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Resumo

Neste trabalho, diferentes estratégias de imobilizacdo de celulases foram
estudadas, em consequéncia aquela que apresentou melhor custo-beneficio foi escolhida
para aprimoramento. O coquetel enzimatico utilizado nesse estudo foi o Cellic Ctec 3
produzido pela Novozymes. Um dos principais desafios foi imobilizar, de forma nao
seletiva a maior diversidade possivel das pelo menos 17 enzimas presentes no coquetel,
visto que, elas apresentam diferentes massas moleculares, tipos e quantidade de grupos
funcionais em sua superficie. A auséncia de uma dessas enzimas pode impedir a
conversdo completa da celulose em glicose. Celulases imobilizadas por entrecruzamento,
ligacdo covalente em gel de quitosana ativado com glutaraldeido e imobilizacao
sequencial de B-glicosidase (nucleo) e celulases (periferia) tiveram seus desempenhos
avaliados em hidrélise do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por um processo
organosolv. Imobilizados em gel de quitosana ativada com glutaraldeido apresentaram
melhores resultados e seu estudo foi aprofundado, contudo um estudo preliminar que
permitiu desenvolver uma metodologia para obtencdo do imobilizado sequencial de B-
glicosidase foi realizado, devido a inovacdo que representa o uso desta metodologia na
hidrélise de materiais lignoceluldsicos. Parametros como a concentracdo de quitosana no
preparo do gel (0,5% a 2%), o pH (7 a 10), tempo (10 a 120 minutos) de imobilizacéo e
a carga enzimatica (40,2 a 1340 mg de proteina/g de suporte) foram avaliados. 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 imobilizagdo em suporte com 0,5% de quitosana. Hidrolisados com teor de glicose de
13,43 e 10,35 ¢g/L, foram obtidos quando avicel microfibrilada e bagaco de cana-de-
acucar pré-tratado foram utilizados como substrato, respectivamente. A celulase
imobilizada perdeu 60% de seu desempenho de hidrolise apds 8 ciclos de aplicacdo em
avicel microfibilada. A perda foi de 75% apds 6 ciclos de aplicacdo em bagaco de cana.
O desempenho de hidrolise associado ao reuso das celulases imobilizadas indicam que o
aprimoramento na imobilizacdo de celulases acoplado ao aprimoramento de pré-
tratamento de biomassa lignocelulosica, gerando celulose com elevado grau de pureza,
permitird o desenvolvimento de um sistema continuo de hidrolise enzimatica com enzima

retida no reator.

Palavras-chaves. Pré-tratamento organosolv. Cellic Ctec 3. Reuso de enzima.

Avicel.
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Abstract

In the present work, different strategies of cellulases immobilization were studied.
The strategy that showed better cost-benefit was chosen for further optimization. The
enzymatic cocktail employed in this study was the Cellic Ctec 3 produced by Novozymes.
One of the main challenges was to immobilize in a non-selective way, the greatest
possible number of the (at least) 17 enzymes present in the cocktail, since they have
different molecular masses, types and number of functional groups on their surface. It’s
worth mentioning that the absence of one of these enzymes may prevent the complete
conversion of the cellulose into glucose. Cellulases immobilized by both cross-linking
and covalent attachment on glutaraldehyde-activated chitosan gel as well as sequential
immobilization of pB-glycosidase (nucleus) and cellulases (periphery) had their
performances evaluated in the hydrolysis of sugarcane bagasse pretreated by an
Organosolv process. Cellulases immobilized by covalent attachment on glutaraldehyde
activated chitosan gel presented the best results. A preliminary study was necessary to
develop a methodology to obtain the sequential immobilized B-glycosidase, since the use
of this methodology for hydrolysis of lignocellulosic materials represents a great
scientific innovation. Reaction parameters such as chitosan concentration in gel
preparation (0.5% to 2%), pH (7 to 10), immobilization time (10 to 120 minutes) and
enzyme loading (40.2 to 1340 mg protein / g support) were evaluated. Cellulases
immobilized at pH 9.0 for 30 minutes exhibited better hydrolysis performance when an
enzyme loading of 134 milligrams per gram of support was used. Hydrolysates with a
glucose content of 13.43 and 10.35 g/ L were obtained when micro fibrillated avicel and
pre-treated sugarcane bagasse were used as substrate, respectively. The immobilized
cellulase lost 60% of its hydrolysis performance after 8 cycles of application using
microfiber avicel as substrate. The loss was 75% after 6 cycles of application when
sugarcane bagasse was used. The great hydrolysis performance associated with the
successful reuse of the immobilized cellulases indicates that the improvement of both
immobilization methodology and pretreatment of lignocellulosic biomass is able to
generate cellulose with a high degree of purity, which will allow the development of a

continuous system of enzymatic hydrolysis with retained enzyme in the reactor.

Keywords. Pre-treatment organosolv. Cellic Ctec 3. Enzyme reuse. Avicel.



1. INTRODUCAO

Os diferentes aspectos da sociedade humana, desde o bem-estar individual até o
desempenho industrial, estdo estruturados no suprimento de energia. Neste contexto, o
petroleo apresenta uma importancia notavel, sendo responsavel pelo fornecimento de um
terco da energia primaria consumida no planeta. Assim, alteragdes no suprimento ou no
uso do petrdleo teriam desdobramentos econdmicos, politicos e sociais importantes para
a maior parte das na¢gdes do mundo, tendo como exemplo claro a Crise do Petroleo em
1973 que acabou sendo uma das principais razdes para a criagdo do Programa Nacional
do Alcool (Proalcool) em 1975 (IPEA, 2010).

Outro aspecto importante a ser considerado é na area ambiental, 0 desmatamento,
seja para a obtencdo de madeira ou para liberacdo de area para o plantio, juntamente com
a combustdo crescente de combustiveis fdésseis, 0 acimulo na atmosfera de gases
poluentes, particularmente de COz2, responsaveis pelo efeito estufa e consequentes
alteracdes climaticas, tem levado a sociedade moderna a pensar sobre a protecdo
ambiental. Esse atual quadro exige mudancas nos padrdes de industrializacdo e de
consumo da sociedade humana, de forma a reduzir a emisséo de gases de efeito estufa
(PEREIRA Jr. et al., 2008).

Diante de tal cenéario, surgem os biocombustiveis, que sdo combustiveis
produzidos a partir de biomassa, sejam eles liquidos ou gasosos (FAO, 2008). No entanto,
aqueles que provém de residuos de culturas agricolas sdo conhecidos como combustiveis
de segunda geracdo. Dessa forma, a busca por novas fontes renovaveis de energia esta
mobilizando de forma Unica setores académicos, industriais e sociais, com énfase no
desenvolvimento de processos biotecnolégicos de menor impacto ambiental (PEREIRA
Jr. et al., 2008).

Para incentivar a producdo de biocombustiveis, 0 governo brasileiro sancionou
em 2017 a lei que cria o Renovabio, sigla para Politica Nacional de Biocombustivies,
politica do Estado que objetiva reconhecer o papel estratégico de todos os tipos de
biocombustiveis na matriz energética brasileira, além de cumprir os compromissos do
Acordo de Paris e dar mais previsibilidade ao mercado. Garantindo assim uma maior
seguranca energética e reducdo da emissdo de gases causadores do efeito estufa (MME,
2017).



Os combustiveis de segunda geracdo apresentam grande potencial de crescimento,
visto que sua producdo ndo depende do processamento de alimentos nem da expanséao da
area plantada, mas sim do reaproveitamento dos residuos gerados na agroindustria. Logo,
a principal vantagem do material lignocelulésico como matéria prima para producdo de
biocombustiveis de segunda geracdo, esta na logistica, pois como se trata de um

coproduto, ja se encontra disponivel (ARAUJO et al., 2013).

Apesar dos residuos de colheita serem 0s materiais que possuem maiores
possibilidades de uso por estar mais disponiveis devido a atividade de agricultura, os
demais materiais lignocelul6sicos como residuos celulésicos, biomassa herbaceos,
madeira de lei, madeira conifera e residuos sélidos municipais ainda podem ser utilizados
em aproximadamente quarenta tipos de aplicacGes diferentes, dentre elas pode-se citar:
producdo de papel e celulose, de blendas e compositos, de madeira prensada, de
cosmeéticos, de hidrogéis, na industria téxtil, no tratamento de residuos industriais, entre
outros (MOREIRA, 2016; ROCHA, 2012).

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor de bioetanol, com 28% do total
mundial, enquanto o Estados Unidos, que é o maior produtor, é responsavel pela 57,5%
do total (RFA,2015). Na Gltima safra 2017/2018, mais de 630 milhGes de toneladas de
cana de acucar foram produzidos no Brasil, resultando em 27,8 bilhGes de litros de etanol,
dos quais a regido Centro-Sul foi responsavel por 94% (26 bilhdes de litros) (CONAB,
2018).

Embora as usinas de etanol celuldsico sejam de tecnologia mais sofisticada e de
investimentos mais elevados, com um custo de capital estimado em 30% superior ao de
uma usina convencional, a integracdo entre 0s processos de primeira e segunda geracao
permitem uma sinergia que pode elevar de 30 a 40% a produtividade total em termos de
etanol, sem a necessidade de ampliacdo da area agricola. A larga experiéncia brasileira
com a primeira geracdo é mais uma vantagem para a producdo de etanol de segunda
geracdo e que, se bem aproveitada, pode tornar o Brasil um lider no segmento de

biocombustiveis de segunda geragdo (UNICA, 2017).

Além disso, as empresas brasileiras possuem grande vantagem em termos de
custos, ja que utilizam os insumos mais baratos para a producao de etanol celul6sico, o

bagaco e a palha de cana-de-agucar. Segundo a consultoria Lux Research (2016), essas



biomassas podem custar menos da metade da palha de milho, matéria-prima usada nos

Estados Unidos.

No entanto, estes materiais lignoceluldsicos possuem uma estrutura complexa e
compacta, necessitando de pré-tratamentos que possam auxiliar principalmente na
remocao da lignina e hemicelulose, permitindo a reducéo da cristalinidade e aumento da
porosidade do material, possibilitando que a celulose se torne suscetivel a hidrolise
enzimatica (UNICA, 2017).

Em relacdo a hidrdlise, existem duas principais rotas pelas quais é possivel
quebrar as ligacdes da celulose, estas sdo a rota acida e a enzimatica. Embora 0s processos
acidos sejam eficientes e mais baratos, geram varios subprodutos inibidores da
fermentacgdo, devido a degradacdo parcial da glicose, da fracdo hemicelul6sica e da
lignina, além disso, em alguns casos, € necessario o uso de altas temperaturas e/ou
pressdes. Dessa forma, a hidrolise enzimaética tem sido objeto de maior parte dos estudos,
uma vez que proporciona maiores rendimentos e é realizada a pressdao ambiente, sem
formacéo de subprodutos indesejaveis e podendo ainda ser otimizada a partir de estudos
biotecnoldgicos. Entretanto existem dificuldades, como o alto custo das enzimas, o qual
pode ser contornado com o uso da imobilizacdo das enzimas, o0 que pode viabilizar

economicamente o processo. (RABELO, 2007).

A aplicacéo de celulases imobilizadas na degradacédo de biomassas traz vantagens
para o processo, sendo uma das principais, 0 reuso de enzimas, 0 que permite uma maior
producdo de aclcar por massa de biocatalisador, mas também, as dificuldades
relacionadas ao custo, estabilidade e recuperacdo das enzimas séo grandes desafios para

viabilizar técnica e economicamente 0 processo.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é estudar o efeito de diferentes tipos de
imobilizacdo de celulases, na producdo de acucares fermentesciveis utilizando substratos
solidos, com instituto de tornar o0 processo enzimatico economicamente atrativo, para a

producdo de etanol de segunda geracéo.

1.1.2 Objetivo Especifico
O objetivo deste trabalho € estudar diferentes estratégias de imobilizacdo

(entrecruzamento, ligacao covalente e imobilizag&o sequencial) e testar seu desempenho



em substratos solidos, escolhendo o mais promissor, para aprimoracao dos parametros de

imobilizacdo, como:

e Concentracao de po de quitosana no preparo do suporte;
e pH e tempo de imobilizacéo;

e Carga enzimética.

De forma a se ter melhor carga ativa de enzima e maxima producao de acUcares

fermentesciveis por grama de catalisador, ao final dos ajustes sera estudado o potencial

de reuso do biocatalisador.

2 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Composicdo Quimica Dos Materiais Lignocelulésicos
Biomassas lignocelulosicas apresentam uma elevada recalcitrancia devido a sua
composicao, que € essencialmente de natureza polimérica, apresentando em torno de 35
- 40% de celulose, 20 - 35% de hemicelulose e entre 10 - 25% de lignina, além de outros
componentes como o0s extrativos (RABELO, 2007; AGUIAR, 2010). A estrutura

recalcitrante pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica.
Fonte: RUBIN, (2008). Adaptado.



A Tabela 1 apresenta a composicéo do bagaco de cana-de-acucar in natura. Essa
composi¢cdo depende ndo apenas do tipo de vegetal, mas também de condigdes de
crescimento, da parte da planta escolhida, da idade de colheita, entre outras condigdes.
(OGEDA e PETRI, 2010)

Tabela 1. Composic¢do do bagago de cana-de-acucar in natura

Componentes Fracdo (% m/m)
Celulose 341+12
Hemicelulose 296+14
Lignina 19,4+04
Cinzas 79+11
Umidade 44+0,1
Total 95,5+4;3

Fonte: MAEDA et al., 2011.

Os materiais lignoceluldsicos possuem considerdavel complexidade estrutural,
qguando comparados a outros substratos, como exemplo, o amido. S&o compostos
majoritariamente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose, que estdo entremeados
por uma macromolécula de lignina através de ligaces de hidrogénio, além de ligacGes
covalentes. Portanto, o processo de conversdo desses materiais em etanol requer: [1]
deslignificacao, no sentido de permitir que a celulose e hemicelulose fiquem expostas, [2]

despolimerizacdo, a fim de obter agUcares livres, [3] fermentacdo de pentoses e hexoses.

2.1.1 Celulose
E o principal polissacaridio estrutural das plantas, pode ser encontrada tanto em
vegetais primitivos quanto em plantas evoluidas, € um homopolissacarideo de ocorréncia
natural, que contém unidades D-glicose (D-glicopiranose) que sdo unidas através de
ligacGes glicosidicas do tipo B-(1—4) (B-D- glucana) (MARTINS, 2005).

Na Figura 2 € possivel observar, a conformacéo da estrutura da celulose, a qual se
apresenta como um polimero de cadeia linear, sendo a celobiose, um dissacarideo,
composto por duas moléculas de glicose, a unidade basica de repeticdo. As cadeias de
celobiose sdo unidas através de ligacOes de hidrogénio e tem a funcdo de dar suporte e
protecdo a celula vegetal, assim, sob condi¢cdes normais, a celulose € extremamente
insoltvel em agua. (OGEDA e PETRI, 2010).



Devido a tal fato, quando colocada em contato com agua ou solventes organicos,
sofre intumescimento, podendo ser este intercristalino ou intracristalino. O primeiro caso
se da quando o agente intumescedor penetra na regido amorfa da celulose, o caso mais
comum é o inchamento da celulose em agua. Ja o segundo caso se da quando o agente
intumescedor penetra na regido cristalina das microfibrilas, por isso é causado mais por
solucBes de &cidos ou bases fortes. (RABELO, 2007)
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Figura 2. Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular.
Fonte: (FENGEL e WEGENER, 1989)

A estrutura celul6sica apresenta regides cristalinas intercaladas por regides
amorfas. Sendo a regido cristalina caracterizada por uma alta organizacdo das cadeias,
esta apresenta resisténcia a degradacdo externa, ocorrendo entdo de forma lenta.
Contrariamente, a regido amorfa, apresenta um menor grau de organizagéo, ocasionando
assim disponibilidade nos grupos hidroxilas para reagir, dessa forma a degradacao inicia-
se nessa regido (BOWES e MAUSETH, 2008; GARCIA, 2009).

Quanto a regido cristalina, sdo conhecidas sete estruturas de cristal (estruturas
polimorfas) designadas como celulose lo, I, IL, IILi, 11, IVie IVi. A celulose Ia, If sdo

as formas mais abundantes na natureza, sendo que a Ia é metaestavel, e assim, mais

reativa que a Ip (OGEDA e PETRI, 2010).

Finalmente, a celulose pode ser classificada de acordo com duas importantes
propriedades: o indice de cristalinidade e o grau de polimerizacdo. O primeiro diz respeito
a reatividade do substrato, enquanto o segundo relaciona-se a frequéncia de ligacoes
glicosidicas disponiveis para a acdo das celulases, baseando-se no nimero médio de
mondmeros e na massa molecular do polimero. Especificamente, cadeias de celulose em
parede celular primaria de plantas tém graus de polimerizacdo (DP) na faixa de 5.000 a
7.500; o grau de polimerizagdo de celulose de madeira € em torno 10.000, e a de celulose
de algodédo 15.000 (OGEDA e PETRI, 2010).



2.1.2 Hemicelulose
As hemiceluloses, também conhecidas como polioses, sdo definidas como
heteropolissacarideos, ou seja, ndo constituem uma Unica substancia, sendo entdo uma
mistura de polissacarideo de baixa massa molecular, cuja propriedade quimica varia nas
plantas de espécie para espécie e de tecido para tecido (LEE, 2005; RAMOS, 2003).

As unidades de acucares que formam a hemicelulose podem ser subdivididas em
grupos como: pentoses (arabinose, xilose e ramnose), hexoses (galactose, glicose e
manose), e ainda quantidades variaveis em alguns tipos de vegetais de deoxihexoses e
acidos hexurénicos (acidos urénicos), como pode ser visto na figura 3. As hemiceluloses
sdo geralmente classificadas em trés classes: de cadeias ramificadas, cadeias néo
ramificadas, cadeias helicoidais (PEREIRA Jr. et al., 2008; RAMOS, 2003; RABELO,
2007).

Pentoses Hexoses ACid':'S_ ) Desoxi-hexoses
Hexurénicos
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Figura 3. Estrutura dos monossacarideos que formam a hemicelulose.
Fonte: (FENGEL e WEGENER, 1989)

Consequentemente, as estruturas de hemicelulose resultam ser mais semelhantes
com a celulose, se comparado com a lignina. Possui funcdes variadas, sendo a principal
funcdo estabilizar a parede celular, por meio de liga¢6es de hidrogénio com a celulose e
ligacGes covalentes com a lignina, mas atuam ainda como reserva de carbono, mecanismo
de defesa (WYMAN et al., 2005).



Assim, as hemiceluloses diferem da celulose principalmente por sua constituicéo,
a qual acontece por diferentes unidades de agucares, formando cadeias moleculares curtas
e ramificadas. A Tabela 2 apresenta algumas diferencas entre a celulose e hemicelulose.

Tabela 2. Principais diferencas entre celulose e hemicelulose.

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose unidas entre si Unidades de diferentes pentoses e hexoses
ligadas entre si
Alto grau de polimerizacdo (1000 a 15000 Baixo grau de polimerizagéo (60 a 300

unidades de glicose) unidades de agucares)
Forma arranjo fibroso Né&o forma arranjo fibroso
Apresenta regifes amorfas e cristalinas Apresenta somente regides amorfas
E atacada lentamente por acido inorganico E atacada rapidamente por &cido
diluido a quente inorgéanico diluido a quente
E insoluvel em alcalis E soltvel em alcalis

Fonte: (PEREIRA Jr. et al., 2008)

2.1.3 Lignina
A lignina é o terceiro componente principal da parede celular vegetal, sendo o
ultimo componente a ser incorporado, interpenetrando as fibrilas, fornecendo dessa forma
o fortalecimento da parede. Entre suas principais funcdes estdo, o transporte de agua,
nutrientes e metabolitos e conceder resisténcia mecanica e protecdo dos tecidos contra 0s
ataques de patdgenos ou pragas (MARABEZI, 2009; TAIZ e ZEIGER, 2010).

A lignina pode ser definida como uma substancia hidrofébica, com estrutura
tridimensional, amorfa e altamente ramificada. O mecanismo da sua sintese se da a partir
de trés precursores monomeéricos que sdo denominados alcoois cumarilicos, os quais se
diferenciam pelas substituicGes que apresentam no anel aromatico, como visto na Figura
4,

e Alcool coniferilico — apresenta grupo metoxilico na posi¢io 3 do anel
aromatico. E precursor das unidades de guaiacil.

e Alcool sinapilico — apresenta grupo metoxilico nas posi¢es 3 e 5 do anel
aromatico. E precursor das unidades de siringilo.

e Alcool p-cumarilico — ndo apresenta substituicdo. E precursor das
unidades p-hidroxifenilicas (NASCIMENTO, 2007).



Devido a essas diferentes unidades precursoras e ao grande numero de
combinag@es entre elas, a composicdo encontrada em diferentes espécies de lignina néo
é sempre a mesma, portanto, a lignina ndo é uma substancia quimica, mas sim uma classe
de polimeros encontrada em boa parte dos vegetais, 0 que torna sua estrutura bem mais
complexa que da celulose e hemicelulose (GONCALVES, 2009).

_OH _OH r OH
,:*fJ = =

[f"’”““* N "’?H]

- _.-"'ﬁ\{t\.‘"-\. __.-"'ﬁ - x\"ﬁ-\.

" OCH; H,cO~ ¥ “OCHy %

OH OH OH

Alcool Alcool Alcool
coniferilico sinapilico p-cumarilico

(G) (8) (H)

Figura 4. Alcoois precursores das unidades fenilpropandides.
Fonte: (BARBOSA et al., 2008)

A lignina embora indesejada nos pré-tratamentos da biomassa, tem sido aplicada
em varios processos industriais, como por exemplo, na indastria de fertilizantes, que
devido sua constituicdo organica permite obter material himico. A lignina por apresentar
capacidade de retardar o crescimento bacteriano também tem sido utilizada em
embalagens de alimento de contato e nos tratamentos de couro. Uma das mais conhecidas
utilidades da lignina é na industria de polimeros, pois pequenas incorpora¢des melhoram

as caracteristicas e desempenho do material (SANTOS, 2011).

2.1.4 Outras Substancias

As pectinas constituem o principal componente da lamela média da parede vegetal
e s30 uma complexa familia de polissacarideos. E formada por um esqueleto de residuos
de &cido galacturénico unidos por liga¢fes a(1,4). Em sua constituicdo existe ainda em
menor quantidade, ramnose, arabinose e galactose. Apresenta propriedades de gel e é
carregada negativamente, o que confere a parede celular a propriedade de trocadora de
fons (ANDERSEN, 2007).

Os extrativos referem-se a todos 0s componentes que ndo estdo presentes na
parede celular e em sua maioria sdo sollveis a solventes neutros, correspondem de 4-10%

do peso seco da madeira. SAo componentes intermediarios do metabolismo vegetal e que,
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no entanto, sdo responsaveis por caracteristicas da planta, como sabor, cor, cheiro
(OLIVEIRA, 2012).

Os principais compostos quimicos que abrangem as sustancias organicas de baixo
peso molecular sdo: compostos aromaticos (fenolicos), resinas, terpenos, proteinas,
flavonoides, acidos graxos insaturados e saturados. Os constituintes inorganicos em maior
quantidade sdo: 6xidos de calcio, potassio, magnesio, seguidos dos 6xidos de manganés
e sodio, além de sais (MARABEZI, 2009).

Hé& ainda uma fragdo ndo extraivel, que corresponde cerca de 2% do peso seco da
madeira. Essa fracdo € formada por residuos inorganicos como carbonatos alcalinos,
alcalinos terrosos e oxalatos, que permanecem mesmo depois do substrato ser levado a

elevadas temperaturas, e constituido também por partes de cinzas (RABELO, 2007).

2.2 Hidrolise enzimética
Devido a constituicdo fisica dos materiais lignocelulésicos e ao fato de que na
natureza a celulose ocorre sempre associada a lignina e a hemicelulose, a estratégia de
liberacdo dos acgucares fermentesciveis da celulose requer acGes coordenadas de varias
enzimas, ap6s a etapa de pré-tratamento, como pode ser visto no fluxograma de producéo,
na figura 5 (ALVIRA, et al., 2010). A hidrdlise enzimatica da celulose representa uma
alternativa importante para a producédo de etanol usando residuos agroindustriais, por se

tratar de um processo especifico e limpo.

Etanol Celuldsico

Fluxograma de producao

Pré-Tratamento Femmentagdo
oBagaco entra no )
reator e sua estrutura Osaclcares sdo
€ rompida, dando transformados em
acesso as fibras de etanol pela acdo de
celulose/ microorganismos
hemicelulose; (leveduras).
o0 rganosolv.
Processo de purificacio
Bagaco de Cana-de-aclcar. Imobilizagio enzimatica. do etanol, tomando-o

proprio para uso.

Hidrolise

Biomassa E nzimética D estilagao

Figura 5. Fluxograma de producéo de etanol de segunda geracéo.
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A biomassa pode ser hidrolisada por rotas biolégicas com 0 uso de enzimas
secretadas por microrganismos. O uso destes biocatalisadores, altamente especificos,
reduz a geracdo de subprodutos indesejaveis e dispensa a utilizagdo de equipamentos
resistentes a corrosao, trazendo beneficios econémicos, tanto do ponto de vista energético
quanto do ponto de vista metaldrgico, quando comparado a hidrolise acida (CARVALHO,
2011).

Contudo, as condigdes e parametros do processo como: temperatura, pH, tempo
de sacarificacdo, concentracdo enzimatica e relacdo solido-liquido, dependem do
substrato escolhido e das caracteristicas do complexo enzimatico usado. Deve se ter um
controle rigoroso, visto que as enzimas possuem alto custo e sdo extremamente sensiveis
(RABELO, 2007).

Entretanto, quando comparada com 0S processos quimicos, esta apresenta
condi¢des mais brandas e vantagens associadas a obtencdo de rendimentos superiores a
0,85 g glicose/g celulose, sob temperaturas moderadas (40-50 °C) e pressdo atmosférica.
Porém, aspectos operacionais relacionados a elevada duracdo do processo (48-72 h),
desativacdo catalitica por inibicdo da atividade enzimatica, sdo motivos de incertezas

quanto a viabilidade econdmica do processo (GRASEL et al, 2016).

Por fim, outro aspecto importante que deve ser analisado, sdo os fatores que
influenciam no rendimento do complexo enzimatico, como as caracteristicas da biomassa,
dentre eles: porosidade (area superficial acessivel), cristalinidade das fibras de celulose,
contetdo de lignina e hemicelulose do material, que sédo fatores importantes na realizacao
da hidrolise enzimatica (GARZON FUENTES, 2009).

Com relacéo ao complexo enzimético, uma forma de obter os diferentes tipos de
enzimas, é por intermédio de alguns micro-organismos capazes de degradar e utilizar a
celulose e a hemicelulose como fonte de carbono e de energia. Entre os fungos que
secretam celulases de alta atividade se tem: Trichoderma reesei ou Trichoderma viride,
Trichoderma koningii, Trichoderma lignorum, Penicillium pinophilum, Penicillium
funiculosum, Penicillium iriensis, Humicola insolens, Fusarium solani, Myrothecium
verrucaria, Sporotrichum pulverulentum ou Chrysosporum lignorum, Aspergillus niger
e Schizophyllumm sp., Chaetomium sp. e Humicola sp. Ja no caso de bactérias produtoras

de celulases estdo: Cellulomonas fimi, Clostridium thermocellum e Bacillus subtilis. E
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também algumas leveduras como: Trichosporium sp. (RABELO, 2007; SCHEUFELE,
2012).

Estudos tém sido realizados na tentativa de detectar enzimas que sejam capazes
de hidrolisar a celulose de uma forma mais efetiva, seja, pela combinacdo de enzimas
para obtencdo de complexos mais eficientes ou pelo melhoramento de espécies
(engenharia genetica), como também, pela otimizacdo dos processos fermentativos
permitindo um melhor rendimento do processo (MARTINS, 2005). No entanto, o
desenvolvimento do processo enzimatico de hidrolise tem sido delimitado pelo custo
monetario, isto porque, para a produgdo das enzimas celuloliticas h4& um aumento
significativo nos custos desse processo. Sendo assim, tornam-se necessarias algumas
exigéncias para reduzir custos desta operacdo como, por exemplo, desenvolver cepas
microbianas com maior produtividade, inclusive técnicas de melhoramento no decorrer
da hidrdlise, como reciclagem das enzimas (AGUIAR FILHO, 2008).

2.3 Catalisadores Enzimaticos

Enzimas sdo biomoléculas que atuam como catalisadores, aumentando a
velocidade de reagdes quimicas sem alterar o equilibrio e sem serem consumidas. Com
excecdo de um pequeno grupo de RNA catalitico, todas as enzimas sdo de natureza
proteica, sendo constituidas por longas cadeias de aminoacidos ligados entre si por
ligagBes peptidicas. Essas ligacdes sdo resultantes da reacao de condensacao entre o grupo
carboxila de um aminoacido e o grupo amina de outro, com a elimina¢do de uma molécula
de 4gua (MARTINS, 2007).

Estes biocatalisadores, em processos industriais, possuem uma série de
caracteristicas que as tornam mais vantajosas quando comparadas a catalise quimica
convencional. Dessa forma, cabe salientar o alto grau de eficiéncia catalitica de uma
enzima, a alta especificidade e seletividade, o que significa que cada enzima catalisa um
tipo de reacdo para um dado substrato. Essas caracteristicas evitam formacdo de
subprodutos indesejados gerando um aumento no grau de pureza do produto final.
Ressalta-se ainda que as enzimas atuam em condig¢des brandas de temperatura e presséo,
e sua atividade pode ser regulada de acordo com as condigdes operacionais, enquanto 0s

catalisadores quimicos requerem condicdes criticas (RODRIGUES, 2009).

A reacgdo catalisada por enzima ocorre no sitio ativo, o qual se liga ao substrato

para formar o complexo enzima-substrato, como pode ser visto na figura 6. A estrutura
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molecular alterada muda a conformacdo do sitio ativo e consequentemente inibe a
atividade catalitica da enzima. Cada enzima tem uma estrutura tridimensional especifica
que lhe permite exercer sua fungéo, denominada de conformacao nativa, o que nada mais
é que a conformacdo mais estavel que uma proteina pode assumir. Essa estabilidade é
reflexo de um delicado equilibrio entre as interagdes ocorridas entre a molécula e o seu
meio ambiente. O que torna entdo esse biocatalisadores suscetiveis a desnaturacdo com
perda de atividade, quando agentes como pH, temperatura e pressao ndo se encontram na
faixa 6tima de operacéo (LIMA, 2016).

substrato

centro ativo

—_— g @ produtos

encaixe entre
enzima enzima e substrato

enzima

Figura 6. Esquema simplificado do complexo enzima-substrato.

Fonte: (LINHARES E GEWANDSZNAJDER, 2013)

A introducgdo de novas técnicas de engenharia de proteinas e pela tecnologia do
DNA recombinante através da grande area da biotecnologia tem revolucionado o
desenvolvimento de novas enzimas industriais, permitindo assim a modificacdo de
propriedades cinéticas e da estabilidade, o desenvolvimento de novas solucdes ao nivel
de tecnologia de reatores enzimaticos e das técnicas de imobilizacdo. O crescimento no
mercado de enzimas é de aproximadamente 4 a 5% ao ano, acompanhada pela reducao
de preco devido ao grande nimero de empresas que vem comercializando. A utilizacéo
de enzimas vem de encontro aos pressupostos da chamada Quimica Verde (RAJAN,
2004).

2.3.1 Complexo Enzimético
As celulases sdo enzimas com capacidade de hidrolisar as ligagdes glicosidicas 3
1,4 da celulose, estando presentes em 13 das 82 familias das hidrolases glicosidicas
identificadas através de analise sequencial molecular secundaria. E um complexo
enzimatico, cujas enzimas atuam sinergicamente, ou seja, a atividade exibida por mistura
de componente ¢ maior que a soma das atividades desses componentes avaliadas
separadamente. (SANTOS, 2014)
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A celulases séo classificadas como sendo hidrolases e segundo a nomenclatura
enzimética (E.C. 3.2.1), em que 3 refere-se a hidrolases, 3.2 glicosilases e 3.2.1
glicosidases. Essas enzimas sdo divididas em trés tipos, sendo elas: endoglicanases,
exoglicanases, B-glicosidases. (IUBMB, 2017).

As endoglicanases ou endo-1,4-B-D-glicanases (EC 3.2.1.4) hidrolisam as cadeias de
celulose internamente de modo aleatorio. Essas enzimas hidrolisam a celulose amorfa e
celuloses modificadas quimicamente (soltveis). As exoglicanases ou exo-1,4-B-D-glicanases
(EC 3.2.1.91) agem nas extremidades redutoras e ndo redutoras da cadeia de celulose,
produzindo em maiores quantidades a celobiose. As f3- glicosidases (EC 3.2.1.21) rompem a
celobiose, liberando glicose, minimizando a agdo inibitéria que a presenca da celobiose

exerce sobre as atividades endo e exo. A figura 7 representa a acao sinérgica explicada acima.

CBH | EGB EGB EGB
CBH E Celobiohidrolase (CBH) Endoglucanase (EGB)
EGB §
L OO0 000 00000
E Celobioses Celotrioses e oligomeros
E

beta-Glucosidase O‘O O O

Figura 7. Representacédo esquematica da acdo catalitica do complexo enzimatico.
Fonte: (OGEDA., 2011)

A utilizagdo de celulases é relatada desde 1959 para a modificacdo de polpas
celulésicas. Mas a producdo dessas enzimas em escala industrial comegou em meados da

década de 80, como um aditivo para racdo animal (CASTRO, 2006).

O fungo mais estudado, que explica 0 mecanismo de agdo das celulases, é o
Trichoderma reesei — o primeiro fungo a ser utilizado na producgéo industrial da celulase,
permanecendo ainda como a fonte mais utilizada (SANTOS, 2014). O T. reesei produz duas
celobiohidrolases, ao menos cinco endoglucanases e duas B-glicosidases. Muito da pesquisa
subsequente neste campo focou em mutacdo/selecdo de melhores mutantes para
comercializagdo da enzima. Além das celulases produzidas por fungos, ha celulases
produzidas por bactérias aerdbicas e anaerdbicas, como pode ser visto em LINDER, 1995 e
WYMAN, 1999.
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2.4 Imobilizacéo de Enzimas
Comparado aos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas possuem
muitas vantagens que tornam seu uso em aplicacdes industriais uma alternativa viavel,
mas apesar do elevado potencial de aplicacdes, as enzimas nao sao plenamente utilizadas
na escala industrial devido ao seu alto custo, dificuldade de separacdo de meio reacional
e instabilidade de suas estruturas quando em condi¢des desnaturantes (pH e temperaturas
altas, forte agitacédo e presenca de solventes organicos). Para contornar esses problemas a

imobilizacéo de enzimas tem sido a alternativa mais estudada. (RODRIGUES, 2009)

A imobilizagdo de enzima consiste na transformagdo de um biocatalisador
homogéneo em um biocatalisador heterogéneo através da ligacdo da enzima em um

suporte solido.

As enzimas imobilizadas possuem varias vantagens em relacdo as suas formas
livres, tais como: possibilidade de reutilizacéo da preparacdo enzimatica, proporcionando
maior produtividade e reducdo no custo de aplicacdo, possibilidade de utilizacdo em
processos continuos e a facil separacdo da enzima dos produtos, o que simplifica a etapa
de purificacdo e minimiza os problemas com o manejo do efluente, além de facilitar a
interrupcao da reacdo quando se atinge um determinado grau de conversdo. Além disso,
0 desempenho da enzima, como atividade, seletividade, estabilidade operacional e ao

armazenamento, também podem ser melhorados. (DUARTE, 2016)

A imobilizacdo de enzimas deve considerar diversos aspectos e integrar o
conhecimento em diversas areas, incluindo enzimologia, reacdes quimicas, ciéncia dos
materiais e superficies. A pratica de imobilizar enzimas vem se expandindo
extensivamente ao logo dos anos a medida que seus beneficios vém sendo reconhecidos.
Sheng (1998) imobilizou celulase em membrana polimérica com o objetivo de diminuir
0s custos operacionais modificando a celulase com PAN  (Poli-N-
hidroxialquilacrilamida) observando ganhos na estabilidade quanto ao pH e a
temperatura. Em outro estudo, Xia (2003) imobilizou celulase em geéis de alginato de
sodio para conversdo de materiais lignocelulésicos em acucares sollveis. Gu et al.,
(2005), realizou um estudo no qual imobilizou celulase em géis de quitosana obtendo
valores significativos de estabilidade térmica. Han et al., (2018) imobilizou celulases em
nanoparticulas magnéticas, que apresentaram termoestabilidade, capacidade de

armazenamento e reutilizagdo melhores do que a enzima livre. Pesquisas mais recentes
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vém empregando, em suas metodologias de imobilizacdo, liquidos i6nicos, como Xiang
et al. (2018) que imobilizou lipases sobre nanomateriais hibridos de silica quitosana-
mesoporosa por liquidos i6nicos funcionalizados com carboxila como agente de
acoplamento e os resultados indicaram que os nanomateriais hibridos podem formar
estruturas tridimensionais com estruturas mesoporosa homogeéneas e lipase imobilizada,
revelando excelente desempenho enzimatico. Apesar dessa metodologia estar
apresentado bons resultados, essa ainda € mais dispendiosa quando comparada com outras

metodologias.

Em consequéncia do reconhecimento dos beneficios da imobilizagdo, houve uma
expansao nas técnicas de imobilizacdo visando se adequar as variabilidades de cada
enzima, e embora exista uma grande diversidade de métodos, ndo ha um aplicavel para
todas as enzimas. Assim, ao desenvolver um processo de imobilizacdo € necessario
escolher o procedimento mais simples e mais barato e que resulte em um derivado com

boa retengéo de atividade e elevada estabilidade operacional (MENDES et al., 2011).

2.4.1 Métodos de Imobilizacédo de Enzimas

Para determinar o sucesso de imobilizagdo de enzimas, devem-se considerar as
caracteristicas fisico-cinéticas, como também, as caracteristicas fisico-quimicas dos
diferentes suportes (matriz), e as diferentes possibilidades de ativacdo quimica destes
suportes. Os principais métodos de imobilizagcdo podem ser classificados em dois grupos:
ligagdo em suportes solidos (adsorcédo e ligacdo covalente) e confinamento (em matriz

polimérica, capsulas ou membranas), como pode ser visto na figura 8.

Figura 8. Principais métodos de imobilizagdo de enzimas.
Fonte: (LIMA, 2016)
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Os métodos de confinamento consistem no aprisionamento da enzima dentro de
um pequeno espaco, que pode ser nos poros de uma matriz polimérica, no interior de
capsulas ou entre membranas. Neste método, a enzima néo esté ligada & matriz de suporte
ao contrario de outros métodos, fazendo com que a estrutura da mesma seja mantida
(DUTTA, 2008). Além do mais, as enzimas sdo protegidas de condic¢des inadequadas de
pH, temperatura e presenca de solventes organicos no meio reacional. Contudo, a
imobilizacdo por confinamento apresenta problemas intrinsecos, tais como o escape da

enzima do suporte e significativas limitac6es difusionais (DUARTE, 2016).

A imobilizacdo por meio de ligacdo pode ser realizada por adsorcao, interagdes
ibnicas ou através de ligacBes covalentes entre grupos reativos do suporte e do

biocatalisador.

A ligagdo por meio de adsorgéo e/ou interagdes iGnicas consiste na adesdo da
enzima no suporte por meio de ligacdes fracas, como interacdes de Van der Waals,
interacdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e/ou interacdes ibnicas. Trata-se de uma
técnica simples, rapida, de baixo custo e, geralmente, causa pouca ou nenhuma mudanca
conformacional na enzima, preservando sua atividade catalitica. Contudo, devido a
natureza fraca das ligacGes, este método é limitado pela tendéncia de dessorcao da enzima
do suporte e por ser sensivel as condicdes do ambiente, como a temperatura e a
concentracdo de ions no meio, além disso as enzimas podem ser lixiviadas durante a

aplicacdo. (SHELDON; VAN PELT, 2013;).

Os métodos de ligacdo covalente se baseiam na formacéo de ligacGes fortes entre
grupos funcionais presentes na superficie da enzima e do suporte (DE CASTRO et al.,
2008). Os grupos funcionais da enzima que participam dessa ligacdo, grupamento amino,
carboxila, hidroxila e/ou sulfidrilo, ndo devem fazer parte do sitio ativo para que a
atividade seja mantida. A imobilizacdo covalente é frequentemente realizada na presenca
de um agente ativador, como o glutaraldeido, em suportes contendo grupamentos amino
primarios. O glutaraldeido reage covalentemente com 0s grupos amino primarios
presentes também na enzima ligando-a irreversivelmente ao suporte (GUISAN, 2006).
Na literatura foram descritos outros agentes de ativacdo. Um exemplo é a genipina e a
epicloridrina (MENDES et al., 2011).

A ligacdo covalente tem a vantagem de fixar a enzima firmemente ao suporte,

evitando sua lixiviagdo. Essa técnica reduz a flexibilidade conformacional e as vibragdes
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térmicas, evitando o desdobramento e desnaturacéo da proteina. Como efeito negativo,
ocorre diminui¢do da liberdade de movimento, o que pode resultar em diminuicdo da
atividade enzimética (AEHLE, 2007).

Outro método de imobilizacdo de enzimas é a ligacdo cruzada (entrecruzamento)
ou cross-linking entre enzimas por meio de agentes reticulantes, formando agregados
insollveis sem a presenca de um suporte solido. Essa técnica pode causar mudancas
significativas no sitio ativo de enzima e ainda ha o fato de que as enzimas se ligam de uma
forma aleatdria entre si, podendo endo e exoglicanases ficarem no interior dos agregados
formados e sofrerem impedimento estérico, ndo tendo assim acesso ao seus substrados (DE
CASTRO et al., 2008)

As duas estratégias de ligacBes cruzadas mais utilizadas sdo os CLECs -
crosslinking enzyme crystals, cristalizacdo de enzimas puras, seguida pela reticulacéo ou

0os CLEAs - crosslinking enzyme aggregates, com agregacdo das enzimas antes da

reticulagdo (GARCIA-GALAN et al., 2011).

A Tabela 3 apresenta de forma resumida a comparacdo entre 0os métodos de

imobilizacéo.

Tabela 3. Comparacdo entre os métodos de imobilizacédo

Caracteristicas Ligacgdes Adsorcéao Ligacéo Ligacédo Ligacéo Confinamento
cruzadas fisica idnica metalica covalente

Preparacéo Intermediaria Simples Simples Simples Dificil Dificil

Forca da Forte Fraca Intermediaria Intermediaria Forte Intermediaria

ligacéo

Atividade Baixa Intermediaria  Alta Alta Alta Baixa

Recuperacéo Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel

do suporte

Custo Intermediario  Baixo Baixo Intermediario  Alto Intermediario

Estabilidade Alta Baixa Intermediaria Intermediaria Alta Baixa

Aplicabilidade N&o Sim Sim Sim Nao Sim

geral

Protecao Intermediaria N&o N&o N&o N&o Sim

microbiana

Fonte: (Adaptada SANTQOS, 2014)
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2.4.2 Parametros de Imobilizacéo

Algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar com a
imobilizacdo. Muitos fatores levam a alteracdo dos pardmetros cinéticos da enzima
imobilizada, em relacdo a livre, diminuindo o rendimento do processo de imobilizacéo.
Alguns desses fatores sdo (BICKERSTAFF, 1995):

« Efeito conformacional: a conformacdo tridimensional da molécula de enzima
pode ser modificada durante o processo de imobilizagdo, ocasionando a alteracao no sitio
ativo, reduzindo a atividade enzimatica. Os parametros cinéticos da enzima imobilizada
descontados de seus efeitos eletrostaticos e difusionais sdo denominados parametros
inerentes.

« Efeitos eletrostaticos: a concentracéo de espécies quimicas importantes (ions H,
moléculas de substrato) no micro-ambiente da enzima imobilizada pode ser diferente das
concentracdes no bulk devido a propriedades fisico-quimicas do suporte e de efeitos
difusionais.

« Efeitos difusionais: a cinética observada da enzima imobilizada pode nédo estar
sendo governada apenas por interacfes entre enzima e substrato, mas pode também estar
sendo limitada pela taxa de difusdo do substrato a superficie do suporte, ou internamente,
por entre 0s poros do suporte. Nesse caso a concentracdo real de substrato que estd em
equilibrio com a enzima imobilizada (sistema heterogéneo) é menor que a que haveria
caso reagente e catalisador fossem solUveis (sistema homogéneo). Em consequéncia, a
velocidade de reacdo com enzima imobilizada (velocidade real, aparente ou observada) é

menor que a que se obteria para a mesma concentracdo de reagente no bulk.

2.4.3 Suportes para Imobiliza¢éo de Enzimas

A escolha do tipo do suporte assim como acontece na escolha do método de
imobilizacdo deve ser feita caso a caso, ndo existindo um suporte universal. As
propriedades das enzimas imobilizadas sdo influenciadas pelas propriedades da enzima e
do suporte. A interacdo entre os dois fornece uma enzima imobilizada com propriedades
quimicas, bioquimicas, mecénicas e cinéticas especificas. As caracteristicas do suporte
sdo de importancia primordial no desempenho do sistema de enzima imobilizada.
(PEREIRA, 2015)

Os materiais utilizados na confec¢do de suportes deveriam, idealmente, ter as
seguintes propriedades: (i) ser econdmico, (ii) inerte, (iii) estavel, (iv) capacidade de

melhorar a especificidade / atividade, (v) regenerabilidade, (vi) capacidade de reduzir a
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inibicdo do produto, e (vii) capacidade de prevenir a adsorcdo ndo especifica e a
contaminacgéo bacteriana. A maioria das matrizes tem apenas algumas das propriedades,
portanto, a selecdo da matriz de suporte para imobilizacdo enzimatica deve ser escolhida

com base nas propriedades e limitacdes das matrizes (SIRISHA et al., 2016).

De modo geral, o suporte deve ter alta densidade de grupos ativos presentes na
superficie, sendo que esses grupos devem ser capazes de interagir com 0S grupos
frequentemente encontrados em proteinas. Os grupos quimicos envolvidos na
imobilizacdo devem ser estaveis o suficiente para permitir que a enzima permaneca

imobilizada no suporte por longos periodos de reacdo (MATEO et al., 2007).

Com base na sua composi¢do quimica, as matrizes de suporte sdo classificadas em
duas categorias principais: (a) material de suporte inorganico e (b) material de suporte
organico (os suportes organicos sao subdivididos em suportes naturais e sintéticos).

Suportes inorganicos sdao mais adequados para o uso industrial devido as suas
propriedades fisicas, apresentando como vantagens elevada resisténcia mecénica e
estabilidade térmica, resisténcia a solventes organicos e ataque de microrganismos e facil
regeneracdo. Além de ndo apresentarem modificacdo na estrutura em uma larga faixa de
pH, temperatura e pressdo. Incluem vidro, gel de silica, alumina, 0xidos metalicos,

zirconia e muitos outros materiais (SIRISHA, et al. 2016).

No caso de suportes organicos, estes podem ser de origem natural ou sintéticos.
Uma grande variedade de polimeros naturais, principalmente polissacarideos insollveis
em &gua como colageno, quitosana, alginato, amido, agarose, etc., foram utilizados como
matriz de suporte para imobilizacdo enzimatica. Apresentando algumas vantagens como
facil degradacédo, 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. Ademais apresentam alta resisténcia térmica
e mecénica através de reticulagdo com agentes bifuncionais. Enquanto os polimeros
sintéticos exibem variedades de formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser

combinadas para formar um suporte ideal (SIRISHA et al. 2016).

2.4.3.1 Quitosana
A quitosana é a forma desacetilada da quitina, o segundo polimero mais abundante
na natureza, depois da celulose. As carapacas de crustaceos séo residuos abundantes e

rejeitados pela industria pesqueira, que em muitos casos as consideram poluentes. Sua
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utilizacdo reduz o impacto ambiental causado pelo acimulo nos locais onde é gerado ou
estocado (MARTINS, 2007).

A quitosana é produzida a partir da quitina por hidrolise alcalina via processo
termoquimico, que promove a desacetilacdo da quitina, normalmente com NaOH (40-
50% m/m) a 110-115 °C. Os principais fatores que afetam o grau de desacetilacéo e,
consequentemente, as caracteristicas da quitosana obtida sdo temperatura e tempo de
reacao, concentracdo da solucédo do alcali, razéo quitina/alcali, tamanho das particulas da

quitina e presenca de agentes que evitam a despolimerizacdo (MENDES et al., 2011).

Como é apresentado na Figura 9, este biopolimero possui uma estrutura molecular
qguimicamente similar a da celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais.
Grupos hidroxilas (OH) estdo presentes na estrutura geral desses biopolimeros, mas a
principal diferenca entre eles é a presenca de grupos amino (NH.) na estrutura da
quitosana. Este biopolimero é solivel em meio acido diluido, formando um polimero
catibnico, com a protonacdo do grupo amino gerando o ion NHs, que confere
propriedades especiais (MARTINS, 2007).

CH,OH CH.0H CH.0OH
0 ) o
OH ) OH \(, S OH )
NH; NHCOCH; OH
— —n L —in - _n
a b C

Figura 9. Estrutura dos biopolimeros: quitosana (a), quitina (b) e celulose (c).
Fonte: (MENDES et al., 2011)

Entre as caracteristicas desejaveis da quitosana pode-se destacar: produto natural,
de baixo custo, renovavel e biodegradavel e de grande importancia econdmica e
ambiental, alta afinidade por proteinas, disponibilidade de grupos funcionais para reacao
direta com enzimas ou para modificacdo quimica, hidrofilicidade, biocompatibilidade,
resisténcia a degradacdo quimica, propriedades antimicrobianas e facilidade de

preparacdo em uma variedade de formas fisicas (DUARTE, 2016).

No intuito de aumentar a estabilidade quimica e fisica da quitosana e seus
derivados (complexos polieletroliticos e matrizes hibridas), tém sido empregadas

alternativas como a modificagdo quimica, também denominada de reticulacéo,
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empregando diferentes agentes de ativacdo. As reacdes envolvidas na reticulagdo por
agentes bifuncionais ocorrem entre 0s grupos amino e hidroxilas da quitosana. Estas
reacOes podem ser realizadas de maneira homogénea pela adi¢ao do agente bifuncional a
solucéo de quitosana, ou de maneira heterogénea com a adi¢ao do agente a quitosana nas
formas de membranas e esferas (MENDES et al., 2011).

A Figura 10 mostra uma representacdo esquematica da quitosana reticulada com
glutaraldeido (a), genipina (b) e epicloridrina (c). No caso especifico da quitosana, a
modificacdo de sua estrutura quimica é necessaria para a obtencdo de um suporte
quimicamente mais resistente ao meio acido e reducdo da sua capacidade de retencao de

agua.

Figura 10. Estrutura quimica de quitosana reticulada com glutaraldeido (a), genipina (b)
e epicloridrina (c).
Fonte: (MENDES et al., 2011)

A utilizacdo de quitosana em suas diferentes formas para imobilizacdo de enzimas
vem sendo muito estudada, sendo possivel encontrar na literatura diversos trabalhos

como:

Martino et al., (1995), obtiveram éxito em imobilizar B-glicosidase em quitosana
por adsorcdo com posterior formagdo de ligacdes cruzadas com glutaraldeido e por
ligagdo covalente alcangando atividades recuperadas de 55 a 85% e derivados com

estabilidade operacional.
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Cetinus et al., (2000), imobilizou a enzima Catalase® em filme de quitosana
ativado com glutaraldeido e obteve a 5°C um aumento de estabilidade térmica de apenas

1,4 vezes em relagdo a enzima em sua forma soluvel.

Adriano et al., (2003), obtiveram ganhos de estabilidade da Penicilina G Acilase
imobilizada em pellets de quitosana ativados com glutaraldeido de cerca de 5 vezes em
relacdo a enzima livre em ensaios realizados a uma temperatura de 50°C. Os rendimentos

de imobilizacdo chegaram a 82%.

Gu et al., (2005) imobilizaram celulase em géis de quitosana obtendo um ganho
na estabilidade térmica de 1,7 vezes em relacdo a enzima livre em ensaios realizados a
65 °C. Para a mesma enzima e condicdes de ensaio, Martins et al., (2006), obtiveram
valor para o fator de estabilidade térmica de 1,9 vezes. Portanto, quando utilizaram
hibridos de quitosana com copolimeros (quitosana — alginato), o valor obtido para o fator

de estabilidade térmica foi de 2,9 com rendimento de imobilizacao de 55,8%.

Aise Dinger et al., (2007), estudaram a imobilizagdo por adsorcéo de celulase em
quitosana modificada com alcool polivinilico obtendo um rendimento de imobilizacéo de

87% apresentando uma boa estabilidade operacional.

El-Ghaffar (2010), imobilizou celulase diretamente em quitosana, &cido
quitosana-I-glutdmico e acido quitosana-4-amino butirico por ligagdo covalente e cross-
linking. O imobilizado celulolitico apresentou melhor estabilidade e maior retencdo de

atividade em relacdo ao pH, temperatura e armazenamento do que a enzima livre.

Zang et al. (2014), desenvolveram suportes magnéticos de quitosana revestindo
quitosana na superficie de nanoparticulas de FezOs, a celulase imobilizada com a alta
sensibilidade magnética tornou-se de facil separacdo da mistura reacional. Em uma outra
tentativa conduzida por Sé&nchez-Ramirez et al. (2017), a enzima celulase foi
covalentemente estabilizada em nanoparticulas magnéticas revestidas de quitosana. Este
método melhorado foi mais simples do que os anteriormente estudados, resultando em

imobilizacéo e atividade superior.

Os exemplos citados sugerem que, apesar de estar sendo bastante explorada como
suportes para imobilizar enzimas, ainda ndo foram alcangados 100% de rendimento e néo

foram atingidos altos valores de estabilizagdo térmica. Apesar disso, € fundamental que
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se continue com a exploracdo deste material e o aperfeicoamento dos métodos de

imobilizagéo de enzimas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Enzimas
Foram utilizadas preparacOes de Celobiase de aspergillus niger adquiridas da
Sigma-Aldrich, coquetel enzimético Cellic CTec 3 e Celluclast fornecidas pela empresa

Novozymes A/S.

3.1.2 Suportes e ativadores

Foram utilizados como suporte para a imobilizacdo: quitosana com peso
molecular médio da Sigma Aldrich. O agente de ativacdo empregado foi glutaraldeido
25% (v/v) da Vetec.

3.1.3 Substratos

Foram utilizados como substratos para a dosagem da atividade hidrolitica do
coquetel enziméatico, Papel de filtro Whatman n°l, celobiose, avicel e
carboximetilcelulose (CMC). Para avaliar o desempenho de celulases imobilizadas foram
utilizados como substratos o bagaco de cana-de-acUcar previamente tratado por
organosolv, fornecido pela Embrapa Agroenergia e avicel microfibrilada, obtida

processando uma solucdo de 10% (m/v) de avicel em turrax, por 30 minutos a 15000 rpm.

3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Determinacdo da atividade enzimética FPase

Para a determinacdo da atividade celulolitica total das enzimas, utilizou-se a
metodologia de determinacdo de acUcares totais, por acido dinitrosalicilico (DNS), em
papel de filtro de acordo com o protocolo de GHOSE, 1987 e Xiao et al. 2004.

Em placa de PCR (96 pocos) foi adicionado 40 pl de tampéo citrato de sédio/acido
citrico 0,AM pH 5 e 20 pl do coquetel enzimético previamente diluido. Como substrato,
utilizou-se discos de papel de filtro Whatman n°l de 7 mm de didmetro
(aproximadamente 3,4 mg), feitos utilizando furador de papel (tipo material de escritorio),
tomando cuidado para que o papel fique totalmente submerso na solugdo. A placa foi
colocada em termociclador a 50°C por 60 minutos e depois a 4°C por 5 minutos, para

parada de reacdo. Apés o periodo de incubag&o, adicionou-se 120 ul de reagente DNS em
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cada poco e a placa foi levada, novamente, ao termociclador a 95°C por 10 minutos e
depois a 4°C por 5 minutos. Ao final do tempo, retirou-se uma aliquota de 36 ul de cada
um dos pogos e transferiu para placa de Elisa contendo 160 pl de agua deionizada. A
absorbéancia foi determinada a 540 nm em um espectrofotémetro;

Os ensaios podem, em alguns casos, conter aglUcares redutores intrinsecos ao
substrato ou a solucdo de enzima. Por esta razdo, necessariamente, foram incluidos os
controles:

(i)  branco da enzima: ensaio contendo a enzima, sem a adicao de substrato
ao poco. Adicionou-se 40 pul de tampao citrato de sodio/acido citrico 0,1M
pH 5 ¢ 20 pl de enzima diluida;

(i)  branco do substrato: ensaio contendo substrato, sem adi¢do de enzima ao

pogo. Adicionou-se 60 puL de tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M
pH 5 e um disco de 7 mm de papel de filtro.

Os valores de acucares redutores obtidos nos ensaios enziméaticos foram
corrigidos, subtraindo os valores apresentados pelos controles.

Preparo da curva padrdo: ao poco correspondente, adicionou 40 uL de tampao

citrato de sodio/acido citrico 0,1M pH 5 e 20 puL de cada uma das dilui¢cdes da curva
padrdo, presentes na Tabela 4. O mesmo procedimento citado acima foi adotado para
determinar as leituras das solucgdes padrdes de glicose.

Tabela 4. Diluigdes para a curva padrao de glicose.

Ponto  Padréo Glicose Solucédo Concentracdo  Quantidade glicose
10 mg/ml (uL) Tampao (pL) (mg/ml) no ensaio (Mg)
1 100 400 2,0 0,040
2 100 200 3,3 0,066
3 100 100 50 0,100
4 100 50 6,7 0,134

Para a determinacdo da atividade enzimética FPase, os resultados séo expressos
utilizando a concentragéo final de glicose. A solucdo de enzima é diluida em tampéo até
atingir 0,128 mg de glicose final, 4% de conversao do substrato (0 coquetel enzimatico
Cellic Ctec 3 foi diluido 350 vezes, enquanto a Celluclast foi diluida 150 vezes). Para
entdo ser realizados calculos de determinacdo de atividade de acordo com as equacdes (1)
e (2).
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mg
0,128(mg)/0,18016 (W)

0,02 ml de enzima * 60 minutos

= 0,5926 umol/ml min (D

0,5926
FPU = U/ml 2
Concentracao da enzima que libera 0,128 mg de agicar /m @

As solucdes usadas no experimento descrito foram feitas da seguinte forma:

Reagente DNS: Dissolveu-se 10,6 g de &cido dinitrosalicilico e 19,8 g de
hidréxido de so6dio em 1000 ml de &gua deionizada. Apds completa solubilizacéo,
adicionou-se 306 g de tartarato de sédio e potassio, 8,3 g de metabissulfito de sodio e
423,6 ml de agua deionizada. A solucdo foi mantida sob agitacdo até completa

solubilizacdo e armazenada em frasco &mbar ou vidro envolvido em papel aluminio.

Tampéo Citrato de s6dio/Acido Citrico: preparou-se solucdes 0,1M de citrato de
sodio e 0,1M de &cido citrico e ajustou o pH da solucéo de citrato de sddio com a solugédo

de &cido citrico até pH 5. A solucéo foi armazenada em geladeira.
- Influéncia do pH

A atividade da celulase livre foi estudada utilizando-se a reacdo de hidrélise do
papel de filtro Whatman n°® 1 na faixa de pH entre 3,0 a 10,0. Foi empregada a
metodologia descrita anteriormente variando o pH (3, 5, 7, 8, 10) do tampdo citrato de

sodio/acido citrico na temperatura de 28°C.

3.2.2 Determinacio da atividade enzimatica p-glicosidase

Para a determinacdo da atividade de B-glicosidase das enzimas, utilizou-se o
protocolo miniaturizado reduzindo em dez vezes os volumes empregados no método
classico proposto pela International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC
(GHOSE, 1987).

Em placa de PCR (96 pocos) foi adicionado 100 pl de solucdo de celobiose 15
mM e 100 pl do coquetel enzimético previamente diluido. A placa foi vedada e levada ao
termociclador a 50°C por 30 minutos e depois a 95°C por 10 minutos. Apos o periodo de
incubagdo, retirou-se uma aliquota de 2,5 pul de cada um dos pogos e transferiu para placa
de Elisa contendo 250 ul do reagente enzimético do kit GOD-POD (Glicose oxidase —
Bioclin). A placa foi incuba a 37°C por 10 minutos. A absorbancia foi determinada a 505

nm em um espectrofotdmetro;
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Os ensaios podem, em alguns casos, conter agucares redutores intrinsecos ao
substrato ou a solucdo de enzima. Por esta razdo, necessariamente, foram incluidos os
controles:

(i)  branco da enzima: ensaio contendo a enzima, sem a adicdo de substrato
ao poco. Adicionou-se 100 ul de tampao citrato de sddio/acido citrico
0,1M pH 5 e 100 pl de enzima diluida;

(i) branco do substrato: ensaio contendo substrato, sem adi¢do de enzima ao

poco. Adicionou-se 100 uL de tampdo citrato de sddio/acido citrico 0,1
M pH 5 e 100 pL de solugdo de celobiose 15 mM.

Os valores de acucar redutor obtidos nos ensaios enzimaticos foram corrigidos,

subtraindo os valores apresentados pelos controles.

Preparo da curva padrdo: ao pogo correspondente, adicionou 100 uL de tampao

citrato de sddio/acido citrico 0,AM pH 5 e 100 uL de cada uma das dilui¢des da curva
padrdo, presentes na Tabela 5. O mesmo procedimento citado acima foi adotado para
determinar as leituras das solucgdes padrdes de glicose.

Tabela 5. Diluigdes para a curva padrao de glicose.

Ponto  Padréo Glicose Solucéo Concentracdo  Quantidade glicose
5mg/ml (pL)  Tampio (pL) (mg/ml) no ensaio (mg)
1 100 900 0,5 0,050
2 100 400 1,0 0,100
3 100 200 1,65 0,165
4 100 150 2,5 0,250

Para a determinacdo da atividade enzimatica de B-glicosidase, os resultados sdo
expressos utilizando a concentracdo final de glicose. A solugdo de enzima é diluida em
tampdo até atingir 0,100 mg de glicose final (o0 coquetel enzimatico Cellic Ctec 3 foi
diluido 70000 vezes, enquanto a Cellobiase de aspergillus niger, foi diluida 7000 vezes).
Para entdo ser realizados calculos de determinacdo de atividade de acordo com as
equacoes (3) e (4).

0,0926

CB =
Concentragao da enzima que libera 0,1 mg de glicose

(3)

Em que,
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0 0026 |l i = (0,05/0,18016) (umol de celobiose convertida) 4
) umol/mi min = 0,1 ml de enzima * 30 minutos ( )

As solugdes usadas no experimento descrito foram feitas da seguinte forma:

Padrdo de celobiose 15 mM: Em um béquer, pesou-se 0,2566 g de celobiose
(padréo) e avolumou para 50 mL, com tampéo citrato de sodio/ &cido citrico 0,1 M pH 5,

em baldo volumétrico. Esta solucdo ndo deve ser armazenada para uso posterior.

Tamp?o Citrato de s6dio/Acido Citrico: preparou-se solucdes 0,1M de citrato de
sodio e 0,1M de &cido citrico e ajustou o pH da solucéo de citrato de sédio com a solugédo

de &cido citrico até pH 5. A solucéo foi armazenada em geladeira.

3.2.3 Determinacdo dos teores de celulose, hemicelulose e lignina

Para verificar a eficiéncia da hidrolise do material, foram determinados os teores
de celulose, hemicelulose e lignina, presente no bagaco de cana-de-aglcar previamente
tratado por organosolv, fornecido pela Embrapa Agroenergia. As andlises foram
realizadas de acordo com a metodologia proposta por NREL, Determination of Structural

Carbohydrates and Lignin in Biomass, 2012.

A metodologia consiste em fazer hidrdlise &cida do bagaco pré-tratado, dessa
forma, em tubos para autoclavagem foi adicionado 0,3 g da biomassa e 3 ml de acido
sulfurico 72% e incubado a 30°C por 60 minutos. Com o auxilio de um bastdo de vidro,
homogeneizou-se as amostras a cada 10 minutos sem retirar do banho. Ao final do
periodo, foi adicionado 84 ml de 4gua Milli-Q, agitando para completa homogeneizacéo,

levando os tubos para autoclave por 60 minutos a 121°C.

Apos autoclavagem, filtrou-se com auxilio de bomba a vacuo e foi armazenado
amostra do licor para analise em espectrofotdmetro, no comprimento de onda 240 nm, e
HPLC. Os solidos presentes foram transferidos quantitativamente para cadinhos e foram
levados a estufa em 105°C por 16 horas e posteriormente a mufla para analise de lignina

insoluvel e cinzas.
- Determinacéo de Lignina.

Para o calculo de lignina soluvel utilizou-se a equacéo (5)

Abs « Volume * Diluicao
%Ligsol{wel — amostra total ¢ x 100 (5)
& * Massaamostra

Em que:
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Volume + Volume
Diluigéo — amostra total (6)
VOlumeamostra

Volume total = 0,087 L
e=25L/g.cm

O teor de lignina insoldvel com base no material livre de extrativos foi
determinado segundo a formula abaixo (7):

(Massacadinho estufa — Massacadinho mufla)
Massaamostra

%Liginsoraver = x 100 (7)

- Determinagéo de Carboidratos estruturais

A quantificacdio dos carboidratos, acidos organicos, furfural e
Hidroximetilfurfural (HMF) na fracdo liquida foi realizada empregando HPLC nas
seguintes condi¢oes:

Coluna: Aminex HPX-87H com pré-coluna.

Detector: RID

Volume de injecdo: 10 pL

Fase movel: 5 mM de acido sulfarico

Fluxo: 0.6 mL/minuto

Temperatura da coluna: 45°C

Temperatura do detector: 45°C

Tempo de corrida: 60 minutos

Ao determinar os carboidratos, também é possivel calcular os teores de celulose
(equacdo 8), hemicelulose (equacdo 9) utilizando os seguintes fatores de conversao
(GOUVEIA, 2009):

%Celulose = (0,9 * %glicose + 0,95 * %celobiose + 1,2 x %HMF + 3,09 * %acidof6rmico) (8)

%Hemicel = (0,88 * %xilose + 0,88 * %arabinose + 0,72 * %acidoacético + 1,37 * %furfural) (9)

3.2.4 Imobilizagdo por entrecruzamento em Isopropanol e Glutaraldeido

Para a imobilizacdo do coquetel enzimético, utilizou Cellic Ctec 3 concentrada.
Para o preparo dos derivados imobilizados, em banho de gelo e sob agitacdo magnética, 20
ml da enzima foram adicionadas em 30 ml de tampdo citrato de s6dio/acido citrico 0,1 M
em pH 5. Apds homogeneizagdo, foram adicionados, lentamente, 40 ml de isopropanol,

assim que a solucdo se tornou turva, adicionou-se 3,0 ml de glutaraldeido e a suspenséao
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foi mantida sob agitacdo por 10 minutos. A figura 11 exemplifica o esquema da

imobilizacéo.

Ap0s a reacdo, a enzima imobilizada foi centrifugada a 10000 rpm durante 5
minutos, retirou-se o sobrenadante para posterior andlise. Depois da retirada do
sobrenadante, adicionou-se agua, homogeneizou a solucéo e repetiu a centrifugacéo. O
processo de lavagem do imobilizado foi repetido mais uma vez, com solucdo de
aminoacidos em pH 8, e finalmente uma lavagem com tampéo citrato de sodio/acido

citrico 0,1 M pH 5. De modo a lavar glutaraldeido que nao reagiu.
As solucdes usadas no experimento descrito foram feitas da seguinte forma:

Solucdo de aminoécidos: pesou-se em um béquer 1,0 g de cisteina e 1,0 g de
glicina, avolumou para 100 ml como &gua deionizada e ajustou pH para 8,0 com trisbase.

@ ; ol = s — Legenda-
B @’ S B N &"\ e’ A & A * Endoglicanase
@ @ Isoproparicl. P\ @ Glutaraldeido T %\ = '
4 ¢ Precipitacéo @’\ " @  CcrossLinking I@;%ﬁ \\@;, {_ ' Exoglicanase
@ . @ <€ @ 4 @; B-glicosidade

Enzimas Livres Enzimas Agregadas Imobilizado Enzimatico

Figura 11. Esquema da imobilizag&o por entrecruzameto.

\\

3.2.5 Imobilizag&o por ligacéo covalente em Quitosana e Glutaraldeido

O suporte foi preparado a partir de 1% (m/v) de quitosana em po solubilizada em
acido acético 2% (v/v) e homogeneizada por 40 minutos em agitador magnético sob
temperatura de 50°C. Ao final da dissolucdo, adicionou-se 20 mL de solucdo de KOH 10
mM, como agente coagulante para a formacéo do gel de quitosana, mantendo a agitacdo

por mais 20 minutos.

A ativacdo deste suporte foi realizada adicionando glutaraldeido 1% (v/v) sob a
solucéo de quitosana coagulada com KOH. Decorrido o tempo de 20 minutos, o suporte
foi filtrado a vacuo e lavado exaustivamente com agua deionizada. (BUDRIENE et al.,
2005).

Ao suporte ativado, foi adicionada, na proporcao de 1:10, uma solucéode Cellic
Ctec 3, preparada em tampdao citrato de sddio/acido citrico 0,1M, pH 7. A mistura foi

mantida sob agitacdo durante 2 horas.



31

Ao final da reacdo, o derivado imobilizado foi lavado com solugdo tampao citrato
de sddio/acido citrico 0,1M e pH 5. A figura 12 apresenta o esquema de imobilizagdo em

quitosana ativada com glutaraldeido.
As solugdes usadas no experimento descrito foram feitas da seguinte forma:

Solucdo de KOH: pesou-se 0,66 g de KOH com 85% de pureza e avolumou-se

para 20 ml de 4gua deionizada.

Tampéo Citrato de sodio/Acido Citrico: preparou-se solucdes 0,1M de citrato de
sodio e 0,1M de &cido citrico e ajustou o pH da solucéo de citrato de sédio com a solugédo

de &cido citrico até pH 7. A solucdo foi armazenada em geladeira.
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Figura 12. Esquema de imobilizagdo por ligacdo covalente em quitosana ativada com
glutaraldeido.

3.2.6 Imobilizagdo sequencial de p-glicosidase e celulases.

Para a formagdo de nucleos de B-glicosidase foi utilizada Celobiase de aspergillus
niger, que ao decorrer do experimento se mostrou resistente a precipitacdo, dessa forma,
para a formacao dos agregados foi adicionada uma pequena quantidade de Cellic Ctec 3.
Assim, 0,5 ml de B-glicosidase e 0,1 ml de Cellic Ctec 3 foram mantidas sob agitacdo em
0,9 ml de tampado citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5, adicionou-se aos poucos 1,2
ml de isopropanol, assim que a solugdo se tornou turva, adicionou 0,09 ml de

glutaraldeido.
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Posteriormente, a solucdo foi centrifugada, para separar os agregados formados,
em seguida foram adicionados 5 ml de tampao citrato de sodio/&cido citrico 0,1M pH 8 e
2,5 ml de Celluclast, deixando sob agitacéo por 2 horas. Ao final da reagéo, o derivado
imobilizado foi lavado com uma solucao tampéo citrato de sodio/acido citrico 0,1M e pH

5. O esquema da formacéo dos agregados de B-glicosidase € representado na figura 13.
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Endoglicanase
Exoglicanase
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Nucleo de B-glicosidade Enzimas Livres Imobilizado El;zimﬁtico

Figura 13.Esquema da imobilizacdo sequencial de B-glicosidase e celulases.

3.2.7 Ajuste de parametros operacionais para imobilizacéo

A massa de quitosana utilizada para o preparo do suporte, a carga enzimatica, o
tempo e pH de imobilizacdo séo parametros importantes na otimizagdo da metodologia
de imobilizacdo para um melhor custo beneficio e possivel aplicacdo industrial. Dessa
forma, a imobilizacéo de celulase foi realizada seguindo a metodologia descrita na seccéo
3.2.5, variando a quantidade de quitosana utilizada para o preparo do suporte (0,5% a
2%), 0 pH (7 a 10), tempo de imobiliza¢do (10 minutos a 120 minutos) e carga enzimatica
(40,2 a 1340 mg de proteina/g de suporte).

Para avaliar o efeito da concentracao de quitosana no suporte (gel) sobre a eficacia
de imobilizacdo de celulases, foram preparados géis com diferentes concentracdes de
quitosana e os mesmos foram aplicados para a imobilizagcdo de celulases fixando-se as
demais condig¢Oes de imobilizacdo, por exemplo, pH 9,0 e o tempo de reagdo de 60

minutos.

Para avaliar o efeito do pH sobre a eficacia de imobilizacéo, foi utilizado gel de

quitosana (0,5% de quitosana em pd), tempo de reacdo variando de 10 a 120 minutos e
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pH do meio reacional variando de 7 a 10. A solugdo tampéo usada no experimento para

os diferentes pHs, foi tampdo tetraborato de sddio/acido bérico 0,1 M.

O estudo da carga enzimatica foi realizado, variando-se a carga enzimatica de 40,2
a 1340 mg de proteina/g de suporte, a pH 9, tempo de reacdo 30 minutos em suporte com
0,5% de quitosana.

3.2.8 Rendimento de imobilizacéo

Para determinar o rendimento de imobilizacdo da enzima, durante os ajustes dos
parametros da melhor estratégia de imobilizag&o escolhida, analisou-se o teor de proteina
no sobrenadante da solugdo de imobilizacéo antes e ap0s o contato com o suporte ativado.

A quantificacdo de proteinas foi realizada utilizando acido bicinconinico — BCA,
de acordo com o manual do kit da Thermo Scientific - Pierce® BCA Protein Assay Kit,
utilizando albumina de soro bovino como padréo.

O rendimento de imobilizacéo é dado pela equacdo (10).

Proteinapiciqi — Proteinaging

Rendimento de imobilizacdo = x 100 (10)

Proteina;nicial

3.2.9 Hidrolise Enzimética e Reuso

Para o estudo das diferentes estratégias de imobilizacéo, a hidrolise enzimatica de
bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado foi realizada em tampao citrato de sodio/acido
citrico 0,1M, pH 5,0, com concentracdo de solidos de 2,5% (m/v), em um volume final
de reacdo de 50 ml. Os ensaios foram conduzidos, em triplicata, em reator encamisado e
com agitagdo magnética a 50°C por 48 horas, como representado na figura 14. Ao final
das 48 horas, as amostras foram centrifugadas e aliquotas do sobrenadante foram
retiradas, para a quantificacdo da concentracdo de acucares redutores totais, usando o
método colorimétrico DNS, descrito por MILLER (1959).

Para o estudo do desempenho da celulase imobilizada em diferentes condicdes
operacionais, a hidrdlise enzimatica foi realizada em eppendorfs de 5 ml, em meio
contendo tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1M, pH 5,0, com concentracédo de 2,5%
(m/v) de bagago de cana-de-agucar pré-tratado como visto na figura 15. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata utilizando uma incubadora rotativa com agitacéo de 200 rpm, a
50°C por 48 horas. A concentragdo de catalisador no meio reacional era de 1 % m/v. Para
verificar a possibilidade de reuso da celulase imobilizada, ao final de cada ensaio de hidrolise,

0 meio reacional foi centrifugado, a 10000 rpm por 5 minutos, para a recupera¢édo do solido



34

(biomassa ndo hidrolisada + celulase imobilizada) e este foi aplicado como catalisador em

novo processo de hidrdlise, nas mesmas condigdes do primeiro ciclo de hidrolise.

Figura 15. Tubos de hidrdlise utilizados na hidrélise da biomassa durante o ajuste dos parametros

Para o estudo do reuso do imobilizado em suas condi¢des otimizadas, a hidrélise
enzimatica seguiu a mesma metodologia descrita anteriormente, com o diferencial de ser
realizada em reatores encamisados com um volume final de 50 ml (os mesmos da figura
14) e uma massa de catalisador utilizada de era de 0,75 % m/v. A hidrélise foi realizada

tanto em bagaco de cana-de-agUcar pré-tratada quanto em Avicel microfibrilada.

A glicose liberada nos ensaios de hidroélise foi determinada usando cromatografia
liquida de alta pressdo (HPLC), equipada com coluna Aminex HPX-87H, um detector
de indice de refracdo (RID). A fase mével foi HoSO4 5 mM a uma taxa de fluxo de 0,6
mL/min. O forno da coluna foi mantido a 45°C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacéo da atividade celulolitica

Para a caracterizagdo das enzimas livres foram determinadas a atividade
enzimatica Fpase (FPU/mL) e atividade de B-glicosidase (CBU/mL), com a finalidade de
saber 0 quanto de atividade foi oferecido no preparo dos biocatalisadores. Com o auxilio
das equacoes (1), (2) e (3), citadas no item 3.2, obteve-se os valores de atividades que
estéo dispostos na tabela 6.

Tabela 6. Valores das atividades enzimaticas FPase e B-glicosidase.

Enzima FPase (FPU/mL) B-glicosidase (CBU/mL)
Cellic Ctec 3 220+ 34 6482 + 125,7
Celluclast 60 +2,2 15+1,3

Celobiase de aspergillus
) - 581 +3,8
niger.

Observa-se que o valor da atividade de Fpase foi maior para Cellic Ctec 3, sendo
3,6 vezes maior que a Celluclast, de igual forma, para o caso da atividade de B-glicosidase,
a contida no complexo Cellic Ctec 3 apresenta um valor aproximadamente 11 vezes maior

que aquela obtida da Celobiase de aspergillus niger.

4.1.1 Influéncia do pH na atividade enzimatica e estabilidade
A maioria das enzimas apresentam um valor de pH étimo, no qual sua atividade é
maxima. Valores acima ou abaixo do 6timo fazem com que a atividade seja reduzida. O
pH do meio determina as cargas de residuos de aminoacidos que constituem enzimas e a
alteracdo dessas cargas pode induzir alteragdes conformacionais nas moléculas do
biocatalisador. A estabilidade da atividade enzimatica com o pH, para qualquer enzima,
depende do comportamento acido-basico do meio, natureza do substrato, ponto

isoelétrico, estado de pureza da enzima e forga idnica (Gama, 2003).

Segundo informagdes do fabricante o pH 6timo para Cellic Ctec 3 é pH 5, como
pode ser visto na figura 16. Contudo, algumas imobiliza¢Ges se ddo de forma melhorada
em pHs basicos. Dessa forma, estudos da estabilidade da Cellic Ctec 3 em diferentes pHs
foram realizados sendo pH 3, pH 5, pH 7, pH 8 e pH 10 a temperatura de 28°C, para

analise de perda de atividade com o decorrer do tempo.
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Figura 16. Atividade em FPU do coquetel enzimatico em diferentes pHs (3, 5, 7, 8 € 10 unidades)
e tempos de incubag&o (5 minutos, 30 e 54 horas).

A figura 17 mostra a estabilidade do coquetel enzimatico frente ao pH, e

representa a atividade relativa de FPase em fungéo do tempo de incubacdo.

pH3 —@=—pH5 pH 7 pH8 ==¥=pH 10

__ 105
s\‘l
= 100
=
B 95
o
e 90
a
< 85
o
> 80
K

75

0 10 20 30 40 50 60
TEMPO (H)

Figura 17 Estabilidade enzimatica a 28°C para diferentes pHs de incubagcéo.

Apesar de algumas celulases presentes nos complexos enzimaticos comerciais
apresentarem baixa estabilidade abaixo de pH 4,0 e acima de pH 7,0 a presenca de varios
tipos de aditivos em elevadas concentracfes na formulacdo deste coquetel faz com que
estas enzimas suportem melhor condigOes extremas de pH, por exemplo valores de pH
acima de 9. Nas condicOes avaliadas nesse estudo (28 °C e pH de 3 a 10), a perda de
atividade FPase foi inferior a 20% ap6s um periodo de incubacdo de 48 horas, tempo

muito superior ao necessario para imobilizagéo.

Com estes resultados, estudos de imobilizagdo em pHs alcalinos podem ser
realizados, visto que a perda de atividade se apresenta baixa frente a melhor eficiéncia de
imobilizacdo, que pode ser obtida nessa condicéo de pH.
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4.2 Analise dos teores de acUcares estruturais e lignina.
Bagaco de cana-de-acucar pré-tratado por processo organosolv (BCO) foi
utilizado como biomassa modelo neste estudo para avaliar o desempenho de celulases

imobilizadas na hidrélise de celulose.

O bagaco utilizado apresentou uma umidade de aproximadamente 4,6% e o0s
resultados obtidos da caracterizacdo encontram-se na tabela 7, para resultados com base

de calculo em massa seca.

Tabela 7. Caracterizagdo do bagaco de cana-de-aglcar em porcentagem de matéria seca.

Componentes Fracdo (% m/m)
Celulose 70,3+0,9

Hemicelulose 12,3+0,1

Lignina Total 7,1+0,1
Cinzas 2,7+0,1

Para o estudo do desempenho da celulase imobilizada em diferentes condigdes
operacionais, um novo lote de bagaco pré-tratado precisou ser feito e por mais que foi
utilizado o mesmo pré-tratamento este apresentou uma variagdo em sua composicao,
como pode ser visto na tabela 8. A nova biomassa apresentou uma umidade de 3,2% e 0s
resultados apresentado na tabela encontram-se em base de calculo em massa seca. Para
diferenciar os materiais ao longo da discussdo dos resultados, o material descrito na
Tabela 7 foi denominado (BCO1) e o descrito na Tabela 8 (BCO2).

Tabela 8. Caracteriza¢do do novo bagago de cana-de-agucar em porcentagem de matéria

seca.
Componentes Fracéo (% m/m)
Celulose 59,6 +1,6
Hemicelulose 16,3+ 0,5
Lignina Total 18,6 + 0,2
Cinzas 22205

4.3 Desempenho de Cellic CTec 3 imobilizada por entrecruzamento na
hidrolise da biomassa.

Com o processo de imobilizacdo por entrecruzamento foi possivel obter um derivado

imobilizado do complexo celulolitico Cellic CTec 3, como pode ser visto na figura 18.
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O derivado imobilizado de Cellic CTec 3 teve seu desempenho como biocatalisador
avaliado na hidrdlise de bagaco de cana-de-agucar pré-tratado por processo organosolv. Para
fins comparativos, a biomassa também foi hidrolisada empregando a enzima em sua forma

soltvel, empregada na quantidade de atividade total de 15 FPU/g de biomassa.

Figura 18. Imobilizado enzimatico em suspenséo.

De acordo com a metodologia da hidrolise, a massa imida de biomassa utilizada
em cada ensaio é de 1,25 g em 50 mL de liquido, o que segundo a Tabela 7, caso toda a
celulose disponivel seja consumida, fornecera 18,6 g/L de glicose. Quando a celulose é
hidrolisada a glicose, ocorre a incorporacdo de uma molécula de &gua em cada uma das
ligacGes glicosidicas presentes no polissacarideo. A incorporagdo da molécula de agua
representa 0 aumento de 18 g/mol em cada molécula de anidroglicose presente no
polissacarideo. Assim, quando a celulose € hidrolisada a glicose, a massa glicose obtida
é 10% maior do que a de celulose originalmente presente na biomassa. Sendo importante

levar em consideracdo esse fato durante o calculo de conversédo.

Dessa forma, observa-se que a enzima em sua forma livre, em 24 horas, consegue
consumir quase a totalidade da celulose presente na biomassa (BCOL1), gerando em média
18 g/L de glicose.

Quando se trata da forma imobilizada do extrato enzimatico, apos 48 horas apresenta
hidrolisados com concentracdo de cerca de 11,80 g/L de agUcares redutores, o que

corresponde a uma conversédo de 63,40 % da celulose disponivel no meio reacional.

Para verificar a possibilidade de reuso do derivado imobilizado, ao final da primeira
hidrolise, o meio reacional foi centrifugado para a recuperacédo do solido e este aplicado como
biocatalisador em novo processo de hidrdlise, nas mesmas condi¢bes do primeiro uso.
Considerando esse um novo ciclo de hidrolise, para efeitos de calculo considerou-se apenas

a massa de substrato adicionada novamente ao reator. Dessa forma, apds 48 horas de reacéo,
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foi possivel obter um hidrolisado com 9,82 g/L de agUcares redutores, rendimento cerca de
17% menor que o resultante do primeiro uso do derivado imobilizado, mas que mesmo com

essa queda de rendimento, houve a conversao de 52,76 % da biomassa presente no reator.

A diminuigdo do rendimento de hidrélise pode ter sido resultante de varios fatores,
como por exemplo: (i) cisalhamento das particulas do biocatalisador pelo atrito com as fibras
de celulose; (ii) inativacdo da enzima apds maior tempo de aplicacdo; (iii) dificuldade de
acesso do sitio catalitico ao substrato, devido ao carregamento de teor de sélido nao

hidrolisado da reagéo anterior; ou uma combinacao destes efeitos.

Na literatura encontra-se trabalhos que utilizaram imobilizacdo por cross-linking
e obtiveram bons resultados, como Periyasamy et al., 2016 que realizou uma co-
imobilizacéo por cross-linking de xilanase, celulases e -1,3-glicanases para a hidrolise
de bagaco de cana-de-acucar, pré-tratado por cozimento em aménia, com carga de 3% de
solidos que resultou em hidrolise maxima de cerca de 83,5% do bagaco em 48 h e foi

reutilizado 9 vezes mantendo 50% da atividade inicial.

4.4 Desempenho do imobilizado em quitosana ativada com

glutaraldeido na sacarificacdo da biomassa.
A estratégia de imobilizacdo adotada aqui consiste na reacdo de grupos aminos
presentes na superficie da quitosana e na superficie da enzima com grupos carbonilas do

glutaraldeido, como representado na figura 12.

O glutaraldeido reage reversivelmente com grupos amino em uma ampla faixa de
pH (>pH 3,0), exceto entre pH 7,0 e 9,0, onde apenas uma pequena reversibilidade é
observada (MIGNEAULT, 2004). Por esse motivo a imobilizacdo se deu em pH 7,0,
entretanto, as celulases de muitos complexos enzimaticos comerciais sofrem rapida
inativacdo em valores de pH acima de 7,0. Para analisar a inativagdo do coquetel
enzimatico o estudo do tépico 4.1.1 foi realizado.

O processo de imobilizacdo empregado foi eficaz, sendo possivel obter um derivado

imobilizado do complexo celulolitico Cellic CTec3, como pode ser visto na figura 19.
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Figura 19. Coquetel enzimético imobilizado em quitosana ativada com glutaraldeido.

O derivado imobilizado de Cellic CTec 3 teve seu desempenho como biocatalisador
avaliado na hidrolise de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado por processo organosolv
(BCO1). Foram obtidos hidrolisados com concentracdo média de 9,78 g/L de glicose, 0 que

corresponde a uma conversdo de 52,55 % da celulose disponivel no meio reacional.

Assim como para o biocatalisador obtido por entrecruzamento, para verificar a
possibilidade de reuso do derivado imobilizado em quitosana, ao final da primeira hidrélise,
0 meio reacional foi centrifugado para a recuperacdo do solido e este aplicado como
biocatalisador em novo processo de hidrélise, nas mesmas condi¢cdes do primeiro uso.
Considerando esse um novo ciclo de hidrolise, para efeitos de célculo considerou-se apenas
a massa de substrato adicionada novamente ao reator. Dessa forma, apds 48 horas de reacéo,
foi possivel obter um hidrolisado com 5,45 g/L de glicose, rendimento cerca de 44% menor
que o resultante do primeiro uso do derivado imobilizado, com essa queda de rendimento

houve a conversdo de apenas 29,28 % da biomassa presente no reator.

A diminuigdo do rendimento de hidrolise pode ter sido resultante de varios fatores,
como por exemplo: (i) cisalhamento das particulas do biocatalisador pelo atrito com as fibras
de celulose; (ii) inativacdo da enzima ap6s maior tempo de aplicacéo; (iii) dificuldade de
acesso do sitio catalitico ao substrato, devido ao carregamento de teor de s6lido nao

hidrolisado da reagdo anterior; ou uma combinacao destes efeitos.

4.5 Estudo da imobilizacdo sequencial de p-glicosidases (nucleo) e
celulases (periferia)

Esta metodologia de imobilizagdo foi estudada com o intuito de reduzir as

desvantagens apresentada por imobilizacdo por entrecruzamento, como descrito na se¢ao

2.4.1, dessa forma se controla a ordem de ligacdo das enzimas, fazendo com que as f-

glicosidases figuem no nucleo, enquanto as demais em torno do agregado.
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Para isso, as enzimas presentes em uma mistura dos extratos enzimaticos Celobiase
de aspergillus niger adquiridas da Sigma-Aldrich e coquetel enzimético Cellic CTec 3 da
Novozymes foram precipitadas pela adicao de isopropanol e interligadas (cross-linking) com
a adicdo de glutaraldeido como agente de entrecruzamento, e entdo as enzimas presentes em

Celluclast foram ligadas aos ndcleos formados, de acordo com o esquema da figura 13.

Na figura 20 € possivel notar que o processo de imobilizagdo empregado gerou um
derivado imobilizado. Contudo no decorrer do preparo, notou-se que os nucleos formados
apenas pela celobiase de aspergillus niger eram pouco resistentes e se desmanchavam na
etapa de lavagem. Para aumentar a estabilidade dos nucleos, adicionou-se entdo uma pequena

quantidade do coquetel enzimatico Cellic Ctec 3.

Figura 20. Nucleos de B-glicosidase, cobertos com endo e exo-glicanases.

Assim como os demais derivados imobilizados, este teve seu desempenho como
biocatalisador avaliado na hidrolise de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado por processo
organosolv (BCOL1). Foram obtidos hidrolisados com concentracdo média de 1,25 g/L de
glicose, o que corresponde a uma conversdo de 6,71 % da celulose disponivel no meio

reacional. Devido a baixa converséo ndo foi estudado a possibilidade de reuso do imobilizado.

Ao final das 48 h de hidrolise, observou-se que parte da biomassa presente no reator
havia sido liquefeita, assim como nos outros imobilizados, contudo esta ndo foi totalmente
degradada. A vista disso, o baixo rendimento de hidrélise pode ter sido resultante de varios
fatores, como por exemplo: (i) inativacdo da B-glicosidase durante a formacéo dos ndcleos; (ii)
inativacdo das endo e exoglicanases ao se ligarem aos nucléos; (iii) dificuldade de acesso do

substrato (celobiose) ao sitio catalitico; ou uma combinag&o destes fatores.
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4.6 Selecdo da melhor estratégia de imobilizacao

Para atingir elevados rendimentos de hidrolise da celulose € necessario, tanto para
enzimas solUveis quanto para enzimas imobilizadas, que todos os tipos de enzima
(endoglicanases, betaglicosidases e exoglicanases, principalmente) estejam presentes
durante a hidrolise, visto que a auséncia de uma dessas enzimas impede a conversao
completa de celulose a glicose (KOSTYLEV et al., 2012). Desse modo, o método
escolhido para a imobilizacdo de celulases ndo pode ser seletivo, deve permitir a

imobilizacéo de todos os tipos de enzimas presentes no coquetel.

Em geral, as celulases imobilizadas por entrecruzamento, ou por ligacdo covalente
em quitosana ativada com glutaraldeido mostram potencial na sacarificacdo da biomassa
e para reuso, conferindo-lhes vantagem em relacdo a forma solGvel das enzimas.
Considerando a quantidade de enzima usada na preparacao dos imobilizados, conclui-se
que o biocatalisador obtido pela imobilizacdo de celulases em quitosana é mais eficaz, ou
seja, libera mais glicose para uma mesma massa de enzimas (sem considerar a massa do

suporte).

A Tabela 9, apresenta a quantidade de enzima usada em cada metodologia e um
resumo dos resultados obtidos nas hidrolises realizadas para cada biocatalisador produzido.

Tabela 9. Resumo dos resultados das hidrélises para cada biocatalisador.

Quant. de Hidrolise Reuso
Estratégia de enzima no
imobilizacéo preparo do

Conversdo Concentragdo Conversdo Concentragdo
(%) de ART (g/L) (%) de ART (g/L)

imobilizado
Entrecruzamento 20 mL 63,4 11,8 52,8 9,8
Ligacéo
covalente em 25 mL 52,6 9,8 29,3 55
quitosana
Imobilizacéo
sequencial de B- 0,6 mL + i i
glicosidase e 2,5mL 6,71 1,25
celulase

Assim sendo, pelos resultados apresentados, por se tratar de um suporte de facil
obtengdo e o processo de imobilizagcdo ser simples, o derivado de imobilizado em
quitosana ativada com glutaraldeido, foi escolhido para o estudo do aprimoramento dos

parametros de imobilizag&o.
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4.7 Ajuste de parametros operacionais para imobilizacao

A quantidade de enzimas ativas ligadas a superficie do suporte apds a
imobilizacdo depende das condi¢cdes operacionais desse processo (POON et al., 2014;
BARBOSA et al., 2014). Condi¢cdes como a massa de quitosana e a concentracdo de
glutaraldeido utilizados para o preparo do suporte, a carga enzimética, o tempo e pH de
imobilizagdo séo fatores importantes no desenvolvimento de metodologia para um

imobilizado mais ativo e com melhor desempenho no processo de hidrolise.

A quantidade de glutaraldeido desempenha um papel importante na recuperagdo
total da atividade. Esse agente de ativagdo pode reagir com diferentes grupos funcionais
de proteinas e liga-los covalentemente aos grupos amino na superficie do suporte de
imobilizacdo (MENDES et al., 2011).

Segundo (QI et al., 2018) melhores atividades dos imobilizados sdo obtidas
quando se utiliza 1% (v/v) de glutaraldeido, enquanto valores menores causa uma menor
disponibilidade de glutaraldeido para a ligacdo covalente e valores maiores que este
diminui significativamente a atividade. O efeito negativo da sobredosagem do
glutaraldeido pode ser atribuido ao fato de o glutaraldeido causar a desnaturacdo de
proteinas devido a mudancas conformacionais. Além disso o0 excesso de liga¢bes cruzadas
entre as moléculas de enzima resulta no aumento da rigidez da enzima afetando
negativamente a sua atividade catalitica. Devido a estes fatos, a concentracdo de
glutaraldeido foi mantida em 1% (v/v) em todos os experimentos.

CondicGes brandas de temperatura e agitacdo também foram utilizadas neste
estudo a fim de evitar perda de atividade enzimatica, enquanto os demais parametros de
imobilizagdo foram avaliados visando aumentar o rendimento de imobilizagcdo e o

desempenho das enzimas imobilizadas na hidrolise de biomassa pré-tratada.

4.7.1 Ajuste da concentracédo de quitosana
Uma variavel significativa para a imobilizacéo eficaz de celulases é o tamanho da
particula do suporte. Para avaliar esse efeito, foi estudado a concentracdo de quitosana no
suporte (gel) sobre a eficacia de imobilizacdo de celulases, foram preparados géis com
diferentes concentracdes de quitosana (0,5 % a 2% de pd de quitosana) e 0S mesmos
foram aplicados para a imobilizagcéo de celulases fixando-se as demais condigcOes de
imobilizacdo, por exemplo, pH 9,0 e o tempo de reagdo de 60 minutos e carga de enzima

de 134 mg de proteina/g de suporte.
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As figuras 21 e 22 trazem os resultados de rendimento de imobilizacao e relacédo
entre a quantidade de glicose liberada na hidrdlise do bagaco (BCO2) pela massa de

catalisador utilizada na hidrdlise, respectivamente.

Rendimento de Imobilizacao
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Figura 21. Rendimento de imobilizacdo para diferentes concentra¢Ges de quitosana.
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Figura 22. Relacéo entre glicose liberada por massa de catalisador usada na hidrodlise.

A eficiéncia da hidrolise esta ligada aos efeitos de transferéncia de massa, parece
improvavel que celulases imobilizadas em particulas insolveis sejam capazes de atuar
sobre substratos insollUveis. Entretanto, sabe-se que grandes complexos celuloliticos
(celulossomas) ligados a parede de células como as de Clostridium thermocellum sdo
capazes de catalisar a hidrdlise de celulose cristalina (XIMENES E FELIX, 2003).

Sabendo que a célula de C. thermocellum tem aproximadamente 0,3-0,4 um de largura
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por 2-4 um de comprimento (SATO et al., 1993), é esperado que qualquer particula com

essas dimens0es seja eficaz para a hidrélise de celulose também.

Isso pode ser observado nos resultados apresentados, em que o rendimento de
imobilizacéo e desempenho de hidrolise reduzem drasticamente quando a concentracéo
de quitosana durante o preparo do gel é aumentada de 0,5 % m/v para 2,0 % m/v. O
aumento no tamanho da particula dificulta o acesso da enzima ao substrato além de

dificultar sua acao durante a hidrolise de celulose.

4.7.2 Avaliagéo do pH e tempo de imobilizagéo
Para avaliar o efeito do pH sobre a eficacia de imobilizacdo, foi utilizado a
concentracdo de quitosana otimizada nos testes anteriores (0,5% de quitosana em pd),
tempo de reagéo variando de 10 a 120 minutos e pH do meio reacional variando de 7 a
10 e carga de enzima de 134 mg de proteina/g de suporte.
Nas figuras 23 e 24 sdo apresentados os resultados de desempenho dos
biocatalisadores obtidos com base no rendimento de imobilizacdo e os valores de

conversdo da biomassa (BCO2) apds hidrolise de 48 horas, respectivamente.

Rendimento de Imobilizacao
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Figura 23. Rendimento de imobilizacao para diferentes pHs e tempo de imobilizacéo.
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Figura 24. Desempenho dos imobilizados na conversdo da celulose presente na biomassa pre-
tratada.

Com esses dados, vemos que o rendimento de imobilizagdo em valores de pH 7 e
8 foram ligeiramente maiores quando comparados a imobilizacdo realizada em valores de
pH 9 e 10. Por outro lado, enzimas imobilizadas a pH 9 apresentaram maior estabilidade
operacional quando comparadas as enzimas imobilizadas em valores de pH 7, 8 e 10. Isso
é evidenciado pela menor perda de desempenho de hidrolise apresentada pelas enzimas
imobilizadas em pH 9 quando se compara o segundo e o primeiro ciclos de hidrolises
(barra laranja, Figura 24). Provavelmente, durante a imobilizacdo em valores de pH 7 e
8, a maior parte das enzimas foram apenas adsorvidas, ou ligadas reversivelmente ao
suporte (MIGNEAULT et al., 2004) e, devido a isso, essas enzimas foram removidas do
meio reacional apds o primeiro ciclo de hidrélise, enquanto em pH 9 a maioria das

enzimas foram covalentemente ligadas ao suporte.

Era esperado que o procedimento de imobilizag&o realizado a pH 10 resultasse em
maior rendimento de imobilizacdo e maior desempenho de hidrélise comparado aos
demais valores de pH, visto que as celulases utilizadas sdo estaveis em pH 10, entretanto
isto ndo foi observado. E possivel, que a imobilizacio irreversivel das enzimas em pH 10
tenha ocorrido de forma muito rapida na superficie e entrada dos poros do gel de
quitosana, impedindo uma melhor distribuicdo das enzimas por toda a superficie do
suporte. E desejado que o processo de imobilizaco seja lento o suficiente para que as
enzimas sejam distribuidas e acomodadas sobre a superficie do suporte de forma a manter

a atividade catalitica, evitando problemas de impedimentos estéricos (FANG et al., 2011).
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Em relacdo ao tempo de imobilizacdo em pH 9, foi observado que 30 minutos é
um tempo suficiente para atingir o méximo rendimento de ligagdo das enzimas e
estabilizacdo, visto que ganhos significativos ndo foram observados apds esse intervalo.
Apesar de haver um rendimento de imobilizacdo ligeiramente maior em 10 minutos, é
provavel que parte destas enzimas estivesse apenas adsorvida ou ligada de forma
unipontual (apenas uma ligagdo entre uma mesma enzima e o suporte), visto que houve
uma forte reducdo no desempenho de hidrélise no segundo ciclo em que este catalisador
foi utilizado. Aparentemente, ap6s 30 minutos, as possiveis ligagdes multipontuais (duas
ou mais ligagdes entre uma mesma enzima e 0 suporte) ja haviam ocorrido, e o catalisador

manteve praticamente o0 mesmo desempenho no segundo ciclo de hidrdlise.

4.7.3 Estudo da carga enzimatica

Apbs o ajuste das variaveis como concentracdo de quitosana, pH e tempo de
imobilizacdo, a carga enzimatica foi ajustada para que o catalisador atingisse seu maximo
desempenho de hidrolise. Em se tratando de imobilizagdo de celulases, uma mistura com
pelo menos 17 enzimas diferentes, com massas moleculares variando de 10 a 800 kDa, e
cada uma dessa enzimas com diferentes tipos e quantidade de grupos funcionais em sua
superficie, é fundamental estabelecer a carga proteica maxima permitida para que a maior
diversidade possivel de enzimas seja imobilizada, uma vez que a auséncia de um dos tipos

de enzima pode inviabilizar a hidrélise de celulose.

Desta maneira, 0 excesso de proteina oferecida para a imobilizacdo poderia
induzir a uma imobilizacdo seletiva, geralmente favorecendo a imobilizagéo de proteinas
com baixa massa molecular. Nesse estudo a carga de proteina oferecida para imobilizacédo
variou de 40,2 a 1340 mg de proteina/g de suporte, a pH 9, tempo de reacdo 30 minutos

em suporte com 0,5% de quitosana.

As figuras 25 e 26 trazem os resultados de rendimento de imobilizacdo e o
desempenho de cada catalisador na hidrélise do bagaco pré-tratado (BCO2),

respectivamente.
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Figura 25. Rendimento de imobilizacéo para diferentes cargas enzimaticas.
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Figura 26. Desempenho dos imobilizados na conversdo da celulose presente na biomassa pré-
tratada.

Nota-se que apesar de atingir o maximo rendimento de imobilizagcdo quando 40,2
mg de proteina/g de suporte (80%) foi utilizado, 0 méximo desempenho de hidrélise s6
foi atingido quando a carga de proteina foi aumentada para 134 mg de proteina/g de
suporte. Quando cargas de proteinas muito baixas sdo oferecidas (<40 mg de proteina/g
de suporte) o desempenho de hidrélise é prejudicado, provavelmente porque algumas das
enzimas sofrem inativacdo, tornando o coquetel celulolitico desbalanceado. Por outro
lado, 0 excesso pode levar a imobilizacdo preferencial, prejudicando também a hidrdlise
de celulose. Para as condigdes estabelecidas nesse estudo a carga étima para a
imobilizacdo de celulases € de 134 mg de proteina/g de suporte.
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4.8 Reuso do biocatalisador

Apos ajuste dos principais parametros de imobilizacéo, sendo os melhores entéo,
pH 9 com tempo de imobilizagcdo de 30 minutos, em suporte com 0,5% de quitosana, 1%
de glutaraldeido e 134 mg de proteina/g de suporte, o catalisador obtido foi avaliado
quanto ao seu potencial de reuso. Além do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado (BCO2),
foi utilizado como substrato para testes de reuso a avicel microfibrilada. Este dltimo foi
utilizado por atingir hidrélise quase completa, evitando o acimulo de s6lido ao longo dos
ciclos de hidrolise, fendbmeno observado quando bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado €
utilizado, devido a presenca de quase 20 % de lignina em sua composi¢do, componente
que ndo é hidrolisado e permanece insoltvel apés a hidrdlise de celulose e hemicelulose.
O solido remanescente da hidrolise ndo pode ser separado do catalisador (também soélido)
por apresentarem caracteristicas fisicas similares, sendo dificil diferenciar as particulas.
O actmulo desse sélido ao longo dos ciclos de hidrdlise dificulta a homogeneizacdo do
meio reacional e consequentemente interfere no desempenho do catalisador, mascarando
sua estabilidade operacional e levando a baixas conversées de celulose.

Os resultados encontrados para a conversdo da celulose ao longo dos ciclos de
hidrélise estdo representados na figura 27.

Nota-se que quando bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado foi utilizado somente 6
ciclos de hidrdlise foram possiveis, sendo cada ciclo de 48 h de hidrélise totalizando 288
h de uso da enzima. Apds esse intervalo de tempo, aproximadamente 75 % do
desempenho inicial de hidrolise havia sido perdido (barras azuis). Quando avicel
microfibrilada foi utilizada, 8 ciclos de hidrélise foram realizados, totalizando 384 h de
uso da enzima. Nesse caso, houve uma perda de 60% do desempenho inicial de hidrélise
até o sexto ciclo, e nos ciclos seguintes o desempenho de hidrdlise se manteve (barras
laranjas), indicando que ha uma subpopulacdo de enzimas altamente estaveis que

provavelmente permaneceriam estaveis por dezenas de ciclos.
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Figura 27. Desempenho do biocatalisador em reciclos da hidrélise.

Estudos da dessorcdo das enzimas do imobilizado foram realizados de um ciclo
para o outro, de forma a observar a perda de enzima por dessorcao/lixiviacdo do suporte.
Como pode ser observado na figura 28, nos trés primeiros ciclos de hidrdlise, tanto para
0 bagaco pré-tratado quanto para a avicel microfibrilada, uma pequena quantidade de
enzima foi encontrada no sobrenadante, fazendo com que o suporte que inicialmente
(ciclo 0) estava com toda sua carga de enzima (100%), passasse a ter no terceiro ciclo
90% quando o substrato utilizado é o bagaco de cana pré-tratado e 83% quando se utiliza
a avicel microfibrilada. Nos demais ciclos vemos que o rendimento de imobilizacdo se

manteve, indicando que a subpopulagdo de enzimas restantes é estavel, como dito
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Figura 28. Rendimento de imobilizacao ao decorrer do reuso do biocatalisador.

Além do estudo da dessorcdo das enzimas, foi realizado ainda teste de hidrolise

em avicel microfribilada com o biocatalizador armazenado em tampéo citrato de
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sodio/acido citrico 0,1 M e pH 5, por 25 dias em geladeira. Notou-se que o
armazenamento do imobilizado fez com que a pequena quantidade de enzimas que néo
estavam ligadas irreversivelmente ao suporte se desprendesse desse, mas quando
estabelecemos uma relagdo entre a massa do catalisador e a conversdo de celulose
encontrada, vemos que as enzimas que se mantiveram ligadas covalentemente ao suporte
ndo perderam a atividade, uma vez que na hidrdlise com biocatalisador antes do
armazenamento (figura 27) utilizou-se uma massa de imobilizado de 3,32 g e no primeiro
ciclo de hidroélise encontrou-se aproximadamente 50% de conversdo, se mantivermos a
proporcdo usando 1 g de imobilizado o esperado seria de 15% e o valor encontrado
quando utilizado o imobilizado armazenado foi bem préximo disso sendo 13,67%. No
segundo ciclo de hidrdlise, observou uma conversdo de 11,56% o que é um valor bem
préximo do primeiro, mostrando que realmente as enzimas se encontram estaveis e

imobilizadas.

Foram incluidos ainda os controles com: branco do imobilizado e hidrdlise com a
enzima em sua forma livre, com a mesma carga presente nos imobilizados. Com o intuito
de analisar se a quitosana poderia estar interferindo na leitura dos valores de glicose,
realizou-se uma hidrdélise contendo apenas tampéo citrato de sddio/acido citrico 0,1 M
pH 5 e massa do imobilizado catalitico, sem a presenca do substrato, que ao final de 48
horas apresentou 0,0 g/L de glicose, provando assim gue a glicose encontrada ao final de
cada ciclo € realmente proveniente da degradacéo da celulose presente no substrato.

Com a enzima em forma sollvel, vemos que o desempenho da hidrélise € muito
melhor (coluna “livre” na figura 27), visto que nessa condi¢édo a transferéncia de massa e
os efeitos difusionais ja ndo sdo um problema, obtendo uma converséo praticamente total
do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado e 80% de conversdo de avicel microfibrilada.
Avicel por se tratar de uma celulose microcristalina apresenta maior resisténcia a
degradacdo do que a celulose presente do bagaco, que ja teve suas fibras abertas pelo pré-
trtamento, por isso apresenta uma menor conversdo mesmo estando microfibrilada.

Com a intengdo de verificar se as enzimas livres adsorvem ao substrato e
mascarem a atuacao das enzimas imobilizadas, sendo essas entdo que degradam a celulose
e ndo a imobilizada, o reuso da enzima em sua forma livre foi realizado. Ao final da
hidrolise da avicel microfribilada, o meio reacional foi centrifugado e retornou ao reator,
como metodologia descrita em 3.2.9, a conversdo teve uma queda drastica quando

comparado como primeiro ciclo (80%) apresentando apenas 10% de conversdo. O que
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nos leva a entender que uma pequena quantidade de enzima néo € totalmente retirada do
meio reacional com a centrifugacéo se mantendo para a proxima hidrolise, mas que essas
ndo estdo adsorvidas visto a queda dréstica na conversdo, diferente do imobilizado
catalitico que se mantém estavel a partir de alguns ciclos de hidrdlise.

Os resultados alcancados nesse estudo sdo relevantes, considerando o numero de
longos ciclos de hidrolise em que celulases imobilizadas puderam ser reutilizadas quando
um substrato solido foi utilizado. Dados anteriormente descritos na literatura cientifica
indicam que celulases imobilizadas podem liberar até 38,8 g/L de acgUcares redutores
qguando biomassa lignocelulosica pré-tratada é utilizada como substrato (Saha at al.,
2018), e que estas podem ser reutilizadas em até 5 ciclos mantendo 50% do seu
desempenho de hidrdlise inicial de palha explodida a vapor (Zhang et al., 2010). Liang,
et al., 2012 e Wang et al., 2013 também realizaram 5 reciclos mantendo o desempenho
em 83,1% e 52% em relacdo a hidrdélise inicial de palha de milho e fios de algoddo
banqueados, respectivamente, enquanto Jiang et al., 2017 imobilizou celulase em
magnetita alginato de carboximetilquitosano / alginato de calcio - bioconjugado de
celulase (MCCCB) foi reutilizada 10 vezes em ciclos de 24 h, na hidrolise de caules de

milho.

4.9 Novo estudo da imobilizacao sequencial de p-glicosidase e celulases.

Por mais que o0 método de imobilizagdo dos agregados de B-glicosidase foi o que
apresentou o pior resultado quando comparado com os demais, observou-se um potencial
nesse tipo de imobilizado, que consiste em imobilizar as B-glicosidase, as quais atuam
sobre fragmentos sollveis da celulose, e, em seguida, imobilizar endo e exoglicanases, as
quais atuam sobre a fibra de celulose ainda insoltvel. A imobilizacdo dessas Gltimas €
essencial para maior acessibilidade ao substrato insolGvel e consequentemente maior

eficiéncia de hidrolise da celulose quando as enzimas estdo imobilizadas.

Tendo isso em vista, estudou-se um novo método para a imobilizacdo em
agregados. Dessa forma, Cellic Ctec 3 foi posta em contato com avicel microfribilada
durante 1 hora a 35°C, para que as enzimas endo e exoglicosidases se “ligassem” ao
substrato para comegar a degradagéo deste. Como as -glicosidase atuam sobre substrato
liquido, proveniente da acdo das endo e exo, estas estariam presente somente no
sobrenadante da reacdo. Ao separar 0 sobrenadante dessa reacdo, as enzimas que nédo
adsorvem na celulose (principalmente B-glicosidase) seriam separadas e poderiam ser

usadas para formar um nicleo que serviria como suporte para as enzimas que ficam
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adsorvidas na celulose. Para a formacgéo dos nucleos de B-glicosidase, isopropanol foi
adicionado ao sobrenadante, para precipitacdo e em seguida foram entrecruzados com
glutaraldeido. Os nucleos formados foram entdo colocados em contato novamente com a
avicel, a qual continha endo e exo adsorvidas, na presenca de tampao borato 0,1M pH 9,

para que assim as enzimas que estavam ligadas ao substrato se liguem aos nucleos.

Este imobilizado foi testado entdo na hidrolise de avicel microfibrilada, como
descrito na secdo 3.2.9 no estudo de estratégias de imobilizacdo. Além disso estudos de

rendimento de imobilizacédo foram realizados.

Os estudos de quantificacdo de proteina mostram que apenas 28% das enzimas
gue estavam no sobrenadante precipitaram e entrecruzaram com a adicao de isopropanol
e glutaraldeido. O primeiro ciclo de hidrdlise apresentou uma conversao de 43%,
resultado préximo do que se encontrou para o imobilizado em quitosana (barras laranja,
figura 26), entretanto, ao se analisar o teor de proteina no meio reacional, observou-se
que 30% das enzimas estavam solUveis. Devido a tal fato, a conversdo para o segundo
ciclo foi menor, sendo apenas 20%, o qual € um valor préximo do encontrado nos ciclos
finais do imobilizado em quitosana (barras laranja, figura 26), quando esse ja se
encontrava com uma subpopulacdo estavel de enzimas, o que também ocorre aqui, visto
que na analise de proteina do meio reacional ndo se encontrou nenhum teor, 0 que mostra

gue as enzima que restaram realmente estdo imobilizadas.

Com esses resultados, vemos que esta estratégia de imobilizacdo realmente se
mostra um potencial, porém estudos mais aprofundados dos seus parametros de

imobilizagdo devem ser realizados.

5 CONCLUSAO E SUGESTAO

5.1 Concluséo
Em geral, a celulase imobilizada por entrecruzamento e quitosana ativada com
glutaraldeido mostram vantagens significantes quando comparadas a enzima em sua
forma livre. Por mais que o metodo de imobilizagdo por entrecruzamento apresente a
vantagem de ndo ter uma massa de suporte adicional ao reator e ter apresentado uma
maior conversao, o imobilizado em quitosana utilizou oito vezes menos enzima e

apresentou uma conversdo apenas 17% menor.
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Deste modo, pelos resultados apresentados, por se tratar de um suporte de facil
obtengdo e o processo de imobilizacdo ser simples, o derivado de imobilizado em
quitosana ativada com glutaraldeido, torna-se promissor na aplicagdo e desenvolvimento
de processos industriais envolvendo hidrdlise de materiais celuloliticos e por esse motivo
teve a continuidade dos estudos visando os ajustes do parametros, obtendo um
biocatalisador imobilizado otimizado, com seu desempenho e reuso testado na hidrolise
do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado e em avicel microfibrilada.

Em suas melhores condi¢cdes de imobilizacdo, sendo pH 9 com tempo de
imobilizacdo de 30 minutos, em um suporte com 0,5% de quitosana e uma carga
enzimatica de 134 mg de proteina/g de suporte, o biocatalisador foi capaz de realizar seis
ciclos de hidrdlise de 48 horas em bagaco de cana-de-agucar pré-tratado e oito ciclos em
avicel microfibrilada, mas com potencial estabilidade para dezenas de ciclos como pbde

ser observado durante o estudo.

Apesar das dificuldades, inicialmente, encontradas na formacéo dos agregados de
B-glicosidase e sua baixa conversdo da biomassa empregada, o derivado imobilizado é
uma inovacdo nessa area de estudos, devido a isso, mudancas em sua estratégia de
imobilizacdo foram propostas e resultados mais promissores foram encontrados, porém

mais estudos devem ser realizados.

Portanto, além de se dar inicio ao estudo de uma nova estratégia de imobilizagéo,
ao longo do trabalho vemos melhoras nos parametros de imobilizacdo para celulases,
mostrando uma evolucdo no estudo de imobilizacdo utilizando suporte e ativacdo de baixo
custo, obtendo resultados significantes quando comparados a outros métodos de
imobilizacdo e suportes mais dispendiosos.

5.2 Sugestodes

Como continuidade deste trabalho, pode-se sugerir:

o Otimizacao do protocolo de imobilizacdo dos agregados de B-glicosidase
utilizado neste trabalho:
o Realizar estudos com outras celulases;
o Estudar a adsorcdo das endo e exoglicanases no substrato solido;
o Estudo de novos substratos para formacéo dos agregados;
o Avaliar quais as consequéncias do tempo de formagdo para o

tamanho e atividade dos agregados;
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o Aumento da carga/atividade enzimatica imobilizada;
o Avaliar o desempenho dos derivados imobilizados em reagdes de
bateladas consecutivas (reuso).
o Desenvolver derivados de hemicelulases e ligninases e usa-los juntamente
com os de celulases, de modo a ter maior converséo (liquefacdo) da biomassa;
o Otimizacdo da reacdo de hidrolise, ajustando parametros como a

porcentagem de solidos, relagdo enzima-substrato, agitacdo e configuracéo do reator.
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