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RESUMO

CARVALHO, Yuri. IMOBILIZAQAO DE B-GLUCOSIDASE EM DIFERENTES
SUPORTES E VIABILIDADE DE REAC}()ES COMBINADAS COM
CATALISADORES METALICOS. Tese de Doutorado. Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Orientadores: Eduardo Falabella Sousa Aguiar, DSc e Nei Pereira Jr., PhD

No presente trabalho, a hidrolise de celobiose, molécula modelo, foi avaliada
utilizando B-glucosidase imobilizada em diferentes materiais. A enzima imobilizada em
nanosilicalita apresentou a maior atividade recuperada, 63%, quando comparada a outros
materiais, como silicas mesoporosas, apesar de apresentar menor rendimento de imobilizacéo.
O resultado indica que enzimas imobilizadas apenas na area externa do suporte se mantém
mais ativas. Além disso, a enzima imobilizada em nanosilicalita apresentou boa
reciclabilidade, com 81% de atividade residual apos 6 ciclos de reacdo. O valor de Kwm
calculado para a enzima imobilizada foi cerca de 3 vezes maior que o valor para a enzima
livre, mostrando menor afinidade pelo substrato por parte da enzima imobilizada. O teste de
estabilidade térmica mostrou que a enzima imobilizada é mais resistente a desnaturacdo a 65
°C que a enzima livre. Em um segundo momento, foi estudada a viabilidade de se produzir,
em uma reacdo one-pot, derivados de interesse, como acido glucdnico, a partir de celobiose.
Entretanto, apenas 19% de rendimento em acido glucénico foi obtido apds 16 horas. Foi
confirmado posteriormente que o acido gluconico ¢ inibidor da B-glucosidase. Além disso, foi
também avaliado o sinergismo entre catalisadores metalicos e enzimas para promover reacoes
one-pot. Foi mostrado que catalisadores de ouro ndo influenciam no rendimento da oxidacéo
de glicose pela enzima glicose oxidase. Por fim, foi avaliada a reacdo one-pot para se produzir
sorbitol a partir de celobiose, empregando B-glucosidase e catalisador de ruténio suportado
em carvdo. Porém, apenas 1,7% de rendimento em sorbitol foi obtido em 3 horas. O presente

trabalho aponta os principais gargalos de reagdes combinadas pouco exploradas na literatura.

Palavras-chave: imobilizacdo; enzimas; p-Glucosidase; zeolitas; hidrolise; reacbes
combinadas; Glicose oxidase; oxidacao; acido gluconico; hidrogenacao; sorbitol.



ABSTRACT

CARVALHO, Yuri. B-GLUCOSIDASE IMMOBILIZATION ON DIFFERENT
SUPPORTS AND VIABILITY OF METAL CATALYST COMBINED REACTIONS.
PhD Thesis. School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Supervisor: Eduardo Falabella Sousa Aguiar, DSc and Nei Pereira Jr., PhD

In the present work, cellobiose hydrolysis was evaluated by applying B-glucosidase
immobilized on different materials. The highest recovered activity, 63%, was obtained by
immobilizing the enzyme on nanosilicalites, even though its low immobilization yield
comparing to other materials. This result is an indicative that enzymes immobilized only on
the external surface stay more active. Moreover, the nanosilicalite immobilized enzyme
showed good recyclability, with 81% of residual activity after 6 cicles. The Ku value for the
immobilized enzyme was 3 times-fold greater than for the free enzyme, indicating a decrease
in substrate affinity. The thermal stability test showed that the immobilized enzyme is more
resistant to denaturation at 65 °C than the free enzyme. Furthermore, the viability of
producing chemicals of interest, such as gluconic acid, directly from cellobiose, was verified.
However, only 19% yield of gluconic acid was obtained in 16 hours. It was confirmed further
that gluconic acid is an inhibitor of B-glucosidase. In addition, the synergism between metal
catalysts and enzymes for one-pot reactions was evaluated. It was proved that gold catalysts
do not improve yields on glucose oxidation by glucose oxidase. Finally, the one-pot reaction
for producing sorbitol from glucose utilizing B-glucosidase and ruthenium on carbon was
evaluated. However, only 1.7% vyield of sorbitol was obtained after 3 hours. The present work

points out the main issues of one-pot reactions that are underexplored in literature.

Keywords: immobilization; enzymes; B-Glucosidase; zeolites; hydrolysis; one-pot reactions;

Glucose oxidase; oxidation; gluconic acid; hydrogenation; sorbitol.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

1.1  CONTEXTUALIZACAO

Em um contexto econdmico, 0 aumento dos precos dos produtos da petroquimica
aliado a crise mundial de 2008 contribuiram para o desenvolvimento da indUstria de
biocombustiveis e produtos bioderivados. A proposta atual, que foi apresentada nos anos 80
apos a crise do petréleo, € limitar a dependéncia da sociedade em relacdo aos produtos do
petréleo e substitui-los por produtos derivados da biomassa. A grande vantagem dessa
proposta é poder produzir polimeros, substancias quimicas e combustiveis a partir de fontes

renovaveis.

Nesse contexto, duas abordagens tém sido adotadas. A primeira visa a produzir
biocombustiveis e bioprodutos, ditos de “primeira geragcdo”, a partir de recursos da industria
agroalimentar. Na segunda abordagem, esses mesmos biocombustiveis e bioprodutos podem
ser obtidos a partir de residuos agricolas. A vantagem seria que esses produtos, chamados “de
segunda geragdo”, ndo competiriam com a industria de alimentos e agregariam valor aos

residuos. Mais além, contribuiriam para a destinacdo dos residuos agroindustriais.

Uma série de estudos tem sido realizada em torno do processo de sacarificacdo da
celulose presente nesses residuos agricolas. A celulose é um polimero constituido de unidades
de glicose e o objetivo da sacarificacdo, de maneira simples, € hidrolisar a celulose para se
obter glicose. Feito isso, a glicose pode ser entdo utilizada como matéria-prima para
conversao em produtos de interesse comercial. Existem basicamente duas estratégias para
realizar a sacarificagdo da celulose: a hidrdlise &cida e a hidrolise enzimética. A primeira
utiliza solucbes &cidas que rompem as ligacGes internas da celulose, fazendo com que ela se
despolimerize. A hidrolise enzimatica, por sua vez, utiliza enzimas especificas para hidrolisar
essas ligacGes e gerar glicose. Existe um grupo de enzimas responsaveis por romper as

ligagBes da celulose, denominado celulases, por intermédio de reacGes de hidrolise.
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O é&cido glucbnico é um interessante building block na Inddstria Quimica, possuindo
importantes aplicagdes na Inddstria de Alimentos e até mesmo na medicina. Uma das suas
principais aplicagdes € no uso em produtos de limpeza, devido ao seu poder como agente
quelante. Além disso, por ser biodegradavel, sua aplicacdo nesse setor se torna ainda mais
interessante. Outra importante aplicacdo do &cido glucdnico é como aditivo em alimentos e
como suplemento alimentar no tratamento de doengas. Como 0s sais de gluconato possuem
uma excelente biocompatibilidade, sdo frequentemente usados para realcar sabores em
alimentos e como veiculo de medicamentos. O &cido glucdnico é comumente encontrado na
natureza, em pequenas quantidades, como produto da reacdo de oxidagdo da glicose. A
enzima responsavel por essa reacdo de oxidacdo é a Glicose Oxidase. Essa é uma reacao
conhecida hd muitos anos e possui um problema particular: a coproducdo de peroxido de
hidrogénio. O peroxido de hidrogénio presente em excesso no meio reacional age como
inibidor da glicose oxidase, diminuindo o rendimento da reacdo. Estudos recentes mostraram
que a sinergia entre a glicose oxidase e catalisadores metalicos pode ser positiva e ajudar a
contornar o problema de inibicdo enzimatica causada pelo perdxido de hidrogénio 1.
Catalisadores com base em ouro suportados sdo capazes de degradar o peroxido de

hidrogénio, aumentando a conversao da reacéo.

Como foi citado, existem muitas reacGes que sdo realizadas gracas a utilizacdo de
enzimas. Porém, o alto custo de obtencdo das mesmas pode ser um obstaculo para a
viabilizacdo dessas reacdes. Um processo envolvendo tais reacdes seria realmente eficiente se
fosse possivel a recuperacao e reutilizacdo dessas enzimas. Essa tarefa representa um grande
desafio em termos de downstream. Isso porque, normalmente, separar enzimas das demais
substancias presentes no meio reacional pode ser muito dificil. Por isso, em diversos estudos,
tem sido proposta a imobilizacdo de enzimas como forma de contornar o problema associado
a reutilizacdo das enzimas. Enzimas imobilizadas em um suporte séo facilmente separadas do

meio, por centrifugacdo ou, até mesmo, filtracao.

Dentro do contexto de aproveitamento de residuos, € interessante converter a glicose,
obtida pelas tecnologias de sacarificacdo, em, por exemplo, acido glucdnico, um produto de

alto valor agregado, ou em outros produtos de interesse. Por isso, 0 presente trabalho propoe
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converter celobiose, como molécula modelo, em glicose, por hidrdlise com B-glucosidase
imobilizada. Em seguida, foi avaliada a conversdo direta (one-pot) a produtos de interesse,
como acido gluconico. Além disso, foi estudada a aplicagdo conjunta de enzimas e

catalisadores metalicos suportados.

Nos capitulos seguintes serdo apresentados, primeiramente, uma revisdo sobre 0s
principais conceitos e fundamentos aplicados ao trabalho, bem como uma revisdo dos
trabalhos anteriores com B-glucosidase imobilizada e glicose oxidase em rea¢6es combinadas;
em seguida, sera descrita a metodologia utilizada para a realizacdo do trabalho. Na sequéncia,
0s resultados obtidos serdo apresentados e discutidos, inicialmente no que diz respeito a
imobilizacdo de B-glucosidase em diferentes suportes, caracterizacdo do sistema enzimatico
imobilizado e, posteriormente, a avaliagdo de rea¢des combinadas utilizando B-glucosidase
em sistemas multienzimaticos e também assistidos por catalisador metalico. Finalmente, sdo
elencadas as conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros e as referéncias utilizadas na

construcdo desta tese de doutorado.

Publicacbes em periddico indexado e em Anais de Congresso com apresentacao

oral, extraidas do presente trabalho:

CARVALHO, Y.; ALMEIDA, J. M. A. R. ; ROMANO, P. N. ; FARRANCE, K. ;
DEMMA CARA, P. ; PEREIRA, N. ; LOPEZ-SANCHEZ, J. A. ; SOUSA-AGUIAR, E. F. .
Nanosilicalites as Support for p-Glucosidases Covalent Immobilization. Applied

Biochemistry and Biotechnology (Online), v. 1, p. 1, 2017.

CARVALHO, Y.; ALMEIDA, J. M. A. R. ; ROMANDO, P. N. ; PEREIRA JUNIOR, N.
; FARRANCE, K. ; CARA, P. D. ; SANCHEZ, J. A. L. ; SOUSA-AGUIAR, E. F. . Does size
matter? Application of nanozeolites on enzyme immobilization for efficient conversion of
biomass.. 2016. (Trabalho completo publicado nos Anais do International Zeolytes

Conference — 1ZC com apresentacao oral).
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CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

As matérias-primas lignocelulésicas sdo recursos abundantes e renovaveis que tem
sido o foco do desenvolvimento de novos processos sustentaveis para obtencdo de
combustiveis e produtos quimicos nos ultimos anos. Os materiais lignocelulosicos
representam 50% da biomassa terrestre 2. A estrutura lignocelulosica (Figura 1) ¢ referente a
parte do vegetal que forma a parede celular (meia lamela, paredes primaria e secundaria),
composta por estruturas fibrosas, constituidas basicamente por polissacarideos (celulose (40-
60%) e hemicelulose (20-40%)) 3. Esses componentes estio associados a uma estrutura
macromolecular contendo substancias aromaticas, denominada lignina (15-25%). A celulose e
hemicelulose s@o polissacarideos compostos de acucares fermentaveis. A celulose é um
polimero composto exclusivamente de glicose. A hemicelulose tem composicdo variada,
alternando entre sequencias de agucares de 6 atomos de carbono e sequéncias de acUcares de

5 4tomos de carbono, como a xilose, além de acidos organicos.

Celulose

—— Lignina

Figura 1 - Estrutura dos materiais lignoceluldsicos 4.

Os residuos lignoceluldsicos da agroindustria mais abundantes séo: bagaco e palha de

cana; sabugo e palha de milho; palhas de trigo e arroz, restos de madeira processada e
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residuos urbanos contendo papel. A composicdo desses residuos pode ser observada na
Tabela 1. No contexto brasileiro, estima-se que somente o setor sucro-alcooleiro gere cerca de
16 milhdes de toneladas de bagaco de cana excedente e 76 milhdes de toneladas de palha °.

Tabela 1 - Composicao de residuos lignocelulésicos .

Composicao (%)

Fonte ) o ] )
Celulose Hemicelulose Lignina Extrativos Cinzas
Bagaco de cana 33-36 28-30 18-20 4-6 2-4,8
Palha de arroz 32-37 19-24 9-13 4-5 12-18
Sabugo de
) 34-36 16-24 15-19 2-6 2-4
milho
Palha de trigo 30-33 22-28 14-18 3-7 3-7
Palha de sorgo 34-36 25-26 25-26 - -
Jornal impresso 40-55 25-40 18-30 - -
Madeiras ~50 ~20 15-20 Até 10 Até 5

A composicdo em glicidios dos polissacarideos, por tipo de material lignocelulésico,

bem como a composi¢cdo em lignina, proteinas e cinzas estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicdo em glicidios de materiais lignoceluldsicos segundo Lee (1998) (apud BORGES, 2011) 5.

Palha Palha

Sabugo Bagaco Semente Jornal Residuos
de de

de milho ) decana dealgoddo impresso urbanos
trigo arroz

Glicidios (%)

Glicose 39,0 36,6 41,0 38,1 20,0 64,4 40,0
Manose 0,3 0,8 1,8 n.d. 4,1 16,6 8,0
Galactose 0,8 4.4 0,4 1,1 0,1 n.d. n.d.
Xilose 14,8 19,2 14,8 23,3 4,6 4,6 14,0
Arabinose 4,2 4.4 4,5 4,5 4,3 0,5 4,0
Outros (%)
Lignina 15,1 14,5 9,9 18,4 17,6 21,0 20,0
Cinzas 4,3 9,6 4,4 4,8 14,8 0,4 1,0

Proteinas 4.0 4.0 n.d. 4.0 4,0 n.d. n.d.
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2.2 CELULOSE

A celulose € o constituinte principal da parede celular das plantas e uma das estruturas
que é constantemente regenerada durante a fotossintese. E um polissacarideo linear composto
por moléculas de glicose. Uma cadeia de celulose é composta por milhares de unidades de
glicose, ligadas entre si por uma ligacdo glicosidica B 1-4 entre carbonos. A celulose possui,
portanto, um grau de polimerizagdo relevante, que vai influenciar em suas propriedades

fisicas e mecanicas *. A Figura 2 ilustra a estrutura molecular da celulose.

OH
OH
O 0, HO—7—__ /,-a/‘h oH
\% 0
OH n-2

OH

Figura 2 - Representagdo esquematica da estrutura molecular da celulose 7.

Como os grupamentos hidroxila e as ligacdes glicosidicas estdo em posicdo equatorial
em relacdo ao plano medio dos ciclos, isso implica a linearidade da molécula de celulose.
Essa linearidade leva a uma organizacao espacial das moléculas de celulose sob a forma de
uma malha, onde as cadeias moleculares sdo ligadas entre si por ligacdes de hidrogénio

estabelecidas entre os grupamentos hidroxila &, como pode ser visto na Figura 3.

. Ligagao de E)

~ ' Hidragénio

Figura 3 - Esquema ilustrando as ligagGes de hidrogénio inter e intra moleculares nas moléculas de celulose °.
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A celulose se organiza de maneira a formar fibrilas elementares que se agregam para
formar microfibrilas. Essas microfibrilas, por sua vez, se associam para formar macrofibrilas

e, em seguida, a fibra de celulose. A Figura 4 mostra o arranjo estrutural das fibras de
celulose.

Fibra de celulose

Macrofibrila

Microfibrila

Cadeias de QA Qe ,i_ f/'/.::‘/:;//; N\ N\
glicose Q@A °"Q°' 5 g o [\ \\_‘_\\\ ~
QL@ i S

Figura 4 - Arranjo estrutural da fibra de celulose *°.

As microfibrilas de celulose formadas, sdo caracterizadas por propriedades cristalinas
complexas. De fato, é possivel distinguir zonas de arranjo altamente ordenados das moléculas
de celulose (zonas cristalinas) e zonas onde é possivel observar um agregado de moléculas
dispostas de forma irregular (zonas amorfas) **. A Figura 5 mostra a disposi¢do das zonas
cristalinas e amorfas.

Regiao
cristalina

Regiao -
paracristalina ou
amorfa

Figura 5 - Arranjo estrutural das moléculas em zonas cristalinas e amorfas 2.



24

Essa alternancia na ocorréncia de zonas cristalinas e amorfas é altamente variavel
entre diferentes materiais lignocelulésicos e influencia diretamente o comportamento dos
materiais em relacdo as propriedades fisicas e mecénicas. Esse fendbmeno exerce também
grande influéncia sobre os pardmetros de hidrélise da celulose. A taxa de cristalinidade
determina a acessibilidade a celulose pela 4gua e reagentes de hidrdlise que penetram a
celulose, principalmente nas zonas amorfas 3. Muitas aplicagGes relativas a industria de
alimentos e farmacéutica utilizam a celulose classificada como microcristalina. A celulose
microcristalina é uma celulose purificada e parcialmente despolimerizada. Ela é produzida por
hidrélise controlada em solugdo de acido diluido na temperatura de ebuli¢do. Esse processo
tem como objetivo hidrolisar preferencialmente as cadeias de celulose das zonas amorfas e
conservar somente as zonas cristalinas. O produto final possui, portanto, um alto grau de

cristalinidade 2.

2.3 HEMICELULOSE

A hemicelulose é o polissacarideo que envolve as fibras de celulose e contribui para
dar suporte a parede celular vegetal. Ao contrario da celulose, cuja unidade monomerica € a
glicose, a hemicelulose € uma macromolécula de composicdo variavel constituido
majoritariamente por seis monémeros principais: arabinose, glicose, xilose, manose, galactose

e ramnose ©. A Figura 6 mostra um exemplo esquematico da estrutura da hemicelulose.

HO,C. O
CH30 ~ « Acido Galacturénico
HO OH
0. HO —~ 0) ] H':'_/’“'\\\ 2H
O/‘\—/ N O S £ 0 O T o
AcO>" "OAc o o> "oH o
T o «—— Arabinose
Xilose HOCH; ao

Figura 6 - Exemplo esquematico da estrutura da hemicelulose .

Sua natureza ramificada e a diversidade de monossacarideos que compde a

hemicelulose impedem qualquer organizagdo estrutural das cadeias e lhe conferem uma
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estrutura amorfa. Essa propriedade implica uma maior acessibilidade dos agentes de hidrolise,
como enzimas e acidos, a estrutura da hemicelulose. Portanto, a hidrélise da hemicelulose é,

por fim, mais facil que a hidrdlise da celulose *.

24 LIGNINA

A lignina é o terceiro componente mais importante da parede celular vegetal e o
segundo constituinte mais abundante da biomassa logo depois da holocelulose (celulose e
hemicelulose). Na parede celular vegetal, a lignina age como um “cimento”, preenchendo o0s
espacos entre e em volta da celulose e hemicelulose. A lignina enrijece fortemente a estrutura
do material lignocelulosico, porém com o inconveniente de limitar a acessibilidade as fragdes
celulosicas e hemiceluldsicas da biomassa. Ao contrario da celulose e hemicelulose, a lignina
ndo é um polimero polissacaridico. A lignina € um complexo tridimensional amorfo composto
de estruturas fendlicas cujos precursores sdo alcoois aromaticos. Existem aproximadamente
10 tipos de ligacGes cruzadas em sua cadeia. A proporcao de seus constituintes é altamente
variavel e depende do tipo de biomassa. Essa variacao, ligada as modificacdes estruturais no
momento da extracdo desse material, torna dificil a apresentacdo de uma estrutura para a
lignina e faz desse material um componente ainda pouco conhecido e com propostas de

valorizacéo ainda limitadas *°. A Figura 7 mostra um esquema da estrutura da lignina.

HO—.

S OH
Lignina —0' . Lignina\. 3
Y—OMe [T\ —OMe
Q:»:»A)/’
[
o R
HO Q I 0
Y
._E-J\
7 OMe i
200 Moo NS
HO™ Y~ T
L B i
HO™ SN O 7~ TOH
[
T ~0° ] OH
OMe

Figura 7 - Exemplo esquematico da estrutura da lignina ’.
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2.5 BIORREFINARIA

O aproveitamento dos residuos, como o bagaco de cana, representa um grande avango
para a Quimica Verde e tem potencial para gerar produtos dentro do conceito de biorrefinaria
integrada. Biorrefinaria € um conceito que surgiu nos Ultimos anos para se referir a integracao
dos processos que usam matérias-primas renovaveis, de forma a aproveita-las ao maximo,
gerando o minimo de efluentes e de impacto ambiental. O conceito de biorrefinaria foi
construido por grupos de pesquisa internacionais que buscavam o desenvolvimento de
tecnologia para a producdo de etanol de segunda geragéo, ou seja, aquele produzido a partir
de residuos de composicdo lignocelulésica. Uma biorrefinaria pode ser subdividida em duas
plataformas, de acordo com a rota tecnologica, como mostrado no esquema de Schlittler e
Pereira Jr. (2008), Figura 8. Os esfor¢cos nessa tematica ja apresentam expressivos resultados,
traduzidos pela construcdo de dezenas de unidades demonstrativas, algumas ja em operacao,

para a producéo deste biocombustivel, em particular nos Estados Unidos da América do Norte
16
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Figura 8 — Esquema das rotas tecnolégicas em uma biorrefinaria 7.
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Mais recentemente, foi cunhado o termo biorrefinaria integrada. Nesse caso, especial
atencdo é dada aos residuos da biomassa que alimentam a Biorrefinaria. Na Biorrefinaria
integrada, propdem-se rotas alternativas de transformacéo dos residuos, almejando adicionar
valor a esses, aumentando, dessa forma, a rentabilidade da refinaria 8. A Figura 9 mostra um

esquema de biorrefinaria integrada proposto por Falabella et al. °

Bio-
Rota Syngas combustiveis
_ .
termoquimica (CO +H,) e
. Energia
lj cucaress
Celulose CS5
‘ Sacarificagao ‘ | Hidrogenagéo ‘

e )
CANA __*Lignina {-) ‘ Carvéo ativo ‘ —*Catalisado

DE
ACUCAR

| CALDO ) ‘ Fermentacao ‘ ‘ Etanol |

H CO, M Hidrogenagao ‘-) Syngas

(CO +H,)

Figura 9 - Esquema de biorrefinaria °.

26  PROCESSAMENTO DA BIOMASSA

Primeiramente, a biomassa lignoceluldsica deve passar por um pré-tratamento para
“abrir” a estrutura lignoceluldsica. A lignina removida nessa etapa pode ser aproveitada, no
contexto de uma biorrefinaria integrada, para producao de bio-6leo ou de carves ativos, por
exemplo. Por sua vez, a celulose e hemicelulose, que sdo as fracbes lignocelulésicas que
contém, efetivamente, os acUcares fermentaveis em suas cadeias, necessitam passar por uma

etapa de sacarificacdo para obtencao desses acgucares.

Em linhas gerais, existem dois tipos de sacarificacdo: hidrolise acida e hidrdlise
enzimatica. Cada um desses processos possui suas particularidades e desafios. A hidrdlise
acida apresenta problemas de seletividade, recuperacdo do &cido e investimento em

equipamentos resistentes para trabalhar nessas condigdes. Por sua vez, a hidrolise enzimatica
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apresenta maiores problemas em relagdo ao custo das enzimas utilizadas no processo e, por
isso, é crucial que seja desenvolvida uma maneira eficiente de recuperagdo dessas enzimas.
Porém, a hidrélise enziméatica possui importantes vantagens, como a economia de energia,
pois ocorre em condicBes reacionais brandas, evitando o uso de substancias toxicas e acidos

COrrosivos.

2.7 TIPOS DE PRE-TRATAMENTO

Para o processamento e valorizagdo de cada um dos trés biopolimeros que foram
descritos, € necessario que a estrutura do material lignocelulésico seja rompida para a
separacdo de cada componente. A eficiéncia de um processo de pré-tratamento é caracterizada
segundo diferentes critérios: reducdo do tamanho de particulas do substrato, formacéo
limitada de inibidores de degradacdo, preservacdo da fragdo hemiceluldsica, capacidade de
recuperar moléculas de alto valor agregado, relacdo eficiéncia/custo, quantidade de energia

consumida, gesto dos efluentes gerados, etc 2.

Uma larga gama de tecnologias de pré-tratamento foi desenvolvida na ultima década
para melhorar a acessibilidade a estrutura da biomassa da escala nanométrica a escala
micrométrica. De uma maneira geral, essas tecnologias de pré-tratamento podem ser
classificadas em 4 categorias: pré-tratamentos fisicos, pré-tratamentos quimicos, pre-

tratamentos fisico-quimicos e pré-tratamentos bioldgicos 2.

Pré-tratamentos fisicos e termo-fisicos: Englobam geralmente os processos mecanicos
utilizados para reducdo de tamanho. As mais comuns sdo as tecnologias de moagem,

radiagGes ionizantes, ultrassom e extrusio 2L,

Pré-tratamentos quimicos e termoquimicos: Os pré-tratamentos quimicos foram
desenvolvidos inicialmente para atender a industria do papel, com o objetivo de deslignificar
o material lignocelulésico. Além disso, esse tipo de pré-tratamento permite a extracdo da
fracdo hemiceluldsica e impacta diretamente a cristalinidade e o grau de polimerizagdo da
celulose. Os pré-tratamentos quimicos englobam os pré-tratamentos acidos e alcalinos. Os
processos organosolv e solubilizagdo em liquidos idnicos também s&o utilizados como

tecnologias de pré-tratamento da biomassa 2. Os pré-tratamentos acidos utilizam acidos
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diluidos ou concentrados (principalmente o sulfdrico) para romper a estrutura rigida da
biomassa, hidrolisando a hemicelulose assim como, dependendo da concentracdo do acido, as
partes amorfas da celulose 22, Os pré-tratamentos alcalinos utilizam bases como a soda
caustica, cal e hidréxido de potéssio. A utilizagdo desses alcalis leva a uma alteragdo nas
estruturas fendlicas da lignina, um inchamento e descristalinizagdo parcial da celulose, além
da solubilizagdo parcial da hemicelulose 23. Os processos organosolv revelam igualmente um
potencial em termos de pré-tratamento de biomassa 2. Esses processos utilizam diferentes
solventes organicos e aquosos tais como o0 metanol, etanol, acetona e etileno glicol, os quais
tém por objetivo solubilizar a lignina, permitindo aumentar a acessibilidade a celulose e
hemicelulose e ainda recuperar lignina purificada como coproduto 2. Dependendo do
processo, 0s solventes podem ser ainda combinados com catalisadores acidos (HCI, H2SOa,
acido oxalico ou salicilico) que permitem tambeém a hidrdlise da hemicelulose. O emprego de
solventes é, ainda assim, 0 maior inconveniente desses processos. A reciclagem completa dos
solventes deve ser realizada ndo sé por razdes econdmicas, mas também porque tracos desses
solventes podem inibir as etapas posteriores de hidrolise enziméatica e fermentacdo, por
exemplo 8. A solubilizagdo em liquidos idnicos como técnica de pré-tratamento é muito mais
recente. Os liquidos i6nicos, chamados também “solventes verdes”, sdo sais compostos de
cations e anions de tamanhos relevantes, ligados a um fraco grau de simetria do cétion. Essa
conformacédo confere temperaturas de fusdo geralmente inferiores a 100°C. Estudos recentes
comprovam a capacidade de dissolver celulose e palha de milho em BMIMCI (cloreto de 1-
butil-3-metilimidazol) e idealizam a utilizacdo de liquidos iGnicos no pré-tratamento de

biomassa 2.

Pré-tratamentos fisico-quimicos e termo-mecano-quimicos: Os pré-tratamentos fisico-
guimicos combinam os efeitos dos pré-tratamentos fisicos e quimicos. Essa categoria engloba
0S processos que vém sofrendo maiores desenvolvimentos e parecem ser 0S mais promissores.
Essas tecnologias sdo: a explosdo a vapor, explosdo por amdnia e micro-ondas combinadas
com agentes quimicos. A explosdo a vapor € um processo fisico-quimico que permite romper
a estrutura do complexo lignocelulésico pela acdo combinada do calor do vapor e o
cisalhamento aplicado ao material no retorno a pressdo atmosférica. A explosdo por aménia é
um pré-tratamento onde os materiais lignoceluldsicos sdo expostos a aménia liquida a alta
temperatura e pressdo. Esse processo induz uma descristalinizagdo parcial da celulose, a
despolimerizacdo da hemicelulose e a clivagem das ligacGes éter das estruturas fenolicas da

lignina. Essa fase de exposicdo a amdnia é seguida de uma descompressdo explosiva, assim
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como na explosdo a vapor, o que aumenta significativamente a superficie especifica
disponivel aos ataques quimicos ou enzimaticos. Os efeitos associados das duas fases de
tratamento melhoram significativamente os rendimentos de hidrélise 2. A substituicio do
aquecimento convencional por micro-ondas mostra uma melhora significativa no potencial
dos agentes quimicos que se traduz em uma melhora nos rendimentos de hidrélise. O
aquecimento por micro-ondas € normalmente combinado com agentes béasicos e acidos ou

mesmo agentes oxidantes como peroxido de hidrogénio 22,

Pré-tratamentos biol6gicos: Empregam microrganismos, principalmente fungos, que
atacam a estrutura lignocelulésica. Os fungos utilizados possuem caracteristicas de
degradacdo muito distintas dependendo do tipo de cepa utilizada. Em geral, colonias de
fungos de degradagdo marrom e degradacdo branca atacam majoritariamente a celulose.
Porém, os fungos de degradacdo branca atacam ativamente a lignina, o que 0s torna
interessantes para utilizagio no pré-tratamento de biomassa . A degradacdo da lignina com
esse tipo de fungo acontece gracas as enzimas lacases e peroxidases 2°. Muitos estudos
procuram aumentar a atividade dessas enzimas para contornar uma grande desvantagem desse
processo: o0 tempo de tratamento. Esse tipo de pré-tratamento pode demorar até 5 semanas, 0
que torna essa tecnologia pouco competitiva. Por isso, 0s pré-tratamentos com
microrganismos ainda estdo em fase de desenvolvimento, mas representam uma alternativa

interessante do ponto de vista ambiental e em termos de segurancga e economia energética *°.

A Tabela 3 apresenta as principais vantagens e desvantagens dos processos de pré-

tratamento mais comuns.



Tabela 3 - Resumo dos tipos de pré-tratamento .

31

SOLUBILIZACAO REMOGCAO ACESSIBILIDADE GERACAO DE POSSIBILIDADE AUMENTO NO
PRE- DA DA LIGNINA DA CELULOSE INIBIDORES DE UTILIZAR CONTEUDO DE
TRATAMENTO  HEMICELULOSE CELULOSE E CELULOSE NOS
HEMICELULOSE SOLIDOS PRE-
TRATADOS
Mecinico sem efeito sem efeito +/- sem efeito sem efeito sem efeito
Acido Diluido ++ (hidrolise) (lignina + +/- ++ +
acido
solavel)
Alcalino ++ ++ +/- - (celulose) ++
Oxidagio ++ ++ - +/- +
umida
Hidrotérmico + (lignina + - + +
acido
solavel)
Explosio com + (lignina + +/- ++ +
vapor (hidrélise acido
parcial) solavel)
Explosio com ++ (hidrodlise) (lignina + +/- ++ +
vapor acido
catalisada soluvel)
Expansdo da +/- Rompe ++ - + -
fibra com ligagdes
amonia lignina-
carboidrato

2.8  ENZIMAS CELULOLITICAS E B-GLUCOSIDASES

Nos altimos anos, com a busca crescente por rotas mais limpas e verdes para sintese
de produtos de interesse industrial, as tecnologias envolvendo enzimas se tornam uma
alternativa promissora. Particularmente, nas ultimas duas décadas, processos envolvendo
biocatalisadores se mostraram importantes para atender a uma demanda por produtos mais
sustentaveis,

particularmente na sintese de produtos farmacéuticos, flavorizantes,

aromatizantes, vitaminas e outros produtos de quimica fina 32 33,

Enzimas sdo comumente chamadas de biocatalisadores pela sua capacidade de
promover transformacdes complexas na natureza. Com isso, muitos processos industriais se
tornaram realidade através do isolamento de enzimas para exercer fungdes especificas na
industria. Estudos mostram que o uso da tecnologia enzimética ajuda a reduzir os custos

operacionais na indGstria em 10 — 50%, pela reducéo do consumo energético e de insumos .
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Com o crescimento da inddstria do etanol de segunda geracdo, estima-se que o
potencial de mercado para essas enzimas possa atingir 400 milhdes de ddlares por ano. Essa
estimativa leva em consideracdo apenas a aplicacdo na hidrolise dos polissacarideos da
biomassa lignoceluldsica, por isso, esse valor seria consideravelmente maior se levadas em

conta outras aplicagoes *.

As celulases, em particular, sdo enzimas conhecidas desde o inicio do século XX pela
sua capacidade de hidrolisar o material celulésico. Atualmente, é conhecido que as celulases
sdo um consdércio de enzimas que apresenta especificidade pelas ligacdes glicosidicas p-1,4 e
permitem a completa solubilizacdo da celulose, gerando acuUcares. Os principais grupos de
enzimas envolvidos nesse processo sdo as endoglucanase e exoglucanase. Para a completa
hidrolise da celulose, um outro grupo de enzimas se faz importante: as -glucosidases, que
ndo sdo verdadeiramente consideradas pertencentes ao grupo das celulases, mas que sdo de
fundamental importancia na geracdo de glicose. Enquanto a endoglucanase e exoglucanase
sdo responsaveis por fragmentar a matriz celulésica em oligossacarideos de diversos graus de

polimerizagéo, as B-glucosidases hidrolisam celobiose e oligossacarideos sollveis a glicose *¢.

Recentes desenvolvimentos na tecnologia de producdo de celulases possibilitaram a
diminuicdo do custo com enzimas por galdo de etanol de 5,40 ddlares para apenas 20 centavos
de ddlar. Porém, para que o processo seja realmente competitivo, esse valor precisaria cair
para 7 centavos de ddlar apenas ’. Tornando o cenario mais complicado, uma maior reducéo
dos custos com enzimas, por meio de engenharia genética e desenvolvimento de downstream,
seria um caminho com desafios tecnologicos enormes *’, devido ao investimento elevado e
tempo de dedicacdo em pesquisa necessarios. Em contraste, a possibilidade de reutilizar

enzimas no processo &, visivelmente, mais atraente economicamente.

Uma alternativa que representa um fator critico no uso de enzimas em processos
industriais € a etapa de recuperacdo para reutilizacdo dessas enzimas. Devido ao elevado custo
de producdo das enzimas empregadas nos processos como o de sacarificacdo, é interessante
poder reciclar e utilizar novamente as mesmas, reduzindo gastos com aquisicdo de novas
enzimas. De acordo com alguns estudos, as celulases representam mais que 50% do custo

total no processo de hidrélise enzimatica 8.
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A partir do desenvolvimento de alternativas para contornar problemas como esse, é
possivel tornar processos industriais mais interessantes do ponto de vista econémico. Um
processo verdadeiramente eficiente deveria contar com a recuperacdo das enzimas utilizadas
na hidrolise e seu posterior reuso. Porém, o reciclo das enzimas é uma tarefa complexa pois,
ao final da hidrolise, essas enzimas se distribuem entre duas fases: o substrato solido e o
sobrenadante liquido. Devido a esse fato, muitos estudos tém sido conduzidos visando a
imobilizacdo de enzimas. Dessa forma, a separacgéo e reciclo tornam-se muito mais simples e
a atividade util das enzimas é aumentada. Além disso, enzimas imobilizadas sdo mais

resistentes a alteraces reacionais de pH e temperatura *°.

A estrutura da maioria das celulases apresenta dois dominios: o dominio catalitico
(CD) responsavel pela clivagem da celulose e o dominio responsavel pela ligacdo com o
substrato celulosico (CBD). Os dois dominios séo ligados por uma regido peptidica. A Figura
10 ilustra de forma simplificada a estrutura de uma celobiohidrolase, uma das enzimas

celuloliticas.

Regiao Ligante

Dominio de Ligacao

Sitio Catalitico a Celulose

" Fibra de Celulose

Figura 10 — Esquema simplificado de uma celobiohidrolase 3.

N&o se sabe ao certo o grau de importancia do CBD e da regido peptidica na
conversao catalitica. Alguns sugerem que sua funcdo é apenas de ligagdo com o substrato.
Porém, estudos mostram que a atividade enzimatica diminui bastante se a regido peptidica for
reduzida. Concluiu-se, portanto, que o CBD poderia ser responsavel pela separacdo das

cadeias e a regido peptidica teria um papel importante na penetracdo no substrato %42,

Em relagdo ao mecanismo sinergético de acdo das celulases, esse sim é conhecido em

maior profundidade. Enquanto as endoglucanases (EG) sdo responsaveis pela clivagem das
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ligagdes internas B-1,4, as exoglucanases atuam na clivagem da regido terminal da cadeia
celulésica. As exoglucanases normalmente existem em dois tipos: celobiohidrolases | e Il
(CBH 1 e Il). Elas atuam em conjunto, clivando os terminais redutores e ndo-redutores da
cadeia celulésica a medida que a reacdo avanca. O produto final da acdo das endo e
exoglucanases € a celobiose, duas unidades de glicose ligadas, e oligossacarideos soliveis. A
taxa de despolimerizacdo enzimatica pela acdo das endo e exoglucanases representa o fator
limitante na hidrélise enzimatica *3. Por sua vez, as B-glucosidases sdo responsaveis por
converter celobiose em glicose, embora algumas B-glucosidases também sejam capazes de
hidrolisar oligossacarideos maiores **“°. O que ainda ndo se tornou um consenso é a ordem
de acdo das EG e CBH *. Tanto as EG e CBHs como as B-glucosidases sofrem inibico pelo
seus produtos de hidrdlise, celobiose e glicose, respectivamente “6. A Figura 11 a seguir
mostra 0 mecanismo de acdo onde as EG rompem a cadeia celuldsica e depois as CBH atuam
nos terminais. A celobiose formada é hidrolisada em duas moléculas de glicose pela acdo das

B-glucosidases.

-
| | . .
@.—T_,,\Q,—o'a OD——A)~ .
= < 2 0
r———— > »
O———1—— S s :
’—|\° Sl t:; - gV §
Cristalina Amorfa Cristalina % Qg.
L
CBHI 3 cBH 8 beta-glucosidases
— EG o  Celobiose ¢ Glicose

Figura 11 - Agdo sinérgica das celulases na clivagem da celulose 3.

O sinergismo entra as EG e CBH também depende do substrato utilizado. Se o
substrato for solivel, como € o caso da carboximetil celulose (CMC), o sinergismo é
praticamente nulo #’. Porém, quando o substrato é cristalino, como é o caso da Avicel®
comercial, a importancia das CBH é mais evidente, pois as ligacbes B-1,4 estdo praticamente
inacessiveis as EG “8. De qualquer forma, os substratos cristalinos sempre possuem uma parte
amorfa exposta e que permanece acessivel as EG. Embora aparentemente o sinergismo entre

essas enzimas tenha sido explicado em estudos anteriores, 0 tema ainda gera muita discusséo
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e ndo se sabe ao certo porque as CBH contribuem para a acdo das EG em substratos como a
celulose cristalina. Também ainda ndo foi descoberto porque apenas algumas CBH e EG
apresentam sinergismo entre todas as existentes *°. O grau de sinergismo entre as enzimas
pode ser medido pela razdo entre o efeito de todas as enzimas em conjunto e a soma dos
efeitos das enzimas agindo individualmente. Estudos mostram conclusfes interessantes em
relagdo ao sinergismo das enzimas, como, por exemplo, a influéncia da p-glucosidase na acéo
da CBH. Experimentos mostram que o acimulo de celobiose no meio, devido a auséncia da
B-glucosidase, apresentou um efeito inibitorio na agdo das CBHs *°. Por isso, é interessante
que um coquetel enzimatico de celulases tenha alta atividade B-glucosidasica. As preparacoes
enzimaticas disponiveis necessitam, muitas vezes, de suplementacdo com B-glucosidase extra
para evitar a inibicdo por celobiose °°3. Além disso, ja foi mostrado também como os efeitos
individuais das EG e CBH sdo aumentados quando essas estdo simultaneamente presentes na

reacdo .

A B-glucosidase (EC 3.2.1.21) é uma glicosil hidrolase de massa molar 136 kDa.
Possui diversas aplicagdes em diferentes processos industriais, como na estabilizacdo de sucos
e bebidas, na melhoria das propriedades sensoriais dos alimentos, também € utilizada na
sintese de alquil e arilglicosideos a partir de polissacarideos naturais através de hidrélise
reversa ou trans-glicosilacdo, gerando produtos com aplicagdes na indastria farmacéutica, de

cosméticos e de detergentes >,

2.9 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Enzimas imobilizadas sdo, de acordo com a IUPAC, enzimas soluveis ligadas a uma
matriz insollvel, orgénica ou inorgéanica, ou encapsuladas em uma membrana com a intengédo
de aumentar sua estabilidade e permitir seu reciclo ou uso continuo *°. Além de permitir uma
facil separacdo do meio reacional, a imobilizacdo protege as enzimas de eventual
desnaturacdo causada por valores de pH extremos, altas temperaturas e solventes organicos °°.
Tais vantagens tornam interessante 0 uso de enzimas imobilizadas em escala industrial.
Enzimas imobilizadas possuem, portanto, aplicacbes em diversos campos como na fabricagdo
de biossensores % %7, sintese de bioprodutos °® >, producdo de bioetanol e biodiesel © 1,

remocdo de poluentes °% % e células biocombustiveis % ®. As técnicas de imobilizagdo de



36

enzimas estdo distribuidas, basicamente, em trés grandes categorias: Ligacdo a um suporte,
encapsulamento e ligagdo cruzada entre enzimas. A Figura 12 apresenta as principais técnicas

de imobilizacdo de enzimas.

Técnicas de
Imobilizagdo de
Enzimas

Ligagdoaum Ligagdo Cruzada

Suporte entre Enzimas Encapsulamento

Ligagdo
Covalente

Micro-

Matriz Membrana encapsulamento

Adsorgdo Ligagdo Ionica

¥ Py

0TI Y Y
LRI R

Figura 12 - Classificacdo das técnicas de imobilizacdo de enzimas °:,

A ligacdo a um suporte pode ser de natureza fisica (interagdes hidrofébicas e de van
der Waals), idnica ou covalente. Entre 0s suportes comumente usados estdo as resinas
sintéticas, biopolimeros e solidos inorganicos. A adsorc¢éo fisica de enzimas ao suporte é uma
das técnicas de imobilizagio mais comuns devido & sua praticidade e baixo custo %, Porém, a
grande desvantagem dessa técnica € a fraca interacdo enzima-suporte, que facilita a dessorcéao
das enzimas sob condicdes reacionais severas, como variacGes de temperatura, pH, forca
ibnica ou, até mesmo, concentracdo de substrato. Por isso, a utilizacdo de enzimas
imobilizadas por adsorcéo é mais indicada em meios hidrofobicos 8, Por outro lado, a ligagéo
a um suporte por interacdes idnicas €, naturalmente, mais forte. A selecdo do suporte depende,
basicamente, da sua estabilidade fisico-quimica, capacidade de adsorcéo de enzima e custo .
Além do tipo de suporte, os principais parametros de imobilizacdo que influenciam na
quantidade e na atividade da enzima imobilizada sdo: Temperatura de imobilizacdo, tempo de

contato, pH, forca idnica e concentracdo de enzima.

A imobilizagdo por ligacdo covalente a um suporte consiste na ligacdo estabelecida
entre 0s grupos funcionais presentes na proteina com atividade enzimética e 0s grupos

funcionais na superficie do suporte. Os suportes normalmente ndo estdo aptos a reagir
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diretamente com as enzimas, sendo necessaria funcionalizacdo para conferir grupos
eletrofilicos capazes de se ligar aos grupos funcionais da proteina. O tipo de funcionalizacdo a
ser realizada depende das caracteristicas do suporte e, principalmente, dos grupos funcionais
presentes em sua superficie. A grande vantagem dessa técnica é prevenir a dessor¢do da
enzima através da forte ligacdo com o suporte. Por outro lado, se a enzima é eventualmente
desativada durante a imobilizacdo, o processo € irreversivel e tanto a enzima como o suporte
tornam-se inutilizaveis . Por isso, a utilizacdo de grupos ligantes de cadeia longa ¢ preferida,
uma vez que a ligacdo covalente pode promover grande rigidez a enzima, eventualmente
desativando-a "°. Além disso, é essencial que as ligagdes ndo ocorram entre o suporte e 0s
grupos funcionais proximos ao sitio ativo da enzima, o que também acarretaria a sua
desativacdo. O grupo funcional mais visado para funcionalizacdo devido a sua abundancia e
reatividade em proteinas € o -NH, tanto N-terminal a-amino como a lisina g-amino. Em
particular, a lisina é preferida por ndo participar da atividade dos sitios ativos e estar
disponivel na superficie da proteina "*. A imobilizacdo por ligagdo covalente é, naturalmente,
mais custosa e mais complexa de ser executada que a adsorc¢do, pois requer o uso de agentes
ligantes e estudo mais aprofundado sobre as condi¢des de imobilizacdo a serem utilizadas.
Consequentemente, a quantidade de materiais funcionalizados disponiveis comercialmente
para imobilizacdo covalente é relativamente pequena quando comparada com 0s materiais

adsorventes para enzimas 2.

A imobilizacdo por encapsulamento consiste na retencdo da enzima em uma matriz
polimérica. O aprisionamento da enzima no suporte impossibilita sua dessor¢do devido ao seu
tamanho, porém permite a difusdo de pequenas moléculas como reagentes e produtos.
Normalmente, o suporte é produzido na presenca da enzima em solucdo. Essa técnica é
puramente fisica e ndo existe, portanto, ligacao entre a enzima e o suporte. Logo, a vantagem
da imobilizacdo por encapsulamento é conter a enzima eficientemente presa ao suporte sem
haver interacdes quimicas e modificacdes na estrutura e sitio ativo, evitando a desnaturacéo.
Por outro lado, a principal desvantagem é a limitacdo da taxa de difusdo de reagentes e
produtos atraves da matriz polimérica. Dependendo do material utilizado, pode-se dividir a
técnica em encapsulamento em matriz polimérica, em membranas semipermeaveis € micro

encapsulamento, ou seja, confinamento das enzimas em microcapsulas.

Enzimas podem ser, também, imobilizadas na auséncia de um suporte, através de um

método chamado cross-linking (ligagdo cruzada). Esse método consiste na ligagdo entre
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enzimas, mediante o uso de agentes ligantes, formando aglomerados de enzimas.
Normalmente os agentes de ligacdo utilizados s&o 0s mesmos que promovem a ligagédo entre
enzima e suporte na imobilizacdo por ligacdo covalente, como o glutaraldeido, por exemplo
%, Devido a sua caracteristica bifuncional, o glutaraldeido é capaz de formar bases de Schiff
com 0s residuos presentes na enzima contendo aminas, formando uma rede de ligacdes.
Muitos fatores influenciam a atividade e estabilidade das enzimas imobilizadas por este
método, como temperatura, pH, forca idnica, tipo de ligante, quantidade de ligante e agente
precipitante. Embora ocorra desativacdo das enzimas que permanecem no centro dos
aglomerados, é possivel obter alta atividade enzimatica por peso de biocatalisador, ja que nao
ha presenca de suporte. Além disso, a auséncia de suporte representa também uma reducao
nos custos de preparagdo. Por outro lado, apesar de elevada estabilidade em altas
temperaturas, os aglomerados enzimaticos possuem baixa resisténcia mecénica. Outra

desvantagem ¢ a dificil reprodutibilidade da técnica .

A selecdo da melhor técnica a ser utilizada depende, basicamente, da enzima a ser
imobilizada e da aplicacédo final. Por isso, ndo existe uma técnica suficientemente abrangente
e que seja considerada a melhor . A Tabela 4 apresenta um resumo sobre as técnicas de

imobilizacdo mais comuns.
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Tabela 4 — Principais vantagens e desvantagens das técnicas de imobilizagdo mais comuns ™.

Técnica de imobilizagao

Vantagens

Desvantagens

Encapsulamento

Ligacéo cruzada entre enzimas

Adsorcéo

Interacéo i6nica

Ligacdo covalente

Né&o ha modificacdo
quimica da enzima
Enzima é capaz de manter
atividade nas condigBes
de polimerizagéo do
suporte

Néo ha necessidade de um
suporte

Estabilizacdo das enzimas
Minimizagdo da
dessorc¢do de enzimas

Né&o ha modificacdo
guimica da enzima
Facil execucdo

Né&o ha modificacdo
guimica da enzima
Facil execugdo

Forte ligacdo entre enzima
e suporte

Minimizacdo da
dessorc¢do de enzimas
Estabilizacdo das enzimas

Problemas de
transferéncia de massa

Possibilidade de
modificacdo quimica da
enzima

Procedimento de
execucao complexa
Problemas de
transferéncia de massa
Dessorgao das enzimas
Baixa especificidade do
método

Dessorcao das enzimas
Baixa especificidade do
método

Possibilidade de
modificacOes estruturais
na enzima

Possibilidade de
desativacdo
Necessidade de ativacao
do suporte

Processo irreversivel,
impossibilitando reuso do
suporte

2.10 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Diferentes materiais podem ser utilizados como suporte para a imobilizacdo de

enzimas. Os suportes podem ser classificados em orgéanicos e inorganicos. Entre os suportes

organicos estdo 0s polimeros organicos sintéticos, como as resinas acrilicas comerciais

Amberlit® XAD e Eupergit® C, por exemplo, e os polimeros naturais como a celulose, amido,

quitina, agar, etc. Os suportes inorganicos incluem argilas, bentonita, areia e suportes

sintéticos como silicas mesoporosas e zeodlitas. A selecdo do material a ser utilizado como

suporte depende, principalmente, da enzima, do método de imobilizacdo e da aplicacdo final,

por isso, ndo ha um suporte perfeito que atenda a todas as necessidades. As principais

caracteristicas do material que devem ser levadas em consideracdo sdo a morfologia,

composicao, presenca de ions metalicos, presenga de grupos funcionais, resisténcia mecanica,

natureza hidrofébica e hidrofilica.
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Entre os materiais inorgénicos, os mais utilizados em imobilizagdo de enzimas sdo
aqueles com base em silica ou outros 6xidos. A preferéncia por esses materiais se deve as
suas propriedades como a alta resisténcia térmica e mecanica, propriedade antimicrobiana,
rigidez e porosidade. Apesar da possibilidade de obtencdo de materiais organicos com
porosidade controlada, esses apresentam alta sensibilidade a presséo e variagdes de pH, o que
pode acarretar variacbes de diametro e/ou volume de poros. De modo contrério, os materiais
inorganicos garantem uma morfologia constante e sdo comercialmente disponiveis em
diversos tamanhos de particula e didmetros de poro. Deve-se levar em consideracdo o
tamanho da enzima a ser imobilizada na selecdo da porosidade do suporte. No caso de poros
de diametro menor que a enzima a ser imobilizada, apenas a superficie externa do suporte
torna-se disponivel para imobilizacdo. Por outro lado, poros maiores que a enzima,
disponibilizam uma area especifica maior para imobilizacdo, porém podem acarretar
problemas de transferéncia de massa e impedimento estérico. A difusdo do substrato e dos
produtos de reacdo nos poros é dificultada quando comparada com a superficie externa do
suporte. Além disso, o entupimento dos poros causado pelo préprio processo de imobilizagéo,
muitas vezes devido ao ligante, ou até mesmo impurezas, pode ser uma grande desvantagem

da porosidade do suporte 2.

2.11  AVALIACAO DA IMOBILIZACAO

A terminologia em imobilizacdo de enzimas normalmente gera muita confuséo.
Existem trés termos que sdo os mais utilizados para se referir ao desempenho do processo de

imobilizacdo: rendimento de imobilizacao, eficiéncia de imobilizacao e atividade recuperada.

O rendimento de imobilizacdo se refere a fracdo de enzimas da solucdo inicial, ativas
ou ndo, que se mantém aderidas ao suporte. Em outras palavras, é a quantidade de proteina
imobilizada em relacdo a quantidade de proteina total. Pode ser expresso pela seguinte

equacao:

RI

P
X 100%
0
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Onde Pq € a concentracdo inicial de proteinas na solucéo de enzimas livres utilizada na
imobilizacdo e P é a concentracdo de proteinas no sobrenadante recuperado apds a

imobilizacéo.

Uma vez que € preciso avaliar a atividade final das enzimas imobilizadas no suporte,
ou seja, investigar se houve desnaturacdo ou desativacdo durante a imobilizagéo, utiliza-se o
termo eficiéncia de imobilizacdo. Este parametro, basicamente, se refere a porcentagem da
atividade da enzima ligada ao suporte que é observada e pode ser calculada da seguinte
forma:

A

El =
A (RID)

x 100%

Onde A ¢ a atividade observada das enzimas imobilizadas, AL € a atividade da solugéo
de enzimas livres e RI é o rendimento de imobilizacdo. Em teoria pode-se ter um rendimento
de imobilizacdo de 100%, mas com uma eficiéncia de imobilizacdo de 0%, se toda a proteina
em solucdo for imobilizada, porém sem atividade devido a desativacdo ou inacessibilidade

por consequéncia da imobilizacao.

O terceiro termo é a atividade recuperada, que expressa o desempenho geral do
processo de imobilizagcdo. O termo indica quanto da atividade total disponivel na solucédo de
enzima livre foi, realmente, retida pelo suporte. Para obter a atividade recuperada, basta
multiplicar a eficiéncia de imobilizacao pelo rendimento de imobilizacéo:

4
AR = —x 100%
AL

Muitas vezes os parametros de imobilizacdo sdo, também, expressos na forma:
A —A

R
Rl = —x 1009
A %

El =Lx 100%
A, — Ag ’

Onde Ar ¢ a atividade residual no sobrenadante apds a imobilizag&o.
Muitos trabalhos optam por calcular Rl e ElI em termos da atividade imobilizada

tedrica (AL — AR), ao inveés de recorrer aos métodos de quantificagdo de proteinas. Tais

métodos sdo muito eficientes se corretamente executados, porém podem induzir ao erro no
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caso da presenca de impurezas ou utilizacdo de padrdes que diferem muito das proteinas a

serem quantificadas.

A atividade enzimatica é expressa em unidades U (umol de produto formado por
minuto). E importante salientar que a atividade enzimatica deve ser quantificada por um tnico
método, nas mesmas condi¢cdes, e com o mesmo substrato, de preferéncia, 0 mesmo da
aplicacdo final. Do contrario, os parametros de imobilizacdo podem ser calculados de forma
errada. Por exemplo, uma enzima imobilizada pode apresentar alta atividade nos testes de
imobilizacdo quando um substrato de molécula pequena é utilizado, mas apresentar baixa
atividade quando na presenca de um substrato de molécula grande, devido a problemas de

transferéncia de massa, etc. 6.

2.12  IMOBILIZACAO DE B-GLUCOSIDASE

Poucos estudos foram voltados a imobilizacdo de endoglucanase e exoglucanase,
devido ao evidente problema de transferéncia de massa para converter o substrato, insoluvel,
utilizando enzimas também insolubilizadas. Por outro lado, a B-glucosidase é responsavel pela
hidrolise de substratos soluveis, como a celobiose, que também possui um papel inibidor das
demais celulases. Portanto, a deficiéncia de atividade B-glucosidica nos coquetéis enzimaticos
comerciais e a possibilidade de reciclar essas enzimas para reduzir custos, despertaram o
interesse em imobilizar a B-glucosidase. Trabalhos da década de 70 ja mostravam o
desempenho da B-glucosidase imobilizada em celulose ativada, quitosana e reatores de fibra
oca . A partir disso, uma série de suportes foram testados, incluindo suportes sintéticos e
inorganicos. A Tabela 1 resume alguns dos trabalhos mais importantes sobre a imobilizacao

de B-glucosidase.
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Tabela 5 — Resumo dos principais trabalhos sobre imobiliza¢do da p-glucosidase.

Referéncia Enzima Suporte Técnica Vantagens Desvantagens
Tu et al. B- Eupergit C Ligagdo  75% da atividade 12 % da
(2006) glucosidase covalente apds 6 ciclos; atividade
de Aumento da recuperada;
Aspergillus estabilidade a 65  Problemas de
niger °C transferéncia
de massa
Gomez et  B- SBA-15 Adsor¢ao Elevada cargade  Problemas de
al. (2009)  glucosidase proteina por transferéncia
de améndoas grama de suporte, de massa;
430 mg. g'l Dessorgao das
enzimas
Figueiraet f- Alginato, Adsor¢do 80% da atividade  Problemas de
al. (2011)  glucosidase =~ Amberlite, recuperada (sol- transferéncia
de Sol-Gel, etc... gel) de massa
Aspergillus
Sp.
Verma et B- Nanoparticulas Ligagdo  80% da atividade  Alteracao do
al. (2013)  glucosidase = magnéticas de  covalente apds 8 ciclos pH o6timo e
de oxido de ferro constantes
Aspergillus cinéticas
niger
Borgeset  B- Resina acrilica Adsor¢do Estabilidade a 65  Perda de
al. (2014)  glucosidase  ativada com / Ligacdo °C 19 vezes maior estabilidade a
de grupos covalente (glioxil-agarose); 65 °C
Trichoderma carboxilicos e Estavel apos 3 (Resina)
reesei glioxil-agarose ciclos de hidrolise
de bagaco
(Resina)
Tan et al. B- Kappa Ligacdo  Rendimento de Alteragao da
(2015) glucosidase  carragenana covalente imobilizacao 93 temperatura
de % Otima
Aspergillus
niger

Tu et al. avaliaram o potencial do suporte Eupergit C, um polimero sintético de

metacrilamida, e mostraram que a B-glucosidase de Aspergillus Niger imobilizada teve uma

melhora significativa em sua estabilidade térmica a 65 °C, quando comparada a enzima livre

S Além disso, o material mostrou boa reciclabilidade, mantendo 75% da atividade durante 6

ciclos de reagdo. Contudo, foi constatada uma baixa atividade recuperada, 12 %, e um valor

de Km para a enzima imobilizada 10 vezes maior que para a enzima livre. Os autores atribuem

a queda de atividade e afinidade por substrato a desativagdo causada pela ligacdo dos grupos
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epoxi do Eupergit C aos residuos proximos ao sitio ativo da enzima, além de problemas de

transferéncia de massa causados pelo suporte.

A silica mesoporosa SBA-15 foi utilizada como suporte para a B-glucosidase de
améndoas por Gomez et al. e testada na hidrélise de 4-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-
NPG) . As enzimas foram imobilizadas por adsor¢do e uma carga elevada de proteina por
grama de suporte foi obtida, 430 mg.g™. Porém, os autores atribuem a queda na atividade
enzimatica a possiveis mudancas conformacionais na estrutura da enzima causadas pela
interacdo enzima-suporte, além de problemas difusionais. O pH 6timo da enzima imobilizada
se manteve igual ao da enzima livre, pH=5,5. Os autores mostraram que esse fato foi, na
verdade, devido a dessorcdo da enzima em valores de pH maiores que o pH de imobilizacéo,
pH=3,5.

Figueira et al. avaliaram diferentes suportes para imobilizacdo da B-glucosidase de
Aspergillus sp. através de adsorcdo e ligacdo covalente com glutaraldeido **. O melhor
suporte foi o sol-gel, que apresentou 80% de atividade recuperada na hidrélise de p-NPG.
Foram testados também alginato de calcio, Eupergit, Amberlite, gelatina e Lentikats. Todos
os demais suportes obtiveram atividade recuperada menor que 30 %. O aumento do valor de

Kwm para as enzimas imobilizadas foi atribuido a problemas difusionais.

No trabalho de Verma et al., B-glucosidase de Aspergillus Niger foi imobilizada em
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro por ligagdo covalente utilizando glutaraldeido 7.
As enzimas suportadas mostraram excelente reciclabilidade, apresentando atividade residual
de 80% apds 8 ciclos de hidrolise de p-NPG. Os autores indicaram a ocorréncia de mudancas
conformacionais na estrutura da enzima apds imobilizacao, devido as alteracfes no pH 6timo

e constantes cinéticas.

Borges et al. imobilizaram B-glucosidase de Trichoderma reesei por adsorgdo em
resina acrilica ativada com grupos carboxilicos e por ligagdo covalente em glioxil-agarose 8.
A estabilidade térmica a 65 °C da enzima imobilizada em glioxil-agarose foi 19 vezes maior
que para a enzima livre, segundo os autores. Por outro lado, a enzima imobilizada na resina
acrilica desnaturou mais rapidamente a 65 °C que a enzima livre, mas apresentou boa
reciclabilidade na suplementacdo de celulases durante a hidrélise de bagago de cana,

permanecendo estavel até o terceiro ciclo de reagdo.
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Entre os suportes poliméricos naturais mais utilizados para encapsulamento de
enzimas esta a kappa carragenana, um polissacarideo encontrado em macroalgas vermelhas.
Apesar de seu baixo custo, a kappa carragenana € pouco eficiente para imobilizar enzimas se
um agente de ligagdo cruzada néo for utilizado. Tan et al. avaliaram o aprisionamento de -
glucosidase de Aspergillus niger em kappa carragenana funcionalizada com polietilenoimina
(PEI) e glutaraldeido visando a aumentar a eficiéncia de imobilizagdo *°. Uma otimizagéo do
processo de imobilizacdo demonstrou que, ao aumentar a concentracdo de PEI de 0% até 2%,
o rendimento da imobilizacdo aumentou de 38,7% para 92,8%. Os autores explicam que, com
0 aumento do numero de grupos amino no suporte, 0 nimero de grupos aldeidicos disponiveis
para ligacdo também aumenta e, com isso, maior é a quantidade de enzimas que serdo ligadas
ao glutaraldeido na superficie do suporte. Foi também relatado que a enzima imobilizada
apresentou atividade maxima em uma faixa mais ampla de pH se comparada com a enzima
livre. No caso do perfil de temperatura 6tima, a enzima imobilizada se mostrou mais ativa a

60 °C, enquanto para a enzima livre esse valor foi de 50 °C.

2.13 GLICOSE OXIDASE

A enzima glicose oxidase (EC 1.1.3.4.) é uma oxido-redutase de massa molar 160
kDa, capaz de catalisar a oxidacdo de glicose a glucono-lactona, que € rapidamente
hidrolisada a acido gluconico, utilizando oxigénio molecular como aceptor de elétrons e
produzindo, simultaneamente, peréxido de hidrogénio como coproduto °. A reacdo esta
esquematizada na Figura 13. E produzida a partir de linhagens de fungos filamentosos,
principalmente Aspergillus e Penicillium 8 8., Possui diversas aplicacdes na industria,
principalmente na remocdo de glicose em alimentos para melhoria de sabor, coloracdo e
tempo de prateleira. E também utilizada na remocdo de oxigénio em bebidas embaladas e
enlatadas para prevenir oxidacdo. Além disso, a glicose oxidase é muito conhecida por suas
aplicacBes como biossensor para determinacdo analitica de glicose tanto em ambiente
laboratorial como industrial. Essa enzima esta presente em Kits espectrofotométricos
comerciais para quantificar glicose, no sangue e urina por exemplo, e em consércio com a
enzima catalase 8. Esta ultima funciona como catalisador na decomposicdo do peroxido de
hidrogénio formado na oxidacdo, uma vez que esse coproduto é inibidor da glicose oxidase, 0

que reduz drasticamente a conversdo maxima em acido gluconico &,
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Figura 13 - Oxidacao de glicose a acido gluconico 8.

O trabalho de Taketoshi et al. mostra como a inibigdo por peroxido de hidrogénio
pode ser controlada e a conversdo da reacdo aumentada através da utilizacdo de catalisadores
com base em ouro % Foram utilizadas nanoparticulas de ouro suportadas em diferentes
materiais incluindo diversos 0xidos metalicos e carvdes. O aumento da conversdo em 1 hora
de reacdo, na presenca dos catalisadores metalicos, foi correlacionado com a decomposicao
do perdxido de hidrogénio. Para isso, os catalisadores foram testados em solucédo 0,3 % de
perdxido de hidrogénio e a vazdo de oxigénio formado foi medida por um bolhémetro. Foi
observado que, para a maior conversdao obtida (98% =2), utilizando ouro suportado em
zirconia), maior foi a vazdo de oxigénio no teste de decomposicdo de perdxido de hidrogénio
(0,13 mL.min). A conversio da oxidagdo de glicose na auséncia de catalisador metalico foi
90% +3.

Enzimas podem ser empregadas em um consorcio enzimatico para realizar reacGes em
cascata ou one-pot. Com o intuito de melhorar a reciclabilidade e estabilidade do
biocatalisador, diferentes enzimas podem ser ligadas ao mesmo suporte para imitar sistemas
multi-enzimaticos presentes nos sistemas celulares . No trabalho de Zhao et al., glicose
oxidase e glucoamilase foram co-imobilizadas em 6xido de grafeno quimicamente reduzido
(CRGO) para produzir 4cido gluconico a partir de amido em uma reagdo one-pot 8¢. Os
autores optaram por reduzir o suporte de 6xido de grafeno utilizando acido ascorbico para
remocdo dos grupos funcionais superficiais, de modo que a imobilizagdo ocorresse apenas por
adsorcéo, e ndo por ligacOes covalentes, uma vez que tais ligagdes modificariam a estrutura
enzimética e a atividade seria prejudicada, como mostrado em trabalhos anteriores 8%, Com

esse sistema multi-enzimatico foi obtido rendimento de 82% em acido glucdnico em apenas 2
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horas. Além disso, o biocatalisador apresentou boa estabilidade, preservando em torno de

85% de sua atividade ao final de quatro ciclos de reciclo.

Outro trabalho mostrando um sistema multi-enzimético, ndo imobilizado, apresentado
por Mafra et al., utilizou as enzimas invertase, glicose oxidase e catalase em um reator aerado
tipo airlift para produzir acido gluconico a partir de sacarose em reagdo one-pot 0. A
producao eficiente de acido glucénico é altamente dependente da concentracdo de oxigénio no
reator, por isso, a transferéncia de oxigénio para o meio reacional é crucial para atingir altos
rendimentos. Os reatores airlift garantem altas taxas de solubilizagdo do oxigénio com
consumo de energia relativamente baixo. Os autores relataram uma concentragdo final de
acido gluconico de 28,6 g.L-1 a 40 °C e pH 6, para uma concentragdo inicial de 50 g.L? de

Sacarose.

2.14 ACIDOS ORGANICOS

Acidos organicos sdo de suma importancia nas IndUstrias Quimica, Farmacéutica e de
Alimentos, principalmente pelo seu emprego como building blocks, compostos que
apresentam uma ampla aplicacdo industrial, a partir dos quais se obtém uma serie de
subprodutos, 0s quais constituem a base para o fornecimento de uma série de substancias

intermediarias e produtos finais, importantes na Inddstria Quimica °.

Os &cidos organicos também possuem grande utilidade como aditivos. Na inddstria de
alimentos, por exemplo, os &cidos organicos sdo muito utilizados como conservantes, devido
as suas propriedades antioxidantes e/ou antimicrobianas. Como antioxidantes, atuam como
sequestrantes de ions metalicos através do ion carboxila, evitando a catalise de reacbes de
oxidacdo nos alimentos. Além disso, esses &cidos também sdo importantes aditivos
reguladores de pH, devido a sua capacidade de gerar tampdes. Também sdo utilizados como
acidulantes para realcar ou melhorar sabores em produtos como: bebidas gasosas, sorvetes,

balas, gelatinas, coberturas e doces em geral %*.

Em sua comercializagdo e utilizagdo na industria, os &cidos organicos sdo empregados

tanto na sua forma pura como sob a forma de seus sais derivados. Sais de &cidos considerados
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biocompativeis, por exemplo, podem ser usados como suplementos alimentares no tratamento

da caréncia de cofatores, como o ferro no caso de anemia °2.

2.15 ACIDO GLUCONICO

O é4cido glucénico (gliconico ou pentahidroxicaprdico) é um &cido organico de
formula CeH1207 e € o mais comum dos 16 estereoisbmeros do &cido 2,3,4,5,6-
pentahidroxihexandico. Sua estrutura molecular estd ilustrada na Figura 14. O &cido
glucdnico existe em equilibrio com o ion gluconato e com o éster ciclico glucono-delta-
lactona em solugbes aquosas de pH neutro. O &cido glucénico, bem como seus sais e ésteres,
sdo encontrados com frequéncia na natureza pois sdo decorrentes da oxidacdo da glicose. O
acido glucénico ocorre naturalmente em frutas, mel e vinho. Em 1929, Horace Terhune

Herrick desenvolveu o primeiro processo de producgéo do sal de gluconato por fermentacao.

OH OH O
HO\/'\/?\/I-L
. . OH

64 OH

Figura 14 - Acido glucénico.

Entre as aplicacbes do &cido glucdnico, as mais importantes estdo na Industria de
Alimentos e até mesmo na medicina. Alguns medicamentos sdo injetados na forma de
gluconatos, devido a biocompatibilidade dos sais de acido glucénico. Gluconato de calcio, na
forma de gel, é usado para tratar queimaduras de acido fluoridrico. Gluconato de quinino é
um sal utilizado no tratamento de malaria por injecdo intramuscular. Injecdes de gluconato de
zinco sdo utilizadas na castracdo de animais. No passado, foi proposto a injecdo de gluconato

de ferro no tratamento de anemia.

Na Industria de Alimentos, é usado como regulador de acidez em alimentos (E574) e
nas formas gluconato de sédio (E576), gluconato de potassio (E577), gluconato de célcio
(E578) e gluconato de ferro (E579) % %. E também muito utilizado em produtos de limpeza

como agente quelante. O anion gluconato é capaz de quelar Ca?*, Fe?*, AP* e outros metais.
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Naturalmente, o &cido gluconico é formado pela oxidacdo da glicose com o auxilio da
enzima glicose oxidase. Na primeira etapa, a oxida¢do do grupo aldeido no carbono C1 da
glicose leva a formacdo de uma carboxila, resultando na producdo da glucono-3-lactona e
peroxido de hidrogénio. Posteriormente, a hidrélise espontanea da glucono- 6 -lactona leva ao
acido glucénico. O perdxido de hidrogénio formado é decomposto pela enzima catalase para
formar dgua e oxigénio. A via bioquimica do gluconato € mostrada na Figura 15. O processo
de producdo mais comum é a fermentacdo a partir de Aspergillus niger, um fungo, porém a
rota quimica também é possivel. Outra possibilidade é a producédo de acido glucdnico a partir
das enzimas extraidas de Aspergillus niger. Nessa rota, 0 meio ndo contém células e, por isso,
possui a grande vantagem de reducdo de custos nos processos de separacgéo, principalmente se

as enzimas forem imobilizadas. Essa tecnologia ainda n&o ¢ comum na indUstria °2.

alfa-D-glicose

hexoguinase
glicose-6-fosfato
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Figura 15 - Via bioguimica do gluconato %,

O é&cido glucdnico foi descoberto por Hlasiwetz e Habermann em 1870.

Posteriormente, Molliard detectou o &cido glucénico em culturas de Aspergillus niger.
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Estudos de Bernhauer mostraram que Aspergillus niger produzia acido gluconico com alto
rendimento se esse fosse neutralizado com carbonato de célcio e que sua producdo era
altamente dependente do pH. Apesar disso, foi descoberto que através de culturas de
Penicillium sp. a dependéncia do pH ndo era tdo critica. Utilizando Penicillium luteum e A.
niger, Currie et al. % depositaram uma patente aplicando culturas submersas, com
rendimentos em &cido gluconico de até 90% em 48-60 horas. Mais tarde, Moyer et al. %
usaram A. niger em uma planta piloto e conseguiram produzir 95% do rendimento teérico em

solucdo de glicose de 150 a 200 g.L?, em 24 horas.

Porges et al. °” descobriram que o processo poderia ocorrer de forma semicontinua,
com reuso do micélio por 9 vezes repetidamente, no qual o indculo seria recuperado por
filtracdo ou centrifugacdo. As descobertas de Moyer et al. mostraram que a eficiéncia de mais
de 95% poderia ser atingida pela adi¢do de glicose a 250 g.L* e compostos de boro (1% na
solucéo de glicose) em etapas posteriores do crescimento do fungo com reuso do micélio em

ciclos de 24 horas cada. %8

Atualmente, a producdo de gluconato de sodio utiliza fermentagdo submersa com
Aspergillus niger e é baseada no processo modificado desenvolvido por Blom et al. %. O
processo consiste de um cultivo em batelada com alimentacfes de glicose intermitentes e
utiliza hidroxido de sodio como agente neutralizante. O pH é mantido em 6.0-6.5 e a
temperatura em torno de 34°C. A produtividade desse processo € muito alta, pois a glicose é

convertida em uma taxa de 15 g.L%.h™,

O é&cido glucdnico é inodoro, ndo-corrosivo, ndo-volatil e ndo-toxico. Ele confere um
refrescante sabor azedo aos alimentos como vinho e sucos de fruta. O gluconato de sddio
possui um alto poder sequestrante. E um bom quelante em pH alcalino. Sua agdo é
comparativamente melhor que a EDTA, NTA e outros quelantes. Solucdes aquosas de
gluconato de sodio s&o resistentes & oxidacdo e reducdo em altas temperaturas. E um eficiente
plastificante e retardante de sedimentacdo. E facilmente biodegradavel (98% em 48 horas).
Tem uma propriedade especial de inibir o amargor de alimentos. Solu¢des concentradas de
acido glucénico contém lactonas na forma do éster ciclico, o que confere propriedades
antissépticas. %2

O 6rgédo americano FDA (Food and Drug Administration) determinou que o gluconato

de sddio faz parte da lista GRAS (generally recognized as safe) e por isso seu uso em
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alimentos é permitido sem restricdes. O acido glucdnico é encontrado em abundéancia em
plantas, frutas e em alimentos como arroz, carne, laticinios, vinho (até 0,25%), mel (até 1%) e

vinagre. %

Além de ser um constituinte natural em sucos de fruta e mel, o acido glucénico
também € usado na producdo de conservas. Seu éster correspondente, a glucono-8-lactona,
confere um sabor doce que se torna levemente acido. E usado em carnes e laticinios,
particularmente em produtos de panificacdo, como agente de fermentacdo em produtos pre-
fermentados. E usado como agente flavorizante (em sorvetes por exemplo) e também tem
aplicacdo na redug¢do da absorcdo de gorduras em alimentos como “donuts”. Entre os
alimentos que contém glucono-d-lactona estdo iogurtes, queijo cottage, péaes, doces de
confeitaria e carnes. %2

O acido glucdnico € utilizado como suplemento mineral para prevenir a deficiéncia de
calcio, ferro, etc. e como sal de tampéo. Diferentes sais de acido glucdnico possuem diversas
aplicacdes de acordo com suas propriedades. O gluconato de sédio, por exemplo, € um bom
agente quelante de célcio e outros fons metalicos divalentes ou trivalentes. E utilizado na
lavagem de garrafas, prevenindo a formacdo de incrustacdes e as removendo da superficie do
vidro. Também ¢ indicado na remocao de depdsitos de calcario de superficies metalicas e na
remocdo de restos de leite e cerveja em ferro galvanizado ou ago inox. Sua capacidade de
sequestrar jons de ferro em uma larga faixa de pH é bastante explorada na inddstria téxtil,
onde ajuda a prevenir depdsitos de ferro e a desengomar tecidos de poliéster e poliamida. E
utilizado na metalurgia para decapagem alcalina e na lavagem de superficies pintadas para a
remocdo de carbonatos metalicos precipitados, sem causar corrosdo. Tem aplicacbes como
aditivo para cimento, controlando o tempo de sedimentacdo e aumentando a forca e
resisténcia a agua. Participa na fabricacdo de concreto resistente a geadas e fissuras. Muito
utilizado também em produtos de limpeza domésticos e solucbes de bochecho para a higiene

bucal 2.

Gluconato de célcio € utilizado na industria farmacéutica como fonte de célcio no
tratamento de deficiéncia de calcio por administracdo oral ou intravenosa. Também ¢é
encontrado na alimentacdo animal. Gluconato de ferro e fosfogluconato de ferro séo usados
em terapias como fonte de ferro. Gluconato de zinco é utilizado como ingrediente no

tratamento de constipacao, cicatrizagdo de feridas e varios problemas causados por deficiéncia
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de zinco como maturagdo sexual retardada, letargia mental, alteracbes da pele e

suscetibilidade a infecgGes %.

2.16 SORBITOL

O sorbitol é um alcool de aglcar amplamente utilizado nas inddstrias alimenticia e
farmacéutica. Uma de suas principais aplicacbes é como adocante de baixa caloria, mas
também é bastante utilizado como intermediario na producdo de farmacos e surfactantes 1%,
Outra importante aplicacdo do sorbitol é como agente emulsificante. Além disso, o sorbitol é
precursor da isosorbida, um importante monémero para fabricacao de plasticos. Atualmente, o
sorbitol € produzido pela hidrogenacdo de glicose (Figura 16) proveniente da hidrélise
enzimatica de amido. Normalmente, as condic¢Oes reacionais da etapa de hidrogenacdo séo
severas, operando a temperaturas entre 100 e 150 °C e pressdes de 50 bar. O catalisador mais
utilizado na hidrogenacéo de glicose é o Niquel Raney, porém novos catalisadores com base

em Ruténio tém sido propostos devido a sua menor toxicidade.

H OH
H o
HO Ha .
H OH
H OH

Figura 16 — Hidrogenacdo de glicose a sorbitol 1*

2.17 CONSIDERACOES GERAIS

Apo6s uma revisdo na literatura, € claramente observada a auséncia de estudos
aprofundados de como a morfologia do suporte utilizado para imobilizacdo de B-glucosidase
exerce influéncia sobre a atividade recuperada. Além disso, nenhum trabalho utilizando nano

zeolitas como suporte para a B-glucosidase foi encontrado na literatura.


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjntq3HmdjZAhULk1kKHdJ8AKEQjRx6BAgAEAY&url=http://pubs.rsc.org/en/Content/ArticleHtml/2015/RA/c4ra14559c&psig=AOvVaw2Uxdt2bwyjF98ng7pQ3H9m&ust=1520442921556974

53

Em relacdo as reagBes combinadas com hidrolise enzimética, sdo encontrados muitos
trabalhos empregando amilases em consorcio com outras enzimas e, até mesmo, catalisadores
metalicos. Porém, é escasso 0 nimero de trabalhos que utilizam B-glucosidase em reacgdes
combinadas, seja em sistemas multienziméaticos ou em rea¢Ges enzimaticas assistidas por
catalisadores metalicos. E com este norte que pretende-se contribuir par o conhecimento
integrado de reagBes enzimaticas e quimicas, sistemas que vem sendo denominados de one-
pot .
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CAPITULO 3
OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propde preencher as lacunas encontradas na literatura ao estudar
detalhadamente a imobiliza¢do de B-glucosidase em diferentes materiais ressaltando como as
caracteristicas de cada material influenciam na atividade enzimatica. Além disso, serdo
estudadas reagGes combinadas empregando [-glucosidase e avaliada a possibilidade de
obtencdo de produtos de interesse econdmico. Para isto, objetivar-se-a investigar reacoes
enzimaticas combinadas com p-glucosidase e glicose oxidase bem como com beta-

glucosidase e catalisador de ruténio suportado em carvao.

3.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a influéncia das variaveis na imobilizacdo de B-glucosidase por ligacdo
covalente.

e Avaliar o desempenho de diferentes suportes na imobilizacdo de B-glucosidase.

e Caracterizar a enzima imobilizada nos melhores suportes quanto aos
parametros cinéticos, pH e temperatura Otimos, estabilidade térmica e
reciclabilidade.

e Verificar a influéncia dos catalisadores de ouro suportado no rendimento da
oxidacao enzimatica de glicose.

e Avaliar a viabilidade de se produzir acido gluconico a partir da hidrélise
enzimatica de celobiose combinada com oxidacdo enzimatica de glicose no
mesmo meio reacional, identificando os limitantes do processo.

e Avaliar a viabilidade de se produzir sorbitol a partir da hidrélise enzimatica de
celobiose combinada com hidrogenacdo catalitica de glicose no mesmo meio
reacional, identificando os limitantes do processo.
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3.3  JUSTIFICATIVA

Muitos trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de imobilizar B-glucosidase em
diferentes suportes objetivando o reciclo e a melhoria da estabilidade da enzima. Entretanto, a
maioria desses trabalhos reportou problemas de transferéncia de massa devido,
principalmente, a porosidade do suporte. Apesar da imobilizacdo de enzimas em poros possuir
grandes vantagens, como maior area disponivel para imobilizacdo, nenhum estudo foi
conduzido com o objetivo de avaliar até que ponto os problemas difusionais poderiam levar a
escolha de suportes onde apenas a area externa estivesse disponivel para imobilizacdo. Por
isso, 0 presente trabalho propds imobilizar B-glucosidase em suportes com diferentes
caracteristicas e avaliar qual seria o suporte ideal para imobilizacdo da enzima,
principalmente no que diz respeito a acessibilidade do substrato. Além disso, o trabalho visa a

preencher as lacunas na literatura a respeito das reagdes combinadas utilizando B-glucosidase.

O tema do presente trabalho esta inserido no contexto de biorrefinaria e uso de
matérias-primas renovaveis, principalmente biomassa residual, de forma a contribuir para o
desenvolvimento de tecnologias relacionadas a hidrdlise enzimética de celulose oriunda de
biomassa lignocelulosica. Além disso, o trabalho preza pelos principios da quimica verde:
realizando reaces enzimaticas e, por isso, possibilitando operacdo em condicdes brandas de
temperatura e pressdo; visando a conversdo de matéria-prima renovavel; utilizando
catalisadores; e reduzindo etapas de processo, mediante reacbes combinadas e da recuperacéo

de enzimas.
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CAPITULO 4
MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Tetraetil ortosilicato (TEOS) (98%), hidroxido de tetrapropilamdnio (TPAOH) (20%),
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (99%), isopropoxido de aluminio (99%), hidroxido de
tetrametilamonio (TMAOH) (25%), tolueno anidro (99,8%), etanol absoluto, brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) (99%), solucdo aquosa de amodnia 24% em massa,
copolimero Pluronic® 123, solucdo de glutaraldeido (25%), B-glucosidase de améndoas (3,4
U.mg™), acido D-glucbnico (>99%), glicose oxidase de Aspergillus niger (138370 U.g%), D-
glicose, D-sorbitol (99%), ruténio em carvdo (5% em peso), sorbitol, celobitol e celobiose

foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Zeodlita NaY (CBV® 100) foi adquirida da Zeolyst.

Nanoparticulas de ouro suportadas em alumina, Au/Al.Os (0,9% AUEOIit®), foram
adquiridas da AUTEK.

4.2  SINTESE DOS SUPORTES E FUNCIONALIZACAO COM APTES

4.2.1 Sintese da nanosilicalita

A nanosilicalita foi preparada de acordo com o0 método descrito por Davis, T.M. et al.
192" Tipicamente, 14 g de TPAOH 20% em agua foram adicionados a 7,8 g de TEOS. A
mistura foi, entdo, colocada sob agitacdo magnética em um becker, por 24 horas, em
temperatura ambiente, como etapa de envelhecimento. A composi¢do molar foi: 2,68 SiO»: 1
TPAOH: 168 H,0O. Para a etapa de cristalizacdo, a mistura foi transferida para um vaso de
pressdo selado revestido com Teflon e aquecido em um forno convencional por 24 horas a

100 °C. O produto foi recuperado por centrifugacéo a 19 000 xg por 1 hora e lavado com &gua
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deionizada. Esse procedimento foi repetido até que a solugdo de lavagem atingisse pH 7. O

material foi, entdo, transferido para forno de secagem a 80 °C durante a noite.

4.2.2 Sintese da silica mesoporosa

A SBA-15 foi sintetizada segundo Zhao et al.%, Inicialmente, foram dissolvidos 2 g
do copolimero em bloco Pluronic P123 em uma mistura de agua destilada (15 mL) e &cido
cloridrico 2M (60 mL). A essa solugdo foram adicionados 4,25 g de TEOS, sendo entdo
colocada sob agitacdo a 80 °C por 48 horas. Em seguida, o material foi filtrado e colocado
para secagem a vacuo em temperatura ambiente durante a noite. Ao final, o material foi

calcinado a 550 °C por 6 horas.

4.2.3 Sintese das nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNS)

A sintese das MSNS foi realizada seguindo o procedimento descrito por Sponchia et
al. 1% Primeiramente, 145,2 mL de H-O ultrapura, 22,8 mL de etanol absoluto e 5,73 g de
CTAB foram misturados e agitados a uma temperatura de 60 °C. Depois de observada a
completa dissolucdo do CTAB, foi adicionado, gota a gota, 1,25 mL de uma solucdo de
amoénia. Decorridos 30 minutos, foram adicionados, lentamente, 14,6 mL de TEOS sob
agitacdo constante e, ap0os 2h, a solucéo se tornou uma suspensao branca. Essa suspensao foi
resfriada até temperatura ambiente e o produto sélido foi recuperado e lavado em cinco ciclos
de centrifugacdo de 30 minutos a 9 000 xg. As primeiras 4 lavagens foram realizadas
utilizando agua e a ultima com etanol absoluto. Ao final, o produto foi seco a 100 °C durante

a noite e calcinado por 6 horas a 550 °C, de maneira a remover o template organico.

4.2.4 Sintese da nanozedlita Y

A NanoY foi sintetizada seguindo a composicdao molar de 0,048 Na2O: 4,35 SiO2: 1
AlyO3: 2,4 TMAO: 249 H,0. De inicio, foram misturadas uma solugdo 1M de NaOH com a
quantidade adequada de TMAOH 25% em um bécher sob agitacdo. A essa mistura, foi
adicionada uma solucdo de isopropoxido de aluminio, aumentando a agitacdo e aguardando
que a mistura retornasse a transparéncia. Em seguida, a solucdo de TEOS foi adicionada sob

agitacdo magnética, gota a gota. Apds a adicdo completa de TEOS, foi mantida agitacdo
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constante por 72 horas para o envelhecimento. Posteriormente, a mistura foi transferida para
um reator agitado a 300 min para cristalizacdo por 144 horas a 100 °C. Finalmente, o
material foi recuperado por centrifugacdo a 10 000 xg, lavado com &gua deionizada e
centrifugado novamente. O procedimento foi repetido até que o pH da agua de lavagem
atingisse valor proximo de 7. O material centrifugado foi armazenado a -80 °C para,

posteriormente, ser liofilizado.

4.2.5 Caracterizacéo dos suportes

As analises de difracdo de raios X (DRX) foram realizadas em um difratdmetro
PANalytical X Pert Pro HTS, pelo método do pd, com radiagdo Cu Ka ¢ 20 na faixa de 5° a
90°.

As microscopias de transmissao eletrénica (TEM) foram feitas em microscopio JEOL
JEM 2100 LaB6 com voltagem de aceleracdo 200 kV. As amostras foram previamente
suspensas em metanol e colocadas em banho ultrassénico para, entdo, serem suportadas em
grade de filme fino de carbono em ouro (mesh 300). A distribuicdo de tamanhos de particula

foi determinada a partir da contagem de 200 particulas advindas de diferentes imagens.

A distribuicdo de tamanhos de particula foi também determinada por espalhamento de
luz dindmico (DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90, fabricado pela Malvern.
O grafico de distribuicdo de tamanhos, tamanho médio e desvio padrdo foram gerados

automaticamente por software préprio da Malvern.

4.2.6 Funcionalizacdo com APTES

Para introduzir os grupos amino no suporte, o material (2 g) foi colocado em refluxo
em 100 mL de uma solucdo 1% v/v APTES em tolueno seco por 3 horas. O material foi,
entdo, centrifugado em tubos TFE/PTFE Nalgene® resistentes a tolueno em uma rotacdo de
20 000 x g por 30 minutos e lavado 3 vezes com tolueno. Em seguida, o suporte foi
transferido para secagem em um evaporador Genevac EZ-2 Plus e armazenado em atmosfera

inerte.
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43  VARREDURA DE CONDICOES DE IMOBILIZACAO

4.3.1 Influéncia das variaveis na funcionalizacdo com glutaraldeido

Com a intencdo de verificar a influéncia das variaveis pH, tempo de contato e
concentracdo de glutaraldeido na etapa de funcionalizacdo do suporte, foi realizado um
planejamento experimental do tipo composto central, consistindo em um planejamento
fatorial completo com 2 niveis com a adi¢do de 6 pontos axiais e 3 réplicas no ponto central,
totalizando 17 experimentos. A varidvel resposta avaliada foi a atividade enzimatica na
hidrolise de celobiose. O tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando o software
Statistica 6.0 da Statsoft.

Uma quantidade fixa de nanosilicalita funcionalizada com APTES (40 mg) foi
colocada em cada um dos 17 tubos. Foram adicionados 5 mL de uma solucdo de
glutaraldeido, de 0,000125%v/v a 8%v/v, preparada em diferentes solucdes tampao, pH de 6 a
10. Os tampdes utilizados para obter pH de 6 a 8 e 9 a 10 foram, respectivamente, tampéo de
KH2PO4/NaOH e tampdo NaCOs/NaHCOs. Os tubos foram incubados sob agitacdo constante
(400 min?) em um incubador New Brunswick™ Innova® 42, de 4 a 8,5 horas.
Posteriormente, o material foi recuperado por centrifugacdo a 4.000 x g por 5 minutos e
lavado diversas vezes com d&gua deionizada. Finalmente, o suporte funcionalizado foi

armazenado em solucdo tampdo acetato de sodio, pH 5, a 4 °C.

A etapa subsequente, de imobilizacdo da B-glucosidase, foi realizada nas mesmas
condicdes para todos o0s experimentos do planejamento. A quantidade de enzima adicionada e
0 tempo de contato nessa etapa foram suficientes para garantir a saturacdo do suporte, de
modo a ndo interferir no modelo. A cada tubo, foram adicionados 5 mL de uma solucdo 2
mg.mL? de B-glucosidase em tampdo acetato de sddio, pH 5. Os tubos foram incubados sob
agitacdo constante (400 mint) em um incubador New Brunswick™ Innova® 42 por 24 horas
a 25 °C. Em seguida, o material foi centrifugado a 4.000 x g e lavado diversas vezes com

solucdo tampdo pH 5, até que a concentragdo total de proteinas, de acordo com o meétodo
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BCA, fosse inferior a 1% da solucdo original. Finalmente, a enzima imobilizada foi

armazenada em tampéo, pH 5, a 4 °C.

A concentragdo de proteinas foi determinada a partir do método com é&cido
bicinconinico, utilizando como referéncia curva de calibracdo preparada com padrdo de
albumina de soro bovino (BSA), cuja equagio € y=-4E-07x> + 0,0019x + 0,034 e o
coeficiente de determinagio R?=0,999.

Os testes de hidrélise foram realizados suspendendo as enzimas imobilizadas em
solugdo tampéo contendo 25 g.L™ de celobiose. A reacéo foi realizada a 50 °C no incubador
New Brunswick™ Innova® 42, em uma rotagdo de 400 min, para evitar qualquer limitacéo
difusional durante a hidrolise. A glicose formada foi quantificada por HPLC acoplado com
detector DAD, RID e coluna Aminex-HPX-87H. O eluente utilizado foi H2SO4 (25 mmol.L
1. O resultado foi representado em termos da atividade enzimatica U, ou seja, pmols de

produto por minuto.

4.3.2 Concentracao de proteina

Em uma proxima etapa, as condicdes consideradas étimas anteriormente foram
utilizadas para estudar o efeito da concentracdo de proteina na funcionalizacdo. Levando em
consideracéo a solubilidade da B-glucosidase, 2,0 mg.mL?, as concentragdes escolhidas para

estudo foram: 0,1 mg.mL?; 0,2 mg.mL*?; 0,4 mg.mL™; 0,8 mg.mL™; 1,6 mg.mL™.

O procedimento para imobilizacdo foi similar ao relatado anteriormente, variando-se
apenas a concentracdo de enzima. Os tubos, com volume total de 5 mL, foram incubados por

24 horas e o material foi lavado e centrifugado posteriormente.

Os testes de hidrolise foram realizados em uma solugdo 25 g.L de celobiose como
substrato. A reacdo foi realizada a 50 °C a uma rotagdo de 400 min. A glicose formada foi

quantificada por HPLC.
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4.3.3 Avaliacéo dos suportes

Avaliadas as condicbes de funcionalizacdo e imobilizagdo, foram, em seguida,
avaliados diferentes materiais quanto ao desempenho como suporte para a B-glucosidase nas
reacOes de hidrdlise. Os materiais testados foram: nanosilicalita, nanoparticulas de silica
mesoporosa (MSNS), SBA-15, zedlita NaY e zedlitanano Y.

Os materiais testados foram previamente funcionalizados com APTES, seguindo a
metodologia explicitada anteriormente. A seguir, a mesma massa de suporte (40 mg) foi
funcionalizada com glutaraldeido e usada para imobilizacdo da B-glucosidase a partir das
condicdes otimizadas no procedimento anterior. Finalmente, o desempenho dos materiais foi
testado em hidrdlise padrdo de uma solugdo 25 g.L? de celobiose como substrato. A atividade
recuperada foi calculada, comparando-a com a atividade das enzimas livres usadas na

imobilizacéo.

44  CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

Os suportes que apresentaram o melhor desempenho nos testes de hidrolise foram
caracterizados em relacdo a faixa operacional de pH e temperatura, bem como aos testes de

reciclo e estabilidade térmica.

O efeito do pH na atividade da B-glucosidase foi investigado no intervalo de 3 — 8,
tanto para a enzima imobilizada quanto para a enzima livre, a uma temperatura fixa de 50 °C.
De maneira similar, o efeito da temperatura de hidrélise na atividade enzimatica foi estudado
em uma faixa de 30 — 80 °C, em um valor de pH fixo e igual a 5. Os experimentos de
hidrolise foram realizados durante 30 minutos e a atividade foi calculada com base na

formacdo de glicose. A concentracdo final de glicose foi medida em HPLC.

Para os testes de estabilidade térmica, as enzimas, livre e imobilizada, foram
incubadas a 80 e 65 °C e amostras foram coletadas em diferentes tempos. As amostras foram,

entdo, submetidas ao teste de hidrolise nas mesmas condi¢des supracitadas.
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Os testes de reciclo foram realizados centrifugando a enzima imobilizada ao final de
cada reacdo de hidrolise. Essa foi lavada 3 vezes com tampao acetato, pH 5, antes do reuso.
Cada hidrolise teve duracdo de 18 horas, 0 que corresponderia ao tempo necessario para que
fosse atingido 100% do rendimento em glicose.

4.4.1 Calculo dos parametros cinéticos e de imobilizacao

O rendimento da imobilizacao (R1) foi calculado da seguinte forma:

Onde Po é a concentragdo total de proteina na solugdo inicial de enzima usada na
imobilizacdo e P é a concentragdo total de proteina no sobrenadante recuperado apos a

imobilizacéo.

A atividade recuperada (AR) foi calculada pela formula:

A
AR = —x 100%
Ay

Onde A é a atividade da enzima imobilizada e AL € a atividade da enzima livre da
solucdo inicial usada na imobilizacdo. A atividade foi mensurada colocando-se a mesma
massa de proteina, imobilizada e livre, em tubos distintos e realizando hidrélise de uma
solugdo 25 g.L* de celobiose por 30 minutos a 50 °C e pH 5. A atividade medida foi a taxa de

formacéo de glicose em umol.min™.
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O efeito da concentracdo de substrato na atividade da p-glucosidase, livre e
imobilizada, foi avaliado em diferentes concentracbes de celobiose. Os testes foram
realizados a 50 °C e pH 5. A constante de Michaelis-Menten (Kw) e a taxa maxima de reacéo
(Vmax) foram determinados pela linearizagdo de Lineweaver-Burk, vide a equacéo:

_ VuaxlS] 1 Ky 1 1

=—""" - 5 —= +
KM + [S] |4 VMAX [S] VMAX

45  OXIDAGCAO ENZIMATICA DE GLICOSE ASSISTIDA POR NANOPARTICULAS
DE OURO

4.5.1 Sintese das nanoparticulas de ouro suportadas em silica mesoporosa (SBA-15)

Primeiramente, 2 g de SBA-15, sintetizada de acordo com o0 método descrito na secéo
3.2, foram previamente funcionalizados com APTES seguindo o procedimento citado
anteriormente. Para introduzir o precursor nos mesoporos, de acordo com Lee et al. 1%, 0,1 g
de SBA-15 funcionalizada e 10 mL de cloreto de ouro (lI1) tri hidratado 10* M em éagua
foram misturados e sonicados por 30 minutos. O material foi, entdo, filtrado e colocado para
secagem sob vacuo em temperatura ambiente durante a noite. Finalmente, o material foi

calcinado a 200 °C por 1 hora com rampa de aquecimento de 1 °C.min.

4.5.2 Avaliacdo das nanoparticulas de ouro suportadas

Os testes de oxidacao de glicose por glicose oxidase com o auxilio das nanoparticulas
de ouro suportadas foram realizados em recipiente aberto com aquecimento e borbulhamento
de oxigénio de alta pureza (>99,5%) através de um dispersor. Para tal, 49 mL de uma solu¢édo
de glicose 2% foram adicionados a um recipiente, juntamente com 1 mL de solucdo estoque
de glicose oxidase, conferindo uma atividade enzimética final de 31,2 U.mL™. Logo em
seguida, 13 mg do catalisador de ouro foram adicionados a mistura. Durante a reacdo, uma
vazdo de 60 mL.min de oxigénio foi mantida, e uma agitacdo de 250 min*, durante 2 horas.
O pH foi controlado em 7 adicionando-se lentamente uma solucdo de NaOH 1M durante toda

a reacdo. Para garantir a reprodutibilidade dos experimentos, foi utilizado titulador automético
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da Mettler Toledo, modelo G20 Compact Titrator. A temperatura da reagéo foi mantida em 30
°C. A Figura 17 ilustra o esquema reacional preparado. O &cido glucénico produzido foi
quantificado por HPLC acoplado com detector DAD (210 nm), RID e coluna Aminex-HPX-
87H.

Figura 17 - Esquema reacional para oxidacéo de glicose.
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4.6 HIDROLISE DE CELOBIOSE E OXIDACAO DE GLICOSE ONE-POT
EMPREGANDO ENZIMAS

Foi realizada a reacdo de hidrolise de celobiose simultdnea com oxidacdo da glicose
formada, para verificar a compatibilidade das enzimas empregadas. Para isso, -glucosidase e
glicose oxidase foram adicionadas a uma solugio de celobiose 25 g.L ! para um volume final
de 50 mL. As atividades finais das p-glucosidase e glicose oxidase em solugdo foram 60 U.g™
de celobiose e 1600 U.g™ de celobiose, respectivamente. A reacdo foi realizada a 40 °C por
16 horas, com pH controlado em 5 por tampéo acetato de sédio e vazdo de oxigénio de 60

mL.min™. Os produtos foram quantificados por HPLC.

4.7 VIABILIZACAO DE HIDROLISE ENZIMATICA ONE-POT COM
HIDROGENAGCAO DE GLICOSE CATALISADA POR RU/C

Recentemente, novos estudos envolvendo a hidrogenacéo de acgtcares em polidis tém
recebido grande atencdo devido a importancia de seus produtos na industria. O sorbitol pode
ser citado como o mais importante, estando presente como um dos 12 principais building
blocks de origem renovavel listados pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos
(DOE) %, Industrialmente, o sorbitol é produzido pela hidrélise enzimética de amido em
glicose seguida por uma hidrogenacdo °. Portanto, seria interessante do ponto de vista
econémico que as reacdes de hidrolise e hidrogenacdo ocorressem simultaneamente, em uma
reacao one-pot. Até onde se sabe, ndo existem indicios na literatura de trabalhos promovendo

a hidrolise enzimatica de celobiose simultaneamente com hidrogenacéo de glicose.

A avaliacdo da reacdo one-pot para producdo de sorbitol foi realizada, primeiramente,
verificando se os produtos da hidrogenacéo de glicose e celobiose, sorbitol e celobitol, seriam
potenciais inibidores da B-glucosidase. Para isso, foram utilizados 5 mL de uma solugéo de
celobiose 25 g.L™ como substrato, contendo diferentes concentrag@es de sorbitol ou celobitol,
10mM, 30mM e 50mM. A cada solucdo foi adicionada B-glucosidase na proporcdo de 80
mg.g! de celobiose. Todos os experimentos foram realizados a 50 °C e pH 5 (tamp&o acetato)

no incubador New Brunswick™ Innova® 42.

Posteriormente, com o objetivo de avaliar a influéncia de altas pressdes de hidrogénio

na hidrélise enzimatica, foram executados testes em um reator Parr de 50 mL, a 50 °C. Para
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tal, foi adicionada B-glucosidase (80 mg.g? de celobiose) a 35 mL de uma solugdo de
celobiose 25 g.L? preparada em tampdo acetato de sédio, pH 5. Foram comparadas as
hidrélises com 40 bar de presséo de hidrogénio, e sob 1 bar de ar atmosférico.

Por fim, B-glucosidases livres (80 mg.g™ de celobiose) foram adicionadas a 35 mL de
uma solucéo de celobiose 25 g.L™ e colocadas no reator Parr® sob 40 bar de hidrogénio, na
presenca de 40 mg do catalisador comercial de hidrogenacao de ruténio suportado em carvéo,
Ru/C. A reacdo ocorreu por 3 horas, a 50 °C e pH 5 (tampdo acetato). Os produtos da reacéo
foram quantificados por HPLC.
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 HIDROLISE DE CELOBIOSE COM B-GLUCOSIDASE IMOBILIZADA

5.1.1 Consideracdes sobre a técnica de imobilizacéo escolhida

A primeira etapa a ser estudada foi a reagdo de hidrdlise de celobiose utilizando -
glucosidase imobilizada em diferentes suportes e em diferentes condi¢des de imobilizagdo. O
procedimento de imobilizacdo esta resumidamente ilustrado na Figura 18. A técnica escolhida
para fixar as enzimas no suporte foi a imobilizacdo por ligacdo covalente, devido a
preocupacdo com a reciclabilidade do material. Essa técnica se destaca das demais por
conferir uma forte ligacdo entre a enzima e o suporte, diminuindo a probabilidade de haver
dessorcdo da enzima ap0s o reciclo. Além disso, para a reacdo de hidrdlise em particular, e
pensando em escala industrial, é interessante maximizar o numero de ciclos de reuso para que

0 processo se torne economicamente viavel.
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Figura 18 - Procedimento de imobilizacdo por ligacdo covalente utilizando APTES e glutaraldeido como
ligantes.

O procedimento utilizado consiste, primeiramente, em uma funcionalizacdo do
suporte, com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), conferindo grupos amino ao material.
APTES é um aminosilano, muito utilizado no processo de silanizacdo de superficies, que
consiste na funcionalizagdo com moléculas de alcoxisilanos contendo diferentes grupos
funcionais. A ligacdo Si-O-Si é formada ao reagir APTES com os grupos silanol presentes na
superficie do suporte. Muitos fatores influenciam a qualidade da funcionalizacdo com
APTES, como concentracdo, tempo, umidade e temperatura. A presenca de &gua,
principalmente, leva a polimerizacdo da camada de APTES, formando multicamadas instaveis

108 Por isso, a funcionalizacéo ¢ realizada em meio ndo-aquoso.

Posteriormente a funcionalizacdo com APTES, o suporte, contendo grupos amino, €
tratado com glutaraldeido para lhe conferir grupos aldeidicos. Glutaraldeido é um aldeido
homo bifuncional muito utilizado em processos de crosslinking de biomoléculas. Em
imobilizacGes por ligacdo covalente é necessario que ambos o suporte e enzima apresentem
grupos amino para se ligarem aos grupos aldeido. Solugdes concentradas de glutaraldeido s&o
prontamente disponiveis e de baixo custo. Outra vantagem, ¢ o tamanho da molécula de

ligante, que minimiza problemas de acessibilidade substrato-enzima no meio reacional.



69

Muitas espécies quimicas podem estar presentes em solugdo, dependendo da temperatura,
concentracdo e pH. O mecanismo de ligacdo entre o glutaraldeido e grupos amino ainda nao
foi completamente explicado. A formacdo de uma base de Schiff e a adicdo Michael-type séo

0S mecanismos mais aceitos pela literatura °. A Figura 19 ilustra esses possiveis mecanismos.

CHO CHO

OHC/\/M/\CHO

n

+ NH,-support 4  NH,-protein

Schiff base Michael-type reaction

Slupport Trotein CHO CHO
N ﬁ OHC CHO
n
CH CH TH TH
OHC/V\E/JV\%//I\/\CHO support protein

n

Figura 19 - Possiveis mecanismos de ligacdo do glutaraldeido.

Devido a complexidade das ligacbes formadas pelo suporte ativado com glutaraldeido,
é evidente que diferentes tipos de interacdo podem ocorrer, além das ligacbes covalentes,
como troca ibnica e adsor¢do. Portanto, quando se deseja descartar interacdes mais fracas,
deve-se preferir suportes fracamente ativados, ou seja, baixas concentracfes de glutaraldeido
devem ser usadas. Uma medida semi-quantitativa do grau de funcionalizacdo do suporte é
através da mudanca de cor promovida pela ligacdo do glutaraldeido "°. Suportes fracamente
funcionalizados apresentam coloracdo mais clara, amarelada, enquanto suportes
moderadamente funcionalizados se tornam alaranjados, ou até mesmo avermelhados, em
casos de funcionalizacdo severa. A Figura 20 mostra os diferentes graus de funcionalizacéo

por glutaraldeido, com as respectivas coloraces.
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Figura 20 - Diferentes graus de funcionalizacdo em funcdo da concentracdo de glutaraldeido.

Uma vez funcionalizado com grupos aldeido, o suporte esta pronto para se ligar

covalentemente as enzimas.

51.2 Difracéo de raios X dos suportes

Os difratogramas dos materiais utilizados como suporte estdo apresentados na Figura
21. Os picos indicados para nanosilicalita correspondem aqueles da referéncia (JCPDS 73-
6453) indicando estrutura do tipo MFI, ou seja, similar a zedlita ZSM-5. Nenhum desvio da
linha de base ou alargamento dos picos, muitas vezes chamado de halo, foi observado em 26
= 20° a 30°, o que corresponderia a fase amorfa. Além disso, picos bem definidos foram
observados, evidenciando que uma alta cristalinidade foi obtida para a nanosilicalita.
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Figura 21 - Difratogramas da a) nanosilicalita, b) NanoY, c) NaY, d) SBA-15 e e) MSNS.
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Observando os difratogramas das zedlitas NaY e nanoY, é possivel observar os picos
relativos aqueles de uma zedlita Y segundo a referéncia (JCPDS 43-0168). Devido ao menor
tamanho de cristalito no caso da nanoY, os picos no difratograma se mostraram alargados e
menos intensos quando comparados a NaY.

O difratograma de baixo angulo correspondente a SBA-15 mostra um pico de grande
intensidade relativo ao plano 100 em 20 = 0,9° e dois picos de menor intensidade relativos aos
planos 110 e 200, em 26 = 1,7° e 26 = 1,9°, respectivamente. Esses picos sdo caracteristicos
de uma estrutura plana hexagonal ordenada. Por sua vez, o difratograma de baixo angulo para
a MSNS apresentou o pico correspondente ao plano 100 em 26 = 2°, 0 que ¢é tipico de uma

estrutura hexagonal de materiais como a silica MCM-41 109110,

5.1.3 Micrografias dos suportes e determinacéo de tamanho de particula

Uma representacdo das micrografias (TEM) da nanosilicalita estd apresentada na
Figura 22, destacando sua estrutura microporosa, a direita. Nanocristais uniformes foram
observados e, em sua maioria, com particulas em forma esférica. A distribuicdo de particulas
foi determinada pela analise de 200 particulas, obtendo-se um diametro médio de 66,5 nm,

com desvio-padrdo de 14,6 nm.
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Na Figura 23, é possivel observar a micrografia TEM das nano esferas de silica
mesoporosa (MSNS). A contagem das particulas indicou um didmetro médio de 75 nm. Nota-

se que foram obtidas particulas uniformemente esféricas para esse material.

Figura 23 - Micrografia TEM da MSNS.

A Figura 24 mostra a micrografia da silica SBA-15. Sua estrutura hexagonal ordenada

pode, facilmente, ser observada.



74

———i
2oy —e i

_‘;':‘:;J(T_' T e ST 3 W SR e
Figura 24 - Micrografia TEM da SBA-15.

Para determinacdo da distribuicdo de particulas da ze6lita NanoY sintetizada, uma
amostra foi submetida a analise DLS, cujo grafico pode ser observado na Figura 25. O
tamanho médio de particulas calculado pelo software Malvern foi 65,33 nm, com desvio-

padrdo de 27,12 nm, indicando que nanozeolitas foram obtidas com éxito a partir da sintese

descrita anteriormente.
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Figura 25 - Grafico da distribui¢do de tamanhos das particulas de NanoY, gerado através da analise DLS.



75

Para fins comparativos, segundo as analises fornecidas pelo fabricante da Nay,
adquirida comercialmente, o material é constituido de particulas microporosas com didmetro

médio de, aproximadamente, 1 micrémetro.

5.1.4 Otimizacao das condi¢des de imobilizacéo

Inicialmente, foi realizado uma varredura das condicfes experimentais de
imobilizagdo da B-glucosidase em nanosilicalita. O objetivo desta etapa foi de identificar em
que condicdes de pH, tempo e concentracdo de glutaraldeido, seria obtida a maior atividade
na hidrdlise de celobiose. As trés variaveis avaliadas tém influéncia direta na qualidade do
produto final, pois um alto grau de funcionalizagdo poderia acarretar na aglomeracdo das
nanoparticulas devido a polimerizacdo do ligante. Tal efeito seria deletério para a reacdo de
hidrélise, uma vez que o tamanho das particulas € um fator determinante na acessibilidade do
substrato as enzimas e na area disponivel no suporte para imobilizacdo das mesmas. Da
mesma forma, a fraca funcionalizagdo do suporte diminuiria sua capacidade de formar
ligacGes covalentes estaveis com as enzimas. Além disso, foi estudada a quantidade de
enzima adicionada na ultima etapa de imobilizacao, de forma a obter maxima atividade por

massa de enzima utilizada. A Figura 26 ilustra a metodologia que foi utilizada.

Variaveis de \./a.riéve~l de
Otimizagao: pH, t, [GA] Otimizagéo: [E]

Imobilizacao

das Enzimas Hidrdlise

»

Variavel
Resposta

Figura 26 - Esquema de otimizagao das varidveis de imobilizacéo.

Para isso, o planejamento experimental DCCR foi escolhido. O Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) é uma das ferramentas mais importantes na sele¢éo de
pardmetros de experimentos, pois possibilita a construgdo de uma superficie de resposta a

partir de um modelo empirico !, Diferentemente de um planejamento fatorial a 2 niveis, o
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DCCR possibilita a obten¢do de curvatura no modelo através da adicdo de pontos axiais,
porém, com menos experimentos que um planejamento fatorial a 3 niveis. O planejamento
contém 3 réplicas no ponto central, assumindo erro homogéneo em toda extensdo do modelo.
O namero de experimentos é, entdo: 2k (fatorial de 2 niveis) + 2*k (pontos axiais) + 3 pontos
centrais. Onde k é o nimero de variaveis. Os niveis estudados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Planejamento experimental.

Niveis Valores reais
Experimento pH t [GA] pH t (h) [GA] (%viv)
1 -1 -1 -1 7 4 2
2 -1 -1 1 7 4 6
3 -1 1 -1 7 7 2
Fatorial 2 4 -1 1 1 7 7 6
niveis 5 1 -1 -1 9 4 2
6 1 -1 1 9 4 6
7 1 1 -1 9 7 2
8 1 1 1 9 7 6
9 a 0 0 10 55 4
10 -a 0 0 6 55 4
Pontos 11 0 o 0 8 8,5 4
axiais 12 0 - 0 8 2,5 4
13 0 0 a 8 55 8
14 0 0 -a 8 5,5 0,000125*
Réplicas no 15 0 0 8 55 4
ponto 16 0 0 0 8 5,5 4
central 17 0 0 0 8 55 4

[GA]: Concentracdo de glutaraldeido

* Diluicdo maxima obtida onde [GA] tende a zero

Os valores dos niveis selecionados para cada variavel foram escolhidos de acordo com
a literatura 67 70108, 112,113 '"Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente,
considerando-se que temperaturas muito altas podem levar a polimerizacdo do glutaraldeido e
assumindo a hipotese de que pequenas variages na temperatura ndo prejudicariam a acuracia
do modelo "°. Além disso, temperaturas subambientes seriam de dificil reprodugdo na

estrutura do laboratério.
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Os efeitos dos fatores foram avaliados pelo diagrama de Pareto na Figura 27. Os
fatores concentracdo, tempo e o termo quadratico da concentragdo se mostraram 0s mais
significantes visando a atividade enzimatica. E possivel observar que a concentragio exerce
uma influéncia negativa na atividade, ou seja, quanto maior a concentragdo, menor a
atividade. Por outro lado, tempos longos favorecem a atividade enzimatica final. Os demais
fatores e suas combinagdes foram descartados do modelo por ndo exercerem grande

influéncia na variavel resposta.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Afividade (uM Glicose/min)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Pure Error=13,94884
DV: Ativdade (uM Gicose/min)
(3)Concentracdo (%viv)L) } 1-14.6643
(2)Tempo (hXL) | |7.960076
Concentracao (%viv)(Q) -4,70362
1Lby3L } -366042
2LbyaL | 1,468006
pH(Q) | -1,40141
Tempo (h)(Q) | -1,37951
(pHL) | 18238786
1Lby2L | -.695014
e
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 27 - Diagrama de Pareto para atividade enzimatica na hidrélise de celobiose.
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A tabela ANOVA do modelo contendo apenas os fatores concentracdo, tempo e
concentracdo quadratico, esta apresentada na Tabela 7. Através da andlise de variancia, €
possivel observar que todos os fatores foram considerados significativos, de acordo com o
intervalo de confianga (p < 0,05), e com a significdncia de cada fator descrita pela
probabilidade de Fisher (F), sendo a concentragdo de glutaraldeido o fator de maior
significancia no modelo. Outra importante indicacdo sobre a qualidade do modelo é a falta de

ajuste, ou lack of fit, que ndo se mostrou significativo (p>0,05), ou seja, 0 modelo se ajusta de
forma adequada aos pontos experimentais.

Tabela 7 - Tabela ANOVA para o0 modelo obtido a partir do planejamento DCCR.

Fator Soma dos Graus de Quadrado F p
quadrados liberdade médio

Tempo 883,838 1 883,838 63,3628 0,015418

Concentragdo | 2999,603 1 2999,603 215,0432 0,004618

Concentracdo | 275,532 1 275,532 19,7530 0,047079

Q)

Falta de ajuste | 570,089 11 51,826 3,7155 0,231080

Erro puro 27,898 2 13,949

Total 4757,022 16

A partir do modelo construido pelo planejamento DCCR, foi possivel plotar a
superficie de resposta representada na Figura 28, utilizando o software Statistica. Nota-se que

540
520
500
480
460
440
420

(uru/2s001[D) M) apepiany

Figura 28 - Superficie de resposta obtida a partir do planejamento DCCR.
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o tempo de funcionalizagdo exerce uma influéncia positiva na atividade enzimatica final,
enquanto, no caso da concentracdo de glutaraldeido, essa influéncia é negativa. Tal
comportamento do modelo pode, também, ser observado e confirmado qualitativamente, ao
observar a coloragdo do suporte funcionalizado com diferentes concentragdes de
glutaraldeido, como explicado anteriormente na secdo 4.1. Visivelmente, o suporte
funcionalizado com concentragbes muito elevadas apresenta coloracdo fortemente
avermelhada e tende a sedimentar com facilidade, indicando que houve, de fato, aglomeracgéo
de particulas do suporte, causada por uma funcionalizacdo severa ou polimerizacdo do
glutaraldeido. Em contrapartida, quando baixas concentracBes sdo utilizadas, a coloracdo do
suporte torna-se rosada ou fracamente amarelada, e uma suspenséo de particulas é observada,
com pouca ou nenhuma sedimentacgéo visivel. Esse fendbmeno pode ser observado na Figura
29. Naturalmente, a aglomeracgéo das particulas de suporte exerce uma influéncia negativa na
atividade enzimatica final, a medida que a area especifica do suporte disponivel para
imobilizacdo diminui. Posteriormente, foi também constatado que, estendendo-se o tempo de
funcionalizacdo até 24 horas, um ligeiro aumento na atividade enzimatica € observado.
Portanto, para os experimentos seguintes, a funcionalizacdo foi realizada por 24 horas,

visando a otimizacdo e a viabilidade experimental.

Figura 29 - Coloracdo da nanosilicalita funcionalizada em funcédo da concentracéo de glutaraldeido.

Por meio da analise do diagrama de Pareto, foi determinado que baixas concentracfes
de glutaraldeido e longos tempos de funcionalizacdo maximizam a atividade enzimatica no
suporte e, consequentemente, a conversdao na hidrélise de celobiose. Posteriormente, uma
segunda serie de experimentos foi realizada com uma nova faixa de concentracdo de
glutaraldeido, a fim de determinar a concentragdo 6tima. Para isso, foi calculada a quantidade

de glutaraldeido tedrica necessaria para saturar todos os sitios de NH> presentes no suporte:
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1ml APTES 09469 0,473 g APTES 0,01892 g APTES

X =
2 g suporte ml g suporte 0,04 g
0,01892 g APTES s 5 )
g = 8,55-107> mol APTES - 8,55 107> mol glutaraldeido
221,37 =
mol
8,55-107mol _ 0 ™0 00171™% « 100129 = 1717
0,005L ' L L Tmol L
1,714 v
3 X 100% = 0,162 % —
1,06-L; - 1000 v
cm L

As referéncias para as massas molares do APTES e glutaraldeido, bem como a
densidade da solucdo de glutaraldeido comercial, foram retiradas do website da Sigma
Aldrich. Foi determinado, entdo, que uma solucéo 0,162 %v/v de glutaraldeido deveria conter
a quantidade tedrica para saturar 0S grupos amino presentes no suporte. As concentracoes
escolhidas foram, portanto: 0.125%; 0.25%; 0.5%; 1%; 2%. Sendo 2% o limite inferior do

planejamento experimental realizado anteriormente.

O procedimento de funcionalizacdo foi similar ao reportado na secdo 3.2. A
nanosilicalita (40 mg) foi transferida para 5 tubos, aos quais foi adicionada a solucdo de
glutaraldeido com as respectivas concentragdes. O pH, nesse caso, nao foi controlado, haja
vista que esse fator ndo se mostrou significante na analise estatistica. Os tubos foram
incubados sob agitacdo constante (400 min™) em um incubador New Brunswick™ Innova®
42, por 24 horas. Posteriormente, o material foi recuperado por centrifugacdo a 4.000 x g por
5 minutos e lavado diversas vezes com agua deionizada. Finalmente, o suporte funcionalizado

foi armazenado em solugdo tampéo, pH 5, a 4 °C.

A imobilizacdo foi realizada da mesma forma, utilizando 2 mg.mL*? de B-glucosidase
em volume total de 5 mL, pH 5. Os tubos foram incubados por 24 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 4.000 x g e lavado diversas vezes com
solucdo tampdo pH 5, até que a concentracdo total de proteinas, de acordo com o método
BCA, fosse inferior a 1% da solucdo original. Finalmente, a enzima imobilizada foi

armazenada em tampéo, pH 5, a 4 °C.



81

Os ensaios de hidrolise foram realizados como anteriormente, suspendendo as enzimas
imobilizadas em solucdo tamp&o contendo 25 g.L! de celobiose. A reacéo foi realizada a 50
°C a uma rotacdo de 400 min. A glicose formada foi quantificada por HPLC.

O gréfico ilustrado pela Figura 30 mostra a atividade enzimética obtida para cada
concentracdo de glutaraldeido experimentada. Foi constatado que uma solucdo 2% de
glutaraldeido levou & atividade enziméatica Otima das enzimas imobilizadas. Essa

concentracéo foi utilizada nos demais experimentos que seguiram.

600 -

Atividade (uM Glicose/min)

0,125% 0,25% 0,5% 1% 2%
Concentragéo de glutaraldeido (% v/v)

Figura 30 - Atividade B-glucosidasica em fun¢do da concentracdo de glutaraldeido.

5.1.5 Determinacdo da concentracdo Otima de proteina

Com as variaveis de funcionalizacdo com glutaraldeido otimizadas, foram realizadas
imobilizagbes com diferentes concentracbes de pB-glucosidase, a fim de determinar a

concentracdo de proteina na qual seria obtida maior atividade especifica, ou seja, atividade
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enzimética por miligrama de enzima imobilizada. Na Figura 31, é observada a variacdo da
atividade especifica em fungdo da concentracéo de proteina utilizada na imobilizacdo. Nota-se
a presenca de maximos locais na faixa selecionada, ou seja, quando a concentracdo se
aproxima de 0,1 mg.mL? ou de 1,6 mg.mL?, a atividade enzimatica especifica aumenta. Uma
possivel explicacdo para esse fendmeno é o fato do erro experimental, e de quantificacdo de
produtos, ser maior quando baixas concentracdes de proteina sdo utilizadas, e o desvio padrdo
maior nas concentragdes 0,1 mg/.mL™* e 0,2 mg/.mL™ é uma evidéncia disso. A concentracio
de 1,6 mg/.mL? foi, entdo, escolhida como concentragdo Otima para 0s proximos

experimentos.
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Concentracao de proteina (mg/ml)

Figura 31 - Atividade enzimética especifica em funcdo da concentracdo de proteina.

5.1.6 Avaliacao dos suportes

Foram selecionados suportes com diferentes caracteristicas para avaliar a imobilizacdo
da B-glucosidase. A Figura 32 apresenta os suportes que foram utilizados, classificados pelas

suas caracteristicas. Os materiais pertencentes ao grupo de nano particulas sdo aqueles que
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possuem tamanho de particula menor que 100 nm. No grupo dos materiais que apresentam
microporos, estdo aqueles que apresentam tamanho de poro menor que 2 nm. Por sua vez, o
grupo dos materiais inertes compreende aqueles que ndo apresentam sitios &cidos em sua
estrutura. Os materiais foram escolhidos de forma a avaliar como essas 3 caracteristicas

poderiam influenciar na atividade da enzima imobilizada.

Nano particulas

Microporos
NanoY NaY
Nanosilicalita
MSNS
SBA-15
Inerte

Figura 32 - Classificacdo dos suportes avaliados segundo suas propriedades.

Na Figura 33 a seguir, é possivel avaliar o desempenho desses materiais como suporte
para p-glucosidase, na hidrdlise de celobiose a 50 °C. E evidente, a partir do gréfico, que os
materiais apresentando acidez nao sdo bons candidatos para a imobilizacdo das enzimas, uma
vez que a atividade recuperada em zedlitas Y foi menor que 20%. Percebe-se também que a
MSNS obteve um desempenho superior a SBA-15, que possui estrutura mesoporosa
hexagonal similar a MSNS, indicando que o tamanho de particula € um fator importante na
selecdo do suporte. Nitidamente, a nanosilicalita apresentou atividade recuperada muito
superior aos demais suportes. Os resultados obtidos para a MSNS e a nanosilicalita, levando-
se em consideragdo suas caracteristicas, indicam que materiais microporosos seriam melhores
candidatos como suporte para B-glucosidase que os materiais mesoporosos. Uma possivel
explicacdo seria que a B-glucosidase se mantém mais ativa quando imobilizada apenas na area

externa do suporte, uma vez que o tamanho de poro da nanosilicalita é significativamente
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menor que o didmetro aproximado da enzima (didmetro meédio = 6,7 nm). A MSNS, apesar de
possuir tamanho de particula bastante similar a nanosilicalita, apresenta poros suficientemente
grandes e acessiveis a enzima. O aprisionamento da enzima nesses mesoporos pode, muitas
vezes, causar desativacdo da mesma, como ja reportado na literatura. Essa desativacdo
poderia ser causada por diversos fatores, incluindo impedimento estérico, ou, até mesmo,

bloqueio dos poros causado pelo glutaraldeido.

100

Atividade recuperada (%)
5 3 3
| | |

N
o
]

Enzima Nano MSNS SBA-15 NaY NanoY
livre silicalita

Suporte

Figura 33 - Desempenho dos suportes na imobilizacdo, expresso em termos da atividade recuperada. Hidrolise
de celobiose a 50 °C, pH 5. Solucdo de enzima livre 1,6 mg.mL™.

5.1.7 Caracterizacdo da enzima imobilizada

Os suportes que apresentaram o melhor desempenho foram selecionados para
caracterizacdo quanto aos parametros cinéticos e de imobilizacdo, temperatura e pH 6timos,

teste de estabilidade térmica e de reciclo.
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A Tabela 8 apresenta os parametros cinéticos e de imobilizacdo para a B-glucosidase
imobilizada em nanosilicalita (BG/NANOSIL) e MSNS (BG/MSNS), bem como 0s

pardmetros cinéticos da enzima livre (BG), para fins comparativos.

Tabela 8 - Pardmetros cinéticos e de imobilizagdo.

Parémetro BG BG/NANOSIL BG/MSNS
Km (MM) 35 106 49
Vmax (UM min™) 96 164 55
RI (%) - 57 77
AR (%) - 63 44

O rendimento de imobilizacdo (RI), determinado pelo método BCA, representa a
massa de proteina da solucdo original que permaneceu ancorada ao suporte apds a
imobilizagdo. E importante salientar que a enzima ancorada ndo €, necessariamente, to ativa
quanto a enzima livre. Por isso, a atividade recuperada (AR) também foi calculada. Para a
BG/NANOSIL, o rendimento de imobilizacdo foi de 57%, comparativamente baixo em
relacdo ao RI para a BG/MSNS, de 77%. Em termos praticos, significa que a MSNS tem
capacidade de imobilizar uma maior quantidade de enzimas, o que faz sentido, por se tratar de
um suporte com mais area disponivel que a nanosilicalita, devido ao tamanho de seus poros.
Os valores de RI para esses suportes foram relativamente altos quando comparados com a
literatura. Trabalhos anteriores de imobilizacdo de PB-glucosidase utilizando glutaraldeido

como ligante apresentaram RI em torno de 32% %4,

Em contrapartida, a atividade recuperada (AR) para a BG/NANOSIL foi maior, 63%,
que para a BG/MSNS, 44%. Esse resultado mostra que foi obtida uma maior atividade
enzimatica total utilizando a nanosilicalita como suporte, apesar da menor quantidade de
enzima imobilizada. Com isso, € possivel concluir que as enzimas imobilizadas em
nanosilicalita sofrem menos desativacdo causada pela imobilizacdo que as enzimas
imobilizadas em MSNS. Portanto, essa é uma forte indicacdo de que enzimas imobilizadas
por ligacdo covalente dentro de uma estrutura porosa estdo mais sujeitas a desativacdo que
enzimas imobilizadas na area externa do suporte. Além disso, os valores de AR para esses
suportes foram relativamente altos para o método de imobilizagdo utilizado. Normalmente, ha
uma queda significativa na atividade das enzimas imobilizadas por ligagdo covalente, devido
a alteragdes na conformacdo do sitio ativo, causadas pelas ligagcGes formadas entre a enzima e

o suporte °. Porém, um aumento na atividade enzimatica apds a imobilizagdo por ligacéo
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covalente ja foi reportado em trabalhos com B-glucosidase 4. A explicacdo atribuida pelos
autores para tal sinergismo entre enzima e suporte foi o alinhamento dos sitios ativos na
direcdo do seio da reacdo, aumentando a disponibilidade das enzimas imobilizadas em receber

as moléculas do substrato.

Os parametros cinéticos apresentados na Tabela 8 foram calculados a partir da
linearizacdo de Lineweaver-Burk, como mostrado na Figura 34.
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Figura 34 - Método de Lineweaver-Burk para determinagdo dos pardmetros cinéticos de BG, BG/MSNS e
BG/NANOSIL.

Os coeficientes de determinagdo, R?, para BG, BG/MSNS e BG/NANOSIL foram,
respectivamente, 0,9994, 0,9962 e 0,9999. E possivel observar que o valor de Ky aumentou,
tanto para BG/MSNS como para BG/NANOSIL, em relacdo ao valor para BG. Isso indica
que a imobilizacdo causou uma diminuicdo na afinidade (1/Kwm) da enzima pelo substrato, ou
seja, a enzima imobilizada necessita de uma concentracdo maior de substrato para atingir a
metade de sua taxa maxima de formacgéo de produto. Embora a BG/MSNS tenha apresentado
um valor de Km menor, a BG/INANOSIL apresentou um valor de Vmax maior, ou seja, maior

atividade enzimatica.
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Foram realizadas hidrélises em diferentes condicdes para avaliar o pH e temperatura
Otimos para as enzimas imobilizadas, comparando com o perfil da enzima livre. Na Figura 35,
estdo apresentadas as atividades das enzimas imobilizadas e livre em diferentes valores de pH,
a uma temperatura de 50 °C.

—a— BG
; —A— BG/NANOSIL
1004 & BG/MSNS
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80—-
0
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Atividade relativa (%)

40
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20
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Figura 35 - Atividade relativa de BG, BG/NANOSIL e BG/MSNS em diferentes valores de pH, a uma
temperatura de 50 °C.

A B-glucosidase livre (BG) apresentou sua maior atividade em pH 5, sendo
relativamente estavel na faixa de 3 a 6. No caso da BG/NANOSIL, o pH 6timo se deslocou
para 3, diminuindo sua atividade quase gque linearmente até pH 8. A BG/MSNS, por sua vez,
manteve sua atividade estavel de pH 3 a 5, diminuindo também de forma linear até pH 8. Foi
observado que em ambas as enzimas imobilizadas, o pH 6timo diminuiu drasticamente para o
valor 3. Tal fenbmeno foi reportado em trabalhos anteriores e atribuido a um
desbalanceamento das cargas dos grupos funcionais proximos ao sitio ativo, devido as

ligacGes covalentes entre enzima e suporte ™.

A atividade relativa das enzimas imobilizadas e livre em diferentes temperaturas, pH
5, esta apresentada na Figura 36.
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Figura 36 - Atividade relativa de BG, BG/INANOSIL e BG/MSNS em diferentes temperaturas, em pH 5.

A enzima livre apresentou sua atividade maxima a 40 °C, diferentemente da
temperatura Otima para B-glucosidases de origem microbiana, normalmente em torno de 50
°C. Além disso, a enzima livre se mostrou pouco estavel a temperaturas maiores que 50 °C.
Por outro lado, as enzimas imobilizadas apresentaram as maiores atividades em temperaturas
altas. A temperatura 6tima para BG/NANOSIL foi 60 °C, com atividade maior que 50 %
entre 40 e 70 °C. No caso da BG/MSNS, a temperatura de maior atividade no intervalo foi 80
°C, caindo rapidamente & medida que a temperatura diminui. E bastante conhecido que
enzimas imobilizadas apresentam um aumento em sua temperatura 6tima de operacao devido
a estabilizacdo e “rigidez” em sua estrutura, causados pelas ligagdes com o suporte. Neste

caso, a enzima imobilizada necessita de temperaturas mais altas para a ativacdo de seus sitios
50, 54, 78

Foram realizados testes de estabilidade térmica para verificar se as enzimas
imobilizadas se tornaram mais estaveis quando submetidas a altas temperaturas. A

estabilidade das enzimas imobilizadas e livre a 80 °C esta apresentada na Figura 37.
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Figura 37 - Teste de estabilidade térmica a 80 °C.

Uma melhora significativa é observada na estabilidade da BG/MSNS, indicando que,
mesmo a temperaturas muito elevadas, a B-glucosidase encontra-se mais protegida contra
desnaturacdo. Neste caso, a enzima foi capaz de manter em torno de 60 % de sua atividade
inicial durante as 8 horas de ensaio. Em contrapartida, a BG/INANOSIL sofreu desativacao
tdo rapidamente quanto a enzima livre, ou seja, ndo apresentou resisténcia a desnaturacédo a 80
°C.

Foi, entdo, realizado um segundo ensaio de estabilidade térmica, a 65 °C, para avaliar
a BG/NANOSIL. O resultado esta apresentado na Figura 38.
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Figura 38 - Teste de estabilidade térmica a 65 °C.

Ao observar o perfil de desativacdo, aparentemente a BG/NANOSIL se mostrou
ligeiramente mais resistente a desnaturacdo a 65 °C que a enzima livre. Essa diferenca
significativa na resisténcia a temperatura, quando comparadas a BG/MSNS e a
BG/NANOSIL, pode ser atribuida a uma maior protecdo das enzimas imobilizadas nos poros
do suporte. E conhecido, na literatura, que enzimas imobilizadas dentro de uma estrutura

porosa estdo menos sujeitas a condigdes operacionais severas, aumentando sua resisténcia
115,116

Foram também realizados ensaios de reciclo para avaliar a estabilidade operacional
dos biocatalisadores. A Figura 39 mostra o rendimento em glicose durante os 6 ciclos de
reacdo para a BG/NANOSIL. E possivel observar 81% de rendimento em glicose mesmo
depois do 6° ciclo, 0 que mostra a boa estabilidade deste sistema. As ligacdes covalentes entre
enzima e suporte previnem a dessor¢do das enzimas e perda de atividade, durante longos
tempos reacionais e altas temperaturas. A diminuicdo da atividade pode estar relacionada a
desnaturacdo durante as reagdes. Esse resultado € uma evidéncia de que o biocatalisador é

apropriado para uso industrial.
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Figura 39 - Ensaio de reciclo da BG/INANOSIL. Condic¢des: 50 °C, pH 5, 18 horas.

Por sua vez, o teste de reciclo para a BG/MSNS esta apresentado na Figura 40. Ao
contrario da BG/NANOSIL, é observada uma queda drastica do rendimento em glicose,
apresentando 79% ja no 2° ciclo. Porém, durante o 3° e 4° ciclo, o biocatalisador se manteve
estavel, apresentando um rendimento em glicose em torno de 73%. Nos ultimos ciclos do

teste, 0 rendimento caiu para pouco mais de 60%.
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Figura 40 - Teste de reciclo da BG/MSNS. Condigdes: 50 °C, pH 5, 18 horas.
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Uma possivel explicacdo para uma maior desativagdo da enzima imobilizada em
MSNS durante o teste de reciclo seria que, nas condi¢cdes operacionais do teste, as enzimas
presentes apenas na superficie externa tenham sofrido desnaturacdo ou dessorcao, portanto, a
atividade residual seria atribuida somente as enzimas imobilizadas nos poros do suporte, que

apresentam, naturalmente, menor atividade, como discutido anteriormente.

5.2  AVALIACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO SUPORTADAS

No trabalho de Taketoshi et al. foi mostrado como nanoparticulas de ouro podem
aumentar ligeiramente o rendimento da oxidacdo enzimatica de glicose a acido gluconico,
uma vez que o ouro é capaz de catalisar a decomposic¢ao do perdxido de hidrogénio formado
como coproduto dessa oxidacdo. Como explicado anteriormente, o peréxido de hidrogénio é
inibidor da enzima glicose oxidase, portanto, quanto mais rapida sua decomposi¢do, maior o

rendimento em &cido glucdnico.

De forma a reproduzir os resultados alcancados por Taketoshi et al. ! e avaliar o
desempenho de nanoparticulas de ouro, foram comparadas as reacfes de oxidacdo de glicose
com a enzima glicose oxidase na auséncia de ouro (GOX), com particulas de ouro suportadas
em silica mesoporosa SBA-15 (GOX + Au/SBA-15) e com um catalisador comercial de
particulas de ouro suportadas em alumina (GOX + AuU/AlOz). O resultado pode ser

observado na Figura 41.
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Figura 41 - Oxidacdo de glicose com glicose oxidase na auséncia de catalisador (GOX), na presenca de ouro
suportado em alumina (GOX + AU/AlOs) e na presenca de ouro suportado em SBA-15. Condices

experimentais: 30 °C, pH 7 controlado pela adicdo de NaOH, carga enzimatica 31,2 U/mL, borbulhamento de
02 a 60 mL/min.

Apesar da dificil reprodutibilidade da reacdo devido a necessidade de um controle
rigido de pH e concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, foi possivel a realizacdo de
triplicatas com desvio-padrdo aceitavel, gracas ao sistema operacional empregando um

titulador automatico e um dispersor de gases.

Em contradicdo com as conclusfes relatadas por Taketoshi et al., a presenca de
nanoparticulas de ouro ndo influenciou significativamente o rendimento da reacdo. Levando
em consideracdo 0 pequeno aumento no rendimento da reacdo na presenca de Au/AlOs,
relatado por Taketoshi et al., de 6% quando comparado com GOX apenas, 0s resultados séo
compativeis com os obtidos na Figura 41, em torno de 6,5% de diferenca. Logo, indica se
tratar de uma questdo de reprodutibilidade dos resultados e, portanto, ndo se pode afirmar que
as nanoparticulas de ouro exercem uma influéncia positiva no rendimento da oxidacdo, uma
vez que os resultados da Figura 41 podem ser considerados iguais, por estarem contidos na

faixa de erro.
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5.3 HIDROLISE DE CELOBIOSE E OXIDACAO DE GLICOSE ONE-POT

Foi avaliada a viabilidade de realizar as reacfes de hidrélise e oxidacdo de glicose
one-pot, ou seja, com as duas enzimas, P-glucosidase e glicose oxidase, agindo
simultaneamente no mesmo meio reacional. Para tal, foram empregadas, primeiramente, as
duas enzimas na forma sollvel, e celobiose como substrato. A reacdo ocorreu durante 16
horas em um sistema alimentado por uma vazdo de oxigénio de 60 mL.min?, com

temperatura controlada em 40 °C e pH 5. O resultado esté apresentado na Figura 42.

—a— Celobiose

57 —e— Glicose L0
—4&— Ac. Glucbnico %
70 1 E
= o
g 1 O
< 430 &
65 - 5
% - A ] S
3 425 O
Q -
© 60+ 2
8 u 420 §
E — 15 6
E o
®© 50 1.8
5 &
: c
O 45 |s
° 1 c
e S
40 O

40 T T T T T T T T r T : ;

(o]
(o]
=
o
[N
N
[
N
=
o
=
(e¢]

Tempo (horas)

Figura 42 - Reacédo one-pot de hidrélise e oxidagdo. Condi¢des: 40 °C, pH 5, borbulhamento de O, a 60 mL/min
e carga enzimatica de 60 e 1600 U.g* de celobiose para p-glucosidase e glicose oxidase, respectivamente.

A hidrélise de celobiose a glicose ocorreu majoritariamente nos primeiros 15 minutos
de reacdo. Observando a concentracdo de celobiose ao longo da reacdo, nota-se que a
hidrolise cessou nas primeiras horas e a conversdo maxima ndo excedeu 0s 21%. Por sua vez,
a glicose formada foi quase que 100% convertida a acido glucdnico em menos de 4 horas de
reacdo. Ao final, foi obtido um rendimento de 19% em acido glucénico em relacdo a
celobiose. O resultado indica que a hidrolise seria a etapa limitante, porém, 16 horas nas
dadas condigdes seriam suficientes para atingir conversdes proximas a 100 % em uma
hidrolise convencional. Vale ressaltar que foi obtido resultado similar quando B-glucosidase

imobilizada é utilizada.
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Devido aos indicios de que o produto de oxidacdo de glicose poderia acarretar na
inibicdo da p-glucosidase e, por isso, ser o principal motivo pelo qual ndo foram alcancadas
conversdes satisfatorias na reacdo de hidrolise, foram adicionados 50mM de &cido glucdnico
a uma solugdo 25 g.L™ de celobiose contendo B-glucosidases livres (2 g.L™?) e deixado sob
agitacdo durante 24 horas a uma temperatura de 50 °C e pH 5. Ao final, ndo foi detectada
glicose na analise cromatografica, confirmando que o acido glucénico seria um potencial

inibidor da B-glucosidase.

5.4  VIABILIDADE DE HIDROLISE ENZIMATICA ONE-POT COM
HIDROGENAGCAO DE GLICOSE

Uma vez que a oxidacdo one-pot da glicose produzida via hidrolise ndo se mostrou
viavel, ou de solucdo complexa de engenharia de reatores, devido a problemas de inibicdo da
B-glucosidase, foram realizados experimentos visando a hidrogenacdo one-pot de glicose para

produzir sorbitol.

Para avaliar a existéncia de efeitos inibitorios causados pelos produtos de
hidrogenacdo de glicose sobre a B-glucosidase, foram realizadas reacGes de hidrdlise, pH 5 e
50 °C, adicionando diferentes concentracfes de sorbitol e celobitol ao meio reacional. O

resultado esta apresentado na Figura 43.
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Figura 43 - Efeitos da adicdo de sorbitol e celobitol na hidrdlise de celobiose.

N&o foi observado nenhum efeito inibitério tanto para o sorbitol como para o
celobitol, mas sim, um efeito promotor em ambos o0s casos. Com a adi¢do de 10 a 50mM de
sorbitol, o rendimento em glicose foi de 12 a 15% maior a partir dos 45 minutos de hidrolise,
quando comparado com o controle. No caso do celobitol, logo nos primeiros 15 minutos o
rendimento foi de 12 a 23% maior, de acordo com a concentracdo adicionada. Uma possivel
explicacdo para esse fendmeno seria a estabilizacdo da p-glucosidase pela adigdo de sorbitol e
celobitol. O chamado efeito protetor dos polidis foi reportado em outros trabalhos na
literatura, como no trabalho de Pereira Jr. et al. !, onde foi relatado um aumento da
estabilidade térmica de xilanases de Aspergillus Awamori com a adicdo de sorbitol e xilitol.
Essas enzimas apresentaram um aumento em sua atividade residual depois de incubadas em

temperaturas elevadas na presenca de diferentes concentragcdes dos alcoois de acUcar.

Além disso, foi possivel observar que, diferentemente de celobiose e é&cido
celobibnico, a B-glucosidase ndo é capaz de hidrolisar celobitol em sorbitol, como pode ser
visto na sobreposicdo dos cromatogramas na Figura 44, embora seja uma enzima capaz de
quebrar ligacdes do tipo B-1-4. Para confirmagdo, uma solucdo estoque de B-glucosidase foi
adicionada a uma solugdo 50mM de celobitol e deixada sob agitacdo por 8 horas a 50 °C e pH

5. Ndo foi observada conversao.
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Figura 44 - Sobreposicdo dos cromatogramas de hidrélise de celobiose na presenga de celobitol, em 15, 30, 120
e 180 minutos de reacao.

Posteriormente, foi avaliada a compatibilidade da B-glucosidase, na forma soluvel,
com altas pressdes de hidrogénio, cujos resultados estdo apresentados na Figura 45. As
reacOes foram realizadas em um reator Parr durante 3 horas, primeiramente sem adicdo de
gases e, em seguida, em atmosfera de 40 bar de hidrogénio. O pH e temperatura foram

mantidos em 5 e 50 °C, respectivamente.
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Figura 45 - Hidrdlise de celobiose em reator Parr a 50 °C, pH 5, sem hidrogénio e com 40 bar de pressao de
hidrogénio.

Tanto nos primeiros minutos de reacdo como nas Ultimas horas, ndo foi observada
nenhuma influéncia, positiva ou negativa, da presenca de hidrogénio no rendimento da

hidrolise, indicando que a aplicacdo de altas pressdes de hidrogénio visando a obter produtos
de hidrogenacéo pode ser viavel.

Por fim, foi realizada hidrélise no reator Parr empregando B-glucosidase livre e
particulas de ruténio suportadas em carvdo e 40 bar de hidrogénio, a 50 °C e pH 5. O
resultado esta apresentado na Figura 46.
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Figura 46 - Reacdo one-pot de hidrélise e hidrogenacdo. Condigdes: 50 °C, pH 5, 40 bar de hidrogénio, -
glucosidase 80mg.g™ de celobiose.

Nos primeiros 15 minutos de reacdo € possivel observar uma conversdo 24%, sendo
16,5% de rendimento a glicose, 5,8% a celobitol e 1,7% a sorbitol. No entanto, ndo foi
observada nenhuma evolucdo nas demais horas, indicando, provavelmente, que houve
desativacdo da B-glucosidase devido ao contato com as particulas de ruténio e vice-versa. A
mesma reacdo foi realizada com B-glucosidase imobilizada em nanosilicalita e MSNS e
nenhuma diferenca foi observada. Aparentemente, uma possivel solucdo seria a deposicédo de
particulas de ruténio em uma estrutura microporosa, de forma a evitar o contato entre a
enzima e o catalisador metélico.
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CAPITULO 6
CONCLUSAO E SUGESTOES

6.1 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a nanosilicalita, uma estrutura andloga as zedlitas de
pequeno tamanho de particula, foi capaz de reter 63% da atividade enzimatica disponivel para
imobilizagdo. Apesar do rendimento de imobiliza¢&o superior no caso da MSNS, a atividade
recuperada foi de apenas 44%. Esses sdo fortes indicios de que a B-glucosidase se mantém
mais ativa quando imobilizada apenas na area externa do suporte, uma vez que o tamanho de
poro da nanosilicalita é significativamente menor que o didmetro aproximado da enzima. A
MSNS, apesar de possuir tamanho de particula bastante similar a nanosilicalita, apresenta
poros suficientemente grandes e acessiveis a enzima. Uma analise da literatura indica que este
parece ser o0 primeiro trabalho de imobilizacdo de B-glucosidase em uma nano zedlita ja
reportado. Além disso, os testes de reciclo mostraram que o biocatalisador é estavel nas

condicdes operacionais e pode ser recuperado e reutilizado sem grande perda de atividade.

Foi também estudada a influéncia das condicdes de funcionalizacdo com glutaraldeido
para entender quais variaveis seriam mais importantes visando a maximizar a atividade
enzimatica durante o processo de imobilizacdo. Entre as variaveis avaliadas, o pH do processo
de funcionalizacdo ndo se mostrou significante na faixa estudada. Por outro lado, o tempo de
funcionalizacdo e a concentracdo de glutaraldeido apresentaram uma influéncia importante na
atividade enzimatica final. Qualitativamente, foi possivel observar que elevadas
concentracdes de glutaraldeido acarretaram um fenémeno de aglomeracdo das particulas do
suporte, causado por ligacbes cruzadas entre essas particulas e diminuindo, portanto, a area

disponivel para imobilizacéo.

Foi constatado que a diferenca no rendimento da oxidagdo, com os catalisadores de
ouro e na auséncia dos mesmos, seria muito pequena, estando contida na faixa de erro
experimental. Além disso, foram combinadas as reac¢6es de hidrolise de celobiose e oxidagdo
de glicose, ambas enzimaticas, no mesmo meio reacional. As condi¢des reacionais foram

ajustadas de modo a atender a faixa operacional das duas enzimas empregadas. Entretanto, o
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rendimento da reacdo se mostrou relativamente baixo para producdo de &cido glucénico.
Além disso, foi observada a conversdo quase que completa do intermediario de reacédo, a
glicose, indicando que a etapa limitante seria a reacdo de hidrdlise. A hidrélise enzimatica de
celobiose em meio reacional contendo 50mM de &cido glucénico indicou que o &cido

glucénico seria inibidor da enzima B-glucosidase.

Confirmou-se o0 desempenho da B-glucosidase na presenca de sorbitol e celobitol, e
concluiu-se que estes ndo teriam um efeito inibidor mas, sim, estabilizador sobre a enzima.
Em seguida foi avaliado se altas pressdes de hidrogénio teriam efeito deletério sobre a B-
glucosidase, mas nenhuma alteracdo na atividade enzimaética foi percebida. Finalmente, foi
empregado catalisador comercial de ruténio suportado em carvdo para producdo de sorbitol
one-pot com hidrdlise enzimatica de celobiose, porém, a B-glucosidase apresentou uma queda
de atividade significativa na presenca do catalisador de ruténio, e vice-versa, indicando uma

incompatibilidade da enzima com o catalisador metalico.

6.2 SUGESTOES

E recomendado que, em trabalhos futuros envolvendo a avaliagdo de suportes e
condicBes para imobilizagdo de p-glucosidase ou outras enzimas, sejam estudadas as
interacdes entre as variaveis de funcionalizacdo, como tempo e concentragdo, com o tipo de
suporte utilizado. Mais ainda, recomenda-se um estudo mais abrangente, envolvendo outros
suportes com caracteristicas distintas, de forma a melhor avaliar a influéncia de cada
propriedade desses suportes. Em relacdo a viabilizacdo de reacbes one-pot envolvendo
enzimas, é altamente recomendado que se busquem solugdes de engenharia de reatores para
contornar problemas como a inibicdo pelo produto, por exemplo, empregando-se reatores de
membrana. No que diz respeito & incompatibilidade da B-glucosidase com catalisadores de
ruténio, é sugerida a deposicdo de particulas de ruténio em um suporte com tamanho de poro
menor que o diametro da B-glucosidase, ou qualquer solucdo visando a prevenir o contato

enzima-metal.
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Abstract Many differsnt materials have been tested for B-glumsidases immobilization. Such
materiaks, however, ofien show a poor activity related to a low surface area of the support or
even ayvme hindrance caused by entrapment inside porous matrix, In this context, the use of
nanisizal meolies as enavmes support is quite new and may be an interssting altemative, The
present work evaluates the mmmobilization of B-glucosidases in nanosized silicalites by
covaknt coupling. The new biocatalyst was able to convert 100% of cellobiose into glumss
in 1% hat 50 °C and pH 35, retaining B5% of its activity after five cveles of reuse. A detailed
investipntion of the published literature indicates that, apparently. this is the first work
concerning the immobilization of f-glocosidases on nanoseed zeolites ever reponted.

Kevwords Eneyvmes - Immohilization - Zeolites - Cdlobiose - Silicalite - B-plucosidase

Introduction

Fing chemicals from biomass have gained attention in the past few vears as m alternative to
fossil fesdstock. Eneymatic hwdrolysis is an interesting approach for dealing with cellulosic
biomass convemion since it takes place under mild conditions, diminishing the energy
consumption when comparing with chemical pmeesses. Nevertheless, enryme cost has been
an issue, since reeveling of fres erevmes is not possible industrially, For that reason, enovime
imimobilization has emenzed as an altemative for improving enaovme recyelability, Morsover,
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enzvmes have the advintape ofbeing highly selective, avoiding the formation of undesirable
co-products [22]. Toxic substances are commeonly found 25 a mesidoe of chemical hydrolysis,
which is not the @se for enzymatic hydrolysis [13].

The conversion of cellulose into glucose requires the wse of emovmatic pools, mainly
composed of exo-glucmasss, endo-gloamnasss, f-glocosidases, and acessory protans, such
as swolleing [1, 12]. These enavmes e capable of hydrolysng the 1.4-G-glyeosidic bond
between glucose mokecules, but they differ in their starting point and substrate when hydmolvs-
ing cellulose. Endo-glucanases cleave the internal bonds of cellulose fibers producing
cellodextring:; exo-glumnasss act on the side chains of celluloss to give cellobiose; whensas
B-plucosidases are responsible for hydrolvsing cellobiose molecules and soluble oligosaccha-
rides into plucose. f-glucosideses plavs an impontant role in cellulse hydmlysis, These
enzvmes ane responsible for avoiding the accumulation of cellobiose, which is an inhibitor of
the cellobivhwdrolases, in the reaction madiom [2, 6, 23]. For thes reason, commercial prepa-
rations of cellulases are usually supplemented with additional §-glucosidases [6, 13, 14, 21].

Methods of enzyme immobilimtion include entrapment ina porous support, snesmme cross-
lmking, and covalent binding, Covalent immobilization has the advantage of forming strong
bonds betwesn enzyme and camier, avoiding emeyme leaching. However, the number of
commercia materials for covalent immobilization is small when comparad with eneyme
adsothents [17, 24].

In biomass conversion, acesssibility is a key parameter, & many bioderivad molecules, such
a5 cellulose, starch, and xvlan, ans bulky and cannot access porous matnx of seolites. In onler to
surpass this problem, many studies propose the wse of nano-supports for reactions in which a
high external surface area is required [B]. In the @se of enamatic hyvdrolysis wsing immoebilized
enzvmes, the bulky substmte carmot access entrppad ensymes in pomws matrix [ 16]. Further-
mong, the covalent immobilization of enevme in porous matedals such as mesoporous silicas
can lead to pore blockages as a conssquence of ensvme aggremtes fomming inside pores [7].

Muotivated by the potential of nanesiasd reolites for emeyme immobilization, this work
eviluates the performance of nanosialites as support for f-glocosidases immobilization, to
enhmes the hydrolysis of cellobioss into glueose. The seleded support has a small particle sias
with a micropomus structure, which would prevent the ensyme accessing the pores. Therefore,
the hwdrolysis takes place on the extemnal surface of the catalvst and no eneyme is trapped
mside the ponss,

Materials and Methods

Tatraethyl orthosilicate (TEOQS) (98%), tetmpropylammonium hvdmodde solution (TPAOH)
(2056, (3-Aminopropyl) methoxvsilane (APTES) (995, glutaraldehvde solution (25%), B-
glucmidese Fom almonds, and cellobiose were purchased from Sigma-Aldrich

Nanosilicalites Synthesis

The nanosilicalite was prepared according to the procedure desenbed previously by Davas,
T.M. et al. [3]. Briefly, 14 g of TPAOH 20% n water was added to 7.8 g of TEOS. The mixtuns
wi then stirred for 24 h at a room tempemtuns, as an aging step. The molar gel composition
was 2,68 3105 | TPAOH: 168 H20. For the crystallization, the mixture was transfermed to a
sealed Teflon-lined autoclave and heated in a conventional oven for 24 h at 100 °C. The
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produd was recovered by centrifugation at 200000 rpm fir | h and washed several times with
deionized water. This pmesdure was repeatad until washing solution meached pH 7. The
material was then dried ovemight at 80 °C.

Functionalization of the Support

f-plucosidases were immobilized on the support via covalent coupling using APTES and
glutaraldshyde as linking agents. For intmducing amine groups, the matedal 2 g) was
refluced in 100 ml of a 1% wv APTESAoluene solution for 3 h The material was then
centrifuged, in toluens resistint TFEPTFE Malgene® Oak Ridge centrifuge tubes, at
20,000 gr for 30 min and washed thres times with toluene. The matenial was then doed ina
Gienevac evapomtor EZ-2 Plus and stored at inert st mosphere,

For the second functionalization step, aming finctionalized nanosilicalite (40 mg) was
placed in a vessel with 5 ml of a 2% wv glutamldehyde aqueous solution o vigomus stirmng.
After 24 b, the materil was recoverad by centnfugation at #000=g for 5 min and washed
several trnes with detorizsd water, Fnally, the funcionaleead material was stored in acetals
buffer, pH 5, at 4 C.

Emzyme Immaobilization

Immobilization of f-glocosidases was achigved by mixing the support (40 mg) with 5 ml ofa
1 mg ml™" enzyme solution in acetate buffer (pH 5), The mixturs was stirmed vigorously in a
Mew Brunswick™ Irmova® 42 incubator shaker for 24 h. The solution was centrifiged at
4000=g and washed several imes with distdled wateracetate buffer until the toml pmotein
concentration, according to the bicnchoninic add (BCA) assay, was less than 1% of original
solution. The immobilized erevme was storsd in acetate buffer (pH 5) at 4 °C.

Protein concentration was determined using a Pierce® BCA protein assay kit with reference
to a calibration curve prepared with bovine serum albumin [9].

Calculation of Immobilization and Kinetic Parameters

The immobilization vield (/F) was caleulated by the formula:
Py—F
i

Iy = w 1009

where Pois the total protein concentration of the ensvme stock solution used for immobilization
and Fis the total protein concentration of the supematant recoveral after immobilieation step.
The recoversd activity (RA) was caloulated by

A
RA = == 5 100%,
Are

where A is the actvaty of the immobilized enme and Ay is the activity of the fee erevme
assayed wsing the original amount of eneyme in the stodd solution available for immobiliza-
ticn. The activity is the mte of ghcose formation (mmol T min~") measured by assaving the
enzvme for cellobiose hydrolysis for 30 min at 50 °C and pH 5.

The effect of substrate concentmtion in the free and immobilized G- glucosidase activity was
tested in different concentrations of cellobiose. The assay was performed at 50 °C and at pH 5.
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The K.y (Michaslis constant) and Vi, . (maximum reaction rate) were determined by
Limewsaver-Burk linsanzation.

Immaobilized Enzvme Assay and Characterization

The immobilized ename was suspended in a substate/buffer soltion, and the reaction was
performed in the New Brunswick™ hnova® 42 incubator shaker. A 25 g 17 eellobiose
aqueous solution (5 ml) was wsed a5 substrate. The stirmng mte was set as 400 pm, o
guamntee that no diffusional limitations were taking place during hyvdrolysis, Glucose was
quantified by HPLC coupled with a dode army detector (DADY), a refractive index detector
(RID, and an Aminex-HPX-87H colunn with a FLSO, (25 mmal ) eluent.

Effect of pH on relative actwvity of B-glucosidase was investigated in the rmge of pH 3-8
for immobilizsd eneymes and free eneyme at a fieed temperature of 50 *C. The effect of
tempemture on emoyme activity was also investigated in the range of 3080 °C for both free
and mnmobilized f-glueosidase at pH 5. The enevmes were assaved for 30 min, and the
maximun glueose formation rate (mmol I min™") was considersd as 100% starting activity
and used as reference for determining relatve activities. Moreover, a temperature stabibity test
wir done by inoubating the free md immobilized meyme o 80 °C and collecting samples at
different times for activity assaying. The stating activity was considered  100% and used as
refarence for determining remaining activity after incubation,

In addition, recveling tests were performed by centrifugng the catabest at the end of each
reaction. The catalyst was washed three times with acetate buffer before the immobilized
enzvme wis eused. The tests wene cared ot for 18 h, which is the time raquired for the
reaction with the fresh catalyst to reach 1005 vield of glucose

Support Characterization

Powder X-my diffmction patterns (PXRED) were reconled in transmission mode with a
PAMNalvtical X'Pert Pro HTS diffmctomeater.

TEM chamcterization was performed on the Amctionalized nanosilicalites using a JEOL
JEM 2100 LaB6 instrument at 200 KV accelemting voltage. The samples wers somicated in
methanol and supported on holey catbon film on gold gnds (300 mesh). Particle sie
distribution was determined from 200 paricles obtained fom different images.

Results and Discussion
Support Characterization

The XRD pattern of the nanosilicalite sample is shown in Fig 1. The pattern peaks
correspond to those of the reference (JCPDS 73-6453) indicating MFI structure, No
chamcteristic baseling deviations or broadening of the peaks, sometimes referred to as
“halo™, has been observed in 20 = 207 to 30° which is assigned to amorphous phase,
Furthermore, very sharp peaks have besn observed, as evidence that high ervstallinity
was obtained for the nanosilicalite.

Representative TEM micrograph of the functionalized nancsdicalite sample is shown in
Fig 2 and depicts uniform size nanocrystals mostly with sphencal-shaped particles. The particle
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size distribution afler analysis of 200 particles gives a diameter of 66.5 + 14.6 nm. Itis possiblke
to see some aggregation of the particles due the functionalization steps. This is caused by cross-
linking of the glutaraldehyde resulting in cluster formation and pore blockages [20].

Immobilization Results

Immobilization methods are classified into physical and chemical methods, Within these two
categories, the immobilization methods can be further categorized as covalent immobi i zation,
adsorption, goss-linking, and entrapment. Physical methods, as adsorption and entrapment, are
the most general and widely used in enzyme immobi zzation due to its simplicity [5, 15].
Immobilization by covalent binding has the advantage of forming strong bonds between
enzyme and support, which is an important feature for industrial applications. This method
was chosen as being the most suitable for f-glucosidases immobilization. Figure 3 illustrates

Fig 2 TEM image of the
functionalzed nanosilicalie
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Fig 3 Scheme of the functionalization and immobilization procedunes

the procedur: used for fundonalizng the support and anchoring the ensme. The long-arm
ligand formed by the plutaral dehyde and APTES molecules provides mobility to the eneyme
[24].

The immobilization vield and recovered activity for the immobibzed B-glucosidases on
nanosilicalites, namead BCG/SIL, are shown in Table 1. The immobilization vield represents the
mass of enaovme from the original solution that remained anchored to the support after
immohilization. It is imporant to observe that the anchored enovme s not necessarily as
active as the free enovme, For this reason, recovered activity is also caleculatad. The immoebi-
limtion vield determined was 57% which is expected for immobilization by covalent binding
singg the proteins are firmmly attached to the support. Despite the considerably high vield
obtained i this work, previous glutaraldehyde based immobilization of §-glucosidase in the
literature has shown lower yvields of 32% [18] The recovered activity of BGSIL was 63%,
which is high considering the immobilization method usad. The activity of the covalent
coupled emrvme @n decreass due to conformational altemtions in the active site caused by
bonds formed betwesn enivme and support [11]. However, an incraase in the enevme activity
after covalent immobiliztion has also been reportad for B-plucosidase [18]. The ecplanation

Table 1 Einetic and immobil zation par ameters

Fee BG BGASIL
Ky { mM) kL 106
Vigax (UM min™") i3 164
Ivumodvi lization yield (%) - 57
Recovenad activity (%) - a3

ﬂ SFL‘.L‘ILEEI’
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for such synergy batween enayme and support is a better alignment of the active sites towands
the reaction bulk makng the enzyvme more available for receiving the substmte molecukes [18].

The kinstic parameters for both fres and immobilized B-glucosidases, shown in Table 1,
were determimed through the Lneweaver-Burdk method. The Lineweaver-Burk plot is shown
in Fig 4. The coefficient of determination, B®, was 09994 and 09999 for the free and
immobilized G-glucosidase, respectively. The K,y of the immobilized enzyme mcreased
threefold when compared to the free G-plucosidase, which is a clear indication that the
immohilization decremed the apparent affinity of the emovme (1/K,,) for the substrate,

Time onlims hydrolysis of cellobioss using mmmobilizad B-glucosidases was performed in
the moubator shaker for 18 hat 50°C and pH 5, a8 seen in Fig. 5. The lingar phase, where the
rate of glucose formation is almost constant, takes place at the beginning of reaction (approx-
imately in the first howr), After that, the ensyvme activity starts decreasing dus to mass trmsfer

Fig 5 Cellobiose hydrolysis
performed by immobil ized beta- 100 - -
elucosidase e
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limitations and inhibition cansed by the product. The time nesded for full conversion of the
cellobinse to ghcose using G-glucosidese was 18 h

Biocatalvst Characterization

The new propertiss of the immobihasd enavme wene studied by assaving the hiocatalvst in
different conditions and comparing with the cormespondent free enevme. Activity alterations at
different pH values are observed n Fig. 6. The free enmyme shows its higher activity at pH 5,
being quite stable in the range of 3-6. In the case of the mmobilized §-glucmsidase, the
optimum pH was shifted to 3, decreasing almost lineady its activity until pH 8. This
phenomenon has been reported in previous work and should be due to imbabnesd changes
of protein groups close to the active site, cansad by covalent immohbilization [21].

Fig 7 Relative activity of both
free and immobiized bets- 100 4 v ™
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Fig 8 Temperatune stability estat
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The mlative activity was also evaluated for different temperatures, as shown in Fig. 7. The
free eneyme shows its higher adivity at 40 °C, which & different to microbial f-glumosidases
which have an optimal activity at 50 °C [10, 23], In addition, the free emryme is poody stable at
tempemtures higher than 50 °C. On the other hand, the immobilizsd enavme has its higher
activity at 60 °C, presentmy activities higher than 305 in a bmoad mnge of temperatunes, 40—
T03C. Tt is wel Fenown that immobilized enzyvmes undergo an increase in operational temper-
atures becanse of stabilization and rigidity cansed by the support. In this case, the immebilized
enzyme requires higher tempemtunes for the activation of its reactive site [2, 4, 19].

The tempemture stability test, Fig. 8 was done i onder to evalate any differencs in
stability due to bond formation afler immobilimtion. However, no tempemtune resistmes was
detected as both free amd immobibzed eneyme activities dropped at the same rate. Thus, no
improvement in tempenmtune resistance was observed at 80 °C.
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Recycling tests wene performed for evaluating the stabdity of the new biomtalyst Figune 9
displays glucose vield after 18 h for the five subsequent recveling tests of the BOASIL Tt is
possible to observe B 1% of glucose vidd after the fifth recycling test, which demonstmtes tat the
catalvst remains stable upon reuse. The strong bond batwesn ensvme and support prevents
leaching and activity loss, after long reaction times and high tempemtires. A decrase in glucose
wield can be related to eneyme denaturation during reaction. The results bring evidence that the
biocatalvst is suitable for industrial applications, which require a high adivity and recvcability.

Conclusions

Aiming at overcoming the pmblem of accessibility of the substmte to the enaymes, that are
assodated with eneyvmatic entrapment in larpe mesopomus structures, B-gluosidases wers
successfully immobiliaed to nanosized silicalites particles by covalent binding. To the bast of
our knowledge, this s the first work on the mmmobilization of B-glucosidasss on nanosized
meolites reportad. The mmmobilimtion parmmetens showed 57% of the total protem content in
the stock solution was anchoresd to the support, which ramained very adive, as shown by the
recovered activity assay. The new hiocatalyst achieved full conversion of cellobiose into
glucese in 18 h, which is compatible with cellulose hwdmlysis readtion time at the same
conditions, This is an impotant pararmeter when aiming at the supplementation of commeraal
cellulases pools with immohilieed B-glucosidases for performance enhancing properties.
Muoreover, the recvelability tests proved that the biocatalyst is stable under reaction conditions
and can be recovered and reused without substimtial loss in activity. Itis important to point out
that the TEM images depict some aggregation of the silicalite particles. This is probably
cansed by cmoss-linking when glutamldehvde was added. For future work, this aggregation
effact should be raducad by optimizing oomobil gation conditions, such as glutraldehyde
concentration and fimetionalization reaction time,
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