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Resumo 

O biocarvão obtido a partir da pirólise de resíduos agrícolas é um material 

promissor para a imobilização de enzimas, devido ao seu baixo custo e grande 

disponibilidade, além da presença de grupos funcionais de superfície e 

porosidade que contribuem para os processos de imobilização. As enzimas 

lacase apresentam potencial para várias aplicações, entre elas, destaca-se a 

biotransformação de contaminantes presentes no meio ambiente, como os 

compostos farmacêuticos. A utilização de enzimas na forma imobilizada em 

suportes sólidos possibilita a sua reutilização diminuindo os custos operacionais, 

além de melhorar a sua estabilidade e atividade catalítica. Neste trabalho, a 

enzima lacase foi imobilizada em biocarvão obtido a partir de caroço de abacate 

e aplicada na remoção e biotransformação do fármaco acetaminofeno (ACT) em 

solução aquosa. Diferentes tratamentos foram realizados no biocarvão, obtendo 

diferentes materiais que foram avaliados como suporte para a imobilização de 

lacase. O primeiro tratamento foi com cloreto de zinco e ácido clorídrico (BCA-

Zn); o segundo foi a funcionalização do biocarvão com glutaraldeído a 1% (BCA-

G1) e 5% (BCA-G5); o terceiro tratamento foi a ativação com ácido cítrico (BCA-

A) e o quarto tratamento foi a ativação com ácido cítrico e funcionalização com 

glutaraldeído a 1% (BCA-AG1) e 5% (BCA-AG5). Após a realização dos 

tratamentos, foi observado que a área de superfície do biocarvão aumentou ~12 

vezes após o tratamento com ácido cítrico; grupos carbonilas foram observados 

nos materiais que foram funcionalizados com glutaraldeído. O processo de 

funcionalização do biocarvão com glutaraldeído a 5% proporcionou um aumento 

na quantidade de enzima imobilizada ativa por grama do suporte. Estudos do 

efeito do valor de pH na imobilização de lacase mostraram que a imobilização 

em pH 4 possibilitou a interação entre a enzima e o suporte por ligação iônica e 

covalente. A eficiência da enzima imobilizada na remoção e biotransformação do 

ACT em solução aquosa foi de 99% após 24h de contato. A lacase imobilizada 

demonstrou estabilidade operacional por até sete ciclos de reuso, mantendo 

50,7% de sua atividade na biotransformação do ACT. A enzima imobilizada 

também demonstrou estabilidade de armazenamento por 30 dias a 4°C e a 

~25°C, mantendo mais de 90% de sua atividade na biotransformação do ACT. 
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Diante destes aspectos, com este trabalho destaca-se a valorização de resíduos 

agrícolas no desenvolvimento de suportes com enzimas imobilizadas mais 

ecológicos e sustentáveis. 
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imobilizada; biotransformação de acetaminofeno. 
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Abstract 

Biochar obtained from the pyrolysis of agricultural residues is a promising 

material for enzyme immobilization due to its low cost and excellent availability. 

In addition, biochar presents surface functional groups and porosity that 

contribute to the immobilization processes. Laccase enzymes have the potential 

for many applications, among them, stands out the contaminant’s 

biotransformation present in the environment, such as pharmaceutical 

compounds. The use of enzymes in the form immobilized in solid supports allows 

their reuse, reducing operating costs, and improve their stability and catalytic 

activity. In this study, laccase enzyme was immobilized in biochar from avocado 

seeds and applied to acetaminophen (ACT) removal and biotransformation in 

aqueous solution. Different treatments were performed on biochar, obtaining 

different materials that were evaluated as support for laccase immobilization. The 

first treatment was with zinc chloride and hydrochloric acid (BCA-Zn); the second 

treatment was functionalization of biochar with 1% (BCA-G1) and 5% (BCA-G5) 

glutaraldehyde; the third treatment was activation with citric acid (BCA-A) and the 

fourth treatment was activation with citric acid and functionalization with 1% 

(BCA-AG1) and 5% (BCA-AG5) glutaraldehyde. After completion of the 

treatments, it was observed that surface area of the biochar increased ~12 times 

after the treatment with citric acid; carbonyl groups were observed in materials 

that were functionalized with glutaraldehyde. The functionalization process of 

biochar with 5% glutaraldehyde provided an increase in the amount of active 

immobilized enzyme per gram of support.  Studies of the effect of pH value on 

laccase immobilization showed that immobilization at pH 4 enabled the 

interaction between enzyme and support by ionic and covalent bonding. The 

efficiency of the immobilized biocatalyst in the removal and biotransformation of 

ACT in aqueous solution was 99% after 24h of contact. The immobilized laccase 

demonstrated operational stability for up to seven reuse cycles, maintaining 

50.7% of its activity in the biotransformation of ACT. The immobilized enzyme 

also demonstrated storage stability for 30 days at 4°C and ~25°C, maintaining 

more than 90% activity in the biodegradation of ACT. In view of these aspects, 
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this work highlights the valorization of agricultural residues in the development of 

supports with more ecological and sustainable immobilized enzymes. 

 

 

 

 

 

Keywords: agricultural residues; avocado seed biochar; immobilized laccase; 

acetaminophen biotransformation.
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1. INTRODUÇÃO 

A crescente evolução da agricultura para atender as necessidades da 

sociedade tem consequentemente ocasionado um aumento na geração de 

resíduos que geralmente são descartados no solo ou são submetidos a queima, 

promovendo uma série de problemas ambientais1,2. Desta maneira, é necessário 

o estudo e o desenvolvimento de tecnologias capazes de valorizar esses 

resíduos agrícolas e dar-lhes um destino ecologicamente correto. Como uma 

alternativa de gestão, o uso destes resíduos como materiais suportes para 

imobilização de enzimas pode ser uma forma promissora e sustentável de 

agregar valor3,4. A transformação de resíduos agrícolas em novos materiais, 

como biocarvão para aplicação como suporte na imobilização de enzimas tem 

ganhado atenção nos últimos anos5. Os biocarvões obtidos a partir da pirólise 

de resíduos agrícolas apresentam estruturas porosas e com grupos funcionais, 

características potenciais para aplicação como suporte na imobilização de 

enzimas5,6. Além disso, os resíduos agrícolas são matéria-prima de zero ou baixo 

custo de aquisição, de grande disponibilidade e de fácil acesso, o que contribui 

para o desenvolvimento de tecnologias mais baratas. Assim, nos últimos anos, 

as pesquisas vêm aumentando na área de síntese de biocarvão a partir de 

resíduos agrícolas e sua aplicação como suporte para imobilização de 

enzimas4,7. No trabalho de Imam et al. (2021)8, a enzima lacase foi imobilizada 

em biocarvão de palha de arroz, cujo resíduo é abundantemente disponível na 

Índia. Lonappan et al. (2018)9 avaliaram a imobilização da enzima lacase em 

biocarvão obtido a partir de três diferentes resíduos agrícolas, casca de 

amêndoa, estrume de porco e madeira de pinheiro. 

Em outro cenário, a enzima lacase tem apresentado uma capacidade 

significativa de biotransformação de contaminantes orgânicos e tem 

demonstrado potencial para aplicações no tratamento de águas residuais e/ou 

tratadas10. As enzimas lacase, por exemplo, usam o oxigênio molecular para 
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oxidar uma variedade de doadores de hidrogênio aromático e não-aromático via 

mecanismo envolvendo radicais11. No entanto, o uso da lacase na sua forma 

livre pode apresentar baixa estabilidade quando exposta a condições 

operacionais adversas e ao longo do tempo12 e não pode ser reutilizada, 

aumentando assim o custo operacional13. Para enfrentar esses desafios, a 

estratégia de imobilização é considerada bastante promissora. A fixação de 

enzimas em suportes sólidos pode aumentar significativamente sua capacidade 

de manter sua atividade ao longo do tempo e sua resistência às condições 

operacionais (por exemplo, temperatura, pH e exposição a diferentes agentes 

químicos)14. Além disso, a reutilização do biocatalisador imobilizado tende a 

diminuir substancialmente o custo operacional em sistemas contínuos15. 

Diante desses aspectos, a motivação deste trabalho está relacionada a 

dois fatores: i) à preocupação com a contaminação ambiental causada 

diariamente por resíduos agrícolas e contaminantes orgânicos como os 

fármacos; e ii) a busca por suportes para imobilização de enzimas que sejam 

mais baratos, de fontes renováveis e sustentáveis. Desta forma, este estudo 

avaliou a imobilização da enzima lacase em biocarvão de caroço de abacate 

(BCA), cujo resíduo agrícola é normalmente descartado no lixo doméstico, 

contribuindo para a geração de resíduos. O desempenho do biocatalisador 

imobilizado desenvolvido foi verificado na sorção e biotransformação do 

acetaminofeno (ACT), o qual é um dos analgésicos e antipiréticos mais 

populares e amplamente utilizados no mundo; consequentemente, pode ser 

encontrado em diferentes amostras ambientais16. Neste sentido, o ACT foi 

selecionado como fármaco modelo para testar a eficiência da enzima lacase 

imobilizada em biocarvão de resíduo agrícola que foi desenvolvido neste estudo. 
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2. OBJETIVO E QUESTÕES DE INVESTIGAÇÃO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo principal desta pesquisa consiste em investigar o potencial de 

um biocarvão preparado a partir de caroço de abacate como suporte para a 

imobilização da enzima lacase e avaliar a eficiência do biocatalisador imobilizado 

na sorção e biotransformação do acetaminofeno. 

2.2 QUESTÕES CIENTÍFICAS 

Para alcançar o objetivo principal deste trabalho de doutorado, foram 

elaboradas as seguintes questões de investigação: 

 

O biocarvão de caroço de abacate poderia ser um bom suporte para a 

imobilização da enzima lacase? 

Quais modificações na superfície do material poderiam ser realizadas 

para promover uma interação efetiva entre a enzima e o suporte? 

A conformação estrutural ativa da enzima lacase ficaria mantida neste 

material preparado? 

A atividade da lacase imobilizada na biotransformação do ACT seria 

maior ou menor do que na sua forma livre? 

A enzima lacase imobilizada no material poderia ser reutilizada na 

biotransformação do ACT? 

A lacase imobilizada no material preparado teria estabilidade de 

armazenamento a temperatura ambiente (~25°C) e sob refrigeração (4°C)? 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 RESÍDUOS AGRÍCOLAS 

O crescente aumento da população global exige uma enorme demanda 

por alimentos para atender às necessidades da sociedade17. O setor agrícola 

produz, em média, 23,7 milhões de toneladas de alimentos por dia em todo o 

mundo18. Para atender uma população de 9,7 bilhões estimada para ano de 

2050, a produção de alimentos precisará aumentar dos atuais 8,4 bilhões de 

toneladas para quase 13,5 bilhões de toneladas por ano18. O Brasil destaca-se 

mundialmente pela agricultura com uma grande área cultivável de grãos, cereais, 

frutas e cana-de-açúcar19. Segundo o levantamento realizado pela Organização 

das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO), o Brasil no ano de 

2020 produziu 757 milhões de toneladas de cana-de-açúcar; 122 milhões de 

toneladas de soja; 11 milhões de toneladas de arroz; 6,6 milhões de toneladas 

de banana; 6,3 milhões de toneladas de trigo; 3 milhões de toneladas de feijão; 

2,2 milhões de toneladas de melancia; 983 mil toneladas de maçã; 898 mil 

toneladas de aveia; 690 mil toneladas de frutas tropicais; 387 mil toneladas de 

cevada; 267 mil toneladas de abacate, entre outras20. Portanto, a evolução na 

produção agrícola consequentemente leva a geração de resíduos, que quando 

dispostos no meio ambiente representam uma preocupação crescente, a ponto 

de causar impactos negativos no solo, ar e recursos hídricos2. 

Os resíduos agrícolas são definidos como resíduos gerados do cultivo, 

do processamento de produtos agrícolas e resíduos domésticos, os quais podem 

ser classificados em resíduos lignocelulósicos, que são de origem vegetal como 

cascas, sementes, bagaço, plantas e madeira, e os resíduos não 

lignocelulósicos, que são de origem animal como casca de ovo e esterco de 

porco21–23. Os resíduos lignocelulósicos são constituídos principalmente por 

celulose, hemicelulose e lignina que são organizadas em estruturas 

tridimensionais não uniformes (Figura 1). A composição e estruturas variam 

dependendo da fonte e do tipo de biomassa lignocelulósica24. Grande parte dos 
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resíduos lignocelulósicos geralmente são descartados pela queima, essa prática 

resulta na produção de dióxido de carbono e metano que contribuem para a 

emissão global de gases do efeito estufa1,4. Além disso, a disposição e 

persistência a longo prazo desses resíduos não tratados em aterros sanitários 

também resulta na produção do gás metano, mudança no pH do solo e 

contaminação das águas de rios, causando sérios problemas de poluição 

ambiental2,25. 

 

Fonte: adaptada de Baruah et al. (2018)24. 

 

A celulose é um biopolímero linear homogêneo de unidades de glicose 

unidas por meio de ligações β−(1,4)−glicosídicas; as cadeias de celulose estão 

associadas por meio de forças de van der Waals e ligações de hidrogênio; a 

celulose é um dos principais componentes estruturais com regiões cristalinas e 

amorfas, responsáveis pela resistência mecânica21,24,26. A hemicelulose é o 

segundo biopolímero mais abundante com estrutura amorfa e aleatória, são 

frequentemente polímeros heterogêneos de hexoses (glicose, manose e 

galactose), pentoses (xilose e arabinose) e ácidos urônicos (ácidos de açúcar) 

unidos por meio de ligações β−(1,3)−glicosídicas e β−(1,4)−glicosídicas21,24,26. A 

lignina é um biopolímero constituído por três unidades de fenil propano (álcool 

coniferílico, álcool sinapil e álcool p−cumarílico) unidas por ligações C−C e éter; 

Figura 1. Estrutura esquemática de biomassa lignocelulósica. 
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a lignina forma um selo protetor em torno dos outros dois componentes (celulose 

e hemicelulose)21,24,26. A integridade e resistência da biomassa lignocelulósica à 

despolimerização são atribuídas à cristalinidade da celulose, hidrofobicidade da 

lignina, e aprisionamento do polímero de celulose na rede de lignina-

hemicelulose que são rigidamente associadas por meio de ligações não 

covalentes e ligações covalentes cruzadas21,24. 

Devido as propriedades dos resíduos agrícolas lignocelulósicos e as 

crescentes preocupações ambientais com a grande quantidade de resíduos 

agrícolas que é gerada em todo o mundo, intensificou-se nos últimos anos a 

busca por soluções alternativas rápidas, econômicas e ecologicamente corretas, 

sobre o aproveitamento desses resíduos. A agricultura é um dos setores 

biológicos que produz maior quantidade de biomassa, o que pode ser um 

importante insumo para a bioeconomia1. As estratégias bioeconômicas 

baseadas na gestão de resíduos agrícolas podem prevenir a queima de resíduos 

e/ou seu descarte em aterros para garantir a segurança alimentar e sanitária1. 

Vários resíduos agrícolas, principalmente os lignocelulósicos têm sido utilizados 

para produção de produtos químicos, biocombustíveis, materiais biossorventes, 

enzimas, os quais podem ser utilizados como suporte para imobilização de 

enzimas27–29. 

Na produção de produtos químicos e biocombustíveis, os resíduos 

lignocelulósicos passam primeiramente por tratamentos físicos (trituração e 

moagem), químicos (com ácidos e líquidos iônicos), físico-químicos (expansão 

das fibras a vapor, água quente ou amônia) ou biológicos (fungos ou enzimas) 

para isolar a celulose e hemicelulose que serão convertidas para o produto de 

interesse24,30. Esses pré-tratamentos são necessários devido a resistência da 

biomassa lignocelulósica à despolimerização. A lignina que forma um selo 

protetor em torno da celulose e hemicelulose torna a estrutura biopolimérica 

altamente resistente à solubilização, inibindo assim a hidrólise direta de celulose 

e hemicelulose, que resultaria na liberação de açúcares redutores que são 

altamente valorizados na produção de biocombustíveis como bioetanol e biogás, 

ácidos orgânicos, fenóis e aldeídos; assim, o pré-tratamento representa um 

desafio significativo para o isolamento dos componentes biopoliméricos da 

biomassa lignocelulósica24. Ao longo do processo de pré-tratamento, a estrutura 

recalcitrante da lignocelulose é rompida resultando em quebra de lignina, 
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degradação da hemicelulose e redução na cristalinidade e grau de polimerização 

da celulose24. Portanto, o processo de produção de biocombustíveis como o 

bioetanol, por exemplo, a partir de materiais lignocelulósicos começa com um 

pré-tratamento, seguido de hidrólise e finalmente fermentação de açúcares em 

etanol27,30. 

Materiais biossorventes produzidos a partir de diferentes resíduos 

agrícolas tem sido estudado para remoção de poluentes como metais e 

contaminantes orgânicos como fármacos e hormônios de águas residuais29. No 

entanto, existem algumas desvantagens de usar diretamente resíduos de 

biomassa bruta como biossorventes; por exemplo, a taxa de remoção de metais 

é relativamente baixa devido à difusão lenta ou sítios tensoativos limitados; 

também é difícil separar os biossorventes das soluções e reciclá-los para uso 

múltiplo29. Como resultado, a conversão de resíduos de biomassa em materiais 

à base de carbono com melhor capacidade de sorção tem sido investigada nos 

últimos anos29,31. O biocarvão produzido por meio da pirólise de resíduos 

agrícolas é um material promissor para remoção de contaminantes devido a sua 

estrutura porosa e com grupos funcionais de superfície31. Além disso, 

tratamentos como ativação química e/ou física podem ser realizados na 

superfície do biocarvão para aumentar a sua área de superfície, porosidade e 

grupos funcionais, a fim de melhorar ainda mais a sua capacidade de sorção29,31. 

Vários relatos têm sido publicados com o uso de biocarvão obtido a partir de 

diferentes resíduos agrícolas para aplicação na sorção de pesticidas, hormônios, 

compostos farmacêuticos e metais32–34. 

A utilização de biomassa de resíduos lignocelulósicos como substrato 

para a produção de enzimas também tem despertado um interesse 

significativo1,26. As enzimas apresentam potencial como biocatalisadores em 

muitas indústrias, como detergentes, produtos farmacêuticos, agricultura 

(inseticidas, pesticidas), indústria de laticínios (produção de queijo, recuperação 

de queijo e melhoria de sabor), indústria de óleo (hidrólise de óleo e gordura), 

entre outras26. Desta forma, vários estudos relatam a biossíntese sustentável de 

enzimas industrialmente pertinentes, incluindo lipases, lacases, pectinases, 

xilanases, peroxidases, celulases, α-galactosidases, β-galactosidases e 

proteases por fermentação microbiana utilizando resíduos lignocelulósicos como 

fonte de nutrientes, tornando o processo muito mais econômico35–39. 
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A imobilização de enzimas ganhou reconhecimento como uma 

tecnologia altamente útil para melhorar as propriedades das enzimas, como 

estabilidade catalítica, desempenho e principalmente a sua reutilização21,40. A 

avaliação da literatura destacou que biocarvões obtidos a partir de resíduos 

agrícolas apresentam alto potencial para ser utilizados como suporte na 

imobilização de enzimas devido ao seu baixo custo, natureza bio-renovável e 

sustentável5,6. Além disso, as vantagens do uso de biocarvão de resíduos 

agrícolas para a imobilização de enzimas está relacionada com a sua 

biocompatibilidade, estabilidade química e térmica, área de superfície, 

porosidade, grupos funcionais e baixa solubilidade durante a reação, 

contribuindo para a eficiência do processo5,6. Desta maneira, nos últimos anos, 

as pesquisas têm destacado o uso de biocarvão obtido a partir de diferentes 

resíduos agrícolas como suporte para a imobilização de enzimas41–44. A 

utilização efetiva de resíduos agrícolas como matéria-prima para o 

desenvolvimento de novos produtos não é apenas econômica, mas também 

pode reduzir os problemas ambientais de gerenciamento inadequado desses 

resíduos. Além do mais, as estratégias alternativas de gestão em que seja 

possível utilizar a biomassa residual direta torna todo o processo mais rentável, 

como a produção de biocarvão. 

3.2 BIOCARVÃO COMO SUPORTE PARA IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

Levando em conta a crescente busca por novos materiais sustentáveis, 

a utilização de biocarvão obtido a partir de resíduos agrícolas tem ganhado 

interesse significativo como suporte barato e renovável para a imobilização de 

enzimas, assim como também é uma estratégia alternativa de valorização dos 

resíduos agrícolas4. O biocarvão é um material inerte, pouco solúvel em água e 

resistente, características essenciais para uso como suporte na imobilização de 

enzimas5,6. Em relação a sua produção, os biocarvões são produtos da 

decomposição térmica direta da biomassa realizada por pirólise, na ausência de 

oxigênio, onde os resíduos são submetidos a altas temperaturas levando a 

alterações em sua composição e estrutura1,5. Durante a decomposição térmica, 
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celulose, hemicelulose e lignina que compõem a biomassa passam por suas 

próprias vias de reação, incluindo reticulação, despolimerização e fragmentação, 

produzindo produtos sólidos, líquidos e gasosos45. Devido às condições sob 

ausência de oxigênio, não há combustão de carbono, o que contribui para a 

mitigação de emissões antropogênicas de dióxido de carbono46, e os materiais 

resultantes incluem o syngas (gás de síntese – principalmente monóxido de 

carbono e hidrogênio), bio-óleo e biocarvão (Figura 2)5,45. 

 

 

Figura 2. Pirólise de biomassa em diferentes temperaturas e seus respectivos 

produtos. Fonte: adaptada de Pandey et al. (2020)5. 

 

Em relação aos produtos da pirólise de biomassa, o gás de síntese e o 

bio-óleo podem ser convertidos em uma série de produtos energéticos, incluindo 

eletricidade, bem como combustíveis gasosos ou líquidos, matéria prima para a 

indústria química, petroquímica e siderúrgica47,48; o biocarvão é um material 

sólido, preto, altamente poroso, leve e rico em carbono5. A Fundação Europeia 

de Biocarvão define o biocarvão como uma substância heterogênea rica em 

carbono aromático e minerais50. É produzido por pirólise de biomassa obtida de 

forma sustentável em condições controladas com tecnologia limpa e é utilizado 

para qualquer finalidade que não envolva sua rápida mineralização a dióxido de 

carbono49. As condições do processo de pirólise, como temperatura, taxa de 

aquecimento e tempo de permanência, têm um efeito importante no rendimento 

e nas propriedades do biocarvão, como área superficial, porosidade, teor de 

carbono e grupos funcionais45. 
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A pirólise pode ser categorizada em três grupos principais, incluindo 

pirólise lenta, pirólise rápida e pirólise flash5,46 (Tabela 1). O biocarvão é o 

principal produto da pirólise lenta com rendimento de 35 a 50%. Em relação a 

temperatura de pirólise, em geral, o rendimento de biocarvão muitas vezes 

diminui com o aumento da temperatura; em contraste, o teor de carbono fixo no 

biocarvão geralmente aumenta com a temperatura45,46. A principal razão para 

este fenômeno é a seguinte: no estágio de pirólise, a matéria volátil contendo 

carbono é liberada aleatoriamente, resultando em um rendimento de biocarvão 

com menor teor de carbono. Com um aumento adicional da temperatura, a 

liberação de compostos ricos em carbono do biocarvão diminui 

significativamente, enquanto outros compostos com menos carbono são 

continuamente liberados. Isso resulta em um aumento no teor de carbono fixo 

do biocarvão remanescente46. Em relação aos grupos funcionais é relatado que 

biocarvão produzido em temperatura acima de 500°C pode conter menor 

quantidade de grupos funcionais contendo oxigênio e hidrogênio do que quando 

produzido abaixo de 500°C50. Além do rendimento, do teor de carbono fixo e 

grupos funcionais, as características de textura, como área de superfície e 

porosidade, também são influenciadas pela temperatura de pirólise. Um 

aumento na temperatura leva à liberação de materiais mais voláteis da superfície 

da biomassa, resultando na formação de poros e no aumento da área superficial 

do biocarvão5,46. 

 

Tabela 1. Diferentes processos de pirólise, condições e produtos alvo. 

Condições Pirólise Lenta 
Pirólise 
Rápida 

Pirólise 
Flash 

Temperatura de pirólise (°C) 350−700 400−600 750−1000 

Taxa de aquecimento (°C/min) 2−10 >300 ~1000 

Tempo de permanência 30−60 minutos ou mais 
0,5−10 

segundos 
<2 

segundos 

Produto alvo Biocarvão Bio-óleo 
Bio-

óleo/Gás 

Rendimento de biocarvão (%) 35−50 15−35 10−20 

Fonte: adaptada de Pandey et al. (2020)5 e Liu et al. (2015)46. 
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Para a aplicação do biocarvão, a sua superfície pode ser modificada para 

melhorar ainda mais as suas propriedades para adequação à aplicação final, 

como por exemplo, aumentar a sua área superficial específica e volume de 

poros, e formar grupos funcionais reativos na superfície5. Para isso, geralmente 

são realizados tratamentos químicos utilizando ácidos, bases e sais inorgânicos 

ou tratamentos físicos envolvendo o uso de gases como vapor, dióxido de 

carbono, nitrogênio e ozônio (Figura 3)5,45. A funcionalidade da superfície e a 

porosidade do biocarvão podem, no entanto, ser facilmente ajustadas, e isso 

oferece uma plataforma promissora para sintetizar vários materiais funcionais46. 

 

 

Figura 3. Métodos de engenharia de biocarvão usando diferentes agentes 

físicos e químicos. Fonte: adaptada de Pandey et al. (2020)5. 

 

Grupos funcionais oxigenados como C=O, OH e COOH são importantes 

para melhorar o desempenho do biocarvão em várias aplicações. Por exemplo, 

os grupos OH e COOH de superfície podem aumentar muito a capacidade de 

sorção quando o biocarvão é usado como biossorvente para remoção de metais. 

Isso ocorre porque esses grupos interagem com os metais por meio de ligações 

de hidrogênio e complexação46. Na aplicação como suporte para a imobilização 

de enzimas, os grupos funcionais C=O, COOH e NH2 podem interagir com os 

grupos funcionais presentes em cadeias laterais de aminoácidos que constituem 
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a enzima, como por exemplo os grupos amino e carboxílicos, garantindo uma 

forte interação entre a enzima e a superfície do suporte5,6. Além disso, a 

introdução de grupos funcionais oxigenados na superfície pode melhorar muito 

a hidrofilicidade do biocarvão, aumentando assim seu desempenho em sistemas 

aquosos46. A ativação química do biocarvão com o uso de agentes químicos 

como ácidos, bases e sais inorgânicos normalmente promove o surgimento de 

grupos funcionais contendo oxigênio devido a oxidação da superfície do 

biocarvão, juntamente com o aumento da área de superfície5,6,46. No trabalho de 

Vithanage et al. (2015)51, os autores ativaram um biocarvão obtido a partir de 

resíduos de plantas com ácido sulfúrico e ácido oxálico; após a ativação, grupos 

funcionais oxigenados, aumento na área de superfície e aumento na 

hidrofilicidade foram observados no biocarvão. No trabalho de Gokce et al. 

(2014)52, os autores produziram um biocarvão a partir de resíduos de chá, o qual 

foi ativado com ácido nítrico; após o tratamento, grupos funcionais oxigenados e 

nitrogenados foram observados no material. Em outro estudo, diferentes grupos 

funcionais oxigenados como COOH e OH foram formados na superfície de 

biocarvão derivado da planta de bambu por meio de ativação química com ácido 

nítrico, permanganato de potássio e hidróxido de sódio; de acordo com os 

resultados, o ácido nítrico foi mais eficaz para o surgimento de grupos funcionais 

oxigenados53. A ativação física do biocarvão que envolve o uso de gases em 

temperaturas acima de 700°C pode ser resumida em duas etapas: primeiro, a 

área de superfície do biocarvão é aumentada por meio da decomposição de 

partes não estruturadas do material e abertura dos poros contidos na estrutura 

e, segundo a formação de carbono cristalino é melhorada5,6,45. Park et al. 

(2016)54 estudaram o efeito da modificação da superfície de biocarvão por vapor 

a 700°C por 1h. Os resultados confirmaram que, enquanto a área de superfície 

do biocarvão não tratado era próxima de zero, a do biocarvão tratado aumentou 

para 22 m2 g−1. Em outro estudo, o biocarvão foi ativado a vapor produzido a 

700°C e mostrou um aumento de 55% na capacidade de sorção de 

sulfametazina em comparação com o biocarvão não ativado, devido ao aumento 

da área de superfície55. 

O teor rico em carbono e superfície em que é possível realizar alterações 

tornaram o biocarvão um material com potencial para aplicação em diversos 

campos. É usado como suplemento do solo para melhorar a fertilidade do solo e 
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a capacidade de retenção de nutrientes56,57. Também é usado para a produção 

de energia renovável na forma de energia térmica, eletricidade e na produção de 

biocombustíveis58. O biocarvão também é usado como biossorvente para a 

remoção de poluentes tóxicos do solo e da água59,60 e como suporte para a 

imobilização de enzimas61. 

A utilização de biocarvão como suporte para a imobilização de enzimas 

para aplicação ambiental, como na remoção de contaminantes orgânicos, é uma 

estratégia promissora, pois não remove o contaminante apenas por sorção no 

material e sim o biotransforma em uma substância menos tóxica ou 

biologicamente inativa por meio da catálise enzimática61,62. Desta forma, o 

biocarvão tem sido empregado de forma eficiente para imobilização de enzimas 

(Figura 4). Sua estrutura porosa bem desenvolvida, alta área superficial e 

existência de grupos funcionais na superfície o tornam altamente promissores 

para a imobilização de enzimas5,61,63. 

 

 

Figura 4. Visão geral da imobilização de enzimas em biocarvão. 

Fonte: adaptada de Pandey et al. (2020)5 e Kaur et al. (2021)61. 
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Neste sentido, nos últimos anos diversos estudos têm focado no uso de 

resíduos agrícolas como biomassa para a obtenção de biocarvões para 

aplicação como suporte na imobilização de enzimas (Tabela 2). Como por 

exemplo, o trabalho de Veeramalai et al. (2022)64, avaliou a imobilização da 

enzima lipase em biocarvão obtido a partir de resíduos de abacaxi e aplicou o 

material na remoção de corantes. Os resultados demonstraram que o biocarvão 

tratado com ácido nítrico teve potencial para ser usado como suporte na 

imobilização de lipases e na remoção de corantes. Pandey et al. (2022)65 

avaliaram a imobilização da enzima lacase em biocarvão de resíduos da planta 

pinheiro tratado com uma mistura de ácidos contendo CH3COOH e H3PO4 (1:1), 

e aplicaram o material na remoção do corante verde malaquita em solução 

aquosa, obtendo 85% de remoção. Além disso, a lacase imobilizada pôde ser 

reutilizada 6 vezes, mantendo 53% de sua atividade inicial. Em outro estudo, 

Wang et al. (2022)66 estudaram a imobilização da enzima lacase em biocarvão 

de palha de arroz tratado com hidróxido de potássio. O material com a lacase 

imobilizada foi aplicado na remoção de 2,4-diclorofenol em solução aquosa, 

obtendo 100% de remoção. A lacase imobilizada pôde ser reutilizada 6 vezes, 

mantendo 27,8% de sua atividade inicial. No trabalho de Imam et al. (2021)67, a 

enzima lacase foi imobilizada em biocarvão de palha de arroz tratado com 

diferentes combinações de ácidos (HNO3, HCl e H2SO4). O material com a lacase 

imobilizada foi aplicado na biodegradação de antraceno, obtendo 99% de 

biodegradação. A lacase imobilizada pôde ser reutilizada 6 vezes, mantendo 

40% de sua atividade inicial. De acordo com esses relatos, a estrutura do 

biocarvão e as propriedades físico-químicas associadas desempenham um 

papel fundamental na interação do material com a enzima durante o processo 

de imobilização, o que resultará em uma diminuição na lixiviação da enzima 

durante a aplicação, possibilitando a sua reutilização5. 
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Tabela 2. Biocarvões utilizados como suporte para a imobilização de enzimas, 

métodos de imobilização e aplicação final. 

Biocarvão Enzima 
Método de 

imobilização 
Aplicação Referência 

Resíduo de abacaxi Lipase Adsorção 
Remoção de 

corantes 
Veeramalai 

et al.64 

Resíduo de pinheiro Lacase Adsorção 
Remoção de 

corantes 
Pandey et 

al.65 

Casca de semente de 
cânfora 

Lipase 
Ligação 

covalente 
Produção de 

lipídios 
Zhao et al.68 

Palha de arroz Lacase Adsorção 
Degradação de 
2,4-diclorofenol 

Wang et 
al.66 

Palha de arroz Lacase Adsorção - 
Wang et 

al.69 

Madeira Peroxidase 
Ligação 

covalente 
Remoção de 

fenol 
Petronijevic 

et al.70 

Palha de arroz Lacase Adsorção 
Degradação de 

antraceno 
Imam et 

al.71 

Palha de trigo Lacase 
Adsorção e 
reticulação 

Degradação de 
2,4-diclorofenol 

Wang et 
al.72 

Semente de goiaba Lipase Adsorção 
Reação de 

transesterificação 
Almeida et 

al.73 

Bagaço de cana de 
açúcar 

Celulase 
Ligação 

covalente 
Produção de 

glicose 
Mo and 
Qiu.74 

Bagaço de cana de 
açúcar 

Celulase Adsorção 
Produção de 

glicose 
Mo et al.75 

Lodo de esgoto Lacase Adsorção - 
Zhang et 

al.76 

Casca de aveia Lipase Adsorção 
Reação de 

esterificação 
Cea et al.77 

Madeira de pinho Lacase Encapsulação 
Atividade 

antibacteriana 
Naghdi et 

al.78 

Casca de amendoim e 
palha de trigo 

Lacase 
Ligação 

covalente 
Remoção de 

nove pesticidas 
Chen et al.79 

Madeira de pinho Lacase 
Ligação 

covalente 
- 

Naghdi et 
al.80 

Casca de amêndoa, 
estrume de porco e 
madeira de pinheiro 

Lacase 
Ligação 

covalente e 
adsorção 

Degradação de 
diclofenaco 

Lonappan et 
al.9 

Madeira de pinheiro Lacase Adsorção 
Degradação da 
carbamazepina 

Naghdi et 
al.15 
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3.2.1 BIOCARVÃO DE CAROÇO DE ABACATE 

O abacate (Persea americana Mill.) pertence à família das Lauraceae e 

é típico das regiões tropicais; seu fruto oleaginoso é amplamente consumido em 

todo o mundo81. Sua produção mundial atingiu mais de 8 milhões de toneladas 

em 2020 20; sendo o México o maior produtor (2,4 milhões de toneladas), seguido 

pela Colômbia (876 mil toneladas), República Dominicana (676 mil toneladas), 

Peru (660 mil toneladas), Indonésia (609 mil toneladas), Quênia (322 mil 

toneladas) e Brasil com 267 mil toneladas, sendo o 7º maior produtor do 

mundo20. A enorme produção mundial de abacate está correlacionada com o seu 

consumo e valor nutricional da polpa que é rica em proteínas, lipídios, 

carotenóides, vitaminas (B, C e E), fibras, ácidos graxos insaturados e 

polifenóis82. No entanto, apenas a polpa é utilizada, a semente e a casca 

representam uma grande quantidade de resíduos82. Portanto, eles têm um 

grande potencial como fonte de ingredientes para alimentos, cosméticos e outros 

campos industriais81,82. 

Recentemente, o caroço tem sido investigado como matéria-prima para 

a obtenção de materiais carbonáceos para aplicação na remoção de 

contaminantes. No trabalho de Sellaoui et al. (2021)83, foi utilizado o caroço de 

abacate como matéria-prima para a obtenção de carvão ativado, o qual foi 

aplicado na remoção de 3-aminofenol e resorcinol em solução aquosa. Como 

resultado, o carvão preparado obteve alta capacidade de adsorção para os dois 

contaminantes estudados. Em outro estudo, Leite et al. (2018)84 otimizaram o 

preparo de carvão ativado de caroço de abacate variando o tempo e temperatura 

de pirólise. Carvões com alta área superficial, estruturas porosas e com grupos 

funcionais de superfície foram obtidos e aplicados como material adsorvente na 

remoção de 15 compostos fenólicos e 10 fármacos em solução aquosa. No 

trabalho de Zhu et al. (2016)85, o caroço de abacate também foi utilizado como 

biomassa para a obtenção de carvão ativado e aplicado na remoção de amônio 

aquoso. Em outro estudo de Zhu et al. (2018)86, o carvão ativado de caroço 

abacate foi aplicado na remoção simultânea de amônio e p-cresol em solução 

aquosa. Elizalde-González et al. (2017)87 utilizaram carvão ativado preparado a 

partir de caroço de abacate e sementes de goiaba na remoção de agentes de 
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contraste de solução aquosa, os quais são utilizados na ressonância magnética, 

uma das técnicas mais utilizadas no diagnóstico clínico não invasivo; esses 

agentes de contraste são predominantemente excretados por via renal 24 h após 

o exame dos pacientes. No estudo de Bhaumik et al. (2014)88, os pesquisadores 

investigaram a remoção de Cromo (VI) de águas residuais utilizando carvão 

obtido a partir de caroço de abacate. Por fim, no trabalho de Rodrigues et al. 

(2011)89, o caroço de abacate foi utilizado como biomassa para a obtenção de 

carvão, o qual foi aplicado na remoção de fenóis em solução aquosa. 

Com base nesses aspectos o caroço de abacate tem potencial para ser 

aplicado como biomassa na obtenção de materiais carbonáceos para várias 

aplicações. Ademais, o caroço de abacate pode ser classificado como resíduo 

lignocelulósico6; é relatado que materiais carbonáceos obtidos a partir desses 

resíduos lignocelulósicos apresentam maior área superficial do que os resíduos 

não lignocelulósicos6. Desta forma, biocarvões de biomassa lignocelulósica 

como o caroço de abacate apresentam potencial para os processos de 

imobilização de enzimas, sendo também uma alternativa para a valorização e 

reaproveitamento desses resíduos agrícolas. 

3.3 ENZIMAS 

As enzimas são biocatalisadores que aceleram a maioria das reações 

metabólicas nos seres vivos. Na natureza, as enzimas realizam reações 

químicas específicas com eficiência surpreendente, tornando-as de supremo 

interesse como uma ferramenta biocatalítica versátil sobre catalisadores 

homogêneos ou heterogêneos clássicos90. Portanto, o interesse no território da 

biocatálise aumentou surpreendentemente nas últimas três décadas90. 

Geralmente, as reações biocatalíticas são operadas em ambientes fisiológicos 

(pH neutro, temperatura e pressão ambiente) com excelente seletividade91. 

Portanto, a alta seletividade de enzimas e condições de reação suaves tem sido 

uma grande vantagem a ser explorada em diversos processos industriais que 

vão desde a indústria alimentícia até a indústria farmacêutica, como por exemplo, 

sintetizar substâncias farmacêuticamente ativas, reduzindo o número de etapas 
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de reação e solventes perigosos90,92,93. Aproximadamente mais de 3 mil enzimas 

são conhecidas e centenas são disponíveis comercialmente; estas são 

classificadas em seis grandes grupos: oxirredutases, transferases, hidrolases, 

liases, isomerases e ligases94.  

As enzimas livres geralmente são sensíveis e precisam ser estabilizadas 

para resistir a uma série de desafios relacionados à variação de temperatura, 

valor de pH, tipo e concentração de sal, solventes, bem como forças de 

cisalhamento93. Em contraste, a imobilização enzimática tem sido apresentada 

como uma abordagem que pode superar alguns desafios na aplicação de 

enzimas, como estabilidade, reutilização e facilidade de manuseio93,95. Uma 

melhoria significativa na estabilidade de enzimas sob diversas configurações de 

reação e maior repetibilidade ao longo de vários ciclos biocatalíticos 

consecutivos é o maior mérito da tecnologia de imobilização96,97. Portanto, 

biocatalisadores enzimáticos uma vez estabilizados, são enzimas eficientemente 

ativas93. A imobilização pretende combinar a atividade e seletividade da enzima 

com as características físico-químicas do suporte, resultando em máxima 

estabilidade e desempenho do biocatalisador (Figura 5)21. O suporte fornece 

proteção à molécula de enzima contra condições de reação desfavoráveis, o que 

permite que o biocatalisador imobilizado retenha alta estabilidade. Além disso, 

um suporte adequadamente projetado pode melhorar o desempenho do 

biocatalisador; além de fortalecer e apoiar as interações enzimas-suporte 

estáveis, a matriz de suporte não deve influenciar a estrutura tridimensional da 

enzima40,98. 
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Figura 5. Principais características de imobilização de enzimas. 

Fonte: adaptada de Bilal et al. (2020)21. 

3.3.1 ENZIMA LACASE 

Entre as diferentes enzimas existentes, a lacase tem apresentado 

potencial para várias aplicações, como na produção de biocombustíveis, 

biorremediação, indústrias de papel e celulose, têxtil, processamento de 

alimentos, biossensores, síntese orgânica e nanobiotecnologia99–101. As lacases 

(benzenodiol: oxigênio oxidorredutases, EC 1.10.3.2) são enzimas que 

pertencem à família das azul-multicobre oxidases, que contêm átomos de cobre 

no seu sítio ativo, responsáveis por reações de oxidação com redução 

simultânea do oxigênio molecular a água. Em geral, as lacases contêm quatro 

átomos de cobre distribuídos em três diferentes sítios denominados: T1, T2 e T3 

binuclear. Os sítios T2 e T3 binuclear formam um cluster de cobre trinuclear102–

104, conforme pode ser observado na Figura 6. O cobre do sítio T1 é coordenado 

com uma cisteína, uma metionina e duas moléculas de histidina, contribui para 

a cor azul intensa de lacase e é responsável pela oxidação do substrato e 

potencial redox da lacase; o cobre do sítio T2 é coordenado com duas histidinas 
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e uma molécula de água; existem três histidinas como ligantes para cada átomo 

de cobre do sítio T3 binuclear e uma ponte hidroxila entre o par de cobre; os 

átomos de cobre do sítio T2 e T3 binuclear que formam o centro trinuclear 

catalisam a fixação e redução do oxigênio em água105,106. 

 

 

Figura 6. Representação esquemática do sítio ativo da lacase (His – Histidina; 

Cys – Cisteína; Met – Metionina) (a) e representação esquemática da estrutura 

em 3D da lacase (b). Fonte: adaptada de Kunamneni et al. (2008)103 e Ren et al. 

(2020)107. 

 

Na oxidação do substrato catalisada pelas enzimas lacase, os quatro 

íons de cobre no sítio ativo transferem os elétrons envolvidos na reação. O cobre 

do sítio T1 é reduzido com a simultânea oxidação do substrato, o elétron é então 

transferido pelo cobre do sítio T1 para o centro do cluster de cobre trinuclear 

T2/T3, onde o oxigênio é reduzido à água. Assim, o resultado final é a oxidação 

de quatro moléculas de substrato em quatro radicais e a redução de uma 

molécula de oxigênio em duas moléculas de água102–104. 

As reações catalisadas por lacases para aplicações biotecnológicas 

podem ser representadas por um esquema mostrado na Figura 7, o qual é um 
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dos casos mais simples em que as moléculas de substrato são oxidadas para os 

radicais correspondentes por interação direta com o sítio ativo da lacase103. As 

lacases usam oxigênio como aceitador de elétrons para remover prótons dos 

grupos hidroxila fenólicos como por exemplo99,103. Na Figura 8 pode ser 

observada uma representação de uma conversão catalítica típica de substrato 

fenólico pela lacase e seu ciclo catalítico104. 

 

 

Figura 7. Esquema do mecanismo de reação catalisada pela lacase. 

Fonte: adaptada de Kunamneni et al. (2008)103. 

 

 

Figura 8. Representação esquemática da reação catalítica de lacase com 

substrato difenol para formação de radical fenoxi. 

Fonte: adaptada de Ba e Kumar et al. (2017)104. 

 

As reações catalisadas pelas lacases também podem ocorrer na 

presença de mediadores, que são compostos que atuam como substratos 

intermediários para a lacase, cujas formas oxidadas são capazes de interagir 

com substâncias mais complexas, expandindo ainda mais a faixa de compostos 

que podem ser oxidados por enzimas lacase103. Vários compostos tem sido 
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citados como mediadores de lacase, por exemplo, 2,2´-azino-bis(3-

etilbenzotiazole-6-ácido sulfônico) (ABTS), 1-hidroxibenzotriazol (HBT), N-

hidroxiftalimida (HPI), ácido violúrico (VA), N-hidroxiacetanilida (HAA), 2,2',6,6'-

tetrametilpiperidina-1-oxil (TMPO) e seringaldeído79,108. 

As lacases têm grande potencial biotecnológico devido à sua capacidade 

de oxidar uma ampla gama de substratos empregados em vários setores 

industriais101. Uma das principais aplicações desta enzima é na área de 

biorremediação, pois a lacase pode oxidar diferentes contaminantes, como 

compostos fenólicos, não fenólicos, aromáticos e não aromáticos. Por meio da 

oxidação, a lacase biotransforma os contaminantes em compostos menores ou 

em oligômeros de alto peso molecular com a concomitante redução de moléculas 

de oxigênio em água10,109. A remoção de contaminantes pode ocorrer por meio 

de três mecanismos principais (Figura 9): biotransformação enzimática, sorção 

no suporte ou seu efeito sinérgico; estes mecanismos são simultaneamente 

responsáveis pela remoção de contaminantes110. 

 

 

Figura 9. Representação esquemática do efeito sinérgico da sorção de 

suportes e biotransformação enzimática de contaminantes. 

Fonte: adaptada de Zhou et al. (2021)110. 
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Vários relatos na literatura têm sido publicados com o uso de enzima 

lacase para a biorremediação de contaminantes (Tabela 3)110,111. Em um estudo 

realizado por Wang et al. (2022)66, a enzima lacase imobilizada foi utilizada para 

a biodegradação de 2,4-diclorofenol, o qual é utilizado como precursor do 

herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacético. A capacidade de remoção do 2,4-

diclorofenol foi de 100%. Em outro estudo, Blair-González et al. (2021)112 

avaliaram a remoção do antibiótico oxitetraciclina em meio aquoso pela lacase 

imobilizada, obtendo 100% de remoção. Caraene et al. (2021)113 estudaram a 

biodegradação dos fármacos sulfametoxazol, trimetoprima, metronidazol e 

fenitoína pela enzima lacase. Os resultados mostraram uma biodegradação de 

97% para sulfametoxazol, 44% para trimetoprima e para os fármacos 

metronidazol e fenitoína não houve biodegradação. Xia et al. (2021)114 avaliaram 

a remoção de compostos fenólicos pela lacase imobilizada, obtendo cerca de 

70% de remoção em 48 horas. No estudo de Zhang et al. (2021)115, a enzima 

lacase imobilizada foi aplicada para a descoloração do corante azul brilhante de 

remazol R usado nas indústrias têxteis, a descoloração completa foi obtida em 

120 min. Em outro estudo, Zhang et al. (2020)116 avaliaram a remoção do bisfenol 

A pela lacase imobilizada, de acordo com os resultados 100% de remoção foi 

obtido em 4h. Kupski et al. (2019)117 estudaram a remoção de seis pesticidas 

(bentazona, carbofurano, diuron, clomazona, tebuconazol e piraclostrobina) em 

meio aquoso pela lacase, obtendo as seguintes porcentagens de remoção: 54% 

para bentazona, 39% para carbofurano, 46% para diuron, 68% para clomazona, 

73% para tebuconazol e 78% para piraclostrobina. No trabalho de Bayramoglu 

et al. (2019)118, a enzima lacase imobilizada foi aplicada na remoção do corante 

azul de metileno e do pesticida carbaril. Os resultados mostraram uma remoção 

de quase 100% para ambos os contaminantes. Alharbi et al. (2019)119 

investigaram a biodegradação dos fármacos diclofenaco, trimetoprima, 

carbamazepina e sulfametoxazol pela lacase, obtendo 100%, 95%, 82% e 56% 

de biodegradação, respectivamente. Naghdi et al. (2018)120, conseguiram obter 

uma biodegradação de 95% para o fármaco carbamazepina usando a lacase 

juntamente com o mediador ABTS. No trabalho de Sun et al. (2019)121, os 

pesquisadores investigaram a biotransformação e os produtos de 

biotransformação do antimicrobiano triclosan utilizando a enzima lacase. A 

identificação dos produtos de biotransformação revelou que a oxidação da 
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lacase gerava predominantemente dímeros, trímeros e tetrâmeros de triclosan. 

Os autores também revelaram que o triclosan polimerizado era menos tóxico que 

o composto original por meio de um ensaio com microalgas. 

De acordo com os dados relatados, a biocatálise enzimática é uma 

grande abordagem sustentável para a biorremediação de contaminantes 

recalcitrantes. A enzima lacase é um excelente biocatalisador para aplicações 

ambientais devido às suas vantagens, incluindo alta atividade em condições 

ambientais e baixa necessidade de energia; ademais, seu uso na forma 

imobilizada confere estabilidade e capacidade de ser reutilizada, oferecendo 

muitas vantagens para aplicações ambientais109,110. 

 

Tabela 3. Aplicações da enzima lacase na biorremediação de contaminantes. 

Método de 
imobilização 

Suporte Contaminante Remoção Referência 

Adsorção Biocarvão 2,4-diclorofenol 100% Wang et al.66 

Ligação 
covalente 

Carvão ativado Oxitetraciclina 100% 
Blair-

González et 

al.112 

− − 

Sulfametoxazol, 
Trimetoprima, 
Metronidazol, 

Fenitoína 

97% 
44% 
0% 
0% 

Caraene et 

al.113 

Adsorção 
Nanopartículas 

magnéticas 
Fenólicos 70% Xia et al.114 

Ligação 
covalente 

Nanoesferas 
modificadas 

com dopamina 

Azul brilhante 
de remazol R 

100% 
Zhang et 

al.115 

Adsorção 
Carvão 

magnético 
Bisfenol A 100% 

Zhang et 

al.116 

− − 

Bentazona, 
Carbofurano, 

Diuron, 
Clomazona, 

Tebuconazol, 
Piraclostrobina 

54% 
39% 
46% 
68% 
73% 
78% 

Kupski et 

al.117 

Adsorção Microesferas 
Azul de 

metileno e 
Carbaril 

100% 
Bayramoglu 

et al.118 

− − 

Diclofenaco, 
Trimetoprima, 

Carbamazepina, 
Sulfametoxazol 

100% 
95% 
82% 
56% 

Alharbi et 

al.119 

− − Carbamazepina 95% 
Naghdi et 

al.120 
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− − Triclosan 100% Sun et al.121 

Adsorção 
Membranas 
eletrofiadas 

2,4,6-
triclorofenol 

95% Xu et al.122 

Ligação 
covalente 

Microesferas 
magnéticas 

Fenol 80% 
Aydemir et 

al.123 

Ligação 
covalente 

Nanofibras 2,4-diclorofenol 88% Xu et al.124 

Adsorção 
Sílica 

magnética 
2,4-diclorofenol 83% 

Wang et 

al.125 

Adsorção 
Esferas de 

sílica 
2,4-dinitrofenol 90% 

Dehghanifard 

et al.126 

 

3.4 MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

Imobilização significa confinar por meio de métodos químicos e/ou 

físicos, a enzima em uma porção do espaço, visando manter sua atividade 

catalítica e proporcionar a sua reutilização. Portanto, entende-se por enzima 

imobilizada, aquela física ou quimicamente associada a um suporte, usualmente 

sólido, muito pouco solúvel em água e inerte40. O objetivo principal da 

imobilização é poder reutilizar a enzima, assim como também aumentar a 

estabilidade da mesma, como por exemplo, aumentar a termoestabilidade e 

resistência da enzima a condições extremas e reagentes químicos40,127. 

Conceitualmente, existem dois métodos básicos para imobilização 

enzimática, pois a conexão enzima-suporte pode ocorrer por interações físicas 

ou químicas. Esses dois tipos de interação envolvem vários métodos de 

imobilização, tais como os de acoplamento físico como o aprisionamento da 

enzima em matrizes poliméricas ou seu encapsulamento em membranas 

poliméricas e adsorção por interações hidrofóbicas, van der Waals, ligações de 

hidrogênio e iônica, enquanto o acoplamento químico pode ocorrer por ligação 

covalente ou reticulação (utilizando agentes de reticulação sem suporte 

sólido)6,127,128. 
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3.4.1 APRISIONAMENTO 

A imobilização por aprisionamento é definida como a retenção física de 

enzimas em uma matriz sólida porosa, usualmente um polímero orgânico ou 

inorgânico, sintético ou natural (Figura 10)127,128. A enzima é primeiro suspensa 

na solução de monômero, e um processo de polimerização subsequente 

mantém a enzima presa, impedindo o contato direto com o meio ambiente7,127. 

O aprisionamento não induz alteração estrutural da enzima, podendo aumentar 

a estabilidade evitando a desnaturação da enzima7,127,129. No entanto, a principal 

limitação desta técnica é a barreira de difusão, que pode impedir o acesso de 

substratos à enzima, principalmente os de alto peso molecular7,127,129. Além 

disso, a lixiviação de enzimas pode ser significativa quando o material de suporte 

consistir em poros grandes7,129. Em um trabalho realizado por Piao et al. 

(2019)130, a enzima lacase foi imobilizada por aprisionamento em hidrogel de 

polietilenoglicol (PEG) por meio de polimerização para aplicação na remoção de 

bisfenol A. Os resultados mostraram alta eficiência de imobilização e 

estabilidade da enzima em diferentes valores de pH (3−7), podendo ser 

reutilizada por até sete vezes. Em outro estudo, a enzima lacase foi imobilizada 

em alginato de cálcio e cobre pelo método de aprisionamento e aplicada na 

biodegradação de bisfenol A. A enzima imobilizada apresentou estabilidade de 

armazenamento durante 21 dias a 4°C e pode ser reutilizada por três vezes 

mantendo 70% de sua atividade inicial131. No estudo de Ratanapongleka et al. 

(2018)132, a enzima lacase foi imobilizada em alginato de bário por 

aprisionamento e pode ser reutilizada por até cinco vezes mantendo 70% de sua 

atividade inicial. 
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Figura 10. Esquema de imobilização de enzimas por aprisionamento. 

Fonte: adaptada de Fernández-Fernández et al. (2013)127. 

3.4.2 ENCAPSULAMENTO 

O encapsulamento é definido como o confinamento de enzimas no 

núcleo de esferas feitas de material semipermeável, ou seja, a imobilização de 

enzimas em filme de polímero semipermeável (Figura 11)107,127. A enzima é 

fisicamente encapsulada no suporte de modo que as moléculas do substrato e 

do produto sejam capazes de passar pela superfície do suporte, desde que as 

moléculas do substrato e do produto sejam de tamanho apropriado107. No 

entanto, comportamento semelhante é observado no encapsulamento de 

enzimas em comparação ao aprisionamento, em ambos os métodos, a enzima 

é protegida do meio ambiente e a barreira de difusão que pode impedir o acesso 

do substrato até o sítio ativo da enzima, o que representa uma limitação nesses 

métodos de imobilização127,128. No trabalho de Zhang et al. (2020)133, a enzima 

lacase foi imobilizada por encapsulamento em estruturas metal-orgânicas 

contendo íons de Cu2+ para aplicação na biodegradação de bisfenol A. Os 

resultados mostraram que enzima imobilizada apresentou melhor estabilidade e 

maior eficiência de biodegradação do bisfenol A do que a enzima livre. Em outro 

estudo, Yang et al. (2015)134 utilizaram sílica como suporte para imobilização da 

enzima lacase seguida de encapsulamento em membranas de 

quitosana/alginato para formar microcápsulas com lacase imobilizada, as quais 

foram empregadas na biodegradação do 2,4-diclorofenol. A lacase imobilizada 
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exibiu estabilidade operacional, podendo ser reutilizada e estabilidade em alta 

temperatura. 

 

 

Figura 11. Esquema de imobilização de enzimas por encapsulamento. 

Fonte: adaptada de Fernández-Fernández et al. (2013)127. 

3.4.3 ADSORÇÃO 

A adsorção é um dos métodos mais simples e de baixo custo, muito 

empregado para imobilização de enzimas, o suporte é mantido em contato com 

a solução enzimática por um tempo determinado e a interação entre a enzima e 

o suporte pode ocorrer por forças de van der Waals, interações hidrofóbicas, 

ligações de hidrogênio e troca iônica (Figura 12)6,127,128. No entanto, a ligação é 

geralmente muito fraca e, por isso, é possível que ocorra a dessorção da enzima 

para fora do suporte durante a reação, principalmente devido a variações de 

temperatura, pH e sob condições de alta força iônica7,128. Contudo, técnicas 

foram desenvolvidas a fim de reduzir a dessorção da enzima, como a 

modificação química da superfície do suporte, a redução do tamanho de seus 

poros ou a reticulação da enzima no interior dos poros127. A imobilização por 

ligação iônica baseia-se em interações eletrostáticas entre moléculas de enzima 

com um suporte carregado. Embora as ligações iônicas sejam mais fortes do 

que as demais interações não covalentes, as limitações em relação a dessorção 

da enzima são semelhantes127,128. Em um estudo realizado por Kołodziejczak-

Radzimska et al. (2020)135, a enzima lacase foi imobilizada por adsorção em um 
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suporte mesoporoso de alumina. A enzima imobilizada manteve 65% de sua 

atividade inicial após 30 dias de armazenamento e pode ser reutilizada por até 

10 vezes. Em outro trabalho, Wang et al. (2020)136 avaliaram a imobilização de 

lacase em nanopartículas de sílica magnéticas. Os resultados mostraram que a 

lacase imobilizada apresentou maior atividade em diferentes valores de pH e 

temperatura do que quando aplicada na forma livre. No estudo de Gou et al. 

(2020)137, nanopartículas de magnetita modificadas com grupos amino e íons de 

Cu2+ foram avaliadas como suporte para imobilização de lacase por interação 

iônica. De acordo com os resultados, a lacase imobilizada pode ser reutilizada 

por até seis vezes mantendo 50% de sua atividade inicial. Em outro estudo, a 

enzima lacase foi imobilizada por adsorção em um suporte mesoporoso de 

bentonita obtido por tratamento alcalino e ácido da bentonita. A lacase 

imobilizada foi aplicada na remoção de tetraciclina obtendo 60% de remoção em 

3 horas. Em relação a reutilização da enzima imobilizada, após o quinto ciclo de 

reutilização a lacase manteve 36,21% de sua atividade inicial. Os autores 

relatam que a interação por adsorção relativamente fraca entre a enzima e o 

suporte pode ter ocasionado a lixiviação da lacase durante as etapas de lavagem 

para a reutilização138. 

 

 

Figura 12. Esquema de imobilização de enzimas por adsorção. 

Fonte: adaptada de Ren et al. (2020)107. 
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3.4.4 LIGAÇÃO COVALENTE 

A imobilização por ligações covalentes geralmente são mais fortes e 

conferem maior estabilidade à enzima. Este tipo de imobilização frequentemente 

se inicia com a modificação da superfície do suporte, na qual grupos funcionais 

são inseridos ou modificados para produzir intermediários reativos (Figura 

13)7,107,127. Portanto, a ligação covalente se dá pela reação de grupos reativos 

do suporte com os grupos funcionais da enzima, os quais estão presentes em 

cadeias laterais de aminoácidos que formam a enzima e que não são essenciais 

para a sua atividade catalítica7,61. As reações geralmente envolvem as seguintes 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos: lisina (grupo amino), cisteína 

(grupo tiol) e ácidos aspártico e glutâmico (grupo carboxílico)61. A maioria das 

enzimas é ligada covalentemente usando seus grupos amino da lisina por causa 

de sua presença frequente na superfície da proteína e alta reatividade127,139. 

O glutaraldeído é um dos reagentes mais empregados na 

funcionalização de suportes e/ou como braço espaçador, devido à simplicidade 

dos métodos de funcionalização e obtenção de preparações enzimáticas ativas 

e estáveis140. Nesse caso, a molécula de glutaraldeído reage com o suporte e a 

enzima, e estas são imobilizadas covalentemente no suporte por reação com 

seus grupos aminos, que reagem com os grupos aldeídos do glutaraldeído no 

suporte, formando ligações imina (bases de Schiff)139,140. A ligação covalente 

previne a perda de enzima durante a reação por ser um processo de imobilização 

de caráter irreversível e confere maior capacidade de reutilização128. No trabalho 

de Lonappan et al. (2018)9, a enzima lacase foi imobilizada covalentemente em 

três diferentes suportes funcionalizados com o reagente glutaraldeído. De 

acordo com os resultados, a lacase imobilizada nos suportes manteve cerca de 

40% da sua atividade inicial após 5 ciclos de reuso. Em outro estudo, Abd El Aty 

et al. (2017)141 avaliaram a imobilização covalente da enzima lacase em esferas 

de alginato ativadas com quitosana e funcionalizadas com glutaraldeído. Os 

resultados mostraram que a enzima imobilizada pôde ser reutilizada por 19 

vezes com perda de 68% de atividade. No trabalho de Chen et al. (2018)142, a 

enzima lacase foi imobilizada covalentemente em nanopartículas magnéticas de 

polidopamina funcionalizadas com dialdeído amido, como resultado a enzima 



47 
 

imobilizada apresentou maior estabilidade em diferentes valores de pH e 

temperatura em comparação com a lacase livre e pode ser reutilizada quando 

aplicada na biodegradação de 2,4-diclorofenol. Simón-Herrero et al. (2019)143 

avaliaram a imobilização da lacase por ligação covalente em aerogéis de 

poliimida funcionalizados com glutaraldeído. A enzima imobilizada foi aplicada 

na biodegradação de carbamazepina e pode ser reutilizada por até sete vezes 

mantendo 50% de sua atividade inicial. 

 

 

Figura 13. Esquema de imobilização de enzimas por ligação covalente. 

Fonte: adaptada de Ren et al. (2020)107. 

3.4.5 RETICULAÇÃO 

A imobilização de enzimas por meio de reticulação não envolve a 

utilização de suportes sólidos, baseando-se em ligações covalente cruzadas por 

meio da adição de reagentes bifuncionais ou multifuncionais, resultando assim 

na formação de agregados de enzimas entrecruzados (CLEA) pouco solúveis 

em água (Figura 14)7,127,128. Nesta técnica, as enzimas são primeiramente 

precipitadas em soluções aquosas pela adição de sais ou solventes orgânicos 

para formar agregados e depois reticuladas com agentes reticulantes para 

formar CLEA144. Como nesse método as enzimas atuam como seus próprios 

suportes sólidos, ele é chamado de técnica de auto-imobilização. No entanto, 

neste tipo de imobilização a estrutura da enzima fica mais suscetível à 

desnaturação, podendo levar a perda de atividade; sendo então geralmente 
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combinados outros métodos de imobilização com a reticulação para suprir essas 

limitações107. No trabalho de Nguyen et al. (2017)144, agregados de enzimas 

entrecruzados foram preparados a partir de enzimas lacase e glutaraldeído como 

reagente reticulante e aplicaram na biodegradação do corante azul de tripano. 

Como resultado, o corante pode ser completamente descolorido dentro de 270 

minutos mesmo em pH 10,0, no qual a enzima livre perdeu completamente sua 

atividade. Em outro estudo, Matijošyte et al. (2010)145 prepararam agregados de 

enzimas entrecruzados (CLEA) a partir de enzimas lacase de três fontes 

diferentes (Trametes versicolor, Trametes villosa e Agaricus bisporus) utilizando 

glutaraldeído como agente reticulante. Como resultado, os CLEA de lacase 

exibiram um aumento na estabilidade em comparação com a enzima livre. 

 

 

Figura 14. Esquema de imobilização de enzimas por reticulação. 

Fonte: adaptada de Ren et al. (2020)107. 

 

Por fim, devido à grande especificidade das reações enzimáticas, não 

existe uma técnica de imobilização ou suporte ideal para todos os processos 

enzimáticos. A escolha do método de imobilização e do tipo de suporte 

dependerá das características peculiares da enzima e das condições de uso da 

enzima imobilizada. Na maioria das vezes é realizado o procedimento de 

imobilização da enzima em vários suportes por meio de diferentes métodos, 

avaliando-se a seguir a atividade do sistema imobilizado40. O método suporte 

mais adequado será aquele que propiciar uma maior atividade após 

imobilização. 
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3.5 FÁRMACO ACETAMINOFENO 

Os compostos farmacêuticos são uma classe dos contaminantes 

emergentes que têm sido amplamente detectados no ambiente aquático, pois 

são parcialmente removidos pelos processos convencionais de tratamento de 

efluentes146,147. Desta forma, uma fração dos compostos farmacêuticos acaba 

permanecendo no efluente tratado, o qual é liberado para corpos de água 

receptores contaminando as águas superficiais e subterrâneas, solos e 

sedimentos147,148. Esses contaminantes são biologicamente ativos e sua 

persistência no meio ambiente é potencialmente prejudicial a organismos 

aquáticos e possivelmente à saúde humana146,149. 

O fármaco acetaminofeno (ACT), conhecido como paracetamol é 

atualmente um dos fármacos analgésicos e antipiréticos mais amplamente 

utilizado, disponível sem receita médica em todo o mundo. Foi relatado que 58-

68% do ACT é excretado do corpo humano durante o uso terapêutico150,151. 

Portanto, devido ao seu uso extensivo, o ACT é um dos compostos 

farmacêuticos mais frequentemente encontrado em várias matrizes ambientais, 

como águas superficiais e subterrâneas, sedimentos, solo e possivelmente na 

água potável16,152. O acetaminofeno foi detectado em águas residuais de vários 

países da Ásia, América e Europa em uma faixa de concentração entre 0,1−300 

µg L-1 16. Também foi detectado em estações de tratamento de efluentes 

hospitalares nas concentrações entre 50−400 µg L-1 153. Embora a concentração 

de ACT detectada em ambientes aquáticos variem de ng L-1 a µg L-1, a liberação 

contínua desses baixos níveis pode ter um efeito negativo sobre os organismos 

nos ambientes aquáticos receptores. David et al. (2009)154 investigaram os 

efeitos do acetaminofeno no desenvolvimento embrionário do peixe-zebra Danio 

rerio. Os resultados do estudo revelaram que o acetaminofeno interferiu no 

desenvolvimento embrionário normal, crescimento, comportamento e 

sobrevivência das larvas de Danio rerio. 

Entre os diferentes métodos que tem sido estudado para a remoção de 

fármacos, os tratamentos biológicos como a biotransformação/biodegradação 

utilizando enzimas do tipo lacase, tem sido investigada como uma alternativa 

para a remoção de fármacos como o acetaminofeno da água155–158. Estudos 
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demonstram que a biotransformação do acetaminofeno assistida pela lacase, 

envolve a oxidação das moléculas de acetaminofeno em radicais livres, os quais 

subsequentemente sofrem polimerização formando dímeros, trímeros e 

tetrâmeros de acetaminofeno155,159,160. Esses produtos de degradação formados 

são biologicamente inativos e mais facilmente removíveis da água159,160. A 

biocatálise enzimática é uma grande abordagem sustentável para a degradação 

de contaminantes orgânicos persistentes devido às suas vantagens, incluindo 

alta atividade em condições ambientais, pouca geração de subprodutos tóxicos 

e baixa necessidade de energia155. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 MATERIAIS E REAGENTES 

O caroço de abacate utilizado neste trabalho foi obtido a partir de resíduos 

domésticos. Para a etapa de ativação do biocarvão de caroço de abacate foi 

utilizado cloreto de zinco (97%, Anidrol), ácido clorídrico (P.A., Anidrol) e ácido 

cítrico anidro (Synth). O glutaraldeído (solução 25% em água, Vetec) foi utilizado 

para a etapa de funcionalização do biocarvão. Para os ensaios de imobilização, 

foi utilizada a enzima lacase de Trametes versicolor (≥ 0,5 U mg-1; EC 1.10.3.2) 

adquirida da Sigma-Aldrich. As soluções tampão foram preparadas com ácido 

acético (Vetec), acetato de sódio tri-hidratado (Neon) e fosfato dissódico 

(Nuclear). O reagente 2,2´-azino-bis(3-etilbenzotiazole-6-ácido sulfônico) 

(ABTS), usado como substrato na medida da atividade da lacase, foi adquirido 

da Sigma-Aldrich. O padrão analítico do acetaminofeno (ACT, 99%) foi adquirido 

da Sigma-Aldrich e suas propriedades físico-químicas estão listadas na Tabela 

4. Inicialmente, uma solução estoque de ACT foi preparada em álcool metílico 

grau HPLC (Tedia) e armazenada em congelador. A partir desta solução foram 

preparadas as soluções de trabalho empregando água ultrapura para as 

diluições necessárias. O grau de álcool metílico das soluções de trabalho foi 

mantido a 3% (v/v) para evitar efeitos do solvente. Para as análises de remoção 

do acetaminofeno foi utilizado acetonitrila grau HPLC (Panreac). A água 

ultrapura usada neste estudo foi obtida usando um sistema Milli-Q da Millipore. 

 

Tabela 4. Propriedades físico-químicas do fármaco acetaminofeno161,162. 

Estrutura molecular 
Massa molar 

(g mol-1) 
Solubilidade em água 

em 28°C (g L-1) 
log 
Kow 

pKa 

 

151,16 19 1,1 9,5 
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4.2 PREPARO DOS BIOCARVÕES DE CAROÇO DE ABACATE 

4.2.1 BIOCARVÃO DE CAROÇO DE ABACATE ATIVADO COM ZnCl2 

O preparo do biocarvão de caroço de abacate ativado com cloreto de 

zinco (BCA-Zn) foi realizado de acordo com o método prescrito por Leite et al. 

(2018)84 e Thue et al. (2017)163. Esse processo consistiu em três principais 

etapas: impregnação do metal na biomassa; pirólise da biomassa e lixiviação do 

metal com ácido clorídrico (Figura 15). Primeiramente, 100 g de biomassa de 

caroço de abacate seca e moída com diâmetro <250 µm foi misturada com 100 

g de cloreto de zinco e 30 mL de água, sob aquecimento (~80°C), até a formação 

de uma pasta homogênea para permitir a penetração total e reação completa 

entre íons do metal e o material lignocelulósico. Após, a pasta obtida foi colocada 

em um reator de tubo de quartzo dentro de um forno de aquecimento 

convencional (Sanchis, Porto Alegre, Brasil). A pirólise foi realizada aquecendo 

a amostra até 500°C a uma taxa de 10°C min-1, e a temperatura final foi mantida 

por 30 min sob fluxo de N2 (150 mL min-1). Em seguida, o sistema foi resfriado, 

também sob atmosfera de N2, e o material pirolisado foi lixiviado com uma 

solução de ácido clorídrico 6 mol L-1 sob refluxo a 80°C durante 24h. A mistura 

foi filtrada e o biocarvão lavado abundantemente com água deionizada até pH 

final 7. Por fim, o biocarvão foi seco em estufa a 70°C por 24h, peneirado para 

obter um tamanho de partícula menor que 63 µm. 
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Figura 15. Fluxograma esquemático do processo de preparação dos diferentes 

biocarvões de caroço de abacate. 

4.2.2 BIOCARVÃO DE CAROÇO DE ABACATE 

Um segundo biocarvão foi obtido por meio da pirólise direta da biomassa 

de caroço de abacate (Figura 15) e as condições de pirólise empregadas foram 

previamente otimizadas por Leite et al. (2018)84. Para a preparação do biocarvão 

de caroço de abacate (BCA), 100 g de biomassa lavada com água ultrapura e 

com diâmetro <250 μm foram colocadas em um reator de tubo de quartzo dentro 

de um forno de aquecimento convencional (Sanchis, Porto Alegre, Brasil). A 

pirólise foi realizada aquecendo a amostra até 500°C a uma taxa de 10°C min-1, 

e a temperatura final foi mantida por 30 min sob fluxo de N2 (150 mL min-1). Em 

seguida, o sistema foi resfriado, também sob atmosfera de N2, obtendo o 

biocarvão de caroço de abacate que foi nomeado como BCA. Este material foi 

peneirado para obter um tamanho de partícula menor que 63 µm. 

O BCA preparado foi tratado com ácido cítrico para remover impurezas 

presentes em sua superfície e poros, e para gerar grupos funcionais oxigenados 

em sua superfície5,164. Para isso, uma massa de 2 g do material foi colocada em 
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contato com 50 mL de ácido cítrico 2 mol L-1 sob agitação a 80 rpm durante 24 

h9,164. Após, o biocarvão foi lavado com água ultrapura até atingir pH~7. O 

biocarvão de caroço de abacate ativado com ácido foi seco em estufa a 70°C por 

24 h e nomeado como BCA-A. 

Outro tratamento foi realizado nos materiais BCA e BCA-A empregando 

o reagente glutaraldeído, o qual apresenta em sua estrutura molecular o grupo 

funcional aldeído que tem a função de formar ligação covalente com o grupo 

funcional amino da enzima lacase. Assim, 50 mg de BCA e BCA-A foram 

colocados individualmente em contato com 10 mL de glutaraldeído 1% e 5% 

(v/v), por 3 h a 80 rpm9. Em seguida, a fase líquida foi removida e os materiais 

foram lavados com aproximadamente 100 mL de água ultrapura para remover o 

excesso de glutaraldeído e secos a 70°C por 24 h. Os materiais tratados com 

glutaraldeído a 1% foram nomeados como BCA-G1 e BCA-AG1, enquanto os 

materiais tratados com glutaraldeído a 5% foram nomeados como BCA-G5 e 

BCA-AG5. 

4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS BIOCARVÕES PREPARADOS 

A morfologia da superfície dos biocarvões foi analisada por microscopia 

eletrônica de varredura (SEM) utilizando um microscópio JEOL JSM-6060 

(Tokyo, Japão), operando em 15 kV. Todas as amostras foram previamente 

recobertas com uma fina camada de ouro por 10 min antes da análise. Os grupos 

funcionais presentes foram caracterizados por espectroscopia na região do 

infravermelho com transformada de Fourier em modo de reflectância total 

atenuada (ATR-FTIR), empregando um espectrofotômetro modelo Alpha P 

(Bruker). A área de superfície específica dos materiais foi obtida pelo método de 

Brunauer-Emmett-Teller (BET) usando um analisador de superfície Nova 1000 

modelo TriStar II 3020 (Norcross, EUA). Anteriormente a análise, as amostras 

foram desgaseificadas por 12 h a 150°C sob vácuo. 

A determinação do pH em que a superfície do material é eletricamente 

neutra (pH no ponto de carga zero (pHpcz)) foi realizada pela adição de 20 mL de 

solução de NaNO3 0,10 mol L-1 a 50 mg de amostra. Os valores de pH foram 
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ajustados entre 2,0 e 10,0 por adição de solução de NaOH ou HCl 0,10 mol L-1. 

As suspensões foram agitadas durante 24 h a 25°C e 150 rpm. O pH foi 

determinado antes (pH inicial (pHi)) e após o tempo de contato (pH final (pHf)) de 

24 h. O valor de pHpcz é o ponto em que a curva de ΔpH (pHf - pHi) versus pHi 

cruza a linha da abscissa y em zero165,166. 

4.4 IMOBILIZAÇÃO DA ENZIMA LACASE 

A imobilização da lacase de Trametes versicolor foi realizada em 

triplicata em todos os biocarvões preparados (BCA-Zn, BCA, BCA-G1, BCA-G5, 

BCA-A, BCA-AG1 e BCA-AG5) para avaliar qualquer melhora na imobilização 

da enzima devido aos tratamentos realizados na superfície dos materiais. Uma 

massa de 10 mg de cada biocarvão foi adicionada em tubo falcon de 15 mL e 

suspensa em 5 mL de tampão acetato de sódio 0,2 M (pH 5,0) contendo lacase 

(1,5 U mL-1). A mistura foi incubada por 24 h a 25°C e 50 rpm em agitador orbital 

(Cientec, Brasil). Posteriormente, a amostra foi centrifugada e, em seguida, a 

fase líquida foi removida e o sólido foi lavado com 5 mL de tampão (pH 5,0), para 

que a enzima não ligada fosse drenada para fora do sistema. Logo em seguida, 

a atividade da lacase foi determinada na fase líquida, no tampão de lavagem e 

no suporte com a enzima. Para todos os experimentos foram realizados como 

branco o ensaio sem a enzima lacase. O suporte que permitiu a melhor 

imobilização da lacase foi selecionado para estudos posteriores de otimização 

do pH de imobilização. 

O estudo do pH ótimo para a imobilização da enzima lacase foi realizado 

usando valores de pH entre 2,0 e 7,0 usando tampão ácido cítrico-Na2HPO4 0,3 

M. Para isso, uma massa de 10 mg de biocarvão foi misturada com 5 mL do 

tampão ácido cítrico-Na2HPO4 contendo a enzima lacase (1,5 U mL-1) em 

diferentes valores de pH e incubados por 24h a 25°C e 50 rpm. Após, as 

amostras foram centrifugadas, a fase liquida foi removida para fora do frasco e 

o sólido foi lavado com 5 mL do tampão no pH da imobilização. Finalmente, as 

atividades da lacase foram determinadas na fase líquida, no tampão de lavagem 

e no suporte. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
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4.5 ENSAIO DE ATIVIDADE DA LACASE 

A atividade da lacase foi determinada monitorando a oxidação do ácido 

2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS) por 10 min a 25°C; o 

ABTS é prontamente oxidado pela lacase para o radical catiônico ABTS+, e a 

concentração do radical catiônico de coloração verde-azul pode ser 

correlacionada com a atividade da enzima (Figura 16)106. Logo após o processo 

de imobilização da enzima o ensaio de atividade foi realizado, para iniciar a 

reação, 10 μL da solução enzimática ou 10 mg do suporte com a enzima 

imobilizada foi misturado com 150 μL de ABTS (40 mM) e tampão de acetato de 

sódio (0,2 M, pH 5,0) para completar um volume final de 3000 μL. 

Posteriormente, a atividade da enzima livre e imobilizada foi monitorada por um 

aumento na absorbância no comprimento de onda de 420 nm, utilizando um 

espectrofotômetro UV-Visível Cary 50 (Varian, EUA). A medida da absorbância 

da atividade da enzima imobilizada foi realizada na solução após a sedimentação 

do suporte por centrifugação. Uma unidade de atividade da lacase foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para oxidar um µmol de ABTS por 

minuto, nas condições do ensaio. A atividade da enzima livre e imobilizada foi 

calculada de acordo com as seguintes equações8,167: 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒 (𝑈 𝑚𝐿−1) =
𝐴𝑏𝑠 × 𝑉𝑅 × 𝐹𝐷

𝜀 × 𝐿 × 𝑡 × 𝑉𝐸 
                          (1) 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 (𝑈 𝑔−1) =
𝐴𝑏𝑠 × 𝑉𝑅 × 𝐹𝐷

𝜀 × 𝐿 × 𝑡 × 𝑚𝑠𝑢𝑝𝑜𝑟𝑡𝑒
          (2) 

 

onde, Abs representa a absorbância do ABTS+, VR volume da reação (mL), FD 

fator de diluição, Ɛ coeficiente de extinção molar do ABTS+ (36 mL µmol-1 cm-1), 

L distância que a luz atravessa a amostra (cm), t tempo de reação (min), VE 

volume de enzima (mL), e msuporte massa do material em que a enzima foi 

imobilizada (g). 
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Figura 16. Representação da oxidação do ABTS na presença da enzima 

lacase. Fonte: adaptada de Christopher et al. (2014)106. 

 

A eficácia da imobilização foi verificada em termos de porcentagem de 

imobilização, eficiência de imobilização e unidade de enzima por grama do 

suporte (U g-1). A porcentagem de imobilização (PI) foi calculada de acordo com 

a equação 38, onde, atividade inicial representa a atividade enzimática 

incialmente adicionada no processo de imobilização e a atividade residual 

representa as atividades enzimáticas residuais que permaneceram na fase 

líquida e tampão de lavagem após a imobilização. A eficiência de imobilização 

(EI) que corresponde à porcentagem de enzima imobilizada no suporte na forma 

ativa foi calculada conforme a equação 4168. 

 

𝑃𝐼 (%) =  
𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙

𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100                            (3) 

𝐸𝐼 (%) =  
𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑎 𝑛𝑜 𝑠𝑢𝑝𝑜𝑟𝑡𝑒

𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙
× 100                         (4) 

 

4.6 SORÇÃO E BIOTRANSFORMAÇÃO DO ACETAMINOFENO 

Primeiramente, experimentos de sorção foram realizados utilizando o 

suporte sem a enzima lacase imobilizada, para avaliar qualquer contribuição do 
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material na remoção do acetaminofeno (ACT). Para isso, em tubos falcon de 15 

mL, 10 mg do biocarvão sem a enzima foi incubado com 5 mL de ACT 30 mg L-

1 por 24h a 25°C e 80 rpm em um agitador orbital; após as amostras foram 

centrifugadas e a concentração do ACT na fase líquida foi determinada. Para os 

testes de sorção e biotransformação do acetaminofeno (ACT) o suporte que 

permitiu a melhor imobilização da lacase foi selecionado. Experimentos usando 

a lacase livre para a biotransformação do ACT também foram realizados; neste 

ensaio, a quantidade de enzima utilizada foi a mesma obtida por grama do 

suporte que apresentou a melhor imobilização. Estes dois últimos experimentos 

foram realizados em tubos falcon de 15 mL, 10 mg do biocarvão com a enzima 

ou a lacase livre foram encubados com 5 mL de solução de ACT 30 mg L-1 por 

24 h a 25°C e 80 rpm em um agitador orbital. Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas e a concentração do ACT na fase líquida foi determinada. Para 

todos os experimentos foram realizados como branco o ensaio sem o ACT, 

somente com o suporte com e sem a enzima imobilizada ou a enzima livre, e 

como controle positivo os ensaios contendo somente o ACT (30 mg L-1) sem o 

suporte ou a enzima livre. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

A determinação da concentração de ACT foi realizada por cromatografia 

líquida de alta eficiência Shimadzu (Kyoto, Japão) modelo LC-20AD Prominence 

equipada com detector de arranjo de diodos (DAD) com faixa de varredura de 

190-800 nm. O fluxo da fase móvel (ACN:H2O, 20:80, v/v, acidificada com ácido 

fórmico 0,5%) foi mantido em 1 mL min-1 e a detecção foi realizada em 245 nm. 

Uma coluna C18 Inertsil ODS-3 (GL Sciences) (250 mm x 4,6 mm, tamanho de 

partícula de 5 µm) foi usada para as análises. A temperatura da coluna de 

separação cromatográfica foi mantida a 25°C e o volume de injeção utilizado foi 

de 10 µL, com tempo de análise de 7 min169. Todas as soluções foram 

previamente filtradas em membrana de PTFE de 0,22 µm (Allcrom). Duas curvas 

de calibração foram realizadas para a determinação da concentração de ACT, 

uma de nível inferior de 0,05-1,5 mg L-1 e outra de nível superior de 1,5-50 mg L-

1 (Figura 17). Os limites de detecção de 0,015 mg L-1 e quantificação de 0,05 mg 

L-1 foram calculados da seguinte forma 
3 × 𝐷𝑃

𝐶𝐴
 e 

10 × 𝐷𝑃

𝐶𝐴
 , respectivamente, onde 

DP representa o desvio padrão do branco e CA coeficiente angular da reta170. 
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Figura 17. Curva de calibração do acetaminofeno pela técnica de HPLC: faixa 

de concentração de 0,05–1,5 mg L-1 (a) e 1,5–50 mg L-1 (b). 
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4.7 REUTILIZAÇÃO E ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO DA LACASE 

IMOBILIZADA 

A reutilização da lacase imobilizada foi avaliada nos processos de sorção 

e biotransformação do ACT. Logo após o processo de imobilização da lacase em 

10 mg do biocarvão, o material com a enzima imobilizada foi misturado com 5 

mL de solução de ACT (30 mg L-1). A mistura foi mantida sob agitação orbital a 

80 rpm por 24 h e a 25°C. Após, a amostra foi centrifugada e a concentração do 

ACT na fase líquida foi determinada. Em seguida, o suporte foi lavado duas 

vezes com 5 mL de água ultrapura para evitar qualquer resíduo do substrato 

ACT. Na sequência, um novo meio reacional (solução de ACT 30 mg L-1) foi 

introduzido no tubo contendo o suporte com a enzima imobilizada e a atividade 

da lacase foi medida. Este processo foi repetido por sete vezes para determinar 

a estabilidade operacional do biocatalisador. 

Para avaliar a estabilidade de armazenamento, a lacase imobilizada em 

10 mg de biocarvão foi estocada levemente úmida e em recipiente fechado a 

temperatura ambiente (entre 25°C e 27°C) e sob refrigeração (4°C) por até 30 

dias. A cada 5 dias, uma amostra da enzima estocada era recolhida e aplicada 

nos processos de sorção e biotransformação do ACT. Todos os experimentos 

de reutilização e estabilidade de armazenamento foram realizados em triplicata. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 IMOBILIZAÇÃO DA LACASE NOS BIOCARVÕES 

Neste trabalho, a enzima lacase foi imobilizada no biocarvão de caroço 

de abacate (BCA) por meio de diferentes estratégias. Previamente aos 

experimentos de imobilização, foram realizados diferentes tratamentos no BCA, 

a fim de obter um suporte que permitisse uma imobilização eficiente, ou seja, 

uma maior unidade de enzima imobilizada ativa por grama do suporte (U g-1). Na 

primeira imobilização foi utilizado os materiais BCA-Zn e BCA, individualmente, 

para avaliar a imobilização por adsorção física. Na segunda, foi utilizado o 

material BCA funcionalizado com glutaraldeído a 1% (BCA-G1) e 5% (BCA-G5) 

para avaliar qualquer melhora na imobilização devido a presença de 

glutaraldeído, possibilitando a interação enzima-suporte por ligação covalente. 

Na terceira estratégia, foi utilizado o material BCA ativado com ácido cítrico 

(BCA-A), para investigar se as mudanças na superfície do suporte como 

aumento da área superficial e formação de grupos funcionais oxigenados 

poderiam vir a melhorar a imobilização. E por fim, na quarta imobilização foi 

utilizado o material ativado com ácido cítrico e funcionalizado com glutaraldeído 

1% (BCA-AG1) e 5% (BCA-AG5) para estudar a imobilização por ligação 

covalente. 

5.1.1 OTIMIZAÇÃO DO SUPORTE DE IMOBILIZAÇÃO 

Para selecionar o melhor suporte, os ensaios de imobilização da enzima 

lacase foram realizados em todos os biocarvões preparados (BCA-Zn, BCA, 

BCA-G1, BCA-G5, BCA-A, BCA-AG1, BCA-AG5). Os resultados de 

porcentagem de imobilização (Figura 18a) e eficiência de imobilização (Figura 

18b) para o suporte BCA-Zn foram iguais a zero, isto quer dizer que toda a 

enzima inicialmente adicionada no processo de imobilização ficou na fase líquida 
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e no tampão de lavagem após a imobilização. Portanto, este resultado pode estar 

relacionado com a adsorção e dessorção da enzima da superfície do material 

durante o processo de imobilização. Em relação ao resultado de unidade de 

atividade da lacase por grama do suporte (Figura 18c) foi obtido 0,2 U g-1 para 

o BCA-Zn, este resultado pode estar relacionado com uma pequena fração da 

lacase que ficou imobilizada na superfície deste material. No entanto, devido aos 

resultados de imobilização obtidos para o material BCA-Zn, este suporte não foi 

utilizado para os demais estudos realizados neste trabalho. 

 

Figura 18. Resultados da imobilização da enzima lacase nos BCA. 

Porcentagem de imobilização (PI) (a); eficiência de imobilização (EI) (b); e 

unidade de enzima ativa por grama do suporte (U g-1) (c). 
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Em relação aos resultados obtidos para os materiais sem tratamento 

(BCA) e funcionalizados com glutaraldeído 1% e 5% (BCA-G1 e BCA-G5) 

observa-se pouca diferença nas porcentagens de imobilização (13%, 11,7% e 

9%, respectivamente), sendo a maior porcentagem obtida para o material BCA. 

No grupo dos materiais tratados com ácido cítrico (BCA-A) e funcionalizados com 

glutaraldeído 1% e 5% (BCA-AG1 e BCA-AG5), o material BCA-A apresentou a 

maior porcentagem de imobilização. A razão para a maior porcentagem de 

enzima imobilizada nos materiais sem glutaraldeído (BCA e BCA-A) pode estar 

relacionada com a adsorção de uma enzima em cima da outra no suporte 

durante o processo de imobilização; consequentemente, mais enzimas são 

imobilizadas, no entanto, a forma não controlada de imobilização por adsorção 

pode gerar impedimento estérico entre as moléculas de enzima e menos ficam 

com o sítio ativo livre para atuação, ocasionando uma menor atividade 

enzimática após a imobilização no suporte, como pode ser observado nos 

resultados de eficiência de imobilização (Figura 18b) e unidade de enzima ativa 

por grama do suporte (Figura 18c). 

A maior eficiência de imobilização que corresponde a porcentagem de 

enzima imobilizada no suporte na forma ativa, foi obtida quando os materiais 

BCA e BCA-A foram funcionalizados com glutaraldeído na concentração de 5% 

(BCA-G5 e BCA-AG5) (Figura 18b). Este resultado pode estar relacionado com 

a estratégia de imobilização por ligação covalente; nesta estratégia, a molécula 

de glutaraldeído reage com o suporte e a enzima, e estas são imobilizadas 

covalentemente no suporte por reação com seus grupos aminos, que se ligam 

aos grupos aldeídos do glutaraldeído no suporte, formando ligações imina 

(bases de Schiff)140,171. Ademais, é possível observar que a maior eficiência de 

imobilização (Figura 18b) e maior unidade de enzima ativa por grama do suporte 

(Figura 18c) foram obtidas para o material BCA-AG5 em comparação com o 

BCA-G5; isto está relacionado com a maior interação das moléculas de 

glutaraldeído com a superfície do biocarvão que foi ativada com ácido cítrico, 

consequentemente, mais enzimas interagiram com a superfície desse material 

(BCA-AG5). A Figura 19 mostra uma representação esquemática das possíveis 

interações da molécula de glutaraldeído com a superfície do biocarvão sem e 

com tratamento ácido, e na sequência, a interação com o grupo amino da lacase 

formando uma ligação imina. Os grupos funcionais envolvidos no processo de 
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imobilização covalente ajudam a reter a conformação ativa e a posição da 

enzima172. 

 

Figura 19. Representação esquemática: funcionalização do biocarvão com 

glutaraldeído (etapa 1) e imobilização da lacase por ligação covalente (etapa 2) 

(a); tratamento ácido e funcionalização com glutaraldeído do biocarvão (etapa 

1) e imobilização da lacase por ligação covalente (etapa 2) (b). 
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Ademais, entre os biocarvões não tratados com ácido (Figura 18c, BCA, 

BCA-G1, BCA-G5), não foi observado um aumento na quantidade de enzima 

imobilizada ativa quando o suporte BCA-G1 funcionalizado com glutaraldeído 

1% foi usado em comparação com o biocarvão não funcionalizado (BCA). No 

entanto, quando funcionalizado com glutaraldeído 5% (BCA-G5) a quantidade 

de enzima que permaneceu ativa após ser imobilizada no suporte dobrou, ou 

seja, de 0,13 U g-1 passou para 0,2 U g-1. Em relação ao grupo de biocarvões 

tratados com ácido cítrico (Figura 18c, BCA-A, BCA-AG1, BCA-AG5), os 

mesmos resultados foram observados para o suporte funcionalizado com 

glutaraldeído a 1% (BCA-AG1) e glutaraldeído a 5% (BCA-AG5) em relação ao 

biocarvão não funcionalizado (BCA-A). 

A concentração de 1% de glutaraldeído forneceu um número insuficiente 

de moléculas para ligar as moléculas de lacase no biocarvão. Quando a 

concentração de glutaraldeído aumentou para 5%, uma maior quantidade de 

moléculas de lacase foram covalentemente ligadas às moléculas de 

glutaraldeído no biocarvão. Assim, com o aumento do número de moléculas de 

glutaraldeído na superfície do biocarvão, as moléculas de lacase foram 

imobilizadas com a sua estrutura conformacional favorecida, resultando no 

aumento de enzimas na forma ativa em ambos os materiais BCA-G5 e BCA-

AG5. Além disso, o glutaraldeído apresenta características de braço-espaçador, 

que confere maior mobilidade à enzima imobilizada, diminuindo as limitações de 

transferência de massa do substrato até o seu sítio ativo e aumentando a sua 

movimentação quando em contato com o substrato173. Estudos semelhantes 

também observaram que glutaraldeído a 5% demonstrou ser a concentração 

ideal para os processos de imobilização por ligação covalente da lacase174,175. 

Lonappan et al. (2018)9 investigaram a funcionalização de biocarvões com 

glutaraldeído 1%, 5% e 10%, os resultados mostraram que a maior unidade de 

enzima ativa ocorreu nos biocarvões funcionalizados com glutaraldeído 5%. Em 

outro estudo, Wang et al. (2021)72 investigaram a influência da concentração de 

glutaraldeído na imobilização da lacase, e os resultados mostraram uma maior 

atividade da lacase imobilizada quando a concentração de glutaraldeído ficou 

entre 4% e 5%. 

O aumento da imobilização da enzima em sua forma ativa nos suportes 

funcionalizados com glutaraldeído a 5% pode estar relacionado com o 
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mecanismo de imobilização quando comparado com os seus respectivos 

suportes não funcionalizados. Nos suportes não funcionalizados o mecanismo 

ocorre preferencialmente por adsorção física e a interação entre a enzima e a 

superfície do suporte é geralmente fraca quando comparada com outros 

métodos127. Desta forma, as enzimas ficam mais suscetíveis a dessorção da 

superfície do material durante a reação, resultando em uma menor atividade 

enzimática e menor estabilidade da lacase no material127,173. No processo de 

adsorção as enzimas podem se adsorver uma na outra, formando duplas 

camada e dificultando o acesso ao substrato. Por outro lado, a funcionalização 

de suportes sólidos com agentes reticulantes como o glutaraldeído pode 

propiciar a reação com grupos reativos apropriados da enzima, evitando a perda 

da enzima durante a reação. Além disso, os grupos funcionais envolvidos na 

imobilização por ligação covalente ajudam a manter a conformação ativa e a 

orientação correta da enzima140,173. Isso permite que a enzima seja arranjada de 

forma mais controlada/específica, em comparação com outros métodos de 

imobilização. Portanto, neste trabalho os dois biocarvões BCA-G5 e BCA-AG5 

funcionalizados com glutaraldeído a 5% foram considerados adequados para o 

processo de imobilização da lacase e estudos adicionais de otimização do pH de 

imobilização foram conduzidos nestes dois suportes. 

5.1.2 OTIMIZAÇÃO DO pH DE IMOBILIZAÇÃO 

As condições de imobilização como o valor de pH devem ser otimizados 

para a melhor eficiência de imobilização e estabilidade da enzima imobilizada, 

pois cada sistema de imobilização varia de enzima para enzima, suporte e tipo 

de imobilização171. Previamente aos experimentos de otimização do pH de 

imobilização foram realizados os estudos do ponto de carga zero (pHpcz) dos 

materiais (BCA, BCA-G1, BCA-G5, BCA-A, BCA-AG1, BCA-AG5) a fim de 

compreender o comportamento de carga de superfície dos biocarvões antes e 

após o tratamento ácido e funcionalização com glutaraldeído, o que contribuirá 

para o entendimento do mecanismo de imobilização da lacase nos diferentes 

valores de pH. O ponto de carga zero (pHpcz) é o pH no qual a superfície de um 
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adsorvente é neutra, ou seja, contém tanto funções de superfície carregadas 

positivamente quanto negativamente. Abaixo desse valor, a superfície é 

carregada positivamente (grupos funcionais em sua superfície são protonados), 

podendo atrair ânions; acima desse valor, a superfície é carregada 

negativamente (grupos funcionais em sua superfície são desprotonados), 

podendo atrair cátions. Pode-se observar na Figura 20 e Tabela 5 os resultados 

do ponto de carga zero dos materiais, os valores do pHpcz de todos os biocarvões 

preparados estão entre 5,44 e 6,07, esses valores revelam que as superfícies 

desses materiais estão próximas da neutralidade. 

 

 

 

Figura 20. Gráficos do ponto de carga zero (pHpcz) dos materiais preparados: 

BCA (a), BCA-G1 (b), BCA-G5 (c), BCA-A (d), BCA-AG1 (e) e BCA-AG5 (f). 
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Tabela 5. Ponto de carga zero (pHpcz) dos materiais preparados. 

Material Tratamento pHpcz 

BCA Pirolise a 500°C 6,07 

BCA-G1 
Pirolise a 500°C / 
glutaraldeído 1% 

5,98 

BCA-G5 
Pirolise a 500°C / 
glutaraldeído 5% 

5,72 

BCA-A 
Pirolise a 500°C / ácido 

cítrico 
5,7 

BCA-AG1 
Pirolise a 500°C / ácido 

cítrico / glutaraldeído 1% 
5,62 

BCA-AG5 
Pirolise a 500°C / ácido 

cítrico / glutaraldeído 5% 
5,44 

 

 

Um estudo anteriormente publicado por Leite et al. (2018)84 mostrou por 

meio de titulação de Boehm que carvões ativados de caroço de abacate tinham 

um pequeno excesso de grupos ácidos em relação aos grupos básicos, e que 

as amostras com maior quantidade de grupos ácidos apresentaram menores 

valores de pHpcz. Portanto, os valores de pHpcz podem estar em total 

concordância com as quantidades totais de grupos ácidos e básicos presentes 

nas amostras de biocarvão. Desta forma, neste estudo os valores do pHpcz para 

os biocarvões tratados com ácido cítrico (BCA-A, BCA-AG1, BCA-AG5) foram 

menores em relação aos biocarvões não tratados com ácido (BCA, BCA-G1, 

BCA-G5). Esse resultado pode estar relacionado com a quantidade total de 

grupos ácidos presentes nas amostras, uma vez que grupos funcionais 

oxigenados (como ácidos carboxílicos) podem ter sido formados e/ou enxertados 

na superfície dos biocarvões após o tratamento ácido67,164. Com base nesses 

resultados de pHpcz dos materiais será possível compreender o mecanismo de 

imobilização da enzima lacase nos materiais BCA-G5 e BCA-AG5 variando o pH 

de imobilização. 

Para a otimização do pH de imobilização, os ensaios foram realizados 

variando o pH do meio entre 2,0 e 7,0. Os resultados do efeito do pH na 

quantidade de enzima imobilizada ativa nos biocarvões são mostrados na Figura 
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21. Como mostrado anteriormente o ponto de carga zero (pHpcz) dos materiais 

BCA-G5 e BCA-AG5 são 5,72 e 5,44 (Tabela 5), respectivamente; portanto, 

abaixo de desse valor de pH as superfícies dos materiais estão carregadas 

positivamente e acima desse valor negativamente. Além disso, o ponto 

isoelétrico (pI) da enzima lacase utilizada neste estudo é em torno de pH 3,0, 

abaixo desse valor de pH a enzima está carregada positivamente e acima 

negativamente76,105. Desta forma, é possível verificar um aumento na quantidade 

de enzima imobilizada nos suportes em pH 4,0 em relação ao pH 5,0 utilizado 

anteriormente no processo de imobilização da enzima (Figura 21). 

Em pH 4,0 pode ocorrer a contribuição de interação iônica juntamente 

com a ligação covalente no processo de imobilização da enzima nos suportes, 

pois os biocarvões foram previamente funcionalizados com glutaraldeído. Em pH 

2 não houve imobilização da lacase em ambos os materiais, provavelmente 

devido à instabilidade da ligação covalente e instabilidade da enzima em meio 

reacional ácido. É reportado que em condições ácidas as bases de Schiff são 

instáveis e são clivadas, podendo regenerar os grupos aldeído e amina140. Além 

disso, em pH 2 a superfície dos biocarvões e da lacase são carregadas 

positivamente, causando uma repulsão eletrostática. Em pH 3, 4 e 5, observou-

se uma melhora no carregamento enzimático dos biocarvões. Em pH 3, a enzima 

lacase está no ponto isoelétrico, e em pH 5, a superfície dos materiais está 

próxima da neutralidade; portanto, uma contribuição de interação iônica para a 

imobilização em pH 3 e pH 5 provavelmente não ocorreu ou foi muito pequena; 

consequentemente, a imobilização por ligação covalente foi predominante. Em 

pH 4, a superfície dos materiais é carregada positivamente e a enzima é 

carregada negativamente. Assim, a imobilização da lacase em pH 4 ocorreu por 

interação iônica e por ligação covalente, o que resultou na maior unidade de 

enzima ativa no biocarvão BCA-G5 e BCA-AG5 (Figura 21). Em pH 6 e pH 7, 

observou-se uma diminuição no carregamento enzimático dos materiais devido 

à repulsão eletrostática entre a superfície dos biocarvões e a lacase, pois nessas 

condições de pH a superfície dos materiais e da enzima são carregadas 

negativamente. Com base neste estudo, foi possível verificar uma faixa ótima de 

pH entre 3-5 para a imobilização da lacase. No entanto, a maior unidade de 

enzima ativa nos suportes BCA-G5 e BCA-AG5 foi obtida quando a imobilização 

foi realizada em pH 4. Resultado semelhante foi relatado no trabalho de 
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Fernandez-Sanroman et al. (2020)176, em que a imobilização da lacase em pH 4 

favoreceu interações eletrostáticas entre a enzima e o biocarvão. 

 

 

Figura 21. Efeito do pH na imobilização da lacase nos materiais BCA-G5 e 

BCA-AG5. Condições: temperatura = 25°C; massa do suporte = 10 mg; 

quantidade de lacase = 1,5 U mL-1; tempo de contato = 24 h. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DO BIOCARVÃO DE CAROÇO DE ABACATE 

As caracterizações químicas e morfológicas foram realizadas nos 

materiais sem e com tratamento e com a enzima imobilizada na condição 

otimizada, para verificarmos alterações na superfície do material devido aos 

diferentes processos realizados. Medidas de microscopia eletrônica de varredura 

foram realizadas no biocarvão de caroço de abacate sem tratamento (BCA), 

ativado com ácido cítrico (BCA-A) e com a lacase imobilizada em pH 4 no 

material BCA-AG5, condição em que foi possível obter mais enzimas 



71 
 

imobilizadas na forma ativa. A espectroscopia na região do infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR) e a área de superfície (BET) foram realizadas 

em todos os biocarvões preparados (BCA, BCA-G1, BCA-G5, BCA-A, BCA-AG1, 

BCA-AG5) e nos biocarvões BCA-G5 e BCA-AG5 com a lacase imobilizada em 

pH 4, melhor condição de imobilização obtida para a lacase neste trabalho. 

5.2.1 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

Os estudos da morfologia de superfície dos materiais são apresentados 

na Figura 22. Como podem ser observadas nas imagens, houve uma mudança 

morfológica na superfície do biocarvão após a ativação e principalmente após a 

imobilização enzimática. Na imagem do material sem tratamento (BCA, Figura 

22a) pode-se observar uma superfície mais homogênea com cavidades, o que é 

esperado devido ao processo de pirólise da biomassa. Entende-se que durante 

o processo de pirólise, o aumento da temperatura remove substâncias voláteis 

causando a formação de cavidades e aumento da área de superfície do 

biocarvão5. Por outro lado, no material ativado com ácido cítrico (BCA-A, Figura 

22b) é possível notar uma superfície mais heterogênea com cavidades, o que 

pode estar relacionado com os efeitos do tratamento com ácido que geralmente 

remove impurezas presentes na superfície do biocarvão5. Em um estudo 

semelhante, Lonappan et al. (2020)164 também observaram que após o 

tratamento do biocarvão com ácido cítrico, estruturas porosas eram mais 

visíveis. Para o biocarvão com a enzima imobilizada (BCA-AG5, Figura 22c) foi 

possível observar uma distinção na superfície do suporte, um encobrimento e/ou 

formação de aglomerados, possivelmente devido ao processo de 

funcionalização com glutaraldeído seguido da imobilização enzimática, 

corroborando com os resultados de imobilização da lacase para este material. 

Esses resultados são semelhantes a outros estudos, que também observaram 

uma aglomeração na superfície dos suportes após imobilização 

enzimática9,177,178. 
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Figura 22. Microscopia eletrônica de varredura do biocarvão de caroço de 

abacate: sem tratamento (BCA, a); ativado com ácido cítrico (BCA-A, b) e com 

a lacase imobilizada (BCA-AG5, c). 

5.2.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO COM 

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

A análise de FTIR contribui na identificação de grupos funcionais 

presentes em uma superfície sólida que podem contribuir para explicar os efeitos 

de diferentes tratamentos realizados e a interação entre adsorvato e adsorvente. 

Na Figura 23 são mostrados os espectros de FTIR do biocarvão antes e após 

os seus respectivos tratamentos com ácido cítrico, glutaraldeído e combinação 

dos dois tratamentos. Em geral, o mesmo grupo de bandas vibracionais de FTIR 

foram observadas para todos os materiais preparados, exceto um pequeno 

ombro em ~1700 cm-1 que não foi observado para o biocarvão sem tratamento 

(BCA). A presença desta banda em torno de 1700 cm-1 corresponde a vibrações 

a)
b) 

b) 

c) 
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de alongamento da ligação dupla C=O179. Para o biocarvão tratado com ácido 

cítrico (BCA-A), esta banda pode ser atribuída a oxidação do carbono e/ou à 

inserção de carbonila na superfície do biocarvão após o tratamento com 

ácido8,164,180. Para os biocarvões funcionalizados com glutaraldeído a 1% e 5% 

(BCA-G1 e BCA-G5) e para os biocarvões com a combinação dos dois 

tratamentos, ácido cítrico e glutaradeído a 1% e 5% (BCA-AG1 e BCA-AG5), a 

banda em 1700 cm-1 foi mais aguda, indicando à inserção de grupos carbonila 

do glutaraldeído na superfície dos biocarvões. Ademais, as bandas vibracionais 

presentes em todos os biocarvões incluem as bandas em 2970 e 2890 cm−1 

devido ao alongamento C−H assimétrico e simétrico, respectivamente; as 

bandas em 1400-1200 cm-1 podem ser atribuídas ao modo de anel aromático84. 

A banda em torno de 1100-1040 cm−1 pode ser atribuída ao alongamento C−O 

de éteres179, e as bandas em torno de 880-760 cm-1 podem ser atribuídas a C−H 

fora do plano nos anéis aromáticos84. 

 

 

Figura 23. Espectros de FTIR dos materiais preparados. 
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Em relação ao processo de imobilização, no espectro da lacase (Figura 

24a) pode ser observado duas pequenas bandas em torno de 3500-3300 cm-1 

que podem ser atribuídas à vibrações de estiramento N−H de aminas primárias 

(NH2)179,181,182, as quais estão presentes em cadeias laterais de aminoácidos que 

constituem a enzima139; uma pequena banda em torno de 1350 cm-1 pode estar 

relacionada ao estiramento da ligação C−N179,181; e a banda em torno de 1100-

1040 cm−1 indica vibrações de alongamento C−O de lacases41,181,182. Com 

relação aos espectros dos materiais após a imobilização da lacase (Figura 24b 

e 24c), pode ser observado bandas vibracionais que não estavam presentes 

antes do processo. Essas bandas são devido a fixação da lacase na superfície 

dos materiais, como a banda em torno de 1690-1640 cm-1 que pode ser atribuída 

ao estiramento da ligação C=N de iminas que absorvem próximo da região onde 

aparecem ligações duplas179. Durante a imobilização da lacase nos biocarvões 

funcionalizados com glutaraldeído, ligações covalentes são formadas entre os 

grupos aminos da lacase e grupos aldeídos do glutaraldeído formando ligações 

imina (bases de schiff)140. Ademais, a banda larga em ~1100-1040 cm−1 

observada após a imobilização, também é devida a fixação da lacase nos 

suportes, indicando vibrações de alongamento C−O de lacases. Esses aspectos 

também foram observados no estudo de Zhang et al. (2020)41 e confirmam a 

preparação bem-sucedida do biocarvão carregado com lacase. 
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Figura 24. Espectro de FTIR da lacase (a), do material BCA-G5 com a lacase 

imobilizada (BCA-G5+lacase) (b) e do material BCA-AG5 com a lacase 

imobilizada (BCA-AG5+lacase) (c). 

5.2.3 ÁREA DE SUPERFÍCIE (BET) 

De acordo com os resultados de área de superfície dos materiais 

preparados (Tabela 6) é possível observar um aumento de ~12 vezes na área 

superficial do biocarvão (BCA) após o tratamento com ácido cítrico (BCA-A). 
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Durante o tratamento ácido, geralmente impurezas são removidas da superfície 

e de dentro dos poros do biocarvão, ocasionando um aumento na sua área 

superficial e porosidade5. Por outro lado, durante a funcionalização do biocarvão 

sem tratamento (BCA) e do biocarvão ativado com ácido cítrico (BCA-A) 

utilizando glutaraldeído na concentração de 1% e 5%, foi verificada uma redução 

na área de superfície, especialmente para o biocarvão ativado com ácido. Esses 

resultados indicam que o tratamento com ácido cítrico aumentou a quantidade 

de glutaraldeído que reagiu com a superfície do material. Conforme visto 

anteriormente, após o tratamento ácido a área de superfície aumentou 

consideravelmente, e como mostrado nos espectros de FTIR, grupos funcionais 

foram formados e/ou enxertados na superfície do biocarvão após o tratamento 

ácido, podendo melhorar a interação entre a superfície do biocarvão BCA-A e o 

glutaraldeído. Em um estudo semelhante, os autores também obtiveram uma 

diminuição na área superficial dos biocarvões após a funcionalização com 

glutaraldeído177. 

 

Tabela 6. Área de superfície dos materiais preparados. 

Material Tratamento 
Área superficial 

(m2 g-1) 
Volume de 

poro (cm3 g-1) 
Tamanho 
de poro 

BCA Pirolise a 500°C 4,09 0,006 14,7 nm 

BCA-G1 
Pirolise a 500°C / 
glutaraldeído 1% 

2,57 0,004 7,9 nm 

BCA-G5 
Pirolise a 500°C / 
glutaraldeído 5% 

1,82 0,003 16,4 nm 

BCA-G5+lacase 
Biocarvão com a 

lacase imobilizada 
1,44 0,002 20,8 nm 

BCA-A 
Pirolise a 500°C / 

ácido cítrico 
49,74 0,04 3,7 nm 

BCA-AG1 
Pirolise a 500°C / 

ácido cítrico / 
glutaraldeído 1% 

2,27 0,004 9,3 nm 

BCA-AG5 
Pirolise a 500°C / 

ácido cítrico / 
glutaraldeído 5% 

2,42 0,004 8,3 nm 

BCA-AG5+lacase 
Biocarvão com a 

lacase imobilizada 
1,39 0,002 23,2 nm 
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Após a imobilização, um decréscimo na área de superfície dos materiais 

BCA-G5 e BCA-AG5 foi verificado, provavelmente devido a ocupação da área 

superficial pelas moléculas de lacase. Esses resultados também confirmam que 

as moléculas de lacase permaneceram na superfície dos materiais por meio da 

imobilização por ligação covalente com o glutaraldeído. Ademais, verificou-se 

que as moléculas de lacase ocuparam a maior área superficial quando o 

biocarvão foi tratado com ácido cítrico e funcionalizado com glutaraldeído (BCA-

AG5), o que pode estar relacionado com a maior interação/enxerto de moléculas 

de glutaraldeído na superfície do biocarvão tratado com ácido, que 

subsequentemente tiveram uma maior interação com as moléculas de lacase, 

imobilizando-as mais efetivamente, corroborando com os resultados de 

imobilização da lacase obtidos para o material BCA-AG5. Em comparação, 

Lonappan et al. (2018)9 também tiveram uma redução de 65%, 15,8% e 25,8% 

da área de superfície dos biocarvões após a imobilização da lacase. Naghdi et 

al. (2017)15 obtiveram uma redução de 56% da área de superfície do biocarvão 

após a imobilização enzimática. 

5.3 SORÇÃO E BIOTRANSFORMAÇÃO DO ACETAMINOFENO 

Neste trabalho avaliamos a eficiência da enzima lacase imobilizada no 

biocarvão de caroço de abacate na sorção e biotransformação do fármaco 

acetaminofeno (ACT), o qual é um dos contaminantes orgânicos que podem 

estar presentes no meio ambiente sem serem monitorados ou regulados na 

maioria dos casos, mas podem afetar adversamente a saúde humana e vários 

outros organismos vivos146,183,184. Além disso, o ACT apresenta em sua estrutura 

molecular o grupo fenol, o qual a enzima lacase é altamente reativa, sendo um 

excelente substrato para avaliar a eficiência do biocatalisador imobilizado que foi 

desenvolvido neste trabalho. 

Para os ensaios de sorção e biotransformação do ACT em solução 

aquosa, foram utilizados os biocarvões BCA-G5 e BCA-AG5 com a lacase 

imobilizada na faixa ótima de pH entre 3-5 para avaliar qualquer diferença 

operacional dos materiais preparados nas melhores condições (Figura 25). Para 
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investigar qualquer contribuição de sorção dos materiais, experimentos usando 

o biocarvão sem a lacase imobilizada foram conduzidos. Além disso, ensaios 

utilizando a lacase livre também foram realizados para comparação; nestes 

experimentos a quantidade de enzima livre utilizada foi a mesma obtida por 

grama nos suportes após os processos de imobilização. 

 

Figura 25. Resultados da sorção e biotransformação de ACT sob três condições 

experimentais: Lacase livre, BCA-G5 e BCA-G5+lacase (a); Lacase livre, BCA-

AG5 e BCA-AG5+lacase (b). Condições: temperatura = 25°C; massa do suporte 

= 10 mg; concentração do ACT = 30 mg L-1; tempo de contato = 24 h. 
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Os testes dos suportes BCA-G5 e BCA-AG5 sem a lacase imobilizada 

resultaram em menos de 20% de sorção do ACT; esta pequena remoção pode 

estar relacionada com a difusão das moléculas do ACT nos poros do biocarvão 

assim como a interação por forças de van der Waals e ligação de hidrogênio 

entre as moléculas do ACT e a superfície do biocarvão com glutaraldeído. No 

entanto, para o suporte BCA-G5 com a lacase imobilizada em pH 3, 4 e 5 foi 

possível observar 74,5%, 99,3% e 99,5% de sorção e biotransformação do ACT, 

respectivamente. Resultados similares foram encontrados para o suporte BCA-

AG5 com a lacase imobilizada em pH 3, 4 e 5 (85%, 99,3% e 99,5% de sorção 

e biotransformação do ACT, respectivamente). Assim, fica evidente que a 

diminuição de cerca de 99% da concentração de ACT está ocorrendo 

principalmente devido à presença da lacase no suporte, uma vez que esse 

decréscimo ocorre somente após contato com os materiais contendo a lacase 

imobilizada, indicando uma forte interação entre a lacase e o substrato ACT. 

Além disso, a maior biotransformação do ACT ocorreu quando a lacase foi 

imobilizada entre pH 4-5 para ambos os materiais (BCA-G5 e BCA-AG5). Esses 

resultados mostram que na imobilização em pH 4,0 e 5,0 a enzima lacase 

assume uma conformação mais estável e na forma ativa, favorecendo a catálise. 

Ademais, comparando os ensaios de biotransformação entre a lacase 

livre e a imobilizada, observa-se que a maior biotransformação ocorreu quando 

a lacase estava imobilizada em ambos os materiais (BCA-G5 e BCA-AG5) 

(Figura 25). Isto está relacionado com a forma como a enzima lacase foi 

arranjada na superfície dos materiais. É relatado que o uso de glutaraldeído, 

além de formar ligação covalente estável com a enzima, também mantém a 

enzima fixa na conformação ativa, tornando-a mais eficiente. Assim, a atividade 

do biocatalisador resultante é similar ou, em muitos casos, maior do que as 

formas livres173. Portanto, os resultados deste estudo confirmam que a enzima 

lacase foi imobilizada nos materiais BCA-G5 e BCA-AG5 em sua forma estável 

e ativa sem limitações de acesso do substrato ao seu sítio ativo. 

Os resultados deste estudo também podem ser comparados com outros 

trabalhos, como Hachi et al. (2017)185 que alcançaram uma biotransformação de 

70% do ACT pela lacase imobilizada. Em outro estudo, Ratanapongleka e 

Punbut (2018)132 obtiveram uma biotransformação de 94% do ACT usando a 

lacase imobilizada em alginato de bário. No entanto, o diferencial do presente 
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estudo é o suporte de imobilização que foi obtido a partir de resíduos agrícolas, 

material que é de fonte renovável e de baixo custo, contribuindo para o 

desenvolvimento de tecnologias mais sustentáveis. Além disso, é relatado na 

literatura que o mecanismo de biotransformação do ACT pela lacase envolve a 

oxidação de moléculas de acetaminofeno em radicais ativos que imediatamente 

formam dímeros, trímeros e tetrâmeros por meio de polimerização 

radicalar159,160,186. Esses produtos de biotransformação são biologicamente 

inativos e mais facilmente removíveis da água159,160. Diante destes aspectos, o 

uso de enzimas lacase para a biorremediação de contaminantes emergentes, 

como o ACT, pode ser uma estratégia alternativa principalmente quando 

conjugada com a imobilização enzimática, pois permite o uso repetido do suporte 

com a enzima. 

5.4 REUTILIZAÇÃO E ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO DA LACASE 

O estudo da reutilização e estabilidade de armazenamento das enzimas 

imobilizadas é de extrema importância para consolidar o sistema desenvolvido 

pois a estabilidade da enzima pode aumentar ou diminuir dependendo do tipo de 

suporte, bem como da interação entre a enzima e o suporte. Neste estudo, os 

materiais BCA-G5+lacase e BCA-AG5+lacase demonstraram excelente 

desempenho na sorção e biotransformação do ACT. No entanto, o material BCA-

AG5+lacase obtido após a imobilização da lacase em pH 4,0 foi selecionado 

como o melhor, por apresentar duas vezes mais enzima ativa por grama do 

suporte quando comparado ao material BCA-G5 (Figura 21). Portanto, esses 

resultados sugerem que a enzima lacase assumiu uma conformação mais 

estável e na forma ativa na superfície do material BCA-AG5. 

A Figura 26 mostra os resultados de reutilização do material BCA-

AG5+lacase no processo de biotransformação do ACT. De acordo com os 

resultados, após os 4 primeiros ciclos de reutilização a eficiência do sistema 

BCA-AG5+laccase na biotransformação do ACT manteve-se em mais de 90%. 

Este resultado confirma a alta eficiência da imobilização da lacase no biocarvão 

por ligação covalente, evitando a perda de enzima durante a reação e etapas de 
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lavagens para a reutilização. Após o 5°, 6° e 7° ciclos de reutilização a 

biotransformação do ACT foi diminuída para 80,2%, 65,7% e 50,5% 

respectivamente. A diminuição da atividade da lacase após o 5° reuso pode ser 

atribuída a desnaturação ou pelo efeito inibidor do próprio composto ACT, ou 

pela perda de massa do material durante as reutilizações. No entanto, esses 

resultados demonstram a eficiente estabilidade e aplicação do material 

desenvolvido em repetidos ciclos. 

 

 

Figura 26. Reutilização da lacase imobilizada no biocarvão BCA-AG5. 

Condições: temperatura = 25°C; massa do suporte = 10 mg; Concentração do 

ACT = 30 mg L-1; tempo de contato = 24 h. 

 

Estes resultados de reutilização podem ser comparados com outros 

estudos da literatura (Tabela 7) que utilizaram a enzima lacase imobilizada em 

materiais a base de biocarvão. Estes trabalhos apresentam diferentes 

mecanismos de imobilização, como adsorção, ligação covalente, adsorção-

crosslinking e encapsulação. Resultados similares foram observados em 

estudos que utilizaram o glutaraldeído como agente ligante ou agente de 

crosslinking para a imobilização da lacase. No trabalho de Wang et al. (2021)72, 

a enzima lacase imobilizada no biocarvão por adsorção-crosslinking manteve 
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61% de sua atividade inicial após seis ciclos de reuso. Em um outro estudo, 

Lonappan et al. (2018)9 relataram que a lacase imobilizada por ligação covalente 

manteve 46% de sua atividade inicial após 5 ciclos de reuso. Os demais estudos 

realizaram a imobilização da lacase em biocarvão por adsorção e obtiveram uma 

perda maior de atividade da lacase após os ciclos de reutilização. Sabe-se que 

a imobilização por adsorção é um dos métodos mais simples de ser empregado, 

no entanto, a interação física entre a enzima e o suporte não é forte, causando 

a lixiviação da enzima do suporte após cada ciclo de reutilização. Desta forma, 

os resultados apresentados neste estudo mostram que a estabilidade 

operacional obtida pela lacase imobilizada covalentemente no biocarvão de 

caroço de abacate pode ser atribuída à ocorrência de fortes interações entre a 

superfície do suporte e a enzima em sua forma ativa. 

 

Tabela 7. Biocarvões aplicados como suporte para a imobilização da lacase. 

Biocarvão 
Tipo de 

Imobilização 
Ciclos de 

Reuso 
Atividade 

Residual (%)* 
Referências 

Palha de arroz Adsorção 6 40 Imam et al.71 

Palha de trigo 
Adsorção-

crosslinking 
6 61 Wang et al.72 

Palha de arroz Adsorção 6 27,8 Wang et al.66 

Madeira de pinho Encapsulação 7 19 
Naghdi et 

al.78 

Madeira Adsorção 7 33,8 Li et al.42 

Madeira de pinho, 
estrume de porco, 
casca de amêndoa 

Ligação covalente 5 46 
Lonappan et 

al.9 

Madeira de pinho Adsorção 7 6 
Naghdi et 

al.15 

Caroço de abacate Ligação covalente 7 50,5 Este estudo 

*Atividade da lacase residual após os ciclos de reutilização. 
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Em relação a estabilidade de armazenamento do biocarvão BCA-

AG5+lacase (Figura 27), durante os 30 dias de armazenamento à 4°C não foi 

observada perda de atividade da lacase na biotransformação do ACT, 

confirmando a eficiência do processo de imobilização por ligação covalente e 

iônica realizado neste estudo. Sabe-se que nos processos de imobilização por 

ligação covalente os grupos funcionais envolvidos ajudam a reter a conformação 

ativa e a orientação correta da enzima, e isto permite a estabilização do sistema 

enzima imobilizada140,172. Durante os 30 dias de armazenamento a temperatura 

ambiente (entre 25°C e 27ºC), a eficiência do sistema BCA-AG5+lacase na 

biotransformação do ACT foi mantida em mais de 90%. Uma pequena redução 

na biotransformação do ACT foi observada a partir dos 20 dias de 

armazenamento a ~25°C e isto pode estar relacionado com a desnaturação da 

enzima (pequena mudança na sua conformação). Essa tendência era esperada, 

pois sob refrigeração a temperatura baixa ajuda a reter a conformação e a 

orientação correta da enzima. No entanto, esses resultados confirmam mais uma 

vez a estabilização excepcional da lacase imobilizada no material BCA-AG5. 

 

 

Figura 27. Estabilidade de armazenamento da lacase imobilizada no biocarvão 

BCA-AG5 a 4°C e ~25°C. Condições: temperatura = 25°C; massa do material = 

10 mg; concentração do ACT = 30 mg L-1; tempo de contato = 24 h. 
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Os resultados deste estudo podem ser comparados com outros 

trabalhos, como por exemplo, Zhang et al. (2020)41 que investigaram a 

estabilidade de armazenamento da lacase imobilizada por adsorção-crosslinking 

em biocarvão magnético, e após 30 dias de armazenamento a 4°C e a 25°C a 

lacase manteve 81,8% e 64,4% de sua atividade inicial, respectivamente. Em 

outro trabalho, Lonappan et al. (2018)9 imobilizaram a lacase por ligação 

covalente em biocarvão e após 30 dias de armazenamento a temperatura 

ambiente a enzima manteve 80% de sua atividade inicial. Neste estudo, a 

estabilidade de armazenamento da lacase imobilizada no biocarvão de caroço 

de abacate pode ser atribuída a proteção da enzima à desnaturação (alterações 

estruturais e conformacionais) e a sua imobilização na orientação correta, sem 

limitação do acesso do substrato até o seu sítio ativo. Ademais, este estudo 

demonstra a aplicabilidade potencial de biocarvão obtido a partir de resíduos 

agrícolas como suporte para a imobilização de enzimas. Conforme descrito 

anteriormente, a porosidade e a presença de grupos funcionais de superfície no 

biocarvão desempenham papéis importantes na imobilização de enzimas. Além 

disso, a ativação e funcionalização do biocarvão pode ser uma ferramenta eficaz 

para aumentar a quantidade de enzima imobilizada na forma ativa. Assim, 

materiais como o biocarvão adequadamente projetados podem resultar em 

excelentes suportes para imobilização de enzimas. 
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6. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Este estudo destaca a importância da recuperação de resíduos agrícolas 

para o desenvolvimento de sistemas de enzimas imobilizadas mais sustentáveis 

e de baixo custo. A biomassa lignocelulósica utilizada neste trabalho de caroço 

de abacate mostrou-se um excelente precursor para a preparação de biocarvão 

e para aplicação como suporte na imobilização da enzima lacase. O tratamento 

da superfície do biocarvão com ácido cítrico e funcionalização com glutaraldeído 

a 5% e o pH de imobilização de valor 4,0 foram identificados como parâmetros 

cruciais para o aumento na quantidade de enzima ativa no biocarvão. Os 

resultados deste estudo indicam que a imobilização da lacase no biocarvão de 

caroço de abacate ocorreu principalmente por ligação covalente e interação 

iônica. Este processo de imobilização foi responsável pelo alto desempenho do 

catalisador na biotransformação do acetaminofeno em meio aquoso. Além disso, 

esse processo de imobilização permitiu que o biocatalisador tivesse excelente 

estabilidade de armazenamento e reutilização na biotransformação do 

acetaminofeno. A proposta de aplicação do sistema enzimático imobilizado na 

biotransformação do ACT é significativa do ponto de vista da biorremediação 

ambientalmente correta. Além disso, os resultados deste estudo também 

mostraram o grande potencial de aproveitamento de resíduos agrícolas, que 

atualmente é uma grande preocupação ambiental. Este biocatalisador 

imobilizado em um biocarvão de resíduo agrícola tem grande potencial para ser 

utilizado na remediação de poluentes emergentes, trazendo enormes benefícios 

ao meio ambiente e à sociedade. Espera-se que os resultados obtidos neste 

trabalho contribuem para estudos futuros sobre o aproveitamento de resíduos 

agrícolas no desenvolvimento de novos materiais, uma vez que, a evolução da 

agricultura acarreta o aumento da geração de resíduos, que quando descartados 

no solo ou submetidos à queima podem gerar uma série de problemas 

ambientais. Desta forma, é cada vez mais importante o desenvolvimento 

contínuo de estudos para explorar ainda mais o potencial de aplicabilidade de 

resíduos agrícolas. A conversão desses resíduos em produtos de valor agregado 
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é uma alternativa para reduzir os impactos ambientais e oferece vantagens 

econômicas no desenvolvimento de trabalhos de baixo custo.  
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