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PROCESSO DE OBTENGAO DE UM SUPORTE SOLIDO PARA IMOBILIZAGAO
DE ENZIMAS, SUPORTE SOLIDO DE FIBRA DE COCO VERDE, PROCESSO
DE IMOBILIZAGCAO DE ENZIMAS E DERIVADO OBTIDO

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo se insere no campo de
aplicacdo da Quimica, Farmécia, Biotecnologia, e, mais
especificamente, na 4&rea de enzimas industriais, uma vez
que se refere ao processo de obtencdo de um suporte sélido
para imobilizacdo de enzimas, ao processo de imobilizacdo
de enzimas e ao derivado obtido.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A imobilizacdo é um termo genérico empregado
para descrever a retencdo de uma enzima no interior ou na
superficie de um material suporte. O complexo enzima-
suporte mantém as caracteristicas fisicas do suporte e, ao
mesmo tempo, retém a atividade bioldgica da enzima na forma
soltvel. O complexo enzima-suporte ¢é comumente denominado
derivado.

[003] De forma geral as enzimas podem ser
imobilizadas em suportes sélidos ou por “cross-linking”. Ao
utilizar suportes sdlidos, a enzima pode interagir com o
suporte de duas formas distintas: estar aprisionada no
interior do suporte ou ligada em sua superficie. O primeiro
método estd fundamentado na diferenca de tamanho entre as
moléculas, neste caso a mobilidade da enzima é mantida,
pois ndao sdo envolvidas ligacdes fisicas ou guimicas entre
a enzima e o suporte. No segundo método, a enzima é fixada
na superficie de um suporte por adsorcdo ou através de
ligacgdo quimica.

[004] As vantagens na utilizacgéo de enzimas
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imobilizadas em relagdo a enzima livre sd0 numerosas.
Dentre elas destaca-se o aumento da estabilidade e
separacdo do meio de reagdo, o gque acarreta economia
significativa no custo global do processo. Entretanto,
algumas caracteristicas do derivado sado determinantes para
aplicacdo como a atividade recuperada, que é a percentagem
da enzima que foi imobilizada e permaneceu ativa apds o
processo de imobilizacdo. A meia vida operacional da enzima
imobilizada deve ser suficlentemente longa, permitindo a
reutilizacdo do derivado por varios ciclos, constituindo um
parémetro operacional importante, assim como o custo de
producdo do derivado que tem impacto em sua viabilidade.

[005] A utilizacdo de enzimas 1imobilizadas em
processos industriais é associada a uma diminuig¢do do custo
beneficio, devido a possibilidade de reuso das enzimas por
diversos ciclos, tornando-se uma estratégia muito
valorizada industrialmente. Entretanto os suportes sdlidos
utilizados na imobilizacdo de enzimas freguentemente
inviabilizam sua aplicacdo, j& gue apresentam alto custo de
obtencdo e aplicacdo. Embora seja grande o numero de
trabalhos publicados na area, processos utilizando enzimas
imobilizadas em escala industrial s8o reduzidos e isto se
deve principalmente ao custo de ©produgdo e a baixa
eficiéncia das enzimas imobilizadas quando comparadas a
enzima livre.

[006] A escolha do protocolo de imobilizacdo mais
adequado leva em consideracdo as condig¢des e necessidades
especificas do processo onde a enzima imobilizada seréa
inserida. Alguns aspectos relevantes neste sentido sdo o

tipo de reacdo catalisada pela enzima, © meio de reacdo
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(aquoso ou solvente orgédnico) e configuracdo do reator
enzimatico.

[007] Quando as enzimas sao imobilizadas em
suportes sbélidos, propriedades do derivado como atividade,
seletividade e estabilidade sdo profundamente influenciadas
por caracteristicas dos suportes como: composigdo guimica,
porosidade e hidrofilicidade. Existe uma grande variedade
de suportes sdélidos para imobilizacdo de enzimas que podem
ser divididos quanto a obtencido (orgédnicos e inorgénicos) e
composicgdo (poliméricos ou nado poliméricos). Dentre os
suportes poliméricos de origem organica, a agarose tem
destaque devido a propriedades como elevada area
especifica, reduzida porosidade que propiciam uma elevada

congruéncia geométrica entre enzima-suporte, levando a

obtencéo de derivados com excelentes propriedades
cinéticas.
[008] Podem-se encontrar na literatura algumas

enzimas que foram imobilizadas em agarose CL ativada com
diversos grupos, como glioxil, glutaraldeido, amino, epdxi,
dcido iminodiacético (IDA), polietilenimina (PEI) e CnBr.
Contudo, dois aspectos dificultam a utilizacdo da agarose
em larga escala. O primeiro deles é a resisténcia mecénica
dos “beads” de agarose que ¢ muito baixa, inviabilizando
sua utilizacdo em reatores enzimdticos devido a degradacéio
sob agitacdo. O segundo aspecto é a viabilidade econdémica,
34 gque a preparacdo de grandes qguantidades de derivado
utilizando este suporte tem custo elevado, tornando o
processo economicamente inviadvel se a regeneracdo do
suporte ndo for possivel.

[009] A utilizacdo de suportes alternativos vem da
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necessidade de diminuir o custo de derivados enzimdticos e
melhorar as propriedades cinéticas da enzima, viabilizando
sua aplicacdo industrial. Estes suportes sdo preparados
principalmente a partir de residuos da agroindustria,
materiais lignoceluldsicos. Devido as suas propriedades
fisico-gquimicas (polimeros orgénicos e inorgéanicos,
silicatos, nanoparticulas), apresentam alto desempenho na
imobilizacéo de enzimas, produzindo derivados com
excelentes propriedades bioquimico-cinéticas; entretanto em
muitos casos o0s custos de producdo tornam sua aplicacédo
invidvel. Residuos 1lignoceluldsicos apresentam excelentes
propriedades, permitindo gue se egquiparem em eficiéncia aos
suportes tradicionais, entretanto seu custo de obtencdo é
significativamente menor.

[0010] Para viabilizar e expandir o uso de novas
enzimas imobilizadas em escala industrial busca-se
encontrar alternativas economicamente vidveis propondo e
desenvolvendo continuadamente protocolos de facil execucgdo
e funcionalidade.

[0011] A procura por materiais suportes eficientes
e de baixo custo & um ponto importante para viabilizar a
aplicacdo industrial de enzimas 1imobilizadas. Embora se
reconheca gque ndo hé& suporte universal para todas as
enzimas e suas aplicacgdes, uma série de caracteristicas
desejaveis é comum a qualquer suporte; além disso, para
responder a crescente consciéncia ambiental, os materiais
devem ser biodegradaveis, além de apresentar viabilidade
econbmica e facilidade de obtencédo.

[0012] A utilizacdo da fibra de coco wverde associa

o aproveitamento de um potencial poluente sem o© manejo
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apropriado e a produgcdo de um derivado com alto wvalor
agregado. Estes aspectos melhoram o custo beneficio para
aplicacdo da enzima imobilizada.

[0013] As enzimas imobilizadas em fibra de coco
verde apresentaram aumento de sua estabilidade térmica,
dificultando alteragdes de sua estrutura tercidria devido a
longos tempos de incubacdo em determinada temperatura. Este
aspecto ¢é um fator determinante para a inclusdo de um
biocatalizador em determinado processo industrial.

[0014] As enzimas imobilizadas em fibra de coco
verde apresentaram um excelente fator de reuso, o0 qgue
significa que o biocatalizador pode ser reutilizado por
varios ciclos consecutivos sem perda de eficiéncia. Testes
mostraram que apds dez ciclos de reuso os derivados ainda
apresentam 100% de eficiéncia.

ESTADO DA TECNICA

[0015] A principal inovacgdo do invento constitui
utilizar um residuo, a fibra de coco verde, gue apresenta
custo extremamente baixo, para producdo de um produto de
alto valor agregado, um biocatalizador industrial. As
enzimas sdo extremamente eficientes e viabilizam muitos
processos industriais que seriam impossivels sem sua
inclusdo, entretanto elas tém alto custo, o© que mnmuitas
vezes eleva demasiadamente o preco final do produto obtido.

[0016] A utilizacgdo da fibra de coco verde neste
sentido tem o objetivo de apresentar a mesma eficiéncia de
suportes sdé6lidos comumente utilizados na imobilizacgdo de
enzimas industriais, entretanto com um custo muito menor.

[0017] Varias iniciativas surgiram com o objetivo

de reaproveitar este residuo, como producgdoc de substrato
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vegetal e compdsitos, porém nenhum dado da literatura prevé
a utilizacdo deste material como suporte sdélido. 0
principal uso do suporte fibra de coco verde desenvolvido é
a imobilizacdo de enzimas, principalmente aquelas com
aplicagcdo industrial. Devido as suas caracteristicas
fisico~guimicas a fibra de coco verde & capaz de
estabilizar a estrutura tercidria das enzimas através de
ligacdes covalentes enzima-suporte, levando a um aumento de
sua estabilidade (temperatura, pH). Quando comparado aos
suportes tradicionais, a fibra de coco verde apresenta uma
alta resisténcia mecénica, o que permite sua aplicacdo sob
condicdes mais extremas (agitacdo e pressédo), sem que sofra
degradacéo.

[0018] Além disso, existem varios trabalhos no
estado da técnica nessa area de atuacdo, mas nenhum deles
fere o0s requisitos de novidade e atividade inventiva da
presente invencdo, como por exemplo, o© documento “Method
for nitrogen-saturated immobilization of waste materials
and fibrous materials based on raw materials containing
lignocellulose from after-growing raw materials for
utilization as peat substitutes” que descreve um método
fermentativo de obtencdo de material rico em lignocelulose
para imobilizacdo de residucs ricos em nitrogénio; e o
documento “Fibrous protein-immobilization systems” que
descreve um processo de obtencdo de nano fibras sintéticas
para imobilizacdo de proteinas.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

[0019] A presente invencdo refere-se ao processo de
obtencé&o de um suporte sdélido para imobilizacdo de enzimas,

ao processo de imobilizacdo de enzimas e ao derivado
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obtido. O processo de obtencdo consiste na modificagdo da
lignocelulose proveniente da fibra de coco verde com o
objetivo de reagir com enzimas (proteinas) e atuar na
imobilizacdo destas. O processo de imobilizacdo possul como
finalidade a reutilizacdo, estabilizacdo ou purificacéao
destes compostos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0020] A Figura 1 mostra fotos de microscopia
eletrdnica de wvarredura da fibra de coco submetida a
diferentes tratamentos: (a,d) Fibra natural; (b,e) Explosao
térmica em NaOH 2%; (c,f) Explosdo térmica em H,S50, 2%.

[0021] A Figura 2 representa graficamente a
porosidade da fibra de coco tratada - o volume acessivel
por grama de FC foi determinado utilizando 6 sondas entre
10 e 533 A - FC submetida ao pré-tratamento alcalino (e);
FC submetida ao pré-tratamento acido (m).

[0022] A  Figura 3 representa graficamente os
espectros de Infravermelho com refletldncia total atenuada -
o perfil dos grupos presentes na superficie da fibra de
coco submetida ao pré-tratamento alcalino (A) ou acido foi
obtido - Fibra tratada (verde); Glioxil-FC (vermelho);
Glutaraldeido~-FC (azul).

[0023] A Figura 4 mostra o SDS-PAGE do sobrenadante
e dos derivados da lacase; (A) Imobilizacdo da lacase em
agarose onde (a) padrdo de peso molecular, (b)enzima livre,
(c) sobrenadante ao final da imobilizacdo, (d) derivado
Agarose-glioxil lacase antes da redugdoc com NaBH,;, (e)
derivado Agarose-glioxil lacase antes da reducdo com NaBHy;
(B) Imobilizacdo da lacase em FC onde (a) padrdo de peso

molecular, (b) enzima livre, {(c) sobrenadante ao final da
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imobilizacdo, (d) derivado FC-glioxil lacase antes da
reducdo com NaBRH4, (e) derivado FC-glioxil lacase antes da
reducao com NaBH;.

[0024] A Figura 5 representa graficamente o}
tratamento do suco de macd com os derivados lacase: 0o suco
(70 mL) foi tratado com 2 g de cada derivado por 1 hora a
38 °C; Suco natural (in natura), Lacase-Glioxil-FC (CFl e
Cr2), Lacase-Glutaraldeido-FC (CF3 e CF4).

[0025] A Figura 6 representa graficamente o ensaio
de reuso dos derivados FC-Lacase utilizando suco de maca: o
suco (5,0 mL) foi tratado com 0,2 g de cada derivado a 38
‘C por 30 min em seguida fol realizada dosagem de fendlicos
totais. Lacase-Glioxil-FC (CF1 e CF2), Lacase-
Glutaraldeido-FC (CF3 e CF4).

[0026] A Figura 7 representa graficamente o
tratamento do mosto com os derivados lacase: o mosto (70
mL) foi tratado com 2 g de cada derivado por 1 hora a
30 °C; Suco natural (NAT), Lacase-Glioxil-FC (CFl e CF2),
Lacase-Glutaraldeido-FC (CF3 e CF4).

[0027] A Figura 8 representa graficamente o ensaio
de reuso dos derivados FC~Lacase utilizando mosto: o mosto
(5,0 mL) foi tratado com 0,2 g de cada derivado a 30 °C por
30 min em seguida foi realizada dosagem de fendlicos
totais; Lacase-Glioxil-FC (CF1 e CF2y), Lacase-
Glutaraldeido-FC (CF3 e CF4).

[0028] A Figura 9 representa graficamente o
tratamento cerveja tipo malte com os derivados lacase: a
cerveja (70 mL) foi tratada com 0,5 g de cada derivado por
5 horas a 10 °C; as cervejas puro malte (A), puro malte

suplementada com 50% de caldo de cana (B) ou puro malte
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suplementada com 75% de caldo de cana (C) foram testadas;
Suco natural (NAT), Lacase-Glioxil-FC (CFl e CFZ2Z), Lacase-
Glutaraldeido- FC (CF3 e CF4).

[0029] A Figura 10 representa graficamente a
citotoxicidade do suco de macd antes e apds tratamento com
lacase imobilizada: o suco (1 L) foi tratado com o derivado
Lacase-glutaraldeido-FC (5 g), concentrado e aplicado sobre
células HepG2.

[0030] A  Figura 11 representa graficamente a
citotoxicidade do glicidol e glutaraldeido: os compostos

foram aplicados sobre células HepG2 em concentracgdes entre

2-500 mM.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0031] A presente invencdo descreve um processo de
obtencdo de um suporte sdélido para imobilizacdo de enzimas
compreendendo as etapas de:

a) Pré tratamento da Fibra de coco verde:

[0032] Para obtencdo da fibra a casca externa do
fruto foi separada, e a massa fibrosa foi seca até peso
constante em seguida, cortada e triturada utilizando um
moinho de facas. A fibra moida foil tamisada para obter
particulas de 20 mesh e em seguida submetida a tratamento
térmico em autoclave em H,S0; ou NaOH (2%). Apbdés 20 min foi
realizada uma descompressido térmica, abrindo-se a valvula
de escape totalmente. A fibra tratada foi lavada varias
vezes com agua até que o pH da agua de lavagem fosse
neutro.

b) Ativacdo e derivatizacdo da fibra de coco verde:

[0033] A fibra de coco verde tratada foi

derivatizada: a partir da eterificacdo da lignocelulose com
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glicidol (2,3-epoxi-propancl) em meio alcalino. Para a
ativacdo com grupos gliceril adicionou-se agua a fibra de
coco verde em um volume de até 20 vezes a massa utilizada,
sendo a proporcgdo oOtima 10:1 respectivamente. A esta
suspengdo adicionou-se NaOH para concentrag¢do final entre
0,5 e 2,0 mol/L, NaBH4 para concentracdo final entre 10 e
30 mg/mlL, e glicidol para concentracdo final entre 1,0 e
2,0 mol/L. Apds agitacdo suave por até 18 h a temperatura
ambiente, a solucdo foi filtrada e o suporte lavado com
dgua destilada.

[0034] Nesta etapa 0s grupos hidroxila da
lignocelulose foram convertidos em grupos gliceril e o
préximo passo € a oxidagdo com periodato de sédio (NalIOy),
guando ocorre ruptura dos grupos gliceril formando grupos
glioxil. O suporte-gliceril foi funcionalizado com grupos
glioxil pela adicdo de 100 a 700 umols de NaIO, por grama
de suporte, em seguida adicionaram-se 10-20 volumes de Aagua
e agitou-se por até 2 h, ao final o suporte foi lavado com
agua.

[0035] Para a oxidacdo em grupos amino adicionou-se
a fibra de coco verde ativada com grupos glioxil, até 8
vezes em volume de etilenodiamina (1 mol/L) com uma
Proporcéo btima de 1:6 respectivamente. A solugdo
permaneceu a pH 10 durante até 2 h e em seguida adicionou-
se entre 10-20 mg de NaBH; por mL de solucgdo. Apds reducédo
por até 30 minutos o suporte foi lavado com 4 volumes de
tampdo de acetato de sédio (pH 4) e agua destilada.

[0036] Para derivatizacdo da fibra de coco verde
com glutaraldeido, adicionou-se entre 3-5 mmols de

glutaraldeido por grama de fibra (derivatizada com grupos
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amino) em tampdo fosfato 0,05 mol/L (pH 7). Em seguida, o
suporte foi lavado com até 20 volumes de tampdo fosfato 25
mmol/L (pH 7) e agua.

[0037] O suporte sé6lido de fibra de coco verde
obtido de acordo com o processo descrito acima pode entdo
ser empregado no processo de imobilizacdo de enzimas.

[0038] Qutro aspecto da presente invencgcdo € um
processo de imobilizacdo de enzimas compreendendo as etapas
de:

a) Imobilizacdo da enzima em suportes glioxil:

[0039] Ao suporte sélido de fibra de coco verde (1-
5 g) descrito anteriormente, adicionou-se bicarbonato de
sédio 100 mol/L pH 10 (5-20 mL). Em seguida, foram
adicionados de 5-10 unidades enzimaticas (U), e a mistura
foli suavemente agitada a 25 °C.

b) Imobilizacdo da enzima em suportes glutaraldeido:

[0040] Ao suporte sdélido de fibra de coco verde (1-
5 g) adicionou-se fosfato de sédio 100 mol/L pH 7 (5-20
mL) . Em seguida, foram adicionadas 5-10 unidades
enzimdticas (U), e a mistura fol suavemente agitada a
25 °C.

([0041] Periodicamente, as amostras dos
sobrenadantes foram retiradas e a atividade da enzima foi
analisada. Ao final da reacdo, fol adicionado borohidreto
de sédio (1-5 mg/mL de solucdo) e manteve-se sob agitacdo
suave por até 30 minutos, para redugdo de grupos
remanescentes. Em seguida os derivados obtidos foram
lavados com &gua destilada.

[0042] Os derivados obtidos, conforme processo

descrito acima, foram testados com o objetivo de serem
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utilizados em processos industrials apresentando a mesma
eficiéncia de suportes sdélidos comumente wutilizados na
imobilizacdo de enzimas, entretanto com um custo muito
menor.

Exemplo de concretizacdo da invengdo

[0043] 0 exemplo de concretizacgdo da invencéo
compreende a imobilizacdo da enzima lacase de Trametes
versicolor em fibra de coco verde e aplicacdo dos derivados
na estabilizacdo de bebidas.

[0044] O suporte sélido de fibra de coco verde e a
imobilizacdo da enzima foram realizados conforme o processo
de obtencdo de um substrato para imobilizacdo de enzimas e

0 processo de imobilizacdo de enzimas da presente invencéo,

respectivamente.

Clarificacdo de bebidas utilizando a lacase
imobilizada

[0045] Suco de macd: macds (Malus domestica cv.

Fuiji) foram enxaguadas com agua destilada, e trituradas em
liquidificador. O suco foi pressionado através de trés
camadas de gaze. Imediatamente foi adicionado kaolin (0,1
mg/mL de suco) e o suco mantido sob agitacdo durante 30 min
(25 °C) e submetido & centrifugacdo a 4000 xg durante 30
min a 4 °C. Um volume de 70 mL de suco centrifugado foi
passado através de uma coluna de vidro (2,1 x 8 cm)
encamisada contendo 2 g (1,0-1,5 U) de derivado a 38 °C, e
uma bomba peristaltica foi utilizada para manter o fluxo
continuo de 2,5 mL. min™' durante 60 min.

[0046] Mosto de wuva: as uvas trituradas foram
filtradas para separacdo das cascas e sementes. Um volume

de 70 mL do mosto foi passado através de uma coluna de
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vidro (2,1 % 8 cm) encamisada contendo 2 g (1,0-1,5 U) de
derivado a 30 °C, e uma bomba peristdltica foi utilizada
para manter o fluxo continuo de 2,5 mL. min™® durante 60
min.

[0047] Cerveja tipo malte: a fermentacdo da cerveja
foi conduzida a 12 °C por 5 dias pela acdo da levedura
Saccharomyces cerevisae PPBOl e em seguida levada a
maturacdo por 14 dias a 4 °C. Para o tratamento enzimatico
70 mL da cerveja maturada foram tratados com 2 g de lacase
imobilizada (1,0-1,5 U) por 5 horas a 10 °C.

[0048] Amostras de cada bebida foram colhidas antes
e depois do tratamento enzimatico e analisadas guanto a

cor, turbidez, fendis totais e atividade antioxidante.

Caracterizacdo da fibra da casca de coco verde

[0049] Ao utilizar materiais lignocelulédsicos como
suportes para imobilizacdo de enzimas, o pré-tratamento é
empregado para eliminar componentes que atuam como uma
barreira natural e aumentar a Aarea superficial e tornando a
celulose mais acessivel. A explosdo térmica associada ao
tratamento &cido ou alcalino foli realizada para promover a
exposicdo de grupos reativos, gue posteriormente pudessem
ser utilizados para derivatizacdo da fibra da casca de coco
verde (FC). Os tratamentos foram eficientes na remocdo da
camada superficial de material orgdnico (Figura 1b; 1c),
observada na fibra sem tratamento (Figura 1la). Acidos
graxos e ceras presentes nesta camada podem dificultar a
derivatizacdo da fibra e consequentemente a imobilizacdo de
enzimas.

[0050] No lume da fibra da casca de coco verde,

cavidades que estdo localizadas abaixo da superficie da
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fibra, estdo armazenados &cidos graxos e ceras. Quando
submetida ao tratamento alcalino estas estruturas séo
significativamente reduzidas e o material presente em seu
interior foil eficientemente removido (Figura le). A fibra
submetida ao tratamento acido ndo apresenta tiloses,
indicando a remog¢do da camada superficial da fibra a qual
estas estruturas estavam associadas (Figura 1f).

[0051] Quando submetida a descompressdo térmica em
meio alcalino a FC apresenta rachaduras e deformacgdes em
sua superficie (Figura 1b). Estas caracteristicas podem ser
resultado do rompimento das ligacdes estruturais entre a
lignina e carboidratos, ja& que este mecanismo de hidrélise
envolve a saponificacdo das ligacdes éster entre a lignina
e a hemicelulose. A fibra da casca de coco verde submetida
descompressao térmica em meio acido  apresenta uma
superficie mais 1lisa e uniforme, com desprendimento
superficial de finas camadas de material orgénico. Estas
caracteristicas podem ser atribuidas & remogdo gradual da
hemicelulose, solubilizagdo da lignina.

[0052] A caracterizacdo quimica indicou que 13,6%
da FC ¢é constituida de 1lignina ou polifendis, 27,9% de
polissacarideos e 11,3% de componentes ndo quantificados
gue podem incluir pectinas, proteinas e outros componentes
menores (Tabela 1). A extracdo com etancol indicou que 47,2%
da FC é constituida de ceras ou acidos graxos. O balanco de
massa indica os tratamentos realizados promoveram grande
dissolucdo dos componentes da FC, sendo que o pré-
tratamento alcalino removeu 63,4% de seus constituintes,
enquanto que o pré-tratamento acido removeu 62,4%. No pré-

tratamento alcalino esta perda foli devido a remocdo de
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lign

acidos

removidos em maior extensédo.

Tabela 1:

ina,

enquanto

graxos e

que

xilana

no

pré-

foram

Quantificacdo dos constituintes da fibra da

casca de coco verde

Composicdo Quimica

a

Massa Grupos
Grupos Extra-
Amostra residual Lignina Glucana Xilana Arabino
hcetil | tivos ©
2 -sil
Nao
tratada 100 13,6%0,2 16,040, 2 8,1+0,1 2,440,0 1,4+40,1 47,2
NaOH 36,6 17,840,1 | 48,040,9 | 16,9£0,4 | 2,940,1 | 0,140,0 1,0
12504 37,6 49,0%0,0 | 39,3+0,4 | 2,5+2,2 | 0,140,0 | 0,740,1 2,0
Balanco de Massa b
Massa Grupos
Grupos Extra-
Amostra residual Lignina Glucana Xilana Arabino
Acetil | tivos ©
% -sil
N&o
tratada 100 13,6+0,2 16,0%0,2 8,1+0,1 2,4+0,0 1,440,1 47,2
NaOH 36,6 6,6£0,1 | 17,7£0,5 | 6,3%0,2 | 1,1£0,0 | 0,0%0,0 0,4
H2504 37,6 18,8+0,0 15,140,2 1,041,2 0,0+0,0 0,2+0,1 0,7

g/ 100 g fibra de coco tratada. °g/ 10 Og de fibra

soltveis em etanol.

de coco inicial. “compostos

imobilizadas

[0053] A produtividade das enzimas
ainda é &pequena em relagdo a pProcessos
principalmente devido a area disponivel

guimicos,

para

adsorcdo/ligacdo das enzimas que leva um baixo carreamento

proteico pelos suportes.
s6lidos com particulas maiores que 100 um,

dos derivados usualmente varia entre 0,001-0,1 U. g

Para enzimas ligadas a suportes

o volume ativo

, € o

volume ativo nos biorreatores é geralmente entre 10-20%. A
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estes fatores associa-se uma atividade recuperada muito
baixa para os suportes porosos (abaixo de 50%) devido a
restricdes de difusdo. Nesse sentido métodos que auxiliam
na determinacdo da area superficial e do volume dos poros
do suporte sdo ferramentas importantes para caracterizacgdo
de suportes sdblidos.

[0054] A técnica de exclusdo de solutos é utilizada
para determinar o tamanho dos poros pela difusdo de sondas
com massa molar variada na matriz de estudo. A porosidade
da FC foi expressa como volume de poros acessivels (Figura
2). A FC submetida ao pré-tratamento alcalino apresenta
maior porosidade mostrando mais acessibilidade para as
sondas. Na faixa entre 40-50 A, que corresponde ao didmetro
aproximado da lacase o volume acessivel foil de 1,33 ml/g, e
0,64 ml/g para FC submetida ao pré-tratamento alcalino e
acido, respectivamente. Estes resultados indicam que para
FC (NaOH 2%) a area acessivel a enzima lacase é maior
apresentando, em teoria, maior carreamentc protéico. A
imobilizacdo de enzimas no interior dos poros do suporte
minimiza seu contato com o meio externo, fornecendo um
microambiente que 1inibe interag¢des com outros compostos
presentes no meio externo, prevenindo agregacdo, protedlise
ou inativacdo por estes fatores. Entretanto, com o aumento
da porosidade o Ky do derivado aumenta devido ao efeito
difusional, sendo importante buscar um equilibrio entre
porosidade e efeito difusional.

[0055] Materials que apresentam maior porosidade e
hidroxilas de superficie apresentam melhores resultados
gquando funcionalizados utilizando a metodologia proposta

neste estudo. Neste sentido o pré-tratamento Acido ou
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alcalino associado com a descompressdo térmica foi

realizado para a exposicdo de grupos reativos na FC. A
andlise de infravermelho das fibras ativadas mostrou que a
composicdo da fibra de coco exerceu grande influéncia no
processo de ativacéo

produzindo suportes com

caracteristicas distintas (Figura 3). Todas as bandas

atribuidas sédo mostradas na Tabela 2 apds a funcicnalizacéo
com grupos aldeido. A intensidade da banda em 3313 cm’
indica hidroxilas presentes na superficie da FC. Sendo as
hidroxilas livres o principal grupo envolvido na ativacao
da fibra de <coco utilizando a metodologia adotada, o
aumento na transmitdncia nesta regifo indica uma diminuicéo
das hidroxilas livre presentes na superficie do material.
Esta diminuicdo indica eficiéncia do processo de ativacao
utilizando glicidol e glutaraldeido.

Tabela 2: Principais bandas observadas na andlise de

infravermelho com refletdncia total atenuada.

Comprimento de
Grupo functional/Ligacéo Polimero

onda (cm™)

Celulose, Hemicelulose,

1038,1027 Cc~0, C=C; C-C-0 (estiramento)
Lignina
1085,1103 Absorbédncia fraca Lignina
1160, 1159 C-0-C(estiramnto assimétrico) Celulose, Hemicelulose
1265 Vibracdo do anel aromdtico Guaicil lignin
1313 CH, Celulose, Hemicelulose
1421 C-H (deformacdo no plano) Lignina
Celulose, Hemicelulose and
1444 O-H (dobramento no plano)
Lignina
1596, 1604 Anel aromatico (vibracéao) + Lignina
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C=0 (estiramento)

[0056] As Dbandas 1596 e 1604 cm' podem ser
atribuidas aos grupos carboxila da lignina, sendo que o©
aumento da transmiténcia nesta regido indica que, grupos da
lignina podem estar participando das reacdes de ativacdao,
aumentando a guantidade de grupos aldeido na FC submetida
ao pré-tratamento acido (Figura 3b). Uma diminuicdo também
foi observada na regido entre 1027-1038 cm™*, onde &
possivel observar vibracdes de ligacdes C-0 na
lignina/polifendéis e polissacarideos. A determinacdo de
grupos aldeido usando iodometria confirma os resultados
obtidos pela anadlise de infravermelho, com um maximo de 656
pmol grupos aldeido/g para FC submetida ao pré-tratamento
alcalino e 713 umols grupos aldeido/g para FC submetida ao
pré-tratamento Acido. Em todos os casos, para fins
comparativos a FC-gliceril foi oxidada para dar apenas 143
pmols de grupos aldeido por grama, © gJgrau maximo de
ativacdo para da agarose CL-B6, wutilizada como suporte
comparativo.

Imobilizagcdo covalente da enzima lacase

[0057] A  obtencao de derivados com excelente
atividade, especificidade e estabilidade estd diretamente
relacionada a wutilizacdo de suportes adeguados para a
imobilizacdo de enzimas, ou seja, materialis que oferecam
grandes Areas superficiais para a interacdo suporte-
proteina e apresentem boa congruéncia geométrica para gue
estas interacdes sejam otimizadas o tanto guanto possivel.
Também é desejavel gue estes suportes apresentem uma alta
densidade de grupos reativos gue possa proporcionar a

formagdo de ligagdes multipontuais entre proteina-suporte e




19/37

outros fatores como estabilidade e reatividade dos grupos
presentes em sua superficie.

[0058] A fibra da casca de coco verde (FC)
apresenta composicao heterogénea sendo constituida
principalmente de celulose, hemicelulose e lignina enquanto
gue, a agarose é constituida por cadeias lineares de [(-D-
galactopiranosil unidas por ligagdes (1,3) e unidades 3,6~
anidro-a-D-galactopiranosil unidas por ligacdes (1,4). Esta
composicao diferenciada atribui aos dois suportes
diferentes caracteristicas que influenciam diretamente nas
propriedades dos derivados obtidos, entretanto a presenca
de carboidratos permite que ambos sejam derivatizados

utilizando reagdes amplamente conhecidas na guimica de

polissacarideos.
[0059] Algumas caracteristicas bioquimicas dos
suportes utilizados foram avaliadas (Tabela 3). Em relacdo

ao carreamento proteico a FC mostrou desempenho muito
préoximo ao da agarose mesmo em altas concentragdes de
proteina, adsorvendo cerca de 96% de uma solucgao
inicialmente com 60 mg de sorocalbumina bovina. Contudo em
concentracdes extremas a agarose pode ser capaz de adsorver
maior guantidade de proteina que a FC, J& que a mesma
apresenta alta porosidade e elevada 4rea interna.

[0060] Em relacdo a densidade de grupos reativos na
superficie dos suportes a FC apresenta uma densidade muito
maior do gue a agarose. Esta diferenca pode estar
relacionada a composicdo dos dois suportes, enguanto a
agarose é constituida apenas de cadeias de D-
galactopiranosil, a FC é constituida de celulose,

hemiceluloses e lignina, apresentando uma quantidade maior
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de grupos disponiveis para ativacdo. Embora a atividade
recuperada tenha alcancado 100% para a fibra submetida ao
tratamentc &cido, esta atividade decai consideravelmente
atingindo até 40% em uma semana. Esta instabilidade pode
esta relacionada a quantidade de grupos reativos que causa
uma rigidificagdo excessiva na estrutura tercidria da
lacase, levando a sua inativacéo.

Tabela 3: Caracteristicas bioguimicas dos suportes

derivatizados com glioxil

Grupos Carreamento
) . AR PI TT

reativos Proteico

umol. g_l mg. g_l (%) (%) (horas)
A
garese 100 57,940, 1 600,01 | 980,1 | 2-5
6BCL
Fib d
Tora ae 656%0, 06 57,440,18 5440,09 | 780,05 | 5-10
Coco
Fib d
wora ae 71340, 04 57,840, 6 10040,05 | 90£0,05 | 2-5
Coco
(1)Fibra da casca do coco tratada com NaOH 2%; (2)Fibra da casca do coco

o

tratada com H,SO, 2%; AR-Atividade recuperada; PI-Perfil de Imobilizagdo; TI-
Tempo de imobilizacio.

[0061] Para identificacdo das proteinas adsorvidas
e ndo adsorvidas pelos suportes utilizados foil realizada
SDS~PAGE do sobrenadante ao final do processo de
imobilizacdo (Figura 4). Em ambos os suportes ndo houve
guantidades detectaveis da enzima lacase no sobrenadante
apbs 5 horas de imobilizacdo (Figura 4A.c e 4B.c),
entretanto, uma proteina de aproximadamente 20 kDa ainda
permanece em solucgdo.

[0062] Os derivados antes e apds reducdo com NaBH4
foram tratados com (-mercaptoetanol e SDS, condig¢des na

gqual ocorre a dissociacdo da enzima lacase ligada de forma
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ndo covalentemente dos suportes. Antes e apds a redugdo a
enzima lacase se desprende do suporte agarose-glioxil
(Figura 4A.d; 4A.e), enquanto que para os derivados da FC a
enzima lacase ndo se desprendeu antes ou apds a reducgdo
(Figura 3B.d; 3B.e). Este comportamento estd relacionado ao
tempo de imobilizacdo, sendo que devido ao tempo reduzido
de 1imobilizacdo observado para os derivados agarose,
provavelmente ndo houve formacdo de ligacdes multipontuails
suficientes para manter a enzima ligada ao suporte nas
condig¢des dissociantes.

[0063] Enquanto que, ao utilizar a FC & necessario
um tempo maior para que seja atingido o perfil maximo de
imobilizacdo, sendo que, este aumento do tempo de incubacédo
da enzima e do suporte em pH 10 leva a formacgdo de um
ntmero maior de ligacgdes enzima-suporte estabilizando estes
derivados mesmo antes da reducdo com NaBH;.

Caracterizacdo cinética da enzima livre e dos

derivados

[0064] Para os dois suportes utilizados a ligacédo
covalente enzima-suporte ocorre entre o0s grupos aldeido do
suporte e 0s grupos amino presentes na superficie protéica.
Desta forma modificacdes quimicas foram realizadas para
promover um enriquecimento destes grupos e aumentando o
perfil de imobilizacdo. Modificagdes quimicas que aumentam
a estabilidade protéica desempenham importante funcdo na
imobilizacdo. As lacases comercial e produzida perderam até
70% de sua atividade em meio alcalino apds 2 horas e,
quando aminadas conservaram até 100% de sua atividade em pH
10 apds 24 horas. Considerando gue a imobilizagdo em

agarose—-glioxil ocorre em pH 10 a estabilidade resultante
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da aminacdo constituiu um aspecto muito importante para a
obtencdo de um derivado ativo com excelente perfil de
imobilizacéao.

[0065] A aminacdo envolve a conversdao dos grupos
carboxilicos dos residuos de aminocdcidos glutémico e
aspartico e o carboxilico terminal em grupos amino,
utilizando l-etil-3-(dimetilamino-propil) carbodiimida
(EDAC) na presenca de etilenodiamina (EDA) pela formacdo de
uma ponte amida entre o0s grupos carboxilicos da proteina e
um dos grupos amino do EDA. Este novo grupo amino apresenta
pKa de 9,2 e tem mais reatividade qgue os grupos amino dos
residuos de lisina presentes na superficie protéica. A
percentagem de grupos carboxil modificados pode @ser
controlada pela concentracgdo de EDAC utilizada, sendo que é
desejdvel atingir o maior grau de modificacdo possivel sem
perdas de atividade e estabilidade.

[0066] Para avaliagdo da estabilidade e atividade
das lacases aminadas com diferentes concentragdes de EDAC
foram utilizados os suportes agarose-glioxil e agarose-
glutaraldeido. Em relacdo a atividade, os derivados
agarose-glioxil foram mais ativos quando produzidos a
partir da lacase aminada com 50 mmol.L™" de EDAC (Tabela 4
e 5), o gque estda diretamente relacionado a guimica destes
grupos Ja& gque a 1imobilizacdo em glioxil é estritamente
dependente de regides com alta densidade de grupos amino,
caracteristicas de uma enzima com maior percentagem de
residuos aminados.

Tabela 4: Lacase produzida imobilizada em Agarose 6BCL

) PI AR Temp. pH Fator de
Derivados L T50%* .
St ima Stimo estabilidade*

—
o0
—
ae

(°C) - (horas) -




LTv - - 70+0,01 | 3,0+0,03 1,3040,3 -
LTv-Glioxil' 98+0,01 0,3+0,05 40£0,1 2,2%£0,03 8,77+0,1 6,75+0,1
LTv-Glioxil? 9540, 08 0,2+0,08 40+0,08 2,2%0,2 1,63+0,08 1,2540,06

LTv- 3640, 3 0,05+0,2 1,4440,1

v L1 40+0,06 | 2,5+0,01 1,1140,08
Glutaraldeido
LTv- 4840, 1 0,05+0,03 1,1940,2
v 50+0,01 | 2,5%0,01 0,9240,1
Glutaraldeido
LTv - Lacase de Trametes versicolor; (1) Lacase aminada com 50 mM EDAC; (2)

Lacase aminada com 10 mM de EDAC. * Em tampdo NaH,P04/Na,HPO4 pH 6,0; 60 °C.

Tabela 5: Lacase comercial imobilizada em Agarose 6BCL

PI AR Temperat . Fator de
r ur
Derivados ?, . 3 ? T50%* estabilidade
a Otima 6timo .
(%) (%) (°C) - (horas) -
LTv - - 60+0,02 3,540, 1 1,24+0,4 -
51+40,0 0,1+0,09 2,2%0,0 16,61+0,0
LTv-Glioxil! ] 40+0, 07 3 B 13,40+0,1
7040, 1 0,0440,2 2,2+0,0
LTv-Glioxil? 40+0,12 5 6,36%x0,03 5,13+0,14
LTv- 44+0,0 0,04%0,0 5 540.0 1,83%£0,05
Glutaraldeid 8 5 40+0, 02 ! g ! 1,48+0,08
Ol
LTv~- 3540,0 0,09+0,0 5 5401 1,33+0,05
Glutaraldeid 1 2 5040, 18 ! g ! 1,07+0,2
O2
LTv - Lacase de Trametes versicolor; (1) Lacase aminada com 50 mM EDAC; (2)

Lacase aminada com 10 mM de EDAC. * Em tampdo NaH,P04/Na,HP04 pH 6,0; 60 °C.
[0067] Para o) suporte agarose-glutaraldeido a
imobilizacdo é realizada pelo grupo amino mais exposto e
reativo em pH 7,0, ou seja, o amino terminal, neste caso a
alta densidade de grupos amino obtida através da aminacdo
ndo influencia diretamente a atividade e o perfil de
imobilizacdo do derivado. Como mostra a Tabela 4 os
derivados agarose-glutaraldeido apresentam mesma atividade
independente do grau de modificacdo quimica realizado, isto
porque a imobilizacdo nestes suportes ativados é dependente
da guantidade total de grupos superficiais, mas ndo da

densidade destes grupos por &rea se suporte como no caso do
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glioxil.

[0068] A enzima lacase comercial imobilizada em
agarose-glutaraldeido apresentou perfil de atividade
diferente da enzima produzida porgque o grau de modificacdes
realizado afetou a atividade destes derivados. A
imobilizacgdo utilizando glutaraldeido é estritamente
dependente da forca idénica e da presenca de mondmeros ou
dimeros na superficie do suporte, sendo que, em alta forca
iénica a imobilizacdo ocorre por regides com maior carga
negativa enquanto que em baixa forca idénica a imobilizacdo
ocorre pelo grupo amino mais ativo em pH 7. Considerando
gue as lacases 1imobilizadas sdoc de fontes diferentes é
provavel gue alguns aspectos estruturais da lacase
comercial tenham afetado sua 1mobilizacdo em agarose-
glutaraldeido, sendo que ao aumentar o grau de aminacdo das
enzimas estas aspectos negativos foram maximizados.

[0069] O pH o6timo das lacases geralmente estéa
localizado em faixas acidas. Quando o ABTS é utilizado como
substrato o pH 6timo normalmente estd localizado abaixo de
4.0. Este perfil é atribuido a dois efeitos em particular,
primeiramente a diferenca de potencial entre o substrato e
0 ion cobre presente no centro Tl, em segundo, a ligacdo de
uma hidroxila nos ions cobre presentes no cluster T2/T3 em
meio alcalino, que interrompe a transferéncia de elétrons
do centro Tl para T2/T3.

[0070] Quando as lacases foram imobilizadas nos
suportes agarose (glioxil ou glutaraldeido) apresentaram
uma reducdo do pH Stimo. Independente do grau de
modificacdo as duas lacases apresentaram o mesmo perfil

frente aos dois suportes utilizados, onde os derivados
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agarose-glioxil e agarose-glutaraldeido apresentaram pH de
2,2 e 2,5 respectivamente.

[0071] Em relacdo a temperatura 6tima dos derivados
o grau de modificacdes quimicas realizado na enzima lacase
influenciou apenas nos derivados agarose-glutaraldeido,
onde as enzimas aminadas com 10 mmol.L* de EDAC
apresentaram temperatura O6tima maior em relagdo aos outros
derivados. Este efeito pode estar relacionado aoc
estabelecimento de uma conformacdo malis termotolerante
gquando a enzima ¢é aminada com concentracdes menores de
EDAC, considerando que um baixo grau de modificagdo guimica
implica em pouca alteracdo conformacional e, que a
imobilizagdo em glutaraldeido leva a uma distorgdo muito
reduzida da estrutura tercidria em relacdo a imobilizacéo
em glioxil.

[0072] A estabilidade térmica foli maior para os
derivados agarose-glioxil o gque era esperado, J& que
utilizando este suporte ¢é possivel alcancar uma maior
rigidificagdo da estrutura tercidria protéica tornando-a
menos susceptivel a alteracdes conformacionais. As enzimas
aminadas com maiores concentracdes de EDAC foram mais
estdveis, mesmo para o suporte glutaraldeido, sendo este
aumento provavelmente associado a otimizacdo de importantes
interagdes enzima-suporte devido a presenca de um numero
maior de grupos reativos na superficie protéica.

[0073] Fstes resultados mostraram gue a aminacédo
das enzimas com 50 mmol.L™" de EDAC produz derivados mais
estédveis e ativos por este motivo esta concentracdo foi
utilizada para imobilizacdo da enzima produzida pelo T.

versicolor em FC (Tabela 6). Em relacdo a atividade,
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temperatura e pH O6timos os derivados FC apresentaram
resultados semelhantes a agarose, entretanto, o tratamento
realizado na fibra afetou de diferentes formas estes
pardmetros.

Tabela 6: Lacase produzida imobilizada em fibra da

casca de coco verde

Temp. pH Fator de
Derivados PI AR T50*
e e estabilidade
Sdtima Stimo
(%) (%) (°C) - (horas) -
LTv - - 70+£0,01 | 3,040,03 1,3%£0,3 -
LTv-Glioxil' 60+0.1 5940.9 4040, 2 3,0+0,02 | 53,48+0,03 41+0,01
LTv-Glioxil 9040.9 40+0.2 | 60+0,08 | 3,0+0,04 | 18,63+0,01 14+40,05
LTv-
1 97+£0.6 54+0.1 | 5040,05 | 2,240,011 | 22,24%0,05 17£0,1
Glutaraldeido
LTv-
. 98+1.0 44+0.0 | 40+0,15 | 3,0+£0,01 5,10+0,08 4+0,08
Glutaraldeido

Imobilizacdo utilizando enzima aminada com 50 mM de EDAC. (1) FC tratada com
NaOH; (2) FC tratada com H,SO,. * Em tampdo NaH,P0,/Na,HPO, pH 6,0; 60 °C.
[0074] A atividade dos derivados foi maior ao
utilizar a FC submetida ao tratamento alcalino, efeito que
pode em parte ser atribuido a otimizacdoc da congruéncia
geométrica entre enzima-suporte, devido a sua composicdo e
porosidade. A imobilizacdo em FC nédo alterou o pH 6timo da
enzima, contudo, a temperatura oOtima dos derivados foi
reduzida em cerca de 30-10 °C, entretanto observou-se um
aumento da estabilidade da lacase, J& que o tempo de meia
vida dos derivados foi maior em relacdo a enzima soluvel a
60 °C (pH 6), sendo gue o derivado FC-Glioxil lacase (NaOH)

o apresentou fator de estabilidade de 41, destacando-se
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como o mais estdvel nestas condicdes mesmo em relacdo aos
derivados agarose.

[0075] Os dois suportes utilizados s&o constituidos
de materials muito diferentes e este aspecto influencia
diretamente em seu desempenho operacional e nas
caracteristicas dos derivados obtidos (Tabela 7).
Entretanto a FC apresentou resultados muito préximos a
agarose em relacdo ao carreamento proteico, especificidade
e atividade recuperada, indicando que este material guando
submetido aos tratamentos citados neste trabalho leva a
obtencdo de um suporte para imobilizacdo de enzimas com
importantes caracteristicas e de baixo custo. Sendo gque
guando a FC é ativada com as condicdes tradicionalmente
utilizadas para a agarose pode-se obter um suporte com
excelente estabilidade térmica e alta densidade de grupos
reativos por grama de material.

Tabela 7: Principals caracteristicas dos derivados

mais estabilizados*

AR Ky Tsg Fator de Estabilidade
(%) mmol. L~ horas
LTv - 0,071£0,01 1,340,3 -
Agarose-glioxil 0,3+0,05 10,60+0,01 8,77+0,1 6,75+0,1
FC-glioxil 5940.9 18,45+0, 04 53,4840, 03 41+0,01

' de EDAC; **Fibra tratada com NaOH

*Lacase produzida aminada com 50 mmol. 1L
(2%) .

Clarificacdo de bebidas utilizando lacase imobilizada

[0076] Os substratos da lacase sdo constituintes
importantes de varios alimentos e Dbebidas, sendo que, a

modificacdo destes compostos pela enzima pode melhorar as




28/37

propriedades organolépticas e funcionais dos alimentos.

[0077] Os compostos fendlicos presentes no suco e
seus produtos de oxidacdo natural atribuem cor e sabor a
bebida. Contudo, a polimerizacdo e as reacdes de co-
oxidacdoc destes compostos levam alteracdes indesejaveis de
cor, sabor e aroma. A enzima lacase pode ser utilizada para
oxidar alguns dos compostos fendlicos presente na bebida,
produzindo radicails que reagem entre si formando polimeros
insoluveis gque podem ser separados por centrifugacdo. Esta
estratégia aumenta a estabilidade coloidal da bebida e sua
estabilidade dificultando sua turvacgéo. Entretanto
oligbmeros mais leves podem permanecer em solucdo causando
escurecimento e turvacdo do suco, caracterizados pela alta
absorbéncia em 420 nm e 650 nm respectivamente.

[0078] O tratamento do suco de macd (cv. Fuji) com
derivados lacase-glioxil-FC levou a um aumento de sua cor e
turbidez (Figura 5). Este efeito foi relatado anteriormente
para o suco de romd e macgd, e pode ser atribuida a formacdo
acentuada de oligbmeros solUvelis por estes derivados. Os
derivados lacase-glutaraldeido-FC apresentaram eficiéncia
na oxidacdo dos compostos fendlicos presentes no suco de
macd, com diminuicdo de até 61% da cor, e 29% da turbidez
do suco. 0Os derivados Lacase-glioxil-FC removeram cerca de
40% destes compostos. Considerando gque a proposta do
tratamento utilizando a enzima é uma remogdo branda, estes
derivados apresentaram melhor potencial de aplicacdo 7jé
gue, devido a sua acdo de oxidacdo suave a capacidade
antioxidante do suco diminuiu cerca de 40%. Os derivados
Lacase-glutaraldeido-FC removeram até 65% dos compostos

fendélicos do suco de macéd, levando a uma diminuicdo de 80%
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em sua capacidade antioxidante.

[0079] Enzimas industriais frequentemente sdo
utilizadas em um Unico ciclo. Contudo, quando imobilizadas
podem ser reusadas por diversos ciclos, o gue representa
uma economia de tempo, enzima e custo. O ensaio de reuso
dos derivados FC-lacase utilizando o suco de maca mostrou
gque sua estabilidade é bastante elevada (Figura 6), j& que
todos conservaram mais de 90% de atividade apds 10 ciclos
de reuso, sendo que alguns derivados como FC-glioxil-lacase
{(NaOH) apresentaram mais de 100% de atividade apds 10
ciclos. O numero de ciclos de reuso varia de acordo com o
método de imobilizacdo utilizado e as caracteristicas de
cada derivado, sendo gque alguns derivados industriais podem
ser utilizados por até 1000 ciclos com excelente
eficiéncia.

[0080] Embora a presenca de compostos fendlicos nos
alimentos seja frequentemente relacionada a beneficios a
satde limitando a oxidacdo lipidica, eles sdo os substratos
iniciais para oxidacdo, participando no vinho, de reacdes
enzimaticas e ndo-enzimdticas gue levam ao seu
escurecimento devido a formacdo de qguinonas, processo
conhecido como “madeirizacdo”. Um método ndo enzimdtico
para prevencdo do escurecimento consiste da adicdo de
diéxido de enxofre e Acido ascédrbico, entretanto, a
formacdo de perdxido de hidrogénio pela oxidacdo do Aacido
ascdrbico leva a necessidade de adicionar sulfito (S0;) a
bebida. Em contrapartida a todos estes aditivos o uso da
lacase imobilizada leva a producdo de um mosto livre de
gqualgquer contaminante oriundo do processo de remocdo de

fendlicos, 3& gue o derivado é removido de forma segura. O
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tratamento do mosto é mostrado na Figura 7. Todos os
derivados testados apresentaram alta eficiéncia para
oxidacdo dos compostos fendlicos presentes no mosto. A
reducdo na cor do mosto chegou a 90% para o derivado FC-
glioxil-Lacase (H,304), com preservacgdo de 40% e 60% dos
fenblicos totais e capacidade antioxidante respectivamente.

[0081] Cada derivado apresentou um perfil diferente
para a oxidacdo dos fendlicos do mosto. O tratamento com o
derivado FCl reduziu a cor e a claridade do suco em 61 e
40% respectivamente, entretanto a capacidade antioxidante
foi bastante afetada, indicando que os fendlicos removidos
contribuem de forma determinante para a alta atividade
antioxidante apresentada. Em contrapartida, o derivado FC2
conseguiu uma eficiéncia muito maior na reducdo da cor e
claridade 86 e 73% respectivamente, com concomitante
reducdo de fendlicos. Contudo a atividade antioxidante foi
similar a obtida no tratamento anterior (58%), indicando
gue os fendlicos removidos ndo sdo os mesmos observados no
tratamento anterior, j& gque ndo sdo determinantes para a
capacidade antioxidante da bebida. Embora nos dois casos a
enzima tenha sido imobilizada utilizando grupos glioxil, os
suportes ativados foram submetidos a dois tipos diferentes
de pré-tratamento, modificacgdes que levaram a obtencdo de
derivados com especificidades diferentes em relacdo aos
compostos fendlicos presentes no mosto.

[0082] O ensaio de reuso dos derivados FC-Lacase
utilizando mosto é mostrado na Figura 8. O perfil obtido
foi semelhante ao observado para o suco de magd com
retengdo de 80-100% da atividade enzimatica apds 10 ciclos

de reuso. Os derivados glioxil apresentaram maior
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estabilidade com retencéo de 100-118% da atividade
enzimatica. Esta estabilidade pode estar relacionada tipo
de interacéo observada nestes suportes, ligacdes
multipontuails entre o suporte e regides da superficie
protéica com alta densidade de 1lisina, podem tornar a
estrutura protéica mais rigida e menos susceptivel a
alteracgdes conformacionais. Em contrapartida, a ligacéo
entre suporte-amino terminal observada para os derivados
glutaraldeido, podem ndo conferir rigidez suficiente a
estrutura tercidria para que a enzima apresente maior
estabilidade térmica.

[0083] A cerveja nao apresenta estabilidade
coloidal sem tratamento adequado, estando sujeita a
turvacédo (ndo permanente) e sedimentacado (turvacao
permanente), efeitos resultantes da interacdo de seus
componentes, que se agregam para formar particulas
visiveis. Dentre o0os compostos presentes na cerveija,
polifendis e proteinas desempenham papel principal nas
interacgdes que levam a turvacgido da bebida. Diversos métodos
tém sido empregados para estabilizacdo coloidal da cerveja
incluindo adsorventes e membranas filtrantes. As membranas
de polivinilpirrolidina (PVPP) muito populares pelo baixo
custo e facil operacdo apresentam excelente eficiéncia na
clarificacdo da cerveja, entretanto, diversas classes
compostos fendlicos s&o afetadas, sendo que, modelos
experimentails indicam que PVPP adsorve preferencialmente
fenblicos prd-oxidantes. Embora alguns compostos fendlicos
presentes na cerveja participem do processo de turvacgido e
sedimentacdo, muitas propriedades bicativas sdo atribuidas

a estes compostos sendo que uma remog¢do branda, seletiva e
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especifica se torna desejavel. A wutilizacdo da enzima
lacase livre da cerveja ndo maturada como agente floculante
e estabilizante da bebida, apresentou alta eficiéncia em
sua clarificacéao.

[0084] Nesse sentido o tratamento enzimatico se
torna uma ferramenta importante devido as caracteristicas
como seletividade e especificidade das enzimas. 0
tratamento enzimatico da cerveja tipo malte com ou sem
suplementacdo com caldo de cana esta representada na Figura
9. Para a cerveja puro malte (Figura 9A) os derivados
Lacase-glutaraldeido-FC apresentaram maior eficiéncia,
sendo que, a remocdo dos fendlicos da cerveja foi muito
branda (16%) com reducdo de até 27% da cor preservando 71%
da capacidade antioxidante. A cerveja suplementada com 50%
de caldo de cana (Figura 9B) a capacidade antioxidante
preservada com maior eficiéncia (93-83%), entretanto a
remocdo da cor (27%) e dos compostos fendlicos (14%) foi
similar a cerveja puro malte para os derivados Lacase-
glutaraldeido-FC. Estes resultados indicam gue os derivados
Lacase~glutaraldeido~FC apresentam seletividade e
especificidade em relacdo aos compostos fendlicos oxidados,
34 que na cerveja puro malte, os fendlicos removidos
diminuiram 29% da capacidade antioxidante da Dbebida
enquanto gque na cerveja suplementada com caldo de cana esta
diminuicdo foi de 11%. Com o aumento da proporcdo de caldo
de cana na cerveja, observa-se um aumento na percentagem de
dlcool presente na bebida, esta é uma das principais
diferencas entre as formulacdes, e um dos fatores gque podem
estar modulando a seletividade observada.

[0085] A clarificacdo da cerveja suplementada com



33/37

75% de caldo de cana apresentou o0s melhores resultados
(Figura SC) . Todos os derivados apresentaram uma
seletividade muito expressiva para remoc¢do dos fendlicos
gque nao contribuem significativamente para a capacidade
antioxidante da Dbebida. O0s derivados Lacase-glioxil-FC
apresentaram melhores resultados em relacdo as formulagdes
anteriores com reducdo de 25% da cor da cerveja preservando
78% de sua capacidade antioxidante. 0Os derivados FC3 e FC4
apresentaram desempenho ainda melhor com reducdo de 36% da
cor preservando 86% da capacidade antioxidante.

[0086] Estes resultados mostram gque a lacase
imobilizada apresentou eficiéncia na oxidacdo dos compostos
fenélicos da cerveja mesmo em baixas temperaturas e
concentracdes elevadas de 4alcool. A remocdo de fendlicos
efetuada pela enzima imobilizada foi bastante seletiva Jja
gue o produto final apresentou uma alta concentracdo de
fenblicos, e excelente retencdo da capacidade antioxidante
apds o tratamento.

Ensaio de citotoxicidade do suco de magcd apods

tratamento utilizando lacase imobilizada

[0087] Enquanto a utilizagdo de microrganismos no
processamento de alimentos é uma pratica gque apresenta
séculos ou até mesmo milhares de anos, a aplicacdo de
preparacdes enzimaticas de origem microbiana para a mesma
finalidade ¢é relativamente nova com 08 primeiros relatos
surgindo apenas na metade do século XX. Estas preparacdes
podem ser utilizadas nos processamentos dos alimentos como
aditivos ou adjuvantes, e em ambos os casos S&ao
constituintes do produto final e serdo ingeridas com o

mesmo, entretanto, guando enzimas imobilizadas sdo
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utilizadas as preparag¢des enzimaticas ndo estdo presentes
no produto final.

[0088] O tipo de interacdo enzima-suporte é um
aspecto importante Ja gue compostos utilizados na
preparagdo das enzimas imobilizadas podem contaminar o
alimento, sendo necesséaria uma caracterizacéo desta
interagdo gquanto a sua estabilidade. Neste sentido os
testes realizados com os derivados FC na presenca de SDS e
B-mercaptocetanol comprovaram dque a interacdo entre enzima-
suporte ndo pode ser desfeita sem clivagem quimica da
ligacdo covalente. Entretanto outros componentes presentes
na preparagdo enzimdtica podem ser adsorvidos no suporte
durante o processo de imobilizacdo e liberados durante o
processamento do alimento, a exemplo da proteina de 20 kDa
presente na preparacdo que foi dessorvida durante os testes
com SDS e PB-mercaptoetanol.

[0089] Devido a presenca de outros componentes na
preparacdo enzimatica além da enzima de interesse, torna-se
importante investigar a seguranca das enzimas imobilizadas
para utilizacgdo em alimentos e farmacos. Dentre as diversas
estratégias disponiveis destacam-se testes de toxicidade
utilizando animais, patogenicidade e de mutagenicidade
utilizando células. Outra estratégia ¢é a avaliagdo do
produto final, guanto a sua seguranca apds ser tratado com
enzimas imobilizadas.

[0090] FEstudos toxicoldgicos de uma preparacdo
enzimadtica da enzima lacase de Myceliophthora thermophila
foram reportados anteriormente. Ensaios de toxicidade aguda
por via oral, respiratdéria e dérmica mostraram gue a

preparacgdo enzimatica ndo apresentou efeitos toéxicos em
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ratos, embora tenha mostrado um pequeno potencial para
sensibilizacdo dérmica em humanos. A preparagado a base da
enzima ndo apresentou mutagénicidade; mas testes de
aberracdo cromossbdmica indicaram potencial clastrogénico,
contudo a preparacdo foi considerada segura para uso
alimentar e parédmetros como dose didria estimada e LD50
foram estabelecidos. Ensaios toxicoldgicos foram realizados
para uma preparacdo enzimatica contendo lipase imobilizada,
entretanto, ensaios toxicoldgicos para preparacdes
utilizando enzimas imobilizadas nao sdo usuais na
literatura, sendo que poucos relatos sdo encontrados.

[0091] HepG2 ¢é wuma linha celular derivada de um
tumor de figado humano (hepatoma), realizando a secrecdo e
esterificacéo do colesterol assim Como sintese e
metabolismo de &acidos biliares, sendo consideradas células
metabdlicas.

[0092] 0O suco de macd apresenta densidade de 1,06
mg/mL, e nestas condicdes a viabilidade celular foi 100%
(Figura 10), mostrando gque apds tratamento com a enzima
lacase imobilizada a bebida ndo apresenta citotoxicidade, a
concentracdo do suco em até 63 vezes ndo produziu efeitos
citotéxicos sobre as células, entretanto, o suco tratado e
nao tratado quando concentrado 125 vezes apresenta
citotoxicidade, diminuindo a viabilidade celular em 20%.

[0093] Nestas condicdes o suco apresenta elevada
viscosidade e alta concentracdo de acglcares, aspectos que
podem ser responsavels pela diminuicdo da viabilidade
celular, j& gque um perfil muito similar foi observado para
0 suco natural e tratado. A determinacdo da concentracgdo

inibitéria (IC50) mostrou que néo houve diferenca
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significativa entre o suco natural e tratado, sendo o IC50
170,3%17,4 e 184,7442,4 mg/mL respectivamente.

[0094] Durante a preparacdo dos derivados varios
reagentes quimicos foram utilizados, dentre estes destacam-
se o glutaraldeido e o glicidol por sua toxicidade e por
estes serem os compostos utilizados para ligar a enzima
lacase ao suporte. Devido ao carater covalente da ligacéo
entre enzima-suporte o desprendimento destes compostos e
sua presenca no produto final s&o improvaveils, contudo,
eles foram utilizados como controle positivo no ensaio de
citotoxicidade. A concentracdo dos dois compostos nas
condicdes do tratamento foi de 0,5 mmol. L', sendo que
nestas condicdes nio foi observada diminuicéo da
viabilidade células para os doils compostos (Figura 11). A
concentracdo inibitdéria ao crescimento de 50% das células
para o glutaraldeido e glicidol foi de 112,4%17,8 e
25,0+1,3 mM respectivamente.

[0095] A partir dos resultados apresentados
concluiu-se gque o0s pré-tratamentos utilizados na fibra de
coco verde foram eficientes em preparar o material para o
processo de funcionalizacdo, levando a exposicdo de grupos
reativos para posterior ativacgdo. A metodologia adotada
para © processo de ativacdo foi eficiente em modificar a
superficie da fibra de coco verde com grupos aldeido, sendo
que este suporte pode atingir um grau de ativacdo superior
ao da agarose CL-BC.

[0096] O suporte desenvolvido a partir da fibra de
coco verde foil eficiente em imobilizar a enzima lacase de
T. versicolor, com excelentes perfis de imobilizacdo e

atividade recuperada e fator de estabilidade.
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[0097] Ainda, ressalta-se qgque o derivado descrito
nesta invencao nao se limita as aplicacdes aqui
mencionadas. Assim, ¢é o&ébvio para aqueles versados na
técnica que alteracdes e modificacdes podem ser
implementadas visando o aprimoramento do projeto, sem gue
tais alteracdes ndo estejam cobertas pelo escopo da

presente invengdo.
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Reivindicagdes

1. Processo de obtencdo de um suporte sdélido para

imobilizacdo de enzimas, CARACTERIZADO por compreender as

etapas de:

a) pré-tratamento da fibra de coco verde;
b) ativacédo e derivatizacdo da fibra de coco verde.
2. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

CARACTERIZADO por a etapa a) compreender tratamento térmico

da fibra moida e tamisada contendo particulas de 20 mesh em
autoclave em H;S0; ou NaOH 2% por 20 minutos e posterior
lavagem da fibra tratada com &gua até que o pH da &gua de
lavagem seja neutro.

3. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

CARACTERIZADO por a etapa b) compreender a adigdo de &agua a

fibra de coco verde em um volume de até 20 vezes a massa
utilizada sendo a proporcdo otima 10:1 respectivamente,
contendo NAOH com concentrac¢do final entre 0,5 e 2,0 mol/L,
NaBH; com concentrac¢do final entre 10 e 30 mg/mL, e 2,3-
epoxi-propanol com concentracgdo final entre 1,0 e 2,0
mol/L, permanecendo esta suspensdo em agitacdo suave por
até 18 h a temperatura ambiente e posterior filtragem da
solucdo e lavagem do suporte com agua destilada.

4, Processo, de acordo com a reivindicacdo 3,

CARACTERIZADO por ser adicionado ao suporte lavado 100 a

700 umols de NaIO; por grama de suporte, 10-20 volumes de
dgua em agitacdo por até 2 h e lavagem com aAgua do suporte
e em seguida, adicdo de um volume de até 8 vezes de
etilenodiamina 1 mol/L, sendo 1:6 a proporcdo Otima,
manutencdo da solucgdo em pH 10 por até 2 h e posterior

adicdo de 10-20 mg de NaBH; por mL de solugdo por até 30
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minutos e lavagem do suporte com 4 volumes de tampdoc de
acetato de sbédio em pH 4 e dgua destilada.
5. Processo, de acordo com as reivindicacgdes 3 e 4,

CARACTERIZADO por a derivatizacdo compreender a adicdo de

3-5 mmols de glutaraldeido por grama de fibra em tampéo
fosfato 0,05 mol/L, pH 7 e lavagem do suporte com até 20
volumes de tampdo fosfato 25 mmol/L, pH 7 e Agua.

6. Suporte sé6lido de fibra de coco verde CARACTERIZADO

por ser obtido de acordo com o processo descrito nas
reivindicacdes 1 a 5.

7. Processo de imobilizacdo de enzimas CARACTERIZADO

por compreender as etapas de:

a) imobilizacdo da enzima em suportes glioxil;
b) imobilizacdo da enzima em suportes glutaraldeido.
8. Processo, de acordo com a reivindicacgédo 7,

CARACTERIZADO por a etapa a) compreender a adicdo de 5-20

mL de bicarbonato de sdédio 100 mol/L, pH 10 & 1-5 g de
suporte sélido de fibra de coco verde, conforme definido na
reivindicacdo 6 e ©posterior adicdo de 5-10 unidades
enziméticas em agitacdo suave a 25 °C.

9. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 7,

CARACTERIZADO por a etapa b) compreender a adicdo de 5-20

mL de fosfato de sédio 100 mol/L, pH 7 & 1-5 g de suporte
sélido de fibra de coco verde, conforme definido na
reivindicacdo 6 e ©posterior adicdo de 5-10 unidades
enzimdticas em agitacdo suave a 25 °C.

10. Processo, de acordo com as reivindicacdes 8 e 9,

CARACTERIZADO por ser adicionado borohidreto de sddio 1 a 5

mg/mL de solucdo ao final das reacgdes em agitacdo suave por

até 30 minutos e posterior lavagem dos derivados obtidos
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com agua destilada.

11. Derivado CARACTERIZADO por ser obtido de acordo

com o processo descrito nas reivindicacdes 7 a 10.
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Resumo
PROCESSO DE OBTENCAO DE UM SUPORTE SOLIDO PARA IMOBILIZACAO
DE ENZIMAS, SUPORTE SOLIDO DE FIBRA DE COCO VERDE, PROCESSO
DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS E DERIVADO OBTIDO

A presente invencgdo refere-se ao processo de obtencgdo
de um substrato para imobilizacdo de enzimas, ao processo
de imobilizacdo de enzimas e ao derivado obtido. O processo
de obtencdo consiste na modificacdo da lignocelulose
proveniente da fibra de coco verde com o objetivo de reagir
com enzimas (proteinas) e atuar na imobilizacdo destas. O
processo de imobilizacéo possui como finalidade a
reutilizacéo, estabilizacdo ou purificacéo destes

compostos.
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