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RESUMO

FILETI, Jorge. Estudo de celulases imobilizadas em suportes a base de
guitosanal/alginato  aplicadas na hidrdlise de diferentes residuos
agroindustriais. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES. Orientador: lara Reboucas
Pinheiro.

A procura por tecnologias que sejam vidveis para producgéo de energia de maior valor
agregado tem movimentado o cenario mundial de inovagéo e tecnologia. Uma via é a
producédo de etanol através da hidrélise e posteriormente a fermentacéo alcoodlica de
materiais lignoceluldsicos, o chamado etanol de segunda geracdo. A imobilizacdo da
celulase em suportes insollveis na solugédo pode viabilizar essa rota de sintese de
etanol, permitindo a reutilizagcdo da enzima, ponto chave no processo. Neste trabalho
Celluclast 1.5L (Novozymes A/S) foram imobilizadas em géis de quitosana e
guitosana-alginato ativados com glutaraldeido, sendo o método mais empregado. Foi
avaliado rendimento de imobilizacdo, atividade recuperada, estabilidade térmica,
temperatura e pH 6timo de atividade enzimética. O biocatalisador que obteve o melhor
desempenho foi a base de quitosana/alginato — 3,5% ativados com glutaraldeido. O
suporte ndo sofreu nenhuma fragmentacéo ou ruptura em sua estrutura durante a
hidrélise do papel de filtro. O biocatalisador teve sua atividade de 1,83 FPU/Q de suporte,
atividade recuperada de 8,26% e rendimento de imobilizagdo de 87,72%. A
temperatura 6tima para os derivados foi cerca de 50°C, enquanto para enzima livre foi
de 60°C. O pH deslocou-se de 4,0 (enzima livre) para 5 dos derivados. Os pontos
otimos de trabalho se mostram satisfatérios, séo regides brandas de trabalho. Para
suportes de quitosana/alginato, a maior carga enzimatica representou maior atividade
retida no suporte, 68% superior a atividade retida em suportes de quitosana sob uma
carga enzimatica de 1280mg de proteina/g de suporte, COM probabilidade de maior atividade
com um fornecimento maior de enzimas. A hidrélise dos residuos lignoceluldsicos se
mostrou mais eficiente nas enzimas imobilizadas em quitosana/alginato com carga de
1280mMg de proteina/g de suporte, COM desempenho de 2,1 vezes superior ao biocatalisador

em quitosana.

Palavras-chave: celulases; imobilizagéo; quitosana; alginato.



ABSTRACT

FILETI, Jorge. Study of cellulases immobilized on supports based on
chitosan/alginate applied in the hydrolysis of different agro-industrial residues.
2022. Qualification Exam. (Master degree in Chemical Engineering) — Federal

University of Espirito Santo, Alegre, ES. Adviser: Dr.(a) lara Reboucas Pinheiro.

The pursuit of high-value energy production technologies has driven innovation and
technology worldwide. One promising avenue is the production of ethanol from
lignocellulosic materials, known as second-generation ethanol, through hydrolysis and
subsequent alcoholic fermentation. Immobilizing cellulose on insoluble supports in the
solution offers a viable approach, enabling enzyme reuse, a critical aspect of the
process.b'dIn this study, CelluClast 1.5L (Novozymes A/S) was immobilized using
chitosan and chitosan-alginate gels activated with glutaraldehyde, which proved to be
the most widely adopted method. The research evaluated the immobilization yield,
recovered activity, thermal stability, temperature, and optimal pH for enzymatic activity.
Among the tested biocatalysts, the chitosan/alginate gel activated with glutaraldehyde
demonstrated the best performance.b'dThe support material remained intact without
fragmentation or structural damage during the hydrolysis of the filter paper. The
biocatalyst exhibited an activity of 1.83 FPU/g of support, with a recovered activity of
8.26% and an immobilization yield of 87.72%. The optimal temperature for the
derivatives was approximately 50°C, compared to 60°C for the free enzyme. The pH
shifted from 4.0 (free enzyme) to 5.0 for the derivatives.B'dFor chitosan/alginate
supports, a higher enzymatic load resulted in greater activity retained on the support,
showing a 68% increase compared to chitosan supports. Specifically, under an
enzymatic load of 1280mg of protein/g of support, the chitosan/alginate biocatalyst
exhibited significantly enhanced performance. Notably, the hydrolysis of lignocellulosic
residues proved to be 2.1 times more efficient using enzymes immobilized in
chitosan/alginate with this higher protein load compared to the chitosan
biocatalyst.D'dIn summary, this study provides a technical assessment of the
immobilization process and its impact on enzymatic activity and the efficiency of

ethanol production from lignocellulosic materials.

Keywords: cellulases; immobilization; 2G ethanol, waste.
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1. Introducéo

O desenvolvimento de processos que tragam ao mercado fontes alternativas de
energia como bioetanol, biodiesel, entre outras, ganharam destaque e tornaram-se
objeto de pesquisa no ramo da biotecnologia. Uma pesquisa que merece destaque €
a aplicacdo de enzimas imobilizadas na hidrolise da biomassa lignoceluldsica para
producdo de bioetanol de segunda geracdo, uma fonte alternativa, renovavel

ecologicamente sustentavel e que pode reduzir 0s custos do processo.

Processos que visam a valorizacdo de residuos da agroindustria através da
biotransformagcdo em produtos de alto valor agregado como enzimas e bioetanol ja
vem sendo empregados e movimentando o mercado. A Raizen uma empresa de
bioenergia selou um contrato de 10 anos com a petrolifera Shell para a producao de
3,3 bilhdes de litros de etanol de segunda geracdo com inicio de producéo entre 2025
e 2027 o contrato tem por finalidade o uso do etanol no mercado europeu, onde é
mais valorizado (RIBAS, 2022). O alto custo do processo de hidrélise de residuos
lignoceluldsicos inviabiliza a expansdo do uso de enzimas para o mercado interno,
assim como ainda existe demanda para estudos de reutilizacdo das celulases por

processos em bateladas repetidas para baratear o processo.

Os materiais lignocelulésicos podem ser hidrolisados por enzimas, com melhor
rendimento na producdo e menor degradacdo de aclUcares em comparagdo com
processos quimicos. Celulases sdo enzimas que constituem um complexo capaz de
atuar sobre materiais celulésicos, promovendo sua hidrélise (quebra na presenca de
agua). Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em
sinergia para a quebra da celulose (polimero) em unidades de glicose (monémero),
sendo esta a que desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua
conversdo em etanol (CASTRO e JUNIOR, 2009). Aplicando celulases em residuos
lignocelulGsicos pré-tratados € possivel converter a celulose em glicose para posterior
processo fermentativo, no entanto a um custo de reposi¢cdo enzimatica que pode
inviabilizar o processo. Frente a esse problema pesquisas vem sendo desenvolvidas
na area da imobilizacdo enzimatica para aplicacdo em tais processos.

A imobilizacdo consiste no confinamento da enzima em um suporte solido para
posterior reutilizacao do biocatalisador, tornando o processo menos oneroso. Existem
varios métodos de imobilizagdo enzimética, no entanto ndo existe um método comum

1



a todas as enzimas, o ideal é escolher um gue resulte em menos custo de operacao
e uma boa retencao de atividade. (MENDES et al., 2011).

Alguns inumeros trabalhos séo encontrados na literatura que abordam a imobilizagéo
enzimética como rota alternativa e promissora frente as rotas tradicionais ja existentes
na industria, como por exemplo a producdo de etanol a partir de residuos
lignocelulésicos como bagaco da cana-de-agUcar e casca de café como sera visto

neste trabalho, mostrando que a imobilizagao contribui muito para novos estudos.

O mercado global de enzimas foi avaliado em US$ 11, 47 bilhdes em 2021 e esta
projetado para expandir a uma taxa de crescimento anual composta de 6,5% de 2022
a 2030 (GRAND VIEW RESEARCH, 2020). Segundo a Mordor Intelligence (2021) os
fatores que impulsionam o crescimento do mercado de enzimas industriais sdo as
mais variadas possiveis como alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos,
detergentes, cosméticos e inovacdes de produtos e expansdes como producao de

biocombustiveis sdo esperadas para fornecer inimeras oportunidades.

Diante do exposto, a busca por fontes alternativas de energia como o0s
biocombustiveis obtidos pela hidrélise da biomassa, com adventos tecnolégicos que
barateiam a producéo, o presente trabalho teve como objetivo confeccionar particulas
utilizando quitosana e alginato em diferentes concentragcdes que serviram de meio
suporte para enzimas celulases. Os suportes foram ativados com glutaraldeido e
posteriormente realizado a imobilizacao, em seguida foi realizada a hidrélise de papel
de filtro para avaliar a atividade enzimatica de enzimas celulases livres e imobilizadas.
Avaliado os parametros ioquimicos e os parametros de imobilizacdo e posteriormente
hidrélise de residuos lignocelulésicos para testar o desempenho e reutilizacdo em
bateladas sequenciais, obtendo resultados que contribuem para desenvolvimento de

rotas economicamente viaveis e tecnologicamente possiveis.



2. Objetivo

Estudar o processo de imobilizagdo de celulases em suportes a base de quitosana e
quitosana-alginato, ativados com glutaraldeido, determinar as propriedades
bioquimicas do biocatalisador para uma posterior aplicacdo na hidrolise de residuos

lignocelulésicos.

2.1. Objetivos especificos

- Produzir particulas de quitosana e quitosana-alginato ativados com glutaraldeido;

- Imobilizar celulases nos suportes de quitosana e quitosana/alginato por meio de

ligacdes covalente;

- Determinar a estabilidade térmica e propriedades cinéticas das enzimas livres e

imobilizadas;
- Estudar a influéncia da carga enzimatica na imobilizacao;
- Estudar a hidrdlise de residuos lignocelulésicos com celulases imobilizadas;

- Realizar bateladas sequenciais para analisar o desempenho do biocatalisador.

3. Revisdo de Literatura

3.1Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo derivados da biomassa e podem substituir, parcial ou
totalmente, combustiveis derivados de petroleo e gas natural em motores a
combustdo ou em outro tipo de geragao de energia e sao consideradas fontes de
energia alternativa que apresentam baixo indice de emissao de poluentes (COELHO,
2021).

Os dois principais biocombustiveis produzidos no Brasil sdo o etanol obtido através

da fermentacado do caldo extraido da cana-de-agucar e o biodiesel obtido através de



Oleos vegetais e gorduras de origem animal, ambos biodegradaveis, provocando um

menor impacto ambiental.

Os biocombustiveis acabam ndo colaborando com os gases do efeito estufa na
atmosfera em especial o diéxido de carbono (CO2), quando emitido na atmosfera
devido a combustéo, acabam sendo reabsorvidos na safra seguinte pelo processo de
fotossintese das plantas (safra responsavel por gerar a biomassa que dara origem
aos biocombustiveis) mantendo assim um equilibrio entre geracdo e absorcdo de
gases. Um outro ponto positivo € que biocombustiveis que contem oxigénio em sua
composicdo quando queimados ou adicionados aos combustiveis de origem fossil
ajudam a reduzir a emissao de monoxido de carbono (CO), representando uma menor
poluicdo atmosférica (PETROBRAS, 2007).

O reflexo da pandemia de Covid 19 afetou o mercado de energia mundial, inclusive
na producédo e consumo global de biocombustiveis. Houve uma reducéo na producéo
mundial de etanol combustivel de 8% entre 2019 a 2020, no entanto Brasil e Estados
Unidos continuaram com alta participacdo, com 84% da producdo e comercializacéo.
Em 2020 no Brasil, devido a Covid 19 foram produzidos 32,6 bilhdes de litros de etanol
9,4% a menos que o0 ano anterior, divididos em 22,6 bilhdes de hidratado e 10,0
bilhdes de anidro como mostrado na FIGURA 1 (EPE, 2021).

Figura 1: Producéo brasileira de etanol. (Fonte: EPE, 2021)
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Em 2020, como apresentado na FIGURA 2, o Brasil apresentou uma alta nos volumes

exportados, atingindo 2,7 bilhdes de litros, 0,7 bilh&o superior a 2019, mesmo em



tempos de pandemia, o que mostra a capacidade de producéo e de mercado do Brasil

mesmo em situacgdes adversas (EPE, 2021).

Figura 2: Exportacdes e importacdes brasileiras de etanol. (Fonte: EPE, 2021)
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O etanol de primeira geracdo € o biocombustivel mais utilizado no Brasil, contudo
outros biocombustiveis vém ganhando espaco como o etanol de segunda geracéo e
o biometano. O etanol de segunda geracédo, também chamado de etanol celuldsico ou
de lignocelulose, é obtido a partir da quebra de cadeias de celulose presentes nas
fibras dos vegetais e posterior fermentacdo (WWF, 2021). Uma grande vantagem
guando comparado com o etanol de primeira é que o etanol de segunda geracao pode
utilizar uma gama muito maior de matéria prima, que muitas vezes é considerada

material de descarte por néo ter valor agregado ao meio ao qual foi produzida.

O Brasil apresenta vantagens competitivas em relacdo aos outros paises também na
producédo de etanol de segunda geragdo, como o menor custo e a facil disponibilidade
de grandes quantidades de matéria-prima, como € o caso da do bagaco e a palha da
cana-de-acucar, residuos do beneficiamento da laranja, café, soja, capim forrageiro
utilizado como pastagem, arvores de crescimento rapido como o eucalipto e vérias
outras culturas disponiveis no territorio brasileiro, sendo todas passiveis de utilizacao

como matéria prima na fermentacéo alcodlica (PACHECO, 2011).

3.2Bioprocessos: uso da biomassa para producao energética

Bioprocessos compreendem um conjunto de operacfes que tratam a matéria-prima,

com o preparo dos meios de propagacao e producéo, a esterilizacdo caso necessario,
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e a transformagcdo do substrato em produto(s) por rota bioquimica, seguida de
processos de separacdo e purificacdo de produto(s) (COELHO et al., 2018).

Ocorre muitas vezes uma confuséo entre processos quimicos e bioprocessos, quando
conduzidos mediante acdo de micro-organismos, células animais ou vegetais, ou
ainda de substancias produzidas por estes agentes sdo bioprocessos, como é 0 caso
dos catalisadores enzimaticos, atuando em mateérias-primas renovaveis com rejeitos
gerados de baixa toxicidade sendo facilmente tratados. Processos quimicos por outro
lado envolvem catalisadores quimicos, do quais ndo sdo muito especificos e
necessitam de condi¢cdes operacionais mais severas de temperatura, pressao ou pH,

utilizando as mais variadas matérias primas possiveis (COELHO et al., 2018).

Nesse contexto, processos de conversao de biomassa em biocombustiveis ou até
mesmo em insumos quimicos para obtencdo de materiais, alimentos, racdes e
energia, ocorrem nas chamadas biorrefinarias, sendo conceituada pela American
National Renewable Energy Laboratory como industrias que convertem a biomassa,
e que a utilizam para produzir: combustiveis, energia ou produtos quimicos como

mostrado na Figura 3 (NREI, 2008 apud ALVIM et al., 2015).

Figura 3: Esquema de uma biorrefinaria utilizando materiais lignocelulésicos (Fonte: Adaptado de
ALVIM et al., 2015)
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Os materiais lignoceluldsicos sao os materiais organicos mais abundantes da biosfera,
representando aproximadamente 60% da biomassa vegetal. A biomassa
lignocelulésica é constituida por trés fragbes fundamentais, celulose, hemicelulose e
lignina. Celulose € a fracdo em massa mais abundante, em torno de 30 a 50%, rica
em acuUcares fermentesciveis, sendo um homopolissacarideo linear formado por
unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas. A segunda fracdo mais
abundante é a hemicelulose, em torno de 15 a 35%, apresenta composi¢ao
heteropolissacaridica (xilose e arabinose), cujas propor¢des dependem da origem do
material. Em menor quantidade encontra-se a lignina, em torno de 10 a 30% em
massa, alcoois aroméaticos polimerizados que unida a hemicelulose envolve a matriz

celulésica (ALVIM et al., 2015; MARTINS, 2007).

As fontes lignoceluldsicas representam uma importante fonte de produtos quimicos,
combustiveis e energia de carater renovavel. A composic¢ao dos residuos depende do

tipo de matéria-prima, idade e estagio vegetativo conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢cao massica de alguns materiais lignoceluldsicos (Fonte: produgédo do préprio

autor).
Biomassa Lignocelésica % Celulose % Hemicelulose % Lignina Referéncia
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32 Santos et al.,
Madeira dura 43-47 25-35 16-24 2012
Casca do café 24 19 13,68 Freitas, 2016
_ ) Santos et al.,
Fibra de bananeira 60-65 6-8 5-10
2012
) Benevides,
Bagaco de laranja 31 21 17
2015

3.3Biomassa: Residuos lignoceluldsicos

Denomina-se biomassa qualquer matéria de origem vegetal que dispde de bioenergia
e gue pode ser processada para fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e
adequadas para o uso final. As principais fontes de biomassa provém dos residuos
agricolas, como restos de madeira, residuos de serralherias, plantas como a cana-de-
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acucar, palha de cereais, plantas forrageiras, residuos solidos oriundos do
beneficiamento de frutas, entre outros. (SILVA, 2012).

A cada ano se intensifica os problemas causados pelo aquecimento global no planeta,
resultado do aumento de emissdo de gases do que intensificam o efeito estufa
proveniente da queima de combustiveis fésseis, e sem contar a dependéncia mundial
pelos mesmos combustiveis fésseis em que, qualquer reducdo na disponibilidade
atual de petroleo e seus derivados podem levar a uma crise mundial de combustiveis.
Frente a isso a necessidade de se utilizar novas fontes de obtencdo de combustiveis
gue ndo agridam ao meio ambiente e que ndo cause toda essa dependéncia (ALVIM
et al., 2015).

A biomassa ja € utilizada como fonte alternativa ha matriz energética em substituicdo
e até como complemento ao petréleo. Na matriz energética brasileira e mundial é
praticamente toda utilizada na queima em caldeiras ou em processos quimicos que

utiliza a energia térmica.

A Confederacdo da Agricultura e Pecuéaria do Brasil (CNA) uma entidade sindical
patronal relata que o Brasil esta entre os maiores paises produtores e exportadores
de alimentos e que no futuro sera o maior fornecedor de alimento do mundo. O Brasil
€ hoje o maior exportador de acucar, café, suco de laranja, soja em gréos, carnes
bovina e de frango; o terceiro maior de milho. E também o maior produtor mundial de
soja em graos, café, suco de laranja e agucar; e o terceiro na producdo mundial de
milho, uma verdadeira poténcia no agronegécio e uma imensa fonte de biomassa
(CNA, 2021).

A biomassa lignoceluldsica possui uma estrutura complexa bem consideravel Figura
4, quando comparado a outros materiais, possuindo uma composicao majoritaria de
celulose e hemicelulose, polissacarideos que estdo entrelagcados por uma
macromolécula de lignina majoritariamente por meio de ligagcdes de hidrogénio,
formando uma estrutura cristalina resistente ao ataque de microorganismos ou
enzimas (PEREIRA, 2019).



Figura 4: Arquitetura da parede celular vegetal (Camara, 2012).
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3.3.1 Celulose

A celulose € um polimero linear de alta massa molar com estrutura de cadeia uniforme.
A unidade repetitiva deste polimero € denominada celobiose (B-D-glucopiranose), que
consiste em duas moléculas adjacentes de glicose ligadas por ligacdes glicosidicas
B(1—4) (SOUZA, 2015). Na Figura 5, é possivel visualizar a formula estrutural de uma

ligacado glicosidica entre duas glicoses formando a celobiose.

Figura 5: Férmula estrutural da celulose, mostrando a ligagao glicosidica f(1—4) (FONTE: SOUZA)
2015).
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As cadeias de celobiose sdo unidas por meio de ligacbes de hidrogénio como
mostrado na Figura 6, que tem a funcéo de dar suporte e protecéo a célula vegetal, o

que a torna, sob condicbes normais, extremamente insolivel em agua (PETRI e
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OGEDA, 2010). As ligacdes de hidrogénio inter e intracadeias resultam na formacéo
de um conjunto de agregados, denominados fibrilas elementares, que sé&o estruturas
altamente ordenadas, retas e compactas, com grande resisténcia a tensao, de forma
gue a resisténcia a degradacdo deriva em maior parte por sua estrutura cristalina e
agregacdo da estrutura do que pela ligagao B(1-4) glicosidica propriamente dita.
(CAMARA, 2012).

Figura 6: Representacio das ligacdes de hidrogénio inter e intracadeias. Fonte (CAMARA, 2012).

Terminal nao redutor

Glicose s Terminal redutor
1

Cadeia celulésica Celobiose

A estrutura celulésica apresenta regides cristalinas intercaladas por regiées amorfas.
Sete formas cristalinas foram identificadas para celulose, e sdo designadas como la,
18, 11, 1L, 1, Vi e IVi. Cada uma destas formas cristalinas apresenta caracteristicas
fisicas e quimicas proéprias, como solubilidade, densidade, ponto de fusdo, forma do
cristal, além de propriedades épticas e elétricas. Na natureza, celulose la e I séo as
mais abundantes e, logo, sdo chamadas de celulose nativa. Celulose la € o alomorfo
majoritario produzido por fontes de bactérias e fungos, Celulose I$ é a forma cristalina
majoritaria em plantas superiores (PETRI E OGEDA, 2010).

A celulose pode ter diferentes graus de polimerizacéo, cadeias de celulose em parede
celular priméria de plantas graus de polimerizacdo na faixa de 5.000 a 7.500, para a
celulose de madeira € em torno 10.000, e a de celulose de algodédo 15.000 logo a
eficiéncia e a viabilidade da conversédo da celulose oriunda da biomassa em um
produto final pode estar condicionada ao tipo de residuo (PETRI E OGEDA, 2010).



3.3.2 Hemicelulose

Hemiceluloses séo polissacarideos flexiveis que se ligam a superficie da celulose
podendo atuar como amarras que unem as microfibrilas de celulose ou como um

revestimento que previne o contato direto entre as microfibrilas. (CAMARA, 2012).

As hemiceluloses sao materiais amorfos heterogéneos com grau de polimerizacéo
que varia de 80 a 200 unidades com uma combinacgé&o aleatéria de monossacarideos
dos quais sédo apresentados na Figura 7 os principais monémeros que originam as
hemiceluloses (GAMBARATO, 2014).

Figura 7: Mondmeros que compdem a hemicelulose (Fonte: Morais et al., 2005).
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Estruturalmente, a hemicelulose € similare a celulose, pois seus esqueletos séo
formados por ligagdes B-glicosidicas e geralmente classificadas de acordo com o
residuo de acucar principal no esqueleto. De acordo com a espécie de planta, estagio
de desenvolvimento e tipo de tecidos, varias classes de hemiceluloses podem ser
encontradas. Acredita-se que as hemiceluloses estejam envolvidas na regulacédo do
alongamento e modificacéo da parede, e que as intera¢des entre hemiceluloses e as
microfibrilas de celulose sejam mais fortes do que as interagcbes entre as

hemiceluloses e ligninas sendo sua principal funcédo estabilizar a parede celular por
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meio de ligagGes de hidrogénio com a celulose e ligacdes covalentes com a lignina
(PETRI E OGEDA, 2010 PEREIRA, 2019).

3.3.3 Lignina

A lignina é o material aromatico de estrutura amorfa tridimensional, altamente irregular
em comparacdo com a celulose (LOURENCON et al., 2020). E o terceiro componente
principal da parede celular vegetal, esta interpenetrada entre as fibrilas,
proporcionando resisténcia mecéanica e protecdo dos tecidos, além de atuar no

transporte de agua, nutrientes e metabdlitos (PEREIRA, 2019).

A estrutura da lignina € bem diversificada entre os vegetais e até mesmo em partes
distintas do mesmo vegetal. A lignina é um polimero de constituicdo dificil de ser
estabelecida, possui unidades fenilpropanéides como mostrado na Figura 8,
interligadas por ligacbes éter e carbono. A diversidade da estrutura se da
principalmente pela natureza aleatéria do acoplamento das unidades de
fenilpropandides (GAMBARATO, 2014).

Figura 8: Unidades de fenilpropano precursoras da lignina (PEREIRA, 2019).
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Existem outros fenilpropanodides que também podem atuar como mondmeros de
formacgéo da lignina, como mostrado na Figura 9. A proporcao entre 0s precursores

varia entre as diferentes espécies.



Figura 9: outros fenilpropandides precursores da lignina. (GAMBARATO, 2014)
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A lignina possui uma natureza recalcitrante, que de alguma maneira inibe o
aproveitamento dos carboidratos estruturais de forma direta como, por exemplo, por
animais (SALIBA et al., 2001).

Durante o processo de polpacéo para fabricacdo de polpa de celulose a lignina é
obtida em grande escala, e ndo possui um fim muito nobre. A aplicacdo mais comum
€ a queima em caldeiras para a cogeracdo de energia. No entanto com o
desenvolvimento quimico do aproveitamento, a lignina pode ser utilizada como

matéria-prima e insumos no desenvolvimento de novos produtos (SOUZA, 2015)

3.4 Catalisadores Biolbgicos: Enzimas

Na sintese de compostos os quimicos dispéem de uma gama de catalisadores para
utilizar, como por exemplo o0s catalisadores metdlicos, organometalicos,
organocatalisadores, catalisadores de transferéncia de fase e biocatalisadores, com
cada um deles oferecendo vantagens e desvantagens (TEIXEIRA E MILAGRE, 2020).
Muito se fala na sustentabilidade ambiental nos dias atuais e o uso de biocatalisadores

traz diversas vantagens como demonstrado na Figura 10.
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Figura 10: Principais vantagens dos biocatalisadores na quimica verde. (FONTE: adaptado de
TEIXEIRA E MILAGRE, 2020).
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Enzimas sédo catalisadores eficientes

Segundo Osbon e Kumar (2019) as enzimas sdo catalisadores biolégicos ou
biocatalisadores tidos como os pilares da vida que asseguram as necessidades
metabdlicas das células e uma grande variedade de atividades essenciais para a vida,
sendo altamente eficientes e pode aumentar a taxa de biotransformacdo em até 10'’

vezes.

Grande parte das enzimas sao de natureza protéica, formadas por longas cadeias de
aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas e que atuam somente na diminuicdo da
energia de ativacdo das reacdes tornando as mais rapidas. As enzimas s&o
classificadas de acordo com as reacfes que catalisam e muitas recebem seus nomes
de acordo com substrato que atuam (NELSON E COX, 2014).

A concentracdo tanto de enzimas como substrato sédo fatores chave que afetam a
velocidade das reacdes catalisadas por enzimas. Entretanto, o estudo dos efeitos da
concentracao do substrato (S) é complicado, pelo fato de modificar-se durante o curso
de uma reacéo in vitro a medida que o substrato € convertido em produto. Uma medida
para simplificar as abordagens cinéticas € medir a velocidade inicial (Vo). A Figura 11
mostra o efeito da variagcéo de S sobre Vo quando a concentragéo da enzima é mantida

constante.



Figura 11: influéncia da concentracdo de substrato na velocidade inicial de uma reacéo
catalisada por enzimas. (NELSON e COX, 2014).
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O complexo enzima-substrato (ES) é chave para entender o comportamento catalitico
das reacgbes. O movimento natural em uma reacdo catalisada por enzimas é
primeiramente a enzima se combinar com o substrato de modo reversivel formando o

complexo ES de forma muito rapida mostrado na Equacgdo 1 (NELSON E COX, 2014).

k
E+S]<(_—1—>ES (2)

Posteriormente o complexo ES é rompido em uma segunda etapa mais lenta

apresentada na Equacéao 2, fornecendo o produto (P) e a enzima livre (E).

k2
ES o E+P (2)

A segunda reagao por ser mais lenta que a primeira acaba limitando a velocidade da
reacdo total, que deve ser proporcional a concentracdo de ES. A velocidade inicial
méaxima de uma reacédo catalisada (Vmax) ocorre quando quase toda a enzima estiver
presente como complexo ES e E é desprezivel, logo qualquer incremento de S nao
surte efeito para o aumento da velocidade reacional (NELSON E COX, 2014).

Cada enzima possui uma estrutura tridimensional, e um sitio ativo que podem ser

afetados por agentes capazes de alterar o equilibrio que a enzima possui no seu
15
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interior com 0 meio ao entorno. Logo atividade enzimatica depende das caracteristicas
do meio, como pH e temperatura (LIMA, 2016).

3.4.1 pH

As enzimas tém uma faixa de pH 6timo no qual a atividade catalitica € maxima, com
isso a atividade decresce em pH inferior ou superior em rela¢cdo ao pH 6timo, como
pode ser visto na Figura 12. As cadeias laterais dos aminoacidos do sitio ativo podem
funcionar como acidos ou bases fracas em funcdes criticas e em outras partes da
enzima as cadeias laterais ionizaveis podem ter uma participacdo essencial nas
interacbes que mantém a estrutura proteica. Quando a enzima desenvolve seu papel
catalitico de forma otima é porque ha uma concentracdo hidrogenibnica ideal de
grupos protonados e desprotonados. O substrato também pode ter grupos ionizaveis
em que a variacdo de pH também pode afetar a sua carga. Com isso a eficiéncia da
catalise dependera da enzima e substrato estarem com cargas adequadas para
permitir a interacdo (NELSON e COX, 2014; MARZZOCO e TORRES, 1999).

Figura 12: influéncia do pH na atividade enzimatica. Adaptado de SILVA e MONTEIRO, 2009;
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3.4.2 Temperatura

Como ocorre na maioria das reagfes quimicas a velocidade da reacdo é aumentada
com o aumento da temperatura. Em reacdes catalisadas por enzimas a elevacéo da
temperatura s6 se verifica enquanto a enzima conservar a sua estrutura nativa. O
aumento da temperatura também aumenta a energia vibracional das moléculas
causando o rompimento de ligacdes ou interagcdes fracas, especialmente as pontes
de hidrogénio. A quebra dessas ligacfes provoca alteracdes conformacionais que
levam a desnaturacdo da enzima, causando queda brusca da atividade. Assim como
0 pH a temperatura também possui um ponto 6timo de trabalho em que a catélise
enzimatica atua, como mostrado na Figura 13 (LIMA, 2016; MARZZOCO e TORRES,
1999)

Figura 13: influéncia da temperatura na atividade enzimatica. Adaptado de SILVA e MONTEIRO,
20089.
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3.5 Enzimas Celuloliticas

Celulases sao enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais
celulésicos, promovendo sua hidrélise. Estas enzimas sao biocatalisadores altamente
especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de acucares, dos quais glicose é
0 que desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversdo em
etanol (CASTRO e JUNIOR, 2009).
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Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases, mas apenas alguns sao conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto é,
sdo capazes de degradar a celulose natural. As celulases podem ser produzidas por
uma grande gama de microrganismos, que inclui bactérias anaerébicas e aerobicas,
fungos filamentosos, plantas e animais. Dentre todos microorganismos, fungos
filamentosos séo os mais utilizados no processo industrial para producgéo de celulases
(FLORENCIO, 2011).

As enzimas celuloliticas possuem grande importancia biotecnoldgica, contribuindo
com aproximadamente 20% do mercado global de enzimas, correspondem a terceira
classe de enzimas industriais mais vendidas em todo o mundo e estima-se que se
torne a enzima industrial de maior volume de producéo. Apresentam uma ampla gama
de aplicacdes nas industrias de biocombustiveis, assim como no processamento de
amido, producao de racdo animal, fermentacéo alcodlica de gréos, malte e fabricacéo
de cerveja, extracao de sucos de frutas, vegetais, polpa e na industria téxtil (OLIVEIRA
et al., 2021). As enzimas celuloliticas sdo agrupadas em pelo menos 15 das mais de
80 familias estruturais conhecidas de glicosil hidrolases e classificando-as ainda em 4

dos 14 clas, com base em semelhancas estruturais (GOYARI e SINGH, 2019).

O complexo enzimético celulolitico é classificado pelo Enzyme Comission (EC) com a
codificagcdo 3.2.1.x, sendo chamadas de hidrolases pois clivam as ligacbes O-
glicosidicas. A classificacdo das celulases também pode ser de acordo com seu local
de atuacdo no substrato celulésico da seguinte forma: endoglucanases (EnG), que
clivam ligacBes internas da fibra celulésica; exoglucanases (ExG), que atuam na
regido externa da celulose; e B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacarideos
soltveis em glicose (CASTRO e JUNIOR, 2009). De uma forma mais clara pode-se

explicar essas trés enzimas do complexo como:

e Endoglucanases (EC 3.2.1.4), € a enzima do complexo celulolitico também
conhecida como carboximetilcelulase ou endocelulase, responsavel por iniciar
a hidrolise. Tal enzima hidrolisa randomicamente as regides internas da
estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando oligossacarideos de diversos
graus de polimerizagc&o. Essas enzimas catalisam preferencialmente a hidrélise
das ligagdes B(1-4) D-glicosidicas(CASTRO e JUNIOR, 2009).

e Exoglucanases, grupo de enzimas constituido por celobio-hidrolase (CBH) e

glucano-hidrolase (GH). As exoglucanases sdo responsaveis pela hidrolise



primaria de fibra. (BORTALOZZO, 2011). A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome
sistematico é 1,4-p-D-glucana-glucano-hidrolase, é pouco reportada, mas
possui estratégia de hidrélise da fibra celulésica de elevada importancia, pois €
capaz de liberar glicose diretamente do polimero. (CASTRO e JUNIOR, 2009).
A CBH (EC 3.2.1.91) possui o nome sistematico 1,4-b-D-glucana-celobio-
hidrolase. A CBH patrticipa da hidrélise priméaria da fibra, podendo ainda ser
dividida em dois tipos: enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais
redutores, enquanto que a do tipo Il (CBH II) hidrolisa terminais ndo redutores.
Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrélise
(celobiose). (CASTRO e JUNIOR, 2009).

e [-glicosidases (EC 3.2.1.21), também chamadas de [-glicosideo gluco-
hidrolase ou simplismente celobiase. Esse grupo de enzimas tem a propriedade
de hidrolisar celobiose e oligossacarideos solUveis em glicose de um modo
mais especifico a BG catalisa a hidrdlise de residuos B-D-glicose terminais nédo
redutoras, liberando B-D-glicose. Apresentam ampla especificidade por (3-D-
glicosideos, podendo hidrolisar também [-galactosideos, a-Larabinosideos, B-
D-xilonosideos. As BG também podem sofrer inibicdo pela formacdo de seus
produtos de hidrélise (CASTRO e JUNIOR, 2009; MARTINS, 2007).

As enzimas do complexo celulolitico atuam em sinergia como mostra a Figura 14,

apresentando um rendimento melhor atuado em conjunto (CASTRO e JUNIOR, 2009).

Figura 14: Acao sinérgica do complexo enzimético celulolitico (GOYARI e SINGH, 2019).
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A utilizacé@o de celulases na hidrdlise da celulose ocorre em condigdes mais brandas
de temperatura, pH e pressdo do que 0S processos quimicos, e exibe elevada
especificidade, eliminando a chance de formacéao de substancias toxicas que pode
influenciar negativamente na fermentacdo do hidrolisado por microrganismos
fermentativos (BORTALAZZO, 2011).

O custo e a eficiéncia dos coquetéis enzimaticos empregados nos processos que
envolvem biocombustiveis sdo os verdadeiros gargalos. Os custos iniciais de enzimas
no processamento de etanol sdo de US$ 1,0 -- 1,3 por litro de etanol produzido, o que
inviabiliza o processo quando comparado com o processo tradicional que gira em
torno de US$ 0,18 por litro de etanol produzido Dahiya (2015). Logo ha necessidade

de se criar meios para baratear o processo, uma alternativa é reutilizando essas

enzimas no processo em bateladas sequentes.

Devido as condi¢des operacionais serem brandas a celulase vem sendo estudada
para aplicacdes em diferentes ramos industrias, como na producéo de etanol, industria

téxtil, industria alimenticia, alimentacao animal, entre outros.

3.6 AplicacBes Biotecnoldgicas da Enzima Celulase

O complexo enzimético celulolitico apresenta importancia tanto na pesquisa a nivel
académico, quanto industrial devido as suas aplicacdes (SILVA et al., 2021). As
industrias vém aplicando a tecnologia enzimatica para reducdo de custos
operacionais, aumento da qualidade e buscando processos mais limpos diminuindo

assim os impactos ambientais (MARTINS, 2007).

As enzimas celuloliticas apresentam aplicacdo no setor de alimentacdo animal com
melhora na digestéo alimentar direcionado a aves, porcos, ruminantes, animais de
estimacdo e piscicultura. Ha um grande interesse na utilizacdo de compostos
enziméticos com altos niveis de celulases e hemicelulases com o intuito de melhorar

a producéo de leite e o ganho de pesos de ruminantes (OLIVEIRA et al., 2021).

Na industria de alimentos o complexo celulolitico desempenha um importante papel
em combinagdo com a pectinase e a xilanase, conhecidos como coquetéis
enzimaticos, atuando na reducéo do tempo de processamento, extracéo e clarificacdo

de sucos de frutas e vegetais, diminuindo a viscosidade de sucos de frutas, aumenta



as caracteristicas volateis, melhorando a propriedade do produto e desempenho do
processo (WU, JUTURU, 2014; TOUSHIK et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2021).

Na industria téxtil, estdo implementados processos que utilizam enzimas no
biopolimento (desfibrilagdo de tecidos de algod&o, linho, 1a e viscose) e bioestonagem
(amaciamento e desbotamento do brim). As enzimas séo utilizadas nessa area como
uma alternativa ambientalmente correta para melhorar a qualidade dos produtos,
criando uma aparéncia desbotada no jeans (processo conhecido como bioestonagem)
e remover microfibrilas salientes na superficie de tecidos de celulose para reduzir a
tendéncia de formacé&o do pilling (processo conhecido como biopolimento) (CASTRO
e JUNIOR, 2009; LIMA, 2016).

Na industria de papel e celulose, celulases sdo amplamente empregadas para a
modificacdo controlada de propriedades mecanicas da polpa e liberacéo de tintas da
superficie das fibras a ser recicladas (CASTRO e JUNIOR, 2009). Estudos vém sendo
realizados nesse ramo industrial com o objetivo de modificar o processo tradicional de
fabrica, muito poluente que recorre a tratamentos quimicos e/ou mecéanicos, por

solu¢cBes ambientalmente mais favoraveis com aplicacdo de enzimas (SOUSA, 2002).

Um outro ramo que vem empregando celulases é nas lavanderias e desenvolvimento
de produtos de limpeza de roupas. O uso de enzimas em produtos de limpeza, os
detergentes téxteis vem crescendo devido a eficacia e especificidade na remocéo da
matéria organica, diminuindo o custo das lavanderias, pois necessitam de menor
energia na lavagem, além de serem biodegradaveis, ecologicamente corretas, e 0s
detergentes ndo sdo agressivos ou toxicos aos consumidores (POLYORGANIC,
2022).

Dentre os varios estudos e inovac¢des no campo de aplicacdo de enzimas celulases,
uma das mais estudadas € a aplicacdo de enzimas do complexo celulolitico na
hidrélise de biomassas para posterior processo fermentativo na obtencéo de etanol
de segunda geracdo. No entanto, a competitividade pelo uso da enzima € grande, e
isso acaba aumentando os custos, em especial para reposicdo enzimatica no
processo. Diante do exposto se faz necesséario a aplicacdo de tecnologias para

minimizar 0S custos com a reposicdo, e uma boa alternativa € a imobilizacao

enzimatica em suportes de diferentes caracteristicas.
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3.7 Imobilizagao de Enzimas

A tecnologia enzimatica despontou como area de investigacao no inicio da década de
1960, com a imobilizacdo de enzimas para uso em diversos processos industriais ja
descritos (MENDES, 2019).

Frente aos altos custos dos catalisadores enzimaticos, a recuperacao e a reutilizacéao
destas se faz necessario para tornar o processo economicamente viavel. Isso é
alcancado com a aplicacdo de enzimas na forma imobilizada, que consiste no
confinamento da enzima em um suporte soélido para posterior reutilizacdo do
biocatalisador (MENDES et al., 2011).

Em geral, a imobilizacdo enzimatica oferece uma série de vantagens e desvantagens
guando comparada com as enzimas solliveis como pode ser observado na Tabela 2.
A possibilidade de reutilizacao, uso em operagces de modo continuo, insolubilidade e
estabilidade sdo caracteristicas desejadas comercialmente na imobilizacdo
enziméatica (MENDES et al.,, 2011; PEREIRA, 2019; MARTINS, 2007; ADRIANO,
2008).

Tabela 2: Vantagens e desvantagens da imobilizagcao enzimatica.

Vantagens Desvantagens

Utilizacdo da atividade catalitica por um maior . . . ]
. Alteracdo da conformagéo nativa da enzima
periodo de tempo

Possibilidade de operagéo continua do processo

. N Custo do suporte
Maior facilidade de controle

. . . Perda da atividade devido a interagcdo enzima-
Facilidade de separacéo do produto final
suporte

Maior estabilidade ao pH o . ) .
Reducéo da atividade catalitica devido aos efeitos

Maior estabilidade a temperatura o . ] .
difusionais de microambiente e  estéricos

Facilidade na interrup¢do da reacdo quando se o
conformacionais

atinge um determinado grau de conversdo

. ) Perda de atividade durante o processo de
Uso de grandes concentracdes de enzimas

imobilizagcéo

O termo enzimas imobilizadas refere-se a “enzimas fisicamente confinadas ou

localizadas em uma determinada regido definida no espago com retencédo de suas



atividades cataliticas, e que podem ser usadas repetida e continuamente". A
imobilizagéo de enzima consiste na transformagéao de um biocatalisador homogéneo
(enzima) em um biocatalisador heterogéneo (enzima-suporte) através da ligacdo da
enzima em um suporte solido (BRENA et al., 2013; PEREIRA, 2019).

A imobilizagdo enzimética ndo é trivial, deve-se considerar diversos aspectos e
integrar o conhecimento em diversas areas, incluindo enzimologia, rea¢des quimicas,

ciéncia dos materiais e superficies e a hidrodinamica de reatores (PEREIRA, 2019).

N&o ha um método de imobilizacdo que se aplique a todas as enzimas conhecidas e
todos o0s suportes possiveis, por isso a necessidade de um conhecimento prévio em
diversas areas que norteiam a aplicacdo para selecionar a técnica de imobilizacédo a
ser utilizada para uma determinada finalidade. Para uma dada aplicacdo o ideal é
selecionar o método de imobilizacdo que gere o melhor custo beneficio (MENDES et
al., 2016).

Uma das propriedades mais esperadas apos a imobilizacdo é a estabilidade
enzimatica, no entanto, isso pode nao ser totalmente alcancado se a imobilizacdo nao
for devidamente projetada (SHELDON e VAN PELT, 2013).

3.7.1 Métodos de imobilizacdo enzimatica

Diversas formas séo utilizadas para classificar os biocatalisadores imobilizados. A
classificacdo dos métodos de imobilizacdo de enzimas mais aceita na literatura € a
que considera a combinacado da natureza da interacdo responséavel pela imobilizacédo
e o tipo de suporte utilizado, feita da seguinte forma (MORAES et al., 2008):

1- Ligagdo em suportes - modificagdo da enzima, por meio de técnicas
apropriadas, para torna-las iméveis no meio de reacdo e ligacdo cruzada
intermolecular ou reticulacao;

2- Enzimas soluveis sem derivatizacdo - enzimas solUveis em que sao retidas
no interior do reator por meio de uma barreira fisica;

3- Enzimas sollveis com derivatiza¢do - enzimas ligadas a um suporte solavel

no meio reacional, no entanto com mobilidade restringida.

A imobilizag&o € geralmente um requisito ao uso de uma enzima como biocatalisador

industrial, sendo a solugdo mais simples para o problema de solubilidade desses
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biocatalisadores e € o que mais desperta interesse dos pesquisadores (MATEO et al.,
2007). Os métodos de imobilizacdo enziméatica do tipo ligacdo em suportes podem ser
divididos em trés categorias: I- ligacdo a um suporte, seja uma interacao fisica ou
guimica, Il- aprisionamento, retencdo da enzima no interior de uma matriz suporte e
llI- reticulag@o, que consiste em um agregado enzimético que ndo faz uso de um meio
suporte (SHELDON e VAN PELT, 2013).

Os meétodos de imobilizacdo em que a enzima esta ligada ao suporte representa
apenas uma fracdo de todas as tecnologias disponiveis de reter uma enzima a um
suporte como possivel observar na Figura 15, em que os métodos de imobilizacao
podem ser divididos de um modo mais completo em interacdes fisica e quimicas.
(CANTONE et al., 2013).

Figura 15: Métodos de imobilizacdo enzimatica. Adaptado de (CANTONE et al., 2013)
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N&o existe um método ou suporte de imobilizagéo Unico aplicavel a todas as enzimas

e suas varias aplicacoes, isso se deve as diferentes caracteristicas fisico-quimicas



das enzimas, substratos e produtos obtidos no processo de interesse. Além disso,

todos os métodos apresentam vantagens e limitagcdes (MENDES et al., 2016).

Nos métodos fisicos, a imobilizacdo € realizada por meio de forcas fisicas, como a
eletrostatica, idnica, interacdo proteina — proteina (MARTINS, 2007). S&o citados

como métodos fisicos:

e Adsorcéao: Forgas de interacdo (van der Waals, ibnica, pontes de hidrogénio)
numerosas e fracas entre suporte e enzima. As principais vantagens deste
processo de imobilizacdo € a facilidade, simplicidade e com a estrutura
conformacional da enzima pouco alterada. As desvantagens sdo a adsorcéo
ndo-especifica de outras proteinas e substancias e a dessor¢cdo da enzima
devido as varia¢cGes de temperatura, pH, forca ibnica e a presenca de substrato
(MARTINS 2007; ADRIANO, 2008).

e Aprisionamento/Confinamento: Moléculas de enzimas livres sdo presas a
estrutura do gel como em uma caixa, com nenhuma interacéo quimica entre o
suporte e 0s grupos constituintes da enzima, 0 que garante uma estrutura
tridimensional e um sitio ativo sem alteracfes (QUEISSADA e SILVA, 2020)

e Encapsulacdo: Enzima contida em uma microcapsula de membrana porosa
semipermeavel, por onde permeiam substrato e produtos. A enzima permanece

livre, mas com mobilidade restrita devido a microcapsula.

A Figura 16 apresenta, esquematicamente, os métodos de imobilizacdo enzimatica
do tipo fisico.

Figura 16: Métodos fisicos de imobilizacdo enzimética (MENDES et al, 2016).

Confinamento Encapsulagio Adsorcio

Nos métodos quimicos de imobilizacdo enzimética, a formagédo de pelo menos uma
ligagé@o covalente entre uma ou mais moléculas de enzima e um polimero insoltvel ou

enzima-enzima. O processo € irreversivel e a enzima geralmente ndo pode ser
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recuperada posteriormente (MARTINS 2007). As ligagdo covalentes podem ser

realizada das seguintes maneiras:

e Ligacdo covalente: Envolve normalmente grupos amino dos aminoacidos da
enzima (NHz), que cedem elétrons ao suporte fortemente eletrofilico (+). Vale
ressaltar que a ligacdo deve ocorrer longe do sitio ativo da enzima. As
vantagens da ligacdo covalente entre a enzima e o suporte é a grande forca de
ligacao e estabilidade do complexo enzima-suporte.

e Cross-linked ou enzimas reticuladas: sistema em que se baseia na ligacéo
cruzada entre as enzimas ou enzimas e algum cristal. Os chamados Agregados
Enzimaticos Reticulados (CLEAS) sao preparados primeiramente agregando
enzimas por meio de diferentes técnicas de reticulacdo, produzindo ligacbes
diaminas. A vantagem desse sistema é que ndo h& necessidade de se usar
gualquer tipo de suporte, mas, no entanto, a separacdo dos CLEAs € mais
complexa. A reticulagdo pode ser CLEs — Enzimas reticuladas, CLECs —
Cristais de Enzimas Reticuladas e Agregados Enzimaticos Reticulados
(CLEAs) (CANTONE et al., 2012).

A Figura 17 apresenta, esquematicamente, os métodos de imobilizacdo enzimatica

do tipo quimico.

Figura 17: Métodos quimicos de imobilizacéo enziméatica (MENDES et al, 2016).
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A ligagdo covalente da enzima ao suporte € o método mais interessante de
imobilizagdo sob ponto de vista industrial (MARTINS, 2007). Varios estudos vém
sendo desenvolvidos com respeito a imobilizacdo covalente. Adriano (2007) em sua
tese, analisou varias estratégias com objetivo de melhorar e promover uma
imobilizagdo covalente multipontual de quimotripsina, carboxipeptidase A e celulase

em quitosana. Martins (2007) em seu trabalho utilizou celulases comerciais



imobilizadas covalentemente em diferentes suportes para hidrélise do bagaco de
cana. Pereira (2019) utilizou diferentes estratégias de imobilizacdo de celulases e a
que apresentou melhor custo beneficio foi a realizada por ligacdo covalente
multipontual. Dentre varios outros trabalhos analisados, a ligacédo covalente enzima-

suporte é o método de imobilizacdo mais estudado e promissor.

3.8 Parametros de imobilizagao

Com a imobilizacdo enzimatica é comum que ocorra mudancas nas propriedades da
enzima, podendo ser melhoradas por meio da modificacdo quimica da enzima soluvel
para derivados imobilizados (GUISAN, 2006).

A imobilizacdo se mostrou uma ferramenta muito poderosa para melhorar quase todas
as propriedades enzimaticas se adequadamente projetada, como estabilidade,
atividade, especificidade, seletividade e reducédo da inibicdo (MATEO et al., 2007).
Alguns fatores levam a alteracao dos parametros cinéticos da enzima imobilizada, em

relacdo aos valores da enzima livre, fatores estes (MARTINS, 2007):

1- Modificagdo quimica: ao se realizar uma modificagdo de uma proteina
(ligacdo da enzima a um suporte) € provavel que ocorra mudancas conformacionais,
por mais leves que sejam. Este efeito ndo pode ser alterado, e, portanto, é

caracteristico de cada sistema enzima-suporte;

2- Efeitos difusionais: a velocidade de uma reacao catalisada por uma enzima
€ diretamente proporcional a concentracdo de enzimas. Em uma mesma reacao
catalisada por uma enzima imobilizada a velocidade é limitada pela velocidade de
difusdo do substrato para a enzima, na superficie ou no interior do suporte. Limitac6es
na difusdo decorrentes da imobilizacdo podem exercer efeitos profundos no
comportamento catalitico, diminuindo a atividade do biocatalisador;

3- Efeitos eletrostéticos: a concentracdo de espécies quimicas importantes
(ions H*, moléculas de substrato) no microambiente pode gerar um efeito inibitorio e

complicagbes difusionais.

3.9 Suportes paraimobilizagcédo de enzimas
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O suporte utilizado para imobilizar a enzima de interesse influenciara suas
propriedades apds imobilizacdo. A interacdo entre os dois fornece uma enzima
imobilizada com propriedades quimicas, bioquimicas, mecénicas e cinéticas
especificas (LIMA, 2016). Um suporte adequado para imobilizacdo de proteinas

requer o cumprimento de algumas caracteristicas (MATEO et al., 2007):

- Superficie do suporte compativel com a superficie da enzima, para que ocorra
uma interacao intensa entre enzima e suporte;

- O suporte deve apresentar alta densidade superficial de grupos reativos, ou
seja, com uma elevada carga de grupos reativos na superficie do suporte
havera grandes chances de alta carga de imobilizacao;

- Os grupos reativos na proteina e o suporte devem ser 0s mais reativos
possiveis entre si, apresentando centros estéricos minimos durante a reacao;

- Os grupos reativos envolvidos na imobilizacdo devem ser estaveis o suficiente
para permitir que a interacdo enzima-suporte seja a mais duradoura possivel;

- Apos a imobilizacdo a superficie do suporte deve se tornar inerte;

Os suportes podem ser classificados de acordo com sua origem em materiais
organicos e inorganicos. Os materiais organicos em especial os polimeros podem ser
naturais ou sintéticos. Os polimeros sintéticos exibem variedades de formas fisicas e
estruturas quimicas que podem ser combinadas para formar um suporte de acordo

com as caracteristicas desejadas (MENDES et al., 2016).

Existe uma variedade de polimeros naturais em especial os insollveis em agua,
polissacarideos como celulose, amido, agarose, quitosana, proteinas como gelatina e
albumina, colageno e alginato, que tém sido amplamente usados como suportes para
imobilizar enzimas. Apresentam vantagens como facil degradacdo, ndo causando
danos ao meio ambiente, baixo custo e disponibilidade em grandes quantidades,
capacidade de formar géis inertes, apresentam estruturas quimicas que podem ser
facilmente ativadas e apresentam ainda alta resisténcia térmica e mecéanica
(SHELDON e VAN PELT, 2016; PEREIRA, 2019).

Suportes inorganicos na maioria dos casos, polimeros inorganicos como silica,
zedlitos, silicas mesoporosas, poliestireno, polivinilicos, nylon, bentonita e entre
outros, sdo mais adequados para o0 uso industrial devido as suas propriedades fisicas,

elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes organicos



e ataque de microrganismos. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e
comercializadas é obtida com matrizes organicas, provavelmente, devido a grande
variedade de grupos funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes
organicos (SHELDON e VAN PELT, 2016; MARTINS 2007; PEREIRA, 2019)

Os suportes podem ser classificados quanto a sua morfologia, podem ser porosos,
nao porosos e estrutura em gel. Os materiais porosos apresentam uma elevada area
superficial interna disponivel para a imobilizacdo de enzimas, no entanto as aberturas
dos poros deve ser suficientemente grandes para acomodar a enzima e permitir o
acesso do substrato ndo comprometendo a difusividade do material (MENDES et al.,
2016).

Os materiais ndo porosos eliminam a resisténcia a transferéncia de massa interna, a
acomodacdo das moléculas de enzima é apenas na sua superficie externa, o que
facilita a interacdo do catalisador com moléculas de substrato, no entanto a area
disponivel para imobilizacéo fica restrita a superficie do material, logo uma reducao
de area disponivel (MENDES et al., 2016; PEREIRA, 2019).

Dentre os diferentes suportes empregados na imobilizacdo de enzimas destacam-se
0S organicos naturais agarose, quitosana e alginato visto pelo grande numero de
trabalhos relatados na literatura (MENDES et al., 2016; PEREIRA, 2019; QUEISSADA
e SILVA, 2020; MARTINS, 2007; JESUS et al., 2018).

3.10 Quitosana

A quitosana tem despontado nos ultimos anos como um biomaterial de grande
potencialidade para aplicacdo em varios campos, passando por medicina,
biotecnologia, alimentos, etc. Atualmente, a quitosana é extraida em larga escala
como um subproduto da industria pesqueira, a partir do exoesqueleto de crustaceos,

como o caranguejo e camarao (BEPPU, 1999).

A quitosana € um polimero natural de baixo custo, renovavel, biodegradavel e
insolivel em agua de grande importancia econémica e ambiental (PINHEIRO 2017;
MENDES et al., 2016).

A quitosana é a forma desacetilada da quitina, o segundo polimero mais abundante

na natureza, depois da celulose (PEREIRA, 2019). Quitina significa caixa de protecao,
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um polissacarideo (carboidrato) estrutural que esta presente na parede celular de
microrganismos, como fungos e leveduras, e no exoesqueleto de artropodes e
crustdceos como o caranguejo e camardo (MELLO, 2009; DANTAS, 2019). O
exoesqueleto dos crustaceos sao residuos abundantes e rejeitados pela industria
pesqueira, que em muitos casos as consideram poluentes, logo sua utilizacao pode

provocar uma expressiva reducao nos impactos ambientais (MARTINS, 2007).

A quitina (poli-B-(1—4)-N-acetil-D-glicosamina) pode ser desacetilada para produzir
quitosana (poli-B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose) a partir da reagdo de hidrélise
dos grupos acetila da quitina em meio basico (ZADINELO, 2018). Sendo que a Unica
diferenca estrutural entre estas é o grau de acetilacédo, ou seja, a quantidade de grupos
amino-acetilados presente na molécula como pode ser visto na Figura 18 (DANTAS,
2019). As propriedades fisico-quimicas da quitina e dos derivados N-desacetilados
(quitosana) podem ser diferentes em funcdo de uma variacdo de 70 a 95% no seu
grau de desacetilacdo, logo é imprescindivel determinar esses parametros para

processos subsequentes de imobilizacao enzimética (TRIGUEIRO, 2015).

Figura 18: Desacetilacdo alcalina da quitina (TRIGUEIRO 2015).
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A molécula de quitosana possui muitos grupos amino (—NH2) e grupos hidroxila (—-OH)
na cadeia molecular o que Ihe confere varias propriedades, uma delas de grande
estudo atualmente € a utilizagcdo como suporte para imobilizacdo de enzimas. Varios
trabalhos sdo encontrados na literatura que utilizam a quitosana como suporte
(ZADINELO, 2018).



Mendes et al. (2011) em seu artigo relata, a aplicacdo de quitosana como suporte para
imobilizacdo de diferentes enzimas em muitas aplicagfes industriais e biomédicas,
incluindo tratamento de aguas residuais, suporte cromatogréfico, transportadores para
liberacdo controlada de drogas e imobilizacdo enzimatica. Diferentes configuracdes
geomeétricas na imobilizacdo de enzimas por diferentes protocolos para posterior

aplicacao sao relatadas em seu trabalho.

Pinheiro (2017) em seu estudo propde um novo suporte heterofuncional de quitosana-
divinilssulfona para imobilizagdo de enzimas. A quitosana foi ativada com
divinilssulfona (DVS) em trés valores de pH diferentes de tampao de carbonato de
sédio. A enzima escolhida para realizar a imobilizacdo foi lipase B de Candida
antarctica. Os resultados mostraram que o suporte ativado com divinilssulfona € muito

promissor e melhorou a estabilidade da enzima.

Mello (2009), em seu trabalho, estudou a enzima pepsina imobilizada em membranas
liofiizadas de quitosana e O-carboximetilquitosanareticuladas ou n&o com
glutaraldeido. Como resultado, a pepsina imobilizada na membrana de quitosana

apresentou bons resultados demonstrando que o processo de liofilizac&o é viavel.

Magro (2020), em seu trabalho, buscou por meio do desenvolvimento de
biocatalisadores compostos por pectinases e celulases imobilizadas, melhorar a
eficiéncia do processo produtivo de clarificacdo e a qualidade dos sucos de frutas.
Duas metodologias de imobilizacdo com particulas magnéticas foram testadas,
CLEAs-magnéticos e a imobilizacdo na superficie da particula magnética ativada com
glutaraldeido. Ambas nao tiveram bons resultados. Em seguida, buscando preparar
biocatalisadores com alta estabilidade, aliada a boas propriedades magnéticas,
estudou-se diferentes metodologias de recobrimento das particulas magnéticas com
quitosana, alcancando 3 diferentes biocatalisadores com distintos tamanhos Nano,

Micro e Macro, com Macro obtendo melhores valores de estabilidade.

Pereira (2019), em seu trabalho, estudou a imobilizacdo de biocatalisadores para
hidrolise enzimatica de materiais lignocelulésicos. Diferentes estratégias de
imobilizagédo de celulases foram estudadas. Imobilizados em gel de quitosana ativada

com glutaraldeido apresentaram melhores resultados.

Jesus et al. (2018), utilizaram o caldo bruto da celulase com uma atividade inicial de
2520 U/kg para imobilizacdo em esferas de quitosana, usando como agente ativador
0 glutaraldeido. Foram estudados os efeitos da quantidade do caldo bruto, da

31



32

guantidade das esferas e do agente ativador sobre o rendimento de imobilizacao, a
atividade do biocatalisador e o sobrenadante do processo.

Martins (2007), estudou a imobilizacdo de celulases em géis de quitosana. As
celulases foram imobilizadas em géis de quitosana e quitosana-alginato ativados com
glutaraldeido e glicidol para posterior hidrolise do bagaco de cana-de-acucar. Os
melhores derivados foram obtidos com quitosana-alginato, ativados com glicidol com
temperatura de imobilizagdo de 27°C e pH 7,0 sendo 11,2 vezes mais estaveis que a
enzima livre, com rendimento em torno de 40,6% e atividade recuperada em torno de
56,3%.

Adriano (2008) preparou e caracterizou derivados de enzimas industriais em
guitosana. Varias estratégias foram analisadas com objetivo de melhorar e promover
uma imobilizacdo covalente multipontual de quimotripsina, carboxipeptidase A e
celulase em quitosana. Foram utilizados em consoércio com a quitosana, alginato de

sodio, gelatina e k-carragenana.

Como visto a quitosana é o meio suporte mais utilizado para imobilizagdo enzimatica,
na literatura existem varios outros trabalhos de pesquisa a respeito do tema. No
contexto global de crise energética, se faz necessario o estudo e aperfeicoamento do
uso da quitosana como meio suporte para enzimas que possam atuar na hidrélise de
materiais lignoceluldsicos servindo de substrato nos processos fermentativos de

producéo de etanol.

3.11 Alginato de sodio

Os alginatos sdo polissacarideos anibnicos e hidrofilicos de ocorréncia natural,
comumente produzidos a partir de varios géneros de algas marrons e algumas
bactérias, sendo um dos mais abundantes materiais biossintetizados (HACKENHAAR,
2021).

O alginato € um copolimero linear com a férmula quimica C7H7602, constituido de
unidades de acidos a-L-gulurénicos (G) e B-D-manurbnicos (M) e é extensamente
utilizado devido as suas propriedades espessantes, estabilizantes e gelificantes. Os

meros podem ser agrupados em blocos sequenciais com a variagao dos grupos (MM,



GG e MG) como mostrado na Figura 19, influenciando nas suas propriedades
(MULLER et al., 2011; CACURO, 2019).

Figura 19: Estruturas quimicas das unidades méricas do alginato distribuidas em diferentes

sequéncias de monémeros (CACURO, 2019).
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O alginato representa mais de 40% da massa seca de algas marinhas pardas e é

extraido como alginato de sédio (ZERBINI, 2020). O alginato de sodio ocorre como po

fino ou grosso quase inodoro e insipido, de cor branco amarelada. E bastante

hidrossollvel, formando uma solucéo coloidal viscosa.

Algumas aplicacdes possiveis com o alginato séo:

Industria alimenticia: aditivos alimentares, modifica e melhora a textura de
certos alimentos, como por exemplo, molhos e emulsGes, alimentos
reestruturados, geleias e sobremesas (HACKENHAAR, 2021);

Bioprocessos: O alginato de sodio tem aplicagdo na geleificacdo para varios
fins como imobilizacdo enzimética, formacdo de membranas e encapsulacdo
de drogas (MARTINS, 2007);

Biomedicina: areas de cicatrizacdo de feridas, administracdo/liberacédo
controlada de medicamentos, cultura celular in vitro e engenharia de tecidos
(HACKENHAAR, 2021).
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Também encontra aplicagdo na industria téxtil e de papel. Atualmente vem sendo
utilizado em aplicagbes inovadoras na area médica, farmacéutica e de engenharia
(MULLER et al., 2011).

3.12 Principios da formacéo de hidrogéis

Os hidrogéis podem ser sintetizados a partir de materiais naturais ou sintéticos, alguns
séo citados na Tabela 3. Os hidrogéis naturais apresentam propriedades vantajosas
como: biocompatibilidade; biodegradabilidade e reconhecimentos de moléculas
bioldgicas. Os hidrogéis sintéticos ndo apresentam propriedades bioativas, o que
diminui o campo de aplicacdo desses materiais, principalmente nas areas biomédicas
(AOUADA e MATTOSO, 2009).

Tabela 3: Principais polimeros naturais e sintéticos utilizados na sintese de hidrogéis
(Adaptado de AOUADA e MATTOSO, 2009; BRANT, 2008).

Polimeros naturais Polimeros sintéticos hidrofilicos
Quitosana Poli(alcool vinilico) PVA
Alginato Poli(etileno glicol)
Carboximetilcelulose Poli(N-vinil-2-pirrolidona)
Metilcelulose Poli(metacrilato de metila)
Colageno Poli(acido lactico)
Gelatina Poli(N-isopropilacrilamida)
Acido hialurénico Poli(acido glicélico)

A quitosana possui uma alta porcentagem de nitrogénio (6,89%) quando comparado
com a celulose sintética substituida (1,25%), este fato confere a quitosana um potente
agente geleificante, ou seja, a facilidade na formacao de géis (BECARO, 2008). Assim
como a quitosana, o alginato também tem a capacidade de formar géis quando estéo
na presenca cations bivalentes Ca** por exemplo, independentemente da temperatura
(HACKENHAAR, 2021; SALOMAO, 2017).

Hidrogéis séo biomateriais poliméricos tridimensionais hidrofilicos com alta
capacidade de absorcdo de agua e/ou fluidos biolégicos (MENDES, 2009). Os

hidrogéis de quitosana, considerada como um polimero catibnico, podem apresentar



ligacbes covalentes entre as cadeias ou podem ser formados pela interacao idnica
com polimeros aniénicos como o alginato (ABREU, 2008; GONSALVES et al., 2007).

Hidrogéis a base de quitosana reticulada covalentemente podem ser divididos em trés
tipos no que diz respeito a sua estrutura, sendo a primeira estrutura a quitosana
reticulada consigo mesma, a segunda estrutura uma rede polimérica hibrida e uma
terceira estrutura sendo uma rede polimérica semi ou totalmente interpenetrada,
ilustrados na Figura 20 (BERGER et al., 2003).

Figura 20: Estrutura dos hidrogéis de quitosana (Adaptado de BERGER et al., 2003).

quitosana reticulada consigo mesma Rede polimérica hibrida

Hidrogéis obtidos por reticulacbes quimicas sdo conhecidos como hidrogéis do tipo
guimico ou permanente, pois uma vez obtidas, as redes ndo poderdo mais ser
dissolvidas, ao contrario dos hidrogéis obtidos por interacdes fisicas (forcas de wan
der Waals e pontes de hidrogénio), que podem ser dissolvidos por meio de mudancas
no meio, seja pela variacdo do pH, temperatura e outros (AOUADA e MATTOSO,
2009)

Devido a sua versatilidade e vantagens tecnolégicas sobre outros materiais
poliméricos, os hidrogéis tém sido aplicados em diferentes campos, desde industrias,
medicina e até o agronegécio (AOUADA e MATTOSO, 2009).
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3.13 Modificagdo quimica do suporte.

A imobilizacdo de enzimas por ligacdo covalente ocorre por formacédo de complexos
estaveis entre grupos funcionais de enzimas e um suporte através de ligacoes
covalentes. Os grupos funcionais enzimaticos que podem ser utilizados no
acoplamento covalente incluem: grupo amino, grupo carboxilico, grupo fendlico, grupo
sulfidrila, grupo tiol, grupo imidazol, grupo indol e grupo hidroxila (NGUYEN e KIM,
2017). A distancia entre os grupos funcionais deve se manter inalterados na enzima
apos qualquer mudancga conformacional para evitar a modificacdo do sitio ativo e
consequentemente perda de atividade enzimatica e aumento da estabilidade da
enzima (MATEO et al., 2007).

Nem todos os suportes possuem grupos funcionais disponiveis para ligacdes
covalentes com os grupos funcionais das enzimas, com isso é necessario realizar
algumas modificacbes na superficie do suporte visando formar grupos reativos,
possibilitando que haja reacbes covalentes entre esses grupos formados e grupos
funcionais das enzimas (HACKENHAAR, 2021).

A modificagdo quimica do suporte promove uma maior densidade de reticulacdes
além de promover uma maior estabilidade quimica e fisica da quitosana e seus
derivados (complexos polieletroliticos e matrizes hibridas) através de ligacdes bi- ou
multipontuais. A modificacdo quimica € alcancada quando se emprega agentes de
ativacdo (PEREIRA, 2019). O emprego desses agentes pode ser realizado
misturando-os diretamente em uma matriz ou através da aplicacdo em matrizes pré-
formadas, na qual os grupos funcionais do suporte na superficie sdo modificados para
produzir grupos reativos (HACKENHAAR, 2021; MENDES et al., 2011).

As ativacOes mais usadas sdo com reagentes bifuncionais contendo grupos epoxidos
e grupos aldeidos em especial por glutaraldeido. O glutaraldeido € um dos reagentes
mais empregados na ativacdo de suportes, devido a simplicidade dos métodos de
ativacdo e obtencdo de preparacdes enziméticas ativas e estaveis (MENDES et al.,
2011).

Ao se empregarem aldeidos monofuncionais (formaldeido) ou bifuncionais (glioxal e
glutaraldeido) como agentes de reticulacdes, o processo ocorre via adicdo nucleofilica
da amina da quitosana a carbonila dos agentes. A reacao de elimina¢do subsequente
produz as correspondentes bases de Schiff (GONSALVES et al., 2007).



O glutaraldeido vem sendo muito estudado como agente de ativacdo de diferentes
suportes no emprego das mais variadas enzimas conhecidas. Pereira (2019), estudou
a imobilizacéo de celulases comerciais por diferentes métodos, reticulagdes e ligacado
covalente em gel de quitosana ativado com glutaraldeido. Os biocatalisadores tiveram
seus desempenhos avaliados em hidrdlise do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado
por um processo organosolv. Os géis Imobilizados em gel de quitosana ativada com
glutaraldeido apresentaram melhores resultados. As celulases imobilizadas
apresentaram melhor desempenho de hidrélise quando uma carga enzimatica de 134
mg de proteina/g de suporte foi utilizada com pH 9,0 por 30 minutos de imobilizac&o

em suporte com 0,5% de quitosana.

Polleto et al. (2014), em seu trabalho, estudou a aplicacao de celulases imobilizadas
na desconstrucdo da biomassa holocelulose de braquiéria. Celulases de um extrato
bruto comercial foram imobilizadas por ligacdo covalente em quitosana ativada com
glutaraldeido. As atividades do biocatalisador foram (em U/g): 0,92 (a-celulose); 8,69
(celobiose); 4,74 (carboximetilcelulose) e 0,13 (avicel). O desempenho da enzima
imobilizada em relagdo a enzima solivel aumentou de 5,9% aos 30 minutos de
hidrélise para 11% apds 18 horas de hidrolise, mostrando que o biocomposto adquiriu

uma melhor estabilidade apds a imobilizacéo.

Martins (2007), em seu estudo, imobilizou dois diferentes coquetéis enzimaticos em
géis de quitosana e quitosana-alginato ativados com glutaraldeido e glicidol para
posterior hidrélise do bagaco de cana-de-acucar. O derivado hibrido de quitosana
2,5% - alginato 2,5% apresentou 42,2% de rendimento de imobilizagdo com 46,3% de

atividade recuperada sendo 5,5 vezes mais estavel que a enzima livre.

Jesus et al., (2018) utilizaram o caldo bruto da celulase com uma atividade inicial de
2520 FPU/kg para imobilizacdo em esferas de quitosana, usando como agente
ativador o glutaraldeido. Foram estudados os efeitos da quantidade do caldo bruto, da
guantidade das esferas e do agente ativador sobre o rendimento de imobilizacado, a
atividade do biocatalisador e o sobrenadante do processo. O melhor desempenho foi
obtido com uma adsorcéo primaria de celulases e posterior ativacdo com glutaraldeido
e realizado uma nova imobilizagdo com 53,6% como rendimento de imobilizag&o,

9,3% de atividade recuperada e uma atividade no biocatalisador de 124,2 FPU/kg.

Silva (2012) teve como objetivo em seu trabalho encontrar fungos celuloliticos
produtores de enzimas que sejam eficientes nos processos de degradacdo da

biomassa lignocelulosica. Doze fungos celuloliticos previamente isolados pelo

37



38

Laboratério de Biotecnologia Industrial (UNESP — Assis) foram selecionados e
posteriormente cultivados em bagaco de cana-de-agUcar. A partir dos extratos
obtidos, o complexo enzimatico teve sua atividade quantificada. Posteriormente, foi
imobilizado enzimas de origem comercial em microesferas de alginato e de hidrogéis

(alginato/quitosana) ativados com glutaraldeido, mostrando resultados promissores.

Adriano (2008), em seu trabalho de tese, analisou varias estratégias varias estratégias
com objetivo de melhorar e promover uma imobilizacdo covalente multipontual de
quimotripsina, carboxipeptidase A e celulase em quitosana. Géis hibridos com
diferentes estruturas internas foram obtidos usando alginato de sédio, gelatina e k-
carragenana, bem como, variando a concentracao de polimeros, 2,5-5,0% (m/v) e os
agentes de ativacdo (glutaraldeido, glicidol e epicloridrina). Derivados de
quimotripsina tiveram um incremento de estabilidade de 34 min a 55°C preparados
em quitosana pura 2,5% ativada com glutaraldeido a pH 7,0 e a 4°C, para 468 min a
65°C, para quitosana 2,5%-carragenana 2,5% com adicao de 5% de S.cerevisiae e
ativado com epicloridrina com tempo de imobilizacdo de 72h a pH 10,05 a 25°C e
reduzido. Sendo 9900 vezes mais estavel que a enzima livre. Derivados de
carboxipeptidase A quando ativado com glutaraldeido mostrou uma melhor
estabilizacdo de 5,3 vezes, ja para o ativado com epicloridrina foi de 8,8 vezes.
Ensaios de imobilizacdo da celulase e sacarificacdo do bagaco de cana-de-agucar
foram realizados e o derivado obtido com quitosana-alginato ativado com

glutaraldeido/glicidol sendo este derivado 20 vezes mais estavel que a enzima livre.

Lima (2016) estudou a imobilizacdo de celulase em nanoparticulas magnéticas
encapsuladas em poli(metacrilato de metila). Para concentracdo de 5% (v/v) de
glutaraldeido e 100 mg/mL de enzima, foi obtido 49% de eficiéncia de imobilizacdo. A
celulase imobilizada apresentou a mesma faixa de pH o6timo, comportamento
semelhante para a estabilidade térmica e ampliacdo da faixa 6tima de temperatura. A
capacidade de reuso foi testada e 69% da atividade enzimatica inicial foi mantida apés

oito ciclos de uso.



4. Material e Métodos

Capitulo destinado a descrever materiais, equipamentos, procedimentos
experimentais necessarios para a realizacdo do estudo e calculos utilizados no
desenvolvimento do trabalho.

Todos os procedimentos foram realizados no laboratério multidisciplinar 1l da
Faculdade Venda Nova do Imigrante, na unidade Il em Venda Nova do Imigrante —
ES.

4.1 Materiais

4.1.1 Enzimas

Foram utilizadas preparagdes de celulases de origem microbiana fornecidas pela
empresa Novozymes A/S. (Celluclast 1.5 L), celulase que hidrolisa ligacdes (1,4)-B-
D-glicosidica em celulose e outros p-D-glucanas com Atividade de 700 EGU/g e 14%

em (m/m).

4.1.2 Suportes utilizados na imobilizagdo enzimética

Para o preparo dos suportes foram utilizados: quitosana (C12H24N209) (céd.
QO06289RA), alginato de sdédio, (cdéd. AS09191RA) ambos da marca Exddo®. Os

suportes forma confeccionados para uma imobilizacdo covalente.

4.1.3 Reagentes e substratos

Foi utilizado glutaraldeido da marca Dinamica, 25% em agua (P.A.), utilizado para
ativacdo do suporte de quitosana. A dosagem da atividade hidrolitica do complexo
enzimatico foi determinado utilizando papel de filtro Whatman n°1, Ghose (1987).
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4.1.4 Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados: espectrofotbmetro visivel digital
MICROPROCESSADO DPT - QUIMIS (Q898DPT); balanca analitica (Gehaka mod.
AG 200); banho maria com agitacao e controle de temperatura marca Quimis; Bomba
de infuséo para seringa.

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Preparo das particulas de quitosana e quitosana/alginato

O preparo dos suportes foi realizado conforme a Figura 21, em duas etapas.
Primeiramente quitosana em poé foi dissolvida em &cido acético 5% (v/v) para o
preparo de trés grupos de particulas suportes, cada um nas seguintes concentracoes:
2,0%; 3,5% e 5,0% (m/v). As solugdes resultantes foram deixadas em agitacao para
homogeneizacdo por 10 minutos para completa solubilizacdo. Os sistemas
solubilizados foram gotejados em solucdo de NaOH 1M em uma razéo de 1:10 (v/v)
sob agitacdo leve e a uma altura de aproximadamente 8 cm do nivel da solucdo
basica. Terminado o gotejamento, as particulas foram deixadas em repouso por 24h
a temperatura ambiente e posteriormente foram lavadas com agua destilada até a
neutralidade da agua de lavagem. As particulas possuem uma aparéncia conforme

mostra a Figura 22.

A segunda etapa foi o preparo dos suportes a base de quitosana e alginato. Foram
preparados trés grupos de particulas suportes com concentracfes de quitosana e
alginato idénticas de 2,0%; 3,5% e 5,0% (m/v) em cada grupo e seguindo 0s mesmos
procedimentos da etapa anterior. As particulas obtidas tiveram uma aparéncia

conforme mostrado na Figura 22.



Figura 21: Aparato utilizado para preparacédo das particulas (Suportes)
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Figura 22: Particulas de quitosana e quitosana/alginato em diferentes concentragées.

4.2.2. Ativagado dos suportes

A ativacdo do suporte foi realizada com glutaraldeido 5% (v:v) em tampéo fosfato
0,1M, pH 7,0 por 1h a 25°C sob agitacdo branda (raz&o mgei: Viotal de 1:10). Depois da
ativacao, as particulas foram lavadas com excesso de tampao fosfato 0,1 mM pH 7,0
e agua destilada para retirar o excesso de glutaraldeido segundo o processo descrito

pela Figura 23. As particulas ativadas sao mostradas na figura 24.
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Figura 23: Aparato utilizado para ativacdo das particulas com glutaraldeido
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Figura 24: Particulas de quitosana e quitosana/alginato ativadas com glutaraldeido.

4.2.3 Imobilizagdo covalente das celulases em matrizes de quitosana e

guitosana/alginato

Os géis de quitosana e quitosana/alginato ativados com glutaraldeido foram utilizados
para imobilizacdo do complexo celulolitico. A imobilizagédo foi realizada em tampéao

fosfato 0,1M pH 7,0 com razdo mgel:Viotal (1:10). Foi fornecido ao suporte uma razéo



de 10 mg de proteina por grama de suporte a um tempo de imobilizacdo de 24 horas.
Apébs decorrido o tempo de imobilizagdo, o gel foi lavado com agua destilada em
abundancia para a remocdo de enzima residual e tampéo até pH neutro. Apés a

imobilizacao, foi quantificada no sobrenadante, a atividade hidrolitica residual.

4.2.4 Atividade celulolitica

A solugcdo enzimatica de trabalho foi preparada diluindo-se a solugdo original em

tampdo citrato na razdo (Solucao original / Solugéo de trabalho, 1:160).

A atividade da celulase total foi determinada pela hidrélise de papel de filtro Whatman
N°1 (MANDELS et al.,, 1976, apud ADRIANO, 2007). A reagdo foi conduzida em
frascos de vidro de 20 mL contendo 1,5 mL de tampao citrato de sédio 50 mM (pH
4,8), 50 mg de papel de filtro picado Whatman N°1 (3,0%m/v) e 0,5 mL de amostra
previamente diluida (enzima livre) ou 200mg de derivado (enzima imobilizada). Os
tubos foram incubados a 50°C por 60 min sob agitacdo. Ap6s 1 hora, a reacao foi
interrompida adicionando 2 ml de DNS. A liberacdo de acucar redutor foi quantificado
pelo método DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) segundo Miller (1957). A mistura
reacional foi aquecida a 100 °C por 5 min e, ap0s o resfriamento adicionou-se 10 ml
de agua destilada e mediu-se a absorbancia em 540 nm.Analise conduzida em
duplicata. Para o branco, substituiu-se a amostra por tampéao citrato de sédio 50 mM

(pH 4,8) e também nao houve adicdo de papel de filtro.

A unidade utilizada foi a FPU (Filter Paper Unit). Uma unidade FPU é dada pela
producao de um umol de acucar redutor por minuto nas condi¢des descritas, conforme

descrito na Equagéao 3:

At(FPU) = _Car'VR 3

Vsg*xty*0,18

ml
onde:
C,r — Concentragdo de agucar redutor (mg/mL);
Vr— Volume reacional (mL);
Vsg— Volume de enzima (mL);

ty— tempo da hidrélise (min);
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0,18 — 1umol de glicose

4.2.5 Determinacdo das propriedades bioquimicas da celulase livre e

imobilizada

Reag0bes catalisadas por enzimas sofrem influéncias significativas com variagdes em
parametros cinéticos enzimaticos como concentracdo de enzima, concentracdo de
ligantes (substratos, inibidores e ativadores), pH, forca ibnica e temperatura. Ao se
estudar cada parametro separadamente é possivel determinar um ponto 6timo de
operagao. Neste trabalho foram estudadas a influéncia do pH, temperatura e

estabilidade térmica.

4.2.6 Influéncia do pH

A atividade da celulase foi quantificada em faixas de pH que variaram de 2,0 a 8,0.
Foi calculada a atividade da celulase livre e imobilizada pelo método do filtro de papel
Whatman n°1 descrito no item 4.4. Foram utilizados tampéao citrato 50 mM na faixa de
pH de 2,0 a 5,0, tampé&o fosfato 50 mM na faixa de pH de 7,0 a 8,0 e temperatura de
50°C.

4.2.7 Influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura sobre a atividade da celulase livre e imobilizada foi
observada empregando a reacdo de hidrolise do papel de filtro Whatman n° 1,
conforme metodologia descrita no item 4.4, na faixa de temperatura entre 20 a 80 °C.



4.2 .8 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das enzimas livres e imobilizadas foi avaliada através do
preparo de solu¢cdes em tampéo citrato 50 mM, pH 4,8 e temperatura de 65°C. A
atividade enzimatica das enzimas livres e imobilizadas no inicio foi denominada de
100% e as leituras das atividades subsequentes expressa como porcentagem da
atividade inicial foram feitas em intervalos de tempo pré-determinados. O modelo
proposto por Sadana e Henley (1987) para avaliar a desativacdo enzimatica ¢ bem
satisfatorio no qual estima-se o tempo de meia vida (t12). Fatores de estabilidade (FE)
foram obtidos como a razdo entre o tempo de meia vida dos derivados e o tempo de
meia vida da celulase livre. A constante de desativacdo térmica foi calculada pela
Equacéo 4, utilizando o método de ajuste exponencial ndo-linear de Sadana e Henley
(1987).

AR=(1—-aq).e7*t + o (4)
Onde:
AR — atividade relativa (A/Ao);

a — razao entre a atividade enzimatica do estado final (A) e a atividade

enzimatica do estado inicial (Ao);
Kd — constante de inativagao térmica de primeira ordem (h?)

t — tempo de incubagéo da solugéo enzimatica (h)

O tempo de meia vida (tempo necessario para que ocorra uma reducao de 50%

da atividade inicial) pode ser calculado pela Equacéo 5:

t = In(0,5—a)

> kd.(1-@)

(5)

t;/; — tempo de meia-vida da enzima.
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4.3 Célculo dos parametros de imobilizacéo

4.3.1 Rendimento de imobilizacao

O rendimento de imobilizacdo foi calculado com base na atividade enzimatica
oferecida na solucdo de imobilizacdo e a atividade enzimatica presente na solugéo

apos o processo de imobilizacdo, calculado pela Equagéo 6:

Ao—Af
Ag

RI(%) = .100 (6)

onde:

Rl — porcentagem de proteina imobilizada (%);

A, — atividade oferecida no inicio da imobilizacdo (FPU/g de gel);

Ay— atividade residual presente no sobrenadante apds a imobilizagao (FPU/g

de gel).

4.3.2 Atividade recuperada

Determinada pela relagéo entre a atividade hidrolitica contida no gel e as atividades
inicial e final presentes no sobrenadante, calculado pela Equacdo 7 (MENDES et al.,
2016):

dgel 4 100 )
Ao—Af

ARR (%) =

Onde:
ARRp— atividade recuperada (%);
Agel — atividade hidrolitica aparente do derivado imobilizado (FPU/g de suporte)

A, — atividade oferecida no inicio da imobilizagdo (FPU/Q de proteina);



A;— atividade residual presente no sobrenadante apds a imobilizagao (FPU/g

de protel’na).

4.3.3 Fator de estabilidade

O fator de estabilidade (FE) foi calculado pela relacéo entre o tempo de meia-vida da
celulase imobilizada e a celulase livre, medidos a 65°C através da hidrolise do papel
de filtro Whatman n°1 segundo metodologia do item 4.4, calculado pela Equacéo 8
(MENDES et al., 2016):

tlimobilizada
FE =2*——— (8)
t1 livre
2

onde:
FE — fator de estabilidade;

ty pimobilizada— tempo de meia-vida para a celulase imobilizada;

tyzlivre —tempo de meia-vida para a Celulase livre.

4.4 Avaliacéo da interacdo enzima — suporte

O tipo de interacdo enzima suporte (ligacdo quimica (covalente) ou interagéo fisica
(adsorcéo fisica)) foi avaliado incubando-se enzimas imobilizadas em meio fortemente
ibnico (NaCl 0,5M) sob suave agitacdo por 24 horas. Caso a enzima estivesse
interagindo com o suporte por interacdes fisicas, esta dessorveria ao passar do tempo.
Com a formacéo de ligacdes de natureza covalente entre enzima e suporte, a celulase

permaneceria imobilizada nos suportes devido a natureza irreversivel destas ligagdes.
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4.5 Ajuste da carga enzimatica

ApoOs o estudo da variacdo da concentracdo de quitosana, e fixado o pH e tempo de
imobilizacdo, a carga enzimatica foi ajustada para que o catalisador atingisse seu

méximo desempenho de hidrdlise.

O estudo da carga enzimatica foi realizado em suportes a base de quitosana 3,5% e
quitosana 3,5% / alginato 3,5%, respeitando o protocolo de imobilizacéo ja realizado
anteriormente e variando a carga enzimatica de 20,0 a 1280,0 mgde proteina/gsuporte. O
rendimento de imobilizacdo foi quantificado pela Equacdo 6 e a atividade do

biocatalisador foi quantificado de acordo com o subitem 4.2.4.

4.6 Hidrolise de residuos lignoceluldsicos utilizando celulase livre e

imobilizada

4.6.1 Preparo do material

Os residuos lignoceluldsicos foram obtidos junto ao laboratério de Engenharia
Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo previamente ja caracterizados

com o teor de componentes expressos na Tabela 3.

Tabela 3: teor dos componentes lignocelulésicos do bagago da cana-de-acucar e casca de café.

Bagaco de cana-de-aglcar Cascade cafe
Componente
(ZORTEA, 2022) (Fonte:Autor)
Celulose 37,07 28,76
Hemicelulose 28,51 7,66
Lignina 18,96 15,71

Os materiais foram levados a estufa de secagem a temperatura de 40°C por 24 horas.

Terminado o processo de secagem o0s materiais foram triturados e posteriormente



levados a um agitador de peneiras para padronizar o material de forma passante em
peneira de 50 mesh (ALVES, 2018).

4.6.2 Pré-tratamento do material

O pré-tratamento dos materiais foi conduzido em duas etapas, uma etapa acida para
remocao da hemicelulose e uma etapa basica para remocéo da lignina. O tratamento
acido foi conduzido pesando-se 50 g dos residuos, o qual foi autoclavado a 127°C e
30 minutos em meio a solucdo com acido sulfarico diluido (1% v/v) com fracao
sélido/liquido de 1:10. Posteriormente os residuos foram filtrados e lavados até o pH
da agua de lavagem se aproximar do neutro e, em seguida, secos em estufa a 60°C,
por 24 horas (LIMA, 2016; REZENDE et al., 2011).

Para determinar a porcentagem de massa que foi solubilizada ap6s o pré-tratamento,
calculou-se o rendimento massico através da Equacédo 9 (PRATTO, 2015).

R = L2 4 100 9)

Minicial
m final = Massa seca de material lignoceluldsico apds o pré-tratamento (g)

m inicial 2 Massa seca de material lignoceluldsico antes do pré-tratamento (g)

R = Rendimento massicos (%)

A etapa basica foi conduzida em autoclave com temperatura de 127°C por 30 minutos
em meio a uma solucao alcalina de hidréxido de sodio (1% m/v). A fracdo soélido/liquido
€ de 1:10. Em seguida os residuos foram filtrados e lavados com agua deionizada até
pH da agua de lavagem se aproximar do neutro, posteriormente sendo secos em
estufa a 60°C, por 24 horas. Com material seco foi calculado o rendimento de extracao
pela Equacéo 9 (LIMA, 2016 e REZENDE et al., 2011).
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4.6.3 Ensaios de hidrdélise dos residuos lignocelulésicos utilizando

celulase livre e imobilizada

Ensaios de conversao foram obtidos utilizando como substrato o bagaco de cana-de-
acucar e casca de café. A sacarificacado ocorreu utilizando enzima livre e imobilizada,
de modo a compara-los ao longo de oito dias de reacdo a 50°C e pH 4,8,

aproximadamente.

A uma suspensao de 2,5% (m/v) de substrato celulésico em tamp&o citrato de sodio
0,05M e pH 4,8, foi adicionada enzima livre (8 FPU.g™ de substrato) OU €nzima imobilizada
(8 FPU.g! de substrato). Os imobilizados apresentam atividade teoricamente imobilizada
de 2,93 FPU.g de gel para o suporte a base de quitosana e 28,93 FPU.g de gel para o
suporte de quitosana/alginato O biocatalisador utilizado se deu pela facilidade de
manuseio junto a metodologia, equipamentos e equacionamento matematico e para
comparar os dois suportes utilizados. A conversao da reacédo foi determinada através
do método de DNS para quantificacdo dos acucares redutores ao longo do tempo. As
condi¢Bes foram semelhantes as utilizadas por Adriano (2008).

Ensaios de sacarificacdo em bateladas sequéncias foram realizadas, respeitando o
mesmo protocolo reacional de hidrélise dos residuos descritos anteriormente, no
entanto foi utilizado somente como substrato o bagaco de cana-de-aclUcar e as

bateladas foram conduzidas a cada 48 horas.

Bateladas sequenciais foram realizadas, utilizando-se celulase imobilizada de modo a
avaliar a reusabilidade do biocatalisador. Apés cada batelada, o catalisador do meio
foi filtrado, lavado com agua deionizada e adicionado de volta ao reator, com adicéo
de um novo quantitativo de substrato e tampéao citrato. A conversédo da reacao foi
determinada através do método de DNS para quantificacdo dos acUcares redutores
ao longo do tempo. O rendimento de conversao no processo de bateladas sequéncias

foi calculado de acordo com a Equacéo 10:

Cinicial
Y conversio = én,wla * 100 (10)
final

onde
%conversao = rendimento de conversao

Cinicial = Concentracéo inicial de agucares redutores na primeira batelada (g/L)



Ciinal = Concentracdo de agucares redutores na batelada de analise (g/L)

5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizagdo do extrato enzimatico (Celluclast)

A Celluclast® 1.5 L (celulase) € uma preparacdo enzimatica que além de conter as
enzimas do coplexo celulolitico: endo, exocelulases e B-glicosidase, contém uma série
de outras pequenas proteinas que funcionam como impurezas no processo de
imobilizacdo. Além disso, a solucdo enzimatica comercial apresenta agentes
estabilizantes (cloreto de sodio e sorbitol) e conservantes (sorbato de potassio) de
acordo com a fabricante, protegendo a enzima contra autolise ou inativacdo. Estes
compostos, mesmo néo possuindo grupos aminos livres que poderiam formar ligagdes
covalentes com o suporte, podem se adsorver a ele, bloqueando centros ativos

possiveis de ligagcdo com a enzima (Adriano, 2008).

A atividade enzimética calculada e alguns dados disponiveis pelo fabricante séo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas do complexo enzimatico Celluclast 1.5 L

Caracteristicas Valores
Atividade enzimatica (FPU/ml) calculado 441,28
Atividade enzimatica (FPU/g de proteina) calculado 50,66
Concentracgdo de celulase % (m/m) Fabricante 14

5.2 Parametros de imobilizacdo dos diferentes suportes de quitosana.

O procedimento de confecgdo das particulas de quitosana seguiram procedimentos
semelhantes aos empregados nos trabalhos de Martins (2007), Adriano (2008),
Pereira (2019) e Silva (2012).
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Enzimas foram imobilizadas em suportes a base de quitosana com diferentes
concentragbes (2 a 5%) ativados com glutaraldeido, ambas as diferentes
concentracfes seguiram 0S mesmos protocolos de imobilizacdo. Foi utilizado um
carregamento de 10 mg de proteina / grama de gel. Tempo de imobilizacdo de 24
horas a uma temperatura média de 25°C e pH 7,0. Os resultados obtidos, rendimento
de imobilizagéo (%), atividade recuperada (%) e atividade do biocatalisador (FPU/g de

proteina) estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Pardmetros de imobilizacédo dos diferentes suportes de quitosana sob as mesmas

condi¢cdes de imobilizacéo.

SUPORTE ATIVIDADE ENZIMATICA ATIVIDADE RENDIMENTO
(FPU/g) RECUPERADA (%) IMOBILIZACAO (%)
Quitosana -
3,75 +0,27 19,52 72,57 +0,01
2,0%
Quitosana -
1,65 +0,03 7,79 80,11 +0,01
3,5%
Quitosana -
1,78 +0,14 8,10 82,94 +0,01
5,0%

Pode-se observar que o rendimento de imobilizacdo como esperado, foi melhor no
suporte com quitosana-5,0% com valor de 82,94% devido ao maior numero de
reticulacbes esperadas no suporte, logo maior niumero de ligacbes dos grupos
terminais da enzima sdo esperadas com o suporte ativado. No entanto, a atividade
enzimatica e atividade recuperada da enzima imobilizada teve um melhor
desempenho quando imobilizada em suportes de quitosana-2,0%, com valores de
3,75 FPU/g para atividade enzimatica e 19,52% de atividade recuperada. Os valores
para atividade enzimatica e atividade recuperada sdo maiores para esse
biocatalisador, possivelmente, devido a superficie do suporte contendo 2% de
quitosana possuir um menor numero de pontos de ligacdes entre enzima-suporte.
Este fato se explica devido a carga enzimatica disponibilizada para a imobilizacéo ser
inferior a quantidade de reticulagbes do suporte, as ligagbes enzima-suporte
realizadas pelos grupos terminais de ambos, ocorre perfeitamente, no entanto o
suporte ainda possui reticulacdes livres, e ndo tendo enzimas para imobilizacéo, a

cadeia lateral da enzima imobilizada acaba realizando interagdes cruzadas (pontes de



hidrogénio, interacdes de Wan der Walls, entre outras) com as reticulacdes livres do
suporte, fazendo com que ocorra uma modificagcao estrutural no sitio ativo da enzima,

com isso comprometendo sua atividade, ocorrendo até, inibicao.

Pereira (2019) conclui em seu trabalho que o rendimento de imobilizacdo e
desempenho de hidrélise reduzem drasticamente quando a concentracdo de
quitosana no preparo do gel é aumentada de 0,5% para 2,0% m/v, quando se utiliza
uma carga de enzimas de 134 mg de proteina/g de suporte, devido ao aumento de
reticulacbes no suporte que interagem de diferentes formas com a enzima,
comprometendo seu desempenho. Silva (2012) em seu trabalho relata que a elevacéo
da atividade enziméatica do biocatalisador ndo acompanha o aumento da concentracéo
de quitosana no suporte, que pode ser explicada pelo fato de baixas concentracdes
de enzima e do agente bifuncional tendem a induzir liga¢des cruzadas intramolecular,
entre a mesma enzima ou até mesmo induzir as enzimas a se ligarem ao suporte de

diferentes formas com isso comprometendo o sitio ativo da enzima.

Um fato importante é que, uma baixa concentracao de quitosana no suporte acaba
nao oferecendo uma resisténcia mecanica adequada no reator. Como visto na Figura
25, suportes com 2% de quitosana ndo possuem uma resisténcia mecanica
satisfatoria podendo sofrer degradacéo devido as forcas de cisalhamento no interior
do reator, logo a concentragédo de quitosana no suporte e enzimas tem que ser tal que

possibilite uma recuperacédo do biocatalisador e ndo se deteriore no interior do reator.

Figura 25: Suportes de quitosana com diferentes aspectos visuais (inconsisténcia mecanica).
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5.3 Parametros de imobilizacdo dos diferentes suportes de

guitosana/alginato.

O procedimento de confeccdo das particulas de quitosana/alginato seguiram
procedimentos semelhantes aos empregados nos trabalhos de Martins (2007) e
Adriano (2008).

hY

Enzimas imobilizadas em suportes a base de quitosana/alginato ativados com
glutaraldeido foram produzidas com diferentes concentracdes de quitosana e alginato
(2 a 5% de ambos) seguindo os mesmos protocolos de imobilizac&o para as diferentes
concentragdes. Foi utilizado um carregamento de 10mg de proteina / grama de gel,
tempo de imobilizacdo de 24 horas a uma temperatura média de 25°C e pH de 7,0.
Foi analisado o rendimento de imobilizacéo (%), atividade recuperada (%) e atividade

do biocatalisador (FPU/g de proteina) com os resultados apresentados na Tabela 6:

Tabela 6: Parametros de imobilizacao dos diferentes suportes de quitosana/alginato sob as

mesmas condi¢des de imobilizac¢éo.

SUPORTE

ATIVIDADE
ENZIMATICA (FPU/g)

ATIVIDADE
RECUPERADA (%)

RENDIMENTO (%)

Quitosana - 2,0%;

) 1,93 +0,03 9,21 79,14 10,04
Alginato - 2,0%
Quitosana - 3,5%;
) 2,09 10,14 9,42 83,60 10,04
Alginato-3,5%
Quitosana - 5,0%;
1,84 10,04 8,11 85,23 +0,00

Alginato - 5,0%

Como esperado, suportes com maior teor de quitosana tendem a ter um maior
rendimento de imobilizacdo enzimatica. O suporte com 5,0% de quitosana e 5,0% de
alginato imobilizou 85,23% das enzimas disponiveis na solucdo, devido ao maior
numero de reticulacdes esperadas no suporte, logo maior nimero de ligagdes dos
grupos terminais da enzima sao esperadas com o suporte ativado. O melhor
desempenho da atividade enzimatica 2,09FPU/g e atividade recuperada 9,42% foi das
enzimas imobilizadas em suportes de quitosana-3,5% e alginato-3,5%. Segundo
Martins (2007), a quitosana interage formando ligacdes de hidrogénio com alginato,

com isso o alginato funciona como um inerte, diminuindo a grande reatividade do



agente ativador, melhorando assim a interacdo enzima-suporte e evitando possiveis
regibes de inibicdo. Suportes hibridos de quitosana/alginato possuem um
comportamento melhor quando comparado com quitosana somente. Esses resultados
podem ser otimizados variando a concentracdo fornecida ao suporte de proteinas e
variando as concentracfes de alginato no suporte para melhorar as condicdes
mecanicas e quimicas. Adriano (2008) relata que um fator importante para ndo se
atingir 100% de rendimento de imobilizacdo € a quantidade de proteinas menores
(impurezas) que competem com proteinas maiores pelos grupos ativados do suporte.
Suportes hibridos de quitosana/alginato como apresentado na Figura 26, apresentam
uma boa resisténcia mecanica visualmente ao cisalhamento no interior do reator em
concentracbes menores que 5% de quitosana e 5% de alginato, concentracbes
superiores possuem uma alta viscosidade o que dificulta a producdo de particulas

(suportes).

Figura 26: Suportes de quitosana/alginato em diferentes concentra¢cdes com enzimas imobilizadas.

5.4 Influéncia do pH

As enzimas em sua maioria apresentam um valor de pH 6timo na qual sua atividade
€ maxima. Valores acima ou abaixo desse ponto oOtimo acabam afetando
negativamente na atividade enzimatica. O pH do meio desempenha um papel
fundamental, pois determina as cargas dos aminoacidos que constituem a enzima. A

alteracdo destas esta relacionada com as alteragdes conformacionais da molécula do

55



56

biocatalisador. A estabilidade da atividade enziméatica bem, como a formacédo do
complexo enzima-substrato, esta diretamente ligado ao comportamento acido-base
do meio, as cargas elétricas do substrato, concentracdo de substrato e temperatura
(GAMA, 2003).

A influéncia do pH foi estudada nas trés condi¢cdes de trabalho,1-solucéo enzimatica,
2- enzimas imobilizadas em quitosana 3,5% e 3- enzimas imobilizadas em quitosana-
3,5% alginato-3,5% ativadas com glutaraldeido. Foi escolhido os biocatalisadores
descritos pois tiveram melhores desempenhos quando comparado a suportes com
mesma concentracdo de quitosana e quitosana/alginato tanto nos parametros ja
estudados, tanto nas caracteristicas mecanicas. O ensaio foi realizado através da
hidrdlise do papel de filtro Whatman n°1 a temperatura de 50°C. Os resultados estdo
apresentados na Figura 27:

Figura 27: influéncia do pH na atividade enzimética da solucdo enzimatica, suporte quitosana

- 3,5% e suporte hibrido quitosana/alginato - 3,5%.
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As celulases sollveis possuem uma maior atividade em regides acidas. No presente
trabalho, a enzima celulase Celluclast 1.5 da Novozymes possui um pH 6timo em torno
de 4 e valores semelhantes sdo encontrados nos trabalhos de Adriano (2008) e
Martins (2007) com um pH 6timo em torno de 4,5.

Enzimas imobilizadas tiveram desempenhos diferentes quando comparados com as
enzimas soluveis. Enzimas imobilizadas em suportes de quitosana-3,5% tiveram um
melhor desempenho em pH 5. Enzimas imobilizadas em suportes quitosana-

3,5%:;alginato-3,5% tiveram um desempenho semelhante aos suportes descritos



anteriormente com desempenho em uma faixa 6tima de trabalho de pH 4 a 5. Esses
desempenhos sdo satisfatérios, visto que a atividade enzimatica teve seu
desempenho em condi¢cdes menos severas de pH. Em processos a nivel industrial
nao haveria a necessidade da adicdo de grandes concentracfes de um produto
quimico para abaixar muito o pH, pois com a utilizacdo dos suportes o processo se
desenvolveria em condigbes mais amenas em torno de pH 5. Os resultados na Figura
27 também mostram que em pH alcalino acima de 7, os biocatalisadores possuem

desempenho melhor que as enzimas sollveis.

Castro e Pereira Jr. (2009) fizeram observagdes que celulases produzidas por fungos
filamentosos apresentam valores 6timos de pH na faixa &cida (3,6-5,0), enquanto
bactérias chegam a produzir celulases altamente ativas em valores de pH alcalinos,
logo a melhor celulase a ser empregada vai ser em funcéo do processo de hidrélise
determinado e do custo beneficio.

Milagre e Teixeira (2020) mostram que 0 uso dos biocatalisadores dentro dos
principios da quimica verde se mostra muito promissor pois é possivel promover
condicBes reacionais brandas e seguras que acontecem em agua e produtos pouco
toxicos, sendo desnecessaria grandes correcdes de pH para o processo se tornar

viavel.

5.5 Influéncia da temperatura

A influéncia da temperatura foi estudada nas trés condi¢cdes de trabalho,1-solucéo
enzimatica, 2- enzimas imobilizadas em quitosana 3,5% e 3- enzimas imobilizadas em
quitosana-3,5% alginato-3,5% ativadas com glutaraldeido pois tiveram melhores
desempenhos quando comparado a suportes com mesma concentracdo de quitosana
e quitosana/alginato. O ensaio foi realizado através da hidrélise do papel de filtro
Whatman n°1 em pH 4,8 e avaliado a atividade enzimatica nas trés condigbes em uma

faixa de temperatura de 20 a 80°C. Os resultados estdo apresentados na Figura 28:

57



58

Figura 28: influéncia da temperatura na atividade enzimatica da solu¢do enzimatica, suporte

quitosana - 3,5% e suporte hibrido quitosana/alginato - 3,5%.
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Celulases soluveis no meio possuem uma atividade maior em temperaturas até 60°C.
Em temperaturas acima desse valor, a atividade enzimatica cai drasticamente; logo
nao é recomendado temperaturas acima de 60°C. Trabalhos semelhantes corroboram
com esses valores. Martins (2007), em suas andlises obteve para celulases Celluclast
1,5 L, fornecidas pela Novozymes uma temperatura étima de 55°C. Adriano (2008),
como o mesmo coquetel enzimatico obteve atividade relativa que a enzima soluvel

atua bem em temperatura de aproximadamente 60°C.

Enzimas imobilizadas tiveram desempenhos diferentes quando comparados com as
enzimas solUveis. Enzimas imobilizadas em suportes de quitosana-3,5% tiveram um
melhor desempenho em temperaturas em torno de 50°C. Em temperaturas acima de
50°C, a queda da atividade enzimatica foi gradual, 81% da atividade relativa a
temperatura de 60°C e 56% a temperatura de 70°C, logo celulases imobilizadas em

suportes a base de quitosana-3,5% suportam bem a variacao de temperatura.

Enzimas imobilizadas em suportes hibridos quitosana-3,5%:;Alginato-3,5% tiveram
desempenhos semelhantes aos suportes a base de quitosana. Celulases imobilizadas
nos suportes hibridos tiveram um melhor desempenho em temperaturas em torno de
50°C. Em temperaturas acima de 50°C a queda da atividade enzimatica foi gradual,
73% da atividade relativa a temperatura de 60°C e 35% a temperatura de 70°C, um
desempenho inferior as enzimas imobilizadas no suporte a base de quitosana, logo
celulases imobilizadas em suportes a base de quitosana-3,5%;alginato-3,5%

suportam bem a variacdo de temperatura em faixas mais curtas de trabalho, até 60°C



aproximadamente, em temperaturas acima de 60°C o alginato ndo mantem sua

estrutura geleificante.

A nivel industrial as enzimas celulases imobilizadas possuem um desempenho melhor
que as enzimas sollveis pois possuem uma atividade enzimatica maior em
temperaturas menores quando comparado com enzimas sollaveis, sendo um ponto
positivo, pois quanto menor a temperatura, menos energia é gasta no processo para

aguecimentos.

Teixeira e Milagre (2020) mostram que bioctalisadores dentro da quimica verde séo
muito eficientes pois trabalham em condi¢des de temperatura ambiente o que € um
ponto muito positivo uma vez que demanda uma quantidade menor de energia, ponto
este corroborado com os resultados obtidos, ja que o biocatalisador apresentou uma

atividade enzimatica maior em condi¢cdes mais brandas de temperatura.

5.6 Estabilidade térmica

Os resultados para o0 ensaio estdo demonstrados na Figura 29, seguido da Tabela 7
com os tempos de meia vida (ti2), constante de inativacédo térmica (Kd) e fator de

estabilidade (FE) para cada biocatalisador analisado.

Figura 29: influéncia da temperatura na estabilidade térmica da solucdo enzimatica, suporte

quitosana - 3,5% e suporte hibrido quitosana/alginato - 3,5%.
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Tabela 7: Estabilidade térmica a 65 °C para as celulases livres e imobilizadas ativados com

glutaraldeido.

Constante de

Tempo de meia o . Fator de
BIOCATALISADOR . ) inativacéo (kd) -
vida(t 12)min } estabilidade (FE)
min *
Enzima livre 1,80 0,38 1,00
Quitosana - 3,5% 1,76 0,39 0,98
Quitosana - 3,5%; Alginato-

1,60 0,43 0,89

3,5%

Os dados obtidos no ensaio ndo condizem com os resultados obtidos no ensaio da
influéncia da temperatura. Algum fendmeno influenciou no desempenho inferior de
enzimas imobilizadas frente as enzimas solUveis, uma explicacdo pode ter sido a
baixa carga de enzimas na imobilizacdo que acaba reduzindo a atividade enzimética.
Deve-se obter biocompostos imobilizados com uma carga maior fornecida de enzimas
e posterior um novo estudo, visto que enzimas imobilizadas n&o tiveram uma reducéo
drastica na variacdo da temperatura. A imobilizagdo enzimética deve ser realizada
com uma elevada carga enzimética devido a complexa estrutura da celulase, em
baixas cargas na imobilizacdo as enzimas imobilizadas tendem a ter o mesmo

desempenho das enzimas em solucdo ou até mesmo com desempenhos inferiores.

5.7 Testes de Dessorcdo Enzimética

O teste de dessorcao tem por finalidade a eliminacdo de toda enzima eventualmente
apenas adsorvida no suporte, que ndo tenha estabelecido ligacdo covalente com os

grupos reativos do suporte.

Apoés realizado a etapa de imobilizacdo enzimatica foi realizado o teste de dessorgéo
enzimética em que os biocompostos foram incubados em solu¢des de NaCl 0,5M

durante 24horas sob agitacdo moderada.

Nenhuma atividade foi detectada nas soluc¢des de incubacé&o dos derivados realizada
pelo método DNS ja descrito, o que indica que a enzima efetivamente ligou-se ao

suporte covalentemente.



5.8 Ajuste da carga enzimatica

Com o fornecimento da carga enzimética variavel na imobilizacdo, foi possivel
determinar a melhor carga de enzimas fornecida ao suporte, bem como a melhor
composicdo para 0 suporte (quitosana ou quitosana/alginato). A imobilizacdo de
celulases deve ser analisada com cuidado, pois as enzimas celuloliticas sao
agrupadas em pelo menos 15 das mais de 80 familias estruturais conhecidas de
glicosil hidrolases e classificando-as ainda em 4 dos 14 agrupamentos de familia
comum com base em semelhancas estruturais, logo podem ter desempenhos
diferentes frente a diferentes substratos (SANDGREN et al., 2005 apud GOYARI e
SINGH, 2019).

Os processos hidroliticos da biomassa ndo sao triviais devido as complexas
interacdes entre hemicelulose, celulose e liginina, bem como a natureza cristalina da
celulose (CASTRO e PEREIRA JR., 2009). Essa ndao € a uUnica complexidade do
processo hidrolitico, jA& que a atuacdo do complexo celulolitico ainda nao é
completamente elucidada devido a estrutura complexa da celulose, as diferentes
celulases estruturais. Nesse sentido diferentes celulases sdo necesséarias para

degradar completamente o polimero e liberar glicose (SPEROTTO, 2014).

Desta maneira, 0 excesso de proteina oferecida na imobilizacdo poderia acarretar em
uma imobilizacdo seletiva comprometendo o processo de hidrélise do polissacarideo

visto que a celulase atua como um complexo de enzimas.

As Figuras 30 e 31 apresentam os resultados de rendimento de imobilizacdo e o
desempenho das enzimas imobilizadas em suportes de quitosana 3,5% e quitosana
3,5% / alginato 3,5%, na hidrélise do papel de filtro. Os suportes que apresentaram
melhores desempenhos de imobilizacdo e resisténcia mecéanica foram os utilizados

nesse estudo.
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Figura 30: Rendimento de imobilizagdo com variacdo da carga enzimatica oferecida a diferentes

composicdes do suporte.
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Figura 31: Atividade enzimatica dos biocatalisadores quitosana e quitosana/alginato apds o

fornecimento de diferentes cargas enziméaticas na imobilizacéo.
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Ao analisar as duas figuras € possivel observar que é esperado o rendimento de
imobilizagdo diminuir com o aumento do fornecimento de enzimas. O rendmento
maximo alcancado no processo se da no suporte quitosana-3,5% / alginato-3,5% com
carga enzimatica de 20 mgproteina/Qsuporte, COM 78,13% de rendimento de imobilizacdo
e 0 que obteve menor rendimento de imobilizagcdo tambem foram os suportes de
guitosana/alginato com valores de 8,45% para 640 MQproteina/Qsuporte € 13,79% para
1280 mgproteina/gsuporte. NO €ntanto quando € analisado somente a atividade enzimatica
obtida no biocatalisador, aquela que obteve a maior atividade ap6s o processo foi o
suporte de quitosana/alginato com carga de 1280 mQproteina/Qsuporte COM  atividade
média de 28,438 FPU/gsuporte, Sendo cerca de 60% superior a atividade do



biocatalisador em suporte de quitosana com fornecimento da mesma carga enzimatica
na imobilizacdo e 63% superior ao biocatalisador em mesmo suporte, mas com o
fornecimento da metade da carga enzimatica na imobilizacdo. Os resultados podem
ser melhor visualizados na Tabela 8. O fornecimento de baixas cargas enzimaticas na
imobilizacdo compromete o desempenho de hidrdlise, provavelmente por varios
motivos, um deles € que algumas enzimas sofrem inativacdo por ter ligacdo das
cadeias laterais ao suporte, realizando assim uma ligagdo multipontual das enzimas
ao suporte com isso modificando o sitio ativo. Como a celulase é na verdade um
complexo enzimatico que inclui varias enzimas, algumas podem néo ter se ligado ao
suporte comprometendo assim a atividade do biocatalisador tanto pela falta de uma
enzima do complexo celulolitico como pela dificuldade do substrato encontrar o sitio
ativo da enzima especifica, jA que cada enzima do complexo atua em um Udnico
substrato. O fornecimento de uma alta carga enzimatica na imobilizacdo como visto
nos resultados € preferivel visto que a quantidade de grupos ativos em uma solucéo
é limitada, logo uma imobilizacdo enzimética sera preferivel com quanto mais grupos
ativos tiver na solucao (HAN et al., 2018). O complexo enzimético possui enzimas que
desempenham diversas funcdes até a liberacdo de unidades de glicose finais, 0
excesso de uma carga enziméatica possibilita a imobilizagdo de todo o complexo bem
como a reduc¢dao da distancia entre cada grupo ativo eliminando o efeito da difusividade
enzima-substrato. Pereira (2019), em seu trabalho utilizou em processo semelhante,
como suporte de quitosana 0,5% com fornecimento de cargas enzimaticas de 40,2 a
1340 mQproteina/gsuporte, COM rendimento maximo de imobilizacdo de 80% para um
fornecimento de 40,2 mgproteina/gsuporte € UMa atividade méxima alcangada com uma
carga de 134 mgproteina/Qsuporte, Mostrando que cargas superiores levaram a uma
imobilizacdo seletiva comprometendo a hidrélise. Han et al., (2018) imobilizou
celulases em suportes inorganicos e concluiu que o aumento da carga enzimatica na
imobilizacdo melhorou a atividade enzimatica, mas apés uma certa carga a atividade
acaba diminuindo devido ao efeito do impedimento estérico, no qual um grande
namero de enzimas é fixadas ao suporte, fazendo com que o espago entre estas se
tornem cada vez menor e, com isso modificando a estrutura da enzima e
consequentemente o sitio ativo ou regides de ligacdo ao substrato. Estudos sobre a

influéncia da carga enzimatica na imobilizagdo ainda sdo escassos.

O alginato pode ser utilizado sozinho como meio suporte ou combinado como foi o

caso com a quitosana. A interacdo da quitosana com o alginato ocorre por meio de
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uma reticulacdo ibnica (BERGER et al., 2004). A interacdo entre polianions e
polications faz com que a densidade de reticulagées na superficie do suporte aumente
(BAI; WU, 2021), assim como a caracteristica das reticulagdes, promovendo uma
maior estabilidade da enzima imobilizada, ndo comprometendo seu centro catalitico.
A presenca do alginato melhorou a atividade enzimatica na imobilizacéo. Li et al.,
(2019) em trabalho semelhante mostra como o alginato de sédio melhora as
propriedades da enzima imobilizada bem como as propriedades do suporte e infere

gue a concentracao de 3,5% € o ideal para o suporte.

Tabela 8: Atividade enzimatica dos biocatalisadores frente as diferentes cargas enzimaticas na

imobilizagao.
Carga enzimatica Quitosana-3,5% Quitosana-3,5%/Alginato-3,5%
(Mg/gsuporte) - . o -

Atividade média (FPU/g) Atividade média (FPU/g)
20 3,240 +0,102 3,174 10,145
40 4,772 +0,375 4,832 +0,154
80 7,380 +0,634 5,767 +0,453
160 10,130 +0,333 12,760 +0,579
320 13,224 +0,124 17,393 +1,921
640 14,977 +0,378 18,045 +0,561
1280 16,993 +0,005 28,438 +0,891

5.8 Hidrdlise de residuos lignoceluldsicos e reuso do biocatalisador

5.8.1 Tratamento &cido e alcalino dos residuos lignoceluldsicos

Entre as diferentes tecnologias de pré-tratamento, a explosao a vapor, um efeito
térmico, € considerado o mais bem-sucedido e amplamente utilizado, e quando
combinado a um acido e (ou) uma base, efeitos quimicos, junto a efeitos mecanicos
de fracionamento, que atuam em conjunto sobre a biomassa possuem efeitos
benéficos maiores ainda na separacao dos constituintes majoritarios da biomassa,
(DUQUE et al., 2016).



O prée-tratamento acido é considerado eficaz e econdmico na hidrolise da
hemicelulose. Tratamentos alcalinos sao eficientes para promover o rompimento das
paredes celulares lignoceluldsicas por dissolucdo de hemicelulose, lignina e silica.
Dentre os alcalis que podem ser utilizados o que demonstra maior eficiéncia frente a
todos os outros é o hidroxido de soddio (REZENDE et al., 2011).

O presente estudo ndo teve como objetivo estudar as diferentes tecnologias de pré-
tratamentos, tdo pouco o seu efeito combinado, logo a tecnologia utilizada foi a que a
literatura aponta como sendo a mais eficiente, um efeito mecéanico com fracionamento
da biomassa tornando-a com tamanho menor que 50 mesh, seguido de uma explosao
a vapor em meio acido para solubilizacdo da hemicelulose e posteriormente uma
segunda explosédo a vapor em meio alcalino, para solubilizacédo da lignina. A Tabela 9
mostra o rendimento de cada etapa (acida e alcalina) no tratamento de explosédo a

vapor em meio acido e posterior meio alcalino.

Tabela 9: Rendimento massico de solubilizacdo apds as etapas de pré-tratamento dos residuos.

Rendimento de extrag&o (%)

Etapas Bagaco Cana-agucar Casca de café
12 etapa (4cida) 74,51 49,36
22 etapa (alcalina) 66,73 59,1

Etapal * Etapa2

49,72 29,17
100

A maior parte dos trabalhos que estudam a hidrélise de residuos lignocelulésicos
abordam como pré-tratamento do material uma etapa basica somente. Wanderley
(2012) aplicou como pré-tratamento a explosdo a vapor em meio alcalino do bagago
de cana-de-acgucar, com rendimento de solubilizacdo de 50%. Pratto (2015) aplicou
também como pré-tratamento da palha da cana-de-aglUcar a explosdo a vapor em
meio alcalino, com rendimento de solubilizacdo de 50,50%. Comparando os dois
valores mencionados com o resultado obtido na 22 etapa, pode-se concluir que o
rendimento obtido neste trabalho foi superior, mostrando que uma etapa acida anterior
melhora a deslignificacdo alcalina. Silva (2017), avaliou os efeitos combinados dos
pré-tratamentos de explosdo a vapor e deslignificacdo alcalina, o residuo que sofreu
um tratamento de explosdo em meio acido teve um rendimento de 76,18% e

posteriormente um rendimento de 58,63% na deslignificacdo alcalina, tendo um
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rendimento combinado das duas etapas de 44,66%. Os resultados encontrados se
aproximam dos resultados obtidos por Silva (2017), com rendimento combinado de

49,72% e pode refletir em uma melhor conversao enzimatica.

Ensaios de pré-tratamento da casca de café para posterior hidrélise ndo séo
uniformes, oferecendo metodologias diferentes e, logo, resultados ndo comparativos.
Silva (2019), no pré-tratamento da casca de café como matéria prima em processos
fermentativos avaliou a variacdo de condi¢des na hidrélise alcalina, como o tempo e
a concentracdo do hidroxido de sédio no processo e 0 restante semelhante ao
aplicado nesse trabalho, obtendo uma biomassa recuperada de 55% e uma baixa
concentracdo de glicose na solugdo em condicdes de 100 mg/g de NaOH e 60 min,
mostrando que a explosdo a vapor nessas condigcbes proporciona uma maior
recuperacdo da biomassa e menor degradacdo da celulose. Kumar et al. (2019)
estudaram a sacarificacdo de alguns residuos lignocelulésicos, inclusive a casca de
café, pré-tratados em diferentes condicdes. A casca de café possuia in natura 50,7 %
(x0,11) de celulose, 24,3% (+0,03) de hemicelulose e 15,6% (+0,03) de lignina, apés
o tratamento com H2SOa4 (2%) os resultados obtidos foram 56,18% (+£0,03) de
celulose, 21,01% (+0,21) de hemicelulose e 11,31% (+0,21) de lignina, para o pré-
tratamento com NaOH (2%) os resultados obtidos foram 58,81% (+0,10) de celulose,
20,31% (+0,10) de hemicelulose e 9,98% (+0,11) de lignina, por final para o tratamento
de exploséao a vapor os resultados obtidos foram 58,5% (+0,05) de celulose, 20,8%
(x0,08) de hemicelulose e 10,2% (+0,08) de lignina, isso mostra que o ganho
percentual de celulose na biomassa apds cada tratamento foi pequeno e a extracao
de lignina e celulose também foi pequeno, podendo comprometer a hidrélise em
sequéncia. Collazo-Bigliardi et al. (2018) estudaram o isolamento e caracterizacdo da
celulose microcristalina e nanocristais de celulose da casca de café, na etapa de pré-
tratamento do residuo. Foi aplicado um tratamento alcalino com NaOH 4% a
temperatura ambiente e refluxo de 3 sob agitacdo constante, obtendo como resultado
para a casca de café in natura 35,4% (+0,9) de celulose, 18,2% (+1,3) de hemicelulose
e 23,2% (0,5) de lignina. Apés o pré-tratamento os resultados foram de 52,6% (+1,1)
de celulose, 19,0% (+0,2) de hemicelulose e 20,4% (+0,6) de lignina, mostrando um
ganho de celulose na biomassa mas nédo extraindo a lignina da composic¢ao conferindo
ainda uma complexidade a estrutura da biomassa. Comparando os resultados obtidos
no presente trabalho para a casca de café com os obtidos pelos autores descritos

anteriormente, verificou-se uma extracdo maior da hemicelulose e lignina no pré-



tratamento e uma maior disponibiliadade de celulose e, consequentemente, uma

maior area superficial para o ataque enzimatico.

5.8.2 Hidrdlise enziméatica dos residuos lignocelulésicos utilizando

enzima livre e imobilizada

Os resultados apresentados nas Figuras 32 e 33 mostram os perfis de concentracéo
de acUcares redutores liberados em fungéo do tempo na hidrélise do bagaco da cana-
de-acucar e da casca de café, tendo como catalisadores: enzima livre e imobilizada
em quitosana com atividade enzimatica média de 2,93FPU/g de suporte €
quitosna/alginato com atividade média de 28,48FPU/Q de suporte. NOta-se que a enzima
livre apresentou velocidade de reagdo menor desde o inicio em ambos substratos,
resultando em uma menor conversdo quando comparado aos imobilizados. Esse
comportamento é devido a maior estabilidade reacional do imobilizado, fato néo
presenciado na reacdo catalisada pela enzima soluvel. A auséncia de efeitos
difusionais favorecem a reacéo catalisada pela enzima sollvel nas primeiras horas do
processo, auséncia essa nao esperada para o imobilizado devido a dificuldade de o
substrato encontrar o centro catalitico, ainda assim o desempenho foi melhor
mostrando que o processo de imobilizacdo melhora a atividade enzimatica. Vale
ressaltar que ambas as hidrélises foram submetidas sob as mesmas razfes de

atividade enzimatica por massa de substrato.
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Figura 32: Concentracdo de acUcares liberados na hidrélise do bagaco de cana-de-agUcar por enzimas

sollveis e imobilizadas.
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Figura 33: Concentracéo de aclcares liberados na hidrélise da casca de café por enzimas sollveis e

imobilizadas.
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Os resultados obtidos para a casca de café e bagaco da cana-de-acucar reafirmam
gue o processo de hidrolise de residuos lignoceluldésicos devem ser estudados de
acordo com cada residuo (substrato), para que as condicbes operacionais sejam
determinadas de forma que 0s processos se tornem viaveis. Sob as mesmas
condicdes operacionais, é possivel observar que a hidrolise do bagago da cana-de-

acucar liberou um maior teor de agucares na solu¢cdo comparado com a casca de café,



sendo que ambas foram submetidas aos mesmos processos de pré-tratamento. Um
fato importante é que além dos componentes majoritarios na biomassa, a casca de
café possui componentes como proteinas (8-11%), cafeina (1%) e taninos (5%),
sendo que esses dois Ultimos podem nédo ser vantajosos a diversas possibilidades
relacionadas ao uso da casca de café como matéria-prima em bioprocessos devido
ao seu potencial téxico, logo podendo atuar como inibidores enzimaticos ou
limitadores do processo (SILVA, 2019).

Analisando a hidrélise do bagaco, realizada durante oito dias, foi verificado que o
desempenho das enzimas imobilizadas foi superior as enzimas solubilizadas,
mostrando uma maior estabilidade dos hibridos no processo e melhor interacao
enzima-substrato. Comparando a solu¢do enzimética com enzimas imobilizadas em
quitosana nas primeiras 24 horas de processo, observou-se um desempenho
semelhante dos dois biocataliadores e, com o decorrer do processo fica evidente o
melhor desempenho das enzimas imobilizadas, com uma maior liberacdo de
acucares. Com 48 horas de hidrélise, o hibrido é capaz de liberar em torno de 28% a
mais de acUcares quando comparado com a hidrélise realizada pela solugéo
enzimatica, ja com 120 horas o hibrido foi capaz de hidrolisar 32% a mais,
representando um ganho significativo no processo. Ao final das 192 horas de
processo, houve um pequeno incremento na concentracéo de acucares liberados na
hidrélise realizada pelos dois biocatalisadores, em torno de 20%, o que pode nao ser
viavel industrialmente considerando o tempo gasto para um pequeno adicional de

acucares liberados.

A hidrélise do bagaco realizada pelo imobilizado em quitosana/alginato teve um
desempenho muito superior comparado aos outros dois biocatalisadores. Seu
desempenho foi ascendente na liberacdo de acucares até as primeiras 75 horas, apos
este tempo o comportamento foi quase uma constante, tendo pequenos incrementos.
De 24 para 75 horas de processo, o incremento na liberacdo de acucares foi de
aproximadamente 33,32%, de 75 para 192 horas o incremento foi de
aproximadamente 13%, o que pode representar um ganho insignificante de agucares
liberados pelo espaco de tempo do processo. Logo o tempo ideal de hidrdlise seria de
72 horas, qualquer tempo superior ndo havera grandes ganhos na liberacdo de
acucares o que industrialmente € negativo. Quando comparamos 0s resultados
obtidos pelos dois biocatalisadores o imobilizado em quitosana/alginato teve um

desempenho muito superior, com converséo de 2,1 vezes superior ao imobilizado em
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quitosana, confirmando que a imobilizagdo enzimética deve ser realizada com alta
carga de enzimas para que o complexo sistema estrutural da celulose possa ser
rompida e que suportes hibridos oferecem uma melhor estabilidade enzimatica com
ganhos nas propriedades do suporte quando comparados separadamente (LIAO et
al., 2008; ADAM et al., 2012).

A hidrdlise da casca do café obteve um desempenho diferente quando comparado
com o bagaco, podemos presumir que somente um meétodo ou conjunto de pré-
tratamentos ndo é o suficiente para condicionar todos os residuos lignoceluldsicos e
a interacao enzima-substrato ndo é uniforme frente as diferentes fontes de materiais.
O perfil de concentracdo de acucares liberados na hidrdlise foram semelhantes para
a solucdo enzimatica e enzimas imobilizadas em quitosana, com um desempenho
pouco melhor do biocatalisador imobilizado e desempenho muito superior para
enzimas imobilizadas em quitosana/alginato. Isso mostra que o limitante do processo
nao é o catalisador, mas a condicdo da biomassa frente a formacdo do complexo
enzima-substrato e a carga enzimética na imobilizacdo. A hidrolise realizada pela
solucdo enzimética teve um perfil ascendente de liberacdo de acucares até as
primeiras 72 horas, apés esse tempo ndao houve uma liberacédo expressiva mostrando
gue as enzimas sofreram inibicdo pelas condi¢cdes de processo, concentracdo de
acucares e presenca de elementos que de alguma forma podem ter contribuido para
inativacdo das enzimas. J& a hidrélise realizada pelo hibrido de enzimas em
guitosana/alginato teve um desempenho ascendente na liberacdo de acucares
durante todo tempo reacional, mostrando que o substrato e as condicfes reacionais
ndo inativaram por completo o biocatalisador. Freitas (2016) obteve na hidrélise da
casca de café 29,04 g/L de glicose utilizando 10% m/v de biomassa e 20 FPU/g de
substrato N@ forma de solugcéao durante 48 horas. Shankar et al. (2019) obteve 14,38 g/L
de acucares redutores na hidrolise da casca de café utilizando 10% m/v de biomassa
na solucdo e 50 mg de proteina no processo na forma de solucdo. Os resultados
obtidos no presente trabalho se mostram satisfatérios visto que a carga de substrato
foi de 2,5% m/v, 4 vezes menor e uma carga enzimatica de 8 FPU/gde substrato, 2,5 vezes
menor, liberando cerca de 2,4 g/L de agucares redutores, qualquer acréscimo na
massa de substrato ou na atividade enzimética representa um ganho de agucares

hidrolisados.



Como na hidrélise do bagaco da cana-de-agucar, a hidrolise da casca de café pelos
dois biocatalisadores imobilizados mostra resultados bem diferentes, corroborando
com o que ja foi dito sobre carga enzimatica na imobilizacdo, utilizacdo de compostos
diferentes como suporte e caracteristicas do substrato. Uma outra contribuicdo para
um desempenho melhor do alginato no meio suporte na hidrolise do respectivo
residuo, se da pela capacidade de adsorc¢éo fisica de ions metalicos e compostos

organicos que podem atuar como inibidores enziméaticos.

Adriano (2008) utilizou 8,8% m/v de substrato pré-tratado e 4,3 FPU/Q de substrato de
enzimas solluveis e imobilizadas, o desempenho foi semelhante nas primeiras 48
horas, a partir desse ponto o desempenho do imobilizado foi superior que as enzimas
soluveis chegando a uma conversdo total da celulose de aproximadamente 75% com
um substrato de 88% de celulose. Os resultados mostram que concentragdes
menores de substrato o hibrido tem um desempenho melhor que os obtidos pelas
enzimas soltveis devido a ndo existéncia dos efeitos difusos e quanto maior o teor de
celulose no substrato maior a tendéncia de liberacdo de agucares ja que os produtos
ndo possuem grande influéncia sobre o imobilizado quando a imobilizacao € realizada

com cargas de enzimas ideais.

5.8.3 Reuso do biocatalisador em bateladas sequenciais

A viabilidade da reutilizagdo de celulase imobilizada foi analisada durante uma
sequéncia de quatro bateladas. Utilizou-se o derivado a base de quitosana com
atividade média de 3,24 FPU/Q de suporte € derivado a base de quitosana/alginato com
atividade média de 28,48 FPU/g de suporte, Uma carga de substrato de 2,5% m/v e uma
atividade oferecida de 8 UFP/g de substrato, parametros utilizados para acompanhar a
linha de raciocinio empregado na hidrolise dos residuos lignocelulésicos no item

anterior.

A Figura 34 mostra a hidrélise do substrato em 4 bateladas em que o substrato apos
um ciclo de 48 horas era retirado descartado e o hibrido lavado com agua destilada e

inserido em uma nova etapa de hidrélise por mais 48 horas.

71



72

Figura 34: desempenho do biocatalisador em reciclos.
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No ciclo zero o hibrido tem uma conversdo total com 100% de sua atividade; na
primeira reutilizacéo, ciclo 1, sua atividade cai para 59% da atividade inicial para o
biocatalisador tendo como suporte a quitosana, e fecha o 4° ciclo com tempo total de
240 horas e uma atividade de 41% da atividade inicial, uma perda de
aproximadamente 59%. Para o biocatalisador que tem como suporte
giotosana/alginato, a atividade decai para 72% no primeiro ciclo e fecha o0 4° ciclo com

uma atividade de 15% da atividade inicial, com perda de 85% da atividade.

O complexo celulolitico € composto por varias enzimas que atuam sinergicamente na
hidrolise da celulose e, como é de conhecimento o complexo sofre inibicdo por
formacao de produtos e parte dessas enzimas nao retornam com sua atividade inicial
em outra hidrélise na sequéncia, comprometendo a viabilidade do processo. Mesmo
com esse fato, as enzimas adquiriram uma estabilidade com viabilidade para uso

subsequente.

Para os hibridos de quitosana/alginato o desempenho teve uma queda grande no
terceiro ciclo, muito provavelmente devido a degradacdo do suporte, onde as
interacbes quitosana-alginato sédo do tipo iénica, uma interacao fraca que pode ser
revertida com variagcdes de pH e temperatura ou até mesmo a prolongados tempos de
hidrolise a temperatura de 50°C. Logo, a necessidade de estudos e pesquisas para
tornar o suporte que contem alginato menos suscetiveis ao desgaste, visto que é uma

tecnologia muito promissora e incentivadora na continuidade da pesquisa.



6. Conclusdes e sugestdes

6.1 Conclusdes

Celulase imobilizada em quitosana e quitosana/alginato ativada com glutaraldeido
mostra vantagens significativas quando comparadas a enzima livre em solucdo. Os
resultados obtidos permitiram verificar que ha uma influéncia positiva na adicdo de
copolimeros no protocolo de imobilizagcdo de celulase em quitosana. O rendimento de
imobilizacdo ndo € um parametro de grande valia em processos de imobiliza¢ao visto
gue altos valores de rendimento ndo refletem em grandes atividades alcancadas no

biocatalisador imobilizado.

Celulases imobilizadas em quitosana com composicao de 2 a 5% no suporte tiveram
um rendimento de imobilizacédo de 76,14 a 89,43%, rendimento maior de acordo com
0 aumento de quitosana no suporte. No entanto, a atividade enzimatica diminui com o
aumento de quitosana no suporte, tendo uma carga enzimatica baixa e fixa durante a
imobilizagéo, variando de 3,46 a 1,38 FPU/Q de suporte, @ atividade enzimatica diminui
de acordo que aumenta a concentracdo de quitosana no suporte devido ao maior
namero de reticulacdes na superficie do suporte, o que mostra a possibilidade de
ligagbes multipontuais afetando o sitio ativo da enzima e prejudicando sua acao,
imobilizacdo deficiente de enzimas que compdem o complexo enzimético e a baixa
difusividade dos substratos frente a enzima correspondente. Para 0s suportes com
3,5% de quitosana o tempo de meia vida é de 1,76 min para o imobilizado e 1,80 min
para enzima livre, o fator de estabilidade de 0,98 para o imobilizado € muito préximo
da enzima livre 0 que mostra que o imobilizado tem propriedades bioquimicas muito
semelhantes as enzimas livres mostrando que a imobilizacdo nesses casos tem o
ganho somente na reutilizacao do biocatalisador imobilizado mas custos adicionais de
imobilizac&o.

Adicionando um copolimero a quitosana, no caso o alginato, com composicdo de 2 a
5% de ambos, ha uma melhor estabilidade na atividade do biocatalisador variando de
1,64 a 1,83 FPU/g de suporte, @ adicdo de alginato ao suporte nesse caso néo funciona
como um estabilizador e as vantagens ndo sao alcancadas devido a baixa carga na

imobilizag&o.
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O ajuste da carga enzimatica mostrou que a imobilizacdo enzimatica para suportes
contendo quitosana e quitosana/alginato sob condi¢cdes de excesso de proteina se
mostraram muito satisfatdrias com ganhos sucessivos na atividade do biocatalisador.
A imobilizacdo deve ser realizada com uma razdo de excesso de enzimas, para que
0 complexo possa ter a maior quantidade das diferentes enzimas contidas no suporte.
O alginato atuou em consoércio com a quitosana, promovendo a estabilizacdo do
biocatalisador e impedindo as ligacdes multipontuais que comprometem o sitio ativo.
Como resultado, as enzimas imobilizadas nos suportes de quitosana/alginato tiveram

uma atividade enzimética 1,67 vezes superior as enzimas imobilizadas em quitosana.

A hidrdlise enzimética dos residuos lignoceluldsicos utilizando celulases imobilizadas
mostrou ser promissor no desenvolvimento de um processo industrial, pois o0s
resultados mostraram uma conversao de 2,59 vezes em relagdo a enzima livre na
hidrolise do bagaco de cana-de-acucar e 3,04 vezes em relacdo a enzima livre na
hidrolise da casca de café, viabilizando um custo mais acessivel em bioprocessos

industriais para processos hidroliticos.

A reutilizacao do biocatalisador é um fato que pode ser utilizado nos processos, com
54% em média de atividade enzimética retida no suporte em 3 ciclos de hidrélise,
mostrando uma economia consideravel na necessidade de reposi¢do enzimética na

forma solUvel, porém mais estudos devem ser realizados.

Por ser um suporte de facil obtencéo e o processo de imobilizacdo simples, tornam-
se estes biocatalisadores promissores na aplicacdo e desenvolvimento de processos
industriais envolvendo a biocatalise de materiais lignocelulésicos para as mais
finalidades possiveis o que estimula a continuidade dos estudos visando sua

otimizag&o.

6.2 Sugestdes

Como continuidade deste trabalho, pode-se sugerir:
e Pesquisar a influéncia da geometria do suporte nas propriedades cinéticas e
nos parametros de imobilizacao;

e Pesquisar as atividades enzimaticas entre as celulases em relacdo a diferentes

residuos lignoceluldsicos;



Pesquisar a influéncia da seletividade enzimatica na imobilizacdo quando o
suporte é submetido a um grande excesso de carga enzimatica;

Pesquisar os efeitos da perda de carga enzimatica na reutilizacdo do
biocatalisador em bateladas sequenciais;

Otimizag&o dos protocolos de imobilizagao utilizados nesse trabalho;

Realizar a modelagem matematica da cinética de hidrélise de residuos
lignoceluldsicos catalisados por celulases imobilizadas em quitosana/alginato

e quitosana com outros copolimeros.
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