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RESUMO 
 
A  goma  de  Anacardium  occidentale  é  composta  por  um  complexo  de 
heteropolissacarídeos e  seus sais  de cálcio, magnésio, potássio  e sódio.  Há alguns 
exemplos  de  polissacarídeos  sintéticos  e  naturais  usados  como  suporte  para 
imobilização de enzimas, devido à versatilidade de reações químicas que estes materiais 
apresentam. Neste trabalho, o polisssacarídeo da goma de cajueiro (PEJU) foi extraído, 
caracterizado  e  usado  para  a  imobilização  de  Horseradish  peroxidase  (HRP).  Os 
cromatogramas em Sephadex G75 mostraram que o PEJU solúvel a 25ºC  apresentou 
três picos de alta massa molecular, quatro picos de massa intermediária e dois picos de 
baixa  massa  molecular.  O  PEJU  solúvel  a  65ºC  mostrou  picos  de  massa  molecular 
extremamente variada, e fragmentos de massa  molecular  muito baixa. A  fração de 
proteína solúvel aumentou em função da temperatura, com valor de  2,78 a 13,54 µg 
mL
-1
, a 25 ºC e 65ºC, respectivamente. Parece que a solubilização da proteína foi uma 
conseqüência  do  rompimento  do  enlace  físico  que  sustentava  as  cadeias  do 
polissacarídeo, como  mostrado  pelos  cromatogramas. O  PEJU  mostrou-se  satisfatório 
para a imobilização da HRP com rendimento de 34,3% de imobilização por adsorção 
quando  1000µL  da  solução  de  HRP  reagiram  com  15mg  do  PEJU  e  12,7%  quando 
1000µL reagiram com a mesma quantidade de suporte do PEJU ativado com periodato 
de  sódio.  A  máxima  eficiência  de  imobilização  (22,8%)  resultou  quando  500  µL  da 
solução  da  enzima  reagiu  com  15mg  do  suporte  ativado  com  glutaraldeído  5%.  Os 
resultados  apresentados  neste  trabalho  são  promissores,  indicando  o  PEJU  como  um 
suporte muito eficaz para imobilização de peroxidase. 
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ABSTRACT 
 
Anacardium  occidentale  gum  (cashew  gum)  is  composed  by  complex  branched 
heteropolysaccharides  and  their  calcium,  magnesium,  potassium  and  sodium  salts. 
There are several examples of synthetic and natural polysaccharide used as support for 
enzyme immobilization due the versatility of chemical reactions these materials offer. In 
this work a Brazilian cashew gum polysaccharide (CGP) was extracted, characterized 
and  used  for  Horseradish  peroxidase  (HRP)  immobilization.  The  Sephadex  G-75 
chromatograms showed that CGP soluble at 25ºC presented three main peaks of high 
molecular  mass,  four  peaks  of  intermediary  and  two  peaks  of  low  molecular  mass. 
Otherwise, the CGP soluble at 65ºC showed peaks of extremely varied molecular mass, 
and fragments of very low molecular mass. The fraction of soluble protein increased as 
function  of  temperature,  reaching  values  of  2,78  to  13,54  µg  mL
-1
,  at  25  and  65ºC, 
respectively. It seems that solubilization of the protein was a consequence of disruption 
of  physical  entanglements  that  were sustained  polysaccharide  chain,  as showed  the 
chromatograms.  CGP  was  very  efficient  for  HRP  immobilization,  with  34,3%  yield 
when 1000µL of HRP solution reacted with 15mg CGP by adsoption and 12,7%  when 
1000µL  of  HRP  solution  reacted  with  15mg  CGP  activated  with  periodate.  The 
maximum  efficiency  of  immobilization  (22,8%)  was  obtained  when  500  µL  of  HRP 
solution reacted with 15mg CGP activated with glutaraldehyde. The results of this work 
are very promising indicating cashew gum as a very good support. 
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I - INTRODUÇÃO 
 
Existem  vários  métodos  para  imobilização  de  enzimas  e,  a  cada  método 
correlacionam-se suportes adequados. Os métodos e suportes usados para imobilização 
de  uma  dada  enzima  são  escolhidos  para  resultar  na  maior  retenção  da atividade  e 
estabilidade do sistema (Fernandes et al, 2004). 
As enzimas têm sido covalentemente ligadas em suportes de natureza química 
bastante variada, em sua maioria polímeros insolúveis em água. Suportes poliméricos 
sintéticos  e  naturais  tem  sido  alvo  de  estudos  de  imobilização incluindo  poliestireno, 
quitosana, polianilina (PANI) e compósitos (Caramori e Fernandes, 2004). 
Polímeros  naturais  são  materiais  muito  importantes  por  estarem  disponíveis  e 
serem renováveis. Entre os polímeros naturais, os polissacarídeos têm um papel muito 
importante  por  sua  capacidade  de  interação  com  espécies  dissolvidas  e  dispersas, 
permitindo  executar  suas  funções  biológicas  vitais  na  associação  com  hormônios, 
lipídeos, proteínas ou outras moléculas e também por suas propriedades de formarem 
géis (Paula et al, 2002). 
 
Os carboidratos, tanto os mais simples como os mais complexos, possuem uma 
grande importância,  não  somente  aqueles  pertencentes  à dieta,  mas  também  no  papel 
que exercem na formulação e processamento de grande quantidade de alimentos onde 
agem  como  espessantes,  estabilizantes,  aumentando  a  palatabilidade,  como 
edulcorantes, estabilizantes de turbidez, conferindo corpo e textura em congelados, 
dentre outras propriedades (Fennema, 1996). 
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Nas últimas décadas,  polissacarídeos de  origem  vegetal  emergiram  como  uma 
importante  classe  de  produtos  naturais  bioativos.  Atividades  antitumoral, 
imunoestimulante,  anticomplemento,  antiinflamatória,  anticoagulante,  antiviral, 
hipoglicêmica e hipocolesterolemiante têm sido relatadas para uma grande variedade de 
polissacarídeos (Poser, 2000). Além destas propriedades farmacológicas, as gomas têm 
merecido  destaque  como  suporte  para  imobilização  de  biomoléculas,  permitindo  a 
catálise enzimática em meios não-convencionais (Azevedo et al, 2001). 
Os  polissacarídeos  vegetais  podem  ser  divididos  em  homogêneos  ou 
homoglicanos, quando da condensação de um grande número de moléculas do mesmo 
monossacarídeo (amido,  celulose) e heterogêneos  ou heteroglicanos, formados pela 
condensação  de  diferentes  tipos  de  monossacarídeos  (gomas,  mucilagens  e  pectinas) 
(Poser, 2000). 
As  gomas  podem  ser  definidas,  em  um  sentido  amplo,  como  qualquer 
polissacarídeo  solúvel  em  água  extraído  a  partir  de  vegetais  terrestres,  marinhos  ou 
microorganismos, possuindo a capacidade de aumentar a viscosidade ou de formar géis
 
(Fennema, 1996). O termo goma denota especificamente um grupo de polissacarídeos 
(glicanas) e seus derivados,  que hidratam em  água quente ou fria, formando uma 
solução  viscosa  ou  dispersão  de  baixa  concentração  (Zohuriaan  e  Shokrolahi,  2004). 
São  sustâncias  químicas  de  elevada  massa  molecular,  hidrofílicas,  com  propriedades 
coloidais,  produzindo  em  solventes  orgânicos  como  clorofórmio,  acetona,  etanol 
suspensões  altamente  viscosas,  com  funções  espessantes,  gelificantes,  emulsificantes, 
estabilizantes e aglutinantes (Lima, 2001). 
 
Quando usadas em alimentos, as gomas são algumas vezes, referidas como 
hidrocolóides,  sendo  classificadas  como  naturais  ou  gomas  modificadas.  Gomas 
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naturais incluem extratos de sementes como os alginatos, exsudatos de plantas como a 
goma arábica, gomas de sementes ou raiz como o amido de batata e gomas obtidas da 
fermentação  microbiológica  como  a  goma  xantana.  Gomas  modificadas  incluem 
celulose e derivados de amido, como ésteres e éter de celulose (Zohuriaan e Shokrolahi, 
2004). 
A  formação  de  gomas  pode  estar  relacionada  a  um  processo  de  adaptação  do 
vegetal  a  certas  condições  climáticas,  constituindo  a  chamada  “gomose  fisiológica”. 
Quimicamente, as gomas são caracterizadas por apresentarem sempre ácidos urônicos 
além de açúcares comuns (Poser, 2000).
 
Em outros casos, estas substâncias ocorrem em certos órgãos das plantas, como 
caule e raízes e são resultado de lesões sofridas pelo vegetal devido a traumatismos e/ou 
ação  de  microrganismos.    Além  dos  polissacarídeos  estão  presentes  nestes  exsudatos 
proteínas  de  defesa  ou  ainda  proteínas  que  sustentam  estas  cadeias  de  carboidratos, 
como  as  arabinogalactanas  (AGP).  As  AGPs  estão  geralmente  associadas  aos 
polissacarídeos  da  parede  celular  através  de  ligações  entre  galactose  e  arabinose, 
funcionando  como  homoglicanas  ou  como  parte  da  ligação  entre  pectinas,  mais 
precisamente com as cadeias de ramnogalacturanas (Thude e Classen, 2005; Goodrum 
et al, 2000; Bulck et al, 2005).
 
Estas proteínas têm sido isoladas da parede celular, sementes, frutas e exsudatos 
de plantas, bem como de suspensão de culturas destes componentes (Thude e Classen, 
2005). 
Em plantas, as AGPs têm sido relacionadas com diferentes funções, tais como 
indutor da embriogênese, controle da proliferação e expansão celular, além de agirem 
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como programadores celulares. Sob o aspecto farmacológico, há indícios,  in  vitro, da 
interação entre AGPs e o sistema complemento.  
Estudos  de  composição  bioquímica  de  gomas  arábicas  provenientes  de  várias 
espécies  de  Acacia  (Acacia  senegal,  Acacia  seyal,  Acacia  tortuosa  e  Acacia 
glomerulosa)    atribuíram    uma  parcela  significativa  de  AGPs  na  composição  do 
complexo polissacarídico destas gomas (Beltrán et al, 2005; Goodrum et al, 2000). 
A  goma  arábica,  a  mais  estudada  ente  os  materiais  gomosos,  consiste  de 
polissacarídeos de ramnoglicuronicoarabinogalactanas de alta massa molecular, além de 
glicoproteínas  ricas  em  hidroxiprolina.  A  habilidade  plástica  desta  goma  está 
diretamente  relacionada  com  a  presença  de  AGPs,  com  composição  de  aminoácidos 
caracterizada como Hyp4 Ser2 Thr Pro Gly Leu His. Por outro lado, as propriedades das 
AGPs dependem dos polissacarídeos aos quais estão ligadas (Goodrum et al, 2000). 
As  propriedades  químicas  e  físico-químicas  das  gomas  podem  variar 
significativamente dependendo da espécie, idade da árvore, tempo de exsudação, tipo de 
armazenamento e condições climáticas (Monthé e Rao, 1999). 
Exsudatos de plantas são utilizados desde tempos antigos, como no processo de 
mumificação de faraós egípcios, usados na decoração de túmulos de cristãos, para tingir 
seda  e  na  iluminação  de  manuscritos  da  idade  média  (Gröβl  et  al,  2005).  Nos  dias 
atuais, plantas que apresentam esta propriedade têm grande importância industrial, quer 
na  indústria  farmacêutica,  cosmética,  na  fabricação  de  papéis,  tintas  e  na  área  de 
alimentos, que aliadas às demais propriedades farmacológicas justificam o interesse de 
estudo  das  propriedades  estruturais  e  bioquímicas  destes  polímeros  naturais  (Ishrud, 
2001
; 
Paula e Rodrigues
, 1995).
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Das plantas que apresentam exsudato, merece destaque o cajueiro (Anacardium 
occidentale, L.), cuja goma é rica em monossacarídeos e oligossacarídeos (Lima, 2001). 
Encontrado  no  mundo  tropical,  sua  exploração  econômica  está  restringida 
principalmente à Índia, Brasil, Moçambique, Quênia e Tanzânia (Lima, 2001). 
   O cajueiro (Anacardium occidentale,  L.) pertence à família Anacardiaceae e é 
considerada uma das culturas de maior importância econômica do nordeste brasileiro, 
sendo cultivado principalmente nos estados do Ceará, Rio Grande do Norte e Piauí. Os 
produtos da castanha, amêndoa e Líquido da Castanha do Caju (LCC), e os derivados 
do  pedúnculo,  principalmente  o  “suco  de  caju  alto  teor  de  polpa”,  assumem  elevada 
importância  econômica,  dando  margem  ao  estabelecimento  de  grandes  unidades 
industriais,  com  capacidade  de  processamento  de  até  20  toneladas  de  pedúnculo  por 
hora, nas regiões produtoras (Maia et al, 2001). 
A  agroindústria  do  caju  representa  nos  dias  atuais  parcela  significativa  da 
economia do Nordeste do Brasil, em decorrência dos produtos industrializados oriundos 
do seu fruto e pseudofruto. Deve-se ressaltar que a referida cultura está se expandindo 
por todo Brasil (Maia et al, 2001). 
A  escassez  da  matéria-prima,  decorrente  da  elevação  dos  preços  da  castanha, 
concorreu  para  que  os  empresários  do  setor,  também  investissem  em  programas  de 
plantio,  visando  o abastecimento  de  suas  indústrias,  o  que  resultou  em  ampliação 
considerável da área reservada a esta cultura (Maia et al, 2001). 
Anderson  e  Bell,  1975,  caracterizaram  o  exsudato  gomoso  de  cajueiro  como 
contendo 61% de galactose, 14% de arabinose, 7% de ramnose, 8% de glicose e 5% de 
ácido  glicurônico,  além  de  traços  de  manose,  xilose  e  ácido  4-O-metilglicurônico 
(menor  que  2%).  O  principal  ácido  aldobiurônico  presente  é  o  ácido  6-O-β-D- 
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glicopiranosilurônico-D-  galactose;  pequenas  amostras  de  análogos  de  4-O-metil 
também  estão  presentes.  Uma  banda  da  hidrólise  ácida  mostrou  somente  duas 
galactobioses, 3-O- β -D- galactopiranosil-D-galactose (maior componente) e 6-O- β -
D- galactopiranosil – D- galactose (menor componente). 
A  análise  da  goma  de  Anacardium  occidentale  L.  indica  uma  estrutura  de 
galactana altamente ramificada consistindo de cadeia com ligações β- (1-3) e β- (1-6) D- 
galactose. A arabinose está presente como grupo terminal ou em ramificações curtas (1-
2) ligadas com cinco unidades longas. Glicose, ramnose, manose, xilose e ácido urônico 
estão presentes como grupos terminais. 
  A  caracterização  estrutural  por  cromatografia  gasosa  e  ressonância  magnética 
mostra que o polissacarídeo é composto por três tipos de unidades de galactana ligadas 
por C1 e C3, C1 e C6 e C1, C3 e C6, estando a glicose presente na cadeia lateral, com 
cinco  unidades.  Estão  presentes  no  heteropolissacarídeo  sais  de  cálcio,  magnésio, 
potássio  e  sódio,  conferindo  à  goma  uma  massa  molecular  média  de  1,5  x  10
4 
  kDa 
(Monthé e Rao, 1999). A Figura 1 apresenta uma possível estrutura da goma de cajueiro 
(Anderson e Bell, 1975). 
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Figura 1. Possível estrutura da goma de Anacardium occidentale, L. R representa 
D-manose,  D-xilose,  L-ramnose,  L-arabinose  ou  ligação  1-2  com  a  cadeia  de 
arabisose. R” representa D-glicose ou D- ácido glicurônico.(Anderson e Bell, 1975). 
 
O uso de goma de cajueiro ou seu polissacarídeo para imobilização de tripsina 
foi reportado por Oliveira et al, 2002 com aplicação como agente auxiliar em processos 
de  cicatrização.  Além  deste  trabalho,  nenhum  outro  apontou  o  polissacarídeo  de 
cajueiro como material potencial para ser explorado como suporte para imobilização de 
enzimas, embora o fato deste polímero ser solúvel em água possibilitar sua utilização 
em condições de grande interesse de pesquisa. 
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A  imobilização de  enzimas  reúne  técnicas  que  visam minimizar os  problemas 
práticos no uso destes biocatalisadores, como  curto tempo operacional e instabilidade 
das  estruturas  no  meio  de  reação.  Com  este  propósito  vários  métodos  têm  sido 
propostos utilizando variados suportes. 
Comparadas com a enzima livre em solução, as enzimas imobilizadas são mais 
estáveis,  de  fácil  separação  do  produto,  alta  estabilidade  operacional,  resistem  a 
mudanças de ambientes e possuem capacidade de reuso, sem perda extrema de atividade 
(Xu et al, 2006).
 
A imobilização de enzima é um excelente método que permite alta estabilidade 
de armazenamento e melhor controle do processo catalítico. Além disso, a imobilização 
permite estabilidade operacional e redução da contaminação da solução de tratamento 
da enzima, uma vez que enzimas imobilizadas podem ser facilmente separadas da 
solução (Queiroz et al, 1999). 
O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com 
atividade  e  estabilidade  que  não  sejam  afetadas  durante  o  processo  catalítico,  em 
comparação à sua  forma livre;  entretanto,  espera-se que  a enzima imobilizada deverá 
exibir uma atividade catalítica superior (Aksoy et al, 1998). 
Um  dos  desafios  recentemente  superados  pela  engenharia  bioquímica  foi  a 
utilização de  enzimas como catalisadores em reações em meios  não-convencionais. 
Dentre os principais avanços,  destacam-se  aqueles obtidos com  o  uso de enzimas em 
reações em meios contendo solventes orgânicos. 
Durante  muito  tempo,  acreditou-se  que  enzimas  eram  irreversivelmente 
desnaturadas  se  submetidas  a  ambientes  contendo  solventes  orgânicos.  Desde  os 
trabalhos pioneiros de Klibanov, no início da década de 1980, este dogma foi revisto. 
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Sabe-se  hoje  que  muitas  enzimas  (ou  complexos  enzimáticos)  são 
cataliticamente  ativas  em  ambientes  hidrofóbicos,  com  eficiência  similar  àquela 
encontrada em soluções aquosas, ou em certos casos até superior (Nascimento, 2004). 
Na maioria dos casos, para que a catálise seja eficiente, há necessidade de proteger as 
enzimas  da interação direta com  o  solvente  orgânico presente  no  meio  no  qual  é 
realizada a  reação  (Nascimento,  2004).  Neste  caso, dois  caminhos  são  possíveis para 
estabilizar enzimas: manejo do meio e manejo biocatalítico. 
  O  manejo  do  meio  no  contexto  da  biocatálise em  meio  não  aquoso  envolve  a 
modificação  da  vizinhança  do  biocatalisador,  com  a  introdução  de  compostos  que 
modifiquem  a  distribuição  de  água  no  meio  de  reação,  como  adição  de  sorbitol  ou 
outros  agentes  higroscópicos.  Já  o  manejo  biocatalítico  reúne  estratégias  tais  como  a 
imobilização e a engenharia de proteínas, que são amplamente conhecidas por resultar 
em aumento na eficiência ou estabilidade das enzimas em meio aquoso, podendo esta 
qualidade se estender a meios não-aquosos (López et al, 2006). 
A atividade das enzimas em meio orgânico depende fortemente de sua taxa de 
hidratação, que é essencial para a manutenção de sua flexibilidade e conformação 
(López et al, 2006). Desta forma, a imobilização e a engenharia de proteínas têm sido 
usadas  para  propiciar um  desempenho  catalítico  em  presença  de  solventes  orgânicos, 
uma vez que nestes casos, a presença e manejo racional do par enzima-suporte usado na 
imobilização podem resultar em ambientes de grau de hidrofilicidade variados (Krishna, 
2002). 
Manter  a  atividade  catalítica  em  meio  orgânico  pode  ser  extremamente 
interessante. Dentre as vantagens da  utilização de enzimas nestes ambientes podemos 
destacar: 
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  Estes meios possibilitam a solubilização de substratos e/ou produtos hidrófobos, 
permitindo  o  desenvolvimento  de  processos  com  produtividade  volumétrica 
elevada; 
  Redução de possíveis efeitos inibitórios e/ou tóxicos por parte do substrato e/ou 
produto.  O  solvente,  assim,  pode  ser  selecionado  de  modo  a  funcionar  como 
diluente, reduzindo a concentração interfacial e na fase aquosa (por partição) de 
substratos e/ou produtos; 
  Possibilita  o  deslocamento  do  equilíbrio  químico,  em  reações  hidrolíticas 
(Cabral et al, 2003). 
Além destas vantagens, podemos ainda citar a diminuição do número de reações 
secundárias (melhorando a seletividade); a simplificação dos processos de recuperação 
de produto e de enzima (devido ao baixo ponto de ebulição dos solventes); o aumento 
da  estabilidade  térmica  (efeito  que  depende  criticamente  do  teor  de  água  disponível, 
uma  vez  que  a  reação  de  desnaturação  requer  água);  a  diminuição  dos  riscos  de 
contaminação microbiana; a redução dos problemas de formação de espuma em reatores 
e o aumento de solubilidade de oxigênio em meio orgânico (Cabral et al, 2003). 
Por  estas razões,  várias tentativas  têm  sido  levadas  a  cabo com objetivo  de 
aprofundar  os  estudos  e  estabelecer  padrões  de  comportamento  para  enzimas 
imobilizadas que  possam ser  utilizadas  em ambientes  contendo solventes  orgânicos 
tanto quanto em ambientes aquosos. Além disto, a razão pela qual o uso de enzimas em 
ambientes  não  aquosos  gerou  investimentos  em  pesquisas  é  que  algumas  enzimas 
exibem propriedades diferentes em solventes orgânicos. Por exemplo, algumas enzimas 
catalisam em meio orgânico reações impossíveis em água e são muito estáveis. Além 
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disso, a  seletividade  enzimática no  meio  orgânico  não  é  apenas  diferente daquela em 
presença de água, mas pode ser controlada e revertida pelo solvente. Esta “engenharia 
do  solvente”  resulta  em  uma  alternativa  bastante  atraente  para  a  engenharia  protéica 
(Klibanov, 1997). 
Dentre  as  enzimas  estudas  em  catálise  em  meio  orgânico,  as  peroxidases  tem 
sido objeto de um grande número de trabalhos. 
As peroxidases são enzimas que atuam sobre uma variedade de substratos, tais 
como fenóis, aminas aromáticas, naftóis, metoxibenzenos (Chen e Nobe, 1993). Nesta 
família estão reunidas enzimas que utilizam como agente oxidante o oxigênio molecular 
- polifenoloxidases; íon superóxido - superóxido dismutases; e o peróxido de hidrogênio 
-  peroxidases,  catalases.  Estas  enzimas,  na  presença  de  oxigênio  ou  peróxido  de 
hidrogênio, atuam sobre compostos fenólicos oxidando-os, levando ao aparecimento de 
substâncias  coloridas,  que  quando  ocorrem  “in  natura”  são  denominados  de 
escurecimento enzimático (Goy et al, 1992). 
A  família  das  peroxidases  reúne  enzimas  de  fácil  manuseio,  utilizadas 
rotineiramente  em  laboratório  de  análises  clínicas  em  dosagens  bioquímicas  (glicose, 
colesterol) e imunológicas  (ELISA) (Fatibello -  Filho, 2003).  Por utilizarem como 
substrato oxidado o peróxido de hidrogênio, estas enzimas são também utilizadas para o 
monitoramento da concentração desse composto em processos de controle de qualidade 
na indústria de laticínios e têxtil. 
As  peroxidases  são  amplamente  distribuídas  no  mundo  biológico,  sendo 
encontradas especialmente em plantas e em alguns tecidos animais e microrganismos. A 
peroxidase  de  raiz  forte  (Horseradish  peroxidase  -  HRP  (E.C.  1.11.1.7))  é  uma 
oxidorredutase,  uma  enzima  monomérica  consistindo  de  uma  cadeia  polipeptídica 
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simples organizada em dois domínios e glicosilada em oito sítios específicos. Contêm 
um  grupo  prostético  heme,  dois  íons  cálcio  e  quatro  ligações  dissulfeto,  com  massa 
molecular  de  44kDa.  Esta  enzima  tem  sido  extensivamente  estudada  há  alguns  anos, 
oferecendo  contribuições  na  biotecnologia,  na  bioremediação,  na  construção  de 
biosensores, em certas sínteses orgânicas, como um indicador em ensaios de oxidases, 
em bioluminescência e imunodiagnósticos, citoquímica e DNA (Azevedo et al, 2001). 
Frente  a  estes  dados,  justifica-se  o  uso  do  polissacarídeo  de  cajueiro 
(Anacardium  occidentale,L.)  como  suporte  para  imobilização  de  enzimas  como  as 
peroxidases e sua aplicação em meio orgânico, uma vez que o próprio suporte é capaz 
de promover a hidratação da enzima, visto que a água, sendo crítica para esta, é capaz 
de  afetar sua  ação  de  várias formas,  quer  influenciando  sua estrutura  rompendo as 
ligações hidrogênio, quer facilitando a difusão do reagente e, portanto, influenciando o 
equilíbrio da reação. 
Além do que já foi apontado, sabe-se que o sucesso de implementação do uso de 
enzimas  em  biocatálise  industrial  requer  a  disponibilidade  de  enzimas  com  alta 
atividade,  especificidade  e  estabilidade  acima  daquelas  apresentadas nas  condições 
rotineiras  dos  processos  habituais;  desta  forma,  a  biocatálise  poderá  ser  amplamente 
expandida  se  as  enzimas  puderem  funcionar  de  maneira  estável  em  meios  não 
convencionais como aqueles contendo solventes orgânicos (Zhao et al, 2002). 
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II. OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
  Purificar e caracterizar parcialmente o polissacarídeo de cajueiro; 
 
Imobilizar a enzima horseradish peroxidase (HRP) em goma de cajueiro 
(Anacardium occidentale, L.);
 
 
Testar entre três métodos de imobilização (adsorção, via periodato de sódio ou 
via glutaraldeído) o mais eficiente para imobilização;
 
  Testar a estabilidade da preparação obtida para uso repetido em meio aquoso; 
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III. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
1.  MATERIAIS 
 
Horseradish  peroxidase  Tipo  IV  (E.C.  1.11.1.7),  tripsina  (E.C.  3.4.21.4), 
endopeptidase K de Tritirachium álbum, subtilisina de Bacillus licheniformis, pirogalol, 
peróxido de  hidrogênio, acrilamida, nitrato  de prata,  amido de  batata, periodato  de 
sódio, glutaraldeído e gel de Sephadex G-75 foram obtidos de Sigma Co. 
Papaína (Carica papaya, E.C. 3.4.22.2) foi obtida de Calbiochem. 
Os  marcadores  moleculares  beta-galactosidase  (116  kDa),  albumina  sérica 
bovina  (66,2  kDa),  ovoalbumina  (45  kDa),  lactato  desidrogenase  (35  kDa),  Rease 
BSp981 – E. coli (25 kDa), beta-galactoglobulina (18,4 kDa) , usados na eletroforese de 
proteínas foram ambos obtidos de Fermmentas. 
As placas de TLC foram obtidas de Alugram Sil G/UV 
254
. 
A  goma  de  cajueiro  foi  gentilmente  ofertada  por  Flaviane  Monteiro,  da 
Universidade Federal de Pernambuco. 
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2. MÉTODOS 
 
 
2.1.  EXTRAÇÃO  E  CARACTERIZAÇÃO  DO  POLISSACARÍDEO 
PRESENTE NA GOMA DE CAJUEIRO – PEJU 
 
 
2.1.1. PREPARO E CARACTERIZAÇÃO DO SUPORTE 
 
•  ORIGEM E PURIFICAÇÃO DO PEJU 
 
A goma bruta foi coletada de árvores de Recife, Pernambuco. Os nódulos foram 
triturados e  dissolvidos em água destilada na  proporção de 20% (p/v) e a  mistura 
mantida  em  temperatura  ambiente  por  24  horas  para  completa  dissolução.  A  solução 
obtida foi filtrada em nylon (90 fios) e em seguida foi adicionado etanol absoluto, na 
proporção de 1:3 e a suspensão obtida mantida em temperatura ambiente por 24 horas. 
Após  decantação,  o  sobrenadante  foi  descartado  e  o  precipitado  (PEJU)  lavado  com 
etanol absoluto, para em seguida, ser filtrado em nylon (110 fios). O PEJU obtido foi 
seco, triturado e armazenado em frascos hermeticamente fechados, em temperatura 
ambiente até a sua utilização. 
 
•  ANÁLISE  DO  PEJU  POR  INFRAVERMELHO  DE 
TRANSMITÂNCIA (FTIR) 
O  espectro  de infravermelho  (FTIR)  foi  efetuado em  espectrofotômetro  Bomn 
FT-IR  modelo  MB100. A  varredura  foi  feita  na  faixa entre  4000 a  500  cm
-1
,  com 
pastilhas  de  KBr  às  quais  foram  adicionadas  amostras  de  PEJU,  PEJU  tratado  com 
periodato e PEJU tratado com glutaraldeído 5% (v/v). 
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•  SOLUBILIDADE 
A solubilidade da goma bruta e do PEJU foi efetuada conforme metodologia de 
Zakaria e Rahman, 1996, usando amostras de 0,2 g de PEJU dissolvidas em 5,0 mL. As 
amostras  foram  submetidas  a  agitação  por  2h,  centrifugadas e  o  precipitado  separado 
por filtração em papel. Após lavagem do precipitado com água destilada, este foi levado 
para secar em estufa a 90ºC por 24h. A massa obtida correspondeu à fração insolúvel da 
amostra. 
 
• 
CURVA DE ABSORVITIVIDADE MOLAR DO PEJU
 
Curvas  de  absorvitividade  molar  têm  como  finalidade  estudar  as  faixas  ou 
comprimento  de onda  em que  os  compostos  absorvem luz.  A  partir desta  curva,  é 
possível predizer a presença de determinados grupos cromóforos na estrutura química 
do composto em análise. Amostras de 5,0 mg PEJU foram solubilizadas em 1,0 mL de 
água destilada, solução salina 0,15 mol L
-1
, tampão fosfato de sódio 0.1 mol L
-1
, pH 7,0 
e ácido clorídrico 0,01 mol L
-1
, nas temperaturas de 5 ºC, 25 ºC e 45 ºC. A absorção 
molar  das  amostras  foi  analisada  em  espectrofotômetro  UV/VIS  (Ultrospec  3000-
Pharmacia) no intervalo entre 280 a 800 nm. 
 
•  ANÁLISE DO CONTEÚDO DE PROTEÍNA DO PEJU 
A  presença  de  proteínas  no  PEJU  foi determinada  pelo  método  de  Bradford 
(1976)  em  amostras  contendo  20  mg  mL
-1
  de  PEJU  dissolvido  em  água  nas 
temperaturas de 25, 35, 45, 55 e 65ºC.  Em outra abordagem, o conteúdo de proteínas 
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foi  evidenciado  por  eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida  (SDS-PAGE),  segundo 
método  de  Laemmli  (1970),  utilizando  como  corante  para  as  bandas  de  proteínas  o 
método da prata (Blum et al, 1987).  
 
•  CROMATOGRAFIA DO PEJU EM SEPHADEX G-75 
A cromatografia por exclusão de tamanho tem sido aplicada para separar várias 
misturas  de  proteínas,  ácidos  nucléicos  e  polissacarídeos  (Beltrán  et  al,  2005).  Desta 
forma, a fim de determinar a massa molecular aproximada do PEJU, soluções aquosas 
de  5.0  mg  mL
-1
  preparadas  a  25  e  65ºC    foram  analisadas  por  cromatografia  de  gel 
filtração  em  coluna  de  Sephadex  G-75  medindo  22  x  1.5  cm.  Amostras  de  1.0  mL 
foram aplicadas na coluna e eluídas com água destilada, numa vazão de 1.0 mL min
-1
. 
Frações de 1,0 mL foram coletadas por tubo e estas analisadas a 280 nm. 
 
•  ANÁLISE DE PEJU POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA 
DELGADA (TLC) 
Amostras de PEJU dissolvidas em água a 25ºC e 65ºC, e amostras tratadas 
com  proteases  foram  analisadas  por  cromatografia  em  camada  delgada  (TLC). 
Foram aplicados 30 µL das seguintes soluções: 10 mg mL
-1
 de PEJU dissolvido em 
água destilada a 25ºC e 65ºC; 10 mg mL
-1
 de PEJU tratado com tripsina e papaína; e 
como marcadores solução de maltose e glicose 1,0% (p/v) e amido 1,0% (p/v). A 
corrida  cromatográfica  foi  feita  segundo  Chung  et  al,  (1995)  usando  como fase 
móvel  uma  solução  de  n-butanol/metanol/água  (4:  2:  1).  Após  corrida,  as  placas 
foram  incubadas em  estufa  a  70  ºC  e  logo após,  coradas  com  solução  reveladora 
contendo  7,5  mL  de  ácido  fosfórico  85%  (v/v),  1.0  mL  de  anilina,  1,0  g  de 
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difenilamina preparados em 50 mL de acetona. A revelação das bandas é feita após 
incubação das placas em estufa, a 90ºC por cerca de 30 min. 
 O  tratamento  do PEJU  com  as proteases  tripsina e  papaína  consistiu na 
incubação  de  10  mg  PEJU  com  solução  1,0  mL  de  solução  contendo  1,0  mg  da 
respectiva protease, a  25ºC, por 120 min. Alíquotas de 30 µL desta solução foram 
aplicadas  na  placa  de  TLC.  A  hidrólise  proteolítica  do  PEJU  foi  testada  também 
com endopeptidase K de Tritirachium album e subtilisina de Bacillus licheniformis, 
mas nestes ensaios não houve ação hidrolítica. 
 
 
2.2.  IMOBILIZAÇÃO  DE  HORSERADISH  PEROXIDASE  (HRP) 
EM PEJU 
 
Caracterizado o suporte, a segunda parte deste trabalho consistiu em testar três 
métodos  de  imobilização  da  HRP  neste  biopolímero  –  por  adsorção,  por  ligação 
covalente diretamente  ao  biopolímero, usando  o periodato  de sódio  para  criar  grupos 
reativos na  fração  polissacarídica do  suporte e por ligação covalente usando como 
espaçador o glutaraldeído, que reage com grupos amino de proteínas. 
   
2.2.1. IMOBILIZAÇÃO POR ADSORÇÃO 
 
A  imobilização  da  HRP  foi  feita  adicionando-se  da  1,0  mL  de  solução 
enzimática  contendo  196.4  unidades  de  enzimas  (UE)  a  15  mg    de  PEJU  e  deixado 
reagir por  30 min a 4ºC. Em seguida o PEJU-HRP foi precipitado com etanol absoluto 
gelado,  centrifugado  e  testado  quanto  à  atividade  enzimática  imobilizada.  O  teste  de 
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atividade consistiu em adicionar ao complexo PEJU-HRP 1.4 mL de tampão fosfato de 
sódio 0.1 mol L
-1 
pH 6,0 , 0.5 mL de peróxido de hidrogênio 0.05 mol L
-1
 e 1.0 mL de 
pirogalol 0.07 mol L
-1
. Após 1 min de reação a leitura da absorvância foi feita em 420 
nm,  sendo  uma  unidade  de  enzima  (UE)  definida  como  a  quantidade  de  enzima  que 
produz um aumento de 0,1 absorvância (Fernandes et al, 2004). O mesmo procedimento 
foi feito para se avaliar a atividade da HRP livre, substituindo-se PEJU- HRP por 0,1 
mL da solução de  HRP (196.4 UE mL
-1
). O valor obtido do branco da reação feito na 
presença de PEJU foi descontado de todas as leituras. Todos os testes foram feitos em 
triplicata e os resultados apresentados com média e desvio padrão. 
 
 
2.2.2. IMOBILIZAÇÃO VIA PERIODATO DE SÓDIO 
•  ATIVAÇÃO DO PEJU POR PERIODATO 
A oxidação por periodato tem sido amplamente usada como um método rotineiro 
para a elucidação de estrutura de carboidratos complexos (a oxidação por periodato da 
quitosana, por exemplo, é esperada por aumentar a  flexibilidade e  solubilidade da 
cadeia.); esta aplicação recente ajudou a interpretar estruturas fundamentais em alguns 
polissacarídeos como celulose, amido, xilana e glicogênio (Vold e Christensen, 2005). 
O íon, IO
4-,
 ataca os dióis vicinais para clivar a ligação carbono-carbono por uma 
reação de oxidação, conduzindo à formação de um dialdeído. Além dos dióis vicinais, 
outros  grupos  1,2-  dioxigenados  e  1,2-  aminoálcoois  também  são  clivados  de  forma 
oxidativa pelo periodato. A N-acetilação do aminogrupo, entretanto, impede a clivagem. 
Secundariamente, ligações internas devem ser clivadas pelo ataque de radicais hidroxila 
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formados  espontaneamente  pela  decomposição  do  periodato  na  solução  (Vold  e 
Christensen, 2005). 
Assim,  0,05  g  de  PEJU  foram  deixados  sob  agitação  por  30  minutos  em 
temperatura  ambiente,  juntamente  com  2,0  mL  de  solução  de  periodato  de  sódio  0,1 
mol.  L 
-1
 e 10  mL de tampão  fosfato de sódio  0,1  mol.  L 
-1
 pH 7,0. Uma vez  que o 
polissacarídeo é  solúvel  em  solução  aquosa, ressuspende-se  o  mesmo  com  36  mL  de 
etanol absoluto, deixando obter-se precipitação máxima após 24 horas, em temperatura 
ambiente.  Após  este  período, o  sobrenadante é  retirado, e  o  volume  completado  com 
etanol absoluto, para total precipitação. Depois de 5 horas em repouso, o PEJU-p é seco 
em dessecador por 24  horas. O pó obtido  é triturado e armazenado  a  4º  C  em frasco 
âmbar até utilização. 
 
•  IMOBILIZAÇÃO E ENSAIO DA HRP 
  A imobilização da HRP foi feita adicionando-se alíquotas crescentes da solução 
enzimática (de 250 a 1000 µL) contendo 196.4 UE mL
-1
 a  15 mg  de PEJU-p e deixado 
reagir por  30 min a 4ºC. Assim, o PEJU-p-HRP foi precipitado com  etanol absoluto 
gelado.  Após  a  centrifugação,  ao  complexo  PEJU-p-HRP  foi  adicionado  1.4  mL  de 
tampão fosfato 0.1   mol L
-1 
pH 6,0 , 0.5 mL de  peróxido de hidrogênio 0.05 mol L
-1
 e 
1.0 mL de pirogalol 0.07 mol L
-1
, sendo a  atividade da enzima imobilizada  testada. A 
reação se procede em um minuto e o produto da reação formado é lido em 420 nm. Uma 
unidade de enzima (UE) é definida como a amostra de enzima que produz um aumento 
de 0,1 na absorvância (Fernandes et al, 2004). O mesmo procedimento foi feito para se 
avaliar a atividade da HRP livre, substituindo-se PEJU-p-HRP por 0.1 mL a solução de 
HRP (196.4 UE mL
-1
). O valor obtido do branco da reação foi descontado de todas as 
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leituras.  Todos  os  testes  foram  feitos  em  triplicata  e  os  resultados  apresentados  com 
média e desvio padrão. 
 
2.2.3. IMOBILIZAÇÃO VIA GLUTARALDEÍDO 
•  ATIVAÇÃO DO PEJU POR GLUTARALDEÍDO 
Visando  a  maior  estabilidade  do  suporte,  0,05  g  de  PEJU  foram  deixados 
agitando  por  30  minutos  em  temperatura  ambiente,  juntamente  com  2,0  mL  de  uma 
solução de glutaraldeído 2,5 e 5%, respectivamente e 10 mL de tampão fosfato de sódio 
0,1  mol.  L 
-1
  pH  7,0.  Uma  vez  que  o  polissacarídeo  é  solúvel  em  solução  aquosa, 
ressuspende-se o mesmo com 36 mL de etanol absoluto, deixando obter-se precipitação 
máxima após 24 horas, em temperatura ambiente. Após este período, o sobrenadante é 
retirado, e o volume completado com etanol absoluto, para total precipitação. Depois de 
5  horas  em  repouso,  o  PEJU-g  é  seco  em  dessecador  por  24  horas.  O  pó  obtido  é 
armazenado a 4º C em frasco âmbar até utilização. 
 
 
2.3.  PRECIPITAÇÃO DO  PEJU-p-HRP  E  PEJU-g-HRP  USANDO 
DIFERENTES SOLVENTES ORGÂNICOS 
Alguns  solventes  orgânicos  foram  testados  para  definir  a  melhor  condição  para  a 
precipitação do PEJU-p-HRP e PEJU-g-HRP. Nestes testes, depois da imobilização, 
o  PEJU-p-HRP  e  PEJU-g-HRP  (1.0  mL)  foi  tratado  com  3.0  mL  de  solventes 
gelados, centrifugado por 30 min,  e a atividade do precipitado medida conforme já 
descrito. Alíquotas (100 µL) da enzima livre foram mantidas, por 30 min, em solução 
contendo  solventes  orgânicos  na  mesma  proporção  usada  para  a  imobilização.  A 
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atividade  da  enzima  livre  e  da  imobilizada  foi  testada  conforme  descrito  no  item 
2.2.2.  Os  solventes  orgânicos  testados  foram  etanol,  isopropanol,  acetonitrila, 
acetona, éter etílico, clorofórmio, hexano e dimetilsulfóxido (DMSO). 
 
2.4. REUSO DO PEJU-g-HRP EM ACETONA: 
Os  testes  de  reuso  do  PEJU-g-HRP foram  feitos  como  se segue:  PEJU-g-HRP  foi 
precipitado  com  acetona  e,  depois  de  removido  o  solvente,  PEJU-g-HRP  foi 
dissolvido em um meio aquoso de reação contendo tampão, peróxido de hidrogênio e 
pirogalol, conforme  detalhado  no  item  2.2.2.  O  produto  foi  analisado  em  420  nm, 
depois  de  1  min  de  reação.  Assim,  o  PEJU-g-HRP  foi  precipitado  com  o  mesmo 
solvente  e  separado  do  meio  de  reação.  O  PEJU-g-HRP  recuperado  por  este 
procedimento foi utilizado repetidamente. 
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IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
1. CARACTERIZAÇÃO DO POLISSACARÍDEO (PEJU) 
 
•  ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (FTIR) 
 
 Várias técnicas têm sido desenvolvidas para a identificação de gomas de plantas 
em trabalhos artísticos ou históricos (Gröβl et al, 2005). 
A espectroscopia no infravermelho é uma  das técnicas mais  freqüentemente 
utilizadas para o estudo de polímeros. O método é rápido e sensível, com uma ampla 
variedade  de  técnicas  amostrais  e  os  instrumentos  utilizados  podem  ser  ainda 
considerados de baixo custo. A absorção de compostos no espectro do infravermelho é 
provavelmente  uma  propriedade  física  única, sendo  chamada  de  impressão  digital  da 
molécula.  O método foi utilizado primeiramente  para  a identificação  de  compostos 
puros.  Entretanto,  novas  técnicas  permitiram  detalhar  a  análise  estrutural  de 
macromoléculas  puras  e  seus  oligômeros,  análise  de  mistura  de  polímeros,  além  da 
investigação da interação de macromoléculas particulares. 
A possibilidade do uso da espectrofotometria no infravermelho para estudo da 
composição  de  monossacarídeos  presentes  em  diferentes  amostras  representa  um 
importante  desenvolvimento  em  comparação  com  métodos  químicos  instrumentais 
tradicionais.  Além  disso,  o  infravermelho  permite  a  análise  das  amostras  sem  a 
necessidade da hidrólise dos açúcares constituintes (Coimbra et al, 1999). 
O  infravermelho  de  mono  e  oligossacarídeos  mostrou-se  importantes  na 
elucidação  de  pequenas  moléculas  e  também  na  análise  de  compostos  onde  estes 
representam unidades  estruturais. Além disso,  o  infravermelho  foi  sugerido  como  um 




Caracterização  de  polissacarídeo extraído de  goma de  cajueiro (Anacardium  occidentale,  L.)  e  sua  aplicação para 
imobilização de Horseradish peroxidase (HRP). 
 
 
xxxviii
possível método para a determinação das ligações α ou β-glicosídicas em glicanas, que 
é  um  fator  importante  para  a  estimativa  da  pureza  destas  preparações  (Kacurákvá  e 
Wilson, 2001). 
A  Espectroscopia  de  infravermelho  tem  sido  uma  alternativa  útil  como 
complemento para as técnicas de alta resolução de estrutura de proteínas. Em princípio 
uma estrutura tão grande quanto a de uma proteína deveria dar origem a uma  grande 
quantidade de sobreposições vibracionais, obscurecendo deste modo a informação. No 
entanto, a repetição de estruturas padrões, que acontece nas biomoléculas, em particular 
nas  proteínas,  torna  seu  espectro  muito  mais  simples,  permitindo  a  obtenção  de 
informações úteis (Arrondo e Gonai, 1999). 
Como pode ser visto na Figura 2, o espectro do polissacarídeo presente na goma 
de cajueiro mostra bandas características de galactanas, como as apresentadas na faixa 
de  3010-2750  cm
-1
,  relativos  ao  estiramento  CH  da  galactose  (Kacurákvá  e  Wilson, 
2001; Sekkal, 2003). Na faixa entre 2700 e 1580 cm
-1
 encontra-se uma banda larga que 
pode  ser  analisada  como  sobreposição  de  bandas,  devido  à  variedade  de  grupos  que 
apresentam vibração nesta  região.  Merecem  destaque as bandas presentes  na  faixa de 
1700-1200  cm
-1
  que  se  relacionam  com  a  presença  de  -CHO,  HCH,  -CCH  e 
deformações de aminogrupos (Sekkal, 2003; Maciel et al, 2005). A banda larga entre 
1321-1201  cm
-1
  relaciona-se  ao  estiramento  do  grupo  metil  de  metil-α  ou  β-D-
galactopiranosídeos.  Na  faixa  de  1200-700  cm
-1
,  também  chamada  de  “região 
anomérica” são mais expressivas as bandas em 906, 827 e 744  cm
-1
, sugerindo a 
presença de β-D-galactopiranosideos (Sekkal, 2003). 
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Figura  2.  Espectro  de  infravermelho  do  PEJU.  Amostras  na  forma  de 
pastilhas de KBr/PEJU. 
 
A reação do PEJU com periodato de sódio resulta no aparecimento de carbonilas 
aldeídicas em carbonos vicinais, conforme o esquema abaixo (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema de reação do processo de oxidação do polissacarídeo por 
periodato de sódio. 
 
O espectro de infravermelho do PEJU-p apresentou uma banda larga em 1730 
cm
-1
 correspondente a estiramento de carbonila de aldeído. 
O  PEJU  tratado  com  glutaraldeído  também  passou  a  apresentar  banda 
característica  de  carbonila  aldeídica,  mas  manteve  muitas  bandas  originais  do  PEJU, 
indicando que esta reação preservou a estrutura básica do polissacarídeo. 
Após  imobilização  de  HRP  por  adsorção  o  espectro  de  infravermelho  sofreu 
algumas  alterações  (Figura  4),  com  aparecimento  de  banda  forte  em  1600cm
-1
, 
correspondente à chamada banda I de grupamento amida, típica de proteínas (Arrondo e 
Gonai,  1999;  Barth, 2000).  Esta banda  corresponde à  vibração do grupo amida  do 
esqueleto carbônico. 
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Figura 4. Espectro de infravermelho do PEJU - HRP. Amostras na forma 
de pastilhas de KBr/PEJU. 
 
•  SOLUBILIDADE 
A efetividade da água como solvente para polissacarídeos pode ser explicada em 
parte  pela  habilidade  deste  composto  formar  ligações  de  hidrogênio  com  o  grupo 
hidroxila dos açúcares, em competição com o mesmo tipo de ligação entre as cadeias 
polissacarídicas.  Outra  consideração  importante,  é  que  a  água  tem  uma  constante 
dielétrica extremamente alta (E  = 80.4), o que reduz drasticamente a força de atração 
(F) entre grupos carregados ou parcialmente carregados do polissacarídeo, favorecendo 
a dissociação das cadeias, quando a interação destas se dá por interações por diferença 
de carga (Hember e Morris, 1995). 




Caracterização  de  polissacarídeo extraído de  goma de  cajueiro (Anacardium  occidentale,  L.)  e  sua  aplicação para 
imobilização de Horseradish peroxidase (HRP). 
 
 
xlii
 

   Zakaria e Rahman, (1996) estudando solubilidade de goma bruta de cajueiros da 
Malásia verificaram uma solubilidade total de 77,6% da goma bruta, dos quais 64,2% 
foram dissolvidas em água à temperatura ambiente e 13,4% puderam ser dispersas em 
água quente. 
  Os testes de solubilidade da goma bruta e PEJU resultaram em 83,7% e 85,4% 
de  solubilidade  em  água  a  temperatura  ambiente,  respectivamente.  Comparado  ao 
resultado  obtido  por  aqueles  autores,  a  solubilidade  tanto  da  goma  bruta  quanto  do 
PEJU utilizados neste trabalho foi superior em 19,5% se considerarmos apenas a fração 
solúvel em água fria, e 8,1% se considerarmos a fração dispersa em água quente. Maior 
solubilidade representa uma vantagem econômica expressiva, uma vez que resulta em 
maior  aproveitamento  da  matéria-prima  e  conseqüentemente  menores  custos.  A 
explicação para a maior solubilidade da goma bruta e do PEJU deve estar relacionada, 
provavelmente,  às  interações  entre  as  cadeias  do  polissacarídeo,  onde  devem 
predominar  forças  fracas  susceptíveis  à  ação  da  água.  Corrobora  esta  possibilidade  o 
fato conhecido de que as cadeias polissacarídicas sofrem naturalmente processo de auto-
associação, o que tem sido dado como explicação para a solubilidade inferior da fração 
que foi solúvel somente em água quente (Zakaria e Rahman, 1996). 
 
• 
CURVA DE ABSORVITIVIDADE MOLAR DO PEJU
 
Os testes de absorvitividade molar (extinção molar) do PEJU revelaram que este 
material tem em sua composição cromóforos capazes de absorver luz UV, com absorção 
máxima  em  280  nm.  Segundo  Silvertein  (1994),  os  principais  cromóforos  para  esta 
faixa  de  comprimento  de  onda  são  os  aromáticos,  tais  como  fenóis  e  flavonóides  e 
aminoácidos como o triptofano, tirosina e fenilalanina (Lehninger, 2002). 
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Sabe-se  que  extração  de  polissacarídeos  em  meio  aquoso,  semelhante  ao  que 
ocorre  com  β-D-glicanas  de  cereais,  pode  ser  influenciada  por  fatores  tais  como  pH, 
temperatura  e tempo  (Ramesh e  Tharanathan, 1999). Os  testes  mostraram que,  nas 
temperaturas  testadas,  não  houve  alteração  na  curva  de  extinção,  com  máxima 
absorvância permanecendo  em 280  nm  (Figura 5).  De modo  similar, os  solventes 
utilizados não apresentaram grandes diferenças no teor de matéria extraída, embora as 
soluções  com  presença  de  sais  –  salina  e  tampão  fosfato  –  tenham  apresentado  uma 
absorvância  levemente  superior,  enquanto  a  solução  ácida  teve  uma  absorvância 
levemente  menor  (Figura  6).  A  ação  dos  sais  no  aumento  de  absorvância  se  deve  à 
estabilização  das  cadeias  polissacarídicas  dissolvidas  no  meio,  uma  vez  que  os  sais 
estabilizam  as  cargas  expostas  no  processo  de  solubilização.  Efeito  oposto  ocorre  na 
presença de ácido, uma vez que em pH baixo as interações de cargas entre as cadeias 
são favorecidas (Zakaria e Rahman, 1996). 
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Figura  5.  Curva  de  extinção  de  PEJU  dissolvido  em  água,  em  diferentes 
temperaturas. Solução de PEJU a 5,0 mg mL
-1
. 
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Figura 6. Curva de extinção de PEJU solubilizado em diferentes soluções. Solução 
de PEJU a 5,0 mg mL
-1
; testes feitos em temperatura ambiente. 
 
A  alta  absorção  de  luz  em  280  nm  despertou  a  suspeita  da  presença  de 
cromóforos que absorvem luz neste comprimento de onda, particularmente proteínas. 
 
   
•  TESTE DE PRESENÇA DE PROTEÍNAS 
 
A  fim  de  verificar  se  a  absorção  de  luz  no  UV  devia-se  unicamente  ao 
polissacarídeo ou se havia a contribuição de outros compostos, foram feitas dosagens de 
proteínas em amostras de PEJU solubilizadas em água em temperaturas crescentes. 
Aumentando-se  a  temperatura  de  água  de  25  até  65ºC,  foi  verificado  um 
aumento na concentração de proteína solúvel, como mostrado pelo ensaio de Bradford 
(1976) (Figura 7), chegando a um máximo de 13,5 µg de proteínas a 65ºC. 
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Figura 7. Concentração de  proteína em amostras de solução de  PEJU  (20 
mg mL
-1
). 
 
O aumento no teor de proteínas com o aumento da temperatura pode ser reflexo 
de um aumento na solubilização do PEJU. Esta fração dispersa em água a 65ºC pode 
corresponder à  fração de baixa solubilidade  presente na maioria das  gomas, em 
função das auto-associações de cadeias polissacarídicas. 
Por outro lado Zakaria e Rahman (1996) sugerem que a temperatura deve causar uma 
degradação das cadeias do polissacarídeo por hidrólise ou ruptura das ligações físicas 
e interações naturais das gomas. É possível que à medida que ocorra uma ruptura na 
cadeia  polissacarídica,  ocorra  simultaneamente  o  aparecimento  de  proteínas  na 
solução. 
Uma  outra  possibilidade  a  ser  considerada  é  o  fato  de  que  proteínas  são 
susceptíveis à  ação do calor.  Caso estas  funcionem  na estrutura  do PEJU  como 
agentes  na  interligação  das  cadeias  polissacarídicas,  o  calor  e  conseqüentemente  a 
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desnaturação das proteínas pode levar à dissociação das cadeias e o aparecimento das 
proteínas na solução. 
 
•  ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 
A  presença  de  proteínas  no  PEJU  foi  confirmada  por  eletroforese  em  gel  de 
poliacrilamida corado por prata, segundo Blum et al, 1987. Como pode ser visto na 
Figura  8,  há  pelo  menos quatro bandas  de proteínas  visualizadas  em  todas  as 
amostras. A análise comparativa destas proteínas com os marcadores de massa 
molecular  permitiu  estimar  massas  moleculares  para  a  segunda  banda  em 
aproximadamente  92  kDa  e  para  a  terceira  e  quarta  bandas  aproximadamente  75 
kDa.  A primeira banda, de alta massa molecular, não pode ter sua massa estimada 
por  que  a  estrutura  do  gel  não  permitiu  sua  corrida  com  eficiência,  como  ficou 
demonstrado  pelo  tratamento  matemático  de  correlação  entre  distância  percorrida 
pela  proteína  padrão  (Rf)  e  o  logaritmo  da  massa  molecular  (Apêndice)  (Miller, 
1988). 
A  fração  precipitada  com  etanol  conduz  a  uma  co-precipitação  destas  cadeias 
poliméricas associadas (Ramesh e Tharanathan, 1999). 
A presença de proteínas nas gomas é um fato previsível; estes exsudatos estão 
relacionados  à  defesa  da  planta  contra  injúrias  mecânicas  ou  causados  por 
microrganismos (Vilela e Ravetta, 2005; Beleski-Carneiro, 1999). Vários autores têm 
relatado  a  presença  de  proteínas  nestes  exsudatos,  especialmente  aquelas 
relacionadas à defesa da planta, tais como as proteínas arabinogalactanas (AGPs), as 
proteínas ricas em prolina (PRP) e proteínas ricas em glicina (GRP), presentes em 
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espécies de Acacia (goma arábica) (Grubb e Abel, 2006; Beltrán et al, 2005; Azarkan 
et al, 2004; Churms e Stephen, 1984). 
Além do papel de defesa, as proteínas podem ser importantes na composição do 
PEJU  como  agentes  agregantes  para  as  cadeias  do  polissacarídeo,  uma  vez  que  a 
fração protéica foi co-precipitação com etanol (Ramesh e Tharanathan, 1999). 
O fato da integridade da cadeia depender de interações mediadas por proteínas 
tem  implicações  importantes  na  aplicação  das  gomas,  visto  que  a  integridade 
estrutural  passa  a  apresentar  as  mesmas  suscetibilidades  que  tais  proteínas 
apresentam. 
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Figura 8.  Eletroforese (SDS-PAGE)  de polissacarídeo de cajueiro (Anacardium 
occidentale,  L.)  dissolvido  em  água  em  diferentes  temperaturas.  Linha  1  – 
marcadores moleculares: (116 kDa), 66,2 KDa, 45 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 18,4 kDa); 
Linha 2: PEJU dissolvido em água a 25ºC; Linha 3: PEJU dissolvido em água  a 
35ºC;  Linha  4:  PEJU  dissolvido  em  água  a  45ºC;  Linha  5:  PEJU  dissolvido  em 
água a 55ºC; Linha 6: PEJU dissolvido em água a 65ºC. 
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•  CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G75 
 
O método clássico para determinação de massa molecular de polissacarídeos é a 
cromatografia por exclusão molecular ou filtração em gel (Béltran et  al, 2005). O gel 
utilizado  para  cromatografia,  Sephadex  G-75  tem  capacidade  de  separação  para 
compostos de massa molecular na faixa entre 3.000 e 80.000 kDa. 
O cromatograma apresentado na Figura 9 relaciona-se à cromatografia do PEJU 
dissolvido em água a 25ºC, eluído com água na vazão de 1,0 mL min
-1
 e analisados em 
280 nm.  Como pode  ser  observado na  figura, o  material eluído  apresentou três picos 
principais com alto peso molecular, quatro picos de massa intermediária e dois picos de 
massa  molecular  baixa.  Este  resultado  indica  que  o  PEJU  apresenta-se  como  um 
material  de  composição  heterogênea,  com  fragmentos  de  massa  molecular  variada 
associado a proteínas. 
Ao aquecer o PEJU a 65ºC observamos um perfil de eluição bastante diferente, 
com picos de massas moleculares extremamente variadas. Este resultado reforça a idéia 
de que, mais importante do que a solubilização do PEJU, o aumento da temperatura de 
25  para  65ºC  resultou  no  aparecimento de componentes  de  massa molecular variada. 
Caso o aumento da temperatura tivesse interferido unicamente na solubilidade do PEJU, 
era de  se  esperar que  o  perfil de  eluição  se mantivesse  igual  ao  de  25ºC  ou  sofresse 
pequenas alterações. O perfil de eluição a 65ºC reforça a idéia de que a associação entre 
as cadeias deve ser mediada por proteínas. 
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Figura 9. Cromatografia de filtração em gel Sephadex G75. 1,0 mL da amostra do 
PEJU  em  solução  aquosa  (5  mg  mL 
-1
), em  25ºC, aplicados numa coluna de 
Sephadex  G-75  (22  x  1.5  cm),  eluída  com água  na  vazão de  1,0 mL  min
-1
  e 
analisadas em 280 nm. 
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Figura 10. Cromatografia de filtração em gel Sephadex G75. 1,0 mL da amostra do 
PEJU  em  solução  aquosa  (5  mg  mL 
-1
), em  65ºC, aplicados numa coluna de 
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Sephadex  G-75  (22  x  1.5  cm),  eluída  com água  na  vazão de  1,0 mL  min
-1
  e 
analisadas em 280 nm. 
 
O cromatograma reforça a idéia que as proteínas exercem um papel importante 
na estabilização do polissacarídeo através de interações com as cadeias de carboidrato 
por várias forças, resultando em estabilidade à temperatura ambiente, mas suscetível ao 
aquecimento. Ao  aquecer o polissacarídeo pode ocorre uma disjunção destes enlaces, 
com liberação de proteínas, peptídeos e fragmentos de oligossacarídeos. 
 
•  CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (TLC) 
 
A fim de se confirmar a importância das proteínas na manutenção da estrutura 
do  PEJU,  amostras  aquecidas  a  65ºC  e  tratadas  com  enzimas  proteolíticas  foram 
avaliadas por cromatografia de camada delgada (TLC). Os resultados da TLC são 
mostrados na Figura 11. 
Como pode ser visto o tratamento do polissacarídeo com enzimas proteolíticas 
produziu fragmentos de oligossacarídeos, confirmando a presença o papel das proteínas 
na integridade deste. A proteólise e a liberação de fragmentos de oligossacarídeos foram 
mais  intensas com  a  tripsina  (linha 4),  seguido  da  papaína  (linha  5),  sendo que  as 
demais enzimas testadas não produziram hidrólise significativa. As amostras dissolvidas 
em  água  a  25ºC  e  a  65ºC  comportaram-se  de  modo  bastante  diferente.  Enquanto a 
amostra  de  25ºC  permaneceu  na  origem,  similar ao  que  aconteceu  com  o  amido, 
denotando  um  comportamento de  polissacarídeo  íntegro,  a amostra  de  65ºC  teve alta 
mobilidade, com perfil de eluição muito próximo à maltose. 
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Este resultado confirma a importância das proteínas na manutenção da estrutura 
do PEJU. 
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Figura 11. Cromatografia em camada delgada (TLC) de polissacarídeo de cajueiro 
(Anacardium  occidentale,  L.)  tratado  com  enzimas  proteolíticas  e  em  solução 
aquosa, em 25 e 65ºC. Linha 1 – solução de glicose e maltose, 1%, Linha 2: PEJU 
dissolvido em água a 25ºC; Linha 3: solução de amido 1%; Linha 4: PEJU tratado 
com tripsina ; Linha 5: PEJU tratado com papaína; Linha 6: PEJU dissolvido em 
água a 65ºC. 
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2. IMOBILIZAÇÃO DA HRP 
 
•  IMOBILIZAÇÃO POR ADSORÇÃO 
 
A adsorção de HRP em 15 mg PEJU resultou na imobilização de 25 UE, o que 
corresponde a 34,3% de rendimento. Porém a interação apresentou baixa estabilidade, 
uma  vez  que  após  o  segundo  uso,  seguido  por  precipitação  com  acetona,  foram 
observadas quedas acentuadas na atividade, que chegou a 2,0 UE no quinto uso, o que 
representa menos de 10% da atividade inicial (Figura 12). 
Este  resultado  mostrou  que  embora  a  adsorção  seja  uma  característica  de 
polissacarídeos, e neste caso tenha apresentado um rendimento na imobilização bastante 
apreciável, a estabilidade desta interação entre o PEJU e a HRP não foi suficientemente 
alta para permitir o uso repetido da enzima nas condições experimentais. 
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Figura 12 – Uso repetido de HRP imobilizada em PEJU por adsorção. 
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•  IMOBILIZAÇÃO POR LIGAÇÃO COVALENTE VIA 
PERIODATO DE SÓDIO 
 
Testes para imobilização de HRP foram conduzidos para se obter o máximo de 
atividade  por  miligrama  do  suporte.  Assim,  os  melhores  resultados  foram  obtidos 
usando 1000µL de solução de enzima. Adicionando-se este volume de HRP e variando 
as quantidades de 5, 10 e 15 mg PEJU-p obteve-se uma porcentagem de atividade da 
enzima imobilizada de, 3,5%, 7,85% e 12,7% respectivamente. Diante destes resultados, 
optou-se trabalhar com 1000µL de HRP, 15 mg de PEJU ativado com periodato para a 
imobilização  e  30  min  de  reação.  Devido  à  instabilidade  térmica  do  suporte,  a 
imobilização e reações subseqüentes do PEJU-HRP foram realizados a 4ºC. 
 
 
•  PRECIPITAÇÃO  COM  DIFERENTES  SOLVENTES 
ORGÂNICOS 
Alguns  solventes  foram  testados  para  precipitar PEJU-p-HRP  e  a  atividade 
residual após  este  processo  apresentados  na  Tabela  1.  As  atividades  expressas para  a 
enzima  livre  correspondem  à  razão  entre  a  atividade  inicial  medida  em  meio  aquoso 
tamponado (E
0
) e a atividade remanescente após exposição ao meio contendo solvente 
orgânico por 30 min (E
30
). Já para o PEJU-p-HRP a atividade inicial já corresponde a 
uma  exposição  mínima  de  30  min  ao  solvente,  uma  vez  este  é  o  tempo  aproximado 
necessário para separar o complexo PEJU-p-HRP da reação de imobilização e, portanto 
será  assim  designada.  As  atividades  obtidas  nas  precipitações  subseqüentes  foram 
designadas de E
60
, E
90
, e assim sucessivamente. 
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Tabela  1.  Atividade  enzimática  da  HRP  livre  e  imobilizada  na  presença  de 
solventes orgânicos no meio de reação. 
Solvente  Enzima livre
 

 
E
30
 
Peju-p-HRP
 

E
30
 
Peju-p-HRP
 

E
60
/E
30
 
Peju-p-HRP
 

E
90
/E
30
 
Álcool etílico 
0,25  24,08  0,1765  0,0440 
Acetona 
0,63  24,65  0,8296  0,3417 
Clorofórmio 
0,34  15,41  -  - 
Éter etílico 
0,05  12,33  0,2027  0,2076 
Álcool isopropílico
 

0,46  21,95  0,3514  0,1452 
Acetonitrila 
0,02  16,44  0,1058  0,0219 
Dimetilsulfóxido 
Zero  20,33  0,4245  0,0959 
 
 
 
Como pode ser visto comparativamente o PEJU-p-HRP foi mais  estável que a 
enzima nativa em todos os solventes testados. Este resultado pode ser interpretado como 
conseqüência  da  maior  estabilidade  adquirida  pela  enzima  após  imobilização, 
particularmente  em  função  da  capacidade  do  suporte  reter  água  em  sua  vizinhança, 
conservando o micro-ambiente da catálise hidratado. 
A peroxidase tem sido estudada extensivamente em reações em meio orgânico 
(Azevedo et al, 2001; Bindhu e Abraham, 2003; Adeyoju et al, 1994; López et al, 2006; 
Santucci et al, 2002; Fishman et al, 2002, Fernandes et al, 2004). Ela tem sido referida 
como  uma  enzima  que  apresenta  alta  atividade  em  meio  não-aquoso  (Adeyoju  et  al, 
1994), embora para exercer sua ação catalítica seja necessárias quantidades variadas de 
água  dependendo  do solvente utilizado. As  condições experimentais aqui utilizadas 
mostraram-se muito drásticas para a HRP livre, que perdeu quase completamente sua 
atividade após 30 min de exposição aos solventes. Em contrapartida, embora perdendo 
gradativamente  a  atividade,  a  enzima  imobilizada  mostrou-se  bem  mais  estável, 
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especialmente  na  presença  de  álcool  etílico,  acetona,  álcool  isopropílico  e 
dimetilsulfóxido. 
È importante ressaltar que a adição de alguns solventes como clorofórmio, éter 
etílico, acetonitrila ao meio de reação resultou em liberação de calor. Este aumento de 
temperatura do meio pode ser fator responsável pela redução na recuperação do PEJU-
p-HRP  no processo  de precipitação,  considerando a  instabilidade do  suporte.  Deste 
modo, é possível que a queda na atividade da enzima livre seja resultado da combinação 
entre perda real da atividade e perda de material por instabilidade do suporte. 
Como  a  acetona  apresentou-se  como  o  solvente  em  que  o  complexo  PEJU-p-
HRP foi mais estável, foram feitos testes de reuso com este solvente (Figura 13). 
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Figura 13– Uso repetido de PEJU-p-HRP utilizando acetona como solvente para 
precipitação. 
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•  IMOBILIZAÇÃO POR LIGAÇÃO COVALENTE VIA 
GLUTARALDEÍDO 
 
 
O tratamento do  PEJU com glutaraldeído  teve como finalidade confirmar a 
importância  das proteínas na  estabilidade do material,  utilizar  este espaçador  como 
ponto de  ligação da  HRP  ao suporte e  testar a  estabilidade da  preparação obtida, 
comparada àquela tratada com periodato. 
A máxima imobilização foi obtida quando 500 µL de solução de enzima (25UE) 
foram  adicionados  em  15  mg  PEJU  ativado  com  glutaraldeído  5%  ,  em  30  min  de 
reação.  Devido  à  instabilidade  térmica  do  suporte,  a  imobilização  e  reações 
subseqüentes do PEJU-HRP foram realizados a 4ºC. 
  Nestas condições 22,33 UE de enzima foram imobilizadas, o que corresponde a 
um  rendimento  de  26,88%  .  Este  resultado  é  muito  próximo  ao  valor  obtido  para  o 
PEJUp  com 24,08UE imobilizadas. No entanto, deve-se ressaltar o fato de que com o 
PEJUg o volume de enzima utilizado foi a metade do utilizado com PEJUp, levando a 
um rendimento duas vezes maior no processo de imobilização. 
  Os  testes  com  precipitação  de  PEJU-g-HRP  com  os  diferentes  solventes 
mostraram  que  este  material  era  mais  estável  (Tabela  2).  Comparando  os  resultados 
com os apontados na Tabela 1 é possível perceber que a imobilização via glutaraldeído 
resultou em estabilidade superior para todos os solventes testados. 
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Tabela 2. Atividade enzimática da HRP livre e imobilizada em diferentes solventes 
orgânicos: 
Solvente  Enzima livre
 

 
E
30
 
Peju-g-HRP
 

E
30
 
Peju-g-HRP
 

E
60
/E
30
 
Peju-g-HRP
 

E
90
/E
30
 
Álcool etílico 
0,25  26,16  0,9993  0,6309 
Acetona * 
0,63  24,96  0,9711  0,9655 
Clorofórmio 
0,34  3,50  0,4257  0,3933 
Éter etílico 
0,05  0,37  -  - 
Álcool isopropílico 
0,46  23,82  0,1560  0,0991 
Acetonitrila 
0,02  24,89  0,55  0,1404 
Dimetilsulfóxido 
Zero  0,3  1  0,866 
* A precipitação com acetona chegou a 10 freqüências de uso, com atividade 
remanescente de 0,38. 
 
Entretanto, comparando os resultados com os apontados na Tabela 1 é possível 
perceber  que  a  imobilização  via  glutaraldeído  resultou  em  estabilidade  superior  para 
todos os solventes testados. 
Considerando que a acetona foi o solvente em que se obteve maior estabilidade e 
recuperação do complexo PEJU-g-HRP, este solvente foi escolhido para os testes de uso 
repetido (Figura 14). 
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Figura  14.  Freqüência  de  uso  do  PEJU-Glut  5%-HRP, por  precipitação  com 
acetona. 15 mg do PEJU ativado reagiram com 500 µ
µµ
µL da solução de HRP, por 30 
min,  a  4ºC.  Cada  ciclo  foi  efetuado  adicionando-se  3  mL  de  acetona  PA,  para 
recuperação total do suporte. 
 
 
Este  resultado  confirma  a  hipótese  de  que  as  proteínas  são  muito  importantes 
para  a  estabilidade  da  rede  polissacarídica.  A  ligação  do  glutaraldeído  entre  grupos 
amino de cadeias laterais de  aminoácidos ou resíduos amino terminal  de proteínas 
vizinhas  resultou  numa  trama  estabilizada  por  ligação  covalente.  Para  confirmar  esta 
afirmação, testes de uso repetido usando PEJU-g-HRP ativados com glutaraldeído 2,5 e 
5,0%  foram  feitos  usando  a  acetona  como  solvente para precipitação  dos  complexos. 
Nestes testes fica clara a participação do glutaraldeído uma vez que o material ativado 
com glutaraldeído a 2,5% começa a perder a atividade após o terceiro uso (Figura 15). 
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Figura 15. Freqüência de uso do PEJU ativado com glutaraldeído 2,5 e 5% (v/v). 
15 mg do PEJU ativado reagiram com 500 µ
µµ
µL da solução de HRP (25UE), por 30 
min, a 4ºC. 
 
 
Os resultados apontados neste  trabalho revelam fato ainda não relatado nos 
trabalhos  sobre  polissacarídeo  de goma  de  cajueiro  –  a  presença  e  importância  das 
proteínas  na  estabilidade  da  rede.  Considerando  o  fato  de  este  material  estar  sendo 
utilizado em várias aplicações, tais como excipiente agente agregante na formulação de 
comprimidos  (Feitosa  et  al,  2007)  espessante  em  alimentos  (Poser,  2000)  película 
cicatrizante  (Schirato  et  al,  2006;  Paiva  et  al,  2005;  Porto  et  al,  2002)  é  de  extrema 
importância  o  aprofundamento  deste  estudo,  uma  vez  que  proteínas  são  agentes 
potencialmente  alergênicos,  podendo,  dependendo  do  grau  de  alergenicidade 
desencadeado levar seres humanos o choque anafilático e até em situações extremas ao 
óbito. 
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Este estudo é inédito em seus resultados, pois embora tenha sido demonstrada a 
presença de proteínas em gomas de algumas espécies de plantas, sua co-extração através 
de  precipitação  fracionada  com solventes  orgânicos,  bem  como sua  participação  na 
estabilização da rede polissacarídica ainda não foram reportados. 
Por outro lado, a presença de proteínas, compostos capazes de absorver luz UV e 
a  capacidade  deste  material  formar  géis  finos  abrem  perspectivas  de  aplicações 
biotecnológicas  para  este  material  em  formulações  farmacêuticas  e  cosméticas.  Além 
disto, a presença de proteínas na rede polissacarídica amplia a possibilidade de reações 
deste material em  função da variedade  de grupos reativos potenciais presentes nas 
cadeias laterais exposta ao meio de reação. Uma delas foi demonstrada neste trabalho - 
formação de base de Schiff entre grupos amino e glutaraldeído. 
Longe  de  ser  conclusivo,  este  trabalho  aponta  inúmeras  possibilidades  para  o 
estudo e aplicação do PEJU, nas mais diversas áreas, para as quais se espera ter neste 
trabalho a primeira colaboração. 
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IV – CONCLUSÕES 
 
 
 
 
•  A  goma  de  cajueiro  (Anacardium  occidentale,  L.)  de  Pernambuco, 
Brasil, e seu polissacarídeo (PEJU) apresentaram 83,7% e 85,4% de 
solubilidade em água à temperatura ambiente, respectivamente. 
•  A  curva  de  absorvitividade  molar  para  o  polissacarídeo  trabalhando-se 
com  outros  solventes  não  apresentou  grandes  diferenças  no  teor  de 
matéria  extraída,  embora  as  soluções  com  presença  de  sais  –  salina  e 
tampão  fosfato  –  tenham  apresentado  uma  absorvância  levemente 
superior,  enquanto  a  solução  ácida  teve  uma  absorvância  levemente 
menor; 
•  O  PEJU  possui  proteínas  em  sua  composição,  conforme  demonstrado 
pelo  espectro  de  infravermelho,  ensaios  quantitativos  (Bradford)  e 
qualitativos (
SDS-PAGE);
 A presença de proteínas nas gomas é um fato 
previsível, uma vez que estes exsudatos estão relacionados à defesa da 
planta  contra  injúrias  mecânica ou  causados  por  microrganismos, além 
destas  biomoléculas  serem  responsáveis  pela  estabilidade  da  cadeia 
polissacarídica; 
 
•  Como  demonstrado  pelos  cromatogramas  em  Sephadex  G75  e  TLC,  o 
PEJU  é  termossensível;  esta  suscetibilidade  à  temperatura  mostra-se 
relacionada também à presença de proteínas, uma vez que estas, também 
sensíveis  ao  calor,  se  desprendem  da  trama  de  carboidratos,  conforme 
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evidenciado em ensaios de Bradford, chegando a um máximo de 13,5 µg 
de proteínas a 65ºC; 
 
•  Os  ensaios  de  imobilização  mostraram  máxima  quantidade  de  enzima 
imobilizada utilizando-se 15 mg de suporte; de acordo com os métodos 
utilizados,  torna-se  evidente  através  dos  ensaios  realizados  que  a 
imobilização  utilizando  PEJU  ativado  com  glutaraldeído  apresentou-se 
mais estável e com rendimento melhor, se comparado ao tratamento com 
periodato  ou  pelo  método  de  adsorção,  uma  vez  que  o  espaçador 
utilizado  promoveu  a  ligação  entre  as  proteínas,  estabilizando  assim  a 
trama de açúcares; 
 
•  Os  resultados  de  precipitação com  solventes  orgânicos mostraram  que, 
por mais que álcool etílico e isopropílico tivessem um rendimento alto, a 
acetona possibilitou uso repetido de em número de 10, com manutenção 
de atividade enzimática. 
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V-PERSPECTIVAS 
 
 
•  Os  resultados  apresentados  neste  trabalho  possibilitaram  a  abertura  de 
amplas oportunidades  de estudo, principalmente pela importância das 
proteínas deste suporte na manutenção da sua integridade; 
•  Este  estudo  é  inovador  em  seus  resultados,  pois  embora  tenha  sido 
demonstrada a presença de proteínas em gomas de algumas espécies de 
plantas, sua co-extração através de precipitação fracionada com solventes 
orgânicos,  bem  como  sua  participação  na  estabilização  da  rede 
polissacarídica ainda não foram reportados; 
•  Por outro lado, a presença de proteínas, compostos capazes de absorver 
luz  UV  e  a  capacidade  deste  material  forma  géis  finos  abrem 
perspectivas  de  aplicações  biotecnológicas  para  este  material  em 
formulações  farmacêuticas  e  cosméticas,  com  ações  espessantes, 
gelificantes,  emulsificantes,  estabilizantes  e  aglutinantes,  base  para 
produção de filtro – solar e agentes cicatrizantes; 
•  Sua  atividade  antitumoral,  imunoestimulante,  anticomplemento, 
antiinflamatória,  anticoagulante,  antiviral,  hipoglicêmica  e 
hipocolesterolemiante também abrem novas oportunidades para o estudo 
destes compostos bioativos; 
• 
Além  destas  propriedades  farmacológicas,  as  gomas  têm  merecido 
destaque como suporte para imobilização de biomoléculas, permitindo a 
catálise enzimática em meios não-convencionais;
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•  A presença de proteínas na rede polissacarídica amplia a possibilidade de 
reações  deste  material  em  função  da  variedade  de  grupos  reativos 
potenciais presentes nas cadeias laterais exposta ao meio de reação. 
 
Longe  de  ser  conclusivo,  este  trabalho  mostra  inúmeras  possibilidades  para  o 
estudo e aplicação do PEJU, nas mais diversas áreas, para as quais se espera ter neste 
trabalho a primeira colaboração. 
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Para  se  estimar  a  massa  molecular  das  proteínas  do  PEJU,  foi  efetuado  um 
tratamento matemático de correlação entre distância percorrida pela proteína padrão 
(Rf) e o logaritmo da massa molecular (Miller, 1988). 
Assim, basta a substituição o valor de X na equação da reta gerada pelo gráfico pelo 
logaritmo da distância percorrida pela proteína do PEJU. O valor de Y corresponde à 
massa molecular estimada. 
   
 
 




[image: alt]Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )
 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas





















































































































































































































































[image: alt]Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 
























































































































































[image: alt]


