO. Contudo, as condições atualmente em uso, 

PMSF a 1 mM e 1 mL de DMSO, mostraram valores de atividade de lipase e 

protease após o tratamento (112,5 ± 7,1% e 24,6 ± 1,1%) bastante similares aos 

observados no ensaio 95,0% e 22,3% para lipase e protease, respectivamente. 

Considerando a presença de, aproximadamente, 25% das proteases ainda ativas, a 

purificação ou o uso de outro inibidor mostra-se necessário para o emprego desse 

extrato em sistemas reacionais e/ou em alguns processos de imobilização.  

6.3 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 6  

 Com base nos resultados de caracterização das lipases com as quais 
trabalhou-se nesta tese (lipase B de C. antarctica e extrato bruto rico em lipase de Y. 
lipolytica), tem-se que:  

9 A lipase B de Candida antarctica (CALB) é uma lipase alcalina apresentando 

pH ótimo a 9,2 na hidrólise de p-nitrofenil laurato e bastante estável a pHs 5, 7 

e 9. E de forma distinta a muitas enzimas, a CALB apresentou uma faixa 

ótima de temperatura (28 a 35ºC) na hidrólise de p-nitrofenil laurato, sendo 

também bastante estável nessa faixa de temperatura;  

9 O efeito de aditivos na atividade da CALB mostrou que a mesma não é uma 

metaloproteína e evidenciou sua não inibição pela presença de glicerol, o que 

contribui para o grande número de publicações utilizando esta enzima 

imobilizada na obtenção de biodiesel; 

9 Na faixa de pH estudada, 7 a 10, o extrato bruto rico em lipases de Yarrowia 

lipolytica IMUFRJ 50682 apresentou uma atividade máxima em pH 7, o qual 

também proporcionou maior estabilidade. A estabilidade em pH alcalino foi 

inferior a 2 horas, o que implica dizer que as lipases presentes nesse extrato 

não podem ser estudadas por técnicas de imobilização covalente mais 

comumente usadas;  
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9 O extrato utilizado neste trabalho não possui quantidades significativas de 

lipases semelhantes a YlLip7 ou YlLip8 porque estas isoenzimas apresentam 

alta estabilidade e são capazes de reter 85% da atividade inicial após 3 horas 

incubadas a 65ºC (SONG et al., 2006). Contudo, é capaz de possuir lipases 

parecidas com YlLip2, pois, embora o extrato de LYL aqui avaliado tenha se 

revelado um pouco mais estável, apresentam valores de pH e temperatura 

ótimos similares (ALOULOU et al., 2007; YU et al., 2007); 

9 O extrato de lipase de Y. lipolytica estudado mostrou menor inibição ao etanol 

e PMSF do que a CALB, contudo, maior inibição foi observada na presença 

de glicerol. Baixa inibição a solventes como etanol e hexano são 

características importantes para lipases com potencial para aplicação em 

sínteses. Já a inibição provocada pelo glicerol pode dar indício de que este 

extrato não possua bons rendimentos em aplicações como obtenção de 

biodiesel; 

9 O PMSF não se mostrou eficiente na inibição total das proteases presentes 

no extrato utilizado (24% de atividade retida de protease após tratamento com 

PMSF a 1 mM em 1 mL de DMSO), fazendo-se necessária a purificação ou o 

uso de outro inibidor para o emprego desse extrato em sistemas reacionais 

e/ou em alguns processos de imobilização; 

 



Capítulo 7 – Purificação do Extrato Bruto de Lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 
 

 122

7 PURIFICAÇÃO DO EXTRATO BRUTO DE LIPASE DE 
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682  
7.1 PRÉ-PURIFICAÇÃO COM PRECIPITAÇÃO  

7.1.1 Precipitação com Sulfato de Amônio  

Testes de precipitação com sulfato de amônio, acetona e etanol foram 

realizados objetivando uma pré-purificação. Ao utilizar-se o sulfato de amônio como 

agente precipitante, observou-se que não houve formação de precipitado em 

nenhuma das concentrações testadas. Apenas a formação de uma camada branca 

superficial foi observada a 50 e 75% de saturação. A Tabela 7.1 mostra as 

atividades específicas tanto do extrato bruto, quanto das frações brancas obtidas. 

Verifica-se que a atividade lipolítica específica aumentou nas frações brancas 

formadas, enquanto que a atividade específica da protease diminuiu. De forma 

semelhante ao sulfato de amônio, nos ensaios realizados com acetona ou etanol 

não houve formação de precipitado nem de qualquer fração branca superficial. 

Tabela 7.1 – Medidas de atividade específica de lipase e protease nos estudos de 
precipitação com sulfato de amônio. 

 

Lipase Protease 
Amostra 

(U/g) (U/mg) 

Extrato Bruto 0,89 0,11 

50 % de saturação 0,56 0,07 

75 % de saturação 0,64 0,06 

Fração branca 50 % 0,95 0,07 

Fração branca 75 % 1,02 0,06 
 

Tais resultados só seriam esperados em extratos com baixa concentração de 

proteína, haja vista que a elevada dispersão destas no meio dificulta o processo de 

agregação das moléculas (SCOPES, 1988). Embora a concentração do extrato 

utilizado esteja dentro da faixa habitualmente utilizada nos processos de purificação, 

estudos de diálise contra o ar foram realizados a fim de concentrar as proteínas no 

extrato. 
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7.1.2 Diálise Contra o Ar  

A Tabela 7.2 mostra os resultados obtidos na diálise contra o ar. Embora se 

tenha observado uma perda na atividade específica da lipase, observou-se um 

aumento de 2,6 vezes na concentração de proteína. 

Tabela 7.2 – Medidas de atividade específica de lipase e protease e teor de proteína 
nos estudos de diálise contra o ar. 

 

Lipase Protease Proteína 
Extrato 

(U/g) (U/mg) (mg/mL) 

Bruto 378,91 0,10 5,12 

Dialisado 278,24 0,17 13,15 

 

Após a diálise, foram realizados testes de precipitação com sulfato de amônio 

em saturação de 50% com o extrato dialisado (Tabela 7.3). Observou-se a formação 

de um precipitado instável com elevada atividade específica de lipase.  

Tabela 7.3 – Medidas de atividade específica de lipase e protease e teor de proteína 
nos estudos de precipitação com sulfato de amônio após diálise contra 
o ar. 

 

Lipase Protease Proteína 
Amostra 

(U/g) (U/mg) (mg/mL) 

Dialisado 278,24 0,175 13,15 

Sobrenadante 143,04 0,07 8,96 

Precipitado 2007,94 0,08 2,32 

 

AMARAL et al. (2006b) reportaram que esta cepa de levedura Y. lipolytica 

IMUFRJ 50682 é capaz de produzir biosufactantes em condições específicas. A 

determinação do índice de emulsificação do extrato estudado (65,5%) confirmou a 

presença de biosufactante no extrato. A presença deste no meio pode influenciar na 

agregação das proteínas, impedindo que as mesmas formem agregados estáveis. 

Desta forma, o emprego da precipitação como etapa de pré-purificação se torna 

inviável.  
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Nos estudos de separação de proteínas por sistemas bifásicos, em geral, não 

se faz uso de etapas de pré-purificação, exceto em alguns casos onde os autores 

utilizam métodos para clarificação do extrato e remoção de algumas impurezas. 

Assim, visando esta facilidade e os benefícios trazidos por esta técnica, estudou-se 

a aplicabilidade deste método para a separação da lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 

50682 obtida em reator multifásico. 

7.2 PURIFICAÇÃO PARCIAL COM SISTEMA PEG-FOSFATO 

7.2.1 Ensaios Preliminares  

A Figura 7.1 mostra a influência da concentração de PEG na partição de 

lipase de Y. lipolytica em sistema PEG-Fosfato. Na faixa estudada, o comportamento 

da lipase mostrou-se pouco influenciado pela variação da concentração de PEG 

4000. Um aumento mais expressivo só foi observado quando se utilizou 18% (p/p) 

de PEG. Sabe-se que a afinidade de enzimas a PEGs de baixo peso molecular, 

como o PEG 4000, está diretamente relacionado ao seu caráter hidrofóbico 

(BASSANI et al., 2007). Uma vez que as lipases são proteínas com características 

mais hidrofóbicas que as demais hidrolases, estima-se que o comportamento 

observado deve-se a pequena faixa de concentração de PEG estudada. Portanto, 

estudos com concentrações maiores de PEG devem ser realizados.  

Em contrapartida, os estudos da influência da concentração de fosfato de 

potássio no fenômeno de partição (Figura 7.2) mostraram um aumento considerável 

da concentração de lipase na fase topo, principalmente a 20% (p/p). O valor de 

partição encontrado, K = 23, é semelhante àqueles obtidos por Gulati et al. (2000) 

em sistema PEG 6000 (50%, p/p) e fosfato (20%, p/p). 

No que se refere à partição das proteínas totais, observou-se que as mesmas 

não são influenciadas pela variação da concentração de PEG nem de fosfato, nas 

faixas de concentração estudadas (Figuras 7.1 e 7.2). Desta forma, pode-se dizer 

que nestes casos quanto maior a partição, maior a atividade específica de lipase na 

fase topo. Com base nestes resultados, o sistema PEG 4000 (18%, p/p) – Fosfato 

(20%, p/p) foi selecionado para estudos de variação de pH. 
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Figura 7.1 – Efeito da concentração de PEG 4000 na partição de lipase de Y. 

lipolytica (K) e de proteínas totais (Kp) em sistema aquoso bifásico PEG 4000 – 
Fosfato (14%, p/p). 
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Figura 7.2 – Efeito da concentração de fosfato de potássio na partição de lipase de 

Y. lipolytica (K) e de proteínas totais (Kp) em sistema aquoso bifásico PEG 4000 
(12%, p/p) – Fosfato. 
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Em paralelo, uma preocupação no processo de separação de lipase de Y. 

lipolytica a partir de extrato bruto obtido em reator multifásico é a elevada atividade 

de protease no meio. Durante os estudos de partição, acompanhou-se também a 

atividade de protease em cada fase. Na fase rica em fosfato, a atividade desta 

enzima foi, em maioria, nula. Contudo, conforme mostra a Figura 7.3, na fase topo, a 

presença da mesma foi observada. Assim como para a lipase, na concentração de 

18% (p/p) de PEG e 20% (p/p) de fosfato foram encontradas as maiores atividade 

proteásicas, dando indícios de um aumento na partição desta enzima nestas 

condições.  
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Figura 7.3 – Efeito da concentração de PEG 4000 e fosfato de potássio na atividade 
específica de protease na fase topo do sistema aquoso bifásico. 

 
 

7.2.2 Influência do pH na Partição das Enzimas 

A Figura 7.4 mostra a dependência do coeficiente de partição de lipase e 

proteína total ao pH da solução no sistema PEG-Fosfato. Em baixos valores de pH 

(4-6), a lipase ficou particionada preferencialmente na fase rica em fosfato (base). 

Tal fenômeno também foi observado em processos de purificação em sistemas 
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bifásico PEG-Fosfato de lipase de Aspergillus terreus (GULATI et al., 2000) e lipase 

pancreática (BASSANI et al., 2007). 

Apesar de um valor máximo de K ter sido observado em pH 7,5, em pH 8 

observou-se uma queda no valor do coeficiente de partição desta enzima. Esta 

queda do coeficiente de partição em valores de pH maiores que o ponto isoelétrico 

é, geralmente, característico de PEG de peso molecular maiores como PEG 6000 e 

PEG 8000, onde as barreiras estéricas são maiores (BASSANI et al., 2007). Como o 

PEG utilizado tem peso molecular menor e observou-se também um aumento na 

partição das proteínas totais, é possível que neste pH alguns contaminantes, ao se 

deslocarem para o topo, tenham interferido na partição da lipase estudada.  

4 5 6 7 8
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7
 Kp
 K

pH do Sistema

K
p

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

K

 

Figura 7.4 – Efeito do pH do sistema na partição de lipase de Y. lipolytica (K) e de 
proteínas totais (Kp) em sistema aquoso bifásico PEG 4000 (18%, p/p) – Fosfato 

(20%, p/p). 
 
 

No que se refere à atividade de protease, como mostra a Figura 7.5, maiores 

atividades específicas foram observadas entre pH 6 e 7,5, podendo indicar que o 

ponto isoelétrico das proteases produzidas durante o cultivo de Y. lipolytica seja 
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menor que 6. Em pH 8, também se observou uma menor atividade específica de 

protease na fase topo, embora não se tenha observado atividade na fase base.  
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Figura 7.5 – Efeito do pH na atividade de protease na fase topo do sistema aquoso 
bifásico PEG 4000 (18%, p/p) – Fosfato (20%, p/p). 

 
 

7.2.3 Efeito da linha de amarração e da massa molecular do PEG  

Embora se tenha encontrado sistemas com partição igual a 20 vezes pra 

lipase na fase topo no item 7.2.1, em todos os sistemas a atividade de protease na 

fase topo era maior. Desta forma, visando à obtenção de um sistema onde a fase 

concentrada de lipase seja distinta da fase concentrada de protease, diferentes 

sistemas PEG-Fosfato foram avaliados com base em diferentes linhas de amarração 

do diagrama de fase PEG-Fosfato. Para tanto, foram usados sistemas de PEG 4000 

e 8000, a pH 7. A escolha de manter pH 7 nos estudos ao invés de pH 7,5 foi devido 

a estabilidade da enzima neste pH ser bastante elevada frente aos demais (vide item 

6.2.1.2), evitando assim falsos resultados por desnaturação.  

A Figura 7.6 apresenta o efeito de diferentes linhas de amarração no 

equilíbrio lipase/protease para o sistema PEG 4000/Fosfato. O perfil de partição foi 

independe da linha de amarração, não havendo qualquer semelhança no 
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comportamentos do sistema com o aumento do volume na fase topo. No sistema A1 

observou-se alta diferença entre a partição de protease e lipase, embora sob estas 

condições, tenha sido observado baixo fator de purificação de lipase para a fase 

topo (1,5). D3 também apresentou partição oposta para as enzimas, contudo, em 

níveis mais baixos de purificação. Para os demais sistemas, a partição de lipase e 

protease foram direcionadas para a fase topo. Dentre os sistemas onde se observou 

partição de lipase e protease para a mesma fase, o sistema C1 foi o que apresentou 

maior coeficiente de partição. O fator de purificação desse sistema também foi o 

maior encontrado dentre os sistemas aqui estudados, 7.  

A1 A2 A3 -- B1 B2 B3 -- C1 C2 C3 -- D1 D2 D3 --
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 Proteína

Figura 7.6 – Partição de lipase, protease e proteína em diferentes linhas de 
amarração do sistema PEG 4000 / Fosfato a pH 7. 

 
 

O efeito de diferentes linhas de amarração no equilíbrio lipase/protease para o 

sistema PEG 8000/Fosfato também foi estudado. O perfil de partição, assim como 

para o PEG 4000, foi independe da linha de amarração, não havendo qualquer 

semelhança no comportamentos do sistema com o aumento do volume na fase topo. 

Em A3 observou-se alta diferença entre a partição de protease e lipase e um fator de 

purificação pra lipase de 4,2. Já no sistema B2, apesar do coeficiente de partição 
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positivo na fase topo para protease (Log K = 0,75), este foi menor do que o obtido 

para o sistema C1 do PEG 4000 (Log K = 3).  
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Figura 7.7 – Partição de lipase, protease e proteína em diferentes linhas de 
amarração do sistema PEG 8000 / Fosfato a pH 7. 

 
 

 Fazendo uma comparação entre os sistemas obtidos com PEG 4000 e 8000, 

observou-se que penas três sistemas apresentaram partições de lipase e protease 

para fases opostas num mesmo sistema: 14,46% (p/p) de Fosfato e 4,35% (p/p) de 

PEG 4000; 14,23% (p/p) de Fosfato e 1,07% (p/p) de PEG 8000; e 4,23% (p/p) 

Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000. A escolha de qual sistema utilizar dependerá 

da aplicação ao qual o mesmo se destina. O sistema A1 de PEG 4000, por exemplo, 

pode ser utilizado em aplicações diretas onde a presença de PEG não seja um 

interferente e onde a presença de protease necessite ser mínima ou inexistente. E 

em situações onde a presença de sal ou PEG sejam um interferente, o uso do 

sistema 4,23% (p/p) Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000 é mais indicado haja vista 

a baixa concentração de PEG na fase base e a fácil remoção de sal apenas com 

diálise. Já visando um grau de pureza maior na fração enzimática, C1 de 



Capítulo 7 – Purificação do Extrato Bruto de Lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 
 

 131

PEG4000/Fosfato é o mais indicado por possuir maior coeficiente de partição e 

maior fator de purificação. O fator de purificação obtido para C1 de 

PEG4000/Fosfato foi um pouco maior do que alguns obtidos em sistema bifásico 

(BASSANI et al., 2007), contudo mais baixo do que o reportado por Ooi et al. (2009), 

que obtiveram, em sistema bifásico Álcool/Sal um fator de purificação de 13,5.  

7.3 PURIFICAÇÃO POR IMOBILIZAÇÃO DIRETA 

Sabe-se que processos com muitas etapas de purificação, embora leve a 

fatores de purificações elevados, possuem baixo rendimento e custo elevado. Neste 

sentido, testou-se, em paralelo à purificação parcial via sistema bifásico, a 

purificação direta por imobilização. Esta, além da vantagem de ser um processo de 

etapas reduzidas, pode ser uma forma de obtenção direta do biocatalisador 

imobilizado. 

7.3.1 Imobilização por Interação Hidrofóbica  

Considerando que as lipases possuem grande afinidade por suportes 

hidrofóbicos, testou-se a imobilização de lipases presentes no extrato bruto de Y. 

lipolytica IMUFRJ 50682 em suportes com diferentes forças de hidrofobicidade. 

7.3.1.1 Imobilização em octil-agarose  

Para imobilização por adsorção em octil-agarose, uma solução de extrato 

bruto diluído (1.170U/L) a pH 7 foi utilizada. Após 1 h de adsorção observou-se 

100% de rendimento de imobilização, contudo, o derivado apresentou apenas 476 

U/kg e uma atividade recuperada de 28,5%. A baixa atividade recuperada deve-se 

provavelmente a uma forte interação da enzima ao suporte (provocando deformação 

no sítio ativo) ou imobilização de forma a promover impedimento estérico. O 

rendimento de imobilização neste trabalho foi maior do que o reportado por Cunha et 

al. (2008) durante a imobilização de lipase Lip2 de Y. lipolytica  em octil-agarose 

(70%). 

A coluna 2 da Figura 7.8 mostra o perfil das proteínas imobilizadas no 

derivado de octil-agarose. Baseado na literatura, esperava-se encontrar apenas 

bandas imobilizadas próximo a 40 kDa, valor da massa molecular das lipases 

reportadas para Y. lipolytica. Contudo, outras bandas também foram observadas 

podendo ser outras proteínas secretadas pela levedura, como protease. A 
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imobilização de outras bandas, além da banda de interesse, em imobilizações a 

partir de extrato bruto de lipase em octil-agarose também foi recentemente reportado 

(VOLPATO, 2009). 

Testes de dessorção com diferentes concentrações de triton x – 100 e laurato 

de sacarose foram realizados, visando uma separação fracionada das bandas. A 

maioria delas saiu quando se utilizou 0,2% de triton x -100 ou laurato de sacarose 

permanecendo apenas 4 bandas (Figura 7.8, coluna 3). Após o uso de 0,2 e 0,5 % 

de triton x – 100 e 1,5 % de laurato de sacarose seqüencialmente, conseguiu-se 

eliminar apenas a banda de 43 kDa. Apesar de ter sido observado um maior 

clareamento nas bandas, a atividade das lipases dessorvida não pôde ser 

quantificada haja vista que a concentração de detergente encontrava-se em valores 

que promovem a inibição das lipases de Y. lipolytica (item 6.2.7).  

 

Figura 7.8 – Eletroforese dos derivados obtidos após imobilização e dessorção de 
lipase de Y. lipolytica em octil-agarose. (1) Marcador de proteína; (2) Derivado obtido 
a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica em octil-agarose; (3) Derivado (2) 
após dessorção seqüencial com 0,2 e 0,5% (v/v) de triton x – 100; (4) Derivado (2) 

após dessorção seqüencial com 0,2, 0,5% (v/v)de triton x – 100 e laurato de 
sacarose 1,5% (p/v); (5) Derivado obtido a partir da imobilização de extrato de Y. 

lipolytica em octil-agarose na presença de 0,1% de triton x – 100. 
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 O uso de triton x – 100 como aditivo no processo de imobilização também foi 

estudado utilizando uma solução de extrato diluído com 2.060 U/L. Após 1h de 

imobilização, o rendimento de imobilização aparente (haja vista a possibilidade de 

parte das enzimas terem sido inativadas pelo detergente) foi de 98,7%. Todavia, o 

derivado obtido apresentou apenas 224 U/kg, o que representou uma atividade 

recuperada aparente de 1,1%. Este processo favoreceu a imobilização de uma 

banda acerca de 60 kDa (Figura 7.8, coluna 4), não tendo sido observada com 

intensidade bandas características das lipases reportadas para Y. lipolytica (entre 35 

e 43 kDa).  

 Estes resultados levaram ao questionamento sobre a quantidade de lipases 

existentes no presente extrato. Em testes preliminares aos estudos de purificação, 

um zimograma deste extrato utilizando tributirina como substrato foi realizado e 

observou-se apenas uma banda positiva (Figura 7.9). Contudo, após estes 

resultados de purificação, outro zimograma foi realizado utilizando α-naftil acetato 

como substrato (Figura 7.10). Observou-se a presença de 3 bandas ativas. A coluna 

4 teve problemas do meio em seguida devido a uma rachadura na placa do gel. Esta 

coluna, por ser uma banda de uma amostra concentrada obtida a partir da 

dessorção das lipases imobilizadas em octil, apresentou uma banda a mais na fase 

superior de outra lipase cuja concentração no extrato deve ser reduzida frente às 

outras duas observadas nas colunas 1, 2 e 3.  

 Como não é possível afirmar que as bandas visualizadas na Figura 7.10 

fazem referência às 3 últimas bandas observadas, estudos que visem uma 

separação fracionada destas bandas devem ser realizados de forma a identificá-las 

e caracterizá-las. A partir de octil-agarose, só foi possível obter duas frações: uma 

rica na banda entre 30 e 40 kDa (LYL1) e outra rica nas duas bandas próximas a 60 

kDa (LYL2).  
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Figura 7.9 – Zimograma de 
extrato bruto de lipase de Y. 
lipolytica utilizando tributirina 
como substrato. (1) Controle 

positivo de atividade – lipase B de 
Candida antarctica; (2) Extrato 

bruto de Y. lipolytica; (3) 
Revelação com prata de gel 

utilizado para obtenção do item 
(2). 

Figura 7.10 – Zimograma, utilizando α-naftil 
acetato como substrato, do (1) extrato bruto de 

Y. lipolytica, (2) extrato bruto de Y. lipolytica 
com 1% (v/v) de triton x – 100, (3) extrato bruto 

de Y. lipolytica com 0,05% (p/v) de dodecil 
sulfato de sódio, (4) sobrenadante concentrado 

em filtro milipore (10kDa) da dessorção 
seqüenciada com 0,1% de triton x – 100 e 1,5% 

de laurato de sacarose do derivado obtido a 
partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica 

em octil-agarose. 
 

 

Visando conhecer um pouco as características das lipases presentes nessas 

frações, as frações foram imobilizadas em CNBr-agarose, por ligação unipontual, e 

caracterizados quanto ao seu perfil de atividade diante de substratos de tamanhos 

distintos. Os derivados obtidos foram comparados com outros derivados obtidos a 

partir de enzimas comerciais (Figura 7.11). A fração LYL1 foi a que apresentou 

menor diferença entre os valores de atividade obtidos para pNFL e pNFP. Os dois 

derivados obtidos de frações purificadas parcialmente mostraram relações distintas 

do obtido para o extrato bruto (item 6.2.5). Tal resultado pode estar relacionado à 

partição do substrato com o suporte e/ou com a proporção das lipases ativas.  
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Figura 7.11 – Atividade de lipases imobilizadas em CNBr-agarose frente a diferentes 
substratos de cadeia curta, média e longa. CALB – lipase B de Candida antarctica; 
TLL – lipase de Thermomyces lanuginosus; RML – Lipase de Rhizomucor miehei; 

LYL1 – Fração de lipases de Y. lipolytica rica em bandas próximo a 40 kDa.; LYL2 – 
Fração de lipases de Y. lipolytica rica em bandas próximo a 60 kDa. 

 
 

7.3.1.2 Imobilização em butil-agarose  

Como não foi possível dessorver de octil-agarose de forma completa as 

lipases encontradas no extrato bruto de Y. lipolytica, estudos com imobilização em 

butil-agarose foram realizados. Aparentemente, as únicas bandas presentes no 

derivado são aquelas próximas a 60 kDa (Figura 7.12). Contudo, experimentos de 

dessorção e imobilização do sobrenadante obtido da dessorção mostraram que as 

outras bandas estão presentes, só que em proporções menores, ou, como a 

visualização das enzimas adsorvidas é obtida por dessorção em tampão de ruptura 

de eletroforese, é possível que as mesmas estejam tão fortemente ligadas que não 

dessorvam nem em condições desnaturantes de preparo de amostras para SDS-

PAGE. Apesar das dúvidas quanto às bandas presentes, o derivado obtido 

apresentou, para 2090 U/L oferecidas, 3100 U/kg de atividade em um processo de 

imobilização com 91,9% de rendimento e 242% de atividade recuperada.  
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Figura 7.12 – Eletroforese dos derivados obtidos após imobilização e dessorção de 
lipase de Y. lipolytica em butil-agarose. (1) Marcador de proteína; (2) Derivado obtido 
a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica em butil-agarose; (3) Sobrenadante 
da dessorção do derivado (2) com 1% (v/v) de laurato de sacarose; (4) Derivado (2) 

após dessorção com 1% (v/v) de laurato de sacarose; (5) Derivado (2) após 
dessorção com 2% (v/v) de laurato de sacarose; (6) Derivado (2) após dessorção 

com 2% (v/v) de triton x - 100; (7) Derivado obtido a partir da imobilização do 
sobrenadante (3) em butil-agarose. 

 
 

7.3.1.3 Imobilização em fenil-agarose  

 O comportamento da imobilização de lipases de Y. lipolytica obtida a partir de 

extrato bruto em fenil-agarose também foi avaliado. Neste suporte, um perfil 

semelhante ao encontrado no derivado de octil após dessorção com 0,2% de triton x 

– 100 foi obtido (Figura 7.13). Observou-se que, após a dessorção com 0,5% de 

triton x -100, o derivado obtido é um derivado apenas com as 2 bandas mais 

próximas de 60 kDa, o que o torna uma boa alternativa para isolar estas proteínas. 

Quanto ao processo de imobilização, a partir de 2090 U/L oferecidas para 

imobilização, um derivado de 793 U/kg foi obtido com um rendimento de 99,2% e 

57,3% de atividade recuperada. Embora com valores inferiores aos obtidos com 

butil, o fenil-agarose mostrou-se mais eficiente do que o octil-agarose tanto na 
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obtenção de um derivado misto para aplicação direta, quanto como matriz para 

separação.  

 

Figura 7.13 – Eletroforese dos derivados obtidos após imobilização e dessorção de 
lipase de Y. lipolytica em fenil-agarose. (1) Marcador de proteína; (2) Derivado obtido 
a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica em fenil-agarose; (3) Derivado (2) 

após dessorção com 0,5% (v/v) de triton x – 100. 
 
 

7.3.2 Imobilização por Interação Lipase-Lipase  

 Apesar do zimograma ter evidenciado a presença de 3 lipases no extrato 

bruto de Y. lipolytica, os resultados dos testes de imobilização em octil, butil e fenil 

deixam dúvidas de quais são de fato as bandas representativas da mesma. Para 

uma certificação, optou-se por realizar uma imobilização por interação lipase-lipase. 

Sabe-se que as lipases são capazes de formar aglomerados através de adsorção 

entre sítios hidrofóbicos presentes em sua superfície (PALOMO et al., 2006). Desta 

forma, a imobilização de lipases de um extrato bruto com outra lipase imobilizada por 

ligações multipontuais a uma matriz garante que o derivado obtido terá apenas 

lipases.  
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 O tempo de 0,5h de imobilização foi suficiente para obter um derivado com 

1180 U/kg de atividade em um processo de rendimento de 96% e com 145,7% de 

atividade recuperada. A eletroforese do derivado obtido (Figura 7.14) mostrou as 3 

bandas referentes às lipases presentes no extrato de Y. lipolytica, as quais 

apresentaram massa molecular de, aproximadamente, 38 kDa, 41 kDa e 66 kDa. 

Uma lipase extracelular de 38 kDa foi reportado por Yu et al. (2007) a qual foi 

purificada por cromatografia de troca iônica em Q sefarose FF seguida de 

cromatografia por interações hidrofóbicas em uma matriz butil sefarose FF. Sua 

afinidade pelo grupamento butil também foi confirmado nos estudos de imobilização 

em butil-agarose (Figura 7.12, coluna 7). Song et al. (2006) também reportaram a 

purificação de duas lipases extracelulares de Y. lipolytica de 41 kDa, ambas com 

características distintas de temperatura ótima e especificidade. Quanto a lipase de 

66 kDa, até o presente momento não encontrou-se trabalhos reportando a mesma, 

sendo a massa molecular das lipases de Y. lipolytica reportada entre 38 e 41 kDa. 

Desta forma, estudos visando seqüenciá-la, caracterizá-la e purificá-la devem ser 

desenvolvidos. 

 

Figura 7.14 – Eletroforese dos derivados obtidos após imobilização de lipase de Y. 
lipolytica em lipase de Pseudomonas fluorescens-glioxil-agarose. (1) Marcador de 
proteína; (2) Derivado obtido a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica em 
fenil-agarose; (3) Derivado (2) após dessorção com 0,5% (v/v) de triton x – 100. 

 
 

 Apesar de ter-se conseguido imobilizar as três lipases identificadas 

inicialmente pelo zimograma com a imobilização em LPF-glioxil-agarose, Volpato et 
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al. (2010) reportou diferentes seletividade na imobilização, dependendo da lipase 

utilizada no suporte. A partir de um extrato bruto de Staphylococcus warneri, 

diferentes derivados foram obtidos. BTL2 imobilizada em glioxil-DTT, por exemplo, 

mostrou imobilização seletiva para apenas uma lipase de 30 kDa. Em paralelo, 2 

lipases de 28 e 40 kDa foram imobilizadas em PFL-glioxil. Apesar do alto custo do 

suporte baseado em lipase – haja vista nele estar incluso o preço da matriz 

polimérica, do custo da lipase imobilizada e do processo de imobilização da mesma 

– este processo é bastante promissor em casos em que a imobilização é seletiva 

para uma única enzima. 

7.3.3 Imobilização por Troca Iônica  

Na busca de um suporte seletivo para a separação das lipases presentes no 

extrato de Y. lipolytica, testes de imobilização também foram realizados em matrizes 

de caráter iônico, DEAE-agarose (aniônica) e sulfopropil-agarose (catiônica). A 

Figura 7.15 mostra o perfil das proteínas imobilizadas em DEAE e SP-agarose após 

1,5 h de contato. Na matriz DEAE, uma coloração mais intensa das bandas é 

observada com o aumento do tempo de contato. E, apesar da presença de 4 bandas 

bem definidas, traços de outras 2 bandas foram observados. Já na matriz SP-

agarose, observou-se 5 bandas bem definidas. Dentre as 3 lipases presentes no 

extrato, apenas as lipases identificadas em 66 kDa e 41 kDa tiveram atração pelas 

matrizes. Além disso, testes de dessorção foram eficientes na remoção da maioria 

das proteínas, com exceção das duas bandas próximas a 66 kDa.  

Apesar da imobilização em matrizes de troca iônica promover a facilidade de 

dessorção das enzimas imobilizadas com NaCl, neste estudo a quantidade de 

enzima de fato imobilizada, com base na atividade do sobrenadante (Figura 7.16), é 

mais baixa frente às matrizes hidrofóbicas testadas. Além disso, variações nos 

valores de atividade do derivado mostraram-se elevadas, embora qualitativamente o 

perfil das proteínas que estão sendo imobilizadas não mude (Figura 7.15). As 

variações das atividades do derivado observadas com o tempo são típicas de 

sistemas que não se encontram em equilíbrio sendo necessários estudos de 

imobilização em tempos maiores de contato. 
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Figura 7.15 – Eletroforese dos derivados obtidos após imobilização e dessorção de 

lipase de Y. lipolytica em DEAE-agarose. (1) Marcador de proteína; (2) Derivado 
obtido a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose, 0,5h de 
imobilização; (3) Derivado obtido a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica 

em DEAE-agarose, 1,0h de imobilização; (4) Derivado obtido a partir da imobilização 
de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose, 1,5h de imobilização; (5) Derivado 

obtido a partir da imobilização de extrato de Y. lipolytica em sulfopropil-agarose, 1,5h 
de imobilização. 
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Figura 7.16 – Imobilização de lipases presentes em extrato bruto de Y. lipolytica por 

troca iônica em DEAE e SP-agarose. 
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 Estes dados divergem do observado por Cunha et al. (2008) em extrato de 

lipase Lip2 de Y. lipolytica quando imobilizado em MANAE-agarose. Nesse sistema, 

o tempo necessário para imobilizar 97% das enzimas oferecidas foi de 0,5h. Em 

tempos maiores, observou-se o sistema em equilíbrio, não sendo encontradas 

variações na atividade do sobrenadante ou do derivado.  

7.4 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 7  

 Com base nos resultados de purificação do extrato bruto rico em lipase de Y. 

lipolytica, tem-se que: 

9 A baixa concentração total de proteína no extrato obtido e a presença de 

biosurfactante (produzido pelo microrganismo nas condições de produção de 

lipase) não proporcionaram a formação de precipitados estáveis, sendo uma 

técnica não aplicável para este extrato como etapa de pré-purificação;  

9 Quanto ao uso do sistema bifásico PEG 4000-Fosfato, a faixa de pH mais 

indicada para obter maiores valores de partição de lipase para a fase topo é 

em valores de pH maiores ou iguais a 7. Contudo, sua baixa estabilidade a 

valores maiores que 7, limita o uso de sistemas nesta faixa de pH; 

9 Apenas três sistemas apresentaram partições de lipase e protease para fases 

opostas num mesmo sistema: 14,46% (p/p) de Fosfato e 4,35% (p/p) de PEG 

4000; 14,23% (p/p) de Fosfato e 1,07% (p/p) de PEG 8000; e 4,23% (p/p) 

Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000. Destes, a maior partição de lipase para 

a fase topo foi reportada em 14,46% (p/p) de Fosfato e 4,35% (p/p) de PEG 

4000 e maior partição de lipase na fase base foi 4,23% (p/p) Fosfato e 

27,14% (p/p) de PEG 8000. A escolha de qual sistema utilizar dependerá da 

aplicação ao qual o mesmo se destina.  

9 Nos estudos de purificação por imobilização, através de interação lipase-

lipase e pela análise de zimograma, foi possível identificar 3 lipases de 

tamanhos distintos no extrato bruto de Y. lipolytica IMUFRJ 50682;  

9 Fazendo uma comparação entre os 3 suportes hidrofóbicos usados, fenil-

agarose e butil-agarose mostraram-se mais seletivos na imobilização das 

lipases frente a octil-agarose; 
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9 Para os 3 suportes hidrofóbicos usados, não foi possível encontrar 

concentrações de detergente onde tivéssemos a dessorção de apenas 1 

lipase já que as lipases de 38 e 41 kDa dessorvem sempre em concentrações 

próximas. E a lipase de aproximadamente 67 kDa permaneceu imobilizada 

mesmo após 2% de detergente nos três suportes, o que evidencia uma 

interação muito forte desta com os suportes;  

9 Dentre as 3 lipases presentes no extrato, apenas as lipases peso molecular 

de 66 kDa e 41 kDa possuem atração pelas matrizes DEAE-agarose 

(aniônica) e sulfopropil-agarose (catiônica). 
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8 IMOBILIZAÇÃO DE LIPASE B DE Candida antarctica E 
LIPASES DE Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682  
8.1 IMOBILIZAÇÃO DE CALB POR ADSORÇÃO EM FIBRA DE COCO 

8.1.1 Cinética de adsorção  

A cinética de adsorção de CALB para uma concentração inicial de enzima de 

500 U/L foi avaliada nas fibras tratadas com H2O2 e NaOCl/NaOH (Figura 8.1 e 8.2, 

respectivamente). Para a fibra tratada com H2O2, após 1 h de contato entre a 

solução enzimática e suporte, não se observou variação significativa na atividade 

hidrolítica do derivado CALB-H2O2. Observa-se, porém, um aumento no teor de 

proteína adsorvida até 6 h de contato, o que pode sugerir uma adsorção de CALB 

em multicamada ou a adsorção de outras proteínas presentes no extrato comercial 

de CALB também ocorre e não chegou ao equilíbrio no mesmo tempo das lipases. 

Ao contrário, a atividade da CALB imobilizada em fibra tratada com NaOCl/NaOH 

(derivado CALB-NaOCl/NaOH) aumentou com o tempo de contato, de 450 U/kg 

após 1 h de contato para 700 U/kg após 8h, embora o teor de proteína total 

adsorvida tenha permanecido aproximadamente constante. Ao se estudar a 

adsorção de CALB em fibra natural (BRÍGIDA et al., 2008), observou-se um ligeiro 

aumento na atividade dos derivados obtidos após 2 horas de contato, mostrando 

que o tempo de 1 h não foi suficiente para se atingir o equilíbrio. Embora o equilíbrio 

de adsorção em termos de atividade hidrolítica do derivado CALB-H2O2 tenha se 

dado em 1h, optou-se nos estudos que se seguem em utilizar 2 horas de contato, a 

fim de garantir que mesmo com mudanças no meio (influência do pH de 

imobilização) o derivado imobilizado fosse obtido em condições de equilíbrio da 

interação fibra – enzima. O tempo de 2 h de contato também foi mantido para a fibra 

tratada com NaOCl/NaOH dado que o ganho em atividade após 8 h de contato não é 

tão elevado quando se considera o erro experimental. Quando a imobilização é 

conduzida a baixa força iônica, espera-se uma adsorção rápida para a maioria dos 

sistemas de lipase-suporte. Alguns autores obtiveram 100% de rendimento de 

imobilização após apenas 10 minutos de contato enzima-suporte (FERNANDEZ-

LAFUENTE et al., 1998). 
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Figura 8.1 – Cinética de adsorção de CALB (500 U/L), a pH 7 e 25ºC, em fibra de 

coco verde tratada com H2O2. 

 
Figura 8.2 – Cinética de adsorção de CALB (500 U/L), a pH 7 e 25ºC, em 

fibra de coco verde tratada com NaOCl/NaOH. 
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8.1.2 Efeito do pH de adsorção  

A influência do pH de imobilização de CALB em fibra tratada com H2O2 

(Figura 8.3) ou com NaOCl/NaOH (Figura 8.4) também foi investigada. A 

imobilização de CALB em fibra de coco tratada com H2O2 sob diferentes valores de 

pH não apresentou, em geral, variações significativas tanto para os valores de 

atividade no derivado quanto de proteína adsorvida (Figura 8.3). Tal resultado é bem 

distinto do observado na adsorção de CALB em fibra natural – onde foram 

observados dois patamares bem definidos de proteína adsorvida e atividade no 

derivado (BRÍGIDA et al., 2008). Além de perfis distintos, o teor de proteína 

imobilizada e de atividade hidrolítica do derivado CALB-H2O2 são duas vezes 

maiores do que os derivados de fibra natural, quando imobilizados em pH 7. O 

tratamento com H2O2 promove uma oxidação de alguns grupos hidroxilas da 

celulose presentes na fibra a grupos carboxilas, proporcionando à fibra um suave 

potencial catiônico de troca iônica (SHUKLA e PAI, 2005). A remoção das impurezas 

na superfície, as quais eram fonte de íons e sítios hidrofóbicos, provocou uma 

alteração nas características da superfície do suporte modificando sensivelmente o 

perfil das forças de adsorção envolvidas. Como não houve variação significativa 

entre os resultados, optou-se por selecionar o pH 7 para os estudos de estabilidade 

dos derivados, já que este é um valor próximo ao ponto isolétrico da CALB e foi 

também selecionado em estudos prévios com a fibra de coco natural. 
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Figura 8.3 – Efeito do pH de imobilização na quantidade de proteína adsorvida e na 
atividade hidrolítica de CALB imobilizada em fibra de coco tratada com H2O2, após 

2h de contato a 25 ºC. 
 

 
Figura 8.4 – Efeito do pH de imobilização na quantidade de proteína adsorvida e na 

atividade hidrolítica de CALB imobilizada em fibra de coco tratada com 
NaOCl/NaOH, após 2h de contato a 25 ºC. 
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Quando fibra tratada com NaOCl/NaOH foi utilizada como suporte para 

imobilização de CALB, pôde-se observar, na Figura 8.4, que houve influência do pH 

na atividade do derivado CALB-NaOCl/NaOH. Assim como observado na adsorção 

em fibra natural (BRIGIDA et al., 2008), dois platôres de valores de atividade e 

proteína adsorvida foram observados. Maiores valores de atividade foram obtidos a 

valores de pH de imobilização menores que 6. A atividade do derivado CALB-

NaOCl/NaOH obtido em pH 4 foi 3 vezes maior que o obtido em pH 7. E, embora o 

tratamento com NaOCl/NaOH tenha resultado na maior área superficial, a atividade 

do derivado e o teor de proteína adsorvida neste suporte foi menor quando 

comparado à fibra natural e à tratada com H2O2. A modificação química da superfície 

também interferiu no pH de início do segundo platô.  

Comparando as Figuras 8.3 e 8.4, pôde-se observar que a máxima 

quantidade de proteína adsorvida nos estudos de adsorção de imobilização de 

CALB foi de 450 µg/g de fibra, obtido a pH 3 utilizando fibra tratada com H2O2 como 

suporte. Este valor, no entanto, é inferior ao teor máximo obtido para albumina de 

soro bovino (BSA) em fibra natural (Figura 8.5), que foi de 1700 µg/g de fibra. Outros 

autores (RODRIGUES et al., 2008), quando utilizando suporte com pouca área 

disponível para imobilização de CALB (carvão ativado), também obtiveram valores 

superiores, até 4000 µg/g de suporte. A Figura 8.6 mostra a adsorção de BSA em 

fibra de coco, submetida ou não a tratamentos com H2O2 ou NaOCl/NaOH. Pode-se 

observar que tanto a fibra oxidada quanto a tratada com NaOCl/NaOH foram 

capazes de adsorver, a pH 4, uma maior quantidade de BSA do que a fibra natural. 

Tais resultados mostram, que embora as fibras tratadas com NaOCl/NaOH não 

sejam, nas condições aqui estudadas, bons suportes para a imobilização de lipases, 

podem representar uma alternativa interessante para outras proteínas.  
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Figura 8.5 – Efeito do pH de imobilização na quantidade de BSA adsorvida de 

BSA imobilizada em fibra de coco natural, após 2h de contato a 25 ºC. 
 
 

Natural Oxidada NaOCl/NaOH
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

 

 

 

Fibras

Q
ua

nt
id

ad
e 

de
 B

SA
 a

ds
or

vi
da

 (µ
g/

g 
de

 fi
br

a)  pH3
 pH4
 pH7

 
Figura 8.6 – Efeito do pH de imobilização e do tratamento da fibra na quantidade de 

BSA adsorvida imobilizada em fibra de coco, após 2h de contato a 25ºC. 
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8.1.3 Parâmetros cinéticos  

 Velocidades iniciais de hidrólise de p-nitrofenil laurato foram determinadas a 

diferentes concentrações iniciais, 50 a 2500 µM (Figura 8.7). Observou-se que a 

velocidade de reação aumenta com o aumento da concentração de substrato para 

os três derivados investigados. A Tabela 8.1 mostra os valores dos parâmetros 

cinéticos estimados considerando modelo de Michaelis-Menten. A CALB livre 

apresentou Km maior do que outras lipases para a hidrólise de pNFL. Lipase de 

Pseudomonas mendocina, por exemplo, mostrou Km igual a 70 µM em 2-propanol 

(SURINENAITE et al., 2009). Observa-se uma pequena redução no valor de Km 

para a enzima imobilizada em todos os suportes estudados, o que representa um 

aparente aumento na afinidade da CALB pelo substrato. Sabe-se que alguns fatores 

influenciam a cinética de enzimas imobilizadas, tais como: problemas de 

transferência de massa, partição e alteração da conformação da enzima (CABRAL et 

al., 2003). Estes fatores, ou a combinação deles, podem povocar uma aparente 

melhora ou piora na afinidade da enzima por um determinado substrato. Outra 

possível explicação para estes resultados é a inibição da enzima por DMSO, 

presente no meio reacional. O extrato rico em lipases de Y. lipolytica sofreu uma 

pequena inibição de atividade pela presença de DMSO (Item 6.3.6.2). Esta inibição 

também pode ocorrer com CALB e pode ter sido minimizada quando a enzima foi 

imobilizada, levando a uma diminuição no valor do Km. Para confirmação, fazem-se 

necessários estudos do efeito da concentração de DMSO na atividade de CALB.  
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Figura 8.7 – Velocidade inicial de hidrólise de p-nitrofenil laurato catalisada por 
CALB imobilizada em fibra de coco verde natural e tratada.  

 
 
 
 

Tabela 8.1 – Parâmetros cinéticos da hidrólise de p-nitrofenil laurato catalisada por 
lipase B de Candida antarctica livre e imobilizada por adsorção. 

 

Derivado Km (µM) Vmax (µmol.min-1.mg-1) 

CALB Livre 192 ± 21 4250 ± 350  

Fibra Natural 130 ± 19 6817 ± 438 

Fibra Tratada c/ H2O2 110 ± 32 8793 ± 465 

Fibra Tratada c/ NaOCl/NaOH 168 ± 17 5751 ± 367 
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8.1.4 Estabilidade Operacional 

Quanto à estabilidade operacional (Figura 8.8), da CALB imobilizada em fibra 

de coco natural ou tratada, observou-se perfil semelhante para todos os derivados 

de fibra natural. No decorrer dos ciclos 4 a 6, apenas 10% da atividade inicial foi 

observada, o que representa que apenas 10% da CALB imobilizada foi fortemente 

adsorvida. Comparando com um derivado comercial de CALB imobilizada por 

adsorção em uma resina acrílica (Novozym 435), observou-se uma maior 

estabilidade deste até o ciclo 7. Lipase de Geobacillus thermoleovorans imobilizada 

em polipropileno também mostrou maior estabilidade que CALB imobilizada em fibra, 

perdendo totalmente sua atividade com 9 ciclos reacionais, contudo, mantendo até 

50% de sua atividade até o sétimo ciclo (SANCHEZ-OTERO et al., 2008).  

 

 
Figura 8.8 – Estabilidade operacional de CALB adsorvida em fibra natural e tratada 

(Ativ. Inicial de 1000 U/kg) em bateladas consecutivas de hidrólise de p-nitrofenil 
laurato, a 37ºC, pH 7. 

 
 
8.1.5 Estabilidade Térmica 

A Tabela 8.2 apresenta as constantes de desativação térmica de CALB 

imobilizada em fibra de coco natural e tratada, quando submetida à temperatura de 
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60ºC, em banho úmido. O fator de estabilização (F) observado para a CALB 

imobilizada em fibra de coco verde tratada com H2O2 foi muito baixo frente ao 

observado em fibra natural (Tabela 8.2). Já a imobilização de CALB em fibra tratada 

com NaOCl/NaOH promoveu uma estabilidade 3 vezes menor do que a imobilização 

em fibra natural (Tabela 8.2). Com a remoção das impurezas, os sítios de adsorção 

de maiores forças (sítios hidrofóbicos e de troca iônica) foram removidos, o que 

proporcionou uma imobilização fraca, promovida provavelmente por forças de van 

der Waals. Desta forma, para a aplicação de fibras tratadas com H2O2 como suporte, 

fazem-se necessários estudos de funcionalização para aumentar o número de sítios 

hidrofóbicos e/ou proporcionar ligação covalente, de forma a obter um derivado mais 

estável. 

Tabela 8.2 – Desativação térmica a 60ºC da lipase de C. antarctica livre e 
imobilizada em fibra de coco verde. 

 

Enzima kd (h-1) t1/2 (h) F R2 Referência 

CALB livre 7,15 0,097 1 0,98 Brígida et al, 2008

CALB imobilizada em fibra 
natural 

1,64 8,92 92 0,94 Brígida et al, 2008

CALB imobilizada em fibra 
tratada com NaOCl/NaOH 

4,87 3 30 0,96 Este trabalho 

CALB imobilizada em fibra 
tratada com H2O2 

3,64 0,19 2 0,92 Este trabalho 

Novozym® 435 0,95 114 1178 0,90 Brígida et al, 2008

 
 
8.2 IMOBILIZAÇÃO DE LIPASES DE Yarrowia lipolytica POR ADSORÇÃO EM 
FIBRA DE COCO 

8.2.1 Cinética de adsorção em fibra natural 

8.2.1.1 Extrato bruto  

Inicialmente, testou-se o substrato bruto obtido a partir de fermentação 

submersa de Yarrowia lipolytica em sistema multifásico como fonte de lipase de Y. 

lipolytica para imobilização. A partir do extrato bruto, realizaram-se diluições deste 

em tampão fosfato pH 7 de forma a obter soluções iniciais de lipase nas 



Capítulo 8 – Imobilização de Lipase B de Candida antarctica e Lipases de Yarrowia lipolytica 
IMUFRJ 50682 

 

 153

concentrações de 100, 200 e 500 U/L. Partindo destas soluções, estudos da cinética 

de imobilização de lipase de Y. lipolytica por adsorção em fibra de coco verde natural 

foram realizados (Figura 8.9). Observou-se que, para a concentração inicial de 100 

U/L, em 2 horas de contato, tem-se uma atividade máxima de ~200 U/kg. Contudo, 

após essas 2 horas, a atividade no derivado diminui, embora ainda possa ser 

observado um leve aumento no teor de proteína adsorvida. No caso de 

concentrações iniciais de 200 U/L, esta chegou a um máximo de ~ 300 U/kg em 6 

horas de contato. Enquanto que para concentração inicial de 500 U/L, esta chegou a 

quase 500 U/kg em 8 h. Observou-se que o maior teor de proteína adsorvido é 

alcançado após apenas 2 horas de contato. Considerando o alto teor de proteína 

imobilizada e o baixo valor de atividade, é provável que outras proteínas, que não 

lipases, estejam adsorvendo prioritariamente. No extrato, como já foi comprovado 

nos estudos de purificação (Capítulo 7), contem lipases, proteases e outras 

proteínas. 

 

 

Figura 8.9 – Cinética de adsorção de lipase de Y. lipolytica em fibra de coco verde 
natural a partir de extrato bruto.  
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A fim de verificar o processo de adsorção das proteases presentes no meio, 

acompanhou-se a atividade proteolítica no sobrenadante durante o processo de 

imobilização (Figura 8.10). A partir deste estudo, observou-se uma redução na 

atividade proteolítica com o tempo de contato, a qual é acentuada no sistema de 

concentração inicial igual a 100 U/L. Como a fibra é um suporte com características 

de troca iônica, embora também possua sítios hidrofóbicos, há uma probabilidade 

desta ser menos seletiva para lipases. O que levaria a uma maior adsorção de 

outras proteínas que não sejam lipases. Além disso, as lipases podem adsorver 

sobre outras proteínas através de sítios hidrofóbicos produzindo um derivado de 

baixa estabilidade. A protease é uma dessas prováveis proteínas, uma vez que as 

proteases produzidas por Y. lipolytica possuem como característica a afinidade por 

regiões hidrofóbicas (HAMILTON et al., 2000), podendo, assim, adsorver as lipases. 

Logo, sendo a imobilização de lipase de Y. lipolytica por adsorção em fibra de coco 

um processo não seletivo, verificou-se a necessidade de trabalhar com soluções 

puras ou pré-purificadas, de forma a evitar a obtenção de derivados de baixa 

atividade e/ou baixa estabilidade.  
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Figura 8.10 – Atividade proteolítica no sobrenadante dos sistemas fibra – solução de 
lipase.  

 



Capítulo 8 – Imobilização de Lipase B de Candida antarctica e Lipases de Yarrowia lipolytica 
IMUFRJ 50682 

 

 155

8.2.1.2 Extrato pré-purificado  

Visando a obtenção de uma solução de lipase com um maior grau de pureza, 

porém, com baixo custo de obtenção, realizaram-se estudos de pré-purificação de 

extrato rico em lipase de Y. lipolytica em sistemas bifásicos PEG – Fosfato (Item 

7.2). Ao fim destes estudos, estabeleceu-se uma condição onde a concentração de 

lipase numa fase era 20 vezes maior do que em outra. Além disso, nesta mesma 

condição, a maior concentração de protease encontrava-se na fase oposta a de 

lipase. Assim, definiu-se esta condição como protocolo para pré-purificação dos 

extratos brutos de Y. lipolytica utilizados.  

A partir de extratos pré-purificados, estudos de cinética de adsorção de lipase 

de Y. lipolytica em fibra de coco natural em pH 7 foram realizados (Figura 8.11). Os 

valores de atividade permaneceram constantes após um tempo de contato igual à 4h 

para ambas as concentrações estudadas, embora o teor de proteína adsorvida só 

tenha se estabilizado após 6h. Quando comparado com os derivados obtidos a partir 

de extrato bruto (Figura 8.10), observou-se maior atividade nos derivados de extrato 

pré-tratado partindo de uma mesma concentração inicial de enzimas. Tais resultados 

indicam que a redução das impurezas de natureza protéica, com a contaminante 

presença de PEG proveniente do sistema bifásico auxiliou na obtenção de um 

derivado mais ativo. Estudos da literatura reportam que a presença de PEG durante 

o processo de imobilização, além de promover uma mudança em sua conformação 

estrutural, deve melhorar a hidratação (ROCHA et al., 1998). Estes dois efeitos 

devem ter influenciado na adsorção das lipases de Y. lipolytica em fibra de coco, 

principalmente favorecendo a interação enzima-suporte. 

Comparando o valor da atividade deste derivado (pré-purificado de Y. 

lipolytica em fibra de coco natural) no equilíbrio de adsorção (760 U/kg) com o 

observado em CALB imobilizada em fibra de coco natural (695 U/kg, Item 5.3), pode-

se dizer estes são próximo. Contudo, quando realizou-se um paralelo entre o teor de 

proteína adsorvida nos estudos do pré-purificado de Y. lipolytica (600 µg/g) e CALB 

em fibra natural (125 µg/g), este mostrou-se 4,8 vezes maior. Os valores de 

atividade recuperada (318%) e rendimento de imobilização (53%) também foram 

maiores. Isto mostra que a afinidade das lipases de Y. lipolytica com a fibra é maior 

do que a CALB. Embora tenha-se observado maior teor de proteína adsorvida, 

atividade recuperada e rendimento de imobilização, os valores próximos de atividade 
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dos derivados é explicável por a CALB ter maior afinidade pelo pNFL (Km CALB = 

0,192 µM e Extrato de Y. lipolytica = 0,234 µM, Capítulo 6), de forma a ser 

observado uma menor quantidade de enzima imobilizada que possue mais 

atividade. Tal afirmativa pode ser reforçada com futuros experimentos de Km e 

Vmax para os derivados de Y. lipolytica. 
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Figura 8.11 – Cinética de adsorção de lipase de Y. lipolytica em fibra de coco verde 

natural a partir de extrato pré-purificado. 
 
 

8.2.2 Cinética de adsorção em fibra tratada com H2O2 

 A cinética de adsorção das lipases de Y. lipolytica em fibra de coco tratada 

com H2O2 foi estudada utilizando-se tanto o extrato bruto quanto o extrato pré-

purificado com concentração inicial de 500 U/L (Figura 8.12). Assim como nos 

estudos de imobilização em fibra natural, os derivados obtidos a partir de solução de 

extrato pré-tratado mostraram-se mais ativos. Além disso, para ambas as fontes de 

lipase, a atividade do derivado obtido foi maior do que os valores obtidos para a fibra 

natural. Esta característica de possuir maior capacidade de adsorção também foi 

observada nos estudos de imobilização de CALB (8.1.1). Utilizando extrato pré-

purificado de Y. lipolytica, com 2 h de imobilização em fibra tratada com H2O2, um 

derivado com 800 U/kg foi observado. Já nos experimentos com CALB em fibra 

tratada com H2O2, este valor foi de 1230 U/kg. Contudo, 2 h de contato não 

representa o tempo para equilíbrio de adsorção do pré-purificado em fibra tratada 



Capítulo 8 – Imobilização de Lipase B de Candida antarctica e Lipases de Yarrowia lipolytica 
IMUFRJ 50682 

 

 157

com H2O2, sendo observado 2000 U/kg em 8 h de contato, o que indica maior 

quantidade de enzima imobilizada neste suporte. Tal comportamento reflete também 

nos valores de atividade recuperada (600%) e rendimento de imobilização (44%) 

observados para a imobilização do pré-purificado de Y. lipolytica em fibra tratada 

com H2O2. E como observado nos estudos de imobilização da CALB em fibra tratada 

com H2O2, os valores de atividade recuperada apresentam-se o dobro do observado 

em imobilizações em fibra natural. O que indica que a fibra tratada com H2O2 

promova a imobilização das lipases numa conformação mais ativa do que a fibra 

tratada.  
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Figura 8.12 – Cinética de adsorção de lipase de Y. lipolytica em fibra de coco verde 
tratada com H2O2 a partir de extrato bruto e pré-purificado.  

 
  
 A Tabela 8.3 mostra os parâmetros do processo de imobilização de extrato de 

lipase de Y. lipolytica bruto e pré-purificado em fibra e em outros suportes estudados 

na etapa de purificação (Capítulo 7). Embora as concentrações iniciais não tenham 

sido as mesmas para todos os experimentos, pequenas comparações podem ser 

realizadas. Comparado os derivados a base de agarose com a fibra de coco, 

observou-se que o rendimento de imobilização para fibra ficou entre 40 a 50%, 

enquanto que agarose, por ter uma área superficial bem maior que a fibra, 



Capítulo 8 – Imobilização de Lipase B de Candida antarctica e Lipases de Yarrowia lipolytica 
IMUFRJ 50682 

 

 158

apresentou rendimentos de imobilização maiores que 90%. Contudo, alguns 

derivado de agarose mostraram valores de atividade próximo ao encontrado em fibra 

de coco. Haja vista a possibilidade das lipases terem imobilizado com o sítio ativo 

direcionado ao suporte, impedimento estérico impossibilitaria a biocatálise da reação 

de hidrólise, apresentando assim, baixa atividade. Este caso aplica-se 

especialmente a octil-agarose, onde observou-se 57% de atividade recuperada. 

CUNHA et al. (2008) tiveram 71 % de rendimento e 34% de atividade recuperada em 

octil quando estudou a imobilização de LIP2 de Y. lipolytica. Maior atividade 

recuperada também foi observada em MANAE-agarose, suporte de troca iônica, o 

que mostra certa similaridade com os dados obtidos para o extrato bruto de Y. 

lipolytica IMUFRJ 50682. O derivado mais ativo foi de extrato bruto imobilizado em 

butil-agarose (3130 U/kg), contudo, é válido ressaltar que o valor da concentração 

inicial de enzima oferecida para imobilização neste derivado foi de 2000 U/L, 4 vezes 

maior que o oferecido nos ensaios com fibra de coco. Desta foram, comparando com 

o valor do derivado EB-LYL / Fibra Tratada com H2O2 obtido com concentração de 

enzima inicial de 500 U/L, estima-se que este suporte seja bastante promissor para a 

imobilização de lipases de Y. lipolytica.  

 Suportes mais hidrofóbicos apresentaram os menores valores de atividade 

recuperada. Contudo, em suportes menos hidrofóbicos ou onde a força de adsorção 

predominante fosse a troca-iônica, observou-se elevadas atividade recuperada, 

especialmente em fibra tratada com H2O2. Embora o fenômeno de hiperativação seja 

mais comum em suportes hidrofóbicos, neste presente trabalho os valores de 

atividade recuperada apresentam hiperativação aparente em suportes hidrofóbicos e 

de troca iônica. Contudo, é possível que, ao invés de uma hiperativação (ou em 

paralelo a ela), tenha-se com a imobilização a dissociação de alguns agregados 

protéicos que estariam inibindo o real valor de atividade das soluções estudadas. 

Outro fator que pode contribuir para este aumento é a inibição da atividade da 

enzima pela presença de DMSO no meio reacional. Como observado para a CALB, 

o efeito de inibição deste na enzima imobilizada seria reduzido, aumentando assim a 

afinidade da enzima pelo substrato. Em estudos de LIP2 de Y. lipolytica, a atividade 

recuperada máxima observada foi 61% para imobilização em MANAE-agarose 

(CUNHA et al., 2008). Duas diferenças influenciam na ausência de hiperativação 

neste caso: o fato de trabalharem com extrato bruto de uma cepa geneticamente 
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modificada, capaz de produzir apenas LIP2, (podendo a hiperativação ser observada 

apenas em outras lipases presentes no extrato aqui estudado); a composição do 

extrato, a qual pode pela presença de outras proteínas ou outras substâncias inibir a 

atividade da enzima ou favorecer a formação de agregados; e o uso de p-nitrofenil 

butirato como substrato utilizando acetona como solvente de mistura, o qual não 

deve ter o mesmo efeito de inibição provocado pelo DMSO.  

 
 
Tabela 8.3 – Parâmetros do processo de imobilização de extrato bruto (EB-LYL) e 

pré-purificado (PP-LYL) de Yarrowia lipolytica a pH 7 em diferentes 
suportes. 

 

Derivado Atividade 
(U/kg) 

Atividade 
Recuperada 

(%) 
Rendimento de 

Imobilização (%) 

EB-LYL / Fibra natural* 500 198 47 

PP-LYL / Fibra natura*l 700 318 53 

EB-LYL / Fibra Tratada 
com H2O2

* 
800 296 48 

PP-LYL / Fibra Tratada 
com H2O2

* 
2000 603 44 

EB-LYL / Octil-agarose** 793 57 99 

EB-LYL / Fenil-
agarose** 

795 93 99 

EB-LYL / Butil-
agarose*** 

3130 203 91 

EB-LYL / DEAE-
agarose* 

911 211 92 

 

* Eo = 500 U/L; ** Eo = 1000 U/L; ***Eo = 2000 U/L 
 
 
8.2.3 Estabilidade Térmica dos Derivados 

A fim de avaliar o efeito da imobilização sobre as lipases de Y. lipolytica, 

estudos de estabilidade térmica foram realizados. Como nenhum teste de 

estabilidade havia sido realizado até o momento para os imobilizados deste extrato 

de Y. lipolytica IMUFRJ 50682, estudou-se primeiramente o comportamento de uma 
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fração de sobrenadante obtido da dessorção do imobilizado em octil (sobrenadante 

do derivado da Figura 7.8, linha 3) imobilizado em CNBr-agarose por ligação 

unipontual. Visando garantir apenas uma única ligação, o mesmo foi imobilizado a 

4ºC, evitando-se assim que algumas enzimas pudessem se ligar por dois ou três 

pontos. Para verificar a probabilidade de ocorrer mais de 1 ponto de ligação no caso 

das lipases de Y. lipolytica, realizou-se imobilização em CNBr-agarose também a 

25ºC. Estudos de estabilidade foram conduzidos a 45, 55 e 65ºC, Figuras 8.13, 8.14 

e 8.15, respectivamente.  
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Figura 8.13 – Estabilidade térmica a 45ºC de fração de lipases de Y. lipolytica 
imobilizada em CNBr-agarose a pH 7. 
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Figura 8.14 – Estabilidade térmica a 55ºC de fração de lipases de Y. lipolytica 
imobilizada em CNBr-agarose a pH 7. 
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Figura 8.15 – Estabilidade térmica a 65ºC de fração de lipases de Y. lipolytica 
imobilizada em CNBr-agarose a pH 7. 
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 A lipase de Y. lipolytica imobilizada foi estável a 45ºC, enquanto que a 65ºC 

perdeu 100% de sua atividade após 5 horas de incubação. A 55ºC, no entanto, o 

perfil de desativação é mais espaçado e apresenta decaimento de segunda ordem. 

Nestas condições, a temperatura de 55ºC foi selecionada para os próximos estudos 

de estabilidade térmica. Em estudos de imobilização de LIP2 de Y. lipolytica, Cunha 

et al. (2008) obteve um derivado em CNBr-agarose com atividade 80 vezes inferior 

ao obtido em octil-agarose, de forma a não conseguir realizar estudos de 

estabilidade térmica com este derivado.  

 Os derivados de extrato bruto de Y. lipolytica imobilizado em fibra de coco 

natural e tratada com H2O2 também foram estudados quanto sua estabilidade 

térmica (Figura 8.16). Como observado para a CALB, as lipases de Y. lipolytica 

imobilizadas em fibra de coco natural mostraram-se mais estáveis do que as 

imobilizadas em fibra tratada. Contudo, o fator de estabilização para os derivados 

obtidos em fibra de coco foram muito baixos, o que indica que praticamente não 

houve estabilização da enzima (Tabela 8.4). Em contra ponto, o derivado obtido em 

CNBr-agarose apresentou estabilidade próxima à observada em CALB quando 

imobilizada em fibra de coco. 
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Figura 8.16 – Estabilidade térmica a 55ºC de extrato bruto de lipases de Y. lipolytica 
imobilizada em fibra de coco natural e tratada com H2O2. 
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Tabela 8.4 – Parâmetros cinéticos da desativação térmica a 55ºC, pH 7, dos 

derivados ricos em lipase de Y. lipolytica. 
 

Derivado Kd (h-1) T1/2 (h) F R2 

Extrato Bruto 11,9267 0,058 1 0,95 

LYL imobilizado em 
fibra de coco natural 

1,30 0,13 2,2 0,94 

LYL imobilizado em 
fibra de coco tratada 

com H2O2 

121,9 0,098 1,7 0,82 

LYL em CNBr imob a 
4ºC 

0,19 5,5 94,8 0,75 

LYL em CNBr imob a 
25ºC 

1 2,75 47,4 0,68 

 

 Derivados a base de octil-agarose também foram investigados quanto à sua 

estabilidade térmica. Tanto o derivado obtido a partir da imobilização do 

sobrenadante de dessorção (0,2 e 0,5% de triton x 100 seqüencialmente) do 

imobilizado do extrato bruto em octil (Figura 8.17) quanto o derivado resultante da 

dessorção foram avaliados (Figura 8.18). As medidas de atividade foram realizadas 

com pNFL e pNFP. No caso do derivado obtido a partir da imobilização de proteína 

dessorvida com triton (Figura 8.17), apesar de percentuais de atividade distintos 

(que pode ser provocado pela afinidade da lipase ao substrato), o perfil de 

desativação para ambos os substratos é o mesmo. Ao fim de 4 horas, 100% do 

derivado encontrou-se desativado. Os perfis similares para ambos os substratos dão 

indícios de que apenas uma lipase se encontra presente no derivado em estudo, 

sendo o modelo sigmoidal do perfil justificável por uma pequena alteração na 

conformação da lipase com a temperatura (ou movimento da tampa do sítio ativo) 

que promove, momentaneamente, maior afinidade ao substrato. Já os perfis de 

desativação do derivado obtido após dessorção (Figura 8.18) foram distintos para 

pNFL e pNFP. Inicialmente observou-se que este derivado não apresentou atividade 

para o substrato pNFP, porém, entre 1 e 4 horas este começou a apresentar tal 

atividade, chegando a um máximo em 4 horas e depois reduzindo o valor da mesma 
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até zero em 7,5 h. O perfil observado com pNFL apresenta um decaimento até 2 

horas e depois uma “re-ativação” com máximo em 4 horas. Tal perfil é explicável 

pela presença de duas lipases neste derivado (uma a 66 kDa e outra próximo a 38 

kDa, vide Figura 7.8 coluna 3). Aparentemente, quando submetido a 55°C, algumas 

enzimas que poderiam estar adsorvidas sobre outras enzimas desnaturam e 

dessorvem deixando expostas outras lipases adsorvidas inicialmente ao derivado. 

Como cada lipase possui interações diferenciadas com os substratos, a mistura da 

ação das duas lipases presentes promove perfis distintos a diferentes substratos.  
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Figura 8.17 – Estabilidade térmica a 55ºC de derivado obtido a partir da imobilização 
de sobrenadante de dessorção (0,2 e 0,5% de triton x 100 seqüencialmente) de 

imobilizado de extrato bruto de lipases de Y. lipolytica em octil. 
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Figura 8.18 – Estabilidade térmica a 55ºC de derivado obtido a partir da dessorção a 
0,2 e 0,5% de triton x 100 seqüencialmente de imobilizado de extrato bruto de 

lipases de Y. lipolytica em octil. 
Fazendo um comparativo dos derivados de LYL obtidos, a imobilização em 

CNBr-agarose mostrou-se a mais eficiente na estabilização das lipases de Y. 

lipolytica, embora não se tenha utilizado imobilização por ligação multipontual. O 

tempo de meia vida para os derivados de octil foram impossíveis de se calcular, 

contudo, foram maiores do que os observados em fibra de coco e do que o obtido 

nos derivados de LIP2 de Y. lipolytica em octil e octadecil reportados por Cunha et 

al. (2008). Fazendo uma pequena comparação entre os perfis de decaimento, os 

obtidos em fibra de coco natural a 55°C e de LIP2 de Y. lipolytica em octil-agarose a 

45°C (CUNHA et al., 2008) mostraram-se bem semelhantes, inclusive com tempos 

de meia vida próximos frente aos demais suportes estudados.  

8.3 BREVE AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE APLICAÇÃO DOS DERIVADOS 
ESTUDADOS  

Com o objetivo de avaliar o potencial de uso dos derivados obtidos em fibra 

de coco, observou-se o desempenho dos mesmos como biocatalisadores de uma 

reação de transesterificação de óleo ácido de macaúba para obtenção de biodiesel. 

A reação utilizada foi previamente estudada e otimizada quanto as condições de 

razão mássica etanol:óleo, temperatura e razão mássica biocatalisador:óleo para um 

sistema utilizando CALB imobilizada em fibra de coco natural por adsorção 
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(NASCIMENTO et al., 2008). E, embora maior conversão tenha sido observado a 

72h de reação (79% para reação catalizada por CALB adsorvida em fibra natural), 

para fins comparativos, optou-se por realizar este breve estudo apenas em 48h de 

reação. 

A Figura 8.19 mostra a conversão em 48 h de reação para cada derivado 

obtido por adsorção de CALB e para extrato bruto de Y. lipolytica. A melhor 

conversão foi obtida com CALB imobilizada em fibra de coco natural. Embora a 

atividade hidrolítica medida em pNFL dos derivados estivessem próximas, os 

derivados apresentaram distintos valores de conversão de triglicerídeos. Em todas 

conversões dos derivados de CALB em fibra tratada, observou-se uma redução de, 

no mínimo, 50% sobre o potencial catalítico para a produção de biodiesel 

encontrado para a fibra natural. O efeito do tratamento da superfície sobre a partição 

do óleo deve ter sido um fator fundamental para a obtenção destes resultados, 

embora a conformação da enzima imobilizada também possa ter interferido. Yang e 

Chen (2006) reportaram que matrizes hidrofóbicas geraram biocatalisadores mais 

ativos para a hidrólise de óleo de oliva e tributirina. Como as fibras tratadas 

apresentaram um caráter mais hidrofílico que a natural, era esperado um efeito 

negativo na conversão de óleo ácido de macaúba. O tempo de conversão, embora 

elevado, também foi o mesmo para a Novozym 435 quando submetida às mesmas 

condições de reação para valores de conversão também próximos, 82% 

(NASCIMENTO et al., 2008). E, apesar do elevado tempo de conversão, boa 

estabilidade operacional foi observada (Figura 8.20), permanecendo com 80% de 

conversão até 10 ciclos reacionais. Tais resultados tornam o derivado de CALB 

imobilizada em fibra natural um biocatalisador promissor para a sua aplicação na 

reação de obtenção de biodiesel a partir de óleo ácido de macaúba.  

Quanto ao extrato de lipases de Y. lipolytica imobilizada em fibra de coco 

natural, este mostrou uma conversão de apenas 0,7%. A inibição por glicerol 

observada para o extrato (Figura 6.14) pode ser uma justificativa. Contudo, como há 

a presença de 3 lipases nesse extrato, supõe-se também que a lipase que está 

sendo imobilizada preferencialmente não possui afinidade para óleos ácidos. 

Contudo, testes preliminares desenvolvidos no Instituto de Catálise e Petroquímica 

(Madrid) mostraram que as lipases de Y. lipolytica IMUFRJ 50682, quando 
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imobilizadas em octil-agarose são capazes de hidrolisar óleo de pescado (dados não 

mostrados).  
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Figura 8.19 – Conversão do óleo ácido de macaúba em biodiesel catalisada por 
lipase imobilizada por adsorção em fibra de coco após 48h de reação utilizando 

biocatalisador com carga de 1000 U/kg. 

 

Figura 8.20 – Estabilidade operacional da CALB imobilizada por adsorção em fibra 
de coco natural na conversão do óleo ácido de macaúba em biodiesel após 72h de 

reação utilizando biocatalisador com carga de 1000 U/kg. 
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8.4 CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 8  

 Com base nos resultados de imobilização de lipase B de C. antarctica e de 

extrato bruto e pré-purificado rico em lipase de Y. lipolytica, tem-se que: 

9 Para imobilização de CALB em fibra tratada com H2O2, o tempo de 1 hora de 

contato no aparato rotatório é suficiente para que o sistema fibra-lipase atinja 

o equilíbrio, considerando concentração inicial de lipase de 500 U/L. 

Enquanto que para CALB em fibra tratada com NaOCl/NaOH, mesmo após 7 

horas de contato o equilíbrio do sistema fibra-lipase não é atingido;  

9 A fibra de coco tratada com H2O2 embora possua um potencial catiônico, não 

apresenta dois patamares de imobilização de CALB obtidos frente à variação 

do pH do meio devido a alta carga de grupamentos carboxilas que promove 

uma interação forte independente do pH do meio; 

9 Dentre as 3 fibras de coco testadas (natural, tratada com H2O2 e tratada com 

NaOCl/NaOH), maior afinidade da lipase com o substrato p-nitrofenil laurato é 

observado para CALB imobilizada em fibra tratada com H2O2;  

9 Apesar do ganho no teor de proteína adsorvida e na atividade do derivado, e 

de estabilidade operacional similar à fibra natural, a adsorção de CALB em 

fibra tratada com H2O2 promove uma redução na estabilidade térmica, 

gerando fator de estabilidade igual a 2, 46 vezes menor do que o observado 

em fibra natural; 

9 Para imobilização do extrato bruto rico em lipases de Y. lipolytica em fibra 

natural, o tempo de 8 horas de contato no aparato rotatório não é suficiente 

para que o sistema fibra-lipase atinja o equilíbrio. Contudo, utilizando um pré-

purificado com sistema bifásico, além de maior atividade no derivado, após 4 

horas de contato o equilíbrio do sistema fibra-lipase é atingido; 

9 Utilizando fibra tratada com H2O2 como suporte para imobilização de lipases 

de Y. lipolytica, o tempo de 8 horas de contato no aparato rotatório não é 

suficiente para que o sistema fibra-lipase atinja o equilíbrio. Contudo, alto 

valor de atividade no derivado obtido com pré-purificado de sistema bifásico é 

observado; 
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9 Independente do tipo de fibra usada, o fator de estabilidade a 60ºC para 

lipases de Y. lipolytica imobilizada em fibra por adsorção é aproximadamente 

o mesmo; 

9 Comparando os derivados de lipases de Y. lipolyticas obtidos para CNBr-

agarose, octil-agarose e fibra de coco, CNBr-agarose é o termicamente mais 

estável. 

9 E avaliando o desempenho dos derivados de CALB e lipases de Y. lipolytica 

em fibra de coco como biocatalisadores da reação de transesterificação de 

óleo ácido de macaúba, tem-se que o melhor derivado é CALB imobilizada 

em fibra natural por adsorção. 
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9 CONCLUSÕES 
As fibras de coco verde foram caracterizadas quanto seu aspecto morfológico, 

químico e de resistência térmica. Posteriormente, tratamentos com peróxido de 

hidrogênio, hipoclorito de sódio e hipoclorito de sódio seguido de hidróxido de sódio 

foram realizados e as fibras tratadas analisadas. Com base nos resultados obtidos, 

concluiu-se que o tratamento com peróxido de hidrogênio foi o mais eficiente na 

remoção das impurezas e foi também o que mais se aproximou das características 

de molhabilidade para água e hexadecano da fibra natural.  

Em paralelo, visando obter informações sobre o comportamento das lipases 

estudadas frente a variações de pH, temperatura dentre outros agentes 

interferentes, estudos de caracterização das enzimas foram realizados. Uma análise 

dos resultados obtidos mostrou que a lipase B de Candida antarctica (CALB) é uma 

lipase alcalina apresentando pH ótimo a 9,2 e uma faixa ótima de temperatura (28 a 

35ºC) na hidrólise de p-nitrofenil laurato, sendo bastante estável a algumas 

variações de pH e temperatura bem como a alguns aditivos. Quanto ao extrato de Y. 

lipolytica IMUFRJ 50682, este apresentou valores de pH e temperatura ótimo a 7 e 

37ºC, respectivamente, e baixa estabilidade. Além disso, esta última mostrou menor 

inibição ao etanol e PMSF do que a CALB, contudo, maior inibição foi observada na 

presença de glicerol. Baixa inibição a solventes como etanol e hexano são 

características importantes para lipases com potencial para aplicação em sínteses. 

Visando a purificação parcial ou total das lipases presentes, avaliou-se a 

precipitação, separação por sistema bifásico PEG – fosfato e a purificação por 

imobilização direta. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que: 

9 A baixa concentração total de proteína no extrato obtido e a presença de 

biosurfactante (produzido pelo microrganismo nas condições de produção de 

lipase) não proporcionaram a formação de precipitados estáveis, sendo uma 

técnica não aplicável para este extrato como etapa de pré-purificação;  

9 Nos estudos de purificação por sistema bifásico PEG-Fosfato, apenas três 

sistemas apresentaram partições de lipase e protease para fases opostas 

num mesmo sistema. E a escolha de qual sistema utilizar dependerá da 

aplicação ao qual o mesmo se destina; 
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9 O extrato bruto Y. lipolytica IMUFRJ 50682 utilizado neste estudo apresenta 

pelo menos 3 lipases de tamanhos distintos, as quais puderam ser 

identificada por interação lipase-lipase e pela análise de zimograma utilizando 

α-naftil acetato como substrato. 

Com base nos dados obtidos nos estudos de caracterização e tratamento da 

superfície da fibra, os experimentos de imobilização de CALB em fibra de coco 

foram realizados em fibra tratada com H2O2 e em fibra tratada com NaOCl/NaOH. 

Biocatalisadores mais ativos são obtidos imobilizando CALB em fibra tratada com 

H2O2 frente à fibra natural, sendo este tratamento recomendável para aplicações 

onde a estabilidade a altas temperaturas não seja fundamental. Já no caso do 

extrato de lipase de Y. lipolytica, testou-se apenas fibra natural e tratada com H2O2. 

O uso de frações pré-purificadas influenciou na obtenção de derivados mais ativos 

nos estudos de imobilização de lipases de Y. lipolytica em fibra de coco verde 

natural e tratada com H2O2. Além disso, observou-se que o tipo de fibra (natural ou 

tratada) não interfere no fator de estabilidade a 55ºC para lipases de Y. lipolytica 

imobilizada em fibra por adsorção.  

Por fim, comparando o desempenho dos derivados de CALB e lipases de Y. 

lipolytica em fibra de coco como biocatalisadores da reação de transesterificação de 

óleo ácido de macaúba, tem-se que o melhor derivado é CALB imobilizada por 

adsorção em fibra natural.  
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10 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
A imobilização de lipases em fibra da casca do coco verde como suporte para 

aplicações industriais mostrou que, dentre os tratamentos estudados, para aplicação 

na obtenção de biodiesel, além do menor custo, o uso da fibra natural promoveu 

maiores rendimentos. Contudo, o trabalho deixa pontos que ainda podem ser 

explorados, como: 

9 Aumento da área superficial da fibra de coco utilizando tecnologias com baixa 

carga de poluição;  

9 Estudar a funcionalização da superfície da fibra de coco objetivando aumentar 

a concentração de sítios hidrofóbicos; 

9 Avaliar o potencial da fibra como suporte de imobilização para outras 

enzimas;  

9 Investigar a diferença de partição das três lipases identificadas nos sistemas 

selecionados por apresentar lipases e proteases em fases distintas do 

sistema bifásico PEG-Fosfato; 

9 Caracterizar as frações de lipase pré-purificadas em sistemas bifásicos; 

9 Testar o uso de suportes DEAE-agarose com diferentes concentrações de 

aminos ionizados visando à purificação por imobilização direta das três 

lipases presentes no extrato bruto rico em lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 

50682;  

9 Seqüenciar e caracterizar as três lipases quanto suas propriedades, em 

especial a de 67kDa; 

9 Verificar quais das lipases presentes no extrato pré-purificado adsorvem 

sobre a superfície da fibra de coco; 

9 Estudar a proporção das lipases produzidas por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 

dependendo das condições de cultivo; 

9 Otimizar as condições para produção de biodiesel de óleo ácido de macaúba 

visando reduzir o tempo de reação; 

9 Estudar formar de melhorar a estabilidade das enzimas imobilizadas em fibra 

de coco tratada com H2O2; 
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9 Estudar mais a fundo a inibição de DMSO às lipases, determinando KI de 

enzima livre e imobilizada; 

9 Identificar quais das lipases presentes no extrato de Y. lipolytica possuem 

bom desempenho para a hidrólise de óleo de pescado. 
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APÊNDICE 
 
Tabela A.1 – Comparação entre os valores de pH ótimo, temperatura ótima, peso molecular e ponto isoelétrico (pI) de 

lipases obtidas a partir de diferentes linhagens de Yarrowia lipolytioca. 
 

Linhagem pH Ótimo pI Temp. Ótima (ºC) Peso Molecular (kDa) Referência 

M. lipolytica 6,2 – 6,5 n.d 28 e 33 n.d Peters e Nelson, 1948ª 

S. lipolytica 
(CBS 6303) 

8,2 e 7,5 
(lipase 1) e 
8, 7,5 e 7 
(lipase 2) 

n.d n.d 39 (Lipase 1) e 44 
(Lipase 2) Ota et al.,1982 

Y. lipolytica 
(CBS 6303) 7 5,0; 5,2; 

5,4 37 38 Destain et al., 1997 

Y. lipolytica 
LgX64.81 7 n.d. 37 n.d. Fickers et al., 2006 

Y. lipolytica 681 6 - 7 n.d. 37 n.d. Corzo e Revarh, 1999 
Y. lipolytica 5 - 6 n.d. n.d. n.d. Aloulou et al., 2007 
Y. lipolytica 8 n.d. 40 34 Yu et al., 2007 

Y. lipolytica AS 
2.1216 

8 (LipY7 e 
LipY8) n.d. 40 (LipY7) e 45 

(LipY8) 41 (LipY7 e LipY8) Song et al., 2006 

Y. lipolytica 
IMUFRJ 50682 9 n.d. 55 n.d. Pereira-Meirelles et al., 

1997 
* n.d.: não determinado. 


