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APRESENTAÇÃO

O contexto atual nos coloca diante da assertiva da importância da ciência na resolução 
de problemas de ordem diversas.  A (r)evolução tecnológica têm dado visibilidade a ciência 
e de maneira especial as Ciências Exatas e da Terra, que vêm gerando conhecimentos em 
diferentes eixos temáticos e perspectivas. Nesse viés, apresentamos o e-book “Ciências 
Exatas e da Terra: Exploração e Qualificação de Diferentes Tecnologias”, organizado em 15 
capítulos teóricos que trazem as interfaces de vários saberes.

Um dos objetivos do e-book é promover de forma pertinente a reflexão entre as múltiplas 
áreas do conhecimento que transitam no eixo central das Ciências Exatas e da Terra, em 
contextos formais e não formais de educação. A necessidade de diálogos nessa direção é 
tanto maior, quanto é reconhecida a sua escassez, e olhe, que as Ciências Exatas estão 
entre as mais antigas das Ciências.

Os textos apresentados neste e-book, são resultados de pesquisas científicas 
desenvolvidas em território brasileiro. Trazem marcas de seus autores, assim como de suas 
áreas de formação/atuação, mas, acima de tudo, trazem respostas as suas inquietudes e 
problemas. Problemas esses, que na sua maioria, visam melhorar os contextos sociais. 

Esperamos, que este e-book publicado pela Atena Editora, possa explicitar 
particularidades de conceitos nas Ciências Exatas e da Terra, apontar utilização e descrever 
processos e qualificação desenvolvidos com uso de diferentes tecnologias.

Isto dito, desejamos a vocês leitores, uma boa leitura.

Dr. Marcelo Máximo Purificação
Dra. Miriam Ines Marchi

Dra. Nélia Maria Pontes Amado
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RESUMO: A imobilização de lipase em 
suportes hidrofóbicos vem sendo estudada 
visando sua utilização em processos 
industriais como a produção de biodiesel, 
devido às inúmeras vantagens que estes 
tipos de suportes propiciam durante as 
reações de transesterificação. O presente 
estudo teve o objetivo de desenvolver 
suportes hidrofóbicos, a imobilização de 
lipases e a utilização destes na produção de 
biodiesel. Dessa forma, foram sintetisados 

suportes a base de polissiloxano e álcool 
polivinílico (POS-PVA) e polielitrolitos de 
quitosana e alginato de sódio (PQAS ́s) 
hidrofobizados com TNBS e TEOS ou 
modificados com diferentes compostos 
orgânicos de grupamentos aldeídos 
(N-Butiraldeído, 2-Furaldeído, Formaldeído, 
4-Aldeído Anísico, Aldeído Benzoico, 
Dimetilamino Benzaldeído e Laurinaldeído). 
Estes suportes foram avaliados quanto ao 
grau de hidrofobicidade e de hidratação, e 
após foram utilizados para a imobilização 
de lipase comercial e substrato enzimático 
bruto. Os resultados indicam que houve um 
aumento na hidrofobicidade e diminuição na 
hidratação dos suportes PQAS ́s modificados, 
indicando que grupos hidrófobos se ligaram 
no suporte, comparados com o suporte 
não modificado. Os suportes modificados 
com 4-Aldeído Anísico e Aldeído Benzoico 
foram mais eficientes na imobilização da 
enzima bruta, e todos os suportes testados 
imobilizaram a enzima comercial e foram 
capazes de produzir biodiesel. Conclui-
se que as modificações dos suportes a 
base de PQAS ́s foram eficientes para 
sua hidrofobização e estes apresentam 
potencial para imobilização de lipase e para 
a produção de biodiesel.
PALAVRAS-CHAVE: Desenvolvimento de 
suportes, imobilização, transesterificação.
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IMMOBILIZATION OF MICROBIAL LIPASES ON HYDROPHOBIC SUPPORTS FOR 
BIODIESEL PRODUCTION

ABSTRACT: Lipase immobilization on hydrophobic supports is being studied aiming 
their use in industrial processes such as biodiesel production, because of the numerous 
advantages that these types of supports provide for the transesterification reactions. This 
study aimed to develop hydrophobic supports, to immobilize lipases and to use them for 
the biodiesel production. Supports were synthesized with polysiloxane and polyvinyl alcohol 
(POS-PVA) and polyelectrolyte complex (PEC) gel of chitosan (CS) and sodium alginate 
(SA) hydrophobized with TNBS and TEOS or modified with different organic compounds 
from aldehyde groups (N-Butiraldehyde, 2-Furaldehyde, Formaldehyde, 4-Anisic Aldehyde, 
Benzoic Aldehyde, Dimethylamino Benzaldehyde and Laurinaldehyde). These supports 
were evaluated for the hydrophobicity and hydration degree, and after were used for the 
immobilization of commercial lipase and crude enzyme substrate. The results indicate that 
there was an increase in hydrophobicity and decreased hydration of CS/SA PEC modified 
substrates, indicating that hydrophobic groups bound to the support, compared with the 
unmodified support. Substrates modified with 4-anisic aldehyde and benzoinc aldehyde were 
more efficient in immobilizing the crude enzyme, and all the tested supports immobilized the 
commercial enzyme and were able to produce biodiesel. It was concluded that modifications 
on the CS/SA PEC supports were effective for their hydrophobization and they have the 
potential to lipase immobilization and, thus, for the production of biodiesel.
KEYWORDS: Supports development, immobilization, transesterification.

1 | 	INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, a utilização de enzimas imobilizadas tem assumido papel 
fundamental em importantes processos industriais nos quais é necessário um maior tempo 
de durabilidade da reação enzimática, atividade em condições mais amenas de pH e 
temperatura, reutilização do imobilizado em vários ciclos, além de propiciar a recuperação 
da mesma após o processo (GUISAN, 2006).

As enzimas demonstram grande eficiência em suas reações, porém apresentam 
desvantagem quanto à estabilidade operacional de armazenamento, por serem moléculas 
complexas, sensíveis, com estruturas tridimensionais únicas que são essenciais para suas 
atividades. A exposição a temperaturas extremas e solventes orgânicos, por exemplo, podem 
conduzir à desnaturação da atividade biocatalisadora da enzima (CARVALHO et al., 2015).

Esses biocatalizadores têm função principal de realizar reações químicas. As lipases 
podem ser produzidas por diversos microrganismos como Candida rugosa, Candida 
antartica, entre outras (HU et al., 2012). As lipases são consideradas muito importantes em 
processos industriais, devido às suas propriedades catalíticas e de hidrólise de triglicerídeos 
liberando ácidos graxos e glicerol em reações de esterificação, transesterificação, aminólise 
e lactonização (NARWAL; GUPTA, 2013).

Lipases são enzimas utilizadas em inúmeros processos biotecnológicos, como a 
produção de biodiesel, mas esta enzima diferentemente da maioria das outras hidrolases 
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apresenta algumas características peculiares dado ao fato de seu substrato ser uma molécula 
apolar, os triglicerídeos. Isto tem refletido na característica do suporte para a imobilização, 
onde observa-se uma preferência por suportes hidrofóbicos (PAULA et al., 2008). Entre os 
suportes utilizados estão copolímeros de estireno-divinilbenzeno (STY-DVB) (OLIVEIRA 
et al., 2000; AYBASTIER; DEMIR, 2010; CASTIGLIONI, 2009; BUSSAMARA et al., 2012), 
matriz híbrida constituída de polissiloxano-álcool polivinílico (POS-PVA) (PAULA et al., 2008) 
e matriz hidrofóbica obtida pela técnica Sol-Gel (CARVALHO, 2011). E recentemente tem-se 
utilizado suportes à base de quitosana modificada para hidrofobização (MENDES, 2009).

As esferas de quitosana e alginato de sódio são formadas pela síntese de coagulação 
utilizando o cloreto de cálcio (CaCl2) como um agente de ativação para formação dos 
polímeros. Os íons do cálcio interagem cooperativamente formando pontes iônicas entre as 
diferentes cadeias, gerando géis fortes e termoestáveis (ANDRADE et al., 2008). O alginato 
de sódio tem função quelante no processo para as formações das esferas, formado por 
várias ligações covalentes a uma estrutura heterocíclica de compostos orgânicos como 
aminoácidos e polissacarídeos, que resulta na síntese orgânica, formando a estrutura dos 
polímeros (LI, 1992).

Muitos trabalhos científicos têm fornecido significativos avanços no desenvolvimento 
de métodos de imobilização enzimática em suportes altamente hidrofóbicos, ampliando o 
potencial desta enzima que exerce um papel fundamental em processos de química verde e 
sustentável, promovendo assim o aumento da sua estabilidade e possibilidade de reutilização 
ou utilização em processos contínuos (JESIONOWSKI et al., 2014).

Todo o processo de imobilização da enzima no suporte é feito através de ligações 
químicas por afinidade estrutural das cadeias dos grupos carbonila com grupamentos 
aminas. O objetivo desse trabalho é testar diferentes tratamentos de modificações no suporte 
com reagentes de soluções orgânicas para formar uma superfície com ligações de grupos 
parcialmente ou altamente hidrofóbicos, podendo adsorver fortemente a enzima imobilizando 
por camadas interfaces.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Materiais

Para a preparação dos polielitrolitos, foram utilizados Quitosana 85,2% de desacetilação 
(Polymar S.A); Alginato de sódio (Vetec); N-Butiraldeído (Vetec Química Fina-LTDA); 
2-Furaldeído (Sigma-Aldrich); 4-Aldeído Anísico (Vetec-Sigma); Formaldeído (Synth); 
Aldeído Benzôico (Vetec Químiva Nova-LTDA); Dimetilamino Benzaldeído (Vetec-Sigma); 
Álcool Polivinílico P.S (Vetec); Lauric Aldeyde (Sigma-Aldrich); Corante Rosa de Bengala 
(Sigma-Aldrich); Tetraethyl Orthosilicate (TEOS) (Aldrich-Sigma); Diaion HP-20 (SUPELCO); 
TNBS (Sigma-Aldrich); Goma Arábica (Synth). Para os ensaios enzimáticso foram utilizados 
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p-nitrofenolpalmitato (p-NPP; Sigma-Aldrich) e etanol absoluto 99,8% (Sigma-Aldrich).

Preparo do Suporte POS-PVA

Para o preparo do suporte POS-PVA (álcool de polivinilo e poli-siloxano) foram 
homogeneizados 5mL de TEOS (Tetraethyl orthosilicate), 5mL de etanol, 6mL de álcool 
polivinílico a 2% e 3 gotas de HCl concentrado. Em seguida, essa solução foi aquecida à 
60°C por 40 minutos. Secado em temperatura ambiente até solidificar. Triturado em 80-100 
mesh. Lavado com água destila para neutralizar a acidez.

Preparo dos suportes a base de polímeros de quitosana/alginato

Foram produzidos complexo de polielitrolitos de quitosana com alginato a partir de 
alginato de sódio à 1% em solução tampão Tris-HCl 0,1M, pH 8,0, dissolvido com agitação 
à 50°C por trinta minutos, gotejados em quitosana à 0,5% em ácido acético (0,5%) e 
homogeneizado em solução de CaCl2 (0,1M). As esferas produzidas foram mantidas O/N na 
geladeira para completa polimerização (JIANLONG; YI, 1999).

Modificação dos suportes de quitosana/alginato

Os suportes foram modificados para hidrofobização utilizando diferentes reagentes: 
compostos orgânicos apolares com um grupo aldeído, TNBS (ácido - trinitrobenzenossulfónico) 
e TEOS (Tetraethyl orthosilicate).

Tratamento com compostos orgânicos com grupos aldeídos: utilizou-se 2g do suporte 
em tampão Tris-HCl, pH 7,0, e os reagentes de modificação foram ajustados para uma 
concentração final de 0,5 M (Tabela 1). Cada mistura, foi homogeneizado em rotação por 
duas horas, à 25°C. Após esse tempo foram lavados abundantemente com água destila.

Tratamento com TNBS: pesou-se 2g do suporte para 10,75mL tampão bicarbonato 
de sódio pH10 (0,1M), 100µl de solução de ácido 2,4,6 trinitrobenzenossulfônico (TNBS) a 
5% e colocado por agitação por 2 horas (150rpm) à 25°C. Em seguida foi lavado com água 
destilada e armazenado sob refrigeração à 4°C (MENDES, 2009).

Tratamento com TEOS: pesou-se 1g de suporte para 3ml de TEOS e 2 de hexano. 
Foram mantidos sob refrigeração 4°C por 24 horas. Após esse período foram lavados com 
água destilada abundantemente para retirar todo o excesso dos reagentes (GÜLAY, 2009).
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Tabela 1. Reagentes e quantidades utilizadas para modificação.

Figura 1. Estrutura dos suportes e dos reagentes utilizados nas modificações. A, compostos orgânicos 
com grupos aldeídos; B, compostos modificadores sem grupo aldeído; e C, tipos de suportes 

hidrofóbicos.
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Caracterização dos suportes

Teste de hidrofobicidade com corante de rosa de bengala
Foram pesados 0,15g do suporte modificado (reagentes), para 20ml da solução de 

corante rosa de bengala, por uma hora em rotação 120 rpm à 25°C. Logo após este processo, 
foi feita a leitura do corante no suporte no espectro em 549mm.

Teste de hidratação
Foram pesados 0,15g de suporte em 20mL de tampão fosfato pH 7,0 (100mM) por duas 

horas em observação. Após este período tirou-se o excesso da água absorvida nas esferas 
e pesou-se em uma balança analítica para analisar a diferença.

Técnica de imobilização de lipase no suporte por adsorção
Pesou-se 0,5g do suporte para 500µl de tampão fosfato (0,5Mols) pH 7,0. Adicionou-

se 250µl de PEG 1500 (5%) e 3 mL das enzimas, com agitação por duas horas a 100 rpm 
à 25°C. Foram realizados testes de imobilização com uma enzima produzida no laboratório 
de Biologia Molecular - UNOESC de acordo com Rossi (2014), utilizando o sobrenadante do 
cultivo e com 1 mg/mL da enzima comercial Lipolase 100 (Novozyme).

Reação enzimática

Foram feitas as reações do sobrenadante da solução enzimática e nas esferas após a 
imobilização. Foram utilizados para as reações 100µl da enzima em sobrenadante e 10mg 
das esferas em 500µl de tampão fosfato pH 7,0 e 500µl de substrato (0,025g de p-NPP 
para 10mL de etanol absoluto). Foram realizados um branco das reações e um branco das 
amostras. As reações foram colocadas em banho por 10 minutos à 37°C. Após a reação foi 
paralisada com a adição de uma solução de bicarbonato de sódio (NaCO3). Logo após foi 
feita à leitura no espectrofotômetro 410nm. A atividade enzimática (UI) foi estabelecida como 
a capacidade da enzima em liberar 1 µmol de p-nitrofenol por minuto.

A determinações de proteínas foram utilizados 100µl da enzima filtrada, 300µl de 
solução de Bradford e 100µl de água destilada. Leitura feita em espectrofotômetro 660nm.

Teste de cromatografia (produção do biodiesel) em suportes imobilizados

As esferas com as lipases imobilizadas foram testadas na reação de transesterificação 
para produção de biodiesel. Utilizou-se óleo de soja bruto degomado (600μL) e etanol 
absoluto (300μL), e o catalisador usado foi o suporte com a enzima lipase do isolado EL4 
imobilizada ou da lipase comercial (0,3g).

A verificação dos resultados das reações de transesterificação com a Lipase de EL4 ou 
comercial foi realizada por cromatografia em camada delgada, seguindo metodologia descrita 
por Guan et al. (2010). A técnica consiste na utilização de uma fase estacionária (placa 
cromatográfica) e uma fase móvel (eluente) que sobe através da placa por capilaridade, 
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levando consigo os componentes da amostra (LOPEZ et al., 2009). Na placa cromatográfica 
foram adicionados 2μL de em 20μL de hexano de cada reação. A placa foi colocada em 
um recipiente fechado com uma solução contendo 80mL de hexano, 15mL de éter etílico e 
1mL de ácido fórmico como eluente, por aproximadamente uma hora. Após a revelação foi 
realizada com a utilização de iodo.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Após os tratamentos para modificação dos suportes de polielitrolitos de quitosana 
e alginato de sódio (PQAS) utilizando compostos orgânicos com grupos aldeídos, foram 
realizados testes de caracterização e de hidratação desses produtos. Os resultados 
demonstraram que ocorreram as modificações nos PQAS ́s, possivelmente pela ligação 
entre os grupos aminos (quitosana) e carbonila (do grupo aldeído dos reagentes com grupos 
hidrofóbicos) gerando, portando, grupos com diferentes graus de hidrofobização (MENDES, 
2009).

A efetivação da ligação e modificação dos suportes foi avaliada a partir da imobilização 
das enzimas. Os resultados dos polielitrolitos modificados com 4-Aldeído Anísico e Aldeído 
Benzoico foram mais eficientes na imobilização da enzima em sobrenadante, por outro lado, 
todos os suportes testados imobilizaram a enzima comercial e apresentaram potencial de 
imobilização (Tabela 2).

Os suportes mais citados para imobilização podem ser divididos em duas categorias: 
matrizes hidrofóbicas ou hidrofílicas, mas também podem ser classificados conforme sua 
morfologia e estrutura como materiais porosos, não porosos e de estrutura de gel (DALLA-
VECCHIA et al., 2004). A imobilização de lipase tem demonstrado ser eficiente em vários 
suportes, entretanto os suportes hidrofóbicos são considerados os mais apropriados à 
imobilização (VILLENEUVE et al., 2000), pois a adsorção desta é favorecida em meios com 
baixa força iônica, além de gerar uma hiperativação da mesma (BASTIDA et al., 1998). 
Assim, um suporte hidrofóbico amplamente utilizado para imobilização por adsorção de 
lipases é o poliestyreno-divinilbenzeno (BUSSAMARA et al., 2012) ou suportes modificados 
com laurinaldeído e TNBS (MENDES, 2009).
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Tabela 2. Características de hidrofobicidade e potencial de imobilização de lipases de suportes 
modificados.

Os imobilizados com as duas enzimas microbianas foram testados quanto à capacidade 
de produção de biodiesel. Os suportes com as enzimas brutas imobilizadas não foram 
capazes de produzir biodiesel, muito provavelmente devido à baixa quantidade de enzima 
imobilizada, sendo necessário uma maior concentração da enzima, já que ela é produzida 
em sobrenadante de forma diluída, entretanto é uma enzima capaz de produzir biodiesel 
(ROSSI, 2014).

Por outro lado, foi possível produzir biodiesel com a enzima comercial Lipolase 
100L imobilizada nos diferentes suportes testados. Isso foi observado através da placa 
cromatográfica com as reações de transesterificação produção de biodiesel (Figura 2).

Ressalta-se que essas enzimas imobilizadas em suportes hidrofóbicos podem 
apresentar uma série de modificações conformacionais que podem favorecer sua interação 
com o próprio substrato, aumentando sua atividade. Isso, entretanto, depende do tipo de 
lipase, sua preferência por substratos e, especialmente, pelas características e grau de 
hidrofobicidade do suporte hidrofóbico. Dessa forma, o desenvolvimento de novos suportes 
obtidos a base de copolímeros e suas modificações para aumentar sua hidrofobicidade 
apresentam-se como estratégias interessantes, frente ao desafio de imobilizar novas 
enzimas microbianas, potencializando sua atividade, para posterior aplicação na produção 
de biodiesel (BUSSAMARA et al., 2012).
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Figura 2. Placa cromatográfica da análise do biodiesel produzido com lipase imobilizada em suportes 
de polielitrolitos de quitosana e alginato de sódio (PQAS ́s) modificados. 1. Óleo, 2. Etilpalmitato, 

3. C+(enzima), 4. Diaion, 5. Sty-DvB, 6. Pos-Pva, 7. Controle, 8. Laurinaldeído, 9. Teos, 10. 
2-Furaldeido, 11. N-Butiraldeído, 12. 4-Aldeído Anísico, 13. Formaldeído, 14. Aldeído Benzoico, 15. 

Dimetilaminobenzaldeído.

Isso explica o fato de apesar de todos os suportes terem imobilizado enzima e 
produzido biodiesel, entretanto o que apresentou melhores resultados foi o Diaion, 
seguidos dos suportes modificados com 4-Aldeído Anísico, Formaldeído, Aldeído Benzoico 
e Dimetilaminobenzaldeído. Os demais suportes apresentaram uma menor atividade 
enzimática e sequente menor produção de biodiesel (Figura 2).

Por outro lado, diversos trabalhos enfatizam a utilização de lipases de microrganismos 
para o processo de produção de biodiesel. Essas lipases podem ser usadas na forma livre 
ou imobilizadas. Kaieda et al. (2001), investigaram a metanólise do óleo de soja através do 
uso de enzimas de microrganismos. Mendes (2009) investigou várias metodologias para 
imobilização de lipases de Thermomyces lanuginosus, C. antártica, Bacillus thermocatenulatus 
e P. fluorescens visando à produção de biodiesel. Iso et al. (2001) demonstraram que lipases 
de Pseudomonas fluorescens mostrou maior rendimento nesta reação quando imobilizada 
em comparação com seu uso na forma livre.

A imobilização de lipase é eficiente em vários suportes, entretanto os suportes 
hidrofóbicos são considerados os mais apropriados à imobilização (VILLENEUVE et al., 
2000), pois a adsorção desta é favorecida em meios com baixa força iônica (BASTIDA et al., 
1998). Assim, um suporte hidrofóbico amplamente utilizado para imobilização por adsorção 
de lipases é o poliestyreno-divinilbenzeno com a possibilidade de imobilização sem a enzima 
estar completamente purificada (BUSSAMARA et al., 2012).

4 | 	CONCLUSÃO

Conclui-se que as modificações dos suportes a base de polielitrolitos de quitosana e 
alginato de sódio foram eficientes para sua hidrofobização e estes apresentam potencial 
para imobilização de lipase a partir de substrato bruto e os imobilizados obtidos com 
enzima comercial apresentou potencialidade de produção de biodiesel, sendo que os 
mais eficientes foram o suporte Diaion e os suportes produzidos com polielitrolitos de 
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quitosana e alginato modificados com 4-Aldeído Anísico, Formaldeído, Aldeído Benzoico e 
Dimetilaminobenzaldeído.
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