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RESUMO 

Óleos e gorduras estão presentes tanto no uso doméstico quanto industrial, 

podendo ser encontrados nos efluentes pelo seu descarte indevido, causando 

um desequilíbrio no ecossistema dos corpos hídricos. Para minimizar os 

impactos nesses ecossistemas vários métodos de recuperação são aplicados. 

No entanto, o alto teor de hidrocarbonetos, bem como a sua composição 

diversificada torna os óleos e gorduras difíceis de serem eliminados. Diante 

disso, o uso de enzimas como a lipase, um grupo de enzimas hidrolíticas, 

apresenta-se como uma alternativa biotecnológica devido à sua atividade 

catalítica e especificidade por estes substratos. No entanto, uma vez no 

ambiente ou estocadas, podem estar sujeitas à inativação por fatores químicos, 

físicos ou biológicos. Sendo assim, a imobilização destas enzimas em suportes 

com intuito de favorecer a estabilidade enzimática, garantir uma catálise 

eficiente e facilitar a recuperação e reutilização do biocatalisador vem sendo 

cada vez mais explorada. Desta forma, esse trabalho teve como objetivo  de 

produzir  um produto enzimático em matriz de celulose bacteriana capaz de 

degradar óleos e gorduras. Neste trabalho, a membrana de celulose bacteriana 

(CB) foi sintetizada pelo microrganismo Komagataeibacter hansenii e depois de 

purificada foi realizada a incorporação ex situ da enzima lipase sendo 

posteriormente feita a modificação de superfície com Zeína ou PLLA. As 

membranas de CB modificadas com Zeína ou PLLA foram caracterizadas pela 

análise de TGA que demonstrou que as membranas incorporadas e 

modificadas tiveram uma maior estabilidade quando comparada a CB pura. 

Pela análise de FTIR foi possível observar as bandas características da enzima 

incorporada na matriz. A enzima pura foi caracterizada quanto à estabilidade 

enzimática em relação ao pH e temperatura. Na análise de MEV conseguimos 

ver que ocorreu as modificações de superfície na CB pois alterou a sua 

morfologia e estruturação das nanofibrinas de celulose. Com a teste de indicie 

de acidez conseguimos atestar que a enzima se manteve ativa mesmo após 

passar pelas modificações de superfície e conseguir ter melhor desempenho 

do que as CB pura o imobilizada com enzima.  

Palavras-chave: Celulose bacteriana, Komagataeibacter hansenii, lipase NS-

40116, imobilização, óleo e gordura.  
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Incoporation of lipase NS-40116 into cellulose membrane bacterial with 
surface modifications  

ABSTRACT 

Oils and fats are present both in domestic and industrial use, and can be found 

in effluents due to improper disposal, causing an imbalance in the ecosystem of 

water bodies. To minimize the impacts on these ecosystems, several recovery 

methods are applied. However, the high hydrocarbon content, as well as its 

diverse composition, makes oils and fats difficult to eliminate. Therefore, the 

use of enzymes such as lipase, a group of hydrolytic enzymes, presents itself 

as a biotechnological alternative due to its catalytic activity and specificity for 

these substrates. However, once in the environment or stored, they may be 

subject to inactivation by chemical, physical or biological factors. Therefore, the 

immobilization of these enzymes on supports in order to favor enzymatic 

stability, ensure efficient catalysis and facilitate the recovery and reuse of the 

biocatalyst has been increasingly explored. Thus, this work aimed to produce 

an enzymatic product in a bacterial cellulose matrix capable of degrading oils 

and fats. In this work, the bacterial cellulose (BC) membrane was synthesized 

by the microorganism Komagataeibacter hansenii and, after being purified, ex 

situ incorporation of the lipase enzyme was carried out, followed by surface 

modification with Zein or PLLA. CB membranes modified with Zein or PLLA 

were characterized by TGA analysis which demonstrated that the incorporated 

and modified membranes had greater stability when compared to pure CB. By 

FTIR analysis it was possible to observe the characteristic bands of the enzyme 

incorporated in the matrix. The pure enzyme was characterized for enzymatic 

stability in relation to pH and temperature. In the SEM analysis, we were able to 

see that surface modifications occurred on the BC because it altered its 

morphology and structuring of cellulose nanofibrins. With the acidity index test, 

we were able to attest that the enzyme remained active even after going 

through the surface modifications and managed to perform better than the pure 

BC or immobilized with enzyme. 

 

Keywords: Bacterial cellulose, Komagataeibacter hansenii, lipase NS-40116, 

immobilization, oil and fats. 
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Incorporación de Lipase NS-40116 a membrana de celulosa bacteriana 
con modificaciones superficiales  

RESUMEN 

Los aceites y grasas están presentes tanto en el uso doméstico como 

industrial, y se pueden encontrar en los efluentes debido a una disposición 

inadecuada, provocando un desequilibrio en el ecosistema de los cuerpos de 

agua. Para minimizar los impactos sobre estos ecosistemas, se aplican varios 

métodos de recuperación. Sin embargo, el alto contenido de hidrocarburos, así 

como su diversa composición, hace que los aceites y grasas sean difíciles de 

eliminar. Por tanto, el uso de enzimas como la lipasa, un grupo de enzimas 

hidrolíticas, se presenta como una alternativa biotecnológica por su actividad 

catalítica y especificidad para estos sustratos. Sin embargo, una vez en el 

medio ambiente o almacenados, pueden estar sujetos a inactivación por 

factores químicos, físicos o biológicos. Por ello, se ha explorado cada vez más 

la inmovilización de estas enzimas sobre soportes con el fin de favorecer la 

estabilidad enzimática, asegurar una catálisis eficiente y facilitar la 

recuperación y reutilización del biocatalizador. Por lo tanto, este trabajo tuvo 

como objetivo producir un producto enzimático en una matriz de celulosa 

bacteriana capaz de degradar aceites y grasas. En este trabajo se sintetizó la 

membrana bacteriana de celulosa (BC) por el microorganismo 

Komagataeibacter hansenii y, tras ser purificada, se procedió a la incorporación 

ex situ de la enzima lipasa, seguida de la modificación superficial con Zeína o 

PLLA. Las membranas CB modificadas con Zein o PLLA se caracterizaron 

mediante análisis TGA que demostraron que las membranas incorporadas y 

modificadas tenían una mayor estabilidad en comparación con CB puro. 

Mediante análisis FTIR fue posible observar las bandas características de la 

enzima incorporada en la matriz. La enzima pura se caracterizó por su 

estabilidad enzimática en relación con el pH y la temperatura. En el análisis 

SEM, pudimos ver que se produjeron modificaciones superficiales en el BC 

porque alteró su morfología y estructuración de nanofibrinas de celulosa. Con 

la prueba del índice de acidez, pudimos atestiguar que la enzima se mantuvo 
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activa incluso después de pasar por las modificaciones de la superficie y logró 

desempeñarse mejor que el BC puro o inmovilizado con enzima. 
 

Palabras clave: Celulosa bacteriana, Komagataeibacter hansenii, lipase NS-

40116, inmovilización, aceite y grasas.  
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1.Introdução 

Países em desenvolvimento tem um grande problema de poluição 

ambiental proveniente de descarga de águas residuais, sendo as indústrias 

têxteis, cosmético, plástico, papeis, borrachas e farmacêuticas as principais 

fontes de poluição. O descarte inadequado das águas residuais, compromete a 

vida aquática, selvagem e os seres humanos com consequência a curto e 

longo prazo (YAO et al., 2022). 

As águas residuais podem ser de origem doméstica ou industrial que 

contém diferentes contaminantes como metais tais como zinco, cobre, chumbo, 

mercúrio e óleos. Esses contaminantes são fontes de contaminação de corpos 

d’água causando danos na fauna e flora ao redor do mundo (ALJABERI et al., 

2023; CALDERÓN-MESÉN et al., 2023). Os óleos e seu derivados são um dos 

principais contaminantes encontrados em águas residuais principalmente no 

descarte doméstico (ABDULLAHI; ISMAIL; ALSHANA, 2023; MUMIVAND et al., 

2023).  

Os óleos são utilizados como matéria-prima de diversos produtos pelas 

indústrias oleoquímicas. São compostos de triglicerídeos e ácidos graxos com 

diferentes tamanhos e de cadeia saturada. Óleos e graxas são substâncias 

orgânicas de origem mineral, vegetal ou animal que possuem uma complexa 

mistura de compostos químicos, como ésteres, ácidos graxos, derivados da 

glicerina e hidrocarbonetos.  Os segmentos que usam esses compostos como 

matéria prima são a indústria alimentícia em recheios, doces, margarina, 

manteiga até a produção de plásticos, biocombustíveis, lubrificantes, 

tensoativos entre outros. Quando encontrados em águas naturais, podem ser 

oriundos de fontes difusas como despejos e resíduos industriais, esgotos 

domésticos, efluentes de oficinas mecânicas, postos de gasolina, estradas e 

vias públicas entre outros (BERTI; DÜSMAN; SOARES, 2009; YAO et al., 

2022)  

A pequena solubilidade de óleos e graxas constitui um fator negativo com 

relação à sua degradação em unidades de tratamento de despejos por 

processos biológicos e, quando presentes em mananciais utilizados para 
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abastecimento público, causam problemas no tratamento de água. Quando 

descartados com águas residuárias ou efluentes tratados, os óleos e graxas 

podem formar filmes sobre a superfície das águas e se depositarem nas 

margens. Esta fina película de óleo sobre a água reduz a penetração de luz e 

oxigênio no recurso hídrico, causando alterações no meio aquático, como a 

escassez de oxigênio e eutrofização, provocando a asfixia dos animais e 

impossibilitando o processo de fotossíntese de alguns vegetais (Ahmed & 

Huddersman, 2022).  

As espécies mais vulneráveis aos processos de degradação são as que 

ocupam os níveis tróficos mais elevados da cadeia alimentar, pois, de acordo 

com Aguilera et al. (2010), os componentes do óleo são bioacumuláveis e 

migram ao longo da cadeia alimentar sem sofrer degradação, aumentando a 

concentração de poluentes orgânicos que podem causar efeitos nocivos aos 

seres humanos que consomem alimentos contaminados com essas 

substâncias. 

Os métodos mais utilizados para a remediação de contaminantes 

orgânicos em meio aquoso podem ser classificados em métodos químicos, 

métodos físicos e biorremediação. Os métodos químicos são eficientes, no 

entanto são métodos caros e não favoráveis ao meio ambiente, visto que 

agentes químicos são necessários para realizar o processo. Os métodos físicos 

(sorção) apresentam eficiência limitada na remoção de óleo, embora 

recentemente, a sorção do óleo sobre a água tem se mostrado um método de 

baixo custo e consumo energético, além de fácil operação, a ponto de se tornar 

o método mais comumente utilizado (YANG et al., 2014). A biorremediação, 

ainda que muito utilizada, é lenta e permite pouco controle sobre o processo, já 

que se trata do uso de microrganismos (bactérias, fungos) e plantas para 

degradar os hidrocarbonetos e sua eficiência é afetada dramaticamente por 

temperatura e oxigênio, desta forma o processo pode ser ineficiente, ou 

resultar em compostos com toxicidade mais elevadas.  

As enzimas ão utilizadas em diversos processo, inclusive em tratamento 

de água residuais para a degradação de poluentes. São amplamente utilizadas 

em diferentes reações atuando como catalisadores eficientes que minimizam 
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as etapas e o tempo de reação e os diversos produtos químicos tornando os 

processos mais econômicos e ecológicos (KUJAWA et al., 2021). Sua 

utilização, no entanto, apresenta algumas dificuldades como o 

reaproveitamento e a perda da enzima livre no meio reacional. Dessa forma, a 

imobilização de enzimas vendo sendo uma resposta eficaz, além da enzima 

apresentar uma maior estabilidade quando comparada com a enzima livre 

(CAVALCANTI, 2020; DANTAS, 2017). A imobilização enzimática é um 

processo de adesão da molécula enzimática em suporte sólido insolúvel para o 

melhor desempenho da enzima. A enzima imobilizada tem um melhor 

desempenho, maior estabilidade térmica e operacional, maior tolerância em 

condições extremas de pH e temperatura, maior facilidade de recuperação e 

reutilização e finalmente possuem custo de produção reduzidos quando 

comparados à enzima livre.  

 As técnicas de imobilização, utilizadas para melhorar o desempenho da 

enzima, podem ser por adsorção, ligação covalente, reticulação, 

aprisionamento e encapsulação. O suporte onde a enzima vai ser imobilizada 

precisa ter grupos funcionais reativos, alta afinidade e uma interação estável 

com a enzima, alta disponibilidade e custo-benefício. Existem uma infinidade 

de materiais que podem ser utilizados como suporte sendo de origem orgânica, 

inorgânica, hibrida e compostas. Os suportes utilizados para a imobilização 

enzimática são inúmeros tais como sílica, argilas, nanopartículas, fibras e a 

celulose.  

A celulose bacteriana é secretada por uma bactéria gram negativa não 

patogênica, composta por uma cadeia de nanofibras, sendo polímeros 

biodegradáveis, que podem ter suas propriedades químico-físicos mudadas de 

acordo com o material que é adicionado. A modificação na CB pode ser feita 

por dois métodos o in situ e ex situ. Por conta da membrana de CB ser muito 

hidrofílica para que haja a incorporação da enzima e a degradação de óleos e 

gorduras é necessário mudar sua característica para hidrofóbica com um 

modificação ex situ de superfície com algum agente hidrofóbico como silano, 

sílica, etanol, zeína, PLLA (CACICEDO et al., 2016; NAVYA et al., 2022; 

PORTELA et al., 2019) ( Navya et al., 2022; CACICEDO et al., 2016; Portela et 

al., 2019). 
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A zeína é um biopolimero não solúvel em água, proveniente do resíduo 

agrícola do milho muito utilizada na área alimentícia e fármacos. Nos últimos 

anos a pesquisa com a zeína vem se diversificando e seu potencial vem sendo 

cada vez mais explorado por ser de fácil utilização e manipulação. A zeína é 

composta de aminoácidos hidrofóbicos que permite que ela seja utilizada para 

encapsular ou modificar matérias de natureza hidrofílicas para hidrofóbicas 

como o exemplo fármacos (capsula de comprimido) e celulose bacteriana (CJ 

CHENG, 2019; TROVATTI et al., 2016; XUE et al., 2022). 

O poli(ácido L-láctico) (PLLA)  é um polímero biodegradável utilizado na 

substituição materiais a bases de petróleo. Possui ampla aplicabilidade em 

áreas de biomedicina, e na área ambiental como um material alternativo e 

menos poluente. O PLLA é hidrofóbico e biocompatível com uma ampla 

quantidade de materiais a exemplo da quitosana e celulose bacteriana (CAO et 

al., 2021; LI et al., 2022). 

Nesse estudo a celulose bacteriana foi utilizada como suporte para a 

imobilização da Lipase NS-40116 e depois passou por dois processos de 

modificação de superfície para à degradação de óleos.  

 

2. Objetivo  
2.1 Objetivo Geral  

  Desenvolver um produto enzimático em matriz de celulose bacteriana 

capaz de degradar óleos e gorduras. 

2.2 Objetivos Específicos  
  

● Determinar a estabilidade enzimática em relação ao pH e temperatura 

● Produzir a membrana de celulose bacteriana. 

● Incorporar a lipase na CB de modo ex situ  

● Verificar os efeitos dos 2 métodos de hidrofobização de superfície da 

CB por meio do ângulo de contato   
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● Caracterizar a CB incorporada e modificada por meio das análises 

morfológica MEV, térmica TGA e físico-química FTIR e ângulo de 

contato 

3. Revisão de literatura  
3.1 Enzimas  

Enzimas são proteínas essenciais para o metabolismo e atuam como 

biocatalisadores, com a função de decomporem moléculas complexas em 

moléculas menores (QUEIROZ; SOUSA, 2020). As enzimas têm uma atuação 

baseada no conceito de sítio ativo, devido a sua especificidade em relação ao 

substrato interagindo (sistema chave-fechadura) como mostra a Figura 1. 

 

 

Figura 1- Esquema do funcionamento enzimático 

 

(Fonte:  CAVALCANTI, 2020)  

As enzimas são ativadas em faixas de pH e temperaturas e cada uma 

delas possui seu próprio pH e temperatura ótimos (CAVALCANTI, 2020; 

SILVA, 2012) (CAVALCANTI, 2020; SILVA, 2012). São amplamente utilizadas 

nas indústrias de alimentos, energética (produção de biocombustível e 

bioetanol) e farmacêuticas devido à sua elevada eficiência catalítica, condições 

brandas de reação e ausência de poluição(GAO et al., 2013). A aplicação da 

enzima livre tem um alto custo, baixa estabilidade operacional e dificuldade na 

recuperação. Porém a recuperação com o uso das enzimas livres pode ser 

superada com a imobilização delas sobre substrato. A imobilização de enzimas 
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é um método potencial para aumentar a estabilidade de enzimas, diminuir o 

custo e, em consequência, tornar o biocatalizador mais eficiente e amigável 

ambientalmente (GHIDE et al., 2022; MOHAMMADI et al., 2022).  

 O mercado mundial de enzimas vem crescendo, foi avaliado em 7,1 

bilhões de dólares em 2017, podendo chegar em 10,5 bilhões de dólares em 

2024, possui o crescimento anual de 5,7% ao ano. Setenta por cento da 

produção das enzimas é obtida por microrganismos e 1/3 da produção mundial 

se localiza na Europa. As lipases, cuja produção ocorre por animas, vegetais, 

fungos, bactérias e leveduras, são o terceiro grupo de enzimas mais usados de 

elevado valor econômico possuindo ainda uma ampla utilização em diferentes 

segmentos industriais (RIGO et al., 2021)(RIGO et al., 2021). 

3.2 Imobilização de enzimas  

Os benefícios derivados da utilização dos biocatalisadores na fabricação 

de produtos variados, muitas vezes são prejudicados pela falta de estabilidade, 

armazenamento e recuperação das enzimas. Quando não imobilizada (enzima 

livre), a recuperação da enzima pode contaminar um novo processo com 

resíduos do processo anterior ou ainda perder a atividade (da enzima) na 

reação. Esses obstáculos são superados com a imobilização da enzima 

proporcionando mais estabilidade e facilidade de recuperação (DALLA-

VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; DANTAS, 2017; TAN et al., 2010).   

A imobilização pode ser dividida em 3 categorias: ligação da enzima com 

um suporte, encapsulamento em uma matriz polimérica orgânica ou matriz 

inorgânica e por reticulação das moléculas de proteína.  A ligação e o 

encapsulamento podem afetar a atividade catalítica enquanto a imobilização 

por reticulação (grupos funcionais) é o que possibilita que 100% do sítio ativo 

da enzima fique em contado com o substrato(DALLA-VECCHIA; 

NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MESSIAS; COSTA; et al., 2011).   

Para que a imobilização ocorra é necessário que haja um suporte 

adequado para o método de imobilização e para a enzima que vai ser 

imobilizada. Na literatura é encontrado diversos tipos de suporte sendo 

testados. Quanto à composição química, os suportes são classificados em 
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orgânicos (naturais ou sintéticos) e inorgânicos (minerais e fabricados). Como 

exemplo de suportes orgânicos podem ser citados ágar, quitina, quitosana, 

amido, colágeno, albumina, gelatina, glúten, seda, em fibra de algodão, 

celulose entre outros(SHELDON, 2012) (Arieenejad et al., 2021, Sheldon, 

2012, De Castro et al., 2008). Como inorgânicos pode-se citar nanopartículas 

de sílica, partículas magnéticas, polipropileno(NEMATIAN; SALEHI; SHAKERI, 

2020; SOSE; GAWAS; RATHOD, 2020) (Silveira et al, 2019; Waghmare, 

Mudaliar, Rathod, 2020; Sose, Gawas, Rathod, 2020; Nematian, Salehi, 

Shankeri, 2020).  

 

3.3 Lipase  

 A grande versatilidade da utilização da lipase ocorre pela ampla 

quantidade de microrganismo que a produzem(REMONATTO et al., 2022; 

RIGO et al., 2021; SAYURI SHIKI et al., 2022). 

Essas enzimas catalisam a quebra de gorduras e óleos, com subsequente 

liberação de ácidos graxos livres, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol.  A 

catálise ocorre na interface de um substrato insolúvel e da fase aquosa, logo, 

as lipases atuam sobre moléculas polares e apolares (BORNSCHEUER, 2002). 

Quando atuam na interface óleo-água a porção lipolítica hidrofóbica se liga às 

gotículas de óleo, enquanto o sítio ativo alinha o substrato e catalisa a reação 

(REMONATTO et al., 2022; SAYURI SHIKI et al., 2022). 

 As lipases possuem a sua faixa de pH ótimo que varia de 4 a 9 e 

temperatura ótima de 25 a 70ºC (CAVALCANTI, 2020). Cada enzima vai 

possuir sua faixa de temperatura e pH ótimo onde a sua atividade vai ser 

máxima. Sabendo que cada enzima é única e seu tempo de estocagem vai 

interferir nas suas propriedades é importante que seja avaliado a estabilidade 

térmica e de pH para que a enzima tenha seu desempenho máximo ou próximo 

disso gerando assim uma maior efetividade nas reações de biocatalização.  

A lipase NS-40116 é uma formulação líquida proveniente do cultivo de um 

microrganismo geneticamente modificado – Thermomyces lanuginosus (PRICE 
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et al., 2016), produzida e comercializada pela empresa Novozymes (LIU; 

DONG, 2020). 

Considerando a importância tecnológica da lipase Thermomyces 

lanuginosus – TLL a empresa Novozymes vem trabalhando no mercado de 

produção de biodiesel e no mercado de enzimas cujo crescimento tem sido 

significativo nos últimos anos (LIU; DONG, 2020; SAYURI SHIKI et al., 2022). 

 

3.4 Celulose  

A celulose (C6H10O5)n é o material orgânico mais abundante na natureza e 

possui grande importância econômica, pois pode ser utilizada para a produção 

de papéis e fibras, além de ser utilizada como a gente dispersante, agente 

gelificante, emulsificante, entre outros (TURECK, 2017). 

A formação da estrutura polimérica é iniciada quando duas moléculas de 

glicose se unem e formam a celobiose, que é a unidade estrutural de repetição 

da molécula de celulose. Na Figura 2 são representadas as ligações intra e 

intermolecular dispostas na cadeia polimérica, sendo que o primeiro tipo de 

ligação promove a rigidez das cadeias e o segundo é responsável pela 

formação das fibras. Devido às interações de hidrogênio, a celulose possui 

uma tendência a se aglomerar em forma de cristais, tornando-a completamente 

insolúvel em água e em grande parte dos solventes orgânicos (DONINI, Ígor 

A.N. et al., 2010a; RECOUVREUX, 2012; SILVA et al., 2009)  

Figura 2- Ligações de hidrogênio intra e intermoleculares da celulose 

 

Fonte: (PHANTHONG et al., 2018) 
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Esse biopolímero pode ser dividido entre celulose complexa e celulose 

pura. A celulose complexa, principal componente da parede celular de plantas, 

contém impurezas como lignina, pectina e hemicelulose. Esta é normalmente 

obtida industrialmente para a produção de pasta celulósica, sendo designada 

de celulose vegetal (CV). Por outro lado, impurezas não são encontradas no 

grupo da celulose pura, que pode ser sintetizada por microrganismos como 

algas, fungos e bactérias, sendo denominada celulose bacteriana (CB)  

(DONINI, Ígor A.N. et al., 2010a; GOMES, 2011). 

  

3.5 Celulose Bacteriana 

O relato de síntese de celulose bacteriana por Komagataeibacter xylinus, 

anteriormente denominada Acetobacter xylinum, foi descrito pela primeira vez 

em 1886 por Brown, quando este observou a formação de uma fina membrana 

gelatinosa na interface líquido-ar durante a fermentação do vinagre (BROWN, 

1886; CACICEDO et al., 2016; DONINI, Ígor A.N. et al., 2010a) (BROWN, 

1886; Cacicedo et al., 2016; Donini et al., 2010). Porém, estudos intensivos 

sobre a síntese CB utilizando A. xylinum como uma bactéria modelo, tiveram 

início somente em 1947 por Hestrin e colaboradores que demonstraram que 

essas bactérias são capazes de sintetizar celulose na presença de glicose e 

oxigênio (BIELECKI et al., 2002; BROWN, 1886; TURECK, 2017). Para 

sintetizar CB diversos fatores devem ser considerados, tais como o 

microrganismo produtor, as condições nutricionais e de cultivo(CHAWLA et al., 

2009; TURECK, 2017). 

A celulose bacteriana foi descoberta dois séculos atrás, mas apenas na 

última década, com o desenvolvimento de nanotecnologias e da Química 

Verde, recebeu atenção dos pesquisadores. A CB pode ser produzida por 

diversas espécies de bactérias, como as dos gêneros Komagataeibacter, 

Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, 

Rhizobium, Sarcina, Salmonella e Escherichia (CACICEDO et al., 2016; 

SHODA; SUGANO, 2005). 
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As espécies do gênero Komagataeibacter como a K. xylinus e K. hansenii 

são os produtores mais eficientes de celulose em comparação com outras 

cepas (RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015).  K. hansenii é uma 

bactéria gram-negativa, estritamente aeróbica, não-patogênica, comumente 

encontradas na superfície de frutas e vegetais em decomposição, no vinagre e 

em bebidas alcoólicas (ASHTAVINAYAK et al., 2016; CACICEDO et al., 2016; 

DONINI, Ígor A.N. et al., 2010a; LYNCH et al., 2019; TURECK, 2017). Essa 

bactéria destaca-se entre os microrganismos que possuem maior potencial de 

produção de celulose, sendo que uma única célula pode converter até 108 

moléculas de glicose por hora em celulose (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN, 

2004; DONINI, Ígor A.N. et al., 2010b; PECORARO et al., 2007; 

RECOUVREUX, 2012). A espécie K. hansenii apresenta morfologia de 

bastonetes retos ou ligeiramente curvos, alongados variando de 0,6 a 0,8 x 10-4 

µm não móveis, a faixa de temperatura para crescimento fica entre 15 e 34 ºC, 

em um pH entre 3 e 7 e temperatura para inativação entre 65 e 70 ºC  

(CACICEDO et al., 2016; KLEMM et al., 2005). 

Decorrente do seu mecanismo aeróbio, produz uma membrana de 

celulose na interface líquido-ar do meio de cultivo (TURECK, 2017). K. hansenii 

produz celulose extracelular livre de lignina ou hemicelulose, tornando-a uma 

excelente fonte de celulose pura (CASTRO et al., 2011; MOHITE; PATIL, 2014; 

MONA et al., 2019; PORTELA et al., 2019). As bactérias desse gênero 

convertem etanol a ácido acético, logo, apresentam uma alta capacidade de 

tolerância a substância ácidas e são capazes de converter várias fontes de 

carbono e nitrogênio em celulose, mas o seu mecanismo de síntese ainda não 

foi completamente elucidado, porém, acredita-se que seja semelhante ao da K. 

xylinus, que começa sempre com o precursor de UDP-glicose e termina 

formando uma cadeia polissacarídica (CACICEDO et al., 2016; CZAJA; 

ROMANOVICZ; BROWN, 2004; IGUCHI, 1986; KESHK, 2014; 

RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015). 

As propriedades mecânicas da CB podem ser comparadas a outros 

polímeros e fibras complexas e sintéticas, sendo que essas características 

estão diretamente relacionadas à sua estrutura cristalina de nano e 

microfibrilas. Além disso, a combinação da alta cristalinidade com o seu alto 
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conteúdo de água é responsável pela estabilidade térmica da CB, o que torna 

possível a sua esterilização por autoclave. Uma maneira simples e barata de 

esterilização de biomateriais e vantajosa na biomedicina, uma vez que poucos 

polímeros suportam altas temperaturas sem que ocorra alguma alteração em 

suas propriedades (CACICEDO et al., 2016). 

Durante a fermentação estática a membrana formada na interface 

ar/líquido permite às bactérias aeróbicas moverem-se para a superfície 

possibilitando obter oxigênio com maior facilidade para seu crescimento, 

conforme visualizado na Figura 3 (CACICEDO et al., 2016; DONINI, Ígor 

Augusto Negri, 2011). Além disso, esse mecanismo de flotação previne a 

desidratação do substrato (devido ao caráter higroscópico da CB), serve como 

proteção contra a luz ultravioleta e atua como uma barreira contra o 

crescimento de outros microrganismos (DONINI, Ígor Augusto Negri, 2011; 

PORTELA et al., 2019; ROSS et al., 1991; SOUZA, 2014). É importante 

salientar que, o processo de formação da membrana ocorre somente nas áreas 

próximas da superfície e não em todo o meio de cultivo. Enquanto o sistema for 

mantido imóvel, a membrana se mantém suspensa na parede interna do frasco 

por coesão(TURECK, 2017). As bactérias contidas na membrana podem ser 

facilmente removidas, pela imersão em soluções alcalinas diluídas em água, 

seguido pela lavagem exaustiva com água (DONINI, Ígor A.N. et al., 2010a; 

IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000). 
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Figura 3- Bactéria Komagataeibacter excretando fibrilas de celulose em fitas para formação da 
membrana: (a) micrografia eletrônica de transmissão - MET e (b) imagem durante a síntese 

         . 

 

Fonte: Adaptado de (HIRAI; TSUJI; HORII, 2002). 

3.6 Incorporação  

A síntese de um polímero pode ocorrer de diversas maneiras dependendo 

da sua composição, o que pode mudar de acordo com a sua aplicabilidade. A 

síntese do polímero com mais de um material (síntese composta) é uma 

estratégia utilizada para as incorporações de matérias no polímero a fim de 

melhorar as suas propriedades. Existem os dois métodos básicos de 

incorporação na síntese composta sendo ela a in situ e a ex situ. O método in 

situ consiste na adição do material ou substâncias durante a síntese do 

polímero para que o material se torne parte da estrutura do polímero. O método 

ex situ, a matriz polimérica é infiltrada com o material ou substâncias para a 

produção de um compósito, sendo essa técnica aplicada posteriormente à 

síntese do polímero.  A CB é um biopolímero compatível com os dois métodos 

de síntese composta (DOMENEGUETTI, 2018; PINTO, 2013; SUN et al., 

2020). 

A síntese composta é vantajosa pois traz ao polímero propriedades que 

originalmente ele não possui e que vão melhorar seu desempenho, como 
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exemplos a capacidade antimicrobiana com a adição de algum fármaco, 

biocompatibilidade médica com a inserção de nanopartículas de prata, 

alteração na sua polaridade, tornando o material hidrofílico ou hidrofóbico, com 

modificação de superfície com diversos compostos etc. (MULLER, 2012; SHAH 

et al., 2013a). 

3.6.1 Incorporação in situ  

Esse método adiciona o material de reforço no início do processo de 

síntese da CB. Durante o processo de formação da membrana de CB a teia de 

fibras que é formada é capaz de reter vários materiais. Esse material retido fica 

encapsulado em torno da rede de fibrilas (DOMENEGUETTI, 2018; PINTO, 

2013; SHAH et al., 2013a; SUN et al., 2020). 

A síntese in situ na cultura de CB estática é difícil de ser realizada pois as 

partículas do material de reforço têm que ficar suspenso no meio de cultura 

pelo tempo de formação da membrana de CB. Como a membrana é formada 

na interface líquido-ar pode não ocorrer a associação do material suspenso, 

podendo haver a precipitação do material antes da formação da rede das 

fibras. A cultura agitada vem sendo utilizada para resolver o problema de 

manter a material em suspensão, mas traz outros problemas na formação da 

membrana de CB (DE AMORIM et al., 2020; DOMENEGUETTI, 2018; PINTO, 

2013; SHAH et al., 2013a; SUN et al., 2020). 

Indiferente do tipo de cultivo a incorporação in situ tem algumas 

vantagens ao formar um polímero com uma ampla aplicabilidade e 

funcionalidade. Porém esse método também tem suas desvantagens, como por 

exemplo a dificuldade em quantificar o material em suspensão incorporado, 

avaliar se esse material continua ativo, e se haverá alguma alteração do 

material durante a síntese do polímero (DE AMORIM et al., 2020; 

DOMENEGUETTI, 2018; PINTO, 2013; SUN et al., 2020). 

 



 

26 
 

3.6.2 Incorporação ex situ 

          Na incorporação ex situ a ligação do material pode ocorrer por ligações 

químicas, afinidade de polaridade, a inserção do material a ser incorporado é 

por através de substâncias líquidas e pequenas partículas solidas em 

suspenção. Na CB  o tamanho da partícula tem que ser compatível com o 

tamanhos ou menor que os poros para que a entrada seja facilitada. Esse 

método de incorporação é mais fácil e mais utilizado do que a incorporação in 

situ, pois o método não altera a composição da estrutura original da CB (DE 

AMORIM et al., 2020; DOMENEGUETTI, 2018; MULLER, 2012; PINTO, 2013; 

SHAH et al., 2013b).  

           As desvantagens do método ex situ recaem sobre o tamanho e a 

natureza do material a ser incorporado. O tamanho da partícula vai ser 

determinante para que a partícula consiga entrar no emaranhado de 

microfibrilas da CB. Materiais hidrofóbicos não são capazes de serem 

incorporados nas membranas de CB em seu estado natural. Para que a 

incorporação de material hidrofóbico ocorra é necessário que haja uma 

modificação química na CB (SUN, 2020; PINTO, 2013; DOMENEGUETTI, 

2018 AMORIM, 2020; MÜLLER, 2012). 

 
 

3.7 Modificação de superfície  

3.7.1 Zeína  
 

A zeína pertence ao grupo das prolaminas e a sua composição consiste 

majoritariamente em aminoácidos apolares como leucina, alanina, fenilalanina 

e prolina, tornando-a uma proteína hidrofóbica (XU, Hui; CHAI; ZHANG, 2012). 

Ao longo dos anos, muitas teorias foram desenvolvidas para elucidar a 

estrutura secundária da zeína, deduzindo-se que ela se assemelha a um 

prisma cilíndrico tridimensional alongado composto por unidades helicoidais 

repetidas sucessivamente (ARCAN; YEMENICIOǦLU, 2013; LARKINS, 2019). 
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Os aminoácidos apolares estão organizados em hélices empilhadas, formando 

as unidades helicoidais de carácter hidrofóbico, que são estabilizadas por 

pontes de hidrogênio e ligações dissulfureto intramoleculares como mostra a 

figura xxx (ARCAN; YEMENICIOǦLU, 2013) as extremidades ricas em 

glutamina, proporcionam um carácter hidrofílico, interligam e empilham as 

unidades entre si (PAPALIA; LONDERO, 2015; ZHANG et al., 2022). Apesar 

desta natureza anfipática que permite uma grande extensão da molécula e 

justifica o fato dela se manter agregada ao invés de monômeros separados, a 

hidrofobicidade prevalece devido ao elevado número de aminoácidos apolares 

(KASAAI, 2018; ZHANG et al., 2022).  

A zeína é solúvel em soluções aquosas de etanol 60-95% e soluções 

muito alcalinas (pH>11), porém insolúvel em água (LUÍS; DOMINGUES; 

RAMOS, 2019). A sua solubilidade varia conforme a sua estrutura maioritária, 

assim a α-zeína é solúvel em soluções aquosas de etanol a 75-90%, a β-zeína 

é solúvel em etanol a 60% e insolúvel a 95%, já a estrutura da γ-zeína apenas 

é solúvel em etanol por ação de um agente redutor (KASAAI, 2018)  Etanol a 

50-90% é o solvente mais utilizado na solubilização de zeína, sendo possível 

aumentar a sua solubilidade por aumento de temperatura  (LAWTON, 2002).  

Devido à sua hidrofobicidade, solubilidade característica, 

biocompatibilidade, biodegradabilidade, abundância, proveniência de recursos 

renováveis e ser geralmente reconhecida como segura (Generally Recognized 

As Safe - GRAS) a zeína é considerada um biopolímero alimentar versátil e 

promissor (ARCAN; YEMENICIOǦLU, 2013; ZHANG et al., 2022).  

O método mais utilizado em laboratório para a preparação de filmes de 

biopolímeros é o da evaporação do solvente. Este método requer que a zeína 

seja dissolvida num solvente adequado, como etanol 60-95%, seguido de 

secagem sob condições específicas de temperatura e ventilação(ZHANG et al., 

2022). Durante a secagem, estabelecem-se interações hidrofóbicas e ligações 

de hidrogénio intramoleculares e ligações dissulfureto intermoleculares, isto é, 

entre cadeias de zeína (Kasaai, 2018). A elevada polimerização da zeína 

permite uma boa formação de filmes, sendo a sua integridade assegurada 

através de interações hidrofóbicas e pontes de dissulfeto. No entanto, filmes 
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unicamente constituídos por zeína são frágeis e quebradiços (ARCAN; 

YEMENICIOǦLU, 2013). De forma a melhorar essa característica dos filmes, 

são acrescentados à sua composição plastificantes. As diferentes estruturas 

químicas e propriedades físico-químicas dos plastificantes implicam múltiplos 

efeitos nas propriedades dos filmes. É comum a combinação de plastificantes 

com o intuito de se obterem filmes de biopolímeros com propriedades 

mecânicas, óticas e de barreira próximas às dos polímeros sintéticos(ARCAN; 

YEMENICIOǦLU, 2013; XU, Hui; CHAI; ZHANG, 2012). Os filmes de zeína 

possuem propriedades de produzir uma barreira a vapor de gases e a adição 

de glicerol e ácido oleico, como agente plastificante permite melhorar as suas 

propriedades mecânicas. Verificou-se ainda que a zeína tem grande potencial 

para produzir filmes de misturas de biopolímeros e laminados (LUÍS; 

DOMINGUES; RAMOS, 2019).  

Além da área alimentar, a zeína pode ainda ser utilizada para o 

revestimento de comprimidos ou para entrega controlada de fármacos, 

essencialmente devido à sua hidrofobicidade e solubilidade em ambientes 

acídicos (MULLER, 2012). Em suma, a zeína apresenta diversas vantagens 

não só pelas suas propriedades, mas também por ser um subproduto valioso 

das indústrias. A sua utilização enquadra-se nos conceitos de sustentabilidade 

e de economia circular. 

 

3.7.2 PLLA 

O poli(ácido láctico) (PLA) pertence à família de poliésteres alifáticos 

comumente obtidos a partir de α-hidroxiácidos, que também inclui, por  

exemplo, poli(ácido glicólico) (PGA). O PLA pode ser obtido na forma 

semicristalina utilizando como monômero de partida o ácido láctico 

(AVÉROUS, 2008; MOTTA; DUEK; II, 2008) 

O PLLA é considerado um polímero biodegradável e biocompatível com 

tecidos vivos, podendo ser degradado abioticamente (hidrólise simples da 

ligação éster sem a exigência da presença de enzimas) e por degradação 

biótica (onde as enzimas degradam os oligômeros residuais até completa 



 

29 
 

mineralização), sendo transformado em ácido láctico, substância já presente 

naturalmente no organismo humano e que é eliminada do corpo por caminhos 

metabólicos naturais(AVÉROUS, 2008).  

Além disso, segundo Price et al., (2016), o PLLA apresenta uma 

conformação em hélice de cadeias poliméricas, que contribui para que este 

apresente alto percentual de cristalinidade, boas propriedades mecânicas e 

degradação relativamente lenta no meio corpóreo. Por estes motivos é um 

polímero de grande interesse tecnológico devido às suas aplicações no campo 

ambiental, como plástico biodegradável, na área biomédica, como material 

biocompatível, e na área farmacêutica, como dispositivo para liberação de 

fármacos, devido às propriedades mecânicas, biocompatibilidade e 

bioreabsorção, além de apresentar pouca ou nenhuma toxicidade (LUÍS; 

DOMINGUES; RAMOS, 2019; PAPALIA; LONDERO, 2015). A modificação de 

superfície com PLLA é muito vantajosa para a CB pois vai alterar sua 

característica hidrofílica para hidrofóbica sem que altere a estrutura da CB ou 

do material incorporado (TANG et al., 2010). 

4 Material e Métodos  
 

Figura 4- Fluxograma da metodologia geral 
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4.1 Produção de CB 

4.1.1 Síntese da CB  

O microrganismo utilizado foi a bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC 

23769, conservada em placa de Petri sob refrigeração. Em sua ativação e 

cultivo utilizado foi o meio manitol composto de manitol (25 g·L -1), peptona (5 

g·L -1), extrato de levedura (3 g·L -1), sendo autoclavado a 121 ºC por 20 min. 

As células foram ativadas em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 

mL de meio e pH = 7,0, incubadas à temperatura ambiente sob condições 

estáticas por 2 dias. Após este período, o inóculo foi transferido para o meio de 

cultivo a uma taxa de 20%. Esta etapa foi conduzida em tubos cônicos tipo 

Falcon® de 50 mL com 35 mL de meio de cultivo, incubado em estufa a 30 °C 

em condição estática durante 12 dias para a formação das mantas hidratadas 

de CB. 

4.1.2 Purificação  

As membranas formadas na superfície do meio de cultivo foram 

purificadas como descrito por (SILVEIRA; COSTA, 2016). As membranas puras 

foram lavadas com água corrente para remover o cultivo remanescente e em 

seguida tratadas com uma solução 0,1 mol..L -1 de NaOH, em banho 

termostático a 80 ºC por 60 min, para remover impurezas bacterianas e demais 

contaminantes. Após este tratamento, estas foram lavadas com água destilada 

até atingir pH 7,0 armazenadas em água destilada e autoclavadas para evitar 

contaminações e armazenadas em geladeira para uso futuro.  

4.2 Caracterização enzimática 

4.2.1 Atividade enzimática  

A atividade enzimática foi medida seguindo o método de Chiou e Wu 

(2004). 0,5 g de ρ-nitrofenil palmitato (ρ-NPP)(utilizado como substrato)  foi 

dissolvido em 100 mL de etanol. 0,1 g de lipase (livre) e o substrato foram 

então incubados por 5 min a 30 °C na presença de 1 mL de solução tampão 

fosfato 0,05 M (pH = 7). A reação foi encerrada pela adição de 2 mL de NaOH 

0,1 M, seguido de centrifugação por 10 min (10.000 rpm). 100 µL do 

sobrenadante foram diluídos 100 vezes com água destilada e medidos a 400 
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nm em um espectrofotômetro UV/VIS (Hitachi U-1900). Uma unidade (U) de 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a 

produção de 1 µmol/min de ρ-nitrofenol nas condições experimentais. 

 

4.2.2 Estabilidade enzimática em relação ao pH e temperatura 

Para realização dos testes de estabilidade com relação ao pH e 

temperatura, a enzima foi incubada por 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 minutos. 

Para os testes os tampões utilizados foram tampão citrato pH 3, 4, 5, 6 e 7, 

tampão fosfato pH 8 e tampão bicarbonato de sódio pH 9 e 10 e as 

temperaturas foram de 25, 30, 35, 40, 45, 50 ºC. Paras os teste com pH a 

temperatura foi fixa em 30°C e nos teste de temperatura o pH foi fixo em Ph 7. 

Posteriormente, foi realizado o teste atividade enzimática como descrito no item 

4.2.1. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.3 Imobilização da Lipase e Modificações de superfície  
 

Para realização da incorporação da enzima na membrana de CB foram 

realizados 3 ciclos como mostras a Figura 5, no final de cada ciclo foi feito a 

lavagem da CB com água destilada com a finalidade de remover excesso de 

solução enzimática. As modificações de superfície com a Zeína e PLLA estão 

descritas na figura 5.    
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Figura 5- Metodologia da incorporação da Lipase e das modificações de superfície com Zeína 
e PLLA. 

 

 

         Após a incorporação da enzima e das modificações de com PLLA e zeína 

as membranas foram separadas em 3 grupos CB incorporada (CB/ENZ), CB 

incorporada e modificada PLLA (CB/ENZ/PLLA), CB incorporada e modificada 

Zeína (CB/ENZ/ZE). 

4.4 Determinação do conteúdo de proteína 

A partir do método de (BRADFORD, 1976) foi pesada a massa de 10 mg 

do corante azul brilhante “Commassie Brilliant Blue G-250” e dissolvido em 5 

mL de metanol e posteriormente, 10 mL de ácido fosfórico (85% P.A) foram 

adicionados. Transferiu-se a solução para um balão volumétrico de 100 mL e 

completou-se o volume com água deionizada. Em seguida, procedeu-se uma 

filtração simples da solução e esta foi armazenada em um frasco âmbar 

revestido com papel alumínio e armazenada na geladeira a 4°C. A 

concentração de proteína foi expressa a partir da construção de uma curva 

analítica de calibração utilizando Bovine serum albumin (BSA) como padrão, na 

faixa de concentração entre 2 e 15 µg. mL-1. Para isso, foram retiradas 

alíquotas de uma solução estoque de BSA 0,100 mg. mL-1 , 2700 µL do corante 

Bradford e o restante do volume foi preenchido com água deionizada até 

completar o volume de 3000 µL. Após o preparo das soluções utilizadas na 
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construção da curva de calibração, essas foram analisadas em um 

espectrofotômetro de UV-Vis no comprimento de onda de 595 nm em triplicata. 

Para as medidas espectrofotométricas das amostras CB/ENZ, CB/ENZ/PLLA, 

CB/ENZ/ZE, foram pipetados 1000 µL de cada amostra, e 2700 µL do reagente 

de Bradford e incubado por 10 minutos. Após, em uma cubeta de vidro, foram 

realizadas as medidas de absorbância em triplicata no comprimento de onda 

de 595 nm. A partir da curva de calibração, foi determinada a concentração da 

enzima no sobrenadante do processo de imobilização, auxiliando na 

determinação do teor da enzima na superfície da CB. Os resultados vão ser 

encontrados no apêndices item 9.  

4.5 Teste de liberação da proteína  
       As análises de liberação in vitro foram realizadas em triplicata no banho 

termostático. As membranas foram imersas em vidros tipo Duran com tampa 

rosqueada, previamente esterilizados ema autoclave contendo solução tampão 

fosfato pH 7,4 em um banho termostático a 37 ± 1 °C, sendo retiradas após 10, 

30, 60 e 120 minutos e 7, 30, 60 e 90 dias (ASTM F1635 - 11, 2011 adaptada). 

Após os tempos determinados, foi realizada a retirada de uma alíquota e feito 

os testes dos itens 4.2.1 e 4.6.  

 

 

4.6 Caracterização das membranas de CB incorporadas e 
modificadas  

4.6.1 Análise termogravimétrica (TGA) 

A análise de TGA foi realizada a fim de avaliar a estabilidade térmica das 

membranas de CB funcionalizadas e não funcionalizadas. Esta análise 

constitui-se em uma técnica destrutiva, que envolve a medida da variação de 

massa das amostras em estado sólido em função da temperatura, em um 

determinado intervalo de tempo. O equipamento utilizado para a análise foi o 

TGA-Q50 (TA Instruments) no Laboratório de Materiais da Univille. As 

amostras foram aquecidas de 25 a 1000 °C a 10 °C/min, atmosfera inerte (N2). 

As curvas termogravimétricas (TG) e a 1ª derivada das mesmas (DTG) foram 

obtidas pelo software TA Universal Analysis. 
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4.6.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) 

Para a análise estrutural, foi utilizada a técnica de FTIR no equipamento 

Perkin Elmer Spectrum, no Laboratório de Materiais da Univille. Foram 

realizadas 16 varreduras por amostra, de 650 a 4000 cm -1, no modo de 

refletância total atenuada (ATR). 

 

4.6.3 Microscopia Eletrônica de Varredura MEV 
Para esta análise as amostras de CB pura, CB/ENZ, CB/ENZ/ZE e 

CB/ENZ/PLLA foram fixadas em um suporte metálico, recobertas com ouro e 

suas microestruturas foram caracterizadas pela técnica de Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV). O equipamento utilizado foi o microscópio 

MEV-FEG DSM 940A da marca Zeiss com 5 kV de tensão de aceleração no 

Laboratório de Materiais da UDESC. 
 

4.6.4 Ângulo de contato  

O método utilizado será o da gota séssil, no qual uma gota de água 

deionizada foi depositada sobre as amostras por meio de uma microseringa. A 

gota vai ser observada com uma lente de baixo aumento e o ângulo de contato 

foi medido através de um goniômetro (Ramé-Hart Inst. Co. modelo 250-F1). 

4.7 Teste de degradação de óleo (índice de acidez) 
 

Para este teste foi utilizadas membranas de CB/ENZ, CB/ENZ/ZE e 

CB/ENZE/PLLA. Todas as membranas foram colocadas em 100 mL de tampão 

citrato pH 7 (0,05 M), e foram adicionados 50 mL de éter etílico para solubilizar 

o óleo de soja 5,5% (m/v). Essa mistura foi incubada sob agitação a 150 rpm, a 

30 °C, por 90 min. Após este período, foi realizada a titulação com NaOH 1 M 

para quantificar os ácidos graxos, usando fenolftaleína como indicador. O 

volume de NaOH gasto na titulação foi utilizado para calcular o índice de 
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acidez, conforme Equação 1 (CANESIN et al., 2019). O teste foi realizado em 

triplicata para cada amostra.  

 

                          𝐴𝐼 = 𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑂𝐻
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑢𝑟𝑎

                                                   (1) 

 

Sendo:  

AI = índice de acidez; 

Massa NaOH = quantidade de NaOH que foi utilizada (g); 

Massa de gordura = quantidade de gordura que foi utilizada no teste (g). 

 
 

5 Resultados e discussões  
 

5.1 Produção da CB 

 Após os 12 dias de produção, as membranas foram purificadas e depois 

separadas em 5 grupos sendo eles as CB pura (CB), CB incorporada 

(CB/ENZ), CB incorporada e modificada PLLA (CB/ENZ/PLLA), CB incorporada 

e modificada Zeína (CB/ENZ/ZE). 

5.2 Caracterização enzimática  

5.2.1 Atividade e estabilidade enzimática   
 

 A atividade enzimática foi realizada na enzima livre e nas amostras 

depois da incorporação e depois da degradação para saber se a enzima 

continua ativa ou se foi inativa. Como mostrado na figura 6 foi possível observa 

que a enzima incorporada na CB teve uma melhor atividade quando 

comparada com ela livre.  
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Figura 6- Gráfico da comparação da atividade enzimática da enzima livre, CB/ENZ, 
CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE 

 

 

Como mostrado na figura 6 é possível afirmar que a enzima se manteve 

ativa após ser incorporada na CB e depois passar pelas modificações que são 

processo que podem causar a inatividade do sítio ativo da enzima. A 

CB/ENZ/PLLA foi a que teve maior atividade, seguida das amostras 

CB/ENZ/ZE e CB/ENZ. Dantas (2017) mostra que a enzima imobilizada 

apresenta maiores valores de atividade quando comparada com a enzima livre 

e isso ocorre pois o processo de imobilização protege a região do sitio ativo da 

enzima reduzindo as chances de que algum fator externo inative a enzima.  

 

5.2.2 Estabilidade enzimática em relação ao pH e Temperatura  

A estabilidade enzimática foi realizada com o intuito de entender quais 

são as condições de atuação da enzima Lipase NS-40116 em relação ao pH e 

temperatura. Para avaliar a eficiência da enzima foi realizada a estabilidade 

enzimática em diferentes pH e temperaturas, em seguida foi realizado a 

atividade enzimática e os resultados são mostrados nos gráficos  
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Figura 7- Efeito do pH na atividade da NS-40116 Livre 

 

 
 
 

Figura 8- Estabilidade térmica da NS-40116 Livre 

 

   

 

Na figura 7 é mostrado o comportamento da enzima em diferentes 

valores de pH. A enzima apresentou a maior atividade nos primeiros 15 min 

nos pH 5 e 8 e decaindo no tempo de 30 min e depois tendo um aumento na 

atividade no tempo de 60 min. Porem foi possível observar que a atividade 

enzimática foi maior no pH 8 pois a sua perde de atividade foi menor que o pH 

5 que teve a uma perda de atividade de 79,5% entre o tempos de 15 a 60 min. 
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Por meio da figura 7 notou-se que a lipase não apresentou uma faixa de 

estabilidade expressiva em relação ao pH, porém apresentou o maior valor de 

atividade enzimática na faixa de pH alcalino de 8 a 9. Na literatura a lipase 

Thermomyces lanuginosus é descrita com uma enzima que possui a atividade 

enzimática alta na faixa de pH que varia de 7 a 11 (FERNANDES et al., 2004).  

 

De acordo com MESSIAS; et al., (2011), lipases microbianas de 

diferentes microrganismos (diferentes gêneros, espécies e cepas) possuem 

estrutura química e características cinéticas divergentes. As enzimas 

geralmente apresentam estabilidade em ampla faixa de pH, sendo a faixa 

alcalina a mais comum. RIBEIRO et al. (2011) expõem que, dependendo da 

fonte, as lipases geralmente apresentam maior atividade enzimática na faixa de 

pH de 4 a 9. A lipase de Staphylococcus epidermis apresentou estabilidade em 

ampla faixa de pH (5 a 9), com atividade ótima em torno de pH 6 (SIMONS et 

al., 1998). Um comportamento bastante parecido foi observado para a lipase 

da levedura Cryptococcus sp. S-2 com atividade lipolítica máxima em pH 7 e 

estabilidade entre pH 5 e 9 (KAMINI et al., 2000).  

 

Na Figura 8 é apresentado o comportamento da atividade enzimática em 

relação ao tempo para diferentes temperaturas sendo estes valores de 

atividade resultados da média das duplicatas medidas em cada tempo. A lipase 

apresentou maior atividade enzimática no tempo inicial de 15 min na 

temperatura de 50 °C, com menor desvio padrão das três temperaturas neste 

tempo e com uma queda de 76% nos próximos quinze minutos. Já na 

temperatura de 30 °C, essa queda foi de 69%. A literatura menciona que a 

termoestabilidade da lipase abrange uma ampla faixa de temperatura, podendo 

variar de 60 a 80 °C (LIN; KO, 2005). Contudo, a maioria dos estudos descreve 

a melhor faixa de temperatura para atividade da lipase entre 30 e 40 °C  

(KAMINI et al., 2000; LOTRAKUL; DHARMSTHITI, 1997; NOLASCO MACEDO 

MURUCI et al., 2013; SHU; XU; LIN, 2006). O fungo Thermomyces lanuginosus 

é um microrganismo termófilo com alta atividade enzimática entre 30 e 40 °C, 

mas que pode apresentar atividade significativa até 60 °C (COUTO, 2019; 

MATTE, 2015).  
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5.3 Imobilização enzimática e modificações de superfície  
  A imobilização enzimática na CB alterou a sua coloração padrão 

transparente após as purificações para uma coloração mais amarelada como 

mostra a figura 9. A alteração na coloração ocorre por conta de o extrato 

enzimático possuir uma coloração amarelada. A alteração da coloração da CB 

é um indicativo visual que as enzimas foram incorporadas, mas não é o único 

critério utilizado para comprovar a incorporação da lipase na membrana de CB. 

 
Figura 9- Comparação da membrana de celulose bacterina (CB) na figura(A) e com membrana 

incorporada (CB/ENZ) (B). 

 
 

 
 

As modificações com Zeína e PLLA ocorreram após a imobilização da 

enzima lipase. Foi realizado a avalição macroscópica das amostras 

modificadas e comparadas a CB com as CB/ENZ/ZE e CB/ENZ/PLLA.  

Através da avaliação macroscópica foi possível observar que a CB que 

passou pela modificação com a zeína (CB/ENZ/ZE) apresentou uma coloração 

amarelada formando um filme fino e homogêneo na superfície e mais 

quebradiça que a CB como mostra a figura 10. 
 

 

 

 

 

 

 

a b 
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Figura 10- Membrana de celulose bacteriana (A) CB (B) CB/ENZ/ZE 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

 
Pela avaliação macroscópica foi possível observar que houve a 

formação de uma película que envolveu a membrana de CB após modificação 

com PLLA (CB/ENZ/PLLA) e que a CB ficou com duas regiões uma mais opaca 

que outra mais translucida e isso ocorreu por conta da evaporação do 

clorofórmio que não ocorreu de forma homogêneo como mostra a figura 11. 
 

Figura 11- Membrana de celulose bacteriana (A) CB (B) CB/ENZ/PLLA 

 

 

 
5.4 Teste de liberação da proteína  
 

Na figura 12 e 13 é representado a liberação da proteína em dias e 

minutos respectivamente.  
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Figura 12- Grafico da liberação da proteína em relação ao tempo( dias). 

 
 

Figura 13-Grafico da liberação da proteína em relação ao tempo(min). 

 

 

As amostras que ficaram nos períodos de 7 a 90 fias foram a que 

obtiveram menor os menores valor de proteína sendo que as de 90 dias a 

quantidade de proteína foi a menor em todas as amostras. Nos tempos de 15 a 

120 min foi possível observar que amostras tiveram uma maior liberação da 

proteína após 60 min onde foi obtido os menores valores de proteína das 

amostras incorporadas (CAVALCANTI, 2020; DANTAS, 2017; OLALERE; GAN, 

2023). 

As amostras de CB/ENZ/PLLA mostraram que a liberação da enzima foi 

controlada pois ela foi liberada após os tempos de 60 min e a liberação fica 

constantes até 120 min. A CB/ENZ/ZE teve a liberação da enzima do tempo 10 

a 60 min e depois a liberação da enzima é menor o que mostra que talvez a 
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maior parte da enzima é liberada em 60 min e depois disso a liberação começa 

a ser reduzida (CAO et al., 2021; MEDEIROS, 2018; SHEKARFOROUSH et al., 

2022).  

 
         

5.5 Caracterização das membranas da CB incorporada e 
modificadas  
 
5.5.1 Análise Termogravimétrica TGA  
 

Nas figuras 14 e 15 são apresentadas as curvas termogravimétricas 

(curvas TG) e primeira derivada das curvas TG (curvas DTG) para amostras de 

CB, CB/ENZ, CB/PLLA, PLLA, ZE, CB/ZE, CB/ENZ/PLLA, CB/ENZ/ZE. Os dados 

obtidos das curvas TG e DTG (perda de massa (%), temperatura máxima de 

degradação (Tmax) e percentual de resíduo) estão relacionados na tabela 1.  

Figura 14-Curvas de análise termogravimétrica (TG), obtidas por TGA, para as diferentes 
amostras de CB 
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Figura 15- Curvas de análise termogravimétrica diferencial (DTG) obtidas por TGA, para as 

diferentes amostras de CB. 

 

 

Tabela 1- Dados obtidos da análise de TGA para as membranas de CB, CB/ENZ, PLLA, ZE, 
CB/PLLA, CB/ZE, CB/ENZ/PLLA, CB/ENZ/ZE.  

 
 

Amostra 

M
1 

(%
) 

T m
ax

 (1
) 

M
2 

(%
) 

T m
ax

 (2
) 

M
3 

(%
) 

T m
ax

 (3
) 

M
4 

(%
) 

T m
ax

 (4
) 

M
5 

(%
) 

T m
ax

 (%
) 

M
6 

(%
) 

T m
ax

 (6
) 

R
es

íd
uo

 (%
) 

CB  8,0 39,3 - - 60,5 292,5 - - - - 15,6 nd 15,6 

PLLA  2,8 121,5 - - - - - - 97,6 350,2 1,1 nd 0,0 

ZE 6,8 131,2 - - - - 66,2 322,3 - - 25,9 396,7 0,9 

CB/ENZ 6,6 71,4 29,1 163,6 40,0 329,6 - - - - 14,2 nd 9,8 

CB/ENZ/ZE 9,1 88,1 no no 79,3 327,9 9,3 357,9 - - 7,6 nd 4,2 

CB/ENZ/PLLA 14,4 79,9 no no 41,9 214,7 - - 22,0 308,1 8,3 nd 12,9 

CB/ZE 7,1 133,6 - - no no 66,6 320,1 - - 25,9 391,6 0,6 

CB/PLLA 3,1 119,6 - - no no - - 96,0 357,9 0,4 nd 0,6 

nd = não determinado; no = não observado 

 

 

  Observa-se pelos dados da tabela 1 que a CB apresentou três regiões 

de perda de massa, com o valor mais expressivo de perda de massa na 

segunda região (60,5%), apresentando como Tmax 292,5 °C. Conforme 

descrito na literatura, a CB possui três regiões de perda de massa: a primeira 

região ocorre até próximo de 150 – 200 °C devido à evaporação do resíduo de 

água do processo de secagem, sendo que neste trabalho apresentou uma 

perda de massa de 8% e Tmax de 39,3 °C; a segunda região inicia em 150 °C 
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e está relacionada à degradação da celulose (DA COSTA et al., 2018) 

(depolimerização, desidratação e decomposição das unidades glicosídicas, 

com formação de resíduo carbonizado) (LIMA et al., 2015; ROMAN; WINTER, 

2004), e a terceira região de degradação inicia em 400 °C e é característica da 

degradação termo-oxidativa e quebra do resíduo carbonizado, formando 

produtos gasosos de baixa massa molecular, apresentando 15,6% de perda de 

massa (VASCONCELOS et al., 2020). Por fim, ainda observa-se a presença de 

15,6% de resíduos na amostra.  

 Em relação ao PLLA, nota-se que a primeira região de perda de massa 

relacionada à perda de água apresentou um valor bem menor se comparado 

com a CB , quantidade de água. Já a segunda região apresenta uma grande 

perda de massa (97,6%) com Tmax uma vez que o PLLA é um material 

hidrofóbico, enquanto a CB é hidrofílica, absorvendo portanto uma maior em 

torno de 350 °C. Por fim, observa-se que não houve resíduos na amostra de 

PLLA, o que demonstra que a amostra foi completamente degradada na 

análise. A literatura traz que a degradação térmica do PLLA está associada à 

hidrólise, depolimerização, cisão oxidativa de cadeia aleatória, 

transesterificação inter e intramolecular, o que gera o monômero lactídeo e os 

oligômeros (ARMENTANO et al., 2013; GUPTA; REVAGADE; HILBORN, 

2007). Essa degradação térmica do PLLA inicia em 310 °C e se completa em 

torno de 400 °C (GARLOTTA, 2001; KIM et al., 1998).  

 A primeira região de perda de massa da ZE também está relacionada à 

evaporação de água, sendo o valor determinado neste trabalho (6,8%) 

semelhante ao da literatura (5%). A liberação dos ácidos graxos ocorre em 

torno de 200 °C. A segunda região ocorre com Tmax de 322,4 °C e perda de 

massa de 66,2%, estando relacionada à degradação térmica da zeína, com a 

perda de massa mais expressiva, tendo como temperatura de início 280 °C 

(CORRADINI, 2010; TORRES, 2015). Essa região de perda de massa foi 

identificada com a cor verde na Tabela 1 para indicar a região atribuída à 

zeína. A baixa quantidade de resíduos da zeína pura também demonstra que 

quase todo material foi degradado ao longo da análise. 

 Em relação à amostra de CB/ENZ, nota-se que houveram quatro regiões 

de perda de massa e que a quantidade de resíduo foi menor se comparado à 

amostra de CB. A segunda região de perda de massa da amostra, identificada 
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pela cor azul  na Tabela 1 pode ser um indicativo da região característica de 

degradação da lipase uma vez que os valores de perda de massa (29,1%) e 

Tmáx (163,6 °C) são divergentes daqueles apresentados pela amostra de CB 

pura. 

 A amostra CB/ENZ/ZE apresentou valores de Tmax semelhantes aos da 

amostra de CB/ENZ, além da região atribuída à zeína destacada em verde. 

Além disso, apresentou menor quantidade de resíduos que a CB pura, porém 

maior que a CB/ZE, podendo estar relacionado à presença da enzima lipase, 

assim como pode ser observado na amostra CB/ENZ/PLLA.  

A amostra de CB/ENZ/PLLA também apresentou três regiões de 

degradação térmica. É possível perceber que dentre as três amostras que 

contêm PLLA, a CB/ENZ/PLLA apresentou menor estabilidade térmica, com os 

menores valores de Tmax, o que pode estar relacionado à presença da enzima 

lipase e a sua respectiva menor estabilidade térmica. Um comportamento 

semelhante foi observado no trabalho de (KIM et al., 1998). Os autores relatam 

que o compósito de PLLA/amido de milho apresentou deslocamento da faixa 

de temperatura de degradação, passando de 310 – 400 °C do PLLA para 220 – 

230 °C para o compósito.  

 Por fim, as amostras de CB/ZE e CB/PLLA apresentaram perfis de 

decomposição muito semelhantes aos materiais puros (ZE e PLLA, 

respectivamente), não sendo possível identificar a presença da CB nas 

amostras através da análise de TGA. No caso da amostra de CB/PLLA, é 

possível observar a presença de ambos os materiais, CB e PLLA, nas análises 

de FTIR e MEV apresentadas nos itens 5.5.2 e 5.5.3, respectivamente, através 

da identificação das bandas e superfícies características de ambos os 

materiais, respectivamente. Por outro lado, as análises de FTIR e MEV da 

amostra de CB/ZE também não permitiram identificar a presença da CB, o que 

pode ser resultado da cobertura mais homogênea e grossa do filme de zeína, 

que age como uma película que recobre toda a CB, deixando-a completamente 

revestida  (SHEKARFOROUSH et al., 2022; XUE et al., 2022).  

 

5.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) 
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A análise de FTIR tem como objetivo caracterizar e identificar os grupos 

funcionais presentes nas amostras, através da identificação das bandas que 

caracterizam a orientação e a estrutura das moléculas da amostra 

(KAČURÁKOVÁ et al., 2002). Na figura 8a são mostrados os espectros de 

FTIR todas as amostras deste trabalho, enquanto na tabela 3 são 

apresentadas as bandas comuns da CB encontradas na literatura, com suas 

respectivas atribuições, assim como as bandas correspondentes encontradas 

no espectro deste trabalho. As bandas encontradas no espectro podem ser 

observadas nas figuras 16b, 16c e 16d.  

 

 

Figura 16- Espectros a) todas as amostras, b) CB, PLLA e CB/PLLA com identificação das 
bandas, c) CB, ZE e CB/ZE e d) CB pura e CB/ENZ.  

 

  

 

 

 

 

b
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c
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Tabela 2- Bandas comuns da CB pura, bandas correspondentes no espectro deste 
trabalho e suas respectivas atribuições 

Banda de Absorção 
(cm-1) 

Banda do Espectro 

(cm-1) 

Atribuição 

3345 3345 (O-H), estiramento celulose I 

2860 - 2930 2920 (CH de CH2 e CH3), estiramento 

1650 1653 – 1629 Água absorvida 

1425 – 1435 1427 (HCH, OCH), torção 

1373 1371 (C-H), torção 

1146 – 1160 1161 

 

(C-O-C), estiramento assimétrico 

na ligação β-1,4 

1111 1109 (C-C, C-O), estiramento (celulose) 

1055 1055 (C-O-C do anel piranose), vibração 

1030 1032 (C-O, C-C), estiramento 

Fontes: (GEA et al., 2011; KAČURÁKOVÁ et al., 2002; MOHARRAM; MAHMOUD, 2008; 

MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2008; NUNES, 2012; PECORARO et al., 2007). 

 

  Na Figura 16b são mostradas as bandas características das amostras 

de CB, PLLA e CB/PLLA, enquanto a Tabela 2 apresenta as atribuições das 

bandas características do PLLA. A banda característica da vibração de 

estiramento da ligação -C-O- das unidades éster do PLLA em 1080 cm-1 foi 

observada em ambos os espectros (PLLA e CB/PLLA), enquanto a banda 

mencionada na literatura em 1778 cm-1, também relacionada ao grupamento 

éster, não foi identificada (WARDHONO et al., 2019; XU, Jia et al., 2009). 

Apesar do PLLA apresentar bandas muito semelhantes as bandas da CB pura, 

é possível observar que várias bandas do PLLA foram identificadas no 

espectro da amostra de CB/PLLA, como em 1749, 1456 e 871 cm-1, o que 

demonstra a interação entre os dois materiais. 

 

 

 

 

 

 

 



 

48 
 

Tabela 3– Bandas comuns do PLLA puro, bandas correspondentes no espectro deste 
trabalho e suas respectivas atribuições. 

Banda de 
Absorção (cm-1) 

Banda do Espectro 

(cm-1) 

Atribuição 

2993 2995 CH, estiramento assimétrico 

1747 1749 -C=O, estiramento carbonila 

1454 1456 CH2, torção angular 

1361 1361 CH, deformação assimétrica 

1182 

1128 

1086 

1180 

1128 

1083 

(-C-O-), estiramento 

 

 

1043 1040 

 

O-H, torção 

 

870 871 (-C-C-), estiramento 

Fontes: (CIRIGO Y PÉREZ, 2014; GARLOTTA, 2001; GUPTA; REVAGADE; HILBORN, 

2007; MOTTA; DUEK; II, 2008). 

 

Os espectros das amostras de ZE e CB/ZE com identificação das 

bandas características estão dispostos na Figura 16c. Os espectros de proteína 

são resultado das absorções do grupo peptídico, identificados como bandas de 

amida I, II e III (ALMEIDA; FILHO, 2009). As bandas de amida A, I, e II são 

identificadas em 3300 cm-1, 1650 cm-1 e 1540 cm-1, respectivamente, sendo 

que a amida A se refere ao estiramento do grupo N-H e O-H dos aminoácidos 

das proteínas, a amida I ocorre devido ao estiramento C=O do grupo amida, e 

a amida II está relacionada as vibrações de deformação angular da ligação N-H 

e estiramento da ligação C-N (ALMEIDA; FILHO, 2009; CORRADINI, 2010). 

 Por fim, no espectro da amostra CB/ENZ (Figura 16d) observa-se a 

banda em 1650 cm-1 relacionada à amida I derivada de aminoácidos da lipase. 

A banda em 1530 cm-1 descrita na literatura e relacionada à amida II 

apresentou deslocamento para 1545 cm-1 (BRISOLA, 2018; NGUYEN et al., 

2021). Devido à presença da banda em 1055 cm-1 referente à vibração da 

ligação -C-O-C- do anel de piranose da CB, a banda característica da lipase 

em 1050 cm-1 referente à vibração de deformação do grupamento amino 

primário -NH2 acaba não sendo evidente. 
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O PLLA apresentou as bandas em 1748 cm-1 que corresponde a 

deformação axial do C=O, 1452 cm-1 referente a deformação angular do CH3, 

1358 cm-1 atribuída à deformação. 

A CB/PLLA apresentou as bandas típicas da CB e do PLLA mostrando 

assim que modificação da superfície com PLLA ocorreu. A CB/ENZ/PLLA não 

apresentou a banda 2899 cm-1 que é característica da CB e alterou a 

intensidade das bandas. Não foi observado nem um deslocamento dos picos 

característico da CB, indicando que não ocorreu uma interação química entre o 

PLLA e a CB, podendo ser considerado que a interação entre esses dois 

polímeros foi apenas superficial (CIRIGO Y PÉREZ, 2014; LIU; DONG, 2020; 

MOTTA; DUEK; II, 2008).   

5.5.3 Microscopia Eletrônica de Varredura MEV  

A análise de microscopia das amostras foi realizada com o objetivo de 

avaliar a estrutura das superfícies dos materiais puros e modificados deste 

trabalho. Na Figura 17 são mostradas as micrografias das amostras de CB, 

CB/ENZ, PLLA, ZE, CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE. 
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Figura 17 – Micrografias das amostras com ampliação de 5000x de a) CB, b) PLLA, c) 
ZE, e) CB/ENZ/PLLA, f) CB/ENZ e com ampliação de 1000x de d) ZE e g) CB/ENZ/ZE. 

c d 

a b 
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A micrografia da CB (Figura 17a) mostra a estrutura típica da celulose 

bacteriana descrita na literatura. Trata-se de um material constituído por um 

emaranhado randômico de fibrilas com presença de poros. Essa estrutura é 

responsável pela retenção de água, resistência mecânica e porosidade do 

material. Na micrografia da CB é possível observar a presença de possíveis 

impurezas orgânicas do meio de cultura entre o emaranhado de fibrilas (setas 

vermelhas) com tamanho médio de 12 µm, o que pode ser diminuído ou 

eliminado com um processo de purificação mais eficiente (ANTONIO et al., 

2012; FRANCINE et al., 2017). Gea et al. (2011)analisaram dois métodos de 

purificação das membranas: o primeiro somente com solução de NaOH durante 

o período chamado “overnight” e o segundo com a solução de NaOH seguida 

da solução de NaOCl. As imagens de MEV mostraram que as membranas 

tratadas com as duas soluções não apresentaram impurezas do meio de 

cultura nem a bactéria. Em relatos recentes da literatura vem se estudando que 

essas impurezas podem ser acúmulos ou emaranhados de nanofibrilas que 

acabam englobando os bacilos das bactérias prendendo-a e dando a entender 

que a purificação não foi efetiva (MINATTI; MINATTI, 2020; PALUDO, 2021). 

e f 

g 
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Em relação à micrografia do PLLA (Figura 17b), é possível observar um 

material bastante poroso (setas amarelas), os poros tem abertura média de 

50,4 µm de diametro. Essa estrutura porosa foi observada também por Shi et 

al. (2010) na amostra de PLLA preparada por volatilização natural, bem como 

amostras de diferentes concentrações de PLLA preparadas pelo método de 

separação de fase conhecido como “solvente-não-solvente”, método este de 

preparação de scaffolds multiporosos. Conoscenti et al. (2017) produziram 

PLLA e compósitos com bioglass (BG) por separação de fase induzida 

termicamente para serem usados como scaffolds e obtiveram scaffolds de 

PLLA com volume de poros de 93% e scaffolds de PLLA/BG 5% com volume 

de poros de 88,5%. 

A micrografia de zeína na Figura 17c mostra um material com uma 

superfície homogênea e a presença de algumas rugosidades. Já na micrografia 

da Figura 17d com ampliação de 1000x, observa-se orifícios ou poros. 

TAVARES, (2010)estudou o efeito da adição de argilas modificadas em 

biofilmes a base de zeína e obteve um material no qual foi possível observar 

nas micrografias a presença destes poros, identificados como depósitos 

globulares no trabalho. Corradini (2010) desenvolveu blendas poliméricas de 

zeína e amido de milho e obteve um resultado muito semelhante. De acordo 

com Monterrey-Quintero e Sobral (2000), esses orifícios podem ser resultantes 

da existência de microbolhas ou frações de glicerol. Já para Corradini (2010) 

esses orifícios ou bolhas podem ser resultado da separação de fase entre o 

glicerol e a zeína, em função da baixa interação entre eles. No que diz respeito 

à amostra de CB/ENZ/PLLA, observa-se na Figura 17e que a estrutura 

altamente porosa da CB foi preenchida pelo PLLA, tornando as fibrilas mais 

compactadas. Comportamento semelhante foi observado por Cirigo Y Pérez 

(2014) que produziu biocompósitos de PLLA e CB através da policondensação 

direta de L-ácido láctico dentro dos hidrogéis de CB e observou que os poros 

da CB foram preenchidos com um material de massa regular e lisa, sendo este 

material provavelmente o PLLA. Por outro lado, nota-se também a presença de 

uma espécie de aglomerados na superfície das fibrilas, que podem ser indício 

da incorporação enzimática ou cristalização do PLLA, esses aglomerados tem 
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a largura média 47,8 µm.  

Uma vez que a micrografia com ampliação de 5000x da Figura 17f não 

possibilitou análise da amostra CB/ZE, realizou-se também análise com 

ampliação de 1000x (Figura 8h), onde observa-se que a superfície da CB foi 

recoberta pela zeína, apresentando uma característica semelhante à do filme 

de zeína pura, com uma maior quantidade de rugosidades. Ghide et al. 

(2022)produziram nanocompósitos de nanofibrilas de CB e nanopartículas de 

zeína e observaram que o aumento da quantidade de zeína diminuiu o 

tamanho dos poros dos nanocompósitos, resultando em uma estrutura de rede 

mais compacta e densa. 

Por fim, a amostra de CB/ENZ (Figura 17g) apresenta uma superfície 

homogênea, o que demonstra que a enzima lipase foi incorporada na 

membrana de CB, preenchendo os poros da membrana. Baron (2008) estudou 

a imobilização da lipase em dez suportes diferentes, sendo que o suporte 

Accurel EP 100 (polipropileno) foi o selecionado para a biocatálise por 

apresentar melhor eficiência na imobilização. As imagens de MEV mostraram 

que os poros deste suporte foram parcialmente preenchidos após a 

imobilização da lipase. 

5.5.4 Ângulo de contato  

A análise de ângulo de contato foi realiza com a finalidade de identificar 

se ocorreu a modificação na superfície da membrana de CB de hidrofílica para 

anfifílica para que possa ocorrer a interação da CB com enzima e depois 

modificada com a óleo e com a superfície aquosa que a CB vai se encontrar. A 

CB ter ficado anfifílica é vantajoso para a aplicação na degradação do óleo. O 

valor do ângulo da gota quando toca a amostra vai indicar o grau de 

hidrofobicidade sendo os valores menores de 90° indica que a amostra é 

hidrofílica por ocorre o espalhamento da gota, ângulos maiores que 90° 

indicam que a amostra é hidrofóbica por não ocorre a interação da gota com a 

amostra (MOLAEI et al., 2022). Os ângulos foram medidos 4 vezes em cada 

amostra e depois foi calculada a média. Nas figuras 18 e na tabela 4 são 

mostrados os ângulos das amostras CB, CB/ENZ, CB/ENZ/PLLA e 

CB/ENZ/ZE.  
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Figura 18- Angulo de contado das amostras CB (a), CB/ENZ/PLLA (b), CB/ENZ/ZE(c) 
e CB/ENZ (d). 

 

 

Tabela 4 - Valores dos angulos de contato das amotras CB,CB/ENZ, PLLA, ZE, 
CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE. 

Amostras  Ângulo de contato  

Média ± DP 
Classificação  

CB 45º ± 4,53 Hidrofílico  

CB/ENZ 55º ± 4,81  Hidrofílico  

PLLA 90º ± 14,32 Hidrofóbico  

ZE 93º ± 4,05 Hidrofóbico 

CB/ENZ/PLLA 71º ± 5,46 Anfifílico  

CB/ENZ/ZE 80º± 3,66 Anfifílico  

 

 

A CB apresentou o ângulo de 45,2° e a CB/ENZ teve um ângulo de 55° 

mostrando ambas são hidrofílicas, o que é característico da CB. A CB/ENZ/ZE 

teve o ângulo 80°, CB/ENZ/PLLA apresentou 71° mostra que as amostras 

ficaram anfifílica assim as amostras não são ne hidrofóbicas e nem hidrofílicas 

a 
b 

d c 
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o que possibilita que haja a interação da CB com enzima com óleo e o meio 

aquoso onde ela vai ser utilizada. As amostras de PLLA e ZE apresentaram o 

ângulo de contado de 90° e 93° respectivamente mostrando que ambas as 

amostras são hidrofóbicas. O PLLA é considerado um material hidrofóbico 

devido ao seu grupos funcionais com -COOH,-OH  a CB modificada com PLLA 

teve um ângulo de contado menor que o do PLLA  e isso ocorreu por conta da 

ligação química que ocorre entres os grupos funcionais da CB com o do PLLA 

(SHUAI et al., 2022)  

 

5.7 Teste de degradação de óleo (índice de acidez) 
 

Na tabela 5 são apresentados os dados do teste de degradação de óleo 

de soja (índice de acidez). Observa-se que mesmo com o processo de 

imobilização, a enzima lipase manteve a capacidade de hidrolisar o óleo de 

soja, apresentando valor mais expressivo para a amostra de CB/ENZ/ZE 

(97%), o que pode ser resultado da influência da presença da zeína, por 

também tratar-se de uma proteína. É possível observar também que a amostra 

de CB/ENZ/PLLA também apresentou um valor maior de índice de acidez 

(66,1%) do que a amostra CB/ENZ.  
 

Tabela 5- Valores médios de massa de NaOH e de índice de acidez para as amostras 
de CB, CB/ENZ, CB/ENZ/ZE e CB/ENZ/PLLA 

Amostra Massa NaOH (g) 

Média±DP 
AI (%) 

Média±DP 
CB 2,20 ± 0,1 45,57 ± 2,08 

ZE 0,60 ± 0,06 12,50 ± 1,26 

PLLA 0,34 ± 0,05 7,06 ± 0,95 

CB/ENZ 2,84 ± 0,27 58,80 ± 5,5 

CB/ZE 0,85 ± 0,17 17,64 ± 3,60 

CB/PLLA 0,75 ± 0,67 15,60 ± 13,95 

CB/ENZ/ZE 4,69 ± 0,17 97,02 ± 3,6 

CB/ENZ/PLLA 3,20 ± 0 66,15 ± 0 

 

Os maiores valores de índice de acidez das amostras de CB/ENZ/ZE e 

CB/ENZ/PLLA podem estar relacionados ao fato de ambos os materiais serem 
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hidrofóbicos e terem recoberto de forma quase que homogênea a membrana 

de CB. A característica de hidrofobicidade pode facilitar a interação das 

amostras com a parte oleosa do meio reacional, o que ocasionou melhores 

resultados de índice de acidez. 

FACIN et al. (2018) estudaram imobilização da lipase NS-40116 de 

Thermomyces lanuginosus em poliuretano e análise da capacidade de hidrólise 

de óleo vegetal mostrou que todas as amostras alcançaram acidez máxima (12 

– 13%), o que confirmou que a enzima imobilizada no suporte de poliuretano 

manteve sua capacidade catalítica. Comparando com os resultados obtidos 

neste trabalho, observa-se que os valores foram ainda maiores mesmo após o 

processo de modificação da superfície das membranas de CB, o que 

demonstra a obtenção de um material que mantém a característica de 

degradação da enzima. As amostras CB/PLLA e CB/ZE apresentaram o menor 

indicie de acidez assim como o PLLA e a ZE sozinha mostrando que esse 

material não tem propriedade para a degradação de óleo sozinho o que 

corrobora com os resultado encontras nas amostras CB/ENZ/PLLA e 

CB/ENZ/ZE.  

6 Conclusão   

A análise visual permitiu observar as modificações bem como a efetiva 

imobilização da lipase nas membranas de CB, uma vez que foi possível 

verificar as alterações físicas das amostras. Além disso, os testes de 

caracterização indicam as alterações realizadas nas amostras. As curvas de 

TGA identificaram uma região de degradação atribuída a lipase na amostra 

CB/ENZ, bem como as regiões características do PLLA e da zeína nas 

amostras modificadas. Os espectros de FTIR mostraram bandas características 

dos materiais puros nas respectivas amostras modificadas, com exceção da 

amostra CB/ENZ/ZE que não apresentou as bandas da CB. Já a análise de 

MEV demonstrou a alteração de superfície das amostras modificadas, com a 

diminuição do espaçamento entre as fibrilas de CB ocasionada pelo 

recobrimento das membranas por PLLA e zeína e imobilização da enzima. Por 

fim, o teste de degradação de óleo comprovou que, mesmo imobilizada e com 

filmes de PLLA e zeína recobrindo a matriz de imobilização (CB), a lipase 
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manteve sua capacidade de degradar o óleo vegetal, com destaque para as 

duas amostras modificadas com PLLA e zeína que obtiveram os maiores 

valores de índice de acidez, o que pode ser resultado do fato de ambos os 

materiais serem hidrofóbicos e terem facilitado o contato das amostras com a 

parte oleosa do meio. O teste de ângulo de contato mostrou que a amostras 

ficaram anfifílica o que possibilita a interação na interface água-óleo fazendo a 

degradação do óleo. Com esses resultados, observou que o material 

hidrofóbico desenvolvido tem potencial de aplicação em sistemas de 

tratamento de efluentes devido a sua capacidade de degradar o óleo, 

demandando, para isso, a realização de mais análises que permitam aprimorar 

esse produto. 

7 Sugestões para trabalhos futuros 

Ainda existe muitas possibilidades para aprofundamento de trabalhos 

futuros envolvendo esse estudo, a seguir algumas sugestões:   

• Análise da eficiência da CB incorporada e modificada ao longo prazo e em 

larga escala de quantidade de gordura.  

• Avaliar a liberação da enzima e degradação de óleo em caixas de gordura.  

• Testar a CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE com graxas e petróleo para ver a 

eficiência de degradação das moléculas.  

• Avaliar a durabilidade das amostras CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE in vitro 

(degradação das amostras).  

• Realizar outros tipos de modificações visando melhorar a eficiência da 

Lipase.  
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9.1 Determinação do teste de proteína 
 

   A curva de calibração foi realizada para testar a eficiência do reagente 

e ver a relação da concentração da enzima lipase NS-40116 como descrito em 

CAVALCANTI, 2020. Nas figuras 19 e 20 conseguimos observar a curva de 

calibração de proteína (BSA) e da enzima respectivamente.  

 
Figura 19- Graficos das curvas de clabração de protreina BSA(a) e da enzima(b) 
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