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RESUMO 
 

COSTA-SILVA, T. A. Produção e imobilização de lipases produzidas pelo fungo 
endofítico Cercospora kikuchii para aplicações biotecnológicas. 2014. 231f. 
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2014. 

O objetivo desse trabalho foi avaliar estratégias de imobilização de lipases 
produzidas pelo fungo endofítico Cercospora kikuchii através do uso de suportes não 
convencionais (subprodutos agroindustriais e quitosana). Investigou-se o uso de 
equipamentos de secagem (estufa, leito de jorro, leito fluidizado, liofilizador e “spray 
dryer”) para desidratação dos derivados imobilizados obtidos. A imobilização por 
ligação covalente, usando glutaraldeído, epicloridrina e metaperiodato de sódio 
como agentes ligantes, apresentou valores para retenção da atividade enzimática 
superiores à imobilização por adsorção e encapsulação. Nos ensaios de 
imobilização utilizando glutaraldeído e secagem em leito de jorro, os melhores 
valores obtidos foram para a celulose microcristalina com retenção da atividade 
enzimática de 179,1%, seguido da casca de arroz 173,9%. A palha de milho foi o 
melhor suporte na imobilização covalente e secagem em estufa, com retenção de 
mais de 100% da atividade enzimática inicial. Na secagem por liofilização houve 
destaque para a casca de arroz (163,6%) seguida de palha de milho (157,2%) e 
cana de açúcar (154,6%). Utilizando quitosana como suporte e secagem em leito 
fluidizado, o valor para a retenção da atividade enzimática foi de 93,9% 
empregando-se o glutaraldeído como agente ligante. Na secagem do sistema 
quitosana-lipase em estufa a retenção da atividade enzimática foi de 68,2% e para 
secagem por liofilização esse valor foi superior a 80,0%. Realizou-se a 
caracterização dos materiais utilizados como suportes e estes apresentaram área 
superficial relativamente alta, elevada porosidade e estrutura constituída de 
macroporos. Estas características foram importantes por proporcionar a obtenção da 
enzima imobilizada com alta retenção da atividade catalítica. Alguns parâmetros 
bioquímicos e cinéticos da lipase na forma livre foram diferentes da lipase 
imobilizada. A alteração mais evidente foi a afinidade ao substrato (Km), que se 
mostrou dependente do protocolo de imobilização utilizado. Avaliou-se o potencial 
de aplicação biotecnológica dos derivados imobilizados que apresentaram maior 
retenção da atividade enzimática. Para a lipase imobilizada em casca de arroz o 
rendimento de transesterificação (produção de biodiesel) foi superior a 96,0% após 
72 horas de reação enquanto que para as microesferas de quitosana esse valor foi 
atingido após 120 horas. Os produtos obtidos da transesterificação do óleo de coco 
estão de acordo com a especificação da Agência Nacional de Petróleo (ANP). Na 
avaliação da atividade de esterificação, a máxima concentração de butirato de butila 
foi obtida após 6 horas de reação, correspondendo a uma taxa de conversão de 
aproximadamente 99,0%, quando utilizou-se  quitosana como suporte. Para o uso 
da casca de arroz, a máxima concentração de butirato de butila foi obtida também 
após 6 horas de reação, correspondendo a uma taxa de conversão de 92,5%. Este 
trabalho demonstrou que suportes de baixo custo permitiram a obtenção de 
derivados imobilizados com características semelhantes àqueles obtidos com o uso 
de polímeros sintéticos, os quais apresentaram excelente potencial para síntese de 
biodiesel e de butirato butila. 

Palavras-chave: Lipase; Imobilização de enzimas, Secagem, Subprodutos 
agroindustriais, Quitosana. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introdução  

 

 

 

 

 

 

 



Produção e imobilização de lipases produzidas pelo fungo endofítico C. kikuchii   2 

 

1. INTRODUÇÃO 
 
 

Desde que o homem se organizou e passou a viver em sociedade, o uso das 

enzimas tornou-se uma prática constante, mesmo que de modo empírico, para 

produção de bebidas e alimentos. Somente com o desenvolvimento do interesse 

científico, estimulado pela ânsia do conhecimento, que ocorreu a identificação e 

caracterização dessas biomoléculas. Foram vários os cientistas que deram os 

passos iniciais para o esclarecimento da natureza das enzimas, destacando já 

naquela época o caráter inter e pluridisciplinar desse tipo de estudo. Trabalhos como 

o desenvolvimento do microscópio pelo holandês Antonie van Leeuwenhoek (1632-

1723), do fisiologista Wilheln Friedrich Kühne (1837-1900) com sucos gástricos 

(tripsina) que digeriam proteínas e do pai da microbiologia Louis Pasteur (1822-

1895) que identificou os microrganismos responsáveis pelas fermentações, tiveram 

forte peso para o desenvolvimento da enzimologia. Entretanto, até os trabalhos 

desses renomados cientistas acreditava-se, por exemplo, que as leveduras eram 

responsáveis pela fermentação do açúcar a álcool e que essa transformação era 

catalisada por fermentos, cuja ação dependia exclusivamente da existência de 

células vivas. Essa ideia mudou com o trabalho de Eduard Büchner (1860-1917) o 

qual mostrou que extratos fermentados eram capazes de transformar açúcar a álcool 

independentemente dos microrganismos produtores. Esse trabalho foi um marco 

para a bioquímica e abriu portas para outros cientistas isolarem diferentes enzimas e 

estudarem suas propriedades.  

A partir dos estudos das enzimas, a enzimologia, foi possível chegar ao 

desenvolvimento da Tecnologia Enzimática. Um fato que exemplifica o elo existente 

entre a geração de conhecimento e sua aplicação tecnológica foi que a tripsina 

estudada por Kühne em 1876 foi utilizada por Otton Röhn em 1913 em formulação 

de biodetergentes.  

A utilização de enzimas como catalisador evoluiu expressivamente nos 

últimos anos. Isso é uma decorrência direta do desafio imposto a nós de termos uma 

sociedade moderna baseada na combinação do desenvolvimento econômico e a 

preservação do meio ambiente. Assim a tecnologia enzimática pode caminhar de 

forma paralela com a bioeconomia, a qual se apresenta como uma economia 

ecológica e socialmente sustentável. Desta forma, a utilização da inovação, através 

do uso de tecnologias limpas, deve ser a ligação entre a economia e o meio 
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ambiente, diminuindo os impactos ambientais sem o comprometimento da 

competitividade das empresas. O Brasil é um dos países que mais pode se 

beneficiar com o desenvolvimento da tecnologia enzimática nacional. Isso se deve a 

enorme quantidade de matérias-primas renováveis que podem ser transformadas, 

por via enzimática, em produtos com alto valor agregado e úteis para setores 

estratégicos da economia. 

A alta eficiência catalítica, alto grau de especificidade e a capacidade de 

acelerar reações químicas específicas sem a formação de subprodutos indesejáveis 

são aspectos que contribuem para o emprego acelerado destes biocatalisadores em 

vários ramos da indústria. Dentre as enzimas de interesse industrial, destacam-se as 

lipases que atuam tanto em processos de síntese como de hidrólise. Além disso, as 

lipases possuem especificidade comprovada, fornecendo produtos que não 

poderiam ser obtidos por processos químicos convencionais. Esta habilidade 

catalítica tem sido aplicada na modificação de óleos e gorduras, síntese de 

compostos orgânicos, em formulações de detergentes, procedimentos analíticos, 

tratamento de resíduos ricos em gordura, entre outras (SAXENA et al., 1999).  

As lipases podem ser obtidas principalmente de glândulas de animais, de 

sementes, látex e tecidos vegetais. Entretanto, as lipases mais utilizadas 

industrialmente são em sua maioria de origem microbiana, com destaque para 

aquelas produzidas por leveduras. 

 A nova era da biocatálise, atualmente amparada pela biossustentabilidade 

coloca, sem dúvida, as lipases como biocatalisadores do futuro e a grande 

biodiversidade brasileira, principalmente de microrganismos, justifica a busca por 

novos produtores de enzimas com características especiais, que possam ser 

aplicadas nos segmentos industriais que necessitam dessa tecnologia. Este trabalho 

tem como foco a utilização de um fungo endofítico, Cercospora kikuchii, como 

produtor da enzima em estudo. É importante ressaltar, que até o presente momento, 

nosso grupo de pesquisa destaca-se como um dos poucos que utiliza microrganismo 

endofítico como fonte produtora de lipases. 

O uso de enzimas tem muitas aplicações industriais sendo, no entanto, 

limitado por sua relativa instabilidade em solução, custos elevados de isolamento e 

purificação e a dificuldade técnico-econômica de recuperação para reutilização da 
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enzima ativa após término do processo catalítico. A imobilização de enzimas permite 

a reutilização em conversões repetidas e possibilita o desenvolvimento de processos 

tecnológicos contínuos. Logo, o uso de enzima imobilizada pode aumentar o volume 

de produção e reduzir o preço dos produtos.  

Diante do que foi apresentado, este trabalho teve como objetivo geral o 

estudo da utilização de suportes não convencionais, dentre estes incluem-se 

subprodutos agroindustriais, para imobilizar lipases produzidas pelo fungo endofítico 

Cercospora kikuchii, investigando-se também a viabilidade de diferentes métodos de 

secagem como estufa por convecção forçada, liofilização, “spray drying”, leito de 

jorro e leito fluidizado nas operações de imobilização. 
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6. CONCLUSÕES  

  
Nos últimos anos avanços significativos têm sido efetuados no uso de 

enzimas em meios não convencionais. Esses avanços impulsionam uma nova era 

de aplicação de enzimas em síntese orgânica. Tais atividades são de extrema 

importância para o desenvolvimento de novas rotas de processo, para obtenção de 

produtos novos ou conhecidos a custos mais competitivos, ampliando 

simultaneamente, o potencial de aplicação das enzimas em processos industriais. 

Portanto, o uso industrial de enzimas como catalisadores depende da eficiência de 

sua imobilização e do emprego de suportes adequados, de tal forma que o 

investimento inicial em matéria-prima (enzima e suporte) seja compensado pela 

elevada atividade e estabilidade do derivado imobilizado obtido. 

O desenvolvimento deste trabalho levou à obtenção de informações 

relevantes sobre a tecnologia de imobilização de enzimas. Somado à essa relevante 

área da tecnologia enzimática, inseriu-se a tecnologia de secagem nas operações 

de imobilização. Assim, como conclusão geral do trabalho tem-se que a imobilização 

das lipases produzidas por C. kikuchii mostrou-se bastante relevante do ponto de 

vista do baixo custo dos suportes utilizados, bem como em função dos altos valores 

de retenção da atividade enzimática tanto após a secagem quanto para o período de 

armazenamento.  

Para a utilização dos subprodutos agroindustriais a ligação covalente foi o 

método de imobilização mais viável juntamente com a secagem em leito de jorro por 

apresentar os maiores níveis de atividade enzimática residual. Por outro lado, com o 

uso da quitosana como suporte, a ligação covalente manteve-se como melhor 

método de imobilização enquanto o leito fluidizado foi o melhor equipamento de 

secagem. Por fim, diante desses resultados promissores, a imobilização de outras 

enzimas também poderá ser avaliada utilizando estes métodos, reforçando assim, o 

desenvolvimento e a aplicação da tecnologia enzimática no país.  

A seguir apresentam-se as principais conclusões obtidas a partir das 

condições experimentais analisadas. 
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6.1 Caracterização dos suportes agroindustriais  

 

 Os suportes são constituídos basicamente dos mesmos componentes 

(celulose, lignina e hemicelulose), diferindo na proporção de cada um; 

 

 Os suportes agroindustriais apresentaram uma área superficial relativamente 

alta (média de 136,2 m2/g) o que auxiliou na viabilidade dos métodos de 

imobilização, principalmente por adsorção; 

 

 Os suportes apresentaram alta porosidade, tendo sua estrutura classificada 

como macroporosa; 

 

 As densidades analisadas (densidade ―bulk‖, densidade aparente e densidade 

real) foram diferentes para cada tipo se suporte, o que pode influenciar na 

etapa de envase e transporte ou na fluidodinâmica em reatores;  

 

 A análise qualitativa dos suportes após a ativação com os agentes ligantes 

através de espectrometria de infravermelho (FTIR) mostrou que houve 

modificações na estrutura dos mesmos devido ao surgimento de novas 

bandas ou desaparecimento de bandas originais nos espectros. 

  

6.2 Protocolos para imobilização de lipase em subprodutos agroindustriais 

  

 6.2.1 Imobilização por adsorção 

 

 A imobilização por adsorção da lipase do fundo C. kikuchii mostrou-se viável 

para todos os métodos de secagem avaliados (estufa, liofilizador e ―spray 

dryer‖);  

 

 Na secagem por estufa a retenção da atividade enzimática variou de 64,5% a 

89,0% e durante o período de armazenamento a retenção da atividade 

enzimática dos derivados imobilizados variou de 41,1 a 61,0%. A média de 

retenção da atividade da enzima após cinco ciclos de reação foi de 46,4%; 
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 Para a liofilização a retenção da atividade foi superior a 75,0% para todos os 

suportes avaliados. A média da retenção da atividade no período de 

armazenamento (3 meses) foi de 78,2% enquanto que a retenção da 

atividade após cinco ciclos reacionais variou de 37,5 a 48,7%; 

 

 Com o uso do ―spray dryer‖ a atividade enzimática residual foi superior a 

85,5% para todos os suportes avaliados. O rendimento médio da produção da 

enzima imobilizada foi de 57,0%; 

 

 A retenção da atividade enzimática no período de armazenamento 

apresentou valor médio de 70,0%, sendo o maior valor obtido para o processo 

de imobilização por adsorção. Os valores da retenção da atividade após cinco 

ciclos de reação também foram maiores, sendo que houve a manutenção da 

atividade acima de 50,0% em todos os suportes utilizados. 

 

 

6.2.2 Imobilização por ligação covalente 

 

 A imobilização por ligação covalente de uma forma geral apresentou valores 

para retenção da atividade enzimática superiores à imobilização por 

adsorção;  

 

 O leito de jorro foi a melhor opção no que se refere aos equipamentos de 

secagem utilizados quando os subprodutos agroindustriais foram os suportes, 

devido a maior valor da retenção da atividade enzimática; 

 

 Na secagem em leito de jorro e com concentração de glutaraldeído a 1,5% 

(v/v), os melhores resultados foram obtidos para a celulose microcristalina 

com retenção da atividade enzimática de 179,1%, seguido da casca de arroz 

e da palha de milho com 173,9% e 169,8%, respectivamente;  

 

 Os derivados imobilizados obtidos por secagem em leito de jorro e 

glutaraldeído como agente ligante tiveram uma diminuição da atividade 

enzimática com uma média de apenas 17,31% enquanto que a forma livre da 
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enzima perdeu 85,8% de sua atividade inicial após 6 meses de 

armazenamento. Os valores da retenção da atividade após cinco ciclos de 

reação usando p-NPP como substrato teve uma média de 67,2%;  

 

 O rendimento do processo em termos de recuperação do produto no leito de 

jorro variou de 55,6 a 80,2% para o uso do glutaraldeído como agente ligante.  

 

 A palha de milho revelou-se como o melhor suporte na imobilização covalente 

usando a secagem em estufa como método de desidratação do sistema 

suporte-enzima, uma vez que propiciou a retenção de mais de 90,0% da 

atividade enzimática inicial;  

 

 Na secagem por liofilização, com o glutaraldeído na concentração de 1,5% 

(v/v), houve destaque para a casca de arroz (163,5%) seguida de palha de 

milho (157,5%), bagaço de cana (154,7%) e sabugo de milho (129,4%) no 

que se refere à retenção da atividade enzimática;  

 

6.3 Protocolos para imobilização de lipases em quitosana 

 

 A técnica de produção das microesferas de acetato de quitosana por 

coacervação e inversão de fases, se mostrou eficiente, produzindo 

microesferas de tamanho uniforme e formato esférico, apresentando após o 

processo de secagem tamanho médio de partículas da ordem de 0,6 mm; 

 

 Para o uso das microesferas de acetato de quitosana como suporte, a 

secagem utilizando leito fluidizado mostrou-se a mais vantajosa dentre todas 

as outras (secagem em estufa e liofilizador); 

 

 O valor para a retenção da atividade enzimática foi de 93,9% enquanto que a 

retenção da atividade após 5 ciclos de reação foi superior a 65,0% para o uso 

do glutaraldeído como agente ligante; 
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 Na secagem do sistema quitosana-lipase por estufa, a eficiência de 

imobilização foi de 61,8% enquanto que a retenção da atividade enzimática 

foi de 68,6% utilizando ligação covalente;  

 

 A secagem por liofilização apresentou resultados bem promissores, com 

eficiência de imobilização de 84,4% e retenção da atividade superior a 80,0% 

para ligação covalente.  

 

6.4 Protocolos para imobilização de lipases em quitosana magnetizada 

 

 A imobilização da lipase em quitosana contendo partículas magnéticas 

mostrou-se viável tanto pela alta retenção da atividade enzimática, quanto 

pelos benefícios no processo de recuperação dos derivados imobilizados do 

meio reacional;  

 

 Dentre os dois métodos de microencapsulação explorados neste trabalho a 

encapsulação por ―spray drying‖ apresentou os resultados mais promissores 

em relação a retenção da atividade enzimática, enquanto que a 

microencapsulação via ―cross-linking‖ apresentou os melhores índices de 

retenção de atividade após 5 ciclos reacionais da enzima; 

 

 A estabilidade da enzima imobilizada por encapsulação, durante o período de 

armazenamento, foi mais uma vez muito superior à estabilidade da enzima na 

forma livre e em solução. Para a enzima imobilizada a média de retenção de 

atividade após 6 meses foi de 76,0% enquanto que a enzima livre esse valor 

foi de 14,2%. 

 

 

6.5 Protocolo de imobilização de lipases purificadas 

 

 Os valores de retenção da atividade enzimática para a enzima pura e 

imobilizada foi, de uma forma geral, inferior àqueles obtidos para imobilização 

da enzima na forma bruta; 
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 Semelhante ao extrato bruto, a imobilização em casca de arroz ativada com 

1,5% (v/v) de glutaraldeído proporcionou a maior retenção da atividade 

enzimática (115,2%); 

 

 A imobilização da lipase purificada em quitosana, ativada com glutaraldeído e 

utilizando a secagem em leito fluidizado, promoveu a retenção da atividade 

enzimática em aproximadamente 90,0%. 

 

6.6 Caracterização físico-química dos derivados imobilizados 

 

 As análises por espectrometria de infravermelho e elemental (CNH) 

evidenciaram a eficiência dos processos de imobilização na incorporação da 

enzima sobre a superfície dos suportes; 

 

 A banda característica da lipase livre claramente apareceu no número de 

onda de 1341 cm-1 o que é observado também para o derivado imobilizado 

(suporte + lipase), sugerindo a fixação da enzima no suporte após o processo 

de imobilização; 

 

 O nitrogênio foi claramente o elemento que mais aumentou na superfície do 

suporte após a imobilização da enzima, com uma média de aumento de 

50,2%; 

 

 Através da análise morfológica constatou-se que os sistemas enzima-suporte 

apresentaram formas claramente distintas, com predominância de partículas 

com superfícies irregulares, cilíndricas e estruturas na forma de lascas; 

 

 O estudo das propriedades bioquímicas e cinéticas dos derivados 

imobilizados mostrou a influência do processo de imobilização nas 

características das lipases estudadas com deslocamento nos valores ótimos 

de temperatura e pH, assim como alteração nos valores de Km e Vmax. 
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6.7 Avaliação do potencial de aplicação biotecnológica  

 

 A etanólise do óleo de coco, através do emprego da lipase imobilizada em 

quitosana e casca de arroz, foi eficiente na conversão da matéria prima-

lipídica em ésteres etílicos, promovendo rendimentos superiores a 96,0%;  

 

 A qualidade do produto final (biodiesel) determinada pelas análises, 

cromatografia gasosa (CG) e RMN1H atendeu aos parâmetros exigidos pelas 

normas competentes; 

 

 A lipase purificada, imobilizada em casca de arroz e quitosana, foi efetiva 

para a aplicação na síntese de ésteres empregando butanol e ácido butiríco 

como substratos com conversões superiores a 92,0%; 

 

 O uso do planejamento fatorial mostrou ser uma ferramenta importante para 

determinar as condições adequadas para obtenção dos ésteres 

aromatizantes: os valores ótimos são obtidos nas reações com massa de 

enzima de 0,5 gramas e para temperaturas de reação no intervalo de 32 a 42 

ºC.  
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