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APRESENTAÇÃO 

A tecnologia está ganhando cada dia mais espaço na vida das pessoas e em tudo 
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e científico 
e sua aplicação utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e 
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento 
da tecnologia estão envolvidos sistemas biológicos, seres vivos ou seus metabólitos, 
passa-se a trabalhar em uma área fundamental da ciência, a Biotecnologia.

Toda produção de conhecimento em Biotecnologia envolve áreas como Biologia, 
Química, Engenharia, Bioquímica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquímica, 
Química Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das 
Ciências Biológicas e da Saúde. A aplicação dos resultados obtidos nos estudos em 
Biotecnologia está permitindo um aumento gradativo nos avanços relacionados a 
qualidade de vida da população, preservação da saúde e bem estar.

Neste ebook é possível identificar vários destes aspectos, onde a produção 
científica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta 
de aplicações que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos 
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas soluções para problemas 
relacionados à manutenção da vida em equilíbrio.

No volume 2 são apresentados artigos relacionados a Bioquímica, Tecnologia em 
Saúde e as Engenharias. Inicialmente é discutida a produção e ação de biocompostos 
tais como ácido hialurônico, enzimas fúngicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes, 
xilanase e eritritol. Em seguida são apresentados aspectos relacionados a análise 
do mobiliário hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clínica, e 
novos equipamentos utilizados para diagnóstico. Também são apresentados artigos 
que trabalham com a tecnologia da informação no desenvolvimento de sistemas e 
equipamentos para o tratamento dos pacientes. 

No volume 3 estão apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular 
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns 
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregação plaquetária, bem como 
melhorias no atendimento nas clínicas e farmácias da atenção básica em saúde.

Em seguida discute-se a respeito da utilização de extratos vegetais e fúngicos 
na farmacologia e preservação do meio ambiente. Finalmente são questionados 
conceitos envolvendo Educação em Saúde, onde são propostos novos materiais 
didáticos para o ensino de Bioquímica, Biologia, polinização de plantas, prevenção em 
saúde e educação continuada. 

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPÍTULO 4

Jéssica Borges de Oliveira
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Coordenação de Licenciatura em Química
Apucarana – Paraná

Rafael Block Samulewski
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Coordenação de Licenciatura em Química
Apucarana – Paraná

Josana Maria Messias
Universidade de São Paulo, FFCLRP, 

Departamento de Química
Ribeirão Preto – São Paulo

Aline Thaís Bruni 
Universidade de São Paulo, FFCLRP, 

Departamento de Química
Ribeirão Preto – São Paulo

Aneli M. Barbosa-Dekker
Universidade Estadual de Londrina, Departamento 

de Química
Londrina – Paraná

Robert F. H. Dekker
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 
Programa de Pós Graduação em Engenharia 

Ambiental
Londrina – Paraná

Milena Martins Andrade
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Coordenação de Licenciatura em Química
Apucarana – Paraná

RESUMO: Atualmente as lipases apresentam 
amplas aplicações em diversos setores 
industriais. Entretanto, a aplicação destas 
enzimas ainda tem sido desfavorecida devido 
ao seu custo elevado. Portanto, pesquisas 
estão em desenvolvimento objetivando-se 
viabilizar economicamente o emprego de 
lipases em diferentes processos. Este trabalho 
objetivou desenvolver um biocatalisador de 
baixo custo imobilizado em resíduo têxtil. A 
lipase foi produzida pelo fungo Botryosphaeria 
ribis EC-01, sob fermentação submersa, 
utilizando-se torta de soja em condição 
previamente otimizada. Em seguida, a lipase 
foi parcialmente purificada por precipitação com 
(NH4)2SO4 (20 %, m/v), imobilizada em resíduo 
têxtil utilizando-se um planejamento fatorial 22. 
A pré-purificação demonstrou ter sido eficiente 
visto que a atividade específica passou de 154 
para 383 U/mg. A máxima atividade de lipase 
imobilizada obtida foi 46,8 U/gTE quando as 
variáveis tempo e temperatura foram 90 min 
e 18 ºC, respectivamente. O modelo utilizado, 
embora não tenha sido conclusivo, foi útil para 
direcionar futuros experimentos. 
PALAVRAS-CHAVE: torta de soja; fermentação 
submersa; adsorção.

ABSTRACT: Currently lipases have wide 
applications in several industrial sectors. The 
application of these enzymes, however, has still 
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been disadvantaged due to their high costs. Therefore, research is under development 
aiming to make economically feasible the use of lipases in different processes. The 
objective of this work was to develop a low cost biocatalyst immobilized on textile 
waste. Lipase was produced by the fungus, Botryosphaeria ribis EC-01, by submerged 
fermentation using soybean cake under conditions previously optimized. Lipase was 
partially purified by precipitation with (NH4)2SO4 (20%, w/v), and immobilized on textile 
waste using a statistical factorial design 22. Partial purification was efficient as the specific 
activity increased from 154 to 383 U/mg, and this significantly increased the enzyme 
loaded onto the support. Maximum lipase activity obtained on immobilization was 46.8 
U/gTE with time (90 min) and temperature (18 °C), as the most important variables. The 
model used, although not conclusive, was useful to direct future experiments.
KEYWORDS: soybean cake; submerged fermentation; adsorption

1 |  INTRODUÇÃO

As lipases (EC 3.1.1.3; triacilglicerol acilhidrolases) têm se destacado entre 
as enzimas mais utilizadas industrialmente. Possuem alta capacidade catalítica em 
reações de hidrólise, interesterificação, transesterificação, aminólises, entre outras. 
Estas hidrolases são sintetizadas por plantas, animais e micro-organismos e a 
principal aplicação comercial tem sido em detergentes. As lipases também têm sido 
aplicadas na produção de biodiesel, cosméticos, ingredientes alimentares e fármacos 
enantioméricos, entre outras (SHARMA et al., 2001; JAEGER; EGGERT, 2004).

A utilização das lipases como biocatalisadores em alguns processos ainda 
é desfavorecida pelo seu custo elevado. Portanto, estratégias para contornar este 
inconveniente, como o uso de resíduos agroindustriais como substratos indutores 
para a produção de lipases têm sido empregadas. A torta de soja, por exemplo, é 
uma excelente fonte de nutrientes para o cultivo de micro-organismos e produção de 
lipases, pois pode conter até 50% de proteína, juntamente com carboidratos e lipídeos 
residuais (BARBOSA et al., 2011; RAMACHANDRAN et al., 2007). 

A otimização da produção de lipase pelo fungo ascomiceto B. ribis EC-01 foi 
descrita utilizando-se planejamento fatorial e análise por metodologia de superfície de 
resposta. Altos títulos de lipase foram obtidos na condição otimizada (76,57 ± 7,97 U/
mL) utilizando-se torta de soja como substrato e glicerol, em água destilada. O custo 
de produção baseando-se nos nutrientes utilizados foi de apenas US $ 0,42 por litro 
de meio de cultivo (ANDRADE et al., 2013). Outra alternativa para diminuir o custo da 
aplicação de lipase é imobilizá-la em suportes baratos como resíduo têxtil. No Brasil, 
a geração destes resíduos é estimada em 175 mil toneladas/ano e somente 36 mil 
toneladas são reaproveitados na produção de barbantes, novas peças de roupas e 
fios (ALENCAR et al., 2015). 

O método de imobilização mais usado é a adsorção, pela facilidade e baixo 
custo. A imobilização de enzimas possibilita a fácil separação dos produtos, muitas 
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vezes a mantenção da atividade e aumento da estabilidade, além de proporcionar 
a reutilização da enzima (DALLA-VECCHIA et al., 2004; CHANG et al., 2007; 
JEGANNATHAN et al., 2008). Portanto, este trabalho objetivou produzir lipase por 
B. ribis EC-01, sob fermentação submersa utilizando-se torta de soja como substrato 
e imobilizá-la em resíduo têxtil utilizando um planejamento fatorial 22 para futuro uso 
como um biocatalisador.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Materiais

A torta de soja foi doada pela IMCOPA Importação, Exportação e Indústria de 
Óleos S.A (Cambé-PR). Palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) foi adquirido de Sigma-
Aldrich (EUA). Os resíduos têxteis foram provenientes dos Laboratórios de Pesquisa 
e Desenvolvimento e de Produção do Vestuário da Universidade Tecnológica Federal 
do Paraná, Campus Apucarana. 

2.2 Produção do inóculo e obtenção das lipases

O micro-organismo utilizado foi o Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank 
Accession Number DQ852308) que foi mantido em BDA inclinado a 4 °C e repicado 
trimestralmente. B. ribis EC-01 foi transferido do meio de manutenção para placas de 
Petri contendo meio mínimo de Vogel (1956), glucose 1% (m/v) e ágar 2 % (m/v) que 
foram incubadas à 28 ± 2 °C por 5 dias. Esferas de 0,7 cm de diâmetro foram cortadas 
e inoculadas em frascos de Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio otimizado por 
Andrade et al. (2013) composto por 2,4 % (m/v) de torta de soja e 4,5 % (v/v) de glicerol 
PA. Os cultivos foram mantidos sob agitação, em agitador orbital do tipo “shaker” a180 
rpm por 5 dias a 28 ºC. Os cultivos foram interrompidos por centrifugação a 5000 
rpm durante 15 min. E os sobrenadantes foram filtrados e coletados em frascos em 
banho de gelo. Os extratos brutos, livres de células, foram parcialmente purificados 
por precipitação com (NH4)2SO4 (20 %, m/v), dialisados e armazenados a 4 ºC.

2.3 Imobilização de lipases

A imobilização da lipase produzida foi realizada em resíduos têxteis (TE) pelo 
método de adsorção. O suporte (50 mg) foi deixado em contato com 5 mL de solução 
enzimática em tampão fosfato (37 U/mL) a 150 rpm de acordo com planejamento 
fatorial 22 (7 experimentos), avaliando-se temperaturas, de 18 a 32 ºC,  e tempo de 
contato, de 90 a 300 min. Após este procedimento, o imobilizado foi lavado duas 
vezes com tampão fosfato pH 8,0 (0,2 M), e água destilada. A atividade enzimática foi 
determinada no derivado e no sobrenadante.
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2.4 Determinação da atividade de lipase e determinação da concentração de 

proteínas

As atividades das lipases livres e imobilizadas foram determinadas 
espectrofotometricamente, utilizando-se p-NPP como substrato, em pH 8,0, 55 ºC, 
2 min e 410 nm (MESSIAS et al., 2009). A unidade de atividade de lipase foi definida 
como a quantidade de enzima em mL que libera de 1 µmol de p-NPP por minuto nas 
condições de ensaio acima descritas. A concentração de proteínas extracelulares foi 
determinada pelo método de Bradford (1976).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Produção de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01

A produção de lipases foi desenvolvida nas condições previamente otimizadas e 
descritas por Andrade et al. (2013), ou seja, 2,4 % (m/v) de torta de soja e 4,5 % (v/v) 
de glicerol PA. A Tabela 1 mostra os resultados da atividade de lipase obtidas antes 
e após a purificação parcial com (NH4)2SO4 e também após a diálise contra água 
deionizada.

Amostra U/mL U/mg
Lipase antes da purificação parcial 47,6 ± 1,63 154 ± 5,29
Lipase após a purificação parcial 

(20%, m/v (NH4)2SO4) 
85,0 ± 4,66 231 ± 12,7

Lipase após a purificação parcial e 
diálise contra água deionizada

133 ± 0,05 383 ± 4,31

Tabela 1 - Atividade enzimática antes e após a purificação parcial 

Após a adição de 20 % (m/v) de (NH4)2SO4 a atividade enzimática passou de 
47,6 para 85,0 U/mL, revelando que a lipase foi precipitada. Após a diálise, a atividade 
enzimática aumentou (133 U/mL), indicando a eliminação de compostos químicos 
que promoviam diminuição parcial da atividade enzimática. A eficiência do processo 
foi confirmada com a dosagem das proteínas extracelulares: a atividade específica 
passou de 154 U/mg no extrato bruto inicial para 383 U/mg ao final do processo, ou 
seja, seu valor quase triplicou pela eliminação de outras proteínas pela precipitação 
com o (NH4)2SO4, bem como outros interferentes presentes antes da diálise. Uma 
solução desta enzima (37,5 U/mL) foi utilizada para posterior imobilização nos suportes 
produzidos.

3.2 Imobilização de lipases

A imobilização da lipase de B. ribis EC-01 em TE foi estudada utilizando-se um 
planejamento estatístico. A Tabela 2 apresenta os níveis e os ensaios experimentais 
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do delineamento fatorial (22) e a variável dependente avaliada, a atividade da enzima 
imobilizada (U/gsuporte). 

Experimentos Variáveis codificadas Respostas

X1 X2 U/gTE

1 -1 -1 46,8
2 -1 1 40,3
3 1 -1 31,8
4 1 1 38,3
5 0 0 38,5
6 0 0 33,7
7 0 0 39,1

Fatores 
-1

Níveis reais 
-1 0 1

X1 (tempo, min) 90 195 300
X2 (temperatura, ºC) 18 25 32

Tabela 2 - Imobilização de lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 em resíduo têxtil 

Houve variação de 31,8 a 46,8 U/gTE dependendo do tempo e da temperatura 
empregados. A atividade máxima (46,8 U/gTE) foi alcançada quando os fatores tempo 
(X1) e temperatura (X2) foram de 90 minutos e 18 ºC, respectivamente.

De acordo com o modelo linear ou de 1ª ordem, menores tempos de reação 
melhoram a atividade de lipase imobilizada em TE (p ≤ 0,1). O valor de R2 = 0,82 e Fcal 
> F tab (22,44 > 4,06) obtidos mostraram que o modelo é confiável e estatisticamente 
significativo (p ≤ 0,1). A equação preditiva (1) é mostrada abaixo, onde os termos 
significativos estão em negrito:

             U/g de suporte = 38,36 – 4,26 x1 + 0,01 x2 + 3,24 x1.x2                            (1)

4 |  CONCLUSÕES

A purificação parcial da lipase de B. ribis EC-01 com 20% (m/v) de sulfato de 
amônio foi eficiente visto que sua atividade específica passou de 154 para 383 U/mg. 
A imobilização de lipases em resíduo têxtil alcançou máximo de atividade em 46,8 U/
gTE quando o tempo e a temperatura foram de 90 min e 18 ºC; porém, este modelo não 
é conclusivo, apenas indicativo para novos experimentos. 
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