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RESUMO

A biomassa lignocelulésica é um material heterogéneo composto por lignina,
hemicelulose e celulose. A capacidade da celulase de converter os componentes da
celulose em acucares fermentdveis para a producdo de etanol e moléculas de valor
agregado, dependem do acesso do biocatalisador ao substrato, protegido pela lignina.
Neste trabalho, o complexo de celulases comercial CELLIC-CTEC2 foi imobilizado em
nanoparticulas magnéticas e avaliada a influéncia de campo magnético alternado na
difusdo de massa e conversdo de hemicelulose e celulose durante a hidrélise de
bagaco de cana pré-tratado. As amostras de nanoparticulas magnéticas (FesOa),
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas (FesOs-APTS) e o complexo enzimatico
CELLIC-CTEC 2 imobilizado em nanoparticulas magnéticas (Fe304-CEL)
apresentaram tamanho de cristalito de 10 nm, respectivamente. Os diametros
hidrodindmicos foram avaliados por espalhamento de luz, obtendo valores de indice
de polidispersdo maiores que 0,1, indicando que Fe3O4, FesOs-APTS e Fesz0s-CEL
sdo constituidas por nanoparticulas com alta dispersdo de tamanhos. A adicdo de
APTS ao suporte leva a uma melhor organizacdo na distribuicdo de tamanhos. A
amostra de Fe304-CEL apresentou didmetro hidrodindmico de 1335 nm, devido a
ligacdo de celulases na superficie de nanoparticulas. A curva de titulacdo das
amostras de Fe304, Fe304-APTS e Fe304-CEL apresentaram ponto isoelétrico (PIl) em
pH 5,84, 6,38 e 2,61 respectivamente. A diminuicao de Pl para 2,61 ocorreu devido a
presenca do complexo enzimético que possui grupos funcionais acidos e basicos.
Pela analise térmica (TG-DTG) houve aumento na estabilidade térmica da enzima,
ap0s o processo de imobilizacdo. Os espectros de absorcdo na regido do
infravermelho foram obtidos para confirmar as modificacbes de superficie. As
amostras de Fe30as, Fe304-APTS e Fe30s-CEL apresentaram bandas em 580 cm™ e
630 cm, relacionadas a vibragdo Fe-O de magnetita e maghemita, respectivamente.
A banda do espectro de Fe304-APTS em 1162 cm esta relacionada com a vibragao
de grupos amina. No espectro de Fes3Os4-CEL foram observadas bandas de
deformacéo de grupos amida do complexo enzimatico de celulases. Nos resultados
do cromatograma verificou-se a presenca de acido glicurdnico. As reacdes de hidrolise
de bagaco com a utilizacdo de Fes3Os-CEL, podem operar em meio alcalino sendo
possivel utilizar pré-tratamento basico no processo de deslignificacdo com menos
etapas de lavagem. A enzima imobilizada apresentou temperatura étima em torno de
60°C, o processo pode ter sua temperatura diminuida na presenca de biocatalisador
magneético o que resultaria em grande economia de energia no processo de hidrdlise.
Os valores de conversdo de hidrolise CEL e Fes30s-CEL foram avaliados e
apresentaram valores muito baixos, a conversdo de hemicelulose para o derivado
imobilizado apresentou valor de 18,46 % apds 48 horas de hidrdlise. ApGs 8 ciclos
cataliticos o biocatalisador magnético apresentou 30 % da atividade inicial. A
conversdo de hemicelulose e celulose foi avaliada sob influéncia de AMF na
frequéncia de 112 Hz e campo magnético de 25 mT. As amostras livre e imobilizada
apresentaram baixa converséo de hemicelulose e celulose devido ao tempo de reacao
de hidrdlise baixo.

Palavras-chave: Nanoparticulas Magnéticas. Biocatalise. Imobilizacdo de celulases.
Separacdo Magnética.



ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is a heterogeneous material composed of lignin,
hemicellulose and cellulose. The ability of cellulase to convert cellulose components
into fermentable sugars to produce ethanol and value-added molecules depends on
the access of the biocatalyst to the substrate, protected by lignin. In this work, the
commercial cellulases complex CELLIC-CTEC2 was immobilized on magnetic
nanoparticles and the influence of alternating magnetic field on mass diffusion and
conversion of hemicellulose and cellulose during hydrolysis of pretreated sugarcane
bagasse was evaluated. Samples of magnetic nanoparticles (FesOa4), functionalized
magnetic nanoparticles (FesOs-APTS) and the enzymatic complex CELLIC-CTEC 2
immobilized on magnetic nanopatrticles (FesO4-CEL) had a crystallite size of 10 nm,
respectively. The hydrodynamic diameters were evaluated by light scattering,
obtaining polydispersion index values greater than 0.1, indicating that Fe3Oa4, Fe3Oa-
APTS and Fes3Os-CEL are constituted by nanoparticles with high size dispersion.
Adding APTS to support leads to better organization in size distribution. The FesOas-
CEL sample had a hydrodynamic diameter of 1335 nm, due to the binding of cellulases
on the surface of nanoparticles. The titration curve of the FesOas, FesOs-APTS and
Fesz04-CEL samples showed isoelectric point (Pl) at pH 5.84, 6.38 and 2.61
respectively. The decrease in Pl to 2.61 was due to the presence of the enzyme
complex that has acidic and basic functional groups. By thermal analysis (TG-DTG)
there was an increase in the thermal stability of the enzyme after the immobilization
process. Infrared absorption spectra were obtained to confirm the surface
modifications. The Fes0a4, Fe30s4-APTS and Fe304-CEL samples showed bands at 580
cm? and 630 cm?, related to the Fe-O vibration of magnetite and maghemite,
respectively. The Fes0s-APTS spectrum band at 1162 cm™ is related to the vibration
of amine groups. In the Fe3O4-CEL spectrum, bands of deformation of amide groups
of the cellulase enzyme complex were observed. The chromatogram results showed
the presence of glucuronic acid. The bagasse hydrolysis reactions with the use of
Fes04-CEL can operate in an alkaline medium and it is possible to use basic pre-
treatment in the delignification process with fewer washing steps. The immobilized
enzyme had an optimal temperature around 60°C, the process can have its
temperature decreased in the presence of magnetic biocatalyst, which would result in
great energy savings in the hydrolysis process. The CEL and FeszO4-CEL hydrolysis
conversion values were evaluated and showed very low values, the conversion of
hemicellulose to the immobilized derivative showed a value of 18.46% after 48 hours
of hydrolysis. After 8 catalytic cycles the magnetic biocatalyst showed 30% of the initial
activity. The conversion of hemicellulose and cellulose was evaluated under the
influence of AMF at a frequency of 112 Hz and a magnetic field of 25 mT. Free and
immobilized samples showed low conversion of hemicellulose and cellulose due to the
low hydrolysis reaction time.

Keywords: Magnetic nanoparticles. Biocatalysis. Immobilization of cellulases.
Magnetic separation.
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1. INTRODUCAO

O etanol de segunda geracdo (E2G), conhecido também como etanol
celulésico, obtido da palha e do bagaco de cana-de-aclcar, € uma alternativa
energética que em breve sera economicamente viavel se forem transpostas as atuais
barreiras agricolas, industriais e tecnoldgicos para a producdo (RABELO, 2010). A
tendéncia no Brasil € que o custo de producao do etanol celulésico empate com o de
primeira geracao, em 2025. A partir de 2030, existe uma previsao para que o etanol
E2G seja mais barato do que o de primeira (ALISSON et al., 2018).

O mercado brasileiro defronta-se com trés realidades para o aumento do
consumo de etanol: aumento interno do consumo de alcool hidratado pelo sucesso da
introducdo da alternativa flex fuel em veiculos leves; expansdo das exportacfes
brasileiras de alcool, como forma de enfrentar o aguecimento global e tendo em vista
os altos precos do petrdleo e pela producdo de biodiesel utilizando etanol na
transesterificagéo de biodiesel (RABELO, 2010).

Outro fator que influencia no interesse para a producédo de E2G é o corte de
emissfes domeésticas de gases do efeito estufa (GEE). Segundo o relatério lancado
pela Conferéncia das Nac6es Unidas para o Comércio e Desenvolvimento (UNCTAD),
o Brasil teré de cortar 37% das emissdes de GEE até 2025 - com base nos niveis de
2005. A participacéo do etanol e demais biomassas derivadas da cana-de-aglcar na
matriz energética devera saltar dos atuais 16% para 18%, 0 que exigira a producao
de 50 bilhdes de litros do combustivel renovavel até 2025.

Embora o consumo de etanol se apresente como alternativa na diminuicdo do
efeito estufa no planeta, existem muitas criticas em relacdo a expansao no cultivo de
cana para gerenciar as demandas competitivas de producdo de alimentos e
preservacdo ambiental, principalmente, na regido amazénica.

As solugBes propostas para garantir a producdo sustentavel do etanol
envolvem integrar o desenvolvimento da energia de biomassa com as praticas
agricolas e florestais sustentaveis; melhorar a produtividade de plantios com
consideracdo ao solo, a agua e ao uso de nutrientes; e desenvolver tecnologias de
producdo avancada e conversao (GOLDEMBERG, 2008).

A utilizacdo de biomassa para a producédo de etanol envolve duas etapas
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principais: a hidrélise dos polissacarideos contidos nos materiais lignocelulésicos em
acucares e a fermentacao destes em etanol (RABELO, 2010).

O uso do baga¢co como matéria-prima apresenta uma série de vantagens: esta
disponivel em grandes quantidades, ja vem processado das moendas; tem custo
minimo; esta pronto no local evitando o aumento de custo devido ao transporte e
integracdo da usina com o processo de primeira geracdo (MARINA et al.,2015). No
entanto, a biomassa lignocelulésica apresenta estrutura heterogénea, complexa e
compacta, sendo necessario submeter a pré-tratamentos antes da hidrélise para a
producdo do etanol. Este processo € responsavel pela remocdo da lignina e
hemicelulose, reducdo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do
material, de maneira a tornar a celulose disponivel para hidrolise (RABELO, 2010).

Existem muitos métodos de pré-tratamentos: os métodos fisicos que envolvem
trituracdo e moagem, extrusdo, utilizacdo de micro-ondas, pré-tratamento por
congelamento e cavitacdo hidrodinamica (KUMAR; SHARMA, 2017), ja os métodos
quimicos englobam a utilizacéo de &cidos e bases, solventes organicos, processo de
ozondlise e liquido idnico (ZHENG et al, 2017). Além disso, existe o pré-tratamento
fisico-quimico que inclui exploséo a vapor, agua liquida quente, exploséo de fibra por
amonia, percolacdo de reciclagem de aménia, oxidacdo Umida e explosdo por CO:2
(KIM, 2018); pré-tratamento biolégico com a utilizacdo de microrganismos e seus
produtos e o uso de celulases (VATS et al., 2013; AKHTAR et al., 2015; PAYE et al.,
2016). A combinacdo desses métodos de pré-tratamento pode ser utilizada na quebra
da biomassa lignocelulésica em carboidratos (BRODEUR et al., 2011; MOOD et al.,
2013; MULAT et al., 2018).

No processo de hidrélise, as rotas mais utilizadas sédo por via quimica ou
enzimatica. No processo quimico, os acidos sdao amplamente usados gerando varios
subprodutos que inibem a fermentagéo, devido a degradacéo parcial da glicose, da
hemicelulose e da lignina. Esses subprodutos incluem furfural, hidroximetil furfural e
0s produtos da desidratacdo de pentoses e hexoses (MITTAL et al., 2017; PERNA et
al., 2018). Além disso, exigem materiais caros para resistirem a corrosao, altas
temperaturas e altas pressfes. Por este motivo, a sacarificacdo enzimatica tem sido
amplamente estudada no mundo, uma vez que proporciona maiores rendimentos e é

realizada a pressdo ambiente e temperaturas moderadas, sem a formacdo de
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subprodutos indesejaveis (RAI et al., 2018).

Embora, a aplicacdo de biocatalisadores promova uma abordagem favoravel
ao meio ambiente, devido a especificidade enzimética e pelo fato de ndo gerar
inibidores téxicos, a sacarificacdo enzimatica possui um grande obstaculo, os altos
custos operacionais. Esse alto custo atribui-se a baixa estabilidade e a baixa
reutilizacdo de celulase (CHEN et al., 2017).

Para realizar a hidrélise de biomassa por via enzimatica com precos mais
acessiveis torna-se necesséario reduzir os custos de producdo, desenvolvendo
métodos de imobilizacdo que permitam a reutilizacdo de celulase por varios ciclos
cataliticos, sem perda total da atividade e que promova a estabilidade enzimatica
contra-ataques quimicos e ambientais (CHAPMAN et al., 2018)

O método de imobilizacado selecionado e o tipo de suporte influenciam na
atividade e reutilizacao da enzima em processos biocataliticos. Na literatura ha muitas
maneiras que possibilitam a imobilizacdo de enzimas, com o objetivo de prolongar a
atividade enzimética em diversos ciclos, principalmente em processos industriais.
Alguns métodos de imobilizac¢éo incluem ligagdo covalente, como CLEAs Cross-linked
enzyme aggregates (Agregado de enzimas por ligacdes cruzadas), MCLEAs Magnetic
cross-linked enzyme Aggregates (Agregado de enzimas e nanoparticulas magnéticas
por ligacdes cruzadas), adsorcéo fisica, encapsulacéao, e ligacao por afinidade quimica
(SIGURDARDOTTIR et al., 2018).

Considerando os recentes desenvolvimentos em nanotecnologia, uma grande
variedade de nanomateriais podem ser usados como suporte para a imobilizacdo de
enzimas. A imobilizacdo de enzimas em materiais em escala nanométrica € uma
abordagem promissora, que aumenta a eficacia catalitica da enzima (ZDARTA et al.,
2018; RAMAKRISHNA et al., 2018; SONG et al., 2018). Enzimas imobilizadas em
nanoparticulas sdo conhecidas como "nanobiocatalisador" e o seu desenvolvimento
de nanobiocatalisadores é um exemplo de inovacdo nas areas de nanotecnologia e
de biotecnologia (BUDARIN et al.,, 2013; MOHAMAD et al., 2015; MISSON et al.,
2015).

A formacéo de nanobiocatalisadores inclui a conjugagédo de enzimas em varios
nanomateriais, usando moléculas de reticulagédo, que favorecem a cinética quimica e
a seletividade para substratos (HUSAIN et al., 2011; INGLE et al.,, 2017). A
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imobilizacdo de enzimas usando moléculas de reticulacdo fornece um espacador, que
minimiza o impedimento estérico entre a enzima e o0s suportes soélidos, levando a um
aumento na flexibilidade de enzima imobilizada (BASSO et al., 2007).

Embora diferentes abordagens tenham sido relatadas para a imobilizagao de
biocatalisadores, ndo ha literatura aprofundada disponivel sobre o envolvimento de
locais ativos da enzima durante a imobilizagdo em nanomateriais. A orientacdo do sitio
ativo da enzima durante o processo de imobilizagdo é aleatdria e desempenha um
papel importante na atividade resultante do biocatalisador imobilizado (LEE et al.,
2011).

Uma opcéo disponivel de suporte € a utilizacdo de nanomateriais, que possuem
grande éarea de superficie, essa caracteristica permite um aumento na carga
enzimatica e reduz a resisténcia a transferéncia de massa para o substrato (HUSSAIN
et al, 2011).

A sintese de enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas ou
nanobiocatalisadores magnéticos é uma excelente estratégia devido a facilidade na
recuperacdo de celulase, sendo possivel a reutilizacdo do nanobiocatalisador no
processo de hidrélise do bagaco de cana. Além disso, 0 reuso aumenta
significativamente a vida util do biocatalisador (INGLE et al, 2017; RAI et al, 2016).

Neste contexto, nanoparticulas magnéticas, especificamente as nanoparticulas
de 6xido de ferro (Fes0a4), além das vantagens citadas anteriormente, ainda sofrem
influéncia de campo magnético externo. Como consequéncia da relaxagéo de Néel e
Brown, as nanoparticulas de FesO4 produzem calor sob campo magnético alternado —
(AMF - Atternating Magnetic Field), um fendmeno conhecido como hipertermia
magnética (TARTAJ et al., 2005; WU et al., 2015). Este fendmeno é utilizado na
aplicagcédo de nanoparticulas magneticas em biomedicina, no tratamento de cancer e
para o direcionamento do farmaco (drug delivery), em células cancerigenas (MAY; LI,
2013).

Alguns autores relatam a melhora na atividade das enzimas imobilizadas
aplicando baixa frequéncia de AMF. A energia magnética é convertida em um
movimento rotacional do sistema enzima-nanoparticula que aumenta a taxa de colisao
com o substrato (ARMENIA et al., 2019), ou desencadeia alteragdes conformacionais

na estrutura tridimensional da enzima (KLYACHKO et al., 2012). O uso de calor
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gerado por nanoparticulas magnéticas para regular a atividade enzimatica também foi
relatado na literatura, no entanto esse calor foi utilizado no intumescimento de
polimeros  termossensiveis ligados a superficie das  nanoparticulas
(ZAKHARCHENKO et al., 2018).

O efeito do calor gerado pelas altas frequéncias de AMF sobre as enzimas
ligadas as nanoparticulas magnéticas sédo pouco estudadas em MCLEAS. Suzuki et
al. relataram recentemente a ativacdo especifica da a-amilase imobilizadas em
microparticulas ferromagnéticas aplicando AMF (SUZUKI et al., 2015; SUZUKI et al.,
2016). No entanto, este efeito ndo foi relatado usando nanoparticulas
superparamagnéticas, nem foi estudado o efeito da orientacdo enzimatica sobre a
superficie de nanoparticulas e as mudancas conformacionais causadas pela
estratégia de conjugacdo. No caso de microparticulas ferromagnéticas, a aplicacao
de um campo magnético desencadeia agregacdo que ndo pode ser facilmente
revertida, pois seria necessario aguecer as particulas acima da temperatura de Curie
(858 K) (GUPTA; GUPTA, 2005). No caso de nanoparticulas superparamagnéticas,
as propriedades magnéticas ndo persistem quando o campo magnético externo é
removido. Essa € uma vantagem importante pensando na reutilizacdo do
nanobiocatalisador.

O grande desafio para uma producédo viavel do etanol de segunda geracao
consiste em determinar a melhor opcédo de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise
da celulose em termos de custo global, rendimento glicosidico e fermentabilidade do
hidrolisado, 0 que provavelmente possibilitara uma comercializacdo difundida do
produto (RABELO, 2010). O reator magnético diminuiu as etapas do processo de
producdo de E2G, visando também, uma perfeita integracédo energética do processo,
com o aproveitamento de todos os residuos gerados.

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a sintese de celulase imobilizada
em nanoparticulas magnéticas submetido a campo magnético alternado para a
conversao de celulose em glicose, visando a obtencao de etanol de segunda geracao.
A associacdo das tecnologias de imobilizacdo e utilizacdo de AMF, proposta neste
trabalho, é bastante promissora e inovadora que proporcionara a producao de etanol

de segunda geracéo, em larga escala, com custos e tempo de operagao reduzidos.
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1.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da hidrélise do bagaco de cana-de-agucar, utilizando a celulase
comercial imobilizada em suportes magnéticos funcionalizada com @3-
aminopropiltrietoxisilano (FesOs-APTS) e em campo magnético alternado, com vista a

aplicacao na producéo de etanol de segunda geracao.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo dos parametros de sintese do suporte magnético;

e Estudo da atividade enzimética do derivado imobilizado;

e Estabelecer as condigcbes do reator com campo magnético alternado para
realizar a hidrélise do bagaco de cana.

e Avaliar o rendimento de imobilizag&o utilizando o suporte.

Nas figuras 1.1, 1.2 e 1.3 apresentam uma visdo ampla do objetivo desta tese de

doutorado em fluxogramas, dividindo o trabalho em trés etapas de organizacao.

Figura 1.1 - 12 Etapa do trabalho: Fluxograma da sintese e caracterizagcédo da Fe;O4-APTS.

Sintese de Imobilizacao

Fe;0,-APTS de celulases Caracterizacdo

Potencial Zeta

DRX FT-IR MEV e TG

e DLS

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 1.2 - 22 Etapa do trabalho: Fluxograma de imobilizacdo de celulase em nanoparticulas
magnéticas (FesOs-CEL); determinagdo da atividade hidrolitica do derivado imobilizado utilizando as
metodologias da literatura (GHOSE et al.,1987).

Atividade
Sintese de Fe;0,- Imobilizagdo de derivado

Dosagem de

proteina(Método
de Bradford)

APTS celulases imobilizado e
celulase livre

Atividade

Atividade global (pH e ey Y

REUSO

6timo e temperatura

6tima) (FPU) - GHOSE 6timo e temperatura

6tima)- GHOSE

Fonte: Elaborada pela autora

Figura 1.3 - 32 Etapa do trabalho: Fluxograma da utilizagdo do bagaco-de-cana de aglcar em reator
com campo magnético alternado e dosagem da atividade hidrolitica do derivado imobilizado (FesOas-
CEL).

Sintese de Fe;0,-

APTS Imobilizagdo de

celulases
| T 9 I I
Estabilidade Influéncia do campo
wenamentoge  f temicatemuode W rewoce M SO M TEGED
mobilzacao estocagem Sidcelieee cana biocatalisador
(FPU) magnético

Fonte: Elaborada pela autora
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1.3 Organizacéao do trabalho

Essa tese foi dividida em capitulos, nos quais serdo abordados os seguintes
temas:

O capitulo 2 apresenta a “Revisdo Bibliografica”, onde sdo abordados a
composicao quimica da biomassa e tipos de imobilizacdo enzimatica mais utilizadas,
dando énfase a imobilizagdo em MCLEAs. Apresentam-se também, neste capitulo, os
principais conceitos relacionados a hidrolise enzimatica, descrevendo a forma de acdo
das enzimas utilizadas.

No capitulo 3, “Preparacao e caracterizacdo de celulases imobilizadas em
MCLEAs”, a metodologia empregada na preparagdo e caracterizacdo do suporte
magnético de oxido de ferro. A metodologia e caracterizacdo empregada na
imobilizacédo de celulases.

No capitulo 4, “Influéncia de campo magnético alternado em celulases
imobilizadas em nanoparticulas magnéticas: aplicacdo na hidrolise de bagaco de
cana’, sdo apresentados os protocolos de atividade e cinética enzimética do complexo
enzimatico de celulase, comparando os resultados entre a celulase livre e o derivado.
A atividade das amostras de celulases livres e biocatalisador magnético e a influéncia
de campo magnético alternado na hidrélise de bagaco de cana séo avaliadas para a

aplicacao na producéo de etanol de segunda geracao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acUcar para a industria de acUcar e
alcool. Atualmente, ndo ha nenhum estado brasileiro em que a cana-de-agUcar esteja
ausente. Segundo dados da pesquisa Producdo Agricola Municipal - PAM do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), em 2015, havia plantacbes de cana
em 3276 dos 5570 municipios brasileiros (IBGE, 2017).

A cana-de-agUcar é uma graminea perene originaria do sudeste asiatico,
pertencente a mesma familia do trigo, do milho e da aveia, sendo atualmente muito
cultivada em regides tropicais e subtropicais do Brasil (ROSILLO-CALLE et al, 2005).
Diferentemente de outros cultivos, como os de cereais, o cultivo da cana-de-agUcar é
realizado por meio vegetativo, ou seja, 0 que se planta no solo ndo sdo sementes,
mas pedacgos de individuos adultos, chamados “toletes” ou “olhaduras”. O tolete &
composto por nos e entrends. Cada tolete, com um comprimento entre 30 e 50
centimetros, possui até quatro gemas de brotacéo, constituidas por tecidos vegetais
latentes e reservas nutricionais (AUDE, 1993).

Como subproduto da fabricacdo de aclcar e etanol, as usinas podem gerar
energia elétrica de biomassa, a partir da queima do bagaco de cana-de-agucar. A
tabela 2.1 apresenta a composicdo média do bagaco de cana.

Tabela 2.1 - Composi¢édo do bagaco de cana-de-acUcar (%)- valores médios internacionais.

Tipo Holocelulose* Celulose Hemicelulose Lignina Cinzas
Total (%) 70,5 36,0 26,0 20,0 2,2
Fibra (%) 71,5 41,0 27,5 20,5 1,2

Medula 71,0 33,5 29,0 21,0 3,2

(%)

*Holocelulose indica a fragdo total de carboidratos do material da planta que fica depois da remoc¢éo da
lignina.
Fonte: PATURAU (1989).
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Quase todas as usinas sucroalcoleras do Brasil sdo autossuficientes em energia
elétrica e, dependendo da capacidade da unidade industrial, algumas conseguem
gerar excesso de energia para ser vendida (DANTAS FILHO, 2009).

Devido ao excedente de bagaco e a legislacdo que restringe gradualmente a
queima, foi estimado que as usinas de agucar e alcool podem liberar de 30 a 50% do
bagaco produzido para usos alternativos, como a produgéo de etanol de segunda
geracdo (MACEDO, 2011). Com estes altos indices, espera-se que nos proximos
cinco anos, a utilizacdo de bagaco de cana para energia seja implementada em larga
escala (RABELO, 2010).

2.2 Biomassa recalcitrante

A biomassa de origem vegetal esta envolvida em uma estrutura complexa de
glicose e possui mecanismos para resistir ao atague de outros organismos. Fatores
naturais contribuem para a recalcitrancia desse material lignocelulésico, tais como: (i)
o tecido da epiderme da planta (cuticula e cera) (i) o arranjo e a densidade dos
pacotes vasculares (iii) grau de lignificacao (iv) estrutura heterogénea e complexidade
da parede celular (microfibrilas e matriz polimérica) (v) as mudancas da acdo da
enzima em substrato insoluvel (vi) inibidores provenientes da fermentagcdo, que
existem naturalmente na parede celular ou sdo produzidos durante o processo de
conversao (WYMAN et al., 2005). No contexto da biorrefinaria, estas caracteristicas
quimicas e estruturais da biomassa afetam a penetracdo de liquidos e/ou
acessibilidade de enzimas e a atividade modificando os custos de conversao
(HIMMEL et al., 2007a).

Em nivel molecular (Figura 2.1), a parede celular € composta por microfibrilas
de hemicelulose, que sao altamente resistentes a hidrélise quimica e bioldgica, devido
a sua estrutura organizada de cadeias de glicose (NISHIYAMA et al., 2003). A
conformacao em cadeira dos residuos de glicose, presente na celulose, faz com que
0s grupos hidroxilas da cadeia se orientem na posicao radial (equatorial), enquanto os
atomos de hidrogénio alifatico se encontram em posi¢des axiais. Como resultado, hi
forte ligacdo de hidrogénio intercadeia, entre cadeias adjacentes em uma folha de
celulose e a ligagdo mais fraca sdo as interagOes hidrofébicas entre as folhas de

celulose. A parte hidrofébica das folhas de celulose permite que a celulose cristalina
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seja resistente a hidrolise acida, contribuindo para a formacao de uma camada densa
de 4gua perto da superficie de celulose hidratada (MATTHEWS et al., 2006). As fortes
ligac6es de hidrogénio intercadeias favorecem que a celulose cristalina seja resistente
a hidrolise enzimatica, enquanto a hemicelulose e a celulose amorfa séo facilmente
degradadas (NISHIYAMA et al, 2003).

Em uma escala microscopica e macroscopica, a natureza heterogénea
complexa da biomassa cria limitagdes ao transporte de massa, prejudicando o0 acesso
de catalisadores quimicos e bioquimicos (DING; MICHAEL, 2006).

Figura 2.1- Composi¢do da parede celular de uma planta.

~— Microfibrilas

Moléculas de glicose

Fonte: Elaborada pela autora

2.2.1 Celulose

A celulose é o material biolégico mais abundante na terra, proveniente de
plantas terrestre e se caracteriza como polimero de carboidratos mais resistente a
degradacdo catalitica quando comparada com a parede celular de outros
polissacarideos de origem vegetal (HIMMEL et al., 2007b). O estudo da celulose é
amplo e diversificado, devido a sua abundancia natural e utillidade como
biocombustivel, precursor quimico, e material com inUmeras aplicacdes em alimentos,
tintas, cosméticos e farmacos (SIRO; PLACKETT, 2010; PAYNE et al., 2015).
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A celulose € um substrato cristalino insolivel em agua, hidrofilico, e insoltavel
na maioria dos solventes organicos. A celulose produzida por plantas existe dentro da
matriz de outros polimeros, principalmente, hemicelulose, lignina, pectina e outras
substéancias, formando a biomassa lignocelulésica.

A estrutura da celulose é um homopolimero 3-1,4 ligado por B-D-glicose que
exibe cadeias terminais redutora e ndo redutora (Figura 2.2). Na celulose, as cadeias
de glicose sao unidas por forca de Van der Waals e por ligagdes de hidrogénio, sendo
esta estrutura chamada de fibrila elementar. A juncdo das fibrilas elementares forma
as microfibrilas (FAN; LEE; BEARDMORE, 1980) (Figura 2.1). As regides dentro das
microfibrilas que apresentam uma elevada ordem sdo denominadas de cristalinas e

as regides menos organizadas, denominadas amorfas (GAMA, 1996).

Figura 2.2 - Estrutura da celulose.

Ligagoes Glicosidicas

OH | OH
Lo | Mo TR

Cadeia terminal ndo redutor Celobiose Glicose Cadeia terminal redutar

Fonte: NSOR-ATINDANA et al. (2017).

Da hidrdlise da celulose obtém-se polimeros menores, oligossacarideos com
cadeias terminais redutoras e ndo redutoras que, apos hidrélises mais extensas,
decompdem-se dando origem a celobiose (dissacarideo redutor) e a glicose
(RABELO, 2010). Os acucares covalentemente bloqueados na cadeia da celulose e
hemicelulose s&o utilizados como matéria-prima renovavel para a producdo de
biocombustiveis (PAYNE et al., 2015).

A celulose possui muitas formas cristalinas. Em 1984, Vanderhart e Atalla
demostraram que a estrutura da celulose vegetal, em sua maioria, constitui-se de uma
mistura de polimorfos de celulose la e I (VANDERHART; ATALLA, 1984). As

principais diferengas entre os polimorfos de celulose la e IB residem nos padrbes de
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ligacdo de hidrogénio e o arranjo do empilhamento entre as camadas da cadeia
(Figura 2.3). A celulose la forma uma cela unitaria com uma Unica cadeia, enquanto a
celulose I forma duas camadas diferentes. Em ambas as estruturas de celulose, as
ligacdes de hidrogénio sO existem dentro de uma Unica camada, sem ligacdes de
hidrogénio na interseccéo, em seu lugar encontram-se ligacdes de Van der Waals que
contribuem muito para a estabilidade termodinamica da celulose.

Certos tratamentos quimicos podem converter a celulose | em outras formas
cristalinas. Tratamento com solventes como o hidréxido de sédio ou dissolugdo em
liquidos ibnicos podem converter as cadeias paralelas de celulose em um arranjo
antiparalelo com interacdes intercamadas e intracamadas de ligac6es de hidrogénio
produzindo celulose 1l (Figura 2.3) (LANGAN; NISHIYAMA; CHANZY, 1999, 2001)
Tratamentos quimicos menos severos, por exemplo com a aménia, podem também
converter celulose | ou celulose Il em celulose Il (WADA et al., 2004). A celulose Il
forma camadas escalonadas com ligacdes de hidrogénio intra e intercamadas, ao
contrario da celulose |, onde o empacotamento das cadeias estdo dispostas em
camadas planas. A celulose Il e a celulose 11l s&o cadeias mais facilmente catalisadas
pelas enzimas da celulase (CHUNDAWAT et al., 2011).

Simula¢Bes computacionais também foram aplicadas para obter informacdes
adicionais sobre as propriedades da celulose em nivel molecular (BELLESIA et al.,
2010; BECKHAM et al., 2011).

As simulacdes forneceram evidéncias de torgéo de microfibrilas, em um estudo
inicial, Matthews et al. simulou um modelo de 36 cadeias de celulose I e demonstrou
que as microfibrilas sdo propensas a torcerem, em aproximadamente, 1,5° por
unidade de celobiose (Figura 2.4). Estudos experimentais, como ressonancia
magnética nuclear (RMN), também demostram que as microfibrilas de fato exibem
torcdo (MATTHEWS et al, 2006; FERNANDES et al., 2011). A influéncia da tor¢éo das
microfibrilas na acdo de celulase permanece em grande parte sem resposta. Com a
utilizacao de ferramentas experimentais e computacionais sera possivel compreender
o comportamento das microfibrilas de celulose na parede celular. Este comportamento
é a informacdo chave para compreender a localizagdo das celulases no processo

enzimaético.
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Figura 2.3 - Polimorfos celulésicos naturais e sintéticos observadas de cima para baixo. As celuloses
la e IB s&o polimorfos de ocorréncia natural exibindo apenas ligagées de hidrogénio dentro das
camadas. Celuloses Il e llll, o resultado do pré-tratamento quimérico da celulose |, modificando o
arranjo de empilhamento das cadeias, com ligacdes de hidrogénio entre as folhas da estrutura.

L Kol L i ; LIl ol
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Fonte: PAYNE et al. (2015).
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Figura 2.4 - Simulacdo computacional de microfibrilas de celulose I com torgbes, de
aproximadamente, 1.5° por unidade de celobiose quando solvatada em agua e quando as cadeias
terminais ndo séo fixadas.
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Fonte: PAYNE et al. (2015).

2.2.2 Hemicelulose

As microfibrilas de celulose séo revestidas com outro polissacarideo, a
hemicelulose ou xiloglucano. Toda parede de células dicotiledbneas consiste,
principalmente, de hemicelulose. Dependendo da espécie da planta, 20-40% dos
polissacarideos da parede celular sdo hemicelulose e sua fragdo consiste altamente
de heteropolissacarideo ramificado e geralmente néo cristalina (RABELO, 2010).

As hemiceluloses tém menor peso molecular que a celulose e cadeias laterais
curtas e ramificadas. O residuo de acucar de hemicelulose inclui pentoses (D-xilose,
L-arabinose), hexoses (D-galactose, L-galactose, D-manose), acidos hexurdnico
(acido B-D glicurénico, acido D-galacturbnico) e desoxi-hexoses (L-ramnose e L-

fucose) (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - (A) Hexoses e pentoses tipicas encontradas na hemicelulose; (B) Exemplo de estrutura
de hemicelulose.

(A)
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0L OH CH,OH OOH
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HO,
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H H
a-L -Arabinofuranose a~D -Galactose acido ¢-D -Galacturénico

Fonte: (A) ALONSO; WETTSTEIN; DUMESIC (2012): (B) BRANDT et al. (2013).

Alguns residuos de acucar sdo modificados por acetilacdo e metilacdo. A
classificacdo de hemiceluloses depende do tipo de mondmero que forma os
heteropolimeros chamados de xilana, manose e galactana. As hemiceluloses sdo o

maior constituinte de materiais lignocelulésicos e sdo componentes estruturais
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importantes, encontrados em associacdo com a lignina e celulose, interagindo

covalentemente com a pectina (PRADO et al, 2011).

2.2.2.1 Acidos Urdnicos (Hexurénicos)

O interesse em acidos organicos derivados de aglUcares aumentou nos ultimos
anos, como parte dos esfor¢cos para desenvolver biorrefinarias que produzam além de
biocombustiveis, outros produtos quimicos que sejam candidatos para substituir as
moléculas derivadas do petrdleo (MEHTIO et al., 2016). Os acidos organicos sao
obtidos pela oxidagéo direta de mono ou oligossacarideos e, sdo conhecidos como
acidos de acucar.

Os acidos urdnicos sdo monossacarideos oxidados obtidos pela oxidacdo de
grupo hidroxila terminal em um acido carboxilico. As moléculas dessa classe sao
componentes importantes de polissacarideos amplamente utilizados na industrias
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias. Por exemplo, o &cido glicurdénico é o
principal &cido urdnico extraido de Aloe vera e € usado principalmente para aplicacdes

cosmeéticas para cuidados com a pele (FARRAN et al., 2015).

e Acido glicurénico

O &cido glicurdnico, obtido pela oxidacdo de D-glicose, € um produto quimico
altamente valioso e um dos blocos de construcéo de &cido hialurénico, cujo mercado
mundial atual é estimado em mais de 1 bilhdo de ddlares. O &cido glicurbnico é
amplamente utilizado na quimica farmacéutica e medicinal para a sintese de farmacos
modificados, utilizado como aditivo na industria de alimentos e como principio ativo na
industria farmacéutica, particularmente para a preparacao de produtos para o cuidado
da pele, como antioxidante e como precursor de biossintese de &cido ascorbico
(Vitamina C). Além disso, € um intermediario para a producdo de acido L-glucénico e
acido 6-amino-L-gulénico, que sdo moléculas interessantes para a sintese de
produtos quimicos finos, polimeros e surfactantes (AMANIAMPONG et al., 2016).

Atualmente, a sintese do &cido D-glicurdnico é realizada através da oxidacao
enzimatica da D-glicose na posicdo C6 pela bactérias Ustulina deusta e basterium

industrium var. Hoshigakis sob condi¢cGes aerdbicas. A separacao microbiana, a baixa
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produtividade e a seletividade, assim como o0 descarte e a reciclagem de aguas
residuais, sdo as principais desvantagens deste processo. Os catalisadores solidos
também foram explorados para esta reacdo, até o momento, os catalisadores de
metais nobres exibem seletividade muito baixa para acido D-glicurénico. Os
catalisadores de metal como platina ou o paladio disperso sobre o carbono, de leva
preferencialmente a oxidacédo da posicao C1 da glicose, resultando na formacao de
acido D-glucodnico. As rotas eletroquimicas para a formacao de acido glicurdénico sédo
reagOes que ocorrem sob condi¢des de pH controlados, com rendimentos limitados a
2% e exigem metais caros como eletrodos (Au ou Cu). Vale ressaltar que, na maioria
dos exemplos citados acima, o acido glicurénico foi obtido como um sal carboxilato,
exigindo assim uma etapa de pds-neutralizacdo antes do processamento. Embora o
acido glicurénico possua um grande potencial de mercado a sua disponibilidade
permanece limitada na industria (AMANIAMPONG et al., 2016).

2.2.3 Lignina

A lignina € um biopolimero polifendlico tridimensional com uma estrutura nao
uniforme que confere rigidez e recalcitrancia as paredes celulares das plantas. Em
volume, é o segundo maior biopolimero apos a celulose e em sua composi¢ao €
constituida inteiramente por subunidades arométicas (SHELDON, 2018). Além disso,
a lignina oferece protecdo a célula contra-ataques de enzimas externas e confere a
planta resisténcia estrutural (MELATI, 2017).

A lignina é composta por trés diferentes monémeros de fenilpropano,
denominados alcool sinapilico, alcool coniferilico e alcool p-cumarilico (Figura 2.6). As
propor¢cdes dos trés mondmeros na lignina determinam o tipo de configuracdo na
molécula de lignina, que por sua vez determina o grau de ramificacdo e a reatividade
da lignina (MELATI, 2017).

A lignina confere recalcitrancia ao material lignocelulésico, principalmente
devido a capacidade de ligacéo aos diversos tipos de moléculas presentes na parede
celular. Existem estudos que tem como objetivo obter variedades diferentes de plantas
geneticamente modificadas onde o teor de lignina é inferior ao natural. Outras
estratégias estdo sendo desenvolvidas para diminuir a recalcitrancia, ao invés de

modificar a expressdo de genes de lignina, utiliza-se a incorporacdo de algumas
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moléculas, como o ferulato de coniferil, na estrutura da lignina para melhorar o

rendimento enzimatico na reacao de hidrélise (MELATI, 2017).

Figura 2.6 - Estrutura polimérica macromolecular da lignina

OH OH OH

OCH; HiCO™Y OCH,
OH OH

alcool p-cumarilico alcool coniferilico alcool sinapilico

Fonte: CHRISTOPHER; YAO; JI (2014).

A lignina por ser uma molécula complexa e com resisténcia quimica torna-se
uma barreira que impede o acesso a celulose, principalmente devido a inibicao
enzimatica de celulases ocasionada pela formacédo de substancias inibidoras. Para
superar esse problema, diferentes pré-tratamentos foram desenvolvidos para
modificar ou remover a lignina. Também é importante notar que a maioria das técnicas
de pré-tratamento também modifica de alguma forma as propriedades fisico-quimicas

da biomassa, levando ao aumento do rendimento de glicose (MELATI, 2017).

2.2.4 Pectina

A pectina € um polissacarideo aniénico constituido, em grande parte, por

unidades de acido D-galacturénico (também conhecido como acido galactosilurénico)
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(GalA) e ligados covalentemente por ligagbes a-1,4 (Figura 2.7). A pectina é derivada
de plantas e compde aproximadamente um terco da parede celular em plantas
dicotiledoneas e algumas monocotiledoneas (ZHENG et al, 2017).

As pectinas constituem componente principal da lamela média da parte vegetal.
Sao as fragBes que sdo extraidas mais facilmente da parede celular e apresentam
propriedades de gel (RABELO, 2010).

Figura 2.7- Pectina formada por liga¢des covalentes a-1,4 em unidades de &cido p-galacturfnico
(GalA).
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Fonte: ZHENG et al. (2017).

2.3 Processo para producao de etanol a partir de materiais lignocelulésico

A aplicagdo mais importante e investigada de maneira incessante, € a utilizagédo
de residuos lignocelulésico para a producdo de biocombustiveis. O residuo
lignocelulésico representa a maior parte de recursos renovaveis disponivel para a
humanidade, porém seu uso € limitado devido a falta de tecnologias mais baratas.
Uma aplicacdo de celulase é a converséo de materiais celuldsicos em glicose e outros
acucares fermentaveis, que por sua vez pode ser usado, como substrato para a
producéo de proteinas de células unicas (Single-Cell Proteins — SCP) ou como uma
variedade de produtos derivados da fermentacdo, por exemplo o etanol (SONI;
NAZIR; CHADHA, 2010) (Figura 2.8).

O processo de obtencéo de etanol a partir de materiais lignocelulésico, baseado

na hidrolise enzimatica, consta basicamente de quatro etapas com distintas etapas de
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combinacdo: producdo de enzimas, pré-tratamento, hidrolise enzimatica e
fermentacdo (SUN; CHENG, 2002).

2.3.1 Producéo de Enzimas

A degradacao microbiana de residuos lignoceluldsico € resultado da acdo de
muitas enzimas e 0s microrganismos cultivados para a producdo enzimatica sdo 0s
fungos e as bactérias. Os fungos e as bactérias possuem a habilidade de secretar
grandes quantidades de proteina extracelular e séo extensivamente estudados na
producdo de celulases (RAY; BEHERA, 2017). O fungo Trichoderma reesei, que
converte celulose em glicose, € amplamente estudado na literatura, no entanto outros
organismos celuldsicos de interesse industrial também s&o utilizados e estdo incluidos

na tabela 2.2.

2.3.2 Pré-tratamento quimico de biomassa

O pré-tratamento da biomassa € uma etapa necessaria para reduzir a
recalcitrancia por despolimerizacdo e para solubilizar a hemicelulose
(aproximadamente 20 a 40% em peso de biomassa). Este passo converte as
hemiceluloses em monossacarideos e oligossacarideos, que podem ser mais uma
vez hidrolisados ou fermentados. A remocao das microfibrilas de hemicelulose expde
0 nucleo cristalino de celulose, que pode entédo ser hidrolisado por enzimas, como a
celulase. Além disso, o pré-tratamento normalmente quebra a rigidez, em escala
macroscopica, da biomassa e diminui as barreiras fisicas, favorecendo o transporte
de massa (HIMMEL et al, 2007). A figura 2.9 representa os pré-tratamentos utilizados

na biomassa.
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Figura 2.8 — Processos biotecnoldgico para obtencédo de etanol.

LIGNOCELULOSES

Hidrodlise
I acida
e c Fermentacao
Hidrolise enzimatica . . ¢
L L microbiana
Parcial
Anaeroébico Aerdbico
. Alimentacdo
Glicose
Fermentagdo
<. Acetona e
Etanol SCP* Etanol Acido SCP*
Butanol

*SCP: i (proteinas de células Unicas).

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 2.2 — Microrganismos empregados na producédo de celulase.
Grupos Microrganismos
Género Espécies
Fungi Aspergillus niger
. nidulans

. oryzae
. fumigatus
. phoenicis

Fusarium . solani

mm > > > > >

. OXysporum
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Humicola H. insolens

H. grisea
Melanocarpus M. albomyces
Paecilomyces P. themophila
Penicilium P. brasilianum

P. decumbans

P. occitanis
Phanerochaete P. chrysosporium
Trichoderma T. reesei

T. longibrachiatum

T. harzianum

T. viride

Bacteria Acidothermus cellulotyticus

Bacillus A. subtilis

pumilus
Clostridium C. acetobutylicum

C. thremocellum
Cellulomonas C. fimi

C. bioazotea

C. uda

Fonte: RAY; BEHERA (2017).

o Pré-tratamento quimico acido no estado liquido

O pré-tratamento termoquimico de biomassa, ha muito tempo, é reconhecido
como uma tecnologia eficiente para produzir materiais que sdo degradados pelas
enzimas. Por exemplo, o pré-tratamento com &cido sulfarico diluido de 140°C a 200°C
hidrolisa a celulose nas paredes celulares, o que torna as enzimas mais acessiveis no
processo de sacarificagdo. Em condicbes moderadas, as hemiceluloses séo
hidrolisadas e os agucares séo solubilizados em mondmeros e oligbmeros; contudo,

o rendimento dos acUcares solubilizados € quantitativamente inferior (60 a 70%)
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(HIMMEL et al., 2007). Para o tratamento &cido, a liberacdo de acucares de
hemicelulose possui cinética de reacéo lenta, o que promove o aumento de custo de
conversdo no processo (LIU; WYMAN, 2004).

Figura 2.9 — Classificacdo das diferentes metodologias de pré-tratamento de biomassa.

I Processo de pré-tratamento I

I Pré-tramento fisico II Pré-tramento fisico-quimico II Pré-tramento quimico II Pré-tramento biolégico

Quebra I -I Moagem de bolas I L1 Método de dgua quente __| Pré-tramento | || Fungo d.e"
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branca

Fragmentacdo
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. - Fxplos3o de fibra de || Pré-tramento | j— Fungo de
] Moagem de dois | aménia (AFEX) alcalino decomposicdo
rolos marrom

U Moagem de - ] Fracionamento || | E d
Explosdo a vapor de co-solvente Lngo ce
martelo _I I decomposicdo
-1 Moagem de energia vibratdria I —I Liquido irénico I mole

Radiacdo de feixe de Oxidacdo Gimida
elétrons

—I Organossolvente I

Fonte: DEY et al. (2018).

o Pré-tratamento quimico acido no estado solido

Outra aplicacdo de pré-tratamento acido envolve a utilizacdo de catalisadores
acidos no estado solido para hidrolise de celulose em acucares. O catalisador acido
sélido é definido como um sélido que pode doar protons ou aceitar elétrons durante
reagOes. A eficacia catalitica de um catalisador acido sélido depende principalmente
de seus centros acidos presentes em sua superficie. Portanto, acidos sélidos possui
locais acidos de Brgnsted que podem catalisar a hidrélise da biomassa com muita
eficiéncia (GUO et al., 2012). Esses catalisadores possuem inimeras vantagens sobre
a hidrolise acida liquida, que principalmente inclui facil separacdo do produto,
reciclagem e reutilizacdo do catalisador, menos danos ao reator etc. Aléem disso, a
utilizagc&o de catalisadores acido solido é considerada uma abordagem ecoldgica com

menor impacto no meio ambiente. O papel desses catalisadores tem sido
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extensivamente estudado para a hidrolise de uma variedade de biomassa
lignoceluldsica. Os catalisadores acidos sélido comumente usados séo: oxidos de
metais de transicdo, zeolitas, resinas de troca catidnica, heteropoliacidos, acidos
sélidos magnéticos etc (HUANG; FU, 2013; GUO et al., 2012).

Além disso, verificou-se que os catalisadores acidos suportados sdo muito
promissores para a hidrolise de polimero lignocelulésico como a celulose, pois eles
possuem espécies acidas consideravelmente grandes em sua superficie em
comparacao com as zedlitas e 6xidos de metais de transicdo (HUANG e FU, 2013).
Alguns suportes comumente usados para catalisadores solido acidos incluem silica,
resinas poliméricas, polimeros porosos de coordenacédo e carbonos amorfos (6xidos
metélicos e zedlitas) (HEGNER et al., 2010)(AKIYAMA et al., 2011). Entre estes,
oxidos metalicos sdo mais utilizados como suportes para catalisadores acidos sélido
devido a estabilidade térmica e mecanica, alta area superficial especifica e grande

tamanho dos poros.

o Pré-tratamento quimico alcalino

Existem muitos tipos diferentes de reagentes alcalinos, como hidroxido de
calcio, hidréxido de sodio e hidréxido de aménio que podem ser utilizados no pré-
tratamento de biomassa lignocelulésica. O pré-tratamento alcalino tem muitas
vantagens em comparacdo com outros métodos de pré-tratamento, que incluem:
condicdo de reacado leve; menor custo de operacédo; reducdo da degradacdo de
holocelulose e menor formagéo de inibidores (KIM et al., 2016). O principal
mecanismos de pré-tratamento alcalino séo a quebra das ligacdes éster, remocao da
acetilacao e clivagem das ligacdes éter da parede celular no processo de hidrélise do
material lignoceluldsico. A quebra dessas ligacdes provoca a alteracdo da estrutura
da lignina, a redugcdo do complexo lignina-hemicelulose, inchaco das fibrilas e a
descristalizac&o parcial de celulose (CHENG et al., 2010). A quebra da ligacéo éter
parece ser 0 mecanismo mais importante durante o pré-tratamento de biomassa,
porque as ligacfes éter sdo as ligagdes mais predominantes no polimero de lignina e
de polimero de carboidratos da parede celular. Sob condi¢6es alcalinas, a ligacéo éter
da lignina é clivada e os anéis aromaticos séo, portanto, separados (DA HORA
MACHADO; RUGGIERO; NEUMANN, 1994). Contudo, a clivagem da ligacdo éter
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apenas pelo radical hidroxila € uma reacdo muito lenta e, portanto, o pré-tratamento
alcalino € geralmente levado de horas a dias para atingir os efeitos desejados. A taxa
de deslignificacdo e a eficiéncia do pré-tratamento alcalino dependem do tipo e do
contetdo de lignina de biomassa tratada. Por exemplo, verificou-se que o pré-
tratamento com hidroxido de sodio diluido é eficaz para aumentar a digestibilidade
enzimatica de biomassa de herbaceas com quantidade baixa de lignina, mas foi
observado como sendo menos eficaz para biomassa com alto teor de lignina (KUMAR
et al., 2009). Os outros fatores que podem afetar a eficiéncia do pré-tratamento
alcalino sdo a temperatura da reacao, a pressao e a carga solida de biomassa. A
temperatura e presséo elevadas reduzem o tempo de reacdo e aumenta o custo do
processo. Altas temperaturas e pressdes sao aplicadas, principalmente, em processos
com baixo teor alcalino (ZHENG et al., 2017).

O pré-tratamento alcalino em altas concentracdes sao algumas vezes aplicadas
a biomassa com alto teor de lignina. Geralmente causa aumento da deslignificacdo de
biomassa, mas em alguns casos ocorre 0 aumento da dissolugéo de celulose (CHENG
et al. 2010). Outro pré-tratamento alcalino conhecido é a expanséao de fibra de amdnia
(AFEX - sigla em inglés), que ndo degrada a hemicelulose, tornando a parede celular

mais acessivel para ocorrer a hidrolise enzimética (TEYMOURI et al., 2004).

2.3.2 Hidrélise enzimética

Apls o pré-tratamento de biomassa, o material lignocelulésico pode ser
hidrolisado a glicose sob a acao de celulases. As condi¢cdes do processo: temperatura,
pH, tempo de sacarificacdo, concentracdo sélido-liquido, dependem do substrato
escolhido e das caracteristicas do complexo enzimatico utilizado, que devem ser
determinadas e otimizadas experimentalmente para cada caso (RABELO, 2010).

As caracteristicas de biomassa séo consideradas importantes para efetuar a
hidrélise enzimatica: quantidade de lignina, presenca de grupos acetil, cristalinidade
da celulose, grau de polimerizacéo, area de superficie, volume de poros da fibra de
celulose e tamanho de particula (SEWALT; GLASSER; BEAUCHEMIN, 1997).
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2.3.2.1 Celulase

A celulase catalisa a hidrélise de B-1,4-D-ligacdes glicosidicas na celulose e
possui papel importante na quebra de polissacarideos, principal componente da
parede celular da planta. As celulases trabalham sinergicamente com outras enzimas
hidrolitica para obter a degradacdo completa de polissacarideos para acucar soluveis
(celobiose e glicose) (MORANA et al., 2011).

As celulases envolvem os seguintes tipos de enzimas: a endoglicanase ou
endo-B-1,4-glicanase (EC.3.2.1.4), a exoglicanase (EC 3.2.1.74), celobiohidrolase
(EC. 3.2.1.91) e B-glicosidase ou celobiase (EC. 3.2.1.21) (Figura 2.10). As enzimas
trabalham colaborativamente para realizar a hidrolise do complexo de microfibrilas de
celulose da parede celular da planta (MORANA et al, 2011).

As endoglicanases hidrolisam ligacdes glicosidicas internas, de maneira
randémica, em regibes amorfas da celulose e produzem novas cadeias terminais para
a quebra da celulose. Essa acao resulta em uma rapida diminuicdo no tamanho da
cadeia do polimero e um aumento gradual na concentracao de acgucares redutores.
As exoglicanases hidrolisam a cadeia de celulose e oligossacarideos com alto grau
de polimerizacdo, removendo sucessivamente unidades de p-glicose. As
celobiohidrolases hidrolisam as regifes cristalinas da cadeia de celulose removendo
celobiose de terminais redutores e nao redutores. Esta acdo resulta na rapida
liberacdo de acucares redutores, mas com pequenas mudancas no tamanho do
polimero. As celobiohidrolases com especificidades para terminais redutores e nao
redutores trabalham em conjunto. As [B-glicosidases convertem os produtos dos
oligossacarideos resultantes em glicose. A acdo do complexo enzimatico da celulase
é demonstrada na figura 2.9. (MORANA et al, 2011).

Novas descobertas no mecanismo de despolimerizacao da celulose envolvem
enzimas como as monoxigenases de polissacarideos (LPMOSs), que empregam cobre,
oxigénio e um agente redutor para clivar oxidativamente a celulose (PAYNE, 2015).
Além disso, outras enzimas sao responsaveis pela quebra da celulose, tais como, as
celulases oxidativas que despolimerizam a celulose, em reacgOes radicalares, por
exemplo, a enzima celobiose dehidrogenase (aceptor) e as fosforilases de celulose
que possuem a funcdo de despolimerizar a celulose usando fosfatos da agua
(SARANRAJ; STELLA; REETHA, 2012).

Tese de doutorado — Caroline Oliveira da Rocha 48



Figura 2.10 - Hidrélise enzimatica de celulose.
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Fonte: Adaptado de MORANA (2011).

As celulases podem ser aplicadas nas industrias alimenticias, farmacéuticas
e téxteis (SHARMA; TEWARI, 2016). No entanto, a celulase livre tem algumas
limitagBes na aplicacdo, devido & baixa recuperacéo, baixa estabilidade e cinética
lenta durante a catalise. Uma alternativa promissora é a imobilizacdo de celulases
para promover maior estabilidade e recuperacdo do produto formado. Sanchez-
Ramirez et al., relatam que a celulase imobilizada com nanoparticulas magnéticas
pode manter a atividade catalitica por varios ciclos e garantir alta recuperacdo do
substrato. Essa estratégia sera abordada de maneira mais aprofundada durante este

capitulo.

2.3.2.2 Mecanismo de reagéao de celulase

Em 1953, Koshland prop6s o mecanismo de reacdo stereoespecifica, que
nomeou de reacéo invertida e de retencdo. A figura 2.11 representa os dois tipos de
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mecanismos utilizada pela celulase (KOSHLAND JR., 1953). O mecanismo de
retencdo (a), no qual o primeiro residuo age como um catalisador acido (AH) que
protona o oxigénio da ligagéo glicosidica e com a assisténcia de uma base B- promove
a saida do grupo abandonador. O produto da reacéo € hidrolisado por uma molécula
de agua e por substituicdo nucleofilica no carbono anomérico gera um produto com a
mesma estereoquimica do substrato (MORANA, 2011). No mecanismo de inversao
(b) ocorre também uma protonacéo do oxigénio da ligacdo glicosidica por um residuo
acido e o grupo abandonador é acompanhado por um ataque, concomitante, de uma

molécula de agua ativada por um residuo, a base B.

2.3.2.3 Fatores que afetam a hidrdlise enziméatica

A éarea de superficie e a cristalinidade s&o identificadas como os fatores
estruturais mais importantes na susceptibilidade da celulose a hidrélise enzimatica, ja
que estdo diretamente relacionadas a taxa inicial de hidrolise (RAMOS; NAZHAD;
SADDLER, 1993; WALKER; WILSON, 1991; RABELO, 2010) Outras caracteristicas
importantes sdo o arranjo molecular da celulose e a presenca de materiais, tais como
a lignina. Alguns fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da celulose e suas

consequéncias no processo de modelagem sao resumidas na tabela 2.3.

2.3.2.4 Cinética da hidrélise enzimética

Os materiais celulésicos sé@o insollveis e estruturados e consistem em
componentes que sao resistentes a degradacdo enzimatica. A hidrolise da celulose
exige acOes sinérgicas de diversos componentes de celulase em um sistema
heterogéneo de reacdo. Esses fatos determinam que 0s mecanismos da reacao
hidrolitica sdo altamente complexos, tornando-a dificil para a modelagem matematica
e as vezes incerta em relacdo a muitos parametros fisicos, cinéticos e de transferéncia
de massa (GAN; ALLEN; TAYLOR, 2003; RABELO, 2010).
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Figura 2.11 - Representacéo esquematica de mecanismo de retencao (a) e de inversao (b).
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Fonte: MORANA, 2011.

Tabela 2.3 — Principais fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da celulose e sua consequéncia

(marcadas de 1-5) na hidrélise e na modelagem do processo.

1 2 3 4
Fatores relacionados ao substrato
Cristalinidade da celulose X X
Grau de polimerizagao (dp) X
Disponibilidade/acessibilidade da area superficial X X X X
Organizacgao estrutural (macro ou microestrutura) X X
Tamanho da particula X X
Porosidade X X
Presenca de lignina e hemicelulose X X
Fatores relacionadas a enzima
Natureza do sistema enzimatico empregado (EG, CBH, BG) X X X X
Tamanho relativo das enzimas X

5
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Concentracdo da enzima X X X X

Adsorcéo X X X X X
Sinergismo X X X

Inibicdo ao produto final X X
Desativagdo mecanica X
Inativacéo térmica X
Irreversibilidade da ligacdo com a lignina X X

1: Aumento aparente da cristalinidade do substrato durante toda a hidroélise;

2: Diminui¢do da DP;

3: Mudancas continuas na acessibilidade de superficie, e topologia de superficie;
4: Mudangas continuas na digestibilidade do substrato;

5: Diminuic&o da concentracdo de enzima ativa.

EG: Endoglicanase; CBH: Celobiohidrolase; BG: B-glicosidase

Fonte: ANDERSEN (2007).

Os modelos para a reacdo de hidrolise enzimatica podem ser classificados
dentro de duas categorias: tipo de modelo (empirico ou mecanistico) e tipo de
substrato (puro ou impuro). A maioria dos modelos mecanisticos para a reacao de
hidrolise enzimética sdo modelos de Michaelis-Menten com algum tipo de inibicdo ou
modelos mais detalhados com mudltiplas reacdes. Esses modelos geralmente
consideram multiplas reac¢Bes devido a agédo das enzimas ou diferentes substratos
(cristalino ou amorfo) ou uma combinacédo dos dois (RABELO, 2010).

A tabela 2.4 apresenta as caracteristicas cinéticas basicas, suposicdes e
modelagem aproximada de diversos modelos estabelecidos em diferentes estagios de

compreensao da complexa reacdo de hidrélise da celulose.

Tabela 2.4 — Comparacéo de alguns modelos cinéticos de hidrélise enzimética da celulase.

Estado do Sistema  Abordagem Tipo de o
o o o Referéncias
substrato Enzimatico® Cinética® inibicdo
Material N HOWELL e
R E12 QSS Competitiva
homogéneo STUCK (1975)
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Material

R E123 MM Competitiva HUANG (1975)
homogéneo
OKAZAKI e
Grau de N&o-
o E1, E2, E3 MM N MOOYOUNG
polimerizacao competitiva
(1978)
Material N HOWELL e
R E123 QSS Competitiva
homogéneo MANGAT (1978)
o PEITERSEN e
Cristalino e amorfo E123 MM -
ROSS (1978)
Cristalino e amorfo E123 QSS Competitiva RYU et al. (1892)
Material N&o- FAN e LEE
R Ei2, E3 = i
homogéneo Competitiva (1983)
Ativo e inerte Ei23 QSS Competitiva GAN et al. (2003)

a E1 — Endoglicanase; E2 — Celobiohidrolase; Es — B-glicosidase; Ei2— Combinacéo de E:1 e Ez; E123 —
Combinacéo entre Ei, Ez e Es.
b QSS - Estado quase estacionario; MM — Michaelis-Menten.

Fonte: GAN et al. (2003).

2.3.3 Etanol de segunda geracéao

As usinas de producdo de biocombustiveis de segunda geracdo estdo
atualmente em desenvolvimento, e varias foram construidos até o momento em todo
o mundo, com o objetivo principal de converter biomassa lignocelulésica em etanol.
Essas instalacBes geralmente utilizam um processo de "conversdo bioquimica" em
gue a biomassa tem seu tamanho reduzido por moagem, seguido de uma leve etapa
de pré-tratamento termoquimico para quebrar a parede celular da planta em
moléculas de celulose, hemicelulose e pectina. Estas estruturas sdo despolimerizadas
pelo ataque de biocatalisadores e convertem-se em agucares. A Ultima etapa converte
esses aclcares em biocombustivel e/ou produtos quimicos (Figura 2.12)
(CHUNDAWAT et al., 2011).

A etapa de hidrolise enzimatica é a segunda etapa de despolimerizacdo de
biomassa e € um importante fator de custo na producéo de bioetanol, devido ao alto
custo da producao de enzimas (ADEN; FOUST, 2009; DAVIS et al., 2013; HUMBIRD
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et al., 2011; KLEIN-MARCUSCHAMER et al., 2012). No entanto, as celulases sdo
seletivas para a producao de glicose e produzem menos inibidores ao catalisador.
Assim, esforgos significativos s&o utilizados para entender e melhorar a compreenséao
do processo de despolimeriza¢do enzimatica de biomassa com o objetivo de diminuir
o custo da producéo de (LYND et al., 2002; PERCIVAL ZHANG; HIMMEL; MIELENZ,
2006; ZHANG; LYND, 2004).

2.4 Biocatalise

A biocatélise envolve a aplicacdo de enzimas (biocatalisadores) em reacfes
quimicas e explora a natureza da catalise para novas propostas de sintese (DRAUZ
et al, 2012). Em processo biocatalitico, a escolha da enzima como catalisador é
atrativo para a induastria, devido a diminuicdo nas etapas do processo. Cada enzima é
selecionada para uma aplicacao biocatalitica especifica e para um tipo de substrato.
Depois dessa etapa € possivel otimizar as propriedades enzimaticas. Hoje, a area de
biocatalise, estd bem estabelecida em nivel industrial, apés varias fases de
investigacdo, pesquisa e invenc¢des biotecnoldgicas.

Ha 100 anos, os pesquisadores documentaram que 0s componentes das
células vivas poderiam ser usados para transformacdes bioquimicas. Rosenthaler
usou um extrato vegetal para sintetizar (R) - mandelonitrila, a partir de benzaldeido e
cianeto de hidrogénio (ROSENTHALER, 1908, apud BILAL, 2018). Outras pesquisas
se iniciaram apds essa descoberta, como o uso de detergentes para limpeza de
proteases, a conversao de glicose em frutose utilizando a enzima glicose isomerase
e a fabricacdo de antibi6ticos semissintéticos usando a penicilina G acilase (ESTELL
et al, 1985; JENSEN e RUGH, 1987; BRUGGINK et al, 1998, apud BILAL, 2018). As
restricbes a respeito da estabilidade enziméatica foram os grandes desafios técnicos
para essas aplicacbes. A imobilizacdo enzimatica possibilitou oferecer alta
estabilidade a enzima e facilitou a capacidade de repeticdo dos biocatalisadores,
caracterizando a primeira onda da biocatalise (BILAL et al., 2018a). Na segunda onda
da biocatalise, foram utilizadas estratégias iniciais de engenharia de proteinas,
especialmente tecnologias de estrutura enzimatica, para ampliar a faixa de enzimas
em reacdes de biocatalise de substratos incomuns. Esta tecnologia permitiu a

fabricacdo de intermediarios sintéticos ndo naturais, como por exemplo, a biossintese
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de produtos farmacéuticos e quimicos de valor agregado. Outros exemplos
importantes sdo: o desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de pressao
arterial (diltiazem) que utiliza lipases; sintese de herbicidas mediada pela hidroxinitrila
liase; sintese de farmacos (estatina), catalisada pela carbonil redutase para reducao
de colesterol e a reacédo de hidratacao de acrilonitrila em acrilamida, catalisada pela
nitrila hidratase, para a producéo de polimeros (GRIENGL et al, 2000; HILLS, 2003;
NAGASAWA, 1990, apud BILAL, 2018). Os desafios dessa geracdo ndo envolviam
apenas a estabilidade da enzima, como também, a otimizacdo do biocatalisador em

substratos ndo naturais.

Figura 2.12 - Visdo geral de um processo convencional de conversdo bioquimica para produzir
combustiveis e produtos quimicos a partir de biomassa lignocelulésica. As celulases podem ser usadas
para converter a porcdo de celulose da biomassa néo alimentar, como residuos agricolas e culturas
energéticas, em acUcares fermentaveis para posterior conversdo em combustiveis renovaveis e
produtos quimicos.

Celulases

‘ Fermentacéo
Biomassa ,

Hidrélise enzimatica Biocombustiveis
e

produtos

Pré-tratamento
AcUcares

~a=-] g

Catalisador Calor Melhoramento

quimicos

o

catalitico

Fonte: PAYNE et al. (2015).

Na terceira onda da biocatalise, Pim Stemmer e Frances Arnold, introduziram
métodos de evolucdo direcionada que podem modificar extensivamente o0s
biocatalisadores em pouco tempo. Vale ressaltar, que Arnold foi laureada com o

prémio Nobel de quimica em 2018, pela aplicacdo desses métodos em biomoléculas.
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Essa tecnologia envolve ciclos recorrentes na alteracdo de aminoacidos randémicos,
que foram selecionados e rastreados para encontrar aminoacidos mutantes com
melhor estabilidade catalitica e especificidade ao substrato e seletividade. Atualmente,
muitos cientistas estdo melhorando a eficiéncia da evolugao direcionada para construir
bibliotecas "mais inteligentes”. As vias metabodlicas foram otimizadas, em alguns
casos, por exemplo, a integracdo de genes pertinentes de varios hospedeiros naturais
para biossintetizar 1,3-propanodiol, essa molécula é obtida a partir do glicerol. No
entanto com essa nova tecnologia o 1,3-propanodiol sera produzida a partir da glicose,
0 que possibilita a obtencdo de produtos quimicos a partir de recursos renovaveis
(NAKAMURA, 2003, apud BILAL, 2018).

2.4.1 Estratégias para aumentar a estabilidade enzimatica da celulase

As enzimas livres estéo disponiveis comercialmente e podem ser aplicadas em
escala industrial, no entanto o uso dessas enzimas € limitada devido a baixa eficiéncia
catalitica, baixa estabilidade enzimatica, inibicdo ao produto final, inativacdo por
cisalhamento, adsorcdo inespecifica etc. (BISWAS et al., 2014; GUPTA; BISARIA,
2018).

A utilizacdo de enzimas celuloliticas para hidrélise da lignocelulose em grande
escala depende do desenvolvimento das propriedades enzimaticas (ASGHER et al.,
2014). Atualmente, foram desenvolvidas estratégias para aumentar a eficiéncia na
producédo de celulases com baixo custo (KUHAD et al.,, 2016). As pesquisas em
estabilidade enzimatica englobam: engenharia de proteinas, incluindo evolucéo
dirigida; mutagénese em local dirigido e extensdo em cadeias de peptideo. Outras
estratégias abordam encontrar novas enzimas a partir de extremofilos, a producgéo de
recombinantes em enzimas termofilicas em hospedeiros mesofilicos e cepas
industriais estdo sendo exploradas para produzir enzimas celuloliticas estaveis. Além
de produzir enzimas estaveis, existem outras alternativas faceis e econdmicas para
estabilizar a enzima, como a engenharia de meios de reagao, uso de aditivos e
imobilizagdo de enzimas.

Na tabela 2.5 apresenta as caracteristicas desejaveis da celulase para a

eficiéncia na hidrélise de celulose.
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Tabela 2.5 — Caracteristicas ou propriedades desejaveis de celulases para aumentar a eficiéncia da
hidrélise enzimatica de celulose.

Propriedades Impacto na biocatalise

o Enzimas com maior atividade especifica (unidades em mg*
Alta atividade i - .
» de proteina) podem ser utilizadas em quantidades menores
especifica o
para alcancar o mesmo grau de hidrolise.

Alta eficiéncia

catalitica em Celulases com alta eficiéncia catalitica reduz o tempo
celulose necessario para hidrolisar a celulase cristalina.
cristalina

. Enzimas termoestaveis podem ser usadas em altas
Alta estabilidade .
o temperaturas para acelerar as taxas de hidrolise de
térmica
celulose.

A maioria das celulases é inibida pelos produtos de

o hidrélise de celulose (glicose e celobiose).
Resisténcia a _ o _
o As celulases resistentes a inibigdo do produto final podem
inibicdo do produto o _ )
produzir misturas mais concentradas de acUcares, 0 que

final evitara a necessidade de concentrar as enzimas antes da
bioconversdo em bioprodutos como o etanol.
Estabilidade as Celulases resistentes ao cisalhamento serdo uteis em
forcas de reatores de hidrdlise que necessitam de agitacéo para
cisalhamento suspender o sélido de celulose.

Fonte: BISWAS et al. (2014).

2.4.2 Imobilizac&do enzimatica

A comercializagdo de enzimas imobilizadas iniciou-se na década de 1960 e foi
desenvolvida como uma técnica de engenharia baseada em produtos quimicos para
facilitar a reutilizagédo e a recuperacdo de enzimas (TOSA et al, 1967). Nos ultimos
anos, existem diversas abordagens de imobilizagcdo, como fixacdo em suportes
sélidos e materiais porosos, conjugacao com biopolimeros, encapsulamento em géis

e desenvolvimento de agregados ou cristais enzimaticos (BILAL et al., 2018a; ZHANG
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et al.,, 2015). Entre varias estratégias de imobilizacdo, a fixacdo enzimatica em
superficies solidas por adsorcao fisica ou ligacfes covalentes estabeleceu-se como
uma das melhores técnicas. As multiplas ligagdes covalentes entre os suportes e as
moléculas de proteina podem modificar consideravelmente a conformacéo da proteina
para melhorar a retencdo na atividade e na estabilidade enzimatica (COWAN;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). A imobilizacdo melhora significativamente as
propriedades enzimaticas, como pH e estabilidade térmica, a tolerancia a solventes
organicos, a atividade e a seletividade, para atender as crescentes demandas
industriais de maneira sustentavel (SHELDON; VAN PELT, 2013).

As enzimas livres sdo sollveis em agua, portanto ndo ha possibilidade de
recuperacdo em solugdes aquosas de forma que sao utilizadas apenas uma vez no
processo e posteriormente sdo descartadas. Os custos de processos biocataliticos
sdo significativamente diminuidos ao imobilizar as enzimas. As vantagens da
imobilizacdo enzimatica incluem: (i) alta proporcdo de substrato enzimatico; (ii)
aumenta o nivel de reutilizacdo; (iii) menor chance de contaminagéo; (iv) aumenta e
melhora o processo catalitico; (v) o controle do processo e a estabilidade do produto.
No entanto, o processo de imobilizacdo possui algumas desvantagens que Sao
listadas a seguir: (i) alto custo do substrato; (ii) funcionalizacdo da superficie do
suporte (iii) inativacdo da enzima causada pelo calor gerado no sistema (BILAL et al,
2018).

2.4.2.1 Métodos de imobiliza¢do enzimatica

Artigos recentes demonstraram que as enzimas imobilizadas podem exibir
atividades melhoradas quando comparada com a enzima livre em solugdo aquosa
(BILAL et al., 2018b). A Figura 2.13 ilustra alguns métodos utilizados como estratégia
de imobilizacdo enzimatica.

Contudo, ndo existe um método perfeito ou um suporte ideal para a
imobilizacdo enzimética. Em geral, 0 método para imobilizagdo enzimética pode ser
classificado de acordo com ao tipo de ligacdo entre enzima e suporte, entre as quais
se destacam: adsorcao fisica, aprisionamento, encapsulamento, ligacdes covalentes,
interacbes por bioafinidade e reticulacdo (CLEAs - Cross-Linked Enzyme

Aggregates). Uma combinacdo dessas ligagbes também € utilizada no processo de
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imobilizacdo de enzimas. Por exemplo, a adsor¢cdo seguida de reticulagdo (CLEAS)
ou ligacao covalente (LEE; AU-DUONG, 2018). A seguir sdo destacadas de maneira

detalhada os tipos de imobilizagdo enzimética.

e Adsorcao Fisica

A adsorcao fisica depende, principalmente, das forcas de van der waals, da
ligacdo de hidrogénio, da interacdo hidrofébica e de interacfes eletrostaticas entre
enzimas e moléculas presentes na superficie do suporte. Nos métodos de ligacéo
covalente e reticulagéo, ocorre uma modificacdo na estrutura da enzima, em alguns
casos promovem a desativacdo enzimatica. Essa modificacdo estrutural ndo ocorre
utilizando o método de adsorcao fisica. No entanto, este método mais simples de
imobilizacdo também possui desvantagem devido a possibilidade de desacoplamento
das moléculas de enzima do suporte, isso ocorre em condicbes desfavoraveis,

durante o uso e o armazenamento do derivado imobilizado (LEE, 2018).

Figura 2.13 - Métodos de imobilizagdo enzimatica.

Eletrodo positivo

UQagég a%

valente | piazotacdo
Ligacdo peptidica
Reagentes polifuncionais

Processo estatico
Processo em banho dindmico
Membrana /7 Reator
'\ Adsorcao

ross- »

CGSS Aprisionamento

% linking
Nanoparticulas Inclusdo de Fibras
Magnéticas Inclusdo em gels
Copolimerizacdo Inclusdo em microcapsulas

Fonte: BILAL et al. (2018).
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e Aprisionamento e Encapsulamento

O método de encapsulamento e aprisionamento para a imobilizagdo
enzimatica, mantém a enzima presa dentro de materiais inertes e porosos ou em
membranas. Isso ocorre quando a enzima € induzida a interagir com solucdes salinas
poliméricas ou inorganicas para formar particulas insoltveis. As enzimas aprisionadas
dentro das particulas sélidas estdo bem protegidas de ambientes externos agressivos
de reacdo e, consequentemente, a estabilidade enzimética € mantida. A desvantagem
deste método é a obtencdo de uma atividade hidrolitica mais baixa da enzima, iSso
ocorre devido a uma resisténcia a transferéncia de massa gerada pelo
encapsulamento (SHARMA et al., 2014). Varios materiais poliméricos naturais, como:
celulose, alginato, colageno, quitosana e amido, nanoparticulas mesoporosas de silica
e alguns polimeros condutores, como a polianilina e o nafion foram usados para
encapsular e aprisionar enzimas (SHARMA et al., 2014). No entanto, ndo ha muitos
relatos de enzimas encapsuladas ou aprisionadas em nanoparticulas provavelmente
devido a dificuldade de recuperacéo nas aplicacdes. As nanoparticulas biopoliméricas
de quitosana tém sido usadas para imobilizar as enzimas por aprisionamento e

também por ligacdo covalente (TANG et al., 2019).

e Ligacdes covalentes

A enzima pode se ligar covalentemente a um suporte insoltvel, desde que este
suporte tenha sido funcionalizado por grupos organicos na superficie. As
nanoparticulas possuem propriedades Opticas, elétricas, quimicas e cataliticas
(capacidade para facilitar a transferéncia de elétrons) e possuem propriedades
associadas a alta especificidade da area de superficie. A tabela 2.6 agrupa os quatros
exemplos de grupos funcionais de uma estrutura enzimatica, que foram imobilizados
covalentemente na superficie das nanoparticulas. A atividade enzimética, a dindmica
molecular da enzima e a conformacdo enzimatica podem sofrer alteracdo apds a
imobilizagéo devido a acessibilidade limitada do substrato ao sitio ativo da enzima que
nao estad adequadamente orientado (SECUNDO, 2013).
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Tabela 2.6 — Exemplos de ligagdes covalentes no processo de imobilizacéo enzimatica.

Tipo de Grupos reacionais
ataque _ Catalisador Referéncias
Enzima Nanoparticulas
covalente
Reacdo amino Amino Carboxila YU et al.,
NHS e
com o 2013; LI et
) Carboxila Amino carbodiimina
Carboxila al., 2007
WANG et
Reacao Com/sem
. . . al., 2013;
aldeido com Amino Aldeido agentes
. HOU et al.,
Amino redutores
2015
Reacdo amino PREETY e
com Amino Epoxido pH neutro HOODA,
epoxido 2014
. ZHANG et
_ Carbonilas o .
Ligacdo com _ . pH fisiolégico al., 2005;
_ Tiol insaturadas
tiol o (6,5-7,5) HOLLAND
Ex. maleimidas
et al., 2011

Fonte: Lee et al. (2018)

e Interagdes por bioafinidade

Véarias moléculas que possuem construcdo proteina-proteina e proteina-
molécula foram investigadas e desenvolvidas para a imobilizacdo enzimatica. Por
exemplo, as interagdes entre proteinas marcadas de histidina com metais de transi¢ao
guelatos e interagcfes entre a avidina ou estreptavidina com enzimas funcionalizadas
e com biotina (SOMMARUGA et al., 2014). A imobilizag&o utilizando a interacao por
bioafinidade possui a vantagem de a enzima ser fixada em uma orientacdo especifica

para que o sitio ativo ndo seja bloqueado por algum suporte insoluvel.
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e CLEASs

Ha grande interesse em utilizar o método de reticulacdo ou ainda agregados de
enzimas por ligacdo cruzada, a sigla em inglés CLEAs (Cross-Linked Enzyme
Aggregates) no processo de imobilizacado enzimatica, devido ao alto rendimento, alta
estabilidade e baixo custo do processo por ndo ser necessario a adicdo de outro
suporte de apoio (SHELDON et al, 2013).

Os agregados de enzimas CLEAs séo desenvolvidos pela precipitacdo simples
de uma enzima, com adi¢cdo de uma solucéo de sal (como o sulfato de aménio) ou um
solvente organico miscivel com &gua, seguido de reticulacdo com um reagente
bifuncional (Figura 2.13). A imobilizagdo por CLEAs tem o papel de purificar e
imobilizar a enzima em uma Unica etapa da operacao. A tecnologia de CLEAs tem
sido amplamente aplicada em muitas enzimas, como: hidrolases, liases,
oxidoredutases e transferases. CLEAs magnéticos também € uma boa opc¢éo para a
biotransformacdo de lignocelulose em biocombustiveis de segunda geragéo
(BHATTACHARYA; PLETSCHKE, 2015)

Desenvolvido a partir do CLEC (Cross-Linked Enzyme Crystal), o CLEA
também apresenta as vantagens, tais como: (i) alta atividade especifica; (ii) alta
resisténcia a solventes organicos; (iii) resisténcia quando submetidos a pH extremo e
(i) melhor estabilidade térmica. Essas caracteristicas sdo consequéncias da
imobilizacdo, que diminui a flexibilidade da enzima e favorece o desdobramento de
estruturas terciarias da enzima, necessaria para a atividade catalitica (SHELDON, et
al., 2013). Assim, os CLEAs ndo perderiam muita atividade apds varios ciclos de
reutilizacao.

Por exemplo, a estabilidade térmica da subtilisina utilizando CLEAs foi
aprimorada quando comparada com a enzima livre, a enzima imobilizada manteve
45% da atividade catalitica apos 10 ciclos (STROHMEIER et al., 2011). A investigacéo
de CLEAs de sacarose-fosforilase constatou que a temperatura 6tima da enzima
imobilizada foi aumentada em 17 °C e apresentou atividade em uma faixa de pH mais
ampla (SUN et al., 2016). A estabilidade de armazenamento de enzimas imobilizadas
também foi melhorada, os CLEAs mantiveram cerca de 67% da atividade inicial e as
enzimas livres apresentaram menos de 35% de sua atividade inicial (TOSA, 1965,
apud XU, 2018).
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As propriedades de CLEAs promovem o desenvolvimento de novos processos
para as aplicacfes industriais. Comparado com o CLEC, as vantagens dos CLEAs
sdo que a enzima néo precisa de alto grau de purificacdo para o processo de
imobilizagao (XU et al., 2018).

O procedimento geral para a preparacao de CLEA inclui a precipitacdo e a
reticulacdo (Figura 2.14). Ao adicionar sais, ou solvente organico miscivel em agua,
ou ainda polimeros ndo i6nicos para precipitar a enzima, obtém-se agregados em
solucdo. Os agregados mantém a maior parte da atividade enzimética, devido a
interacdo ndo covalente entre as moléculas, formando estruturas de proteina
insoliveis que nao destroem a estrutura terciaria (SHELDON et al., 2013). A
precipitacdo é também um processo de purificacdo de enzimas. Assim, o CLEA

combina purificacdo e imobilizagdo em uma Unica etapa.

2.5 MCLEAs

As enzimas imobilizadas em nanoparticulas sdo conhecidas como
"nanobiocatalisadores”. O desenvolvimento de nanobiocatalisadores € um exemplo
de inovagao e avangos na nanotecnologia e na biotecnologia (BUDARIN et al., 2013;
MOHAMAD et al., 2015; MISSON et al., 2015). A formagéo de nanobiocatalisadores
inclui a conjugacdo de enzima nos varios nanomateriais usando moléculas de
reticulacdo que favorecem a cinética quimica e a seletividade (HUSAIN et al., 2011;
INGLE et al., 2017).

A producao de acucares e biocombustiveis a partir de biomassa lignoceluldsica
por meio da hidrélise enzimatica e com o auxilio de nanobiocatalisadores magnéticos
€ uma ideia que pode ser aplicada no setor industrial, nesta abordagem, as enzimas
imobilizadas sé@o recuperadas magneticamente e reutilizadas no substrato (KIM,
2018). A imobilizagdo de enzimas em nanomateriais magnéticos tem atraido
atualmente a atencdo de muitos pesquisadores porque oferece muitas vantagens,
como a alta especificidade, area de superficie, alta estabilidade, baixa toxicidade,
baixa resisténcia a transferéncia de massa e biocompatibilidade (SANCHEZ-
RAMIREZ et al., 2017). Foi demonstrado que a imobilizac&o de enzimas em suportes
s6lidos como nanoparticulas magnéticas aumentam sua estabilidade térmica quando

comparadas com a estabilidade de enzimas livres (KIM et al., 2018; (CHERIAN;
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DHARMENDIRAKUMAR; BASKAR, 2015).

Figura 2.14 - llustracdo esquematica de (CLEAs) e MCLEAs desenvolvido na presenca de
reticulador e nanoparticulas de maghemita (Fe203).
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Fonte: BILAL et al. (2018).

Estudos demonstraram que a imobilizagdo da B-glicosidase em polimeros de
nanofibras magnéticas pelo método de aprisionamento hidrolisou a celobiose em
glicose e que esta opcdo de imobilizacdo pode ser utilizada para a producdo de
bioetanol (LEE; AU-DUONG, 2018). Da mesma forma, a B-glicosidase (isolada de
fungos) imobilizada em nanoparticulas magnéticas foi utilizado como
nanobiocatalisador para a hidrélise de celobiose, que teve eficiéncia de 93%. Além
disso, cerca de 50% da atividade catalitica da enzima imobilizada se manteve apos o
16° ciclo, o que confirmou uma maior estabilidade enzimética apds a imobilizacao
(ABRAHAM et al., 2014).

Outro estudo, pesquisou a celulase imobilizada em nanoparticulas magnéticas
de magnetita (FesOa4) usando carbodiimina como polimero de ligacéo e foi usado com
eficiéncia para a hidrélise da celulose microcristalina. Devido a natureza magnética
das nanoparticulas, a enzima pode ser recuperada facilmente e reciclada seis vezes
(JORDAN; KUMAR; THEEGALA, 2011). Em outro estudo, a combinacéo de celulase

e B- ciclodextrina foi utilizada para a hidrolise da palha de arroz. A combinacgéo foi
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preparada por imobilizacao de celulase isolada de Aspergillus niger em B-ciclodextrina
conjugada com nanoparticulas magnéticas usando processos de silanizacdo e
amidacéao redutiva. Foi relatado que a atividade catalitica da celulase imobilizada foi
melhorada devido ao efeito sinérgico da [3-ciclodextrina quando comparada a celulase
livre (RAI et al.,, 2018). Recentemente, Sanchez-Ramirez et al. imobilizaram a
celulase, de Trichoderma reesei, covalentemente em nanoparticulas magnéticas
revestidas com quitosana usando glutaraldeido como uma molécula de reticulacéo.
Foi observado que a enzima imobilizada reteve cerca de 80% de sua atividade apds
15 ciclos, na hidrolise de carboximetilcelulose (SANCHEZ-RAMIREZ et al., 2017).

A figura 2.15 ilustra uma representacdo esquematica de enzimas imobilizadas
em nanoparticulas magnéticas e sua aplicagdo na hidrdlise de biomassa
lignocelulésica. Na tabela 2.7 resume-se os nanomateriais mais utilizados na
imobilizacdo de diferentes enzimas e também relne os resultados sobre a eficacia

catalitica ap0s o reuso.

Figura 2.15 — Representacéo esquematica de imobilizagédo enziméatica como nanomateriais
magnéticos e sua aplicacao na hidrélise de biomassa lignocelulésica.
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‘ e ] nanoparticulas
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Pré-tratada |

Recuperagio

da enzima e

dosagem de
acucares

Nanobiocatalisador

Hidrolise de biomassa lignocelulosica mediando a
utilizando um biocatalisador hidrolise

Fonte: RAI et al. (2018).
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Tabela 2.7- Nanomateriais utilizados na imobilizacédo de varias enzimas e rendimento de imobilizacéo
e catalitica apo6s o reciclo.

Tipo de
Nanomateriais Enzima Imobiliza-
cao
Nanoparticulas L
- - Ligagao
magnéticas de 6xido celulase
covalente
de ferro
Nanoparticulas de Ligacao
celulase
MnO:2 covalente
Nanoparticulas L
» - B- Ligacao
magnéticas de oxido o
glicosidase = covalente
de ferro
Nanoparticulas Ligacao
. celulase
magnéticas (FesOa4) covalente
Nanoparticulas de Ligacao
) _ celulase
ferrita de zinco covalente
MWCNTs* Adsorc¢ao
] ) celulase .
funcionalizado Fisica
MWCNTs o
) . Ligacao
funcionalizado com celulase
covalente
EDAC**
MWCNTSs L
] ) Ligacao
funcionalizado com celulase
. . covalente
acido carboxilico
Suporte hibrido de Interacdes
o celulase .
TiO2-lignina Fisicas
B_
Nanoparticulas glicosidase Ligacao
superparamagnéticas e celobiohi- = covalente
drolase
Nanoparticulas L
. Ligacao
magnéticas com celulase
) covalente
quitosana
Nanosuporte de Ligacao
. celulase
grafeno magnético covalente
Mesoporo de silica celulase Adsorc¢éo

Rendimento
de

imobilizacao

98%

75%

93%

90%

53%

97%

85%

98%

80%

100%

100%

*kk

*kk

Eficiéncia
catalitica
apés

o reciclo

52% apos
0 3°ciclo

60% apos

0 5° ciclo

50% apos

16° ciclo

10% apos
6° ciclo

*k%

52% apos

6° ciclo

75% apos

6° ciclo

*kk

90% apos
10° ciclo

43% apoés

10° ciclo

80% apos

15° ciclo

55% apods
4° ciclo

78% apos

Ref.

YANG et al.,
2004

CHERIAN et
al., 2016

VERMA et al.,
2013

JORDAN et
al., 2011

MANASA et
al., 2017
MUBARAK et
al., 2017
AHAMD et al.,
2018

MOHAMMED-
ABD et al.,
2012
ZDARTA et al.,
2017

SONG et al.,
2016

SANCHEZ-
RAMIREZ et
al., 2017
GOKHALE et
al., 2013
HARTONO et
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funcionalizada com Fisica
grupos vinil e amina

Nanoparticulas de

FesOse Adsorc¢éo
o celulase . HHx
Fez04/nanocomposito Fisica
de alginato
Nanoparticula de ouro Adsorcao
celulase . ok
e prata Fisica

* nanotubos de carbono com paredes multiplas

** N-etil-N- (3-dimetilaminopropil) cloridrato de carbodiimida
*** resultado ndo foi mencionado

Fonte: RAI et al. (2018).

1° ciclo

56% apods

1° ciclo

78% apos
60

ciclo

al., 2010

SRIVASTAVA
etal., 2015

MISHRA et al.,
2015
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3. PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE CELULASES IMOBILIZADAS EM
MCLEAS

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias empregadas na preparacao
e na caracterizacdo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro funcionalizadas

com APTS (Fes3O4 -APTS) e as celulase imobilizadas no suporte (FesO4-CEL).

3.1 Introducéo

Os avancos recentes na area de biocatalise tornaram possivel a imobilizacao
enzimatica em nanoestruturas (GOKHALE; LEE, 2012). As nanoparticulas devem
possuir tamanhos na escala de 1 a 100 nm devido ao efeito do tamanho finito. Esse
efeito esté relacionado ao confinamento quéantico de elétrons e a efeitos de superficie
da nanoparticula, relacionando com a quebra de simetria do cristal. Além disso, as
nanoparticulas possuem grande area de superficie, que permite o aumento de
carregamento enzimatico e reduz a limitacdo de difusdo de massa (LU; SALABAS;
SCHUTH, 2007).

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesO4) para a
imobilizacdo de enzimas apresenta muitas vantagens, destacam-se entre elas, grande
area de superficie e estabilidade, baixa toxicidade, baixa resisténcia a transferéncia
de massa e a biocompatibilidade. A principal vantagem da utilizacdo de magnetita esta
relacionada a facil separacéo e reutilizacdo do biocatalisador do meio reacional na
presenca de um campo magnético externo (ZHAO; ZHANG; FENG, 2012).

Outro ponto importante a ser citado é o desenvolvimento de estratégias para
protecdo das nanoparticulas para diminuir o processo de oxidacéo durante e apos a
sintese. Neste trabalho foi utilizada a molécula 3-aminopropiltrietoxisilano para
recobrir a superficie da nanoparticula magnética, além de promover a estabilizacao, o
grupo funcional (-NHz) pode se ligar com varias moléculas (NETTO; TOMA,
ANDRADE, 2013).

A ativacdo quimica ocorre devido a molécula bifuncional, o glutaraldeido, que
permite a ligacdo das nanoparticulas magnéticas em uma lateral e a outra parte se
liga ao aminoacido. O glutaraldeido € altamente reativo e € um agente muito versatil

para a imobilizacdo de enzimas devido a formacdo de bases de Schiff (GOKHALE e
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LEE; 2012). Os aminoacidos da enzima (lisina, cisteina, tirosina e histidina) se ligam
covalentemente com o grupo funcional da superficie do suporte com a utilizacao de
glutaraldeido.

A aplicac@o de nanoparticulas de magnetita (FesO4) como transportador para
imobilizacdo de celulases foi relatado anteriormente. A maioria dos estudos se
concentra na hidrélise de celulose disponivel como agente quimico e seu produto
quimico derivados. Até o momento, existem poucos relatos de sua aplicagdo em
substratos lignoceluldsico (XU et al, 2011; SANCHEZ-RAMIREZ et al, 2017).

3.2. Materiais

3.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados durante a sintese e a caracterizacdo das amostras
apresentam pureza analitica e ndo houve tratamento prévio de purificacdo. Os sais,
acidos e bases utilizados foram: cloreto de ferro(ll) tetra hidratado (99%, Sigma
Aldrich), cloreto de ferro(lll) hexahidratado (99%, Sigma Aldrich), cloreto de sddio
(97%, Mallincrodt), hidréxido de sédio (97%, Synth). Foram utilizados, glutaraldeido
(25%, Sigma Aldrich), citrato de sédio (99%, Merck) e &cido citrico (99%, Sigma
Aldrich). Para a imobilizacéo foi utilizada a celulase CELIC-CETEC 2 (Sigma Aldrich),
polietilenoglicol PEG (PM 4600, Sigma Aldrich), 3-aminopropiltrietoxisilano (99%,
Sigma Aldrich).

3.2.2 Técnicas empregadas de caracterizacao

3.2.2.1 Difracao de Raios X (DRX)

As amostras foram caracterizadas em um difratbmetro da Siemens, modelo
D5005, usando radiagdo Ka do Cobre, com comprimento de onda (A) igual a 0,15418
nm. As medidas foram feitas em um intervalo de varredura 26 de 20° a 80°, com
velocidade de varredura 0,02° por segundo. Todas as amostras foram analisadas na
forma de po.

As posic¢des dos picos (20) e os valores de largura a meia altura (FWHM - full
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width at half maximum) foram calculados pelo ajuste do perfil de difracdo a uma fungéo
Voigt utilizando o programa Origin 9.0. Pela equacédo de Scherrer (Equacado 1) e a
partir da largura a meia altura do pico mais intenso do padrdo de raios-X foi
determinado o tamanho de cristalito.

K
~ PBcosd

(Equagdo 1)

Em que, D é o tamanho médio dos cristalitos, K & a constante de
proporcionalidade que depende da forma da nanoparticula, A € o comprimento de
onda da radiacéo de Cu, 8 é o angulo entre o feixe de raios-X e 3 é a largura do pico

de difracao.

3.2.2.2 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo reflectancia em um equipamento
da PerkinElmer, modelo Frontier, para identificar as bandas caracteristicas das
nanoparticulas e da celulase. As amostras foram maceradas, dispersas em KBr e
prensadas em forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos no intervalo de 2000 a
500 cm™,

3.2.2.3 Potencial Zeta

O potencial Zeta foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS, Malvern.
O equipamento calcula o potencial Zeta a partir de valores de mobilidade
eletroforética, aplicando a equacao de Henry representada abaixo (Equacao 2). A
mobilidade eletroforética € medida aplicando potencial em cada eletrodo da cubeta.
As particulas carregadas migram para o eletrodo de carga oposta quando sua
velocidade é determinada. As amostras foram dispersas em uma solucédo aquosa de

NaCl 0,001 mol/L. As amostras foram tituladas no intervalo de pH de 3 a 10.

__ 2e(f(ka)

3n

U, (Equagdo 2)
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Em que, Ue = mobilidade eletroforética, { = Potencial Zeta, ¢ = Constante

Dielétrica, n = viscosidade e f (ka) = funcéo de Henry.
3.2.2.4 Espalhamento dinamico de luz (Dynamic light scattering - DLS) ”.

O diametro hidrodinamico foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS,
Malvern, pela técnica de espalhamento de luz dindmico, na qual o detector &
posicionado em um angulo de 173° em relacéo a luz incidente sobre a amostra, em
uma temperatura de 25° C, utilizou-se dgua como dispersante da amostra. A técnica
de espalhamento de luz dinAmico relaciona o tamanho das particulas com o
movimento Browniano. O movimento Browniano refere-se a movimentacdo das
particulas devido a colisdes randémicas com as moléculas do liquido, desta maneira,
o detector registra a intensidade de luz espalhada ao incidir um feixe de laser sobre a
particula em movimento, relacionando o tamanho das particulas pela equacao de

Stokes-Einstein (equacao 3):

D = KT
" 3mnD

(Equacao 3)

em que, Dn= didmetro hidrodindmico, D= coeficiente de difusdo translacional, K=

constante de Boltzmann, T= temperatura e n= viscosidade.

3.2.2.5 Microscopia eletronica de varredura (FEG-MEV)

As andlises de microscopia eletrbnica de varredura foram realizadas em
microscoépio JEOL JSM 7500F. As amostras foram preparadas a partir da disperséo
das nanoparticulas em isopropanol, posteriormente foram gotejadas sobre substrato

de silicio para realizacdo das analises.

3.2.2.6 Andlise Térmica (TG)

A analise termogravimétrica das amostras foi realizada em um equipamento

PerkinElmer Simultaneous Thermal Analyzer (STA) 6000 sob fluxo de ar sintético 20
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mL/min. As amostras foram aquecidas a 50 °C até 1000 °C a uma taxa de aquecimento
de 40° C/min.

3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Sintese das nanoparticulas magnéticas (FesOas) funcionalizadas com APTS

As nanoparticulas magnéticas foram obtidas pelo método de co-precipitacao
em meio alcalino a partir da dissolucéo de FeCl2-4H20 e FeCls-6H20 na proporcéo
1:2 em 10 mL de &gua destilada. Foi preparada uma solucao de hidréxido de aménio
em agua destilada até atingir pH entre 11 e 13. Essa solucédo foi aquecida, sob
agitacao, até 80°C e posteriormente foram adicionados 1,6 mL da solucdo contendo

Fe?*/Fe3* para ocorrer a sintese por coprecipitacdo abaixo:

FeZtaq) + 2 Fe3*@ag) + 8 OH > Fez04.4H20 (Equacdo 4)

Ap6s 5 minutos de reacdo foram adicionados 200 uL de 3-
aminopropiltrimetoxissilano (APTS) dispersadas no ultrassom por 1 hora. Apos o
término do experimento foram realizadas trés lavagens com agua destilada
descartando-se o0 sobrenadante, e as nanoparticulas foram armazenadas em tubos
falcon a temperatura ambiente. Na figura 3.1, mostra a superficie de nanoparticulas

magnéticas apoés a funcionalizacdo com APTS.

Figura 3.1 — Superficie de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS.

APTS

Nanoparticulas

Fonte: APUD BINI et al. (2014).
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3.3.2 Imobilizacao de celulase em Fe3Os-APTS

Uma aliquota de 5 mL de nanoparticulas funcionalizadas com APTS foi retirada
e adicionada em um tubo falcon que continha 18 mL de tampéo citrato pH 4,8.
Posteriormente foram adicionados 2 mL de glutaraldeido (25%); a solucao foi agitada
em um agitador vértex e depois permaneceu em repouso por 1 hora a temperatura
ambiente. Lavou-se com agua e solucdo tampao (cinco vezes com cada solvente)
para garantir a retirada do glutaraldeido. Foi adicionada uma aliquota de 5 mL de
celulases CELIC CETEC 2 em tampao citrato de sodio 4,8 e posteriormente 0,01 g de
PEG foram adicionadas. A solucao foi agitada por 3 horas para a adicdo de 5 mL de
nanoparticulas e 200 uL de glutaraldeido, que manteve a agitacdo por mais 16 horas,
sob temperatura de 25°C. Com a ajuda de um im4, a soluc¢éo foi lavada 5 vezes com

agua e tampao citrato (pH 4,8) para a retirada de celulase ndo imobilizada.

3.4 Resultados e discusséo

3.4.1 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas e biocatalisador

magnético.

As nanoparticulas magnéticas foram sintetizadas pelo método de
coprecipitacdo, por se tratar de um método simples, rapido e barato. As nanoparticulas
foram obtidas pela adicdo de ions Fe?* e Fe3* em uma solugdo aquosa de hidréxido
de amodnio, apOs essa etapa adicionou-se o organoalcoxissilano, APTS, para a
funcionalizacdo das nanoparticulas sintetizadas. Esse processo resultou em
precipitados de coloracdo preta em meio basico (pH entre 11 e 13). A suspensao
coloidal apresentou coloragdo marrom apos duas semanas de armazenamento a
temperatura ambiente, o que indica mudanca de estado de oxidacdo da fase
magnetita (FesO4) para maghemita (y-Fe203) devido ao contato da solugdo com o ar

atmosfeérico. Essa modificacdo pode ser visualizada na figura 3.2.
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Figura 3.2 - Amostra de Fez04-APTS.

Fonte: Elaborada pela autora

Os difratogramas de raios-X séo apresentados na figura 3.3 foram obtidos para
as amostras de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro sem recobrimento na
superficie (Fes04), com funcionalizacdo da superficie (FesOs-APTS) e imobilizadas
com a celulase (FesO4-CEL), respectivamente. Os difratogramas mostram picos de
Bragg (311),(220),(511)e (44 0) namesma posicdo da estrutura padrdo de
magnetita (cartdo JCPDS n° 39-1346), apresentando padrdo de reflexbes
caracteristico da estrutura cubica do tipo espinélio. Os picos sdo intensos e possuem
alargamento tipico de nanoparticulas magnéticas. Ndo foram encontrados picos que

pudessem ser atribuidos a segunda fase.
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Figura 3.3 - Difratograma de Raios X comparando o padrao magnetita com as amostras Fez0a,
Fes04-APTS e Fez04-CEL.

311

—yFe,0,-CEL (10.17 nm)
— Fe,O,-APTS (9.94 nm)
— Fe;0, (9,75 nm)

— JPCDS 79-419 (Fe,0,)

UA

| |
] I

i |
. | ki | 1
Mol 1“'1*‘.hl!h'lrhh.ﬂv‘nﬂjw..fF i | W

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (°)

Fonte: Elaborada pela autora.

Pela equacao de Scherrer (Equacéo 1) e a partir da largura a meia altura do
pico mais intenso (3 1 1) do padréo de raios-X foi determinado o tamanho de cristalito
das amostras analisadas de nanoparticulas. As amostras de Fes0s, Fe304-APTS e
FesO4-CEL apresentaram tamanho de cristalito de 10 nm. Estes tamanhos se
encontram na faixa de 5 a 20 nm, geralmente, caracteristico de monodominios que
apresentam comportamento superparamagnético (MORTE, 2017). As trés amostras
apresentaram tamanhos de cristalitos semelhantes as nanoparticulas nuas de Fes3Oa,
isso significa que o procedimento de revestimento com APTS e o0 processo de
imobilizacdo enzimatica ndo afeta a forma e o tamanho médio dos cristalitos (AL-
RASHDI et al., 2018).

As amostras de Fe304, Fe304-APTS, Fe304-CEL e CEL livre foram medidas em
agua para determinar o diametro meédio das nanoparticulas e o indice de
polidispersividade (PDI) em solucdo. Os diametros hidrodindmicos das amostras

apresentaram diametros muito maiores do que o estimado pela técnica de difracdo de
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raios-X. Esse resultado € esperado devido a camada de hidratacao e a regiao difusa
de cargas formadas pelos contra-ions que sdo consideradas na técnica de
espalhamento dinamico da luz. As amostras estudadas nas dispersdes coloidais sé&o
apresentadas na tabela 3.1 e na figura 3.4.

Tabela 3.1 - Diametro Hidrodinamico das amostras Fez04 e Fes0s-APTS.

Amostras Diametro Hidrodinamico (nm) PDI
FesOa4 288 0,388
FesOs-APTS 221 0,304
Fes04-CEL 1335 0,374

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 3.4 - Tamanho hidrodinAmico das amostras por DLS.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores do indice de polidispersdo sdo maiores que 0,1, indicando que a
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magnetita preparada € constituida por nanoparticulas com alta dispersdo de
tamanhos. Esse comportamento polidisperso pode ser observado na figura 3.4.a. A
curva de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas sem recobrimento de superficie
apresentou diametro hidrodinamico médio de 228+1,00 nm. Devido ao método de
preparacao por coprecipitacdo da magnetita ndo se deve descartar a formagdo de
agregados. Os graos produzidos possuem alta disperséo de tamanhos, o que dificulta
o controle e a distribuicdo de tamanho, principalmente em nanoparticulas menores
que 20 nm (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007).

Apés a funcionalizagdo com APTS, as nanoparticulas apresentaram maior
variagdo de tamanhos quando comparada com a magnetita antes da reagcao de
policondensacéo. As populagdes de FesOs-APTS variaram entre tamanhos de 90 e
220 nm, com didmetro hidrodinAmico médio de 221+3,80 nm. Esse resultado indica
gue o tamanho de nanoparticulas magnéticas depende de dois mecanismos. No
primeiro negligencia a ideia de agregacédo e assume que a distribuicdo de tamanho
pode ser alcancada por uma rapida exploséo inicial de nucleagdo, seguida por
crescimento a difusdo, que estad limitada pela adicdo de APTS condensado
diretamente na superficie da nanoparticula. O segundo mecanismo, de agregacéao
controlada, assume que a nucleacdo ocorre continuamente durante toda a reacao,
onde os ndcleos agregam-se uns aos outros, produzindo uma distribuicdo de
tamanhos (ALMEIDA, 2008). A adicdo de APTS leva a uma melhor organizacdo na
distribuicdo de tamanhos de nanoparticulas, como observado na figura 3.4.b, o que
sugere que ndo necessariamente aumentara o diametro hidrodinamico médio.

A amostra de Fes3O4-CEL apresentou diametro hidrodinamico de 1335 nm, este
grande aumento de tamanho, ocorreu devido a ligagdo do complexo enzimatico de
celulase na superficie das nanoparticulas. A imobilizacdo da celulase promoveu
aumento consideravel na tamanho do material.

O potencial zeta de superficie foi medido com a finalidade de estudar a carga
na superficie das nanoparticulas magnéticas em funcdo do pH. As modificacdes na
carga de superficie das nanoparticulas podem ser observadas antes, apés a
funcionalizagdo com grupos aminas na reagao de policondensacéo com o APTS e na
imobilizagdo com a celulase. Esta analise foi realizada para as amostras FesOa,
Fes04-APTS, Fes04-CEL (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Potencial zeta das amostras Fe3Oa, Fe304-APTS e Fes04-CEL.
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Fonte: Elaborada pela autora

A presenca de cargas na superficie das nanoparticulas ocorre de acordo com
as reagbes de equilibrio mostradas na figura 3.6. As equacdes (3.1) e (3.2)
representam, respectivamente, a desprotonacdo e protonacdo da superficie de
nanoparticulas de magnetita. A equacdo (3.3) exemplifica a superficie de
nanoparticulas funcionalizadas com grupos amina.

A curva de titulacdo das amostras de Fes3Oas apresentou valores positivos de
potencial zeta em pH acido, refletindo a densidade de cargas positivas na superficie
das nanoparticulas de 6xido de ferro, uma vez que os grupos Fe-OH se encontram
protonados (Fe-OH2*). Em pH 5,84, o potencial zeta possui valor igual a zero,
indicando neste ponto a carga nula de superficie das nanoparticulas, também
chamado de ponto isoelétrico. Em pH proximos ao ponto isoelétrico (PI), as
nanoparticulas se agregam e se sedimentam rapidamente. Em meio basico, 0s
valores de potencial zeta apresentam sinal negativo, 0os grupos Fe-OH presentes em

sua superficie, estdo desprotonados (Fe-O°) e a superficie adquire carga negativa
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(APUD BINI, 2014).

Figura 3.6 — Representacao da formacao de cargas de superficie na magnetita.

Q'FeOH +OH =— Q-Feo' + H,0 (3.1. Desprotonagdo)
°~FeOH + HOF — e-
e/\ANHz + o= NH; + H,0"  (3.3. Modificagdo

comgrupos

FeOH,", H,0 (3.2. Protonagdo)

Fonte: Elaborada pela autora amina)

As nanoparticulas funcionalizadas, Fe3Os-APTS, apresentaram carga nula de
superficie em pH 6,38. Neste ponto ocorre a formacdo de agregados devido a
presenca de grupos amina com carga neutra (NHz). Vale ressaltar que existem varias
ligacdes entre a superficie da nanoparticulas e o APTS como indicado na figura 3.1,
no entanto nesta representagdo foi mostrada apenas uma ligagdo para melhor
visualizacdo das reacfes. Observa-se que o valor de pH no ponto isoelétrico é maior
apos a funcionalizacdo com APTS, devido a presenca de grupos amina na superficie
que possuem pKa de 10,64. Em meio acido, os valores de potencial sdo positivos e
sao referentes aos grupos amina que estao protonados (NHs*). Em meio basico, o
potencial sera negativo, neste momento 0S grupos aminas na superficie estardo
desprotonados (NH2).

A imobilizacdo de celulases nas nanoparticulas pode ser observada devido a
diminuicdo do ponto isoelétrico para 2,61. A celulase se comporta como uma molécula
anfotérica e possui grupos funcionais acidos e basicos. A carga liquida de superficie
é afetada pelo pH e pode se tornar mais carregada positivamente ou negativamente
devido a perda e ao ganho de protons. ApOs o0 ponto isoelétrico, as celulases
imobilizadas séo carregadas negativamente (WANG et al., 2013).

As imagens de microscopia eletrénica de varredura para as amostras de CEL,
FesOa4, Fe304-APTS e Fes304-CEL sdo apresentadas na figura 3.7. A figura 3.7.a,

apresentou agregados do complexo enzimatico de celulase CELIC CTEC 2. Na figura
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3.7.b, observa-se a formacdo de agregados de nanoparticulas magnéticas com
morfologia esférica e tamanho em média de 18 nm e a agregacédo pode ser atribuida,
em grande parte, ao processo de secagem utilizado no preparo das amostras para as
andlises de MEV. A figura 3.7.c, apresenta morfologia e tamanhos de nanoparticulas
semelhantes a amostra anterior de Fe3O4, a modificagéo de superficie com APTS néo
alterou a morfologia das nanoparticulas magnéticas e formou agregados com
tamanhos de nanoparticulas de 20 nm. Na figura 3.7.d observa-se a presenca de
celulase na superficie de Fez04-APTS.

Figura 3.7 — Microscopia eletrénica de varredura das amostras a 100 nm: a) CEL, b) Fe304, c) Fez0us-
APTS e d) Fes04-CEL.

Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise térmica das amostras de Fes30s-APTS, Fe3Os4-CEL e CEL livre é
mostrada da figura 3.8. A amostra de FesO4-CEL (figura 3.8.a) apresentou trés
eventos térmicos e perda de massa total de 27,43%. O primeiro evento € de perda

de 4gua proveniente do complexo enzimatico a 100 °C, seguido pelos eventos a 300
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°C e a 400 °C, que esta relacionado a decomposicdo dos grupos proteicos da
enzima. A temperatura de decomposicao inicial (onset) da celulase imobilizada foi a
200 °C.

Na curva TG-DTG de Fe304-APTS (figura 3.8.b) foi observado dois eventos
térmicos e perda de massa total de 81,49%. A temperatura de decomposicao inicial
(onset) do suporte iniciou em 245 °C e esta relacionado com a evaporacao de agua
adsorvida na superficie do suporte. O segundo evento térmico a 330 °C resultou na

degradacéo de grupos organicos do alcoxissilano (ALMEIDA, 2008).

Figura 3.8 — Andlise termogravimétrica TG-DTG. a) FesOs-CEL, b) Fes0s-APTS, c) CEL livre e d)
Variacdo de massa nas amostras FesOs-APTS, Fez04-CEL e CEL livre.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A figura 3.9 apresenta os espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho
das amostras de Fes30s4, Fes304-APTS, Fesz0s4-CEL. Nos espectros observam-se
bandas em 580 cm™' e 630 cm, relacionadas a vibragdo Fe-O de magnetita e
maghemita, respectivamente. A banda do espectro de FesOs-APTS em 1162 cm™ esta

relacionada com a vibracdo de grupos amina e em 1113 cm* atribuida a ligacdo C-H
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no plano (SOCRATES, 2001). As bandas identificadas correspondem ao
organoalcoxissilano, APTS. No espectro de Fes04-CEL foram observadas bandas em
1024 cm caracteristico de glicinas, em 1154 cm relacionadas a vibragéo de amina
(-NHz), em 1413 cm* atribuidas ao estiramento C-H e em 1556 cm™ relacionadas a
deformacdo de grupos amida (deformacdo N-H). A presenca de bandas
correspondentes ao grupo funcional amida, ao aminoacido e aos estiramentos C-O
sdo esperados em moléculas que possuem proteinas em sua composi¢cdo, dessa
forma atribui-se ao complexo enzimético celulase presente na amostra de celulase
imobilizada em nanoparticulas (SOCRATES 2001, p.266).

Figura 3.9 — Espectros na regido do Infravermelho das amostras FezO4, Fe304-APTS, Fe304-CEL.
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Fonte: Elaborada pela autora

3.5 Concluséao

As amostras de Fe304, Fe304-APTS e Fes30s-CEL apresentaram tamanho de

cristalito de 9,75 nm, 9,94 nm e 10,17 nm, respectivamente. Os diametros

Tese de doutorado — Caroline Oliveira da Rocha 82



hidrodindmicos das nanoparticulas foram avaliados por espalhamento de luz, obtendo
valores de indice de polidispersdo maiores que 0,1, indicando que Fe304, Fe304-APTS
e Fe304-CEL séo constituidas por nanoparticulas com alta dispersao de tamanhos. A
adicdo de APTS leva a uma melhor organizagao na distribuicdo de tamanhos, o que
sugere que ndo necessariamente aumentara o diametro hidrodindmico médio. A
amostra de Fe304-CEL apresentou diametro hidrodindmico de 1335 nm, este grande
aumento de tamanho, ocorreu devido a ligagdo do complexo enzimatico de celulase
na superficie das nanoparticulas.

A curva de titulacdo das amostras de Fes3Oas apresentou valores positivos de
potencial zeta em pH acido, refletindo a densidade de cargas positivas na superficie
das nanoparticulas de 6xido de ferro, uma vez que os grupos Fe-OH se encontram
protonados (Fe-OH2*) e apresentou Pl em pH 5,84. As nanoparticulas
funcionalizadas, apresentaram carga nula de superficie em pH 6,38. Neste ponto
ocorreu a formacdo de agregados devido a presenca de grupos amina com carga
neutra (NHz). A imobilizagdo de celulases nas nanoparticulas pode ser observada
devido a diminui¢&o do ponto isoelétrico para 2,61. A celulase se comporta como uma
molécula anfotérica e possui grupos funcionais acidos e basicos.

A analise termogravimétrica foi analisada para a avaliacdo da perda de massa.
A temperatura de decomposicao inicial (onset) da celulase livre foi de 200 °C. O que
indica um aumento na estabilidade térmica.

Nos espectros na regidao do infravermelho foram obtidos para confirmar as
modificacbes de superficie. As amostras de Fes3Os, Fes3Os-APTS e Fes04-CEL
apresentaram bandas em 580 cm™ e 630 cm’, relacionadas a vibracdo Fe-O de
magnetita e maghemita, respectivamente. A banda do espectro de Fe3Os+-APTS em
1162 cm? esta relacionada com a vibragdo de grupos amina. No espectro de FesOas-
CEL foram observadas bandas de deformagcdao de grupos amida do complexo
enzimatico das celulases.

A partir dos resultados obtidos pelas caracterizacdes das amostras foi possivel
verificar e analisar os processos de sintese e funcionalizagdo de nanoparticulas
magnéticas por co-precipitacdo e a imobilizagdo deste suporte em celulases CELLIC
CTEC 2. Todas as etapas foram realizadas com sucesso, seguindo para a etapa
seguinte do proximo capitulo de avaliacdo da atividade hidrolitica e hidrolise

enzimatica.,

Tese de doutorado — Caroline Oliveira da Rocha 83



4. INFLUENCIA DE CAMPO MAGNETICO ALTERNADO EM CELULASES
IMOBILIZADAS EM NANOPARTICULAS MAGNETICAS: APLICACAO NA
HIDROLISE DE BAGAGO DE CANA

Neste capitulo sdo apresentadas as metodologias empregadas na dosagem de
proteina e nos protocolos estabelecidos para determinar a atividade enzimatica de
celulase livre e celulase imobilizadas em nanoparticulas magnéticas (FesO4-CEL).
Sao apresentados também os resultados a conversao de celulose e hemicelulose
guando a celulase imobilizada é submetida em campo magnético alternado (AMF),
utilizando como substrato carboximetilcelulose e a hidrélise de bagaco de cana e sua

reutilizacdo em ciclos cataliticos.

4.1 Introducao

As usinas brasileiras especializadas na producdo de E2G sao: Raizen e
GranBio. A Raizen esta localizada em Piracicaba (SP) e utiliza o bagaco de cana,
enquanto a GranBio localizada em Sao Miguel do Campos (AL), utiliza a palha de
cana. Ambas as empresas iniciaram a producédo em larga escala em 2015 e houve
aumento no processamento do residuo da cana em 2019, atingindo 81,39 mil
toneladas de bagaco e palha consumidos (NOVA CANA, 2020).

As duas empresas produziram 6,11 milhdes de litros de etanol celulésico no
mesmo ano, 0 que poderia indicar uma expectativa positiva para 0 mercado se nao
fossem os entraves tecnoldgicos pelos quais as empresas passam. Um desses
entraves incluem a solubilidade das enzimas, a partir do momento que se adiciona o
coquetel enzimatico no meio reacional, apos a hidrolise essas enzimas que possuem
alto custo sdo descartadas na etapa de separacdo. Esse prejuizo poderia ser
minimizado com a imobilizacdo de celulases em nanoparticulas magnéticas, que
podem ser recuperadas e utilizadas em novos ciclos cataliticos. Outro fator importante
a ser considerado para a diminuicdo do custo da producédo do E2G é o design do
reator que teria menos etapas de separacao, sendo necessario apenas a utilizacdo de
um campo magnético externo induzido por um iméa de neodimio.

Um sistema de imobilizacdo adequado pode melhorar a estabilidade da enzima

em condicbes de reacdo adversas como pH extremo, alta temperatura e/ou na
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presenca de solventes organicos. Outro ponto a ser considerado no processo de
biocatalise € a contaminacdo de produtos de reacbes catalisadas pelas enzimas
imobilizadas que pode ser diminuida ou completamente contornada (LIESE;
HILTERHAUS, 2013).

A reacdo de hidrélise catalisada pelo biocatalisador magnético pode modificar
o sitio ativo do complexo enzimatico de celulases, havendo preferéncia de formacao
a outras moléculas, além de acucares redutores, como o &cido glicurdnico. As
moléculas derivadas da hidrélise de celulose sédo separadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), sendo necessario a utilizacdo de padrdes para identificar
esses compostos.

Apbs os processos biocataliticos, o grande desafio estd na separacdo dos
biocatalisadores imobilizados do meio reacional. Neste contexto, a associacado de
enzimas as nanoparticulas magnéticas € uma estratégia muito utilizada para a
separacao do produto apés a reacao enzimatica com o auxilio de aplicacado de campo
magnético externo (LIU et al, 2018).

Nas ultimas décadas, as nanoparticulas tém recebido grande atencdo como
suporte enzimatico. As propriedades deste material sdo atraentes para a aplica¢do na
imobilizacdo enzimética. Entre essas propriedades destacam-se a grande area de
superficie e a presenca de grupos hidroxila em sua superficie, 0 que permite sua
funcionalizagdo e a ligacdo com a enzima. A baixa porosidade e a estabilidade
mecanica sdo as caracteristicas que reduzem o0s obstaculos estéricos e sédo
importantes para o desenvolvimento de um sistema catalitico de matriz enzimatica
(LIU et al, 2015). A propriedade magnética das nanoparticulas pode garantir facil
separacéo e recuperacdo das enzimas imobilizadas para uso continuo, além disso os
processos de imobilizag&do na industria podem ser simplificados (LIU et al, 2018).

Ainda s@o necessarios avancos no uso de nanoparticulas magnéticas como
suporte enzimatico, para melhor compreenséo do efeito das propriedades magnéticas
na atividade enzimatica. Vale ressaltar que o uso das propriedades magnéticas de
nanoparticulas néo se restringe apenas a recuperacao magnética. Quando estao sob
campo magnético alternado (AMF), as nanoparticulas magnéticas apresentam
relaxacdo de Néel e de Brown, ao girar elas colidem entre si produzindo calor,
fenbmeno conhecido como hipertermia magnética (WU et al, 2015).

A aplicacdo de AMF pode favorecer a cinética enzimatica ao aumentar a taxa
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de colisdo entre o biocatalisador e o substrato, alterar o estado de agregacdo do
MCLEA e desencadear mudancas conformacionais enzimaticas ou aumentam a taxa
de difuséo, levando a melhorias de atividade no MCLEAs (ARMENIA et al, 2019).
Embora a hipertermia magnética tenha sido amplamente utilizada em aplicacbes
biomédicas como tratamento de cancer e na entrega de farmacos, ainda permanece
guase inexplorada para a aplicacao na catalise enzimatica, especialmente utilizando
MCLEAs.

LIU e colaboradores relataram a melhora na atividade de MCLEAs de lipases
sob AMF quando comparado com a enzima livre na resolugcéo de (R, S) -2-octanol.
Segundo os autores, a frequéncia influenciou mais na atividade da enzima, enquanto
a intensidade do campo nao alterou significantemente a resposta enzimatica (LIU et
al, 2015). No entanto, avangos em relacao a diferentes enzimas e AMF com diferentes
amplitudes e as frequéncias precisam ser investigadas cuidadosamente (LUCENA et
al., 2020).

O custo do suporte magnético estimado, levando em consideracédo apenas 0s
reagentes envolvidos na sintese, foi de R$ 2,65 para 1 mL de derivado imobilizado.
Levando em consideracao que esse valor foi realizado com reagentes com alto grau
analitico. O custo real serd mais baixo aplicado nas industrias devido aos reagentes
com menor pureza e a reutilizagdo por varios ciclos cataliticos barateando o valor

apresentado.

4.2. Materiais

4.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para a imobilizacdo foram celulase CELIC-CTEC 2
(Sigma  Aldrich), polietilenoglicol PEG (PM 4600, Sigma Aldrich), 3-
aminopropiltrietoxisilano (Sigma Aldrich). Para a obtencdo da atividade hidrolitica
foram utilizados como substrato 50 mg de filtro de papel quantitativo whatman n° 1
(1,0 x 6,0 cm), acido 3,5-dinitrosalicilico - DNS (LAC) e carboximetilcelulose (LAC). O
bagaco de cana-de-agucar pré-tratado foi disponibilizado pela Prof. Dr. Kelly Johana
Dussan Medina, IPBEN, UNESP, Araraquara. O pré-tratamento empregado se

encontra no Apéndice | e composicéo esta na tabela 1, Anexo I.

Tese de doutorado — Caroline Oliveira da Rocha 86



4.2.2 Técnicas empregadas de caracterizacéo

4.2.2.1 Espectroscopia na regidao do UV-Visivel

Os espectros UV-Visivel foram obtidos por espectrofotdmetro da marca Perkin
Elmer modelo Lambda 465. As medidas foram realizadas em cubetas de quartzo de
3.5 L e no comprimento de onda de 540 e 595 nm, caracteristico da absor¢éo de acido

3,5-dinitrosalicilico - DNS e de reagente de Bradford, respectivamente.

4.2.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para quantificar a concentracdo de acucares apds a hidrdlise, os produtos da
reacao foram analisados por CLAE em cromatégrafo Shimatzu equipado com bomba
de gradiente (LC-20AD Pump) e detector de indice de refracdo (RID-10A Refractive
Index Detector). A separacdo dos compostos foi obtida em coluna analitica de troca
ibnica Aminex HPX-87H a 60°C e solucdo de H2SO4 (0,05 M) fase movel, vazdo de
0,6 mL.min? e tempo de corrida individual de 12 min. As concentracdes de picos
encontrados foram analisadas e obtidas pela curva de calibracao, utilizando padrdes
analiticos de acucares e acidos organicos — glicose (t=8,9 min), xilose (t=9,4 min),
arabinose (t=10,1 min) e &cido glicurénico (t-=8,3 min). As amostras foram diluidas na

proporcao 1:5 e 1:10 em tampao citrato de sédio.

4.2.2.3 Hipertermia

As medidas de hipertermia magnética foram realizadas no equipamento
magneTherm ™ da NanoTherics da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos/SP. Em
eppendorf de 2 mL, 10 mg de bagaco de cana foram pesados e 1 mL (0.971 g/mL) de
Fes304-CEL dispersas em tampéo citrato de sodio (pH 4,8) e colocados em um
recipiente de isopor no centro de uma bobina com 17 voltas. As medi¢cbes foram
realizadas com frequéncia de 112 kHz e 25 mTfield (250 Oe), 1 a cada 5 minutos ao
longo de 30 minutos e a variagcdo da temperatura foi medida por uma sonda éptica

GaAsfiber acoplada a um transdutor de sinal, ambos da OpSens Inc.
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4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Dosagem de proteina — método de Bradford

Para o calculo de rendimento de imobilizacdo (equacédo 5), inicialmente foi
preparada uma solugédo 0,01 mg/mL de soroalbumina (BSA), utilizada como padrao.
A partir desta solucéo padrao foi realizada diluigcbes para as concentragdes de 0; 1,25;
2,5; 3,75; 5; 6,25; 7,5 e 8,75 pg/mL. Adicionou-se 0,8 mL de reagente de Bradford e
mediu a absorcao da forma anidnica em espectrofotdmetro, para a obtencéo da curva

de calibracédo na figura 1 em Anexo |.

R = @ x 100 (Equagio 5)

i
Onde R é o rendimento de imobilizacdo, Pi é a quantidade de proteina total
antes da imobilizacdo enzimatica (mg/mL) e P: € a quantidade de proteina total do

sobrenadante apo6s a imobilizagdo (mg/mL).

A equacdo 6 da curva analitica obtida esta destacada abaixo:
Abs = 0,88081 [Proteina] + 0,06758 R? = 0,994 (Equacgao 6)

Abs é o valor da absorbancia e [proteina] é a concentracdo de proteina

expressa em pg/mL.

4.3.2 Atividade da celulase livre e imobilizada em Fe3z0s-APTS

A caracterizacao de celulase apresenta problemas especiais para os estudos
de atividade. O substrato é insoluvel e estruturalmente variavel, esse fator somado a
complexidade da estrutura da celulase dificulta a dosagem de atividade hidrolitica,
sendo necessario a utilizacdo de protocolos especificos para cada enzima
componente do complexo enzimatico de celulase.

Antes de iniciar o estudo aplicando o complexo enzimatico CELLIC CTEC 2 em

bagaco de cana, ensaios de atividade foram realizados para comparar as atividades

Tese de doutorado — Caroline Oliveira da Rocha 88



enzimaticas de celulase livre e celulase imobilizada.

4.3.3.2 Preparacdo das amostras utilizando filtro de papel (FPU) para acgucares

redutores produzidos na reacao de hidrolise.

O ensaio FPU ndo é linear, por isso neste caso atribui-se um valor arbitrario de
2 mg de agucar redutor produzido em 50 mg de filtro de papel (4%) em 60 minutos
para calcular FPU (Filter Paper Unit). A unidade FPU é baseada na unidade

internacional (1U).

11U = 1umol x min~?! de agucares redutores formados

durante a reagao de hidrolise. (Equagdo 7)

Considerando a glicose como o acucar redutor produzido, considera-se que 1
IU=0,18 mg x min-t. A quantidade absoluta de glicose liberada no ensaio FPU é 2 mg
(2 mg glicose corresponde a 2/0,18 ymol). Esta quantidade de glicose foi produzida

por 0,3 mL de enzima adicionada nas amostras por 60 minutos:

2mg = = 0,62 ymol min~tmL™! = [lU mL™! (Equacgio 8)

0,18 x 0,3 x 60

Foram preparadas solucdes padréo de glicose em concentragdes de 1; 2; 3,25;
e 5 mg/mL para a obtencéo da curva de calibracédo (Figura 2 em Anexo 1). O branco
foi preparado utilizando 1,2 mL de tampao citrato (pH 4,8, 0,03 mol/L) e 0,3 mL de
agua, que foram colocadas no banho maria por 1 hora a 50°C, posteriormente foram
adicionados 3 mL de DNS. A solugéo foi submetida a temperatura de 100°C por 5
minutos. Para a preparacéo do branco da enzima foi utilizado 1,2 mL de tampao citrato
e 0,3 mL de enzima, foram submetidas a tratamento térmico por 1 hora a 50 °C,
posteriormente foi adicionado 3 mL de DNS. A solucéo foi colocada no banho maria a
100 °C por 5 minutos. No tubo de reacdo foram realizadas diluicbes da enzima, e o
mesmo procedimento para a preparacao do branco da enzima foi utilizado, no entanto
o substrato foi 50 mg de filtro de papel quantitativo whatman n° 1(1,0 x 6,0 cm). Todas

as amostras foram medidas em espectrometro UV-vis a A=540 nm (GHOSE, 1987). A
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equacdao da curva analitica encontrada esta representada abaixo:

Abs = 0,20524 [glicose] — 0,02743 R? =0,998  (Equacio 9)

Abs é o valor da absorbancia e [glicose] é a concentracao de glicose expressa

em pg/mL.

4.3.3.3 Preparacao de amostras de Carboximetilcelulose (CMC) para a determinacéo

de atividade de endoglicanases

Para este procedimento foi utilizado 2% de carboximetilcelulose (grau de
substituicdo = 0,7) em 0,05 mol/L de tampéao citrato de soédio pH 4,8. A partir da
solucéo estoque de glicose 2 mg/mL foram preparadas diluicdes em concentracdes
de 0,25; 0,3; 0,5; 1;1,3 e 2 mg/mL para a obtencao da curva de calibracéo (Figura 3
em Anexo I). No ensaio foi adicionado 0,5 mL de enzima em um tubo de ensaio, duas
diluicdes foram feitas. Uma diluicdo deve liberar mais que 0,5 mg de acucares
redutores e outra diluicdo com liberacdo menor que 0,5 mg (quantidade absoluta).
Apos a diluicdo, o tubo de ensaio foi levado ao banho a 50 °C e foi adicionado 0,5 mL
de substrato e incubado nesta temperatura por 30 minutos. 3 mL de DNS foi
adicionado ao tubo de ensaio e fervido por 5 minutos. Foram feitas amostras para o
branco e branco da enzima. Todas as amostras foram medidas em espectrometro UV-

vis a A=540 nm. A equacédo da curva analitica encontrada esta representada abaixo:

Abs = 0,38416 [glicose] — 0,0630 R? = 0,990 (Equacao 10)

Abs € o valor da absorbancia e [glicose] € a concentragcao de glicose expressa

em pg/mL.

4.3.4 Hidrélise de CMC e bagaco de cana

Para quantificar a quantidade de acucares redutores (glicose, xilose e
arabinose) e acido glicurbnico foi obtida trés equacdes, uma para cada acucar,

respectivamente, e o acido relacionando a area do pico com a concentracao obtida na
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curva de calibracéo (Figura 4, ANEXO ).

Area = 274064 [glicose] + 422,67 R? = 1,0 (Equagio 11)

Area = 272885 [xilose] + 282,97  R?>=1,0 (Equacio 12)

Area = 272735 [arabinose] — 39,154 R? = 0,998 (Equacio 13)

Area = 272735 [4cido glicordnico] — 39,154 R? = 0,991 (Equacio 14)

A hidrolise do bagaco de cana e de CMC foram realizadas em banho
termoestatizado sob temperatura de 60° C. As amostras de 10 mg de bagaco de cana
pré-tratada e amostras de 0,5 mL de CMC foram adicionados em tubos de ensaios,
utilizado 1,2 mL de tampao citrato, 0,3 mL de biocatalisador e colocados no banho por
1 hora. O biocatalisador foi retirado com o auxilio de um ima, posteriormente as
solu¢cbes foram armazenadas em eppendorf para analise no equipamento de CLAE.
O grau de conversédo de bagaco de cana foi determinado utilizando as equacdes
abaixo:

M.
Conversao de hemicelulose (%) = (F 3\; ) x 100 (Equacgao 15)
H-Mp
Conversao de hemicelulose (%) = (F ;\C/I ) x 100 (Equacgao 16)
H-Mp
My
Conversao de celulose (%) = (F M ) x 100 (Equagao 17)
c-Mp

Em que Msc € a massa de acido glicurénico apés a hidrdlise (mg), Fu € a fracéo
de hemicelulose (g.g'), M» é a massa de bagaco de cana utilizada para realizar a
hidrolise, Mx € a massa de xilose ap0s a hidrélise, Mg € a massa de glicose apés a

hidrolise e Fc € a fracéo de celulose.
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4.3.4 Hidré6lise de CMC em AMF

A hidrolise de CMC foi realizada no equipamento magneTherm™ da
NanoTherics sob temperatura de 60° C. As amostras de 0,5 mL de CMC foram
adicionados em tubos de ensaios e submetidas ao campo por 3,2, 10,15, 20, 25,30 e
60 minutos. A solucao de catalise foi retirada com o auxilio de um ima, posteriormente
as solucdes foram armazenadas em eppendorf para andlise no equipamento de
CLAE.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1. Rendimento de imobilizacdo enzimatica

Os dados de rendimento de imobilizagdo podem ser obtidos realizando
experimentos para a dosagem de proteina pelo método de Bradford, antes e apods a
imobilizacdo enzimatica. A agua de lavagem possui a quantidade de proteina perdida
apos a sintese, sendo possivel o célculo de rendimento. Na tabela 4.1 encontram-se
os resultados de quantidade de proteina das amostras CEL e Fe304-CEL. Inicialmente
a celulase livre apresentou quantidade de proteina de 0,23053 ug/mL e apls a
imobilizacdo enzimatica apresentou 0,23039 ug/mL. Este resultado demonstra que a
quantidade de proteina perdida foi muito pequena e o célculo de rendimento de
imobilizagédo, segundo a equacéao 5 da secao 4.3.3.1, foi de 99%.

Tabela 4.1 - Dosagem de proteina antes e ap0s a imobilizagéo.

_ _ Tempo de Rendimento de Quantidade de
Biocatalisador - ) -
imobilizag&o (h) imobilizagéo (%) proteina (ug/mL)
CEL ‘ - - 0,23053

Fes04-CEL ‘ 16 99% 0,23039

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.4.2. Atividade global FPU de CEL Livre e Fe3Os-CEL

Na figura 4.1 apresenta a atividade hidrolitica global de celulase imobilizada em
nanoparticulas magnéticas (FesOs-CEL) e celulases livres (CEL). Na faixa de pH de 3
a 7, a celulase livre apresentou resultados de atividade hidrolitica maiores quando
comparada com a celulase imobilizada. Em algumas situacfes, a imobilizacdo pode
provocar a diminuicdo na atividade enzimatica, devido as ligacdes covalentes
formadas entre enzimas e nanoparticulas magnéticas, alterando a conformacgéo do
sitio da enzima. Outro fator que influencia nos resultados de atividade de celulases
estéa relacionado ao tipo de substrato, no caso da atividade hidrolitica global utiliza-se
substrato sélido o que interfere no efeito de transferéncia de massa que depende dos
mecanismos de adsor¢éo e dessorcao ao sitio ativo da enzima (OBENG et al., 2017).

Figura 4.1 — Efeito do pH na atividade enzimatica (FPU).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A modificacdo conformacional de celulase imobilizada apresentou vantagens
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em pH mais basicos, na faixa de pH entre 8 e 10, a enzima imobilizada apresentou
excelentes resultados de atividade. Nas faixas de pH entre 6 e 6,5 ndo apresentou
atividade hidrolitica para diluicbes que liberassem acima de 2 mg de glicose, por este
motivo foi considerada atividade igual a zero. A celulase imobilizada possui pH 6timo
em 8, enquanto a celulase livre apresentou pH 6timo em 4,8. A tabela 2 referente aos
dados apresentados no grafico da figura 4.1 pode ser encontrada no anexo |.

Atualmente existem poucas industrias no mundo que produzem E2G em larga
escala, a partir do levantamento realizado (SUSMOZAS et al., 2020), verificou-se que
as empresas utilizam coquetel enzimatico de celulase na sua forma livre, portanto as
rotas de hidrolise do bagaco e palha de cana operam entre pH 4,8 e 5. Com a
possibilidade de utilizacdo do suporte Fesz04-CEL, o pH do meio reacional alcalino
demonstrou maior atividade, sendo possivel utilizar pré-tratamento basico no
processo de deslignificacdo e aplicacdo do biocatalisador magnético com menos
etapas de lavagem.

Para verificar a temperatura 6tima das amostras de Fes304-CEL e CEL foram
realizados experimentos em diferentes valores de temperatura (35 °C, 40 °C, 45 °C,
50 °C, 55 °C e 60 °C). Na tabela 3 apresenta os valores de atividade hidrolitica em
FPU de celulase livre e imobilizada que se encontra no Anexo |. Afigura 4.2, apresenta
os resultados de atividade hidrolitica relativa, a celulase imobilizada apresentou maior
estabilidade térmica em 35 e 50 °C quando comparada com a livre. A celulase livre
apresentou baixa atividade hidrolitica na temperatura de 35 °C, em temperaturas
maiores de 40, 45 e 55 °C houve aumento de atividade. A amostra de CEL apresentou
temperatura 6tima em 60 °C, mesmo resultado foi obtido para Fez0s-CEL.

As industrias de E2G operam em temperatura amenas que podem variar entre
40 e 50 °C (SUSMOZAS et al., 2020) devido a utilizacdo de coquetel enzimatico
soltvel. Observa-se que a enzima suportada apresentou quase o mesmo perfil que a
enzima imobilizada, sendo a principal diferenga no comportamento o fato de a enzima
imobilizada apresentar atividade em torno de 35°C. Este resultado sugere que o
processo pode ter sua temperatura diminuida quando na presenca da enzima
imobilizada obtida neste trabalho, o que resultaria em grande economia de energia no

processo.
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Figura 4.2 — Efeito da temperatura na atividade enzimatica (FPU).
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.3 Atividade hidrolitica de endoglicanases

Na figura 4.3 apresenta a atividade hidrolitica de endoglicanases para celulase
imobilizada em nanoparticulas magnéticas (Fesz04-CEL) e celulases livres (CEL). A
tabela 4, Anexo I, lista os resultados de atividade hidrolitica para endoglicanases em
U/mL. Na faixa de pH de 3 a 6, a celulase livre apresentou maior estabilidade ao pH.
Na faixa de pH de 7 a 10, a celulase imobilizada apresentou melhores resultados,
enquanto a celulase livre foi inativada. A celulase imobilizada possui pH 6timo em 9,
enguanto a celulase livre apresentou pH 6timo em 4,8. Nos processos industriais, 0
pH de trabalho esta na faixa de 5 a 7, com esses resultados podemos inferir que a
modificacdo conformacional das enzimas favorece processos de hidrolise em meio
alcalino. Vale ressaltar que o CMC é um substrato soltvel o que implica em pouca

resisténcia a transferéncia de massa.
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Figura 4.3 — Efeito do pH na atividade enzimatica (endoglicanases).
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Fonte: Elaborada pela autora.

As endoglicanases podem apresentar maior composicdo no coquetel
enzimatico CELLIC-CTEC 2, a possibilidade de que a modificacdo conformacional de
celulase imobilizada esteja relacionada em grande parte a essa enzima, o que explica
os resultados de atividade global em meio alcalino.

Para verificar a estabilidade térmica das amostras de Fesz04-CEL e CEL foram
realizados experimentos em diferentes valores de temperatura (35°C, 40°C, 45°C,
50°C, 55°C e 60°C) para endoglicanases. Na tabela 5, no anexo I, estéo listados os
valores de atividade hidrolitica em U/mL de celulase livre e imobilizada.

A figura 4.4 apresenta os resultados de atividade hidrolitica relativa. A celulase
imobilizada apresentou maior estabilidade térmica que a livre nas temperaturas de 55
°C. A celulase livre apresentou baixa atividade hidrolitica na temperatura de 35 °C,
mesmo resultado foi obtido para o ensaio FPU. Para as diluicbes de celulase
realizadas nao houve liberacao de glicose acima de 0,5 mg, por este motivo, atribui-

se valor de atividade igual a zero. A amostra de CEL apresentou temperatura 6tima
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em 45 °C, enquanto para Fe304-CEL foi obtido em 55 °C.

Figura 4.4 — Efeito da temperatura na atividade enzimatica (endoglicanases).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Foi avaliada a capacidade de reutilizagdo da amostra de celulase imobilizada
(fig. 4.5), para isso a mesma enzima imobilizada foi reutilizada por 8 ciclos em
substrato soltuvel de carboximetilcelulase. No segundo ciclo houve redugéo percentual
de 59,3% na atividade de FesOs-CEL para endoglicanases. No terceiro ciclo houve
perda de mais 6,2% e se manteve praticamente constante em 30% da atividade
hidrolitica inicial nos ciclos seguintes. Ainda ha possibilidade de otimizacao
experimental para aumento dos ciclos cataliticos, utilizando solventes organicos no
processo de lavagem do biocatalisador magnético para que consiga diminuir o

impedimento dos sitios ativos do complexo enzimatico pelo substrato.
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Figura 4.5 — Reutilizagédo de FesO4-CEL para endoglicanases.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.4.4 Hidrélise do bagaco de cana

Com o objetivo de avaliar a conversao (%) de hemicelulose e celulose na
reacdo de hidrolise dos biocatalisadores (CEL e Fes04-CEL) foram realizados ensaios
de hidrdlise enzimética por 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas, utilizando as fragfes solidas
de bagaco de cana (celulignina) obtidas do pré-tratamento. As condi¢cdes de pré-
tratamento tornam a hemicelulose contida na biomassa mais acessivel as celulases o
que influencia diretamente na conversdao em glicose. O tempo de retencao para 0s
acucares redutores (glicose, xilose e arabinose) e &cido glicurénico sédo apresentados
na tabela 4.2. A partir deste resultado foi possivel comparar com os resultados obtidos

pelos cromatogramas.
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Os cromatogramas de conversao de hemicelulose de celulignina em &cido
glicurénico no tempo de retencdo de 8,3 minutos sdo apresentados na figura 4
(ANEXO 1). Nao era esperado este resultado, esperava-se a conversao de
hemicelulose em xilose, visto que o fabricante do complexo enzimético CELLIC
CTEC2 descreve como um produto otimizado para a producéo de etanol celuldsico
(NOVOZYMES, 2010). A partir dos resultados obtidos, a modificagcdo conformacional
das enzimas provocada pela imobilizagdo ao suporte magnético promoveu a
preferéncia por outra rota de hidrélise contribuindo para a formacdo de acido

glicurdnico.

Tabela 4.2 - Tempo de retencéo (min) dos padrdes de acido glicurdnico, glicose, xilose e arabinose.

Tempo de retencéao

Padrdes (min)
Acido glicurénico 8,324
Glicose 9,412
Xilose 10,082
Arabinose 10,937

Fonte: Elaborada pela autora.

Na tabela 4.3 apresenta-se a relacdo de tempo de reacdo e conversao de
hemicelulose (%) e celulose (%) ao utilizar o complexo enzimético na forma livre. Os
resultados apresentam conversédo de celulose muito baixa, enquanto a converséo de
hemicelulose para a amostra de CEL apresentou maior conversao de 18,46% apos 48
horas de hidrdlise. Os valores de conversédo estéo relacionados diretamente com a
forma de preparo da solucdo de celulignina e tampé&o citrato, sendo que foram
preparadas solucbes separadas em tubos de ensaio com 10 mg de substrato e 1,2
mL tampdéo. Os resultados podem ser melhorados preparando o substrato em um
béquer com tampao citrato e o substrato em batelada e depois retirar as aliquotas

necessarias para a reacao de hidrélise.
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Tabela 4.3 — Conversao de hemicelulose e celulose utilizando celulase livre.

Tempo de reacéo (h) Co-nverséo de Conversao de celulose
Hemicelulose (%) (%)
3,225 -
14,37 0,03077
=2 9,202 i
e 12,91 i
E 18,46 ]
72 11,95 ]

Fonte: Elaborada pela autora.

Para avaliar a conversdo (%) de hemicelulose e celulose do biocatalisador
magnético (Fes04-CEL) foram realizados ensaios de hidrélise enzimética por 4, 8, 12,
24, 36, 48 e 72 horas (Tabela 4.4). Os cromatogramas de conversédo de hemicelulose
em xilose encontram-se na figura 5 (ANEXO [). Nao houve formacdo de &cido
glicurdnico, houve também converséo de celulose em glicose no tempo de reacdo de
4 h. Estudos mais aprofundados sobre a modificagdo conformacional do complexo
enzimatico devem ser realizados para relacionar os resultados aos mecanismos de
hidrélise. E necessario salientar que apenas esta amostra apresentou preferéncia
para conversdo de hemicelulose em xilose, todas as outras amostras houve
preferéncia para a formacao de acido glicurénico. A partir deste resultado, os estudos
pela rota de imobilizac&o descrita nesta tese devem ser aplicados para a producao de

acido glicurbnico.

Tabela 4.4 — Conversao de hemicelulose e celulose utilizando biocatalisador magnético.

Tempo de reacéo (h) Conversao de Conversao de celulose
P ¢ Hemicelulose (%) (%)
31,96 2,618
5,266 0,02628
12 1,953 0,03383
24 1,971 0,02951
36 5,503 0,09695
48 5,946 0,1264

Tese de doutorado — Caroline Oliveira da Rocha 100



12 6,473 0,1265

Fonte: Elaborada pela autora.

A tabela 4.5 apresenta o numero de ciclos em relacdo a conversao de
hemicelulose (%), o tempo de reacdo de cada ciclo foi de 24 h. No primeiro ciclo, a
conversao de hemicelulose foi de 17%, os proximos ciclos apresentam conversao com
valores de porcentagem menores devido ao impedimento do sitio ativo pelo substrato.
Esse impedimento tem como consequéncia a diminuicdo de hidrélise com valores de

conversao de hemicelulose entre 3,3% e 9,3%.

Tabela 4.5 — Converséo de hemicelulose e celulose utilizando biocatalisador magnético por nimeros
de ciclos, cada ciclo tem duracéo de 24 h.

NGmero de ciclos Converséo de Conversaéo de celulose
Hemicelulose (%) (%)

17,09 -

3,397 .

12,58 0,03098

9144 0,04628

5,731 -

9,296 -

9,237 -

Fonte: Elaborada pela autora.

~N o o WN P

4.4.5 Hidrélise sob influéncia de campo magnético alternado (AMF)

Para avaliar a influéncia de AMF, as amostras de carboximetilcelulose (CMC)
com o biocatalisador magnético foram submetidas a campo magnético alternado por
3,2, 15, 20, e 25 minutos. Os cromatogramas se encontram no anexo |. Em todas as
amostras nao foram encontrados picos de arabinose, o pico de acido glicurénico,
glicose e xilose foram encontradas para todas as reacdes. A hipotese de que a glicose
seria oxidada a acido glicurdnico pode ser descartada, pelos resultados obtidos nos
cromatogramas observa-se a formacéo de acido no tempo de reacdo de apenas 3,2
minutos. A tabela 4.6 apresenta baixa conversdo de hemicelulose e celulose

utilizando biocatalisador magnético. Observa-se pelos resultados que a conversao de
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hemicelulose diminuiu sob influéncia de AMF na frequéncia de 112 Hz e campo

magnético de 25 mT.

Tabela 4.6— Conversdo de hemicelulose e celulose utilizando biocatalisador magnético e substrato
CMC sob AMF.

_ Conversao de Conversao de celulose
Tempo de reacdo (min) _
Hemicelulose (%) (%)
3,2 0,6283 0,02838
15 0,5423 0,02628
20 0,5464 0,03383
25 0,2870 0,03129

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir da curva de aguecimento da amostra de Fes04-CEL, foi calculado o
valor de taxa de absorcdo especifica (SAR) que, de forma simplificada, mede a
energia absorvida por unidade de massa do material magnético presente na amostra.

O calculo de SAR esté relacionado com a equacéao 18.
dT
SAR = Cmd)(a)max (Equacao 18)

Em que Cm é a capacidade calorifica da amostra ou da agua (4,187 J.g1.K1),
® é a razao entre as massas da dispersdo e do material magnético presente nessa
disperséo (P=mgyispersao/Mre) € (dT/dt)max corresponde a inclinagdo da curva de
aquecimento (VERGES et al., 2008). Os valores de (dT/dt)max foram calculados para
a curva de aquecimento pelo ajuste da equacéo BoxLucas modificada (Equacéo 18),
da qual o produto dos parametros a e b € numericamente igual a inclinacéo inicial da
curva analisada. A figura 4.7 apresenta o método de calculo desses parametros de
aliquotas de 0,3 mL de amostra Fe304-CEL (8,5 mg eymL). O mesmo método foi
aplicado para a amostra de bagaco de cana pré-tratada (celulignina). Os valores de

SAR calculados estdo na tabela 4.12.

y=a(1-ebtt) Equacio (19)
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Figura 4.6- Ajuste da equacao Box-Lucas modificada para o célculo das constantes a e b para as
amostras de Fe304-CEL (f = 112 Hz, 25 mTfield (250 Oe)). a) substrato: carboximetilcelulose, t = 25
min. b) substrato: cana de agucar, t = 60min.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Observa-se gque a energia absorvida pelas nanoparticulas de 6xido de ferro

(magnetita) durante a biocatalise de CMC sob influéncia de campo magnético

alternado € ligeiramente maior que a energia absorvida pelo mesmo biocatalisador no
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processo de hidrolise de bagaco de cana. Os dados da tabela 4.7 sugerem que o tipo
de substrato utilizado atua como uma barreira que limita a difusdo de calor das
nanoparticulas (Fe304-APTS). Salienta-se que o calculo de SAR é usado em
processos de hipertermia em drug delivery e que, portanto, é necessario padronizar

os calculos para a aplicacdo em biocatalise.

Tabela 4.7— Taxa de absorcéo especifica (SAR) dos materiais sintetizados, calculadas a partir do ajuste
das curvas temperatura x tempo com campo magnético 25 mTfield e frequéncia f = 420 kHz

Substrato Material SAR/W.g?
CMC Fes04-CEL 15,83
Celulignina (bagaco) Fes304-CEL 10,3597

Fonte: Elaborada pela autora.

A amostra de bagaco de cana (celulignina) foi hidrolisada pelo biocatalisador
magnético e submetida ao mesmo campo magnético alternado e frequéncia da
amostra de CMC por 60 minutos. A tabela 4.8 apresenta a converséo de hemicelulose
e celulose que foram baixas nas condi¢cdes do experimento. As reacdes de hidrélises
de bagaco de cana devem ocorrer em tempo minimo de reacdo de 24 horas para a
obtencéo de valores de conversao de hemicelulose e celulose significativos, portanto
0 uso de campo magnético alternado ndo aumentou a conversao em tempo de reacéo

menor.

Tabela 4.8— Conversao de hemicelulose e celulose de celulignina utilizando biocatalisador magnético
sob AMF.

) Converséao de Conversao de celulose
Tempo de reagdo (min) )
Hemicelulose (%) (%)
60 0,5706 0,02109

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.5 Conclusoes

Os célculos de rendimento de imobilizacdo demonstraram que 99% de celulase
utilizada no ensaio foi imobilizada, devido ao baixo teor de proteina na 4gua de
lavagem.

A atividade hidrolitica global FPU foram analisadas para avaliar o
comportamento enzimatico do coquetel do complexo de celulases apds a
imobilizacdo. A celulase livre apresentou pH 6timo em 4,8 e apresentou resultados de
atividade maiores em uma faixa de pH mais acido. A celulase imobilizada apresentou
bons resultados na faixa de pH béasica de 8 a 10, e pH 6timo em 8 e ndo apresentou
atividade significativa em pH 6 e 6,5.

A atividade hidrolitica de endoglicanases, enzima presente no coquetel
enzimatico, também foram analisadas para avaliar a atividade apds o processo de
imobilizacdo. A celulase imobilizada apresentou bons resultados na faixa de pH de 5
a 10 e pH 6timo em 9. A celulase livre apresentou pH 6timo em 4 e apés esse valor
de pH a atividade diminui para zero na faixa de pH bésico.

A conversdo (%) de hemicelulose e celulose na reacdo de hidrélise dos
biocatalisadores (CEL e Fe304-CEL) foram avaliados e apresentaram converséo de
celulose muito baixa, enquanto a conversdo de hemicelulose para a amostra de
Fe304-CEL apresentou maior conversao de 18,46% ap0s 48 horas de hidrélise. Nao
era esperado este resultado, esperava-se a conversao de hemicelulose em xilose,
visto que o fabricante do complexo enzimatico CELLIC CTEC2 descreve como um
produto otimizado para a producédo de etanol celulésico. O biocatalisador magnético
apresentou 30 % da atividade inicial apés 8 ciclos cataliticos em substrato de
carboximetilcelulose.

A conversédo de hemicelulose e celulose foi avaliada sob influéncia de AMF na
frequéncia de 112 Hz e campo magnético de 25 mTfield. As amostras livre e
imobilizada apresentaram baixa conversdo de hemicelulose e celulose devido ao
tempo de reacéo de hidrolise baixo e a aplicacdo de campo magnético alternado néao
influenciou no aumento da taxa de conversdo. As reacdes de hidrolises de bagaco de
cana devem ocorrer em tempo minimo de reacdo de 24 horas para a obtencdo de
valores de converséo de hemicelulose e celulose significativos.

Observa-se gque a energia absorvida pelas nanoparticulas de 6xido de ferro
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(magnetita) durante a biocatalise de CMC sob influéncia de campo magnético
alternado € ligeiramente maior que a energia absorvida pelo mesmo biocatalisador no

processo de hidrolise de bagaco de cana.
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CONCLUSOES FINAIS

O método de imobilizagdo enzimatica utilizando nanoparticulas magnéticas foi
realizado com sucesso e apresentou resultados inesperados em relagéo aos produtos
da reacao de hidrolise do bagaco de cana. Neste processo de hidrolise foi identificada
a molécula de acido glicorénico que possui valor agregado pois é o precursor do acido
hialurénico utilizado, principalmente, como molécula antioxidante na industria de
cosmeéticos. Existem poucas rotas de sintese citadas na literatura do acido hialurénico
e esta rota proposta neste trabalho deve ser investigada mais detalhadamente em
pesquisas futuras.

As reac6es de hidrélise do bagaco e palha de cana operam entre pH 4,8 e 5.
Com a possibilidade de utilizagédo do suporte Fes304-CEL, o pH do meio reacional
alcalino demonstrou maior atividade, sendo possivel utilizar pré-tratamento basico no
processo de deslignificacdo e aplicacdo do biocatalisador magnético com menos
etapas de lavagem.

A utilizagdo de coquetel enzimético de celulases solluvel opera em temperatura
amenas que podem variar entre 40 e 50 °C. Observa-se que a enzima imobilizada
apresentou boa atividade em torno de 35 °C, embora a temperatura 6tima seja a 60
°C. Este resultado sugere que o processo pode ter sua temperatura diminuida quando
na presenca de biocatalisador magnético obtido neste trabalho, o que resultaria em
grande economia de energia no processo de hidrélise.

Os valores de conversao de hidrélise CEL e Fe304-CEL foram avaliados e
apresentaram valores muito baixos, a conversdo de hemicelulose para o derivado
imobilizado apresentou valor de 18,46 % apds 48 horas de hidrélise. Apés 8 ciclos
cataliticos o biocatalisador magnético apresentou 30 % da atividade inicial. A
conversdo de hemicelulose e celulose foi avaliada sob influéncia de AMF na
frequéncia de 112 Hz e campo magnético de 25 mT. As amostras livre e imobilizada
apresentaram baixa conversao de hemicelulose e celulose devido ao tempo de reacao

de hidrdlise baixo.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliacéo de atividade de celobiase e celobiohidrolase do coquetel enzimatico,
CELLIC CTEC 2, imobilizada em nanoparticulas magnéticas;

e Aumento na eficiéncia de conversdo de hemicelulose e celulose (%)
modificando o processo de preparo da amostra;

e Modificacdo da aplicacdo do estudo para producdo de &cido glicorénico,
molécula com valor agregado e alta demanda no mercado mundial,

e Estudos cinéticos das amostras de celulase livre e imobilizada;

e Estudo sobre modelagem computacional, para compreender as mudancas de
conformacao das enzimas do complexo enzimatico e estudar como o substrato

interfere na reacao de hidrdlise.
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APENDICE |

Pré-tratamento do bagaco de cana

O bagaco de cana-de-agucar foi caracterizado e submetido a hidrélise acida
(pré-tratamento) em autoclave utilizando Erlenmeyer com capacidade volumétrica de
5 litros. A hidrdlise foi realizada empregando-se 2 % (p/v) de acido sulfurico para uma
relacéo solido-liquido de 1:10, temperatura de 121 °C por 71 minutos (TELLEZ-LUIS,
2002, apud MELLO, 2017). O hidrolisado hemiceluldsico obtido, apos ser filtrado para
separacdo da massa solida (celulignina), foi armazenado em camara fria a 4 °C. A
celulignina resultante dessa etapa foi lavada com agua para remocao do acido
residual, seca ao sol até umidade em torno de 10 % e armazenada a temperatura

ambiente para posterior processo de deslignificacao.

Deslignificacdo do bagaco de cana pré-tratada

O sdélido resultante da etapa de pré-tratamento (celulignina) foi submetido a um
processo de deslignificacdo alcalina, em autoclave utilizando Erlenmeyer com
capacidade de 1000 mL, com uma relagéo sélido-liquido de 1:20, a uma temperatura
de 110 °C (DUSSAN, 2014, apud MELLO, 2017), concentracdo de NaOH 2,2%p/v) e
o tempo de reacdo de 100 min. A fracdo solida obtida (celulose) foi lavada com agua
destilada para remocéo da lignina extraida até pH neutro. ApGs este procedimento, a

fracao celuldsica obtida tem 85 % de celulose
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ANEXO |

Figura 1 - Curva e calibracdo para a dosagem de proteina.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Figura 2 - Curva de calibracdo para a ensaio FPU.
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Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 3 - Curva de calibracdo para a ensaio de atividade para endoglicanase.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4 - Hidrélise de bagaco de cana utilizando celulase livre.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5 — Hidrdlise de celulignina utilizando biocatalisador magnético.
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Figura 6 - Hidrélise de bagaco de cana utilizando Fe3O4-CEL realizada em ciclos de 24 h.
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Figura 7 - Hidrolise de CMC em campo magnético alternado.
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Fonte: Elaborada pela autora.
Tabela 1 - Composi¢éo de Celulignina (bagaco de cana pré-tratada utilizada na analise).
Componentes Bagacgo “in natura” Celulignina
Celulose (%) 32,49 + 1,66 105,5 £ 1,05
Hemicelulose (%) 21,83 £ 0,68 13,37 £ 0,85
Lignina total (%) 27,80 + 1,30 34,63 +£0.84
Acetil (%) 2,87 0,49 0,54 + 0,08
Extrativos (%) 15,40 + 0,64
Cinzas (%) 5.17 £ 0,32 3,05+0,04
Total (%) 105,5+1,05 99,05 + 0,39

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 2 - Efeito do pH na atividade enzimatica (FPU).

Atividade Atividade
pH Hidrolitica FPU Hidrolitica FPU
CEL Fes;04-CEL
3 403+0,00 83+0,00
4 410+0,00 230,00
4,8 424+0,00 56+0,00
5 415+0,00 74+0,00
55 404+0,00 82+0,00
6 269+0,00 0+0,00
6,5 246+0,00 040,00
7 189+0,00 51+0,00
7,5 164+0,00 66%0,00
8 162+0,00 157+0,00
9 0+0,00 149+0,00
10 0+0,00 123+0,00

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica (FPU).

Atividade Atividade
T(°C) Hidrolitica FPU Hidrolitica FPU
CEL Fes;0.-CEL

35 0+0,00 622+0,00
40 365+0,00 439+0,00
45 542+0,00 680+0,00
50 526+0,00 761+0,00
55 628+0,00 734+0,00
60 653+0,00 903+0,00

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 4 - Efeito do pH na atividade enzimatica (endoglicanases).

Atividade Hidrolitica para

endoglicanases (U/mL)

Atividade Hidrolitica
para endoglicanases

PR CEL (U/mL)
Fes0,-CEL
3 787 £ 6,18 163 + 1,66
4 926 + 1,72 134 + 3,98
4,8 883 + 21,39 84,0 + 4,23
5 768 + 3,63 228 + 0,832
6 414 + 0,00 187 + 5,40
7 310 + 0,00 228 + 0,00
8 0,00 + 0,00 222 + 1,15
9 0,00 + 0,00 267 + 0,00
10 0,00 + 0,00 238 + 2,36

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 5 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica (FPU).

Atividade Atividade
TC0) Hidr(?litica Hidrt?litica
Endoglicanase Endoglicanase
CEL Fes;04-CEL
35 376 + 3,36 604 + 3,29
40 447 £ 1,72 652 + 4,93
45 957 + 2,26 1314 + 0,40
50 683 + 2,26 828 + 3,97
55 581 £ 0,00 2012 + 1,489
60 720 + 6,85 1312 £ 12,50

Fonte: Elaborada pela autora.
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