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ABSTRACT 

Lignocellulosic biomass has highlighted as an essential renewable raw material for production 

of many value-added chemicals of industrial interest in field as energy production, food, 

pharmaceutical, agriculture, environment and so on. Despite it, many applications have wrought 

with a series of difficulties in regarding enzymatic conversion processes, as enzyme operational 

instability, high production and purification cost, inhibition reactions, and issues of recovery 

and recycle. To overcome these issues, many enzyme immobilization methods have emerged, 

among which highlights the obtention of magnetic-cross linked enzyme aggregates (MCLEAs). 

This materials class is obtained from cross-linking reaction between enzyme physical 

aggregates and magnetic supports, which can gather the important catalytic properties of the 

physical aggregates (as a result of enzyme native structure maintenance) to recovery and recycle 

capacity of magnetic nanoparticles (as result of its intrinsic magnetic properties). Faced it, this 

work reports the synthesis, characterization and potential application of different cellulases 

MCLEAs in the cellulose enzymatic conversion process. Sectioned in three chapters, firstly is 

presented a review about the state of art in concern to obtention of value-added chemicals from 

lignocellulosic biomass using MCLEAs. In the second chapter, different MCLEAs were 

prepared in the presence of quitosana-coated magnetic nanoparticles with three different 

precipitation agents (ammonium sulfate, ethanol and polyethylene glycol). Highlighted the 

obtention of a MCLEA using ethanol as precipitant agent, which showed highest enzymatic 

activity (193.42 U g-1) and activity recovery (43.53 %), and other MCLEA, obtained by use of 

polyethylene glycol as precipitation agent, with the highest reusability capacity (80% of initial 

relative activity after five cycles of reaction). In addition, for the first time, the colloidal 

properties of MCLEAs and free cellulases were characterized by dynamic light scattering 

(DLS) and zeta potential analyses, which were correlated with the activity of MCLEAs and free 

cellulases. As result, was demonstrated that increasing in colloidal stability with changes in 

temperature has improved the thermal stability of the MCLEAs. The hydrolysis of cellulose-

derived from sugarcane bagasse and straw using MCLEAs showed a higher capacity of 

obtention of cello-oligosaccharides with value-added than the free cellulases. Lastly, final 

chapter engaged to further investigate the effects of an alternating magnetic field (AMF) in the 

activity of a MCLEA based on aminosilane-coated magnetic nanoparticles. For this purpose, it 

was used a factorial design (2x2) with two variables at two levels, frequency (203-420 kHz) 

and amplitude (3-6 kA m-1). Independently of condition, AMF application decrease MCLEA 

activity when compared to field free condition. In addition, frequency variable implied in more 

significant effects in the MCLEA activity when compared to AMF amplitude and suggest that 



 
 

further studies should carried out in conditions of lower AMF frequency. However, although 

this last result has not been expected, it can help to fill the gap of further study in this growing 

and essential approach that is the use of magnetic support for enzyme immobilization. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

A biomassa lignocelulósica vem se destacando como uma matéria-prima essencial para a 

produção de muitos produtos químicos de interesse industrial em áreas como a produção de 

energia, alimentos, fármacos, agricultura, meio ambiente e assim por diante. Apesar disso, 

muitas aplicações vêm esbarrando em uma série de dificuldades encontradas nos processos de 

conversão enzimática, como instabilidade operação das enzimas, alto custo de produção e 

purificação, reações de inibição e problemas de recuperação e reciclo. Para contornar esses 

problemas, muitos métodos de imobilização enzimática têm surgido, entre os quais, destaca-se 

a obtenção de agregados enzimáticos reticulados magnéticos (MCLEAs). Esta classe de 

materiais é obtida a partir da reação de reticulação entre agregados físicos de enzimas e suportes 

magnéticos, o qual pode unir as importantes propriedades catalíticas dos agregados físicos 

(como resultado da manutenção da estrutura nativa da enzima) à capacidade de recuperação e 

reciclo do suporte magnético (devido suas propriedades magnéticas intrínsecas). Frente a isso, 

esse trabalho relata a síntese, caracterização e potencial aplicação de MCLEAs de enzimas 

celulases em processos de conversão de celulose. Dividido em três capítulos, primeiramente é 

apresentado um review sobre o estado da arte no que diz respeito a obtenção de produtos de 

valor agregado a partir da biomassa lignocelulósica utilizando MCLEAs. No segundo capítulo, 

diferentes MCLEAs foram preparados na presença de nanopartículas magnéticas modificadas 

com quitosana, utilizando três agentes precipitantes diferentes (sulfato de amônio, etanol e 

polietileno glicol-PEG). Destacou-se a obtenção de um MCLEA utilizando etanol como agente 

de precipitação, o qual apresentou a maior atividade enzimática (193,42 U g-1) e atividade 

recuperada (43,53 %); e outro MCLEA obtido com polietileno glicol, com a maior capacidade 

de reciclo (80 % da atividade inicial após cinco ciclos de reação). Adicionalmente, pela primeira 

vez, as propriedades coloidais dos MCLEAs e celulases livres foram caracterizadas por medidas 

de espalhamento dinâmico de luz (DLS) e potencial zeta, as quais foram correlacionadas com 

suas respectivas atividades enzimáticas. Foi demonstrado que o aumento na estabilidade 

coloidal frente às mudanças de temperatura incrementaram a estabilidade térmica dos 

MCLEAs. Quando aplicados na hidrólise de celulose obtida a partir de uma mistura de bagaço 

e palha de cana-de-açúcar, os MCLEAs mostraram a uma maior capacidade de obtenção de 

celooligosacarídeos de valor agregado do que as celulases livres. Por fim, o último capítulo 

focou na investigação mais profunda dos efeitos da aplicação de um campo magnético alternado 

(AMF) na atividade de um MCLEA contendo nanopartículas magnéticas modificadas com 

aminosilano. Para isto, foi utilizado um planejamento fatorial (2x2) com duas variáveis em dois 

níveis, frequência (203-420 kHz) e amplitude (3-6 kA m-1). Independentemente da condição, a 



 
 

aplicação do AMF diminuiu a atividade enzimática do MCLEA em comparação à condição 

sem campo. Adicionalmente, a frequência do AMF mostrou efeitos mais significante na 

atividade do MCLEA quando comparada à amplitude e sugere-se que estudos posteriores 

devam ser realizados em condições de frequências mais baixas. No entanto, embora este último 

resultado não tenha sido o esperado, ele pode ajudar a preencher a lacuna de estudos mais 

aprofundados desta crescente e essencial abordagem que é o uso de nanopartículas magnéticas 

como suporte para enzimas. 
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RESUMO EXPANDIDO EM PORTUGUÊS 

INTRODUÇÃO 

Celulases são um complexo enzimático constituído pelas enzimas endoglucanase, 

exoglucanase e β-glicosidase. Estas três enzimas agem sinergicamente para produzir glicose a 

partir da celulose, o polímero carboidrato de baixo custo mais abundante na natureza. As 

enzimas endoglucanases hidrolisam as ligações β-1,4-glicosídicas na região amorfa da fibra de 

celulose, produzindo oligômeros de cadeia longa, enquanto as exoglucanases agem nas 

extremidades da fibra de celulose, produzindo celooligosacarídeos (COS). Posteriormente, os 

COS são hidrolisados à glicose por ação da enzima β-glicosidase. A hidrólise enzimática da 

celulose vem sendo extensivamente estudada para a produção de etanol de segunda geração e 

outros produtos de maior valor agregado. No entanto, embora as enzimas sejam 

biocatalizadores sustentáveis reconhecidos por sua alta especificidade, eficiência e baixa 

geração de resíduos, sendo empregadas em uma variedade de processo de interesse industrial, 

elas apresentam algumas limitações como instabilidade estrutural frente à variações de 

condições operacionais como pH e temperatura, alto custo de produção e purificação, reações 

de inibição, dificuldade de recuperação e reciclo, desvantagens estas que acabam onerando o 

custo de muitos processos. Visando a redução desse custo, o aumento da estabilidade, 

recuperação e o reciclo das enzimas cellulases, por meio de diversos métodos de imobilização, 

vem surgindo como uma importante estratégia. 

Frente a isso, a obtenção de agregados enzimáticos reticulados (CLEA, cross-linked 

enzyme aggregates) é uma tecnologia robusta, pois a sua capacidade de manutenção da 

superestrutura organizada na formação dos CLEAs leva a uma boa estabilidade mecânica e à 

alta atividade enzimática. Os CLEAs consistem em agregados físicos de moléculas de enzimas 

obtidas pelo uso de agentes precipitantes (por exemplo, solventes, sais ou polímeros), os quais 

mantêm a estrutura terciária nativa da enzima, interligados entre si, através de agentes 

reticulantes como o glutaraldeído. Quando a precipitação é realizada na superfície de um 

suporte sólido, os CLEAs podem ser ligados covalentemente a ele, por exemplo, pelo próprio 

agente de reticulação, permitindo, desta forma, aliar as vantagens dos CLEAs às propriedades 
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intrínsecas do suporte, estratégia que pode levar a obtenção de biocatalisadores únicos. Entre 

os muitos suportes possíveis, as nanopartículas magnéticas (MNP, magnetic nanoparticles), 

tais como a magnetita (Fe3O4), vem ganhando destaque devido a sua alta área de superfície e 

capacidade de adsorção, baixa toxicidade, fácil modificação de superfície e, principalmente, 

suas propriedades magnéticas, as quais a permite ser recuperada a partir do meio reacional pela 

simples aplicação de campo magnético externo. Neste contexto, muitos trabalhos vêm relatando 

o uso de MNP como suporte para imobilização de CLEAs de diferentes enzimas. Em resumo,

esses CLEAs magnéticos (MCLEAs) vêm apresentando incrementos na estabilidade frente às 

variações no pH e temperatura, decréscimos em reações inibitórias, alta atividade e, 

principalmente, uma excepcional capacidade de recuperação e reciclo, fazendo deles uma 

estratégia essencial na melhoria de muitos processos enzimáticos. 

Desta forma, é nesse conjunto de ideias centrais que estão baseados os dois primeiros 

capítulos da presente tese de doutorado. O primeiro capítulo, intitulado “Magnetic cross-linked 

enzyme aggregates (MCLEAs) applied to biomass conversion”,  consiste em artigo de revisão 

já publicado na Journal of Solid State Chemistry (doi: 10.1016/j.jssc.2018.11.003) que trata 

especificamente da aplicação de MCLEAs nos mais variados processos de conversão de 

biomassa lignocelulósica, além de aspectos como metodologias de síntese e caracterização 

dessa importante classe de materiais. O segundo capítulo, intitulado “Synthesis and 

characterization of magnetic cross-linked enzyme aggregates of cellulases for the potential 

application in producing cello-oligosaccharides” relata a síntese e caracterização de três 

MCLEAs sintetizados pelo autor utilizado diferentes agentes de precipitação (etanol, sulfato de 

amônio e polietilenoglicol), além de sua potencial aplicação para produção de 

celooligosacarídeos, uma classe de compostos com importantes propriedades prebióticas de 

interesse da indústria farmacêutica e alimentícia. Além disso, no segundo capítulo é apresentado 

um estudo ainda não relatado na literatura sobre como as propriedades coloidais dos MCLEAs 

e de enzimas celulases não imobilizadas atuam na estabilidade de ambos frente às variações de 

pH e temperatura do meio reacional. 

Por fim, embora muitos resultados positivos venham sendo observados na aplicação de 

MCLEAs em processos de conversão de biomassa lignocelulósica, avanços ainda são 

necessários, principalmente no que diz respeito ao melhor aproveitamento de suas propriedades 
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magnéticas. E este é o foco do terceiro capítulo, intitulado “Synthesis, characterization and 

evaluation of the alternating magnetic field effects in the catalytic activity of a magnetic cross-

linked enzyme aggregate”. As propriedades magnéticas das MNP não estão restritas à 

recuperação e reciclo magnético. Na presença de um campo magnético alternado (AMF, 

alternating magnetic field), como resultado das relaxações de Néel e Brown, as MNP 

rotacionam e colidem entrem si produzindo calor, um fenômeno chamado hipertermia 

magnética. O campo magnético alternado pode alterar a cinética enzimática aumentando o 

número de colisões entre o MCLEA e o substrato, mudar o estado de agregação do MCLEA e 

disparar mudanças conformacionais na estrutura da enzima, processos estes que podem levar a 

melhorias na atividade enzimática do MCLEA. Frente a isto, o terceiro capítulo foca na 

avaliação dos efeitos de campo magnético alternado, sob diferentes condições de frequência e 

amplitude, na atividade enzimática de um MCLEA. Neste estudo foi observado que 

incrementos na frequência e na intensidade do campo levaram à diminuição da atividade 

enzimática do MCLEA. Além disso, a frequência apresentou efeitos estatisticamente mais 

significativos na atividade catalítica do MCLEA quando comparada à amplitude do campo. 
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General conclusions 

Considering the current demand for renewable raw materials, lignocellulosic biomass 

shows as an essential low-cost biomaterial for several areas of financial and environmental 

interest. Faced it, many approaches have been studied and applied out in a variety of biomass 

conversion processes.  

In summary, this thesis aimed to modify magnetic nanoparticles with cellulase enzymes 

and applied it in a biomass conversion process. For this purpose, different MCLEAs were 

synthesized and showed potential for obtention of value-added chemicals from lignocellulosic 

biomass. Essentiality, their showed potential for cello-oligosaccharides production, an 

important class of glucose oligosaccharides with prebiotics properties of food and 

pharmaceutical industry interest. Besides that, cross-linking reaction between cellulases and 

magnetic nanoparticles leaded to production of MCLEAs with some enhanced properties when 

compared to free enzymes, among which can be cited thermal stability and recovery and recycle 

capacity. Thus, such enhancement in catalytic properties suggests a positive effect of the 

magnetic nanoparticles in the cellulase cross-linked structure. 

Further studies have carried to increase the knowledge in regard some physical-

chemistry properties of the MCLEAs. Thus, was showed that as increases in colloidal stability 

can avoid the thermal denaturation of enzymes and that high frequency of alternating magnetic 

field can decrease its respective catalytic activity. In addition, such studies can be explored to 

assess physical-chemistry behavior of other systems involving different enzymes and support. 

Lastly, it is expected that this work can contribute with current and future advances in 

the use of magnetic nanoparticles as support for enzyme immobilization. But, not restricted to 

only it, is expected that can help in changes of paradigms of current industrial manufacture 

toward more sustainable industrial processes. 




