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RESUMO 

 

Um resíduo agroindustrial, o bagaço de caju, foi utilizado como suporte para imobilização 

da lipase do tipo A de Candida antarctica (CALA). A CALA é um biocatalisador muito 

atraente, apresenta alta termoestabilidade, seletividade para ácidos graxos trans, estabilidade 

no pH ácido e alta quimio-seletividade em relação aos grupos amina. O bagaço de caju, além 

de ter um custo muito baixo e reduzir os impactos ambientais, por ser um material 

biodegradável, também apresenta boas propriedades físicas e mecânicas favoráveis à 

imobilização enzimática. Entre os métodos de imobilização, a adsorção, um método simples 

e bastante utilizado, que permite a interação entre o suporte e a enzima, resultando em uma 

melhor estabilização enzimática. Neste estudo, a divinilsulfona (DVS) foi utilizada para 

modificar a estrutura do suporte e, dessa forma, testar o seu efeito nas interações enzima-

suporte, visando imobilizar covalentemente. Para otimizar o tratamento do bagaço de caju 

com DVS para imobilização da CALA, um planejamento experimental avançado pelo 

método Taguchi foi utilizado, com uma matriz ortogonal padrão L16 (o 'L 'e o '16' 

representam o quadrado latino e o número de experimentos, respectivamente), no qual cinco 

fatores em quatro níveis foram analisados (concentração de DVS: 1, 3, 5 e 7,5 mL; 

molaridade do tampão: 5, 25, 100 e 350 mM; pH: 3, 5, 7 e 12,5; temperatura: 4, 15, 25 e 30 

°C e tempo de tratamento: 0,5, 3, 12 e 24 horas), a fim de maximizar a atividade do 

biocatalisador. Para o procedimento de imobilização, foram utilizados 1,0 mg de enzima por 

g de suporte na presença de Triton-X a 0,01% (v/v) e tampão fosfato de sódio 5 mM e pH 

7,0, por 24 h e 25 °C, sob agitação contínua. Após a imobilização, os biocatalisadores foram 

incubados em tampão de bicarbonato 100 mM a pH 10,0 (1:10 p/v) a 25 °C por 24 h, e depois 

em EDA 1 M a pH 10,0 também por 24 h a 4 °C. As condições ideais de preparação do 

suporte foram: concentração de DVS: 4,5 M, molaridade do tampão: 5 mM, pH: 3; 

temperatura: 30 °C e tempo de ativação: 12 horas, obtendo uma atividade do derivado 

de 6,8 U/g e o valor da atividade do derivado previsto pelo programa foi de 6,5 U/g. As 

análises de FTIR e análise elementar confirmaram a imobilização da CALA no BAG-DVS, 

em 1712 cm-1 e com aumento de 3,71% de nitrogênio, respectivamente, no entanto essas 

análises não foram sensíveis o suficiente para demonstrar a ativação do suporte com a DVS. 

A imobilização da CALA em bagaço de caju ativado com divinilsulfona promoveu um 

aumento na estabilidade térmica a 70 °C em pH 5, 7 e 9. Além disso, após oito meses de 

estocagem a atividade do biocatalisador diminuiu apenas 50%. A análise de TGA apresentou 

degradação das amostras BAG, BAG-DVS e BAG-DVS-CAL a 500 ºC com perda de massa, 

respectivamente, de 51,9%, 49,9% e 55,7%. Os resultados mostraram que o BAG pré-tratado 

e ativado com DVS melhorou significativamente a estabilidade da CALA se mostrando um 

suporte promissor para imobilização de enzimas. 

Palavras-chave: Imobilização Enzimática. Lipase do tipo A de Candida antarctica. 

Bagaço de caju residual. Método Taguchi. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

 

An agro-industrial residue, cashew apple bagasse, was used as a support for immobilizing 

lipase A from Candida antarctica (CALA). CALA is a very attractive biocatalyst, has high 

thermostability, selectivity for trans fatty acids, stability in acid pH and high 

chemoselectivity in relation to amine groups. Cashew apple bagasse, in addition to having a 

very low cost and reducing environmental impacts, as it is a biodegradable material, also has 

good physical and mechanical properties favorable to enzymatic immobilization. Among 

immobilization methods, adsorption, a simple and widely used method, allows the 

interaction between the support and the enzyme, resulting in better enzymatic stabilization. 

In this study, divinyl sulfone (DVS) was used to modify the support structure and, thus, test 

its effect on enzyme-support interactions. To optimize the treatment of cashew apple bagasse 

with DVS for immobilization of CALA, an advanced experimental design by the Taguchi 

method was used, with a standard orthographic L16 matrix (the 'L' and the '16' represent the 

Latin square and the number of experiments, respectively), where five factors at four levels 

were analyzed (DVS concentration: 1, 3, 5 and 7.5; buffer molarity: 5, 25, 100 and 350 mM; 

pH: 3, 5, 7 and 12,5; temperature: 4, 15, 25 and 30 °C and optimization time: 0.5, 3, 12 and 

24 h), in order to maximize the activity of the biocatalyst. For the immobilization process, 

1.0 mg of enzyme per g of support was used in the presence of 0.01% Triton-X and 5 mM 

sodium phosphate buffer and pH 7.0, for 24 h and 25 °C, under controled stirring. After 

immobilization, the biocatalysts were incubated in 100 mM bicarbonate buffer at pH 10.0 

(1:10 w/v) at 25 °C for 24 h, and then in 1 M EDA at pH 10.0 also for 24 ha 4 °C. After the 

experimental planning was concluded, the ideal conditions for preparing the support were: 

DVS concentration: 4.5 M, buffer molarity: 5 mM, pH: 3; temperature: 30 °C and activation 

time: 12 h, obtaining a derivative activity of 6.8 U/g and immobilization yield of 24%. The 

value of the derivative activity provided by the software was 6.5 U/g. FTIR and Elemental 

Analysis confirmed the immobilization of CALA in BAG-DVS, at 1712 cm-1 and with an 

increase of 3.71% nitrogen, respectively. The TGA analysis showed degradation of the 

BAG, BAG-DVS and BAG-DVS-CAL samples at 500 ºC with weight loss, respectively, of 

51.9%, 49.9% and 55.7%. The immobilization of CALA in cashew apple bagasse promoted 

an increase in thermal stability at 70 °C and pH 5, 7 and 9. In addition, after eight months of 

storage, the activity of the biocatalyst decreased only 50%. The results showed that the 

pretreated BAG is promising for immobilizing enzymes, improving the stability of CALA. 

 

Keywords: Enzyme Immobilization. Lipase A from Candida antarctica. Residual cashew 

apple bagasse. Taguchi method. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As lipases são as enzimas mais usadas na biocatálise, tanto em pesquisas acadêmicas 

como a nível industrial (ORTIZ et al., 2019). Essa classe de enzimas é altamente estável, 

possui alta especificidade de substrato e alta regio, quimio e estereosseletividade 

(GHANEM, 2007; LIMA et al., 2017). Esses biocatalisadores são bastante utilizados sob 

uma ampla gama de meios de reação, como solventes orgânicos, líquidos iônicos e fluidos 

supercríticos (LOZANO, 2010) e são capazes de catalisar diversas reações, tais como 

transesterificações (BAJAJ et al., 2010; RAO; DIVAKAR, 2001), hidrólises ou síntese de 

ligações éster (BOROWIECKI; JUSTYNIAK; OCHAL, 2017; REIS et al., 2009), aminação 

(DE SOUZA et al., 2016), alcoólise (SINGH et al., 2016), entre outros.  

As lipases apresentam um mecanismo catalítico bastante peculiar, podendo se 

manifestar sobre duas conformações distintas, uma aberta ou ativa, que possibilita a catálise  

e uma fechada ou inativa, que isola o sítio ativo do meio reacional (ARANA-PEÑA; 

LOKHA; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2018; RODRIGUES et al., 2013). Isso ocorre devido 

às lipases possuírem uma estrutura superficial denominada tampa. (BROCCA et al., 2003; 

GROCHULSKI et al., 1993). As lipases são ativadas pela presença de uma interface água/ 

lipídio, geralmente essa conformação ocorre na presença de superfícies hidrofóbicas (DOS 

SANTOS et al., 2014). A ativação interfacial de lipases em superfícies hidrofóbicas tem sido 

utilizada para imobilizar diferentes lipases (DOS SANTOS et al., 2015a; MATEO et al., 

2007; MONTEIRO et al., 2019; SHARMA; KANWAR, 2014; SIRISHA; JAIN; JAIN, 

2016; ZHOU; HARTMANN, 2013), processo que envolve a forma aberta da lipase 

(MANOEL et al., 2015a). A lipase A de Candida antarctica (CALA) apresenta 

características únicas: alta termoestabilidade (temperatura ideal acima de 90 °C), 

seletividade para ácidos graxos trans, estabilidade na faixa de pH ácido, além de apresentar 

alta quimio-seletividade em relação aos grupos amina (ONDUL; DIZGE; ALBAYRAK, 

2012). Além disso, sofre ativação interfacial na presença de superfícies hidrofóbicas 

(ARANA-PEÑA; LOKHA; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2019). No entanto, as lipases 

requerem uma etapa de melhoria para serem utilizadas como biocatalisadores, pois na sua 

forma livre são solúveis em água.  

A forma livre das lipases aumenta os custos e torna difícil o isolamento, recuperação 

e purificação para uso único desses biocatalisadores, ou seja, elas devem ser reutilizadas 

várias vezes para tornar o processo economicamente viável (GUPTA; BHATTACHARYA; 
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MURTHY, 2013). Esta desvantagem das enzimas livres são superadas pela imobilização das 

mesmas, resultando na melhora de suas aplicações (YÜCEL, 2012). Segundo Kraemer et al. 

(2000), a enzima imobilizada é um sistema ou preparação na qual a enzima é fisicamente 

confinada em uma região do espaço com a retenção de suas atividades catalíticas e que pode 

ser usada repetida e continuamente. Atualmente, o termo imobilização é utilizado para as 

ligações diretas entre enzima-suporte e imobilizações suportadas pelos agentes 

intermediários (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).  

A imobilização de enzimas pode ser alcançada por uma variedade de métodos físicos 

e químicos (adsorção, ligação covalente, cross-linking, encapsulamento) influenciando 

direta e positivamente na especificidade, atividade e estabilidade das moléculas enzimáticas, 

além de possibilitar a reutilização do biocatalisador (LUZIA et al., 2019). Entre eles, o 

método mais utilizado é a imobilização por adsorção, visto que este faz uso das interações 

físicas que ocorrem entre o suporte e a enzima. Essas interações incluem forças de van der 

Waals, interações iônicas e ligações de hidrogênio, ligações menos intensas, mas que 

geralmente não alteram a estrutura da enzima e evitam que os sítios ativos da mesma sofram 

alguma perturbação e, dessa forma, detenha sua atividade (HWANG; GU, 2013; 

JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). No entanto, a ligação covalente é 

bastante visada, visto que fornece uma forte interação química entre o suporte e a enzima e 

reduz bastante a possibilidade de perda da enzima (LUZIA et al., 2019; MOHD HUSSIN; 

ATTAN; WAHAB, 2020). Nesse sentido, o desenvolvimento de novos suportes que 

apresentem propriedades aprimoradas usando fortes ligações covalentes é bastante relevante 

e será abordado nesse estudo.  

Diante disso, diferentes suportes podem ser utilizados para imobilização de enzimas 

(MOHD HUSSIN; ATTAN; WAHAB, 2020; MONTEIRO et al. 2019b; PINHEIRO et al., 

2019; RIOS et al., 2018; DE SOUZA et al., 2016; SANTOS, 2015). No entanto, o uso de 

suportes naturais pode contribuir para a redução dos custos dos biocatalisadores e, 

consequentemente, facilitar sua utilização em escala industrial, visto que, são mais baratos e 

sustentáveis que os suportes sintéticos (SHELDON; VAN PELT, 2013a). Dentre os suportes 

naturais, os resíduos gerados de processos desenvolvidos nas agroindústrias se apresentam 

como uma boa opção para imobilização de enzimas, visto que são considerados fontes 

renováveis, apresentam baixo custo e elevada disponibilidade para uso e podem passar por 

tratamentos e serem aplicados em reações que agregam valor ao produto final. Diante disso, 

o bagaço de caju (BAG) pode se apresentar como alternativa para este fim, pois possuem 
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propriedades físicas e mecânicas apropriadas para imobilização de enzimas (SANTOS et al., 

2015).  

O bagaço de caju, um resíduo agroindustrial, é um material lignocelulósico, 

composto em sua maioria por celulose, hemicelulose e lignina. Esses compostos apresentam 

grupos hidroxilas em sua superfície capazes de interagir com as proteínas (LIMA et al., 

2012). Os grupos hidroxila (-OH) estão presentes nas estruturas gerais de biopolímeros 

(BERGER et al., 2004). No entanto, os compostos do BAG formam uma estrutura rígida e 

pouco reativa, sendo necessária a modificação da estrutura química do suporte, através de 

pré-tratamentos, para obter um material que possibilite a imobilização, para posterior 

aplicação (BERGER et al., 2004; DE SOUZA et al., 2016).  Os pré-tratamentos reduzem a 

cristalinidade da biomassa, separam a matriz da lignina e hidrolisam a hemicelulose, por 

processos químicos, físicos, biológicos ou combinações deles.  

Além disso, agentes ativantes também podem ser usados a fim de modificar a 

estrutura do suporte e promover interações enzima – suporte (DOS SANTOS et al., 2015a; 

PINHEIRO et al., 2019). Entre os que mais se destacam por apresentarem propriedades que 

favorecem a formação de ligações com maior rigidez estão os grupos epóxi, glioxil e aldeído 

(DE SOUZA et al., 2016). Atualmente, estudos mostram o uso da divinilsulfona (DVS) 

como forma de promover modificações na superfície do suporte,  ou promover uma ligação 

covalente multipontual intensa (DOS SANTOS et al., 2015a; MILLÁN-LINARES et al., 

2015; PINHEIRO et al., 2019). Diante disso, visto que a modificação do bagaço de caju com 

grupos vinilsulfona visando a imobilização enzimática não foi relatada na literatura, um 

estudo que aproveite ao máximo o potencial da DVS foi realizado, considerando todas as 

etapas de imobilização enzimática: ativação do suporte, imobilização, incubação e etapa de 

bloqueio (DOS SANTOS et al., 2015). 

 Com o intuito de otimizar as condições de preparação do bagaço de caju para a 

produção de um novo biocatalisador, o método Taguchi foi aplicado. Esse método é uma 

ferramenta muito importante para determinar as melhores condições a serem aplicadas em 

muitos processos (BALARAM NAIK; CHENNAKESHAVA REDDY, 2018; 

KAYTAKOǦLU; AKYALÇIN, 2007; BRAR; ELSAYED, 2017; CHEN et al., 2010; HU 

et al., 2018; OUYANG et al., 2017; KALAISELVAN et al., 2014), sendo possível alcançar 

maior qualidade dos produtos em um curto período de tempo a baixo custo (LI; ZHU, 2019). 

Diante disso, neste trabalho são apresentados os resultados de imobilização e 

estabilização da lipase A de Candida antarctida. O suporte, bagaço de caju, foi modificado 

quimicamente através do uso da DVS utilizando as condições otimizadas pelo método 
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Taguchi, a fim de apresentar um novo suporte adequado para imobilização da CALA, 

visando sua aplicação em reações de acetilação do álcool benzílico.  

 

1.1 Objetivo Geral 

Este trabalho tem como objetivo geral modificar quimicamente o bagaço de caju com 

divinilsulfona para verificar a imobilização da lipase do tipo A de Candida antarctica 

(CALA), visando a produção de um biocatalisador ativo e estável, para aplicação em reações 

de acetilação do álcool benzílico, utilizando o método Taguchi, visando a otimização do 

processo através da realização de um menor número de experimentos e, consequentemente, 

menor tempo gasto, quando comparado ao Delineamento Composto Central (DCC). 

1.2 Objetivos Específicos 

• Otimizar o processo de preparação do suporte, através do método Taguchi; 

• Caracterizar o bagaço de caju in natura, o bagaço de caju após modificação 

química, além da caracterização do biocatalisador produzido através da 

imobilização nesse suporte, por espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR), Análises Termogravimétricas (TGA) e Análise 

Elementar. 

• Caracterizar o biocatalisador produzido pela imobilização da lipase do tipo A de 

Candida antarctica em bagaço de caju, quanto à estabilidade térmica, 

estabilidade em diferentes pHs, estabilidade de estocagem e eletroforese.  

• Aplicar o biocatalisador produzido em reações de acetilação do álcool benzílico.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Enzimas 

  As enzimas atuam como catalisadores biológicos e são capazes de catalisar os 

processos químicos mais complexos, além de serem biodegradáveis, biocompatíveis e 

derivadas de recursos renováveis (DOS SANTOS et al., 2015b). Elas agem nas condições 

experimentais e ambientais mais benignas, alterando a velocidade da reação, diminuindo a 

energia de ativação, sem serem consumidas e sem alterar o equilíbrio da reação (SHELDON; 

VAN PELT, 2013b).  

As enzimas apresentam uma série de características que tornam o seu uso vantajoso 

em comparação aos catalisadores químicos. O uso do processo químico produz grande 

quantidade de resíduos tóxicos, e consequentemente o custo com as etapas de tratamento de 

efluentes é muito alto (GUO et al., 2018; LIU et al., 2014; SOUSA, 2015). Por outro lado, a 

rota enzimática apresenta diversas vantagens, tais como condições de reação mais brandas, 

menor formação de subprodutos indesejáveis, alta especificidade, eficiência e 

sustentabilidade (KIM, 2004; ZHANG et al., 2017). Diante disso, as enzimas vem sendo 

amplamente estudadas visando sua aplicação em diversas áreas, como: alimentos, 

biocombustíveis, farmacêutica, dentre outras (BORNSCHEUER, 2003; CHOUDHARY; 

JANA; JHA, 2004; SINGH et al., 2016; ZHANG et al., 2015). 

 

2.1.1 Lipases 

 Dentre as classes de enzimas, as lipases são bastante utilizadas (MANOEL et 

al., 2015b). Isso ocorre devido á sua disponibilidade, visto que são enzimas onipresentes 

encontradas em todos os tipos de organismos vivos, desde fungos e bactérias até plantas e animais 

(KUMAR et al., 2016), consequentemente possuem baixo custo e, ainda, apresentam 

condições de reações moderadas (DE SOUZA et al., 2016). As lipases também catalisam uma 

ampla gama de reações com especificidade de substrato e alta regio, quimio e 

estereosseletividade em sua ação (GHANEM, 2007; LIMA et al., 2017). 

 Atualmente, para a produção de enzimas industriais, as lipases microbianas estão 

recebendo bastante atenção, pois apresenta, menor tempo de geração, grande versatilidade 

para se adaptar às condições ambientais, alto rendimento,  simplicidade na manipulação 

genética e nas condições de cultivo (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). 
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  As lipases possuem papel de grande importância na aplicação industrial 

(DUMORNÉ et al., 2017). Devido à sua natureza versátil, a aplicação dessas enzimas se 

amplia a vários setores como, por exemplo, reações de síntese (JAKOVETIĆ 

TANASKOVIĆ et al., 2017), na produção de produtos farmacêuticos, também possuem 

grande potencial na tecnologia lipídica (BEZERRA et al., 2017) e de biocombustíveis 

(VERDASCO-MARTÍN et al., 2016). A vasta área de aplicação das lipases se deve a sua 

diversidade e propriedades (MAIANGWA et al., 2015). O peso molecular das lipases pode 

variar entre 20 e 75 kDa, a atividade ótima de pH entre 4-9 e, atuam na faixa de temperaturas 

entre 25 – 70 ºC (LOU et al., 2018; YAACOB et al., 2016).  

As lipases são reconhecidas como enzimas interfaciais (YAACOB et al., 2017; 

SCHMID; VERGER, 1998). Eles têm uma cadeia polipeptídica móvel chamada tampa que 

permite a existência de duas formas conformacionais das lipases (fechadas e abertas), que 

estão em equilíbrio em meio homogêneo (KHAN et al., 2017; BROCCA et al., 2003) (Figura 

1). Na forma fechada, a lipase tem o centro ativo bloqueado pela tampa. Na forma aberta, o 

centro ativo fica exposto ao solvente, de modo que a lipase exponha sua grande bolsa 

hidrofóbica ao meio (CARRASCOLÓPEZ et al., 2009). Na presença de uma gota 

hidrofóbica de substrato (uma gota de óleo), a lipase fica fortemente adsorvida e é capaz de 

atacar os substratos insolúveis (HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). Esse 

fato muda o equilíbrio conformacional da lipase para a forma aberta e causa um aumento na 

atividade enzimática, de modo que adsorção é chamada ativação interfacial (TACIAS-

PASCACIO et al., 2019a) (Figura 1).  

 

Figura 1. Equilíbrio conformacional da lipase. 

 

Fonte: (MATEO et al., 2007) 

 

 Devido a esse mecanismo de ação, a estrutura das lipases é altamente flexível 

(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008), de modo que podem ser facilmente moduladas 
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pelas condições experimentais, por modificações genéticas, por modificações químicas ou 

pelo uso de diferentes protocolos de imobilização (BERNAL; RODRÍGUEZ; MARTÍNEZ, 

2018). Nesse contexto, a lipase A de Candida antarctica (CALA) possui um papel 

interessante. 

 

2.1.2 Lipase tipo A de Candida antarctica 

  A CALA é formada por 431 aminoácidos, possui massa molecular (MM) de 45 

kDa e ponto isoelétrico (pI) de 7,5 (ARANA-PEÑA; LOKHA; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 

2019). A CALA tem algumas propriedades úteis para catalisar reações, incluindo alta 

termoestabilidade, podendo trabalhar de maneira muito eficiente em temperaturas superiores 

a 90 ºC, o que provavelmente torna a CALA a lipase do tipo selvagem mais termoestável 

(KIRK; CHRISTENSEN, 2002). Além disso, é capaz de tolerar uma ampla faixa de pHs, 

apresentando estabilidade em pHs ácido, no entanto seu pH ótimo é 7,0 (MONTEIRO et al., 

2019b). Esse biocatalisador também apresenta seletividade para ácidos graxos trans e alta 

quimio-seletividade em relação aos grupos amina (ONDUL; DIZGE; ALBAYRAK, 2012). 

A CALA exibe atividade usando substratos grandes, como álcoois volumosos, ésteres e 

álcoois terciários e, é possível acomodar substratos estereoquimicamente impedidos 

(MONTEIRO et al., 2019a). A CALA é a única lipase do tipo selvagem capaz de catalisar a 

resolução cinética de álcoois terciários volumosos e estereotipados (LÖFGREN et al., 2019; 

TANYELI; ÖZDEMIRHAN, 2014). Este fato é uma consequência direta da extrema 

capacidade da CALA para catalisar preferencialmente a transferência de acila de álcoois ou 

aminas em vez de hidrólise, mesmo em meio aquoso volumoso (MÜLLER et al., 2014, 

2015a). Para substratos como triglicerídeos ou ésteres de ácidos graxos, a CALA também 

mostra uma preferência maior por ácidos graxos de cadeia longa do que ácidos mais curtos 

(DOMÍNGUEZ DE MARÍA et al., 2005; KIRK; CHRISTENSEN, 2002).  

 Todos esses recursos da CALA estão relacionados à sua estrutura peculiar. 

Ericsson et al. (2008) publicou sua estrutura cristalina em 2008. Até aquele momento, devido 

à grande divergência entre as sequências primárias da CALA e a semelhança entre ela e as 

esterases, alguns debates sobre a inclusão da CALA na família das lipases aconteceram, pois 

foi previsto que a CALA não apresentaria tampa (uma característica clássica das lipases 

(CHENG et al., 2018) cobrindo o sítio ativo (KASRAYAN et al., 2007), e também devido 

ao modesto grau de ativação interfacial da CALA em comparação com outras lipases 

(MARTINELLE; HOLMQUIST; HULT, 1995). De qualquer forma, Ericsson et al. (2008) 
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relataram que a CALA incluía uma tampa bem definida (resíduos 217–308), além de um 

domínio de  hidrolases α/β clássico (OLLIS et al., 1992), identificando a tríade catalítica 

como Ser184, Asp334 e His366, seguindo a ordem sequencial comum às lipases 

(RAUWERDINK; KAZLAUSKAS, 2015), com Ser184 colocado dentro de um cotovelo 

nucleofílico típico. Esses autores (ERICSSON et al., 2008) também relacionaram o 

comportamento catalítico de CALA em triglicerídeos reconhecendo à estrutura relatada; 

assim, eles relataram que a tampa era crucial para determinar o comportamento de acilação 

da CALA, pois eles observaram um túnel estreito (≈ 30 Å, com urdidura de 90º próximo ao 

ponto central) começando perto dos resíduos catalíticos e se contorcendo pela hélices da 

tampa. A estrutura enzimática da CALA e os aminoácidos presentes em seu sítio ativo estão 

representados na Figura 2. 

 

Figura 2. Estrutura da Lipase tipo A de Candida antarctica onde os resíduos de cisteína 

estão representados em amarelo, os resíduos de lisina em verde e os resíduos de aspartato 

em azul. Os resíduos histidina (roxo)/ aspartato (azul)/ serina (vermelho) presentes no sítio 

ativo estão representados em forma de esfera. (Código PBD: 3GUU). 

 

Fonte: Pymol (2019), modificada pela autora. 

 A CALA possui uma tampa grande capaz de isolar o centro ativo do meio, dessa 

forma, sofre ativação interfacial convencional na presença de superfícies hidrofóbicas e essa 

conformação se estabiliza (ARANA-PEÑA; LOKHA; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2019).  
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2.2 Imobilização de Enzimas 

 As enzimas, em sua forma livre, apresentam algumas desvantagens, tais como, 

solubilidade em água, estabilidade moderada, inibição pelo produto ou substrato, entre 

outras (GUPTA; BHATTACHARYA; MURTHY, 2013). Diante disso, a imobilização de 

enzimas se apresenta como um requisito importante para a utilização desses biocatalisadores 

a nível industrial, permitindo, assim, sua recuperação e reutilização (YÜCEL, 2012). A 

possibilidade de reuso do biocatalisador torna-o economicamente mais viável (MATEO et 

al., 2007).  

Segundo Katchalski-katzir e Kraemer (2000), a lipase imobilizada é um sistema ou 

preparação na qual a enzima é fisicamente confinada em uma região do espaço com a 

retenção de suas atividades catalíticas e que pode ser usada repetida e continuamente. A 

ativação interfacial de lipases em superfícies hidrofóbicas tem sido utilizada para imobilizar 

muitas lipases diferentes, processo que envolve a forma aberta da lipase (MANOEL et al., 

2015a).  

Existem diferentes métodos de imobilização, dentre os mais utilizados estão, a 

adsorção física ou iônica, a qual utilizam atrações mais fracas entre o suporte e a enzima; o 

método químico onde são formadas ligações covalentes, ligações mais fortes, entre as 

enzimas e o suporte matriz; ligações cruzadas, com o uso de um reagente multifuncional, e 

o encapsulamento, que ocorre quando moléculas de lipase são aprisionadas nos poros dos 

suportes (BHUSHAN et al., 2008; GHIACI et al., 2009; PRABHU; RAGHAVAN, 1996; 

SANTOS, 2015; SERRA et al., 2008; WANG et al., 2007). 

 Um método eficiente de imobilização deve se basear em condições químicas 

moderadas, de pH, temperatura e pressão, na grande área superficial da matriz, que também 

influencia a imobilização durante o contato com a enzima,  na estabilidade química no meio 

reacional, bem como uma alta carga de enzima, visto que em termos de aplicações 

industriais, a matriz imobilizada quimicamente e mecanicamente robusta é preferível 

(ARROYO; SÁNCHEZ-MONTERO; SINISTERRA, 1999; GUPTA; BHATTACHARYA; 

MURTHY, 2013; KRAGELUND et al., 1996; WYSOCKI; ŁAWRYŃCZUK, 2015; YE et 

al., 2005). O método adequado tem a capacidade de minimizar barreiras para o transporte de 

massa de substrato e produto e, naturalmente, a eficiência da matriz imobilizada depende 

das aplicações alvo (GUPTA; BHATTACHARYA; MURTHY, 2013). 

A estratégia de imobilização, se bem implementada, considerando todos os fatores 

importantes mencionados, pode impedir a degradação da enzima e melhorar sua estabilidade 
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operacional (MATEO et al., 2007). Uma imobilização controlada pode melhorar a 

estabilidade, seletividade e especificidade enzimática, além de reduzir a inibição da enzima, 

do contrário, a imobilização enzimática pode causar a perda da atividade catalítica, 

mudanças conformação da enzima e limitações difusionais (GARCIA-GALAN et al., 2011). 

A imobilização é uma tecnologia que permite proporcionar um biocatalisador estável e ativo, 

através de operações relativamente simples e, é importante que não necessite de suportes de 

alto custo (SANTOS, 2015).  

  Neste trabalho, espera-se obter um biocatalisador estável frente a alterações de 

condições reacionais. A adsorção é um método bastante utilizado e apesar das fracas ligações 

entre enzima e suporte, geralmente não altera a estrutura da enzima (HWANG; GU, 2013). 

No entanto, a ligação covalente é um método de imobilização bastante estudado por 

proporcionar maior rigidez as ligações enzima-suporte, entretanto esse método pode 

provocar alterações na conformação da enzimática, caso não seja realizado adequadamente 

(PINHEIRO et al., 2019).  

  No caso específico das lipases, devido ao seu mecanismo de ação, elas podem ser 

fortemente adsorvidas em suportes hidrofóbicos, na sua conformação aberta, mesmo com 

baixa força iônica (MANOEL et al., 2015a, 2015b). Através desta imobilização enzimática 

a estabilidade da enzima pode melhorar significativamente (YAACOB et al., 2017). Dessa 

maneira, esta estratégia de imobilização de lipases é considerada bastante adequada, sendo 

capaz de permitir a imobilização nas seguintes etapas: purificação, estabilização e 

hiperativação da enzima (C. RODRIGUES et al., 2015; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 

1998), alterando as condições de imobilização e de uso do suporte (BILAL et al., 2019) 

  Devido à possibilidade de modular as características das enzimas via imobilização, 

no caso das lipases, é conveniente o uso de uma variedade de técnicas de imobilização, 

através da preparação de biocatalisadores adequados para um processo específico (HOMAEI 

et al., 2013; MONTEIRO et al., 2019a; RUEDA et al., 2016c). A CALA foi imobilizada 

usando muitos protocolos e alguns serão apresentados no decorrer deste trabalho.   

  Em alguns casos, a CALA foi usada como modelo para mostrar o ajuste das enzimas 

ao utilizar algum detergente ou molécula semelhante a detergente durante a imobilização, 

para fixar a forma aberta da lipase. Por exemplo, a CALA foi uma das enzimas modelo 

usadas para mostrar que a reticulação de lipases adsorvidas em suportes aminados na 

presença de detergentes permite congelar o estado aberto da lipase, resultando em 

preparações enzimáticas hiperativadas (DE OLIVEIRA et al., 2018; DOS SANTOS et al., 

2015b). No estudo apresentado por SHAKERI et al. (2010), a CALA foi imobilizada em 
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espuma mesocelular na presença de sacarose e liofilizados. Este tratamento permitiu obter 

um aumento muito significativo da termoestabilidade e enantioseletividade da enzima. O 

biocatalisador imobilizado foi utilizado na resolução 3-amino-3-fenilpropanoato de etila. 

Coimobilizando a enzima em um complexo de rutênio (para racemizar o substrato) foi 

alcançada uma resolução cinética de 3-amino-3-fenilpropanoato de etila, com uma 

conversão de 85% e 89% (SHAKERI et al., 2010).  

  A CALA também foi imobilizada em vários suportes diferentes. Por exemplo, em 

nanopartículas magnéticas (MONTEIRO et al., 2019ª; CIPOLATTI et al., 2014). Nesse 

contexto, a CALA foi imobilizada em nanopartículas de glutaraldeído-quitosana, de modo 

que a imobilização melhorou a estabilidade da enzima em 8 a 11 vezes e mudou o pH ideal 

de 7 a 10 a pH 5-9 (MONTEIRO et al., 2019a). A CALA também foi imobilizada em 

superfícies planas de sílica e ouro, revestidas com alcanotióis fluorados (VOLDEN et al., 

2009). Os resultados apontaram que a maior carga da CALA foi obtida usando a superfície 

fluorada e que a hidrofobicidade do suporte aumentada com a quantidade de enzima. Estudos 

também apontam a imobilização da CALA em monólitos. Por exemplo, a CALA foi 

imobilizado em monólitos de sílica macroporosos com porosidade controlável (HE; 

GREENWAY; HASWELL, 2010), dessa forma, o butirato de 4-nitrofenil no meio 

água/decano foi hidrolisado pelo meio imobilizado e a enzima livre, com uma conversão de 

96% e 23%, respectivamente.  

  Muitos outros estudos podem ser encontrados nos últimos anos em relação à 

imobilização da CALA, como a imobilização desta em quitosana usando glutaraldeído para 

obter biocatalisadores ligados covalentemente ao suporte para serem utilizados na produção 

de éster metílico de ácidos graxos a partir de óleo de canola frito usado (AYBASTIER; 

DEMIR, 2014). Outro exemplo é a imobilização da CALA apenas em suportes hidrofóbicos, 

uma simples alternativa com resultados muito bons, na qual a CALA foi imobilizada em 

silicone com atividades volumétricas cerca de 53 vezes maiores que a atividade encontrada 

para a enzima imobilizada em gel (WU; KRAUME; ANSORGE-SCHUMACHER, 2011).  

  Visto que as propriedades de um biocatalisador são conduzidas pelas características 

da enzima e do suporte, é muito importante a etapa de escolha do suporte (FERNANDEZ-

LAFUENTE, 2009). 

  

2.3 Suportes 

A escolha do suporte para o processo de imobilização deve ser avaliada por algumas 

propriedades. Este deve apresentar características como funcionalidade química, 
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estabilidade na temperatura e pH utilizados na reação, compatibilidade com a enzima e com 

o substrato, baixo custo, entre outros  (BEZERRA, 2012). 

Segundo Vieira (2009), é importante que o suporte escolhido possua grupos químicos 

que não causem a desnaturação da enzima ao se ligar a ele, se apresentando quimicamente 

resistente às condições de imobilização e às condições em que as reações serão realizadas.  

Os suportes podem ser classificados como orgânicos e inorgânicos (BEZERRA et 

al., 2015). Para aplicação em processos industriais os suportes inorgânicos têm sido 

utilizados por apresentarem alta resistência mecânica, estabilidade térmica, resistência ao 

ataque microbiano e fácil regenerabilidade (DE SOUZA, 2016). No entanto, os suportes 

orgânicos apresentam vantagens no sentido de possuírem grupos funcionais capazes de 

promover a ligação enzima-suporte, além de uma variedade de grupos funcionais reativos 

poderem ser ligados a eles (BEZERRA, 2012; PINHEIRO et al., 2017; ADRIANO, 2008). 

Nesse contexto, vários reagentes químicos podem ser usados como agentes ativantes. 

Dentre os que se destacam por apresentarem propriedades que favorecem a formação de 

ligações covalentes multiponto entre a enzima e o suporte, estão os grupos epóxi, glioxil e o 

glutaraldeído (DE SOUZA et al., 2016). Os grupos epóxi podem reagir com vários 

aminoácidos presentes na superfície da enzima (Lis, grupo amino terminal, His, Tir, Cis Asp 

ou Glu), entretanto, a enzima precisa ser primeiro adsorvida no suporte e, só depois algumas 

ligações covalentes podem ocorrer, devido à sua baixa reatividade (PINHEIRO et al., 2018). 

A imobilização covalente multiponto de proteínas em suportes de glioxil ocorre apenas na 

presença de grupos aminos primários (MATEO et al., 2006). O glutaraldeído é um produto 

químico bastante usado no processo de modificação da superfície do biocatalisador. A 

ativação com glutaraldeído é umas das técnicas mais utilizadas para imobilizar enzimas 

(PINHEIRO et al., 2019) e é aplicada para produzir ligações muito estáveis ao reagir com 

os grupos aminos da enzima (DOS SANTOS, 2015). A estabilidade da enzima pode ser 

significativamente melhorada se uma intensa ligação covalente multiponto for alcançada 

(BARBOSA et al., 2014). No entanto, ele apresenta fraca estabilidade em pHs mais 

alcalinos, o que reduz as possibilidades de se obter ligações covalentes multipontuais 

(PINHEIRO et al., 2019;  DE SOUZA et al., 2016).  

Estudos recentes mostram o uso da divinilsulfona (DVS) como agente ativante, 

promovendo uma ligação covalente multipontual intensa (DOS SANTOS et al., 2015a; 

MILLÁN-LINARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2019). Para isso, o suporte deve conter 

uma ampla gama de grupos amino, tiol ou hidroxila para que a ativação com DVS ocorra 

(DE SOUZA et al., 2016).  
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 Os grupos vinil-sulfona podem envolver uma porcentagem maior da superfície da 

enzima na reação enzima-suporte, uma vez que estes grupos são bastante estáveis em uma 

faixa de pH entre 4 e 10 (DOS SANTOS et al., 2015b). Nesse trabalho, a possibilidade do 

ataque nucleofílico dos grupos vinil-sulfona aos grupos hidroxila do suporte, na reação do 

bagaço de caju com DVS, foram estudados. Diante disso, dentre os suportes orgânicos 

naturais já estudados, o bagaço de caju foi escolhido para aplicação neste trabalho.  

 

2.3.1 Bagaço de Caju  

  O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta tropical, sendo o caju composto 

da castanha (fruto) e do pedúnculo (pseudofruto) (REIS, 2016). O cajueiro é originário da 

região Nordeste do Brasil, no litoral nordestino, que apresenta as melhores condições 

ecológicas para o seu cultivo (CORREIA, 2013). A castanha de caju representa grande valor 

comercial no Brasil e no exterior e, o pedúnculo é subutilizado (REIS, 2016; CORREIA, 

2013). Estima-se que para cada tonelada de castanha de caju produzida aproximadamente 

10 - 15 toneladas de caju são obtidas como subproduto (DAS e ARORA, 2017).  

 O bagaço de caju (BAG) é um material orgânico e renovável (DE ALBUQUERQUE, 

2014; ROCHA, 2010).  O BAG é um subproduto da indústria de suco de caju e representa 

cerca de 15 a 20% do peso total do pedúnculo. No processo industrial de produção de suco 

de caju, são gerados cerca de 15% (m/m) de bagaço, representando um dos principais 

resíduos agroindustriais do Brasil (QUEIROZ et al., 2010; CORREIA et al., 2013 ; ROCHA 

et al., 2014; REIS et al., 2017; PADILHA et al., 2019). 

  Dessa forma, considerando a quantidade perdida no processamento  industrial e a não 

utilização dos pedúnculos  pelo mercado consumidor, devido as exigências de não aceitar 

esse produto com aspectos físicos inferiores, a utilização do bagaço de caju como material 

lignocelulósico surge como uma forma viável para produção de produtos de valor agregado, 

pois além de adquirir um produto final, também é dada uma finalidade aos rejeitos 

industriais.  

  Nesse contexto, o bagaço de caju pode ser utilizado como suporte para imobilização 

de enzimas, pois são materiais de baixo custo, minimizam os impactos ao meio ambiente e 

agregam valor a esses resíduos que não serão descartados na natureza, além de serem 

constituídos por material lignocelulose que apresentam boas propriedades mecânicas e 

físicas (DE SOUZA et al., 2016).  
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  Os maiores constituintes do bagaço de caju são celulose, hemicelulose e lignina.  As 

proporções desses constituintes foram relatadas por Rocha (2010) e por Correia et al. (2013): 

20,54% e 20,56%; 16,33% e 10,17%; 33,62% e 35,26%, respectivamente. Esses 

componentes formam uma estrutura rígida, pouco reativa e quando interligados atuam como 

uma barreira para a ação de enzimas, sendo necessário passar por tratamentos para posterior 

aplicação e, desse forma, promover a solubilização da lignina e o rompimento das estruturas 

cristalinas destes materiais (ARANTES E SADDLER, 2010; REIS, 2016). Nesse contexto, 

são realizados tratamentos que podem ser físicos, químicos, físico-químicos e biológicos.  

 

2.3.1.1 Pré-tratamentos 

A estrutura recalcitrante do material lignocelulósico é a principal barreira para sua 

utilização. A etapa para romper essa estrutura e tornar o material mais acessível ao ataque 

enzimático para conversão em açúcares ou para imobilização é o pré-tratamento (CORREIA 

et al., 2013). 

Devido à natureza cristalina da celulose e a dificuldade na acessibilidade dos agentes 

hidrolíticos, diante das complexas interações entre celulose e hemicelulose nas paredes 

celulares dos vegetais, entre esses polissacarídeos e lignina e também da barreira física 

formada por lignina em volta das fibras de celulose, surgiram inúmeros métodos de pré-

tratamento de biomassa (ROCHA, 2010). Estes métodos de pré-tratamento podem ser 

classificados como físicos, químicos, biológicos ou físico-químicos (CORREIA et al., 2013; 

ROCHA, 2010). Um tratamento é considerado eficiente se a acessibilidade ao ataque 

biológico (enzimas e microrganismos) é maximizada, e a formação dos co-produtos 

inibidores diminui (DE SOUZA, 2016). Dessa forma, vários reagentes químicos podem ser 

usados para modificar a estrutura do suporte, como grupos epóxidos, glioxil, glutaraldeído, 

divinilsulfona, considerando suas boas propriedades para permitir a ligação covalente 

multiponto entre a enzima e o suporte (DE SOUZA et al., 2016). 

 A determinação do tratamento adequado para a matéria-prima é realizada 

considerando o tipo de matéria-prima empregada, os rendimentos obtidos em cada processo 

e a aplicação do material.  

 De acordo com CORREIA (2013) e KODALI e POGAKU (2008), em busca de 

encontrar um método eficiente de pré-tratamento, importantes estudos vêm sendo realizados, 

visto que, se o pré-tratamento for muito agressivo o resultado é a produção de compostos 
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tóxicos e se o pré-tratamento não é eficaz o resultado é um material difícil de ser hidrolisado 

por enzimas. Diante disso, o tratamento com DVS pode ser promissor.  

 Dependendo do tipo de pré-tratamento, diferentes efeitos podem ser observados no 

material lignocelulósico pré-tratado como, por exemplo, alta extração de açúcares; remoção 

parcial ou quase total da lignina, aumento da porosidade e da área superficial do material, 

entre outros efeitos apresentados por GALBE e ZACCHI (2007).  

 Tratamentos físicos, como a moagem e a extrusão não alteram a composição da 

biomassa, mas alteram a sua estrutura por meio do aumento da área superficial e redução da 

cristalinidade e embora sejam simples, apresentam elevado custo energético. Enquanto, os 

biológicos apresentam um elevado tempo de processamento, tornando-os desinteressantes 

para aplicação comercial (ALVIRA et al., 2010). Os pré-tratamentos físico-químicos e 

químicos, de modo geral são eficientes, mas aumenta a produção de inibidores. Dentre os 

tratamentos químicos, os alcalinos removem, principalmente, a fração da lignina, logo a 

biomassa será composta predominantemente por hemicelulose e celulose ao final do 

processo (RODRIGUES, 2010), e o tratamento ácido, remove a hemicelulose para a corrente 

líquida, reduz a cristalinidade da celulose e, forma uma corrente rica em celulose e lignina  

(DE ALBUQUERQUE, 2014; DE SOUZA, 2016). 

Vários estudos tem sido realizados utilizando os pré-tratamentos químicos, 

destacando-se pré-tratamentos ácidos e básicos (CORREIA et, al, 2013; SAHA, 2003; 

SAHA et al., 2005; SAHA e COTTA, 2006; ROCHA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011; 

DE SOUZA et al., 2016). Alguns desses estudos utilizaram o bagaço de caju como matéria-

prima. No estudo desenvolvido por Correia (2013) foram realizados ensaios com bagaço de 

caju para a produção de etanol.  Albuquerque (2015) estudou a produção biotecnológica de 

xilitol a partir de hidrolisado de bagaço de caju. Souza (2016) avaliou a produção de 

biocatalisadores enzimáticos utilizando o bagaço de caju como suporte para imobilização de 

enzimas. Silva et al. (2019) estudou a biodegradação do fenol por Candida tropicalis ATCC 

750 imobilizada em bagaço de caju. 

Embora muitos métodos de pré-tratamentos tenham sido experimentados ao longo 

dos últimos anos, constata-se a necessidade em desenvolver novas alternativas eficientes em 

termos de baixos custos. Diante disso, este trabalho se baseou no estudo do pré-tratamento 

químico. Visto que, na literatura não foi relatado pré-tratamentos utilizando a DVS no 

processo, as melhores condições para este fim foram estudadas, de modo que a otimização 

das condições aplicadas foi realizada utilizando como ferramenta de análise o planejamento 

experimental através do Método Taguchi. Esse método será relatado a seguir.  
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2.4 Método Taguchi  

  O método Taguchi é um método muito eficaz usado na otimização e análise de efeitos 

de parâmetros, ele se destaca quando comparado aos modelos experimentais tradicionais que 

necessitam de bastante tempo e recurso, como o planejamento fatorial (ZHANG et al., 2019). 

O método Taguchi utiliza um arranjo ortogonal adequado de modo que é possível reduzir a 

maioria dos cálculos e também apresentar claramente a influência de cada fator no parâmetro 

desejado com a realização de menos experimentos, como apresentado no estudo de El khalidi 

(2018), onde um arranjo ortogonal L9 (33) foi utilizado usando as características da função 

"quanto maior, melhor", a fim de maximizar a resposta do coeficiente de textura.  

  Este método utiliza a relação sinal/ruído (S/R) para medir a variabilidade de 

desempenho, enquanto a ANOVA avalia a importância relativa de cada fator (PETERSEN; 

LINK; RUSHFORTH, 2009).  O valor da razão S/R é calculada a partir da Equação 1 

(PETERSEN; LINK; RUSHFORTH, 2009). 

𝑆

𝑅
= −10 log (

1

𝑛
∑

1

𝑦𝑖
2

𝑛

𝑖=1

)  (1) 

  Em que y é a atividade do biocatalisador para cada experimento, i é o número de 

repetições e n é o número de respostas para a combinação de todos os níveis dos fatores em 

qualquer combinação paramétrica. A relação S/R prevista em condições ideais para o 

processo de obtenção da atividade do biocatalisador foram estimadas pela Equação 2 

(CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013). 
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 Em que SM/R é a média aritmética de todas as relações S/R, S/Rj é a relação S/R no 

ponto ideal para cada fator e n é o número de fatores que afetam significativamente o 

processo.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Materiais 

A lipase A de Candida antarctica (CALA) (20,88 mg de proteína/ mL) foi fornecida 

pela Novozymes (Alcobendas, Espanha). O bagaço de caju (Anacardium occidentalis L.) foi 

gentilmente doado pela Indústria de Processamento de Sucos Jandaia (Ceará, Brazil). A 

divinilssulfona, etilenodiamina (EDA), triton X-100 e o butirato de p-nitrofenila (pNPB) 

foram todos adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Todos os outros 

reagentes químicos utilizados foram de qualidade analítica. A elaboração do planejamento 

experimental foi realizada pelo método Taguchi usando o software Statistica® 10 (Statsoft, 

EUA). 

 

3.2. Métodos 

3.2.1 Preparação do suporte 

A preparação do bagaço de caju foi realizada seguindo a metodologia utilizada por 

SOUZA et al. (2016). O bagaço de caju (BAG) coletado foi lavado três vezes com água 

destilada, seco a 60 °C por 24 h e moído em um moinho de faca para obter um tamanho 

médio de partícula inferior a 80 mesh (0,177 mm) e, então, foi usado como suporte. O BAG 

moído foi armazenado à temperatura ambiente (20-30 °C). 

3.2.2 Otimização do protocolo de modificação química do bagaço de caju com DVS 

Para este estudo, um planejamento experimental avançado pelo método Taguchi com 

uma matriz ortogonal padrão L16 (o "L" representa o quadrado latino e "16" o número de 

experimentos) foi usado para examinar cinco fatores em quatro níveis a fim de otimizar o 

protocolo de modificação química do bagaço de caju na presença de DVS e, dessa forma, 

obter as melhores condições de preparação do suporte para imobilização da CALA, em busca 

de maximizar a atividade do biocatalisador produzido. Os valores preestabelecidos para 

realização do planejamento experimental foram determinados de acordo com estudos 

realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa. Para isso, 1,0 g de BAG foi suspenso 

em 20 mL de solução de bicarbonato de sódio, variando a concentração (5, 25, 100 e 350 

mM) e pH (3, 5, 7e 12,5) da solução. A DVS também foi adicionada à solução variando sua 
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quantidade em quatro níveis (1, 3, 5 e 7.5 mL). O sistema foi mantido sob constante agitação 

durante os tempos de 30min, 3, 12, e 24 h a 4, 15, 25 e 30 °C.  

Após o tempo específico para cada ensaio de preparação do suporte, este foi filtrado 

à vácuo e lavado com água destilada. Em seguida, o BAG pré-tratado foi utilizado para 

imobilizar a CALA, como descrito na seção (3.2.3). Os resultados de atividade do derivado 

obtidos após imobilização da CALA em cada um dos suportes pré-tratados, definiu a 

otimização das melhores condições de preparação do suporte. A Tabela 1 mostra os cinco 

fatores independentes (quantidade de DVS, concentração de tampão, pH, temperatura e 

tempo) e seus níveis correspondentes. 

Tabela 1. Fatores independentes e seus respectivos níveis para o tratamento do suporte. 

 

Quantidade de 

DVS 

(mL) 

Concentração do 

tampão 

(mM) 

 

pH Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(h) 

Nível 1 (L1) 1 5 3 4 0,5 

Nível 2 (L2) 3 25 5 15 3 

Nível 3 (L3) 5 100 7 25 12 

Nível 4 (L4) 7,5 350 12,5 30 24 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

 Para o delineamento experimental e análise estatística, o software Statistica® 10 

(Statsoft, EUA) foi utilizado. Diante do objetivo deste estudo de maximizar a resposta 

(atividade do biocatalisador), os valores das relações S/R referentes às atividades do 

derivado foram calculadas utilizando a função "quanto maior, melhor". O valor da razão S/R 

para cada experimento foi calculado de acordo com a Equação 1 e 2, apresentadas na seção 

(2.5). 

 

3.2.3 Imobilização da CALA  

Os ensaios de imobilização foram realizados utilizando carga de 1 mg de proteína/g 

de suporte. A CALA foi imobilizada no bagaço de caju pré-tratado na presença de 0,01% 

(v/v) de Triton-X, para evitar a formação de dímeros e para que ocorra a ativação interfacial 

da lipase. O tampão utilizado foi o tampão fosfato de sódio 5 mM, pH 7,0 a 25 °C por 24 h, 

sob agitação contínua de acordo com Pinheiro et al. (2019). Após imobilização, os 

biocatalisadores foram incubados em tampão bicarbonato de sódio 100 mM, pH 10,0 (1:10 

m/v) a 25 °C por 24 h. Em seguida, os biocatalisadores foram incubados em uma solução de 

EDA 1 M, pH 10,0 também por 24 h a 4 °C. Finalmente, os biocatalisadores foram filtrados 

a vácuo, lavados com tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 7,0 e armazenados a 6 °C. Os 
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experimentos foram realizados em triplicata e os resultados são relatados como os valores 

médios obtidos e o desvio padrão mantido abaixo de 15%. 

 

3.2.4 Determinação da atividade enzimática e da concentração de proteína 

A atividade hidrolítica da CALA livre e imobilizada foi determinada seguindo a 

metodologia descrita por Pinheiro et al. (2019). Foi utilizado como solução de substrato o 

butirato de p-nitrofenila (p-NPB 50 mM em acetonitrila). Assim, 50 microlitros de solução 

de p-NPB foi adicionada a 2,5 mL de tampão fosfato de sódio pH 7.0 (25 mM) a 25 °C, 

juntamente com 50 microlitros de solução enzimática ou 30 mg de enzima imobilizada. O 

produto da reação, p-nitrofenol, foi quantificado espectrofotometricamente a 348 nm (ε = 

5.236 mol−1 cm−1), com temperatura e agitação controladas (PINHEIRO et al., 2019). Uma 

unidade de atividade (U) é definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 µmol de 

p-NPB por minuto, nas condições descritas anteriormente. A concentração de proteína foi 

determinada usando o método descrito por Bradford (1976) e a albumina de soro bovino foi 

usada como referência. 

 

3.2.5 Parâmetros de imobilização 

 Os parâmetros de imobilização foram determinados de acordo com a metodologia 

apresentada por Pinheiro et al. (2019). O rendimento de imobilização (%) descreve a 

porcentagem de atividade enzimática que foi imobilizada com sucesso no suporte. A 

atividade do derivado (U/g) foi determinada pela inclinação da curva (α) em abs/min 

multiplicada pelo fator da curva de calibração do p-nitrofenol (pNP) em µmol/mL.abs, pelo 

volume de reação em mL e o resultado dividido pela massa do suporte em g. A atividade 

teórica (AtT ) da lipase imobilizada no suporte pode ser calculada usando a quantidade de 

enzima oferecida/g de suporte multiplicada pelo rendimento da imobilização (DOS 

SANTOS et al., 2017). E a atividade recuperada é a porcentagem de atividade enzimática 

que é medida na enzima imobilizada versus a atividade imobilizada teórica. 

 

3.2.6 Caracterização do suporte antes e após otimização das condições de pré-tratamento 

 O BAG, BAG-DVS e o BAG-DVS-CALA foram caracterizados por diferentes 

técnicas, a saber: espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Análise 

de Termogravimetria (TGA e DTG) e análise elementar. O bagaço de caju in natura e o 
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bagaço pré-tratado na presença de DVS, também foram caracterizados quanto a 

concentração de umidade. 

 

3.2.6.1 Espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 Os espectros de absorção na região do infravermelho com Transformada de Fourier 

foram obtidos no Espectrômetro Perkin Elmer 2000 na faixa de 400 - 4000 cm-1. Para isso, 

as amostras foram previamente secas e pressionadas com KBr em formato de disco 

(MONTEIRO et al., 2019b). 

 

3.2.6.2 Análises de Termogravimetria (TGA e DTG) 

Os ensaios termogravimétricos foram realizados elevando a temperatura da amostra 

de 25 °C para 800 °C a uma taxa de 10 °C/min sob fluxo de nitrogênio em um analisador 

termogravimétrico V20 Q50 (MONTEIRO et al., 2019b). 

 

3.2.6.3 Análise Elementar 

 As análises elementares foram realizadas utilizando um Analisador Elementar - 

Perkin Elmer Série 2400 no modo CHNS. 

 

3.2.6.4 Determinação do teor de umidade 

 O teor de umidade foi determinado de acordo com metodologia do National 

Renewable Energy Laboratory NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008b). Em um 

cadinho de 25 mL, previamente pesado, adicionou-se 0,5 g ± 0,1 mg da amostra e em seguida 

foi levado para estufa a 105 °C por 4 h. Após esse período o material foi retirado da estufa e 

esfriado a temperatura ambiente em um dessecador para efetuar a pesagem. Colocou-se a 

amostra novamente na estufa a 105 °C e secou-se até peso constante. O peso constante foi 

definido como ± 0,1% de alteração no peso dos sólidos sobre uma hora de aquecimento da 

amostra. A percentagem de sólidos totais (ST) foi determinada segundo a Equação 3. 

 

                                            % umidade = 
𝑚Ú𝑀𝐼𝐷𝐴− 𝑚𝑆𝐸𝐶𝐴

𝑚ú𝑚𝑖𝑑𝑎
*100                                    (3) 
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3.2.7 Caracterização da enzima livre e imobilizada 

3.2.7.1 Curso de imobilização 

 A enzima foi imobilizada em tampão acetato de sódio (5 mM; pH 5,0), tampão 

fosfato de sódio (5 mM; pH 7,0) e tampão carbonato de sódio (5 mM; pH 9,0), durante 24 h 

a 25 °C. O suporte tratado na condição otimizada foi suspenso na solução enzimática sob 

agitação suave e periodicamente, amostras do sobrenadante e suspensão ou derivado foram 

retiradas e a atividade enzimática foi medida. Também foi realizado um ensaio em branco, 

na qual uma solução enzimática foi preparada nas mesmas condições de imobilização, mas 

na ausência de suporte (PINHEIRO et al., 2019). 

 

3.2.7.2 Estabilidade térmica e de pH  

 O biocatalisador foi incubado em tampão acetato de sódio (5 mM; pH 5,0), tampão 

fosfato de sódio (5 mM; pH 7,0) e tampão carbonato de sódio (5 mM; pH 9,0) a 70 °C. A 

atividade foi mensurada periodicamente usando o ensaio p-NPB, descrito na seção 3.2.4 e a 

atividade residual foi expressa como porcentagem da atividade inicial (atividade hidrolítica 

antes da incubação térmica). As meias-vidas foram calculadas a partir da desativação 

enzimática a 70 °C de acordo com o modelo de Sadana e Henley (HENLEY; SADANA, 

1985). 

 

3.2.7.3 Ensaio de carga máxima 

 A capacidade de carga do suporte foi investigada seguindo metodologia aplicada por 

SOUZA et al. (2016), oferecendo diferentes quantidades de proteína por g de suporte (1 a 

15 mg/g de suporte). As condições de imobilização foram apresentadas na seção 3.2.3.  

 

3.2.8 Análise qualitativa de proteínas SDS-PAGE  

Eletroforese em gel poliacrilamida (SDS- PAGE) foi realizada de acordo com 

LAEMMLI (1970). A enzima solúvel e imobilizada foi submetida a 100 °C durante 10 

minutos e alíquotas contendo 10 µL de solução foram distribuídas nos poços do gel. O gel 

de corrida, 12% de separação em uma zona de 9 cm x 6 cm, com 5% de concentração de 

poliacrilamida, foi submetido à voltagem de 150 V e tempo de corrida aproximadamente 1h 

e 30 minutos. A revelação dos géis foi com azul brilhante de Comassie. Os marcadores de 
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baixo peso molecular (GE Healthcare Life Sciences) utilizados eram compreendidos entre 

14 – 97 KDa. 

 

3.2.9 Síntese enzimática do composto responsável pelo aroma do jasmim 

Uma quantidade de 5 mg da enzima imobilizada foi adicionada a 20 µL de álcool 

benzílico e 50 µL de acetato de vinila em 2 mL de solução de hexano. Em seguida, as 

alíquotas foram retiradas após 12, 24 e 72 h, analisadas por cromatografia gasosa acoplada 

a espectrometria de massa usando colunas quirais (MELO et al., 2017). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

4.1 Otimização do protocolo de modificação química do bagaço de caju utilizando o 

Método Taguchi 

Na Tabela 2 são apresentados os resultados do processo de maximização da 

atividade do biocatalisador (BAG-DVS-CALA), em que a relação S/R foi determinada pela 

função “quanto maior, melhor”. 

Tabela 2. Planejamento experimental de matriz ortogonal L16 com os valores da atividade 

do derivado e as razões S/R (o processo de imobilização dos experimentos foi realizado em 

tampão fosfato de sódio 5 Mm em pH 7 a 25 ºC por 24 h, na presença de Triton - X 0,01%).  

 Experimento 
Quantidade de DVS  

(mL) 

Concentração 

do tampão 

(mM) 

pH 
Temperatura 

(° C) 

Tempo 

(h) 
 

Atividade 

do 

Derivado 

(U/g) 

 

Razões 

S/R 

 

1 1 5 3 4 0,5  3,2 ± 0,2 10,24 

2 3 100 12,5 4 3  0,7 ± 0,1 -2,73 

3 5 350 5 4 12  1,8 ± 0,2 5,25 

4 7,5 25 7 4 24  1,7 ± 0,0 4,55 

5 1 350 12,5 30 24  1,8 ± 0,1 5,34 

6 3 25 3 30 12  4,3 ± 0,1 12,73 

7 5 5 7 30 3  1,8 ± 0,1 5,01 

8 7,5 100 5 30 0,5  2,1 ± 0,1 6,44 

9 1 25 5 15 3  2,6 ± 0,2 8,46 

10 3 350 7 15 0,5  2,7 ± 0,1 8,72 

11 5 100 3 15 24  1,4 ± 0,0 3,17 

12 7,5 5 12,5 15 12  2,5 ± 0,2 7,89 

13 1 100 7 25 12  2,7 ± 0,0 8,56 

14 3 5 5 25 24  1,6 ± 0,2 4,08 

15 5 25 12,5 25 0,5  2,4 ± 0,0 7,75 

16 7,5 350 3 25 3  2,6 ± 0,1 8,16 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 
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O método Taguchi analisa os melhores resultados obtidos no planejamento 

experimental e, a partir disso fornece condições otimizadas para se alcançar um maior valor 

da atividade do biocatalisador. Esse valor é obtido pela maior razão S/R, que indica o melhor 

nível para cada parâmetro. A razão S/R ótima prevista para as condições otimizadas foi 

calculada a partir da Equação 1 (seção 2.5) e, para este estudo, a melhor razão obtida para 

maximizar a atividade do biocatalisador foi de 15.18. Esse resultado é fornecido pelo 

programa e sugere os melhores níveis para cada parâmetro, L2 (3 mL) para a quantidade de 

DVS, L1 (5 mM) para a concentração do tampão, L1 (3) para o pH,  L4 (30 °C) para a 

temperatura e L3 (12 h) para o tempo, como pode ser observado na Figura 3. Para essa 

combinação de parâmetros, a atividade teórica do BAG-DVS-CALA foi de 6,5 U/g, 

determinada pelo programa. A fim de validar as condições ideais, foram realizados 

experimentos em triplicata, obtendo uma atividade do derivado de 6,83 ± 0,55 (U/g).  

Figura 3. A média da razão S/R que representa a quantidade de DVS, a concentração 

do tampão, o pH, a temperatura e o tempo para otimização da preparação do suporte. 

 

 

Fonte: Adaptada de Software Statística (2019). 

As condições otimizadas (DVS: 3 mL, tampão: 5 mM, pH 3, 30 °C, 12 horas) 

proporcionaram mudanças na estrutura química do bagaço que favoreceram a imobilização 

da CALA. De acordo com De souza et al. (2016), para utilização do bagaço de caju como 

suporte são necessárias modificações na sua estrutura a fim de aumentar sua reatividade com 

DVS Tampão pH Temperatura Tempo 

1 

3 

5 

7,5 

5 

25 

100 

350 4 

3 

5 

7 

12,5 

15 

25 

30 0,5 

3 

12 

24 

Nível (L) 
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a enzima. A maioria dos métodos de pré-tratamento resultam no desarranjo das estruturas 

da celulose, contribuindo para uma maior exposição dos elementos que compõem o bagaço 

de caju (ROCHA et al, 2010; DE ALBUQUERQUE, 2014). Neste estudo, o método de 

moagem também foi utilizado, previamente, a fim de reduzir o tamanho das partículas e, 

assim, facilitar a introdução da enzima no suporte (DA SILVA et al., 2010; DE 

ALBUQUERQUE, 2014). 

Diante da possibilidade da introdução dos grupos divinilsulfona em diferentes pHs 

(DOS SANTOS et al., 2015b; PINHEIRO et al., 2019), os pré-tratamentos ácido, básico e 

neutro, foram avaliados. Para isso, uma solução de bicarbonato de sódio foi utilizada como 

descrito na seção métodos e, as condições utilizadas variaram em concentração de tampão 

(5, 25, 100, 350 mM) e pH (3, 5, 7 e 12,5), de acordo com o planejamento experimental 

apresentado na Tabela 1. Os melhores resultados foram obtidos em pH ácido, como pode 

ser observado na Figura 3.  

A temperatura foi o fator que mais influenciou no pré-tratamento do bagaço de caju, 

favorecendo a etapa de imobilização da CALA neste suporte, como pode ser visto na Tabela 

3. A classificação dos parâmetros (quantidade de DVS, concentração e pH do tampão, 

temperatura e tempo) com base na diferença dos valores da razão S/R entre os níveis mais 

alto e mais baixo dos fatores do processo (valores delta) é apresentada na Tabela 3. 

Tabela 3. Tabela de respostas das razões S/R. Outras especificações são descritas nos 

métodos. 

Níveis 

Quantidade de 

DVS 

(mL) 

Concentração do 

Tampão 

(mM) 

 

pH 
Temperatura 

(°C) 

Tempo 

(h) 

L1 4,33 8,15 8,57 6,80 8,29 

L2 7,38 5,70 4,56 3,86 4,73 

L3 7,06 5,29 6,06 6,87 8,61 

L4 7,14 6,76 6,71 8,37 4,29 

Delta 3,05 2,86 4,01 4,51 4,32 

Rank 4 5 3 1 2 

Fonte: Adaptada de Software Statística (2019). 

A temperatura aumenta as colisões moleculares e provoca uma diminuição na 

barreira de energia entre as moléculas dos reagentes, o que causa um acréscimo na taxa de 

reação do processo (BADGUJAR; PAI; BHANAGE, 2015; GUMEL; ANNUAR, 2016). 

Logo, é possível observar que temperaturas maiores podem melhorar ou facilitar as 
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modificações no suporte e a temperatura ótima de reação varia dependendo de vários fatores 

(KIM et al., 2019).  

O segundo fator de maior influência para este estudo foi o tempo, como pode ser 

observado na Tabela 3. Segundo Oliveira et al. (2019) o tempo é considerado um importante 

indicador da eficácia do processo e do desempenho econômico. Uma vez que um processo 

biotecnológico usado em larga escala deve combinar altas taxas de conversão em tempos de 

reação relativamente curtos (MARTINS et al., 2011). No entanto, dentre os tempos 

estudados (0,5, 3, 12 e 24 h), o tempo de 12 h se apresentou como condição ótima, como 

pode ser observado na Figura 3. Analisando a Figura 3 também é possível observar que o 

tempo de 0,5 h teve comportamente aproximado da condição ótima (12 horas), no entanto 

tentamos ser fieis aos resultados fornecidos pelo programa.  

Com relação ao pH, é importante observar, ao analisar a Figura 3, que o pH 3, o mais 

ácido utilizado nesse estudo, foi determinado como ótimo. O pré-tratamento ácido aplicado, 

ainda que em condições brandas, contribuiu para a introdução da enzima no suporte.  

Outro fator considerado nesse estudo foi a quantidade de DVS adicionada ao suporte 

durante sua preparação, para testar o seu efeito nas interações enzima-suporte, devido à alta 

reatividade dos grupos DVS. Dessa forma, como mostrado na Figura 3, 3mL de DVS por g 

de suporte foi determinada como condição ótima neste planejamento, dentre os valores 

preestabelecidos (1, 3, 5 e 7,5 mL). Este resultado mostra que é possível que em altas 

concentrações de DVS ocorra cross-linking intermolecular e, não favoreça a função da DVS 

como agente ativador para formar a ligação entre a enzima e o suporte. Entretanto, é 

importante observar (Tabela 3) que o pH teve maior influência nos resultados alcançados 

quando comparado a quantidade de DVS adicionada. Visto que os grupos vinil-sulfona são 

bastante estáveis a uma gama de pH entre 4 e 10, valores extremos de pH podem não 

favorecer a introdução de DVS no suporte (PINHEIRO et al., 2019). Além disso, 

possivelmente em altas concentrações de DVS pode ter ocorrido cross-linking 

intermolecular, como mostra a Figura 5. No entanto, é possível que a divinilsulfona tenha 

apresentado os efeitos esperados como agente ativador, como será mostrado no decorrer das 

discussões.  

Apesar de a força iônica ter apresentado menor influência na maximização dos 

resultados, como pode ser observado na Tabela 3, este é um parâmetro importante a ser 

considerado na preparação e ativação do suporte, bem como para imobilização enzimática 

(BISSWANGER, 2014; MENDES et al., 2011; SIMON, 2015). Neste trabalho, como pode 

ser observado ao analisar a Figura 3, o menor valor estudado da concentração do tampão (5 
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mM) através do planejamento experimental, foi determinado como condição ideal para se 

obter os melhores resultados de atividade do derivado. Observando as condições utilizadas 

para a maior atividade do derivado apresentada na Tabela 2 (ensaio 6), pode-se ver que a 

concentração do tampão foi de 25 mM. É possível que a utilização da força iônica do tampão 

a 5 e 25 mM não tenham apresentado diferença significativa nos resultados. Dessa forma, o 

programa tendeu ao menor valor, já que ele visa à redução de custos de produção (LI; ZHU, 

2019). De acordo com Bisswanger (2014) uma quantidade elevada de íons na solução, pode 

diminuir a solubilidade da enzima, conduzindo a sua precipitação. Essa precipitação pode 

provocar a redução da capacidade catalítica e a desativação da enzima, dependendo da 

natureza do íon (BISSWANGER, 2014). Além disso, segundo Arana-Peña et al. (2020) 

observaram, o aumento da força iônica durante a imobilização da enzima pode produzir um 

efeito negativo na atividade da enzima com pNPB. Portanto, o bagaço preparado com baixa 

força iônica favoreceu a imobilização enzimática.  

4.2 Caracterizações do Suporte 

Análises FTIR foram realizadas para avaliar a modificação da estrutura do bagaço de 

caju (BAG) devido à reação de ativação com a divinilsulfona (DVS), nas condições ótimas 

obtidas a partir do planejamento experimental (BAG – DVS) e imobilização da CALA (BAG 

– DVS – CALA). Os espectros obtidos na região do infravermelho para as amostras do 

bagaço de caju, BAG – DVS, e BAG – DVS – CALA estão mostrados na Figura 4. Nos 

espectros em todas as amostras são observadas bandas em 3375, 2927 e 2852 cm-1 que 

podem ser associadas ao estiramento da ligação O – H e aos estiramentos simétricos e 

assimétricos das ligações C – H, respectivamente. Além dessas, também foi observado uma 

banda próximo de 1739 cm-1 que é relacionada ao estiramento C = O associadas a grupos 

acetil e de ácidos carboxílicos presentes na unidade de hemicelulose (SILVA et al., 2015). 

As bandas relacionadas ao estiramento assimétrico de carboxilatos foram observadas em 

aproximadamente 1629 cm-1 (LEÃO et al., 2017). Vibrações esqueletais características da 

ligação C – C de anéis aromáticos foram observadas na faixa de 1560 – 1500 cm-1 (XU et 

al., 2018). Bandas características da lignina presente nas amostras foram observadas em 

1516 e 1448 cm-1 e são associadas ao estiramento C = C e a deformação angular da ligação 

C – H em anéis fenólicos, respectivamente (REIS et al., 2017). Outras bandas características 

de materiais lignocelulósicos também foram observadas em 1375, 1236, 1153 e 1031 cm-1e 

podem ser associadas a vibração de estiramento da ligação C – H, C – O  de grupos acetil 

presentes na hemicelulose, estiramento assimétrico da ligação C – O  e ao estiramento da 
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ligação C – O – C, respectivamente (DE SOUZA et al., 2016; KLAPISZEWSKI et al., 2013). 

Com relação aos grupamentos provenientes da DVS, essa caracterização não foi sensível o 

suficiente para indicar a reação ou interação do bagaço com a divinilsulfona, devido a 

complexa estrutura do suporte.  

Figura 4. Espectro na região do infravermelho das amostras (I) BAG, (II) BAG – DVS e 

(III) BAG – DVS – CALA. 

                     

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

Os espectros na região do infravermelho obtidos para as amostras sintetizadas neste 

trabalho são extremamente semelhantes. A ativação da amostra BAG com a molécula DVS 

deveria gerar na sua estrutura grupos S = O, como mostra a Figura 5, que deveriam mostrar 

uma absorção na região de 1300 cm-1 (PINHEIRO et al., 2019). No entanto, não foi possível 

observar mudanças nas intensidades relativas dessas bandas, visto que os materias 

lignocelulósicos são bastantes complexos e devido a presença de interferentes e o fato desse 

método ser qualitativo, não foi possível observar modificações na estrutura química da 

amostra BAG com a DVS. O mesmo acontece com a amostra BAG – DVS – CALA, na qual 

a complexa estrutura química do suporte dificultou observar bandas que possa sugerir a 

inserção da enzima CALA, foi possível identificar apenas uma sutil mudança que surge em 

Comprimento de onda (cm-1) 

1712 
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1712 cm-1, que pode ser atribuído aos estiramentos C = O de cetonas, ácidos carboxílicos e 

ésteres não-conjugados, grupos estes que fazem parte do bagaço (REIS et al., 2017). 

Figura 5. Mecanismos de ligações entre a DVS e o bagaço de caju. 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

A Tabela 4 mostra os resultados da análise elementar (percentagem de C, H, N e S) 

do bagaço puro, bagaço tratado com DVS e do biocatalisador. A percentagem de carbono, 

hidrogênio e enxofre no bagaço não foi significativamente alterada quando comparada com 

a percentagem de nitrogênio. Com relação a quantidade de enxofre, através da análise 

elementar não foi possível observar aumento na quantidade de DVS na amostra em que o 

bagaço de caju foi ativado com a divinilsulfona (BAG – DVS) e na amostra BAG – DVS 

– CALA. No entanto, a considerável alteração na quantidade de nitrogênio apresentada no 

biocatalisador, sugere que a enzima foi imobilizada.  

Tabela 4. Análise elementar (carbono, hidrogênio, nitrogênio, enxofre) do bagaço puro, 

bagaço tratado com DVS nas condições otimizadas e do biocatalisador. Outras 

especificações foram descritas nos métodos. 

Material % Carbono % Hidrogênio % Nitrogênio % Enxofre 

BAG 47,08 6,63 1,92 1,67 

BAG-DVS 46,02 6,43 1,88 1,87 

BAG-DVS-CALA 46,23 6,58 5,61 1,69 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

Estes resultados indicam que a modificação química do suporte favoreceu a 

imobilização da CALA e que possivelmente não houve ativação do suporte com 

divinilsulfona, uma vez que a pH muito ácido, como a condição ótima obtida através do 

planejamento experimental (pH 3), os grupos divinilsulfona podem reagir muito pouco com 
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os grupos hidroxilas, ou seja, pode não ocorrer a ionização desses grupos que facilite a 

ligação com os grupos vinilsulfona (PINHEIRO et al., 2019). No entanto, diante dos 

resultados de imobilização apresentados no decorrer das discussões (Tabela 5) é possível 

que essa modificação na composição química do suporte tenha ocorrido e que este tenha sido 

ativado com DVS, mas que, como já foi citado, poucos grupos tenham sido introduzidos, 

visto que o pH é muito ácido (pH 3). Além disso, também é possível que a ligação entre o 

suporte e o agente ativante (DVS) tenha ocorrido pelos dois extremos da molécula, como 

mostrado na Figura 5, de modo que esta conformação tenha impedido a inserção de novas 

moléculas de divinilsulfona e impedido uma maior ativação do suporte.  

 Outras caracterizações também foram realizadas no suporte puro, suporte tratado com 

DVS nas condições otimizadas e no biocatalisador, a fim de compreender as mudanças 

químicas e físicas que ocorreram. 

 A Figura 6 A, B mostra as curvas de TGA e DTG obtidos para as amostras BAG, BAG 

– DVS e BAG– DVS – CALA. O primeiro ocorre em uma faixa de temperatura de 25 – 168 

°C e pode ser atribuída a evolução de água adsorvida nas amostras (WATKINS et al., 2015). 

Nessa etapa as amostras BAG, BAG – DVS e BAG – DVS – CALA apresentam uma perda 

de massa de 14,3, 17,2 e 16,1%, que pode ser atribuída à maior retenção de água com a 

funcionalização e imobilização. O segundo evento térmico é onde se dá início a degradação 

dos principais componentes do bagaço, ele tem início em 187 °C e continua até 500 °C. A 

perda de massa para esse evento foi de 51,9, 49,9 e 55,7% para as amostras BAG, BAG – 

DVS e BAG – DVS – CALA, respectivamente. Nesse evento são observadas o início da 

degradação da celulose, hemicelulose e lignina, que são os principais componentes do 

bagaço. A DTG para esse evento pode revelar em que temperatura cada uma desses 

componentes contribui de forma majoritária. Para o bagaço puro, a DTG revela que o 

segundo evento térmico tem três máximos de degradação que podem estar relacionados com 

os principais componentes do bagaço. Yang et al. (2007) estudaram separadamente a pirolise 

dos principais componentes de materiais lignocelulósicos. Eles observaram que a 

hemicelulose é o componente que se decompõe com mais facilidade seguido da celulose e 

lignina. Isso pode estar relacionado com os grupamentos que formam estas moléculas, 

podendo haver regiões que ocorrem a degradação de mais de uma delas. Assim, o primeiro 

máximo que ocorre em 257 °C pode ser relacionado com a degradação da hemicelulose, 

enquanto que o segundo e o terceiro ocorrem nas temperaturas de 306 e 335 °C e podem ser 

relacionados com a degradação da celulose e lignina, respectivamente (CHEN; YE; SHEEN, 

2012; MENDU et al., 2011). Interessantemente para a amostra ativada com DVS foi 
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observado somente dois máximos de absorção que ocorrem em 320 e 340 °C. Enquanto que 

para a amostra contendo a enzima foi observado somente um máximo de degradação em 329 

°C. Para todos os materiais a degradação continua até 800 °C. Entretanto, é interessante notar 

que as amostras BAG e BAG – DVS tem uma perda de massa total abaixo de 85%, que pode 

ser devido a repolimerização da lignina formando coque (MENDU et al., 2011). Contudo, a 

amostra com a enzima CALA obteve uma perda total acima de 85%, mostrando-se ser menos 

estável termicamente. 

Figura 6.  Análises Termogravimétricas ATG (A) e DTG (B) das amostras (I) BAG, (II) 

BAG – DVS e (III) BAG – DVS – CALA.  

  

 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

 

 Nesse contexto, a fim de analisar o teor de água no bagaço utilizado, e padronizar as 

amostras, analisou-se o percentual de umidade após pré-tratamento, na amostra BAG-DVS, 

observando-se assim que a modificação química realizada alterou significativamente o 

percentual de umidade presente na matéria-prima. O bagaço isento do pré-tratamento (in 

natura) apresenta 8,5 ± 0,06% em umidade e após o pré-tratamento com a DVS apresentou 

49,0 ± 0,54%, visto que a inserção de grupos promove maior hidratação do suporte. Este 

resultado está em consonância com o TG. Outro fator que pode ter influenciado é o fato de 

não ter sido realizada uma etapa de secagem prévia, como no bagaço isento de pré-

tratamento.  

(A) 

(B) 
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 O uso do BAG-DVS úmido como suporte para imobilização se deu devido aos bons 

resultados obtidos, dessa forma uma etapa de secagem não foi considerada antes da 

imobilização da CALA, evitando uma nova etapa no processo.    

4.3 Avaliação da imobilização da CALA  

Após definir as melhores condições de preparação do suporte, obtidas através do 

método Taguchi, o efeito do pH durante a imobilização foi avaliado. A enzima foi 

imobilizado em tampão acetato de sódio a pH 5,0, tampão fosfato de sódio pH 7,0 e tampão 

carbonato de sódio pH 9,0. Os resultados referentes aos cursos de imobilização são 

mostrados na Figura 7.  

Figura 7. Curso de imobilização da CALA em BAG-DVS em diferentes condições, tampão 

acetato de sódio a pH 5 (A), tampão fosfato de sódio a pH 7 (B) e tampão carbonato de sódio 

a pH 9. Atividades totais relativas de referência (■); sobrenadante (●) e a atividade de 

suspensão durante a imobilização (▲). 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 



45 

 

 

Para cada caso, uma solução de referência foi preparada (uma solução enzimática 

em condições idênticas às de imobilização, mas na ausência de suporte) e manteve a 

atividade durante o processo de imobilização, de modo que o rendimento da imobilização 

pudesse ser calculado pela diminuição da atividade do sobrenadante. Uma característica 

distintiva das lipases é que elas frequentemente exibem aumento na atividade enzimática na 

interface de lipídios e água. Esse processo de ativação, geralmente conhecido como ativação 

interfacial, é devido as alterações conformacionais na estrutura da lipase (ERICSSON et al., 

2008). Esse fato foi observado nesse estudo, devido à utilização do detergente Triton-X 

0,01%, (v/v) na imobilização da CALA no bagaço de caju, em todos os pHs analisados.  

Os cursos de imobilização realizados foram acompanhados por 24 h. A partir da 

interpretação dos gráficos (Figura 7), é possível observar que na imobilização a pH 5 (Figura 

7A) o melhor tempo de imobilização foi obtido em 24 h, no qual se observa a maior queda 

da atividade do sobrenadante, com aproximadamente 68% da enzima imobilizada. A 

imobilização nesse pH favoreceu a adsorção iônica, visto que a atividade da sobrenadante 

diminuiu e houve aumento na atividade da suspensão. A pH 5, provavelmente, os resíduos 

reativos estão mais expostos, de forma a ter uma maior interação enzima-suporte. Visto que 

o ponto isoelétrico da CALA é 7,5, neste pH ela tem carga global positiva. No entanto, não 

foi observado um aumento na atividade do biocatalisador, possivelmente devido à 

conformação da CALA ao ser imobilizada. A literatura reporta valores baixos de atividade 

do derivado neste pH (ARANA-PEÑA; LOKHA; FERNÁNDEZ-LAFUENTE, 2019).  

Entre os tempos de 1 e 16 h praticamente não teve alteração do rendimento de imobilização 

no pH 5, o que pode estar relacionado à alta estabilidade da CALA em pHs ácidos (ONDUL; 

DIZGE; ALBAYRAK, 2012).  

A pH 7 (Figura 7B) é possível notar uma oscilação maior na atividade do 

sobrenadante, nos tempos iniciais. No entanto, após 16 h a imobilização chega a se manter 

praticamente constante. De acordo com Guisan (2013), as interações para imobilização de 

lipases por adsorção podem ser relativamente fracas, desta forma as porções fracamente 

adsorvidas de CALA podem ter sido dessorvidas do bagaço de caju e depois imobilizadas 

novamente ao longo do tempo. No entanto, após 5 h de imobilização a atividade do derivado 

se manteve praticamente constante, provavelmente devido a forma de interação entre os 

grupos funcionais do suporte com os aminoácidos residuais da enzima que serão 

apresentados e explicados no decorrer do trabalho.  
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No curso de imobilização a pH 9 (Figura 7C), foram encontrados os menores 

valores de rendimento de imobilização da CALA no bagaço de caju, visto que a atividade 

do sobrenadante apresentou pouca diminuição. Além disso, ocorre uma grande oscilação na 

atividade de suspensão, sendo possível observar um aumento na atividade do derivado até o 

tempo de 5 h, após isso, ela passa a diminuir. Em pHs maiores, a tendência seria a formação 

de ligação covalente no suporte, entretanto o processo de introdução de grupos no BAG não 

ocorreu de forma satisfatória. Com isso, as interações físicas via adsorção podem ter 

prevalecido, por outro lado o rendimento de imobilização foi baixo. Isso pode estar 

relacionado ao fato da CALA apresentar alta instabilidade em pHs alcalinos (MONTEIRO 

et al., 2019a) possivelmente devido a repulsão de cargas negativas do suporte e da enzima 

que pode ter ocorrido.   

Dessa forma, foi importante acompanhar o curso de imobilização nos diferentes 

pHs, por 24 h, pois observou-se que em pH 7, pH ótimo da CALA (MONTEIRO et al., 

2019a), após 16 h a imobilização se manteve constante. Assim, selecionou-se o tempo de 24 

h como o tempo de imobilização da enzima no suporte, o mesmo tempo utilizado na 

imobilização da CALA após os pré-tratamentos do bagaço de caju, que determinaram as 

melhores condições do suporte para se obter a melhor atividade do derivado.  

Os parâmetros de imobilização foram avaliados em pH 5, 7 e 9 e os resultados estão 

apresentados na Tabela 5. O protocolo de imobilização completo (imobilização, incubação 

e bloqueio), descrito na metodologia (seção 3.2.3), continuou a ser utilizado. 

O melhor rendimento de imobilização foi obtido a pH 5 (64,1 ± 0,8 %) (Tabela 7), 

possivelmente devido a maior quantidade de resíduos reativos neste pH (Figura 7A). 

Entretanto, nessa mesma condição, o biocatalisador apresentou baixo valor de atividade do 

derivado e atividade recuperada, 0,46 ± 0,0 U/g e 3,23 ± 0,2 U/g, respectivamente, o que 

deve estar relacionado à grande quantidade de resíduos reativos da enzima interagindo com 

o suporte, a qual pode ter causado uma distorção na estrutura da enzima de forma que a 

mesma perdesse atividade catalítica.  

A pH 9, o rendimento atingido foi de 48,1 ± 0,7 %, enquanto a atividade do derivado 

foi de 1,26 ± 0,0 U/g (Tabela 5). Como pode ser observado através da Figura 7C, em pH 9, 

a quantidade de resíduos reativos é menor que nos demais pHs (5 e 7). No entanto, é possível 

que os resíduos reativos neste pH, estejam mais expostos de forma a ter uma maior interação 

enzima-suporte. A atividade do derivado provavelmente está sendo afetada pela 

conformação que a enzima está apresentando ao se ligar por esses resíduos.  
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O melhor valor de atividade do derivado foi alcançado a pH 7 (6,83 ± 0,5 U/g), apesar 

do baixo rendimento de imobilização (24,1 ± 0,5 %), como pode ser visto na Tabela 4. Isso 

pode estar relacionado à conformação que a CALA apresenta ao imobilizar pelos resíduos 

que estão mais reativos neste pH, os resíduos de lisina, aspartato e arginina. 

Tabela 5. Parâmetros de imobilização da CALA: Rendimento de imobilização (R), atividade 

teórica (AtT), atividade do biocatalisador após (AtD) incubação em tampão carbonato de 

sódio e bloqueio com EDA, e atividade recuperada (AtR). 1 mg de proteína por 1 g de suporte 

foi a carga de imobilização utilizada, conduzida em tampão acetato de sódio pH 5, tampão 

fosfato de sódio pH 7 e tampão carbonato de sódio pH 9. 

Biocatalisador pH 
R 

(%) 

AtT 

(U/g) 

AtD 

(U/g) 

AtR 

(%) 

 5 64,1 ± 0,8 14,2 ± 0,3 0,46 ± 0,0 3,23 ± 0,2 

BAG-DVS-CALA 7 24,1 ± 0,5 5,14 ± 0,1 6,83 ± 0,5 130,0 ± 13,2 

 9 48,1 ± 0,7 10,3 ± 0,2 1,26 ± 0,0 12,3 ± 0,7 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

Na Figura 8 é mostrado os resíduos de aminoácidos da CALA durante imobilização 

no bagaço de caju em pH 5, 7 e 9. O ponto isoelétrico do BAG foi considerado ácido, visto 

que o mesmo passa por um pré-tratamento em pH 3. Foi relatado que a cisteína e a histidina 

são resíduos bastante reativos com grupos divinilsulfona em pH 5 e 7 (DOS SANTOS et al., 

2015b). Também foi relatado a reatividade dos grupos lisina a pH 7 e, dos grupos lisina, 

cisteina e histidina a pH 9 com divinilsulfona (DOS SANTOS et al., 2015b).  

Diante disso, os resultados dos rendimentos apresentados na Tabela 5, podem ser 

explicados. Pois, com relação a CALA, em pH 5, a cisteína e a histidina não apresentam 

reatividade na imobilização com o bagaço de caju pré-tratado e ativado com DVS a pH 3 

(Figura 8A).  No entanto, a pH 7 e 9, a lisina apresenta reatividade (Figura 8B,C). Porém, 

em pH 7 existe a presença de uma quantidade maior de grupos reativos, além da lisina. Os 

resíduos cisteína a pH 9 e a histidina a pH 5 e 7, apresentam um quantidade irrelevante na 

sequência de aminoácidos da CALA. A histidina foi apresentada apenas no sítio ativo.   
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Figura 8. Resíduos de aminoácidos da CALA a pH 5 (A), pH 7 (B) e pH 9 (C). Sítio ativo: 

histidina (vermelho)/ aspartato (amarelo)/ serina (laranja); Resíduos de aspartato (amarelo); 

Resíduos tirosina (rosa); Resíduos de lisina (verde); Resíduos de arginina (azul claro).  

 

Fonte: Pymol (2019), modificada pela autora. 

Diante do melhor resultado de atividade do derivado encontrado a pH 7, também 

foram realizadas neste pH, para comparação dos resultados, a imobilização com o bagaço in 

natura (BAG-CALA), por adsorção física e, a imobilização utilizando o bagaço pré-tratado, 

sobre condições otimizadas pelo método Taguchi, no entanto, sem a adição da DVS (5 mM, 

pH 3, 30 °C, 12 h). Esse novo biocatalisador será apresentado como BAG-TRAT-CALA.  

Na imobilização por adsorção física, o biocatalisador apresentou desempenho 

inferior ao BAG-DVS-CALA, com relação à atividade do derivado, como é mostrado na 

Tabela 6. No entanto, o rendimento de imobilização foi superior (66 ± 0,9 %). Esses 

resultados podem estar relacionados com as interações enzima-suporte que são muito fracas, 

na imobilização por adsorção física e, provavelmente, após a lavagem e filtração à vácuo do 

derivado, a enzima se dessorveu do suporte com maior facilidade.  
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Tabela 6. Parâmetros de imobilização da CALA no bagaço in natura (BAG-CALA) e no 

bagaço tratado sem a presença de DVS (BAG-TRAT-CALA): Rendimento de imobilização 

(R), atividade teórica (AtT), atividade do biocatalisador (AtD) sem as etapas de incubação em 

tampão carbonato de sódio e bloqueio com EDA, e atividade recuperada (AtR). A 

imobilização foi conduzida em tampão fosfato de sódio pH 7.  

Biocatalisador 
R 

(%) 

AtT 

(U/g) 

AtD 

(U/g) 

AtR 

(%) 

BAG – CALA  66,0 ± 0,9 21,7 ± 0,3 2,3 ± 0,2 10,6 ± 0,9 

BAG – TRAT – CALA  40,2 ± 1,6 14,6 ± 1,4 6,11 ± 0,8 43,8 ± 0,1 

BAG – DVS – CALA  24,1 ± 0,5 5,14 ± 0,1 6,83 ± 0,5 130,0 ± 13,2 

Fonte: Elaborada pela autora (2019). 

Para o BAG – TRAT – CALA a atividade do derivado foi de 6,11 ± 0,8 U/g. Apesar 

desse resultado ser próximo ao resultado encontrado para o bagaço tratado na presença de 

DVS (6,83 ± 0,5), é possível que a modificação da estrutura química do bagaço de caju tenha 

ocorrido tanto devido ao pré-tratamento químico aplicado quanto com a ativação do suporte 

com DVS, diante dos excelentes resultados de estabilidade térmica obtidos, apresentados na 

Tabela 7. Devido a isso, possivelmente além da imobilização por adsorção, a imobilização 

por ligação covalente também pode ter ocorrido, de modo que poucas ligações covalentes 

foram formadas e por isso a enzima dessorveu do suporte.  

Com relação a diferença dos rendimentos de imobilização para as amostras BAG – 

CALA, BAG-TRAT-CALA e BAG-DVS-CALA, mostrados na Tabela 6, podem estar 

relacionados ao cross – linking formado com a adição da DVS que faz com que haja 

recobrimento da superfície do suporte, o que reduz a capacidade de imobilização. 

Consequentemente, obtem-se menos efeitos difusivos e maior atividade.  

 Dessa forma, as caracterizações do biocatalisador apresentadas a seguir foram 

realizadas na presença DVS.  

 

4.5 Efeito do pH na estabilidade do biocatalisador  

A enzima livre e o biocatalisador foram avaliados quanto à inativação térmica a 70° 

C em diferentes pHs. A estabilidade da CALA e do BAG-DVS-CALA foram investigadas 
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incubando-os em tampão acetato de sódio pH 5, tampão fosfato de sódio pH 7 e tampão 

carbonato de sódio pH 9. Os resultados estão apresentados na Tabela 7. 

Tabela 7. Tempos de meia-vida (expressa em minutos) da CALA e da BAG-DVS-CALA 

conduzidas a 70 °C em pHs 5, 7 e 9.  

Biocatalisador 
t1/2 (min) 

pH 5 pH 7 pH 9 

CALA 661,8 95,4 1,4 

BAG-DVS-CALA >1440 390 >1440 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

A meia-vida da enzima solúvel (Tabela 7) foi inferior a enzima imobilizada em 

todos os pHs estudados. Obteve-se melhor resultado de estabilidade térmica em pH 5, uma 

vez que, neste pH, o tempo de meia-vida do biocatalisador não foi alcançado a 70 °C após 

24 h, tendo uma diminuição da sua atividade inicial em torno de 25%, apenas. Isso se deve 

ao fato da CALA apresentar alta estabilidade em pH ácido (ONDUL; DIZGE; ALBAYRAK, 

2012).  

A pH 9 a enzima livre alcançou o tempo de meia-vida em menos de 2 min, diante 

disso, o resultado de inativação do biocatalisador se torna bastante interessante para este pH, 

visto que com 24 h de análise o BAG-DVS-CALA diminuiu aproximadamente 35% da sua 

atividade inicial. Estudos relatam que a CALA é capaz de tolerar uma faixa de pH 

relativamente ampla (5-9), sendo altamente estável em sua forma imobilizada, de modo que 

pode ser usada em temperatura elevada por milhares de horas, sem perda significativa de 

atividade (MONTEIRO et al., 2019b). De acordo com Monteiro et al (2019b) quanto menor 

estabilidade da enzima, maior a estabilização devido à imobilização. Nesse contexto, a 

literatura apresenta alta instabilidade da CALA em pHs muito básicos (MONTEIRO et al., 

2019a). De fato, o estudo de inativação térmica (70 °C) que começou a ser realizado a pH 

10 não foi continuado, pois a enzima livre se desnaturava imediatamente ao entrar em 

contato com o tampão.  

Nos estudos a pH 7, a enzima livre apresentou meia-vida de 95,4 min, no entanto o 

biocatalisador se apresentou, aproximadamente, 4 vezes mais estável que a enzima livre. O 

fato de nesse pH (7) o biocatalisador apresentar a mais baixa meia-vida dentre os pHs 

estudados (5, 7, 9) pode estar relacionado ao uso do tampão fosfato de sódio, que pode causar  
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efeitos negativos na estabilidade da lipase, como relatado recentemente (MONTEIRO et al., 

2019a). 

Estes resultados indicam que houve uma forte interação entre a enzima e o suporte e, 

que a incubação do biocatalisador em uma temperatura mais alta contribuiu para um 

rearranjo e conformação mais estável da enzima. Visto que a CALA é capaz de manter sua 

atividade hidrolítica em temperaturas mais altas, acima de 90 °C e, em uma faixa ampla de 

pH (5-9) (ERICSSON et al., 2008).  O estudo de inativação térmica foi realizado a 70° C, 

no intuito de analisar um faixa de pH mais ampla e, apesar desta não ser a temperatura ótima 

da CALA, ela pode se inativar devido as condições de imobilização. Como foi relatado com 

relação ao pH 10.  

Confirmando os bons resultados de estabilidade do biocatalisador em estudo, após 8 

meses de estocagem, este apresentou perda de aproximadamente 50% da sua atividade 

inicial, diminuindo de 6,8 U/g para 3,6 U/g.   

 

4.6 Ensaio de carga máxima 

Para aproveitar ao máximo a superfície externa do bagaço de caju, considerando que 

materiais lignocelulósicos possuem poucos poros, logo, a área superficial do bagaço é 

pequena (DE SOUZA et al., 2016), o carregamento máximo da CALA deve ser utilizado. É 

importante ressaltar que esse estudo foi realizado na tentativa de atingir a carga máxima de 

imobilização. Para esse fim, a Figura 9 mostra o rendimento de imobilização e a atividade 

teórica em diferentes cargas da CALA (0,5-15 mg de CALA por grama de BAG). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 

 

 

Figura 9. Capacidade de carga de proteína do BAG para CALA.  

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

O maior rendimento de imobilização (40%) foi atingido por 0,5 mg/g e diminui à 

medida que o carregamento de CALA no BAG aumenta. Por outro lado, a atividade teórica 

aumenta à medida que a carga de CALA no BAG aumenta, até 10 mg/g. De fato, a maior 

atividade teórica (96 U/g) foi atingida com carga de 10 mg/g. Após isso, a atividade teórica 

diminui. A maior carga enzimática pode ter aumentado a difusão de substrato (RIOS et al., 

2019), diminuindo o valor da atividade teórica. Além disso, altas cargas podem causar 

interações enzima-enzima e inibir o alongamento flexível de conformação enzimática, 

resultando em impedimento estérico e inativação da enzima (ZHANG; YUWEN; PENG, 

2013). 

A literatura apresenta um estudo da capacidade de carga no bagaço de caju utilizando 

um pré-tratamento com peróxido de hidrogénio alcalino (DE SOUZA et al., 2016), onde 

variaram a carga de enzima oferecida entre os valores de 0,5 a 30 mg/g de suporte. No 

entanto, a enzima utilizada foi a lipase B de Candida antarctica (CALB), o glutaraldeído foi 

usado como grupo ativante e a imobilização ocorreu por ligações covalentes. Os resultados 

indicaram que os maiores rendimentos de imobilização foram observados utilizando baixas 

concentrações de proteína, a capacidade máxima de carga do suporte foi de cerca de 10 a 

11 mg/g de suporte.  

Carga Enzimática (mg/g) 
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4.7 Análise qualitativa de proteína SDS-PAGE 

O ensaio de eletroforese foi realizado para a enzima livre e a enzima imobilizada em 

duas cargas diferentes, na carga máxima definida anteriormente (10 mg/g) e na carga 

utilizada no decorrer deste estudo como parâmetro de imobilização (1 mg/g). As amostras 

de enzimas imobilizadas a pH 7 em bagaço de caju pré-tratado foram inativadas a 100 °C na 

presença de tampão de ruptura. Estas condições de inativação devem liberar as enzimas que 

foram adsorvidas no suporte por interações iônicas ou hidrofóbicas, de modo que os baixos 

volumes utilizados permitem a detecção de uma quantidade mínima de moléculas de enzima 

liberadas sob essas condições drásticas (ALBUQUERQUE et al., 2016). Este método é 

frequentemente utilizado para este objetivo (PINHEIRO et al., 2019) e os resultados estão 

apresentados na Figura 10. 

Figura 10. Eletroforese da lipase A de Candida antarctica imobilizada em bagaço de caju 

pré-tratado. Poço 1: marcador de massa molecular; Poço 2: imobilização com carga de 10 

mg/g; Poço 3: imobilização com carga de 1 mg/g; Poço 4: enzima livre. 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

Os resultados demonstraram que nos poços contendo a enzima imobilizada, a enzima 

foi liberada do suporte e além dela é possível observar a presença de outras enzimas e 

contaminantes.   
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4.8 Reações de acetilação do álcool benzílico 

Neste estudo foi avaliada a capacidade de aplicação de quatro biocatalisadores na 

produção artificial do composto responsável pelo aroma do jasmim (Figura 11), composto 

este que tem amplas aplicações nas indústrias de cosméticos e perfumes (MELO et al., 2017). 

Os biocatalisadores aplicados foram o BAG – TRAT – CALA com cargas de 1 e 10 mg/g e 

o BAG – DVS – CALA também nas cargas de 1 e 10 mg/g.  

Figura 11. Esquema da produção enzimática do aroma de jasmim (acetato de benzila).  

 

Fonte: Elaborada pela autora (2020) 

 

A Tabela 8 mostra os resultados de conversão dos biocatalisadores nos tempos de 24, 

48 e 72 h. Os maiores rendimentos de conversão na síntese acetato de vinila responsável 

pelo aroma de jasmim foram obtidos pelo BAG – TRAT – CALA com cargas de 1mg/g em 

todos os tempos estudados, na qual o tempo de 72 h apresentou a melhor conversão (79,45 

%). Esses resultados sugerem que altas cargas enzimáticas podem ter aumentado a difusão 

de substrato (RIOS et al., 2019) e, ocasionando impedimento estérico e inativação da enzima 

(ZHANG; YUWEN; PENG, 2013). Além disso, a presença da divinilsulfona nas amostras 

ativadas podem ter formado um cross – linking de modo que a superfície do suporte fique 

recoberta e, assim, dificulte a catálise enzimática. 
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Tabela 8. Conversões dos biocatalisadores em 24, 48 e 72 h de reação de acetilação.  

Biocatalisador  Tempo (h) Conversão (%) 

BAG – TRAT – CAL 
1mg /g 

24 49,70 

BAG – TRAT – CAL 
10 mg/g 

24 6,00 

BAG – DVS – CAL 
1 mg/g 

24 14,18 

BAG – DVS – CAL 
10 mg/g 

24 10,51 

BAG – TRAT – CAL 
1mg /g 

48 67,50 

BAG – TRAT – CAL 
10 mg/g 

48 13,10 

BAG – DVS – CAL 
1 mg/g 

48 27,10 

 

BAG – DVS – CAL 
10 mg/g 

48 15,82 

BAG – TRAT – CAL 
1mg /g 

72 79,45 

BAG – TRAT – CAL 
10 mg/g 

72 38,54 

BAG – DVS – CAL 
1 mg/g 

72 18,32 

BAG – DVS – CAL 
10 mg/g 

72 22,53 

Fonte: Elaborada pela autora (2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Os resultados mostraram que com a otimização das condições aplicadas ao pré-

tratamento do bagaço de caju, usando como ferramenta de análise um planejamento 

experimental avançado pelo método Taguchi foi possível obter um biocatalisador ativo e 

estável. A otimização de parâmetros fundamentais para a produção de um novo 

biocatalisador foi de grande importância, visto que os custos de processo são reduzidos, 

especialmente na etapa de pré-tratamento, necessária para o uso do bagaço de caju como 

suporte. Essa estratégia de obtenção de um novo biocatalisador a partir de resíduos 

agroindustriais pode ser considerada ambientalmente benigna, reutilizável, além de ter como 

objetivo seu uso em reações de interesse industrial. A imobilização da CALA em BAG-DVS 

a pH 7 mostrou parâmetros de imobilização mais relevantes do que os realizados a pH 5 e 

10, obtendo atividade do derivado de 6,83 ± 0,55 U/g. O BAG-DVS-CALA apresentou um 

aumento na estabilidade térmica a 70 °C, em todos os pHs estudados (5, 7 e 9), visto que a 

pH 5 e a pH 9 o tempo de meia-vida não foi atingindo após 24 horas. Em pH 7 o 

biocatalisador se mostrou aproximadamente 4 vezes mais estável que a enzima livre. O BAG 

– TRAT – CALA apresentou bom desempenho para as reações de síntese enzimática do 

composto responsável pelo aroma do jasmim com um rendimento de 79,45 %% após 72 h 

de reação. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o bagaço de caju, após 

modificações químicas e físicas na sua estrutura pode se apresentar como um novo suporte 

para imobilização de lipases.  
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