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RESUMO

Uma etapa fundamental no processamento de subprodutos ricos em celulose e
hemicelulose é a sua hidrdlise em aglcares monoméricos e sua posterior conversdo em
bioprodutos de interesse comercial. A hidrolise quimica e/ou fisica geralmente gera
custos energéticos altos e subprodutos toxicos. Nesse contexto, a aplicacdo de enzimas
neste tipo de hidrolise é muito mais correta e amigavel ao meio ambiente. Entretanto, o
uso industrial de enzimas pode ser inviavel economicamente dependendo de seu custo e
da dificuldade de reuso, bem como da manutencdo de sua estabilidade durante o
processo biocatalitico. A fim de superar essas limitacdes, surge como técnica
promissora a imobilizacdo de enzimas em materiais solidos. Nesse contexto, 0 presente
projeto propds imobilizar enzimas celuloliticas, de preparado enziméatico comercial, em
oxido de grafeno magnetizado (OGM) e avaliar o potencial da imobilizac&o e atividade
catalitica no presente suporte. A sintese de 6xido de grafeno magnetizado (OGM)
apresentou um rendimento de 15,9 vezes superior em relacdo a quantidade inicial de
oxido de grafeno (OG) utilizada. Foi definida uma faixa ideal para a quantidade de
proteinas adicionadas na imobilizacdo de 55-65 mg por grama de suporte, considerando
a saturacao do suporte e a estabilizacdo da atividade enzimatica, com um rendimento de
imobilizacdo por proteinas de 68% e cerca de 42 mg de proteina imobilizada por grama
de suporte. As condicdes ideais para a atividade de endoglucanase e xilanase, livres e
imobilizadas, encontraram-se na faixa de pH 4-5 e temperatura de 50-70°C. A fim de
avaliar a imobilizacdo das presentes enzimas de maneira mais assertiva, foram
determinados os parametros de Rendimento, a Eficiéncia e Atividade Recuperada a
partir das atividades enzimaticas. Os rendimentos para imobilizacdo de endoglucanase e
xilanase em OGM pela rota utilizada foram regulares e iguais a 25,6 e 40%,
respectivamente. Contudo, as eficiéncias alcancadas foram de 70,9 e 84,4%. O derivado
imobilizado apresentou atividade de endoglucanase e xilanase de 191,7 £ 7,6 e 337,5
58,0 U por grama de suporte, respectivamente, nas condi¢des ideais previamente
determinadas. A partir do estudo de estabilidade térmica realizado constatou-se que a
imobilizacdo covalente de endoglucanase e xilanase em OGM pela rota de imobilizacao
utilizada ndo melhorou a estabilidade térmica das enzimas estudadas. Contudo, tais
resultados ndo sdo capazes, de forma isolada, de descartar o potencial da aplicacdo do
derivado obtido, uma vez que a imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos visa
facilitar a sua separacdo do meio, recuperacdo e reutilizacdo, parametros fundamentais
para as aplicacdes industriais.

Palavras chaves: Oxido de grafeno; Imobilizacdo de enzimas; Enzimas celuloliticas;
Subprodutos  agroindustriais; Hidrélise enzimatica; Endoglucanase; Xilanase;
Celluclast.



ABSTRACT

A fundamental step in the processing of by-products rich in cellulose and hemicellulose
is their hydrolysis into monomeric sugars and their subsequent conversion into
bioproducts of commercial interest. Chemical and physical hydrolysis often generates
high energy costs and toxic by-products. In this context, the application of enzymes in
this type of hydrolysis is much more correct and environmentally friendly. However,
the industrial use of enzymes may be economically unfeasible depending on their cost
and the difficulty of reuse, as well as the maintenance of their stability during the
biocatalytic process. In order to overcome these limitations, the immobilization of
enzymes in solid materials appears as a promising technique. In this context, the present
project proposed to immobilize cellulolytic enzymes, from commercial enzyme
preparations, in magnetized graphene oxide (MGO) and to evaluate the potential of
immobilization and catalytic activity in the present support. The synthesis of
magnetized graphene oxide (MGO) showed a yield of 15.9 times higher than the initial
amount of graphene oxide (GO) used. An ideal range was defined for the amount of
proteins added in the immobilization of 55-65 mg per gram of support, considering the
saturation of the support and the stabilization of the enzymatic activity, with a protein
immobilization yield of 68% and about 42 mg of protein immobilized per gram of
support. The ideal conditions for the activity of endoglucanase and xylanase, free and
immobilized, were found in the range of pH 4-5 and temperature of 50-70°C. In order to
assess the immobilization of the present enzymes in a more assertive way, the
parameters of Yield, Efficiency and Recovered Activity were determined from the
enzymatic activities. Yields for immobilization of endoglucanase and xylanase in MGO
by the route used were regular and equal to 25.6 and 40%, respectively. However, the
efficiencies achieved were 70.9 and 84.4%. The immobilized derivative showed
endoglucanase and xylanase activity of 191.7 £ 7.6 and 337.5 £ 58.0 U per gram of
support, respectively, under the ideal conditions previously determined. From the
thermal stability study carried out, it was found that the covalent immobilization of
endoglucanase and xylanase in GMO by the immobilization route used did not improve
the thermal stability of the studied enzymes. However, such results are not able, in
isolation, to rule out the potential application of the derivative obtained, since the
immobilization of enzymes on solid supports aims to facilitate their separation from the
medium, recovery and reuse, fundamental parameters for industrial applications.

Keywords: Graphene oxide; Immobilization of enzymes; Cellulolytic enzymes; Agro-
industrial by-products; Enzymatic hydrolysis; Endoglucanase; Xylanase; Celluclast.
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1. INTRODUCAO

As celulases e hemicelulases sdo enzimas capazes de promover a hidrélise de
materiais lignocelul6sicos que é composto principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina. Estas enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em
conjunto para a liberacdo de oligossacarideos e mondmeros de agucares com menor
complexidade estrutural e mais facilmente metabolizados (MAITAN-ALFENAS et al.,
2015).

O Brasil, um dos maiores produtores agricolas do mundo, gera quantidades
significativas de subprodutos agroindustriais decorrentes do processamento de produtos
como cana-de-agucar, arroz, milho, soja, dentre outros (MORAES et al., 2017). Sendo
assim, sdo provenientes principalmente de indlstrias dos setores sucroalcooleiro,
celulose e papel, e alimentos. Os subprodutos da agroindustria sdo constituidos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, e, portanto, apresentam grande
potencial para reutilizagdo. Atualmente, a reutilizacdo destes potenciais subprodutos
tem crescido substancialmente abrangendo aspectos econdmicos e ambientais
(FLORENCIO; BADINO; FARINAS, 2017). Uma etapa chave no processamento da
celulose e da hemicelulose refere-se a hidrolise enzimatica dessas fracGes visando a
liberacdo de acUcares fermentesciveis e sua posterior aplicacdo industrial na producao
de bioprodutos de interesse comercial (MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

A aplicacdo de enzimas em escala industrial pode nédo ser viavel economicamente
se 0 processo apresentar elevado custo e dificuldades de manutencdo da estabilidade
estrutural da enzima durante. A fim de superar essas limitagcbes, surge como uma
alternativa a técnica de imobilizacdo de enzimas. De acordo com Aragon (2013) a
imobilizacdo enzimatica em materiais solidos oferece muitas vantagens, destacando-se o
Seu reuso, a possivel separacdo do produto e o aumento da estabilidade da enzima. A
imobilizacdo por ligacdo do tipo covalente, um dos métodos de imobilizacdo mais
estudados, envolve o acoplamento irreversivel de enzimas a um suporte adequado. Este
método, portanto, oferece uma forma mais estavel da enzima em seu suporte. Embora a
literatura ainda ndo reporte muitos estudos acerca da ligacdo de biomacromoléculas
(enzimas) ao Oxido de grafeno (OG), sabe-se que 0 mesmo possui uma grande area
superficial, abundantes grupos funcionais contendo oxigénio (como grupos epoxi,
hidroxila e carboxila) e capacidade de dispersar-se em agua, permitindo que o OG seja
um material muito promissor para a imobilizagcdo de enzimas de interesse comercial
(HEIDARIZADEH et al., 2017; PARK, 2009).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal
Avaliar a imobilizacdo covalente de endoglucanase e xilanase de preparado
enzimatico comercial (Celluclast-Novozymes) em oOxido de grafeno magnetizado
(OGM).

2.2. Objetivos especificos

» Determinar as condicGes ideais para a atividade enzimatica de endoglucanase e
xilanase de preparado enzimatico comercial (Celluclast-Novozymes) em sua forma
livre;

« Sintetizar o 6xido de grafeno magnetizado (OGM);

 Imobilizar covalentemente endoglucanase e xilanase em suporte de Oxido de
grafeno magnetizado (OGM);

« Avaliar o rendimento de imobilizacdo em funcdo do tempo;

 Determinar as condicGes ideais para a atividade enzimatica de endoglucanase e
xilanase do derivado imobilizado;

« Avaliar o potencial de imobilizacdo de endoglucanase e xilanase em suporte de
Oxido de grafeno magnetizado (OGM));

» Avaliar a estabilidade térmica de endoglucanase e xilanase de preparado
enzimatico comercial (Celluclast-Novozymes) em suas formas livre e imobilizada em
OGM;

« Avaliar a estabilidade de armazenamento de endoglucanase e xilanase, de
preparado enziméatico comercial (Celluclast-Novozymes) imobilizadas em OGM;

11



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Oxido de grafeno

Estudos acerca da oxidagdo de grafite tém sido realizados ha mais de um século,
abrangendo desde sua caracterizacdo até suas aplicagdes. O grafite reage com agentes
oxidantes fortes, tais como permanganato de potassio (KMnOs) e &cido sulfurico
concentrado (H2SOs) e, posteriormente, segue-se 0S processos de purificacdo e
esfoliagho em 4&gua, como introduzido por Hummers e Offeman (HUMMERS;
OFFEMAN, 1958).

O oxido de grafite tem uma estrutura em forma de camadas semelhante a do
grafite, porém o plano dos &tomos de carbono esta ligado a varios grupos que contém
oxigénio, o0s quais sdo responsaveis por expandir a distancia entre as camadas e torna-
las hidrofilicas. Estas camadas oxidadas podem ser esfoliadas em agua sob a acdo de
ultrassom. Quando o material esfoliado contém apenas uma ou poucas camadas de
atomos de carbono, como o grafeno, denomina-se Oxido de grafeno (OG)
(NOVOSELOV, 2004) (Figura 1).

Figura 1. Férmula estrutural do grafeno (A) e do éxido de grafeno (B).

(A) HOOC\

Fonte: ADEEL et al., 2018.

Sendo assim, o OG é um material de camada atdmica Unica formada por
moléculas de carbono, hidrogénio e oxigénio, e pode ser obtido pela oxidacéo de cristais
de grafite, os quais s@o baratos e abundantes (RAY, 2015; ADEEL et al., 2018). Desta
forma, o OG apresenta potencial para ser empregado em processos de imobilizagdo de
enzimas. Recentemente, alguns trabalhos sobre magnetizacdo de OG, junto a sua
utilizacdo como suporte para imobilizacdo de enzimas, tém revelado grande potencial
para essa aplicacdo (HEIDARIZADEH et al., 2017).
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3.2. Magnetizacéo do 6xido de grafeno (OG)

Desde a descoberta das primeiras nanoparticulas magnéticas, foram
desenvolvidos vérios tipos de aplicacBes e dentre elas, pode-se destacar a catalise
(ROSTAMNIA et al., 2015; ROSTAMNIA; DOUSTKHAH, 2015; SBISSI et al.,
2015). As nanoparticulas magnéticas podem ser formadas a partir de éxido de ferro 1lI
(FesO4) e Oxido de ferro Il (Fe203). Estes nanomateriais sdo famosos por suas
propriedades magnéticas, as quais permitem sua fécil recuperacdo com o auxilio de um
imd externo (DOUSTKHAH; ROSTAMNIA, 2016). Doustkhah e Rostamnia (2016)
mostraram que nanoparticulas de FesOs podem ser ligadas a superficie do OG por
coprecipitacdo de Fe?* e Fe*" em solucgdo alcalina sobre a adicdo de aménia a 80°C
(Figura 2).

Figura 2. Rota esquematica para a sintese de Fez0s@GO.
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Grafito Oxido de grafeno (GO) Fe;0,@G0

Fonte: DOUSTKHAH; ROSTAMNIA, 2016.

3.3. Imobilizacdo de enzimas

Enzimas sdo biocatalisadores especificos e sustentdveis na natureza. A
biocatalise surgiu como uma importante tecnologia para atender a crescente demanda
por produtos mais sustentaveis, especialmente na sintese de produtos farmacéuticos,
alimenticios e outros produtos quimicos finos. Gragas aos avancos nas areas de
biotecnologia e de engenharia de proteinas, atualmente é possivel produzir a maioria das
enzimas para fins comerciais, de tal maneira a garantir as propriedades enzimaticas
desejadas, tais como a especificidade do substrato, atividade, seletividade e estabilidade
(SHELDON; VAN PELT, 2013).

Apesar de todas vantagens apresentadas, o uso de enzimas em escala industrial
geralmente é dificultado pelos elevados custos desses recursos e pela dificil manutencéo

da estabilidade da enzima, o que muitas vezes ndo permite a reutilizacdo da mesma.
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Sendo assim, as técnicas de imobilizacdo visam suprir essas desvantagens. Além do
manuseio mais adequado da enzima, com uma formulacdo solida ao invés de liquida, a
imobilizacdo também facilita a recuperacdo e a reutilizagdo da enzima, permitindo
assim o seu uso rentavel, como por exemplo, em operacfes continuas em biorreatores
de leito fixo. Outro beneficio que também pode ser observado é o melhoramento da
estabilidade frente as condic¢Bes do processo catalitico (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Sobretudo, os métodos de imobilizagdo enzimatica podem ser divididos em trés
categorias: ligacdo em suportes sélidos, confinamento e ligacGes cruzadas. A ligacao a
um suporte pode ser fisica (adsorcao), ibnicas ou covalentes. No entanto, em geral a
adsorcdo fisica ndo é forte o suficiente para manter a enzima fixada ao suporte sob
condigdes industriais rigorosas. As ligacGes i0nicas e covalentes geralmente sdo mais
fortes e capazes de impedir que a enzima sofra lixiviacdo da superficie do suporte. A
ligacdo covalente é uma das formas mais estaveis de imobiliza¢do, uma vez que envolve
a associagdo irreversivel da enzima com o suporte adequado (Figura 3) (ARAGON,
2013; SHELDON; VAN PELT, 2013).

Figura 3. Imobilizacéo por ligacdo covalente em suporte funcionalizado.
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Fonte: Adaptado de Sheldon; Van Pelt, 2013.

3.4. Imobilizacdo de enzimas em oxido de grafeno (OG) como suporte

A érea superficial tedrica de 890 m2 (MONTES-NAVAJAS et al., 2013), os
abundantes grupos funcionais contendo oxigénio, como grupos epéxi, hidroxila e
carboxila e a alta solubilidade em &gua fazem com que OG seja um material muito
promissorio para muitas aplicacdes (LI et al., 2008; PARK; RUOFF, 2009). No entanto,
até o momento poucos estudos sobre ligagdes de biomacromoléculas, como enzimas, ao
OG foram reportados na literatura (ZHANG et al., 2010).
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Zhang et al. (2010) demostraram que filmes de OG podem ser usados como
suportes para imobilizar a enzima peroxidase de rabano (HRP). Os grupos funcionais da
superficie do OG fazem a imobilizacdo das enzimas ocorrer rapidamente através da
interacdo eletrostatica sem fazer nenhuma modificacdo previa no material. A superficie
plana do OG permite ver a enzima imobilizada “in situ” usando microscopia de forca
atémica, conforme apresentado na Figura 4 (ZHANG et al., 2010).

Figura 4. Imagens de microscopia de for¢a atomica da peroxidase de radbano (HRP)

ligada ao GO com (@) baixa carga de enzimas e (b) alta carga de enzimas. (c) Modelo
esquematico da HRP ligada ao GO.

Fonte: ZHANG et al., 2010.

Heidarizadeh et al. (2017) reportaram a imobilizacdo covalente de lipase de
pancreas porcino (PPL) na superficie de 6xido de grafeno magneticamente separavel
(Fes04@GO) funcionalizando a superficie deste com a utilizacdo de (3-aminopropil)
trietoxissilano (APTES) e CS», conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5. (A) Procedimento de magnetizacdo e (B) funcionalizacdo do Oxido de

grafeno. (C) Imobilizacao de Lipase (C).
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Fonte: HEIDARIZADEH et al., 2017.
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Outro exemplo de funcionalizagdo OG é o estudo reportado por Shen et al.
(2010), o qual avaliou a imobilizacdo da proteina alboumina de soro bovino (BSA)
utilizado como uma modelo, a partir de amidagdo ativada por diimida. O processo
contém duas principais etapas: primeiramente, os grupos carboxilicos do OG séo
ativados por cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC). O
éster ativo estavel é formado na presencga de N-Hidroxisuccinimida (NHS). Em segundo
lugar, o éster ativo reage com o0s grupos amina da BSA, formando uma ligacéo
covalente entre 0 OG e a BSA. O procedimento de preparacdo do OG ndo causou
desnaturacdo das espécies proteicas e garantiram a fixacdo uniforme da BSA no OG.
Além disso, o presente método apresentado é promissor para ser usado na ligacdo de
outros sistemas bioldgicos & materiais a base de grafeno (SHEN et al., 2010). A Figura
6 exemplifica 0 método de imobilizacdo por completo, desde a sintese de OGM até o
processo de imobilizacdo, abordando a referida funcionalizacdo com EDAC-NHS
(PAZ-CEDENO et al., 2021).

Figura 6. Representacdo esquematica do processo completo de imobilizagdo de

enzimas em Oxido de grafeno magnetizado e funcionalizado com EDAC e NHS (a) e
dispersdo de derivado imobilizado (b) (c).
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Fonte: PAZ-CEDENO et al., 2021.

3.5. Composic¢do quimica e estrutura dos materiais lignocelulésicos

A biomassa vegetal é a fonte renovavel mais abundantemente encontrada na
natureza, englobando principalmente os subprodutos agroindustriais e 0s residuos
urbanos. Os materiais lignocelulésicos sdo formados basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina, que s&o unidas entre si por ligaces do tipo covalente. Essas

fragdes dominantes sdo responsaveis por 97-99% de toda massa seca dos materiais
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lignocelulosicos. A composicdo quimica dos materiais lignoceluldsicos presentes na
parece celular varia de espécie para espécie. De maneira geral, a celulose est4 presente
em maior quantidade, seguida da lignina e, por fim, da hemicelulose (CASTRO;
JUNIOR, 2010; MAITAN-ALFENAS et al., 2015).

A composicdo quimica dos materiais lignocelulésicos pode ser dividida em
fracOes de baixa e elevada massas molares. A fracdo de baixa massa molar é composta
por substancias orgéanicas, geralmente denominadas de extrativos, e substancias
inorganicas, que sdo sais de ions metalicos. Os extrativos compreendem varios
compostos quimicos, que podem ser extraidos com solventes organicos, embora alguns
deles também sejam sollveis em &gua. Estes compostos sdo responsaveis por
caracteristicas como odor, cor e sabor dos lignocelul6sicos e estdo presentes em
pequenas quantidades (de 2 a 8%). Como exemplos de extrativos, podemos citar: ceras,
flavonoides, terpenos, lignanas e &cidos graxos, que sdo encontrados livres ou
esterificados. Os compostos inorganicos estdo presentes em quantidades ainda menores
nos lignocelulésicos (de 1 a 2%) (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).

3.5.1. Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear constituido por moléculas de
anidroglicose unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1—4). Duas unidades
de glicose adjacentes (celobiose) formam uma ligacdo glicosidica através da eliminagdo
de uma molécula de agua. A celobiose é a unidade basica de repeticdo da cadeia de
celulose (Figura 7) (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009; FARINAS, 2011).

Figura 7. Representagéo da estrutura de um fragmento de celulose.
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Fonte: Adaptado de Fonseca, 2015.
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A massa molar da celulose varia consideravelmente (50.000,00 a 2,5 milhdes
g.mol™), dependendo da origem da amostra. Por tratar-se de um polimero auténtico, o
tamanho das cadeias é usualmente especificado como grau de polimerizagdo, que é a
razdo entre a massa molar média da celulose e a massa molar de uma unidade de
anidroglicose. Da mesma forma que a massa molar, o grau de polimerizacdo varia com
a origem da amostra, assumindo valores altos como no algoddo (15.300) e chegando a
menos de 305 no Rayon. Outra caracteristica da celulose é a possibilidade de formar
ligacGes de hidrogénio intra e intermoleculares, o que proporciona a origem da
formacéo das microfibrilas (Figura 7). As microfibrilas apresentam regides cristalinas,
nas quais as fibras se encontram ordenadas, e regides amorfas, nas quais as fibras estdo
desordenadas (mais distantes entre si), apresentando-se menor empacotamento. A
celulose cristalina é a responsavel por conferir uma alta resisténcia a tracdo na parede
celular dos vegetais. Na parede celular dos materiais lignoceluldsicos, as microfibrilas
de celulose estdo paralelamente organizadas e encaixadas em uma matriz de
hemicelulose e lignina (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).

3.5.2. Hemicelulose

As hemiceluloses representam um tipo de polissacarideo de menor grau de
polimerizagdo (100-200 unidades). As hemiceluloses sdo polissacarideos lineares,
porém contem grupos substituintes ao longo de sua cadeia principal (Figura 8). As
cadeias principais das hemiceluloses podem ser compostas por glicose, manose e
galactose (hexoses) além de xilose (pentose), dependo do tipo e origem da
hemicelulose. Desta forma, as hemiceluloses podem ser homopolimeros (por exemplo,
xilana, formado por anidroxilose na cadeia principal) ou heteropolimeros (por exemplo,
glucomanana, formado por anidroglicose e anidromanose na cadeia principal). Os
grupos substituintes podem apresentar quantidades variaveis de arabinose (grupo
arabinosil), acido acético (grupo acetil), além de &acidos urdnicos e desoxi-hexoses em
alguns tipos de madeira e gramineas (Figura 8). O teor de hemiceluloses em diferentes
tipos de madeiras e gramineas € bastante variavel, podendo-se admitir um valor médio
de cerca de 20% (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).
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Figura 8. Estrutura de uma xilana de Eucalyptus. Tipos de ligacdes presentes em uma
molécula de xilana.
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Fonte: Adaptado de Fonseca, 2015.
3.5.3. Lignina

A lignina é o segundo componente em maior quantidade nos lignoceluldsicos e
sua presenca proporciona toda a complexidade existente nos processos de polpacdo. A
lignina € uma macromolécula formada pela polimerizacdo desidrogenativa de alcoois
hidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico). Devido ao processo de
polimerizacdo ser aleatdrio, a macromolécula de lignina possui estrutura bastante
complexa, conforme apresentado na Figura 9 (RALPH et al., 2004; GELLERSTEDT;
EK; HENRIKSSON, 2009).

Figura 9. Estrutura - Modelo da lignina.
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A grande complexidade estrutural da lignina faz dela uma das macromoléculas
naturais mais dificeis de caracterizar-se quimicamente. A maior parte da lignina ndo
pode ser removida da matriz lignocelulésica sem que haja alteragdes estruturais durante
a etapa de extracdo. Além disso, nenhum método de caracterizacao in situ é informativo
o suficiente para ser empregado de forma conclusiva sem o auxilio de outras
metodologias. Sendo assim, a melhor maneira de estudar a estrutura dessa
macromolécula parece ser através do emprego de vérias técnicas analiticas, que
fornecam resultados corroborativos.

E importante ressaltar que os componentes dos materiais lignoceluldsicos se
encontram intimamente associados, para assim constituir o complexo celular da
biomassa vegetal. Na parede celular do vegetal, tais compostos se organizam formando
diferentes camadas. Desde a lamela média (ML) até o lumen da célula, encontram-se as
paredes primaria (P), secundaria, formada pelas camadas S1, S; e terciaria T (ou S3). A
lignina ocorre, em maior quantidade, na parede S, e apresenta concentracdo elevada na
lamela média. As hemiceluloses dispdem-se rodeando as microfibrilas de celulose
(GELLERSTEDT,; EK; HENRIKSSON, 2009). As Figuras 10AB apresentam as varias
camadas da parede celular e ilustram como a lamela média envolve as células,
funcionando como sustentador do complexo celular que forma uma arvore. A Figura
11AB apresentam a microscopia eletrobnica e um modelo didatico de como as
microfibrilas de celulose estdo organizadas e encaixadas em uma matriz de
hemicelulose e lignina (GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 2009).

Figura 10. (A) Corte ilustrativo do sistema de camadas na parede das células de
madeira (FENGEL; WENEGER, 1989). (B) Microscopia eletronica de transmissdo das
células de madeira mostrando as camadas da parede celular: ML = lamela média, P =
parede priméria, S1 = parede secundaria, Sz = parede secundéaria e T = parede terciaria.

Fonte: GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 20009.
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Figura 11. (A) Microscopia eletrénica de lignocelulésico. (B) Modelo didatico que
explica como as microfibrilas de celulose estdo organizadas e encaixadas em uma
matriz de hemicelulose e lignina presente em um lignocelulésico.
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Fonte: GELLERSTEDT; EK; HENRIKSSON, 20009.

3.6. Enzimas de interesse comercial para conversdo de biomassa

3.6.1. Celulases

As celulases (EC # 3.2.1.4) sdo enzimas que catalisam a hidrolise das ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4 presentes na molécula de celulose. As celulases sdo muito
diversas em suas estruturas e modo de acdo, desempenhando um importante papel no
ciclo global do carbono na natureza. Elas podem ser produzidas por plantas, fungos,
algumas bactérias e alguns animais (WILSON, 2009a).

As celulases sdo atualmente a terceira categoria de enzima industrial mais
comercializada em todo o mundo, devido a sua aplicagdo em processamento de algodao,
reciclagem de papel, como enzimas detergentes, na extracdo de suco e como aditivos
para alimentagcdo animal. No entanto, as celulases poderéo se tornar as enzimas mais
comercializadas no mundo, se 0 bioetanol e/ou outros biocombustiveis obtidos pela
fermentagdo de agUcares, utilizando-se enzimas para conversdo da biomassa vegetal, se
torne um importante combustivel de transporte (WILSON, 2009b). A producdo de
celulases esta intimamente ligada & capacidade de manipulagdo genética de
microrganismos produtores, a fim produzir quantidades elevadas de celulases de modo a

proporcionar uma atividade otima para usos especificos (WILSON, 2009b).
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Existem trés tipos de celulases diferentes: endocelulases (também conhecidas
como endoglucanases), exocelulases (também conhecidas como celobiohidrolases) e
celobiase ou [-glicosidase.  As endo-1,4-B-D-glucanases (EC 3.2.1.4) clivam
aleatoriamente o interior da cadeia de celulose; as exo-1,4-B-D-glucanases ou
celobiohidrolases (CBH) (EC 3.2.1.91) clivam as extremidades redutoras e ndo
redutoras da cadeia de celulose e liberam unidades de celobiose; e as 1,4-B-D-
glicosidases, ou celobiases, (EC 3.2.1.21) hidrolisam oligossacarideo e celobiose em
glicose. (BRIENZO; ARANTES; MILAGRES, 2008) (Figura 12).

Figura 12. Modo de acéo das enzimas do complexo celulolitico de Trichoderma reesei.
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Fonte: MARTINS et al., 2008.

3.6.2. Xilanases

As xilanases (EC 3.2.1.8) sdo enzimas que catalisam a hidrolise da xilana, o
segundo polissacarideo mais abundante e um importante componente do material
hemiceluldsico presente nas paredes celulares dos vegetais (UFFEN, 1997). Essas
enzimas sdo capazes de hidrolisar as ligagdes [-1,4 da cadeia principal da xilana,
produzindo diversos Xxilo-oligbmeros de comprimentos variados. As xilanases sdo

produzidas principalmente por bactérias, fungos e leveduras (BAJPAI, 2009). Muitas
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bactérias e fungos secretam xilanases sobre materiais lignocelulosicos a fim de liberar
xilose e usa-la como um produto diretamente assimilavel para o seu crescimento
(SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002).

As principais aplicaces industriais de xilanases encontram-se nos setores de
biocombustiveis, papel e celulose, alimentos e bebidas e nutricdo animal. Devido as
suas caracteristicas biotecnoldgicas, as xilanases sdo mais frequentemente produzidas a
partir de microrganismos (BAJPAI, 2014; BIELY, 1985).

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Determinacdo de atividade enzimatica
4.1.1. Endoglucanase

A atividade de endo-1,4-B-glucanase foi determinada segundo Tanaka et al,
1981. O método consiste na hidrdlise de carboximetilcelulose (CMC), resultando na
formagéo de extremidades redutoras, as quais devem ser quantificadas posteriormente
através do o método do acido dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Uma aliquota
de 0,9 mL de solu¢do composta por CMC 0,44% (massa/volume), dissolvida em tampé&o
acetato de sddio 0,05 M e pH 4, foi adicionada a 0,1 mL de preparado enzimatico
(Celluclast) devidamente diluido. A mistura resultante foi mantida a 50°C durante 60
min. Apos o periodo determinado, a reacao foi interrompida pela adicdo de 1,5 mL de
DNS. Os tubos foram tratados termicamente a 100°C por 5 min e a leitura foi realizada
em espectrofotdmetro no comprimento de onda 540 nm. Uma amostra controle foi
preparada utilizando-se 0,9 mL do substrato e, somente apds a adicdo do DNS,
adicionou-se 0,1 mL do extrato enzimatico diluido. O branco foi preparado
adicionando-se 0,9 mL da solucdo tampédo acetato de sodio pH 4 e 0,1 mL de agua no
lugar do extrato enzimatico diluido. Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentracdo de glicose utilizando-se uma curva analitica previamente elaborada
(Apéndice 1). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar um pmol de glicose por minuto, a 50°C.

4.1.2. Xilanase

Para a determinacdo de xilanase total foi utilizada a metodologia proposta por
Bailey, Biely e Poutanen (1992). O método consiste na hidrélise da xilana, resultando na
formacéo de acucares redutores, 0s quais devem ser posteriormente quantificados pelo
método do &cido dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Uma aliquota de 0,9 mL de
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solugdo composta por xilana de Birchwood 1% (massa/volume), dissolvida em tampéo
acetato de sodio 0,05 M e pH 5, foi adicionada & 0,1 mL de preparado enzimatico
(Celluclast) devidamente diluido. A mistura resultante foi mantida durante 5 min a
50°C. A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 1,5 mL de DNS. Uma amostra controle
foi preparada utilizando-se 0,9 mL do substrato e, somente ap6s a adicdo do DNS,
adicionou-se 0,1 mL do extrato enzimético diluido. Apés a reacdo descrita, 0s tubos
foram tratados termicamente a 100°C por 5 min e a leitura foi realizada em
espectrofotbmetro no comprimento de onda 540 nm. O branco foi preparado
adicionando-se 0,9 mL da solucdo tampédo acetato de sodio pH 4 e 0,1 mL de agua no
lugar do extrato enzimaético diluido. Os valores de absorbancia foram convertidos em
concentracdo de xilose utilizando-se uma curva de calibragcdo previamente elaborada
(Anexo 2). Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima

necessdaria para liberar um pmol de xilose por minuto, a 50°C.

4.1.3. p-glicosidase

A atividade de B-glicosidase foi determinada segundo Yu et al (1987) o qual
através da liberacdo de p-nitrofenol durante a hidrdlise do reagente comercial p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG). Foi preparada uma solucdo de pNPG 0,1%
(massa/volume) em tampdo acetato de sddio 50 mM pH 5 e uma aliquota de 0,8 mL da
solugdo foi adicionada a 0,2 mL do extrato enzimatico devidamente diluido e a mistura
foi incubada a 50°C por 30 min sem agitacdo. Apds esse tempo, a reacdo foi
interrompida pela adicdo de 2 mL de bicarbonato de sédio 10% (massa/volume) e a
absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro a 410 nm. Os valores de absorbancia
foram convertidos em concentracdo de p-nitrofenol utilizando uma curva analitica com
padrdo auténtico deste (Apéndice 5). Uma unidade de B-glicosidase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de p-nitrofenol por minuto, a
50°C.

4.1.4. Exoglucanase

A atividade de exo-1,4-B-glucanase foi determinada segundo Tanaka et al.
(1981) o qual consiste na hidrolise de avicel, resultando na formacdo de extremidades
redutoras, detectadas pelo método do DNS. Uma aliquota de 0,9 mL de suspensdo
composta por avicel 0,5% (massa/volume) em tampao acetato de sodio 50 mM pH 5, foi

adicionada a 0,1 mL do extrato enziméatico devidamente diluido e a mistura foi incubada
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a 50°C por 120 min. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,5 mL de DNS. Os tubos
foram tratados termicamente a 100°C por 5 min, seguido de centrifugacdo da suspenséo
obtida. O sobrenadante foi recuperado e analisado em espectrofotémetro a 540 nm. Um
controle foi feito adicionando DNS antes do extrato enzimatico. Os valores de
absorbancia foram convertidos em concentracdo de glicose utilizando uma curva
analitica previamente elaborada (Apéndice 1). Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar um pmol de agucares redutores por

minuto, a 50°C.

4.2. Determinagéo de proteinas

Para quantificacdo de proteinas totais, foi utilizada a metodologia proposta por
Bradford (1976), com modificacdes. Primeiramente, para o preparo da curva analitica,
utilizou-se uma solucéo padrdo de soro albumina bovina (Bovine serum albumin, BSA)
de concentragdo conhecida (1mg.mL?), para obter solugbes com diferentes
concentracdes. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de reagente Bradford (Sigma) e
0,1 mL de amostra (solucdo de BSA), devidamente diluida. Por fim, ap6s 5 min, agitou-
se as amostras em vortex e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 595 nm. Para determinacdo de proteinas totais no preparado enzimatico
Celluclast utilizado no estudo, seguiu-se a mesma metodologia, contudo a amostra
analisada foi uma solucdo do preparado enzimatico, devidamente diluida. Por fim, apds
a leitura em espectrofotdmetro, utilizou-se a curva analitica, previamente elaborada
(Apéndice 3) para converter os dados de absorbancia obtidos em concentracdo de
proteinas.

4.3. Determinacédo da temperatura ideal para a atividade enzimatica

Para determinacdo da temperatura ideal de atividade enziméatica de
endoglucanase e xilanase total nas formas livres foram realizados 0s ensaios
enzimaticos descritos nos itens 4.1.1 e 4.1.2, respectivamente, variando-se a temperatura
do ensaio. As temperaturas analisadas foram: 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C e 80°C.

4.4. Determinacéo do pH ideal para a atividade enzimatica
Para determinacdo do pH 6timo das atividades de endoglucanase e xilanase total,
nas formas livres, foram realizados 0s ensaios enzimaticos descritos nos itens 4.1.1 e

4.1.2, respectivamente, variando-se 0 apenas o tampédo utilizado no preparo do
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substrato, o qual foi o tampdo Mcllvaine (uma solucdo tampdo composta por acido
citrico e hidrogenofosfato dissodico). Os ensaios foram realizados na temperatura ideal,
a qual foi previamente determinada como descrito no item 4.3. Os substratos (CMC
0,44% e xilana de Birchwood 1%) foram preparados em seis sistemas de tampdes com

valores de pH que variam de 3-8.

4.5. Sintese do 6xido de grafeno (OG)

A sintese do OG foi realizada de acordo com a metodologia descrita na
literatura, com algumas modificacbes (HUMMERS; OFFEMAN, 1958). Uma cuba de
vidro, contendo gelo, foi colocada sobre uma placa de agitagdo magnética. Em um bal&o
de 500 mL, com fundo redondo, foi colocado 1 g de grafite (“Graphite powder”
99,99%, Sigma). O baldo foi colocado dentro da cuba. Posteriormente, foram
adicionados ao baldo 60 mL de H2SO4 (96%, massa/massa), vagarosamente, mantendo-
se sob agitacdo durante 15 min. Em seguida foram adicionados lentamente 100 mL de
solugdo de KMnO4 (3,5 g de KMnOs em 100 mL de agua ultrapura) com o auxilio de
uma pipeta Pasteur. Em seguida, o sistema foi retirado do banho de gelo e mantido sob
agitacdo por mais 120 min. Passado o determinado periodo, o baldo foi novamente
colocado em banho de gelo e 100 mL de agua destilada foram adicionados lentamente,
lavando-se as paredes do baldo. Depois, uma porcdo de aproximadamente 10 mL de
H>0> (30% massa/massa) foi adicionada até o sistema parar de borbulhar. O sistema foi
retirado do banho de gelo e mantido na capela sem agitacédo e durante 12h, a fim de que
ocorra formacdo de precipitado. Posteriormente, com o auxilio de uma pipeta Pasteur,
retirou-se o sobrenadante até chegar nas proximidades do precipitado. A dispersédo foi
entdo filtrada sob sistema munido de vacuo e em seguida o sélido obtido foi lavado com
0s seguintes solventes: 500 mL de agua destilada, 250 mL de uma solucdo aquosa de
HCI (10%, volume/volume), 250 mL de etanol (98%, volume/volume e por fim mais
200 mL de agua destilada. Apés a lavagem, o solido foi devidamente mantido em uma

estufa sob vacuo a 50°C para secagem.

4.6. Sintese de Oxido de grafeno magnetizado (OGM)

A sintese de OGM foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Paz-
Cedeno et al. (2021) e Doustkhah e Rostamnia (2017) (HEIDARIZADEH;
DOUSTKHAH; ROSTAMNIA, 2017; PAZ-CEDENO et al., 2021). Desta forma, foram
adicionados 1,755 g de cloreto de ferro 11l hexahidratado (FeCls.6H20) e 0,645 g de
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cloreto de ferro Il tetrahidratado (FeCl2.4H>0) a 100 mL de uma solucdo de &cido
acético (3%, volume/volume), em um béquer de 250 mL previamente colocado sob um
agitador magnético. Em seguida, adicionaram-se a mistura 10 mL de dispersdo de OG
(5mg.mL™) e entdo a temperatura foi acertada para 80°C. Apds atingir a determinada
temperatura, foram adicionados 20 mL de hidroxido de amonio (25%, massa/massa) a
mistura reacional, a qual permaneceu sob agitagédo vigorosa durante 15 min. Finalmente,
a reacdo foi parada e o precipitado foi coletado com um ima externo e lavado varias
vezes com agua destilada e metanol (99%, volume/volume). Em seguida, o precipitado

permaneceu em uma estufa a 50°C durante 12h, para secagem.

4.7. Imobilizagéo covalente de endoglucanases e xilanase em OGM

A imobilizacdo por ligacdo covalente no suporte OG foi desenvolvida de acordo
com as metodologias propostas por Shen et al. (2010) e Sakata et al. (2012), com
modificagdes (SHEN et al., 2010; SAKATA et al., 2012). Foram preparados 20 mL de
suspensdo de OGM (0,5 mg.mL1) em tampdo acetato de sodio 0,05 M (pH 4,8) e em
seguida a suspensdo foi submetida a sonicacdo durante 1h. Posteriormente, foram
adicionados 20 mg de N-Hidroxisuccinimida (NHS) e novamente a suspensdo foi
submetida a sonicacdo durante 15 min. Depois, foram adicionados 24 mg de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC), mantendo-se a solugdo em agitacéo durante
2h. O material obtido (OGM funcionalizado) foi recuperado com o auxilio de um ima
externo e lavado varias vezes com 0 mesmo tampdo. Posteriormente, o material foi
disperso em tampdo acetato 0,05 M (pH 4,8) atingindo-se uma concentracdo de
1 mg.mL. Uma vez obtido o OGM reativo, foi adicionada uma quantidade de enzimas
previamente determinada e a suspensdo foi mantida sob agitacdo por 12h. O material
obtido (OGM-Enz) foi recuperado com o auxilio de um ima externo e lavado duas vezes
com o tampéo de imobilizagdo, uma vez com uma solucéo de glicina 1 M e novamente
com o tampédo de imobilizacdo. Finalmente o derivado imobilizado foi disperso no
tampado de imobilizacdo, atingindo-se uma concentragdo de 1 mg.mL?. Inicialmente,
para a determinacdo da carga inicial de proteinas ideal a ser fixada, a atividade do
derivado foi dosada nas condicBes ideais para a atividade das enzimas livres pré-
determinadas.

Para avaliar a imobilizagdo, foi determinada a massa de proteinas no
sobrenadante utilizando o reagente de Bradford (BRADFORD, 1976). O rendimento de

imobilizacdo pelo teor de proteinas foi determinado através da Equacdo 1.
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RP::(ﬂgﬁ)*100% (1)

Onde P; é a massa inicial de proteinas (mg); Pr € a massa de proteinas (mg) no
sobrenadante apds imobilizacdo. Sendo assim, é possivel considerar (Pi — Pf) como a
massa de proteina imobilizada.

Além disso, para confirmar o sucesso da imobilizacdo enzimaética, foram
determinados os seguintes parametros, nas condicdes ideais para a atividade da enzima
em suas formas livre e imobilizada, as quais foram previamente determinadas:
Rendimento de imobilizacdo, Eficiéncia de imobilizacdo e Atividade recuperada. Os
calculos foram realizados conforme as Equacbes 2, 3 e 4 (SHELDON; VAN PELT,

2013).

Uo-uf
uo

RI = ( )*100% 2)

Onde:

RI: Rendimento de imobilizagéo (%)
Uo: Atividade enzimatica total da enzima livre (U)
Us: Atividade enzimatica total do sobrenadante final ap6s a imobilizagao (U)

Ug|

EFI = (—
Up—-Uy

>>k10096 @3)

Onde:

EFI: Eficiéncia de imobilizacéo (%)

Ugi: Atividade enzimatica total do derivado (U)

Uo: Atividade enzimatica total da enzima livre (U)

Us: Atividade enzimética total do sobrenadante final ap6s a imobilizagao (U)

_ D), 1009
AR = (205100%  (4)

Onde:

AR: Atividade recuperada (%)
Uei: Atividade enzimatica total do derivado (U)
Uo: Atividade enzimatica total da enzima livre (U)

4.8. Avaliacdo do rendimento de imobilizacdo em func¢do do tempo
O referido ensaio teve como principal objetivo avaliar o tempo de imobilizacao
covalente, via EDAC-NHS, de endoglucanase e xilanase em OGM a partir do

monitoramento do rendimento de imobilizacdo a partir da quantidade de proteinas
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totais, via método de Bradford (1976), em diferentes tempos de imobilizacdo. Nesse
sentido, utilizou-se 0 método proposto de imobiliza¢do, conforme descrito no tépico 4.7
deste trabalho, e os tempos avaliados foram 1, 3, 5 e 20h. Para o presente ensaio, foi
utilizada a faixa ideal de carga inicial de proteinas pré-determinada de 55-65 mg, o que

na pratica representa 180 pL de preparado enzimatico diluido 10 vezes.

4.9. Determinagdo da estabilidade térmica de endoglucanase e xilanase

Para a determinacdo da estabilidade térmica de endoglucanase e xilanase de
preparado enzimatico comercial (Celuclast-Novozyme), foram dosadas as atividades
das respectivas enzimas, nas condi¢cdes ideais pré-determinadas, conforme a
metodologia descrita no tépico 4.1, nos seguintes intervalos de tempo de exposicao: 8,
24, 48 e 72h. As temperaturas avaliadas no ensaio foram de 30, 40, 45, 50 e 60°C. E
valido ressaltar que o presente estudo foi desenvolvido para as enzimas em suas formas

livre e imobilizada em OGM para posterior comparacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividades enzimaticas de preparado comercial Celluclast

A Tabela 1 apresenta os resultados das atividades enzimaticas de celulases e

xilanases presentes no preparado enzimatico Celluclast. As atividades foram dosadas

conforme descrito na secdo 4.1. de Material e Métodos do presente trabalho.

Tabela 1. Atividade de endoglucanase, xilanase, B-glicosidase e exoglucanase de preparado
enzimético comercial Celluclast do presente trabalho e outras reportadas na literatura.

Enzima Atividade Atividade especifica Referéncia
(U.mL™) (U.mg™)
Endoglucanase 296,2 7,7 7,2 Este trabalho
Endoglucanase 5227,4 29,5 (MENDES et al., 2011)
Endoglucanase 545,7 51 (GONCALVES, 2013)
Xilanase 408,7 + 32,4 10,0 Este trabalho
Xilanase 1098,64 6,2 (MENDES et al., 2011)
Xilanase 481,5 4,5 (GONCALVES, 2013)
Xilanase 693,4 27,3 (MAFEI et al., 2019)
B-glicosidase 69,3+ 0,6 1,7 Este trabalho
B-glicosidase 47,844 0,27 (MENDES et al., 2011)
Exoglucanase 22,8+32 0,6 Este trabalho

Concentracdo de proteinas no preparado enzimético Celluclast: 41 mg.mL?; 177,2 mg.mL%; 25,4 mg.mL? e 107
mg.mL! para este trabalho, MENDES et al., 2011, MAFEI et al., 2019 e GONCALVES, 2013, respectivamente.
A partir dos resultados obtidos no presente trabalho e pelos reportados na
literatura (Tabela 1), constata-se que a atividade enzimatica de endoglucanase e xilanase
(em U.mL1), apresentaram diferencas consideraveis. Contudo, ao relacionar a atividade
com a concentracdo de proteinas presentes do preparado (atividade enzimaética
especifica, U.mg?), houve uma maior aproximacdo dos valores, com excecdo da
atividade especifica de endoglucanase, a qual no estudo de Mendes (2011) foi
aproximadamente quatro vezes maior. Assim como para a atividade especifica de
xilanase obtida por Mafei (2019) de 27,3 U.mg™, cerca de trés vezes maior em relacio
ao valor obtido no presente trabalho. Além disso, é possivel inferir que por mais que se

trate do mesmo preparado enzimatico, que ha variacbes na atividade enzimatica das
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enzimas que o compde. Essas variacGes podem ser explicadas pelas pequenas variagdes
na metodologia empregada para a dosagem das atividades, mas principalmente pelas
caracteristicas intrinsecas ao preparado de acordo com o lote de producdo e periodo,
estando esse fato evidenciado pela consideravel diferenca na quantidade de proteinas
por mL de preparado Celluclast encontradas de 41 e 177,2 mg.mL™, para este trabalho e

para Mendes (2011) , respectivamente.

5.2. Avaliacdo das condicdes ideais para atividade enzimatica de endoglucanase e
xilanase

5.2.1. Endoglucanase
5.2.1.1. Temperatura ideal

A Figura 13 apresenta os resultados de atividade relativa de endoglucanase (de
preparado enzimatico Celluclast em diferentes temperaturas.

Figura 13. Atividade relativa de endoglucanases de preparado enzimatico comercial
(Celluclast-Novozymes) em funcédo de diferentes temperaturas.
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Fonte: Préprio autor.
Desta forma, é possivel afirmar que a faixa de temperatura ideal para a atividade
enzimatica de endoglucanases foi de 60-70°C (Figura 13), correspondendo a atividades

entre 340,4-351,2 U.mL™, respectivamente. Realizando-se o teste Tukey (software

Bioestat), constatou-se ndo haver diferencga significativa entre as atividades relativas nas
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referidas temperaturas. Sendo assim, para determinacdo do pH ideal para a atividade de

endoglucanase fixou-se a temperatura de 60°C.

5.2.1.2. pH ideal
A Figura 14 apresenta os resultados de atividade relativa de endoglucanase do

preparado enzimético Celluclast, em diferentes valores de pH.

Figura 14. Atividade relativa de endoglucanases de preparado enzimatico comercial
(Celluclast-Novozymes) em funcéo de diferentes valores de pH.
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Fonte: Préprio autor.

A partir dos valores conferidos é possivel afirmar que o pH ideal para a

atividade de endoglucanase foi de 4 com atividade média de 377,7 U.mL™.

5.2.2. Xilanase
5.2.2.1. Temperatura ideal
A Figura 15 apresenta os resultados de atividade relativa de xilanase de

preparado enzimatico Celluclast, em diferentes temperaturas.
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Figura 15. Atividade relativa de xilanase de preparado enzimatico comercial
(Celluclast-Novozymes) em funcéo de diferentes temperaturas.
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Fonte: Proprio autor.

A partir dos valores conferidos é possivel afirmar que a temperatura ideal para a
atividade de xilanase foi de 60°C, com atividade média de 593,2 U.mL™. Sendo assim,

para determinacdo do pH ideal para a atividade enzimatica de xilanase fixou-se a

temperatura de 60°C.

5.2.2.2. pH ideal
A Figura 16 apresenta os resultados de atividade relativa de xilanase de

preparado enzimatico Celluclast, em diferentes valores de pH, que exibe o pH ideal para

a enzima xilanase.
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Figura 16. Atividade relativa de xilanase de preparado enzimatico comercial
(Celluclast-Novozymes) em funcéo de diferentes valores de pH.
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Fonte: Proprio autor.

A partir dos valores conferidos é possivel afirmar que o pH ideal para a
atividade de xilanase foi de 5, com atividade média de 664,2 U.mL™.

Segundo o NCBE (National Centre for Biotechnology Education) a Celluclast-
Novozymes é um preparado enzimatico contendo atividades de celulases, produzidas
pelo fungo Trichoderma reesei, e comumente empregado na hidrélise de glicose,
celobiose e diversos polimeros de glicose. Para fins préaticos, as condi¢des ideais para a
atividade deste preparado enzimético geralmente se encontram na faixa de pH 4,5-6,0 e
temperatura entre 50-60 °C. Tal informagdo coincide com os resultados obtidos no
presente estudo, que mostra que para a atividade de xilanase as condi¢des ideais foram
no valor de pH igual a 5 e temperatura igual a 60°C. O estudo de Tang et al. (2017), o
qual avaliou a estabilidade térmica de xilanase de Trichoderma reesei modificadas
estruturalmente, obteve 60°C como temperatura ideal para atividade da enzima,
corroborando com o presente trabalho. Ja no estudo desenvolvido por Aragon (2013),
foram obtidas uma faixa de temperatura de 55-60°C e pH 5 como condicdes ideais para
a atividade de xilanase, produzida por Aspergillus niger.

No caso da enzima endoglucanase, o pH ideal para atividade foi de 4 e a faixa de

temperatura ideal foi de 60-70°C. Estudos recentes reportaram que endoglucanases
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mutantes de Trichoderma reesei podem atuar em temperaturas mais elevadas, com uma
faixa de temperatura ideal entre 65-75°C (AKBARZADEH, 2018), corroborando com o
presente estudo. Pereira (2013) ainda reportou que a temperatura ideal para a atividade
ideal de endoglucanase oriunda de fungo Aspergillus Niger, isolado a partir do Bioma
Cerrado, foi de 70°C.

5.3. Atividades de endoglucanase e xilanase nas condicdes ideias

A partir dos resultados obtidos a partir do estudo de determinacao das condicdes
ideais para as atividades de endoglucanase e xilanase, optou-se por determinar as
atividades especificas das enzimas nas referidas condigdes. Os resultados obtidos de
atividades especificas para as enzimas endoglucanase e xilanase contidas em preparado
enzimatico Celluclast (nas condigdes ideais de pH e temperatura) sdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Atividade (U.mL?) e Atividade especifica (Ul.mg') das enzimas
endoglucanase e xilanase de preparado enzimatico comercial Celluclast (Novozymes)
nas condicdes ideais de pH e temperatura.

Enzima Atividade Atividade especifica
(U.mL1) (U.mg?)
Endoglucanase 377,7 9,2+0,1
Xilanase 664,2 16,2+0,2

Os valores de atividade especifica para este trabalho, foram obtidos nas condicfes ideais de pH e
temperatura para a atividade de endoglucanases e xilanase, previamente determinadas.

De maneira geral, a partir da Tabela 2, é possivel verificar que nas condicoes
ideias de pH e temperatura das enzimas estudadas, ambas as atividades foram
ligeiramente maiores se comparado aos valores obtidos nas condi¢cdes dos ensaios
realizados na Tabela 1. Isso se deve ao fato intrinseco de que nas condicGes ideais sdo
as situacOes em que a atividade da enzima, ou seja, a conversao de substrato em produto

€ maxima.

5.4. Sintese de Oxido de Grafeno (OG)
A Figura 17 apresenta o aspecto visual do OG obtido. O processo de sintese de
OG gerou aproximadamente 1,7 g do material. Desta forma, houve um aumento de

massa total de 0,7 g em relacdo a carga inicial de grafite utilizada.
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Figura 17. Oxido de Grafeno (OG) ap6s secagem e devido armazenamento.

Fonte: Proprio autor.

5.5. Sintese de Oxido de Grafeno Magnetizado (OGM)

O proposto processo de sintese de OGM gerou 672,5 mg. Desta forma, houve
um aumento da massa total de 622,5 mg, ou seja, um rendimento de aproximadamente
13,5 vezes, em relagdo a quantidade inicial de OG utilizada. O material sintetizado
apresentou propriedades magnéticas como esperado (Figura 19).

Ao evoluir no trabalho, a quantidade de OGM disponivel naturalmente foi
esgotando. Sendo assim, foram realizadas mais duas sinteses, em momentos diferentes,
as quais permitiram um estudo mais detalhado sobre o rendimento do processo. A partir
do proposto processo de sintese de OGM foi possivel obter 1,58 gramas de material. E
valido ressaltar que, nesse caso, a fim de produzir uma maior quantidade de material, a
metodologia foi realizada duplicando-se as quantidades de OG e dos reagentes
utilizados na sintese. Sendo assim, constata-se que houve um aumento de massa total de
1,49 gramas, o0 que compreende um rendimento de aproximadamente 15,9 vezes em
relagdo a massa inicial de OG utilizada. Esse aumento de massa ocorre devido a
interacdo das nanoparticulas de FesOs com a superficie do OG a partir da coprecipitagdo
de Fe?* e Fe*" em solucdo alcalina sobre a adigdo de aménia a 80°C, conforme descrito
por Doustkhah e Rostamnia (2016). A partir da Tabela 3, a qual apresenta o resultado
supracitado e o compara com as sinteses realizadas anteriormente ao presente trabalho,
é possivel verificar um rendimento médio de 14,5 vezes em relacdo a massa de OG
inicial.
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Tabela 3. Dados acerca do rendimento do processo de producdo de OGM.

Massa de Massa de Aumento de Meédia Desvio CvVv
OG (mg) OGM (mg) massa (X vezes) Padréo (%)
50,0 672,5 13,5
100,0 1424,0 14,2 14,5 +1,.2 8,5
100,0 1586,5 15,9

Onde CV = Coeficiente de Variancia, calculado pela equacao: (Desvio Padrdo / Média) x 100%.

A partir dos resultados supracitados, € possivel correlacionar a quantidade inicial
de grafite utilizada na sintese de OG com a massa de OGM produzida. Conforme
registrado em sinteses e resultados anteriores, foram obtidos 1,7 g de OG a partir da
metodologia utilizada, com uma quantidade inicial de grafite de 1 g (HUMMERS;
OFFEMAN, 1958). E valido reforcar que esse aumento de massa ocorre devido a
oxidacdo dos cristais de grafite e a consequente ligacdo de varios grupos que contém
oxigénio a matriz (RAY, 2015; ADEEL et al., 2018). Sendo assim, considerando todos
o0s resultados de rendimento apresentados na Tabela 3 e a massa total de OG obtida,
constata-se que a partir de 1 g de grafite é possivel obter aproximadamente 24,7 + 2,1 g
de OGM. As Figuras 18 e 19 retratam algumas das etapas fundamentais para sintese de
Oxido de grafeno magnetizado (OGM).

Figura 18. Processo de lavagem do Oxido de grafeno Magnetizado (OGM), com o
auxilio de um ima.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 19. Oxido de Grafeno Magnetizado (OGM) sendo atraido por um ima.
- .

Fonte: Proprio autor.

5.6. Imobiliza¢do de endoglucanase e xilanase em 6xido de grafeno magnetizado
(OGM)

O processo de imobilizacdo enzimatica, utilizando diferentes cargas de proteina
para uma massa constante de OGM (mg de proteina por g de OGM), foi avaliado para
determinar o rendimento da imobilizagdo atraveés do monitoramento do teor de proteinas
(Figuras 20 e 21). Antes de determinar as condigdes ideias de atividade para as enzimas
previamente imobilizadas em OGM reativo, optou-se por determinar a quantidade
inicial de proteinas ideal, a qual foi fixada para os estudos subsequentes de
determinacdo das condigOes ideais e dos parametros de imobilizacdo a partir das
atividades enzimaticas. Esta quantidade de proteinas ideal esta relacionada com a
saturacdo do suporte, ou seja, quando as enzimas ndo se ligam covalentemente com o
OGM reativo presente no meio reacional de maneira a garantir sua funcéo,
principalmente devido ao fato de ndo haver mais extremidades reativas. Para esta
avaliacdo, foi considerada a quantidade de proteina imobilizada e, principalmente, as
atividades enzimaticas de xilanase e endoglucanase do derivado enzimatico, uma vez
que o preparado enzimatico Celluclast possui uma gama de celulases e outras proteinas

em sua composicao.
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Figura 20. Rendimento de imobilizacio (%) (azul), Proteina imobilizada (mg.g™)
(laranja) e Atividade de xilanase (Ul.g}) (verde) em cada ensaio realizado, em relagio a
quantidade de Proteina adicionada (mg) (eixo x). Os dados de Proteina imobilizada
foram reportados em mg por grama de suporte (OGM Reativo) e os dados de Atividade
enzimatica foram reportados em Ul por grama de derivado (OGM Reativo-Enzima).
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Fonte: Proprio autor.

Figura 21. Rendimento de imobilizacdo (%) (azul), Proteina imobilizada (mg.g™?)
(laranja) e Atividade de endoglucanase (Ul.g) (vermelho) em cada ensaio realizado,
em relacdo a quantidade de Proteina adicionada (mg) (eixo x). Os dados de Proteina
imobilizada foram reportados em mg por grama de suporte (OGM Reativo) e os dados
de Atividade enzimatica foram reportados em U por grama de derivado (OGM Reativo-
Enzima).
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A partir dos gréficos apresentados (Figuras 20 e 21), é possivel verificar que
maiores rendimentos de imobilizacdo ocorrem préximos aos menores teores de
proteinas adicionados. Para as cargas inicias entre 7,5-17,4 mg, obteve-se um
rendimento de imobilizacdo de 100%, ou seja, toda proteina adicionada foi imobilizada
no suporte OGM reativo. No estudo de Jordan (2011), o qual avaliou a ligacdo
covalente de celulases em nanoparticulas magnéticas (FezO4) através de carbodiimida,
também reportou que a ligacdo maxima enzima-suporte ocorreu com cargas de
proteinas inferiores.

De acordo com referidos graficos, também é possivel verificar que a quantidade
de proteina imobilizada estabiliza a partir da carga inicial de aproximadamente 60 mg
de proteina, caracterizando assim a saturacdo do suporte. Consequentemente, também se
verifica que o rendimento de imobilizacdo cai consideravelmente para maiores cargas
iniciais de proteina, uma vez que se adiciona uma maior quantidade de proteina, mas
com a saturacdo do suporte ndo ha imobilizacdo e assim uma maior quantidade de
proteinas é encontrada no sobrenadante. E valido ressaltar que as variacdes encontradas
nos pontos experimentais dos graficos podem ser atribuidas a reprodutibilidade dos
ensaios, limitagdes do método de quantificacdo e a possiveis erros experimentais.
Contudo, tais variagfes ndo comprometeram o objetivo do proposto estudo.

Sendo assim, conforme ja mencionado, como o preparado enzimatico Celluclast
¢ um blend de enzimas celuloliticas, e além disso podem haver outras proteinas
contaminantes, esse parametro € importante, porém deve ser avaliado em conjunto com
as atividades das enzimas estudadas, atribuindo assim um carater mais sensivel e
especifico para se determinar a carga ideal de proteinas inicial. Nesse sentido, é possivel
constatar que houve a estabilizacdo das atividades das enzimas xilanase e
endoglucanase a partir da carga inicial de 60 mg de proteina, com atividade média de
330 U.g?' e 180 U.g?, respectivamente, entre 0s pontos experimentais subsequentes.
Sendo assim, definiu-se uma faixa ideal para a quantidade de proteinas adicionada
(carga inicial) de 55-65 mg, com rendimento de imobilizacdo médio de 68% e uma
quantidade proteina imobilizada média de 42 mg por grama de suporte. Essa carga
inicial foi fixada para os estudos subsequentes de determinacdo das condicOes ideais e
dos parédmetros de imobilizacdo a partir das atividades enzimaticas. Um resultado
semelhante foi reportado no estudo de Paz-Cedeno et al. (2021), o qual avaliou a
imobilizacdo de celulases e xilanases do preparado enzimatico Cellic CTec 2 em OGM

pela rota EDAC-NHS e obteve 50 mg por grama de suporte como quantidade de
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proteina ideal, com rendimento de imobilizacdo de 96,5%, a partir da estabilizacdo da
atividade de celulases totais do derivado enzimético. A quantidade de proteina
imobilizada média obtida, dada em miligramas por grama de suporte (OGM reativo),
utilizando a metodologia com a rota EDAC-NHS proposta, foi superior aos valores
apresentados por outros estudos de imobilizacdo de celulases utilizando outras vias
sintéticas (GOKHALE; LU; LEE, 2013). Gokhale (2013) avaliou em seu estudo a
imobilizagéo por ligacdo do tipo covalente de celulases em suportes de grafeno 2D e
reportou uma carga de proteina imobilizada de aproximadamente 2,5 mg por grama de
suporte. Ja no trabalho desenvolvido por Mehnati-Najafabadi et al. (2018), o qual
avaliou a imobilizacdo xilanases em OGM através de espacadores, obteve 273 mg de
enzima imobilizada por grama de suporte funcionalizado, a qual foi fixada como ideal
uma vez que para quantidades superiores houve perda de atividade (MEHNATI-
NAJAFABADI; TAHERI-KAFRANI; BORDBAR, 2018).

Jordan (2011) também desenvolveu um estudo semelhante a fim de determinar o
ponto de saturacdo da superficie de nanoparticulas magnéticas para imobilizacdo de
celulases. Neste estudo, ele constatou que a relacdo ideal da massa de proteinas
imobilizadas e a massa do suporte, dada em mg.mg™?, foi de 0,02, uma vez que se
atingiu o valor maximo de atividade enzimatica. Para relacbes com valores superiores,
houve uma diminuicdo significativa na atividade enzimatica do derivado. Uma
explicacdo para tal fato é que caso ocorra a saturacdo da superficie do suporte, é
possivel que a incorporacdo de mais enzima cause um bloqueio nos sitios ativos,
impedindo a interagdo enzima-substrato e consequentemente a reducdo da atividade
(JORDAN; KUMAR; THEEGALA, 2011).

5.7. Avaliacdo do rendimento de imobilizacdo em funcédo do tempo

Conforme ja mencionado na sec¢do de materiais e métodos do presente trabalho,
o referido ensaio teve como principal objetivo avaliar o rendimento de imobilizacdo em
funcdo do tempo. A quantidade de proteinas adicionada no inicio do processo foi de
64,1 £ 6,1 mg de proteinas por g de suporte, encontrando-se assim dentro da faixa ideal
previamente determinada. A partir da Figura 22, verificou-se um perfil crescente da
quantidade de proteinas imobilizada (mg.g? de suporte), e consequentemente no
rendimento de imobilizagdo (%), em funcdo do tempo. Os maiores rendimentos foram
encontrados apos 5 e 19h de imobilizacdo, sendo estes iguais a 74,2 e 77,2%,

respectivamente. Nesse sentido, realizou-se o teste estatistico (Tukey, através do
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software Bioestat) confirmando ndo haver diferenca significativa entre os rendimentos
médios, obtidos ap6s 5 e 19h. Dessa forma, é possivel constatar que apds 5h de
imobilizacdo a quantidade de proteinas imobilizada mé&xima, relacionada a carga inicial
de proteinas utilizada, é atingida e igual a aproximadamente 47,6 e 49,5 mg.g™ de
suporte para 5 e 19 horas, respectivamente. Alem disso, também é possivel verificar que
para os tempos inferiores a 5 horas, ndo se atinge a quantidade méxima de proteinas
imobilizada alcangando-se rendimentos de aproximadamente 41,2 e 55,7 % para 1 e 3h,
respectivamente. Contudo, apesar dos resultados obtidos, refletiu-se sobre a rotina de
trabalho com foco na realizagcdo do processo de imobilizacdo e a posterior aplicacdo no
mesmo dia e, dessa forma, concluiu-se que seria mais conveniente manter o tempo de
imobilizagéo de aproximadamente 20h, o qual foi utilizado durante todo o estudo.
Figura 22. Rendimento de imobilizacdo por proteinas em funcdo do tempo de
imobilizacéo.
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Fonte: Proprio autor.

No estudo de Gao et al. (2018), no qual foi desenvolvido um método rapido de
imobilizacdo covalente de celulases em OG a partir de espacadores hidrofobicos, 0s
autores avaliaram o tempo ideal para o processo de imobilizagdo proposto. Nesse caso,
constatou-se que o rendimento de imobilizacdo, determinado a partir da quantidade de
proteinas, estabilizou apds 10 min, atingindo-se um platé (GAO et al., 2018). Zhang et
al. (2015) também estudou o efeito do tempo de imobilizacdo na quantidade de proteina
imobilizada, contudo com foco na imobilizacdo de celulases em nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas. No referido trabalho, os autores obtiveram um perfil

semelhante ao obtido no presente estudo, no qual a quantidade de proteinas imobilizada
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estabilizou-se ap6s aproximadamente apds 6 h (ZHANG et al., 2015). Por fim, é valido
ressaltar que os estudos supracitados obtiveram resultados que estdo intrinsicamente
associados aos métodos de imobilizagdo propostos e avaliados, os quais foram
diferentes do utilizado no presente trabalho. Contudo, tais investigacdes reforcam a
importancia de se avaliar o efeito do tempo de imobilizacdo na quantidade de proteinas

imobilizada visando-se a otimizag&o do processo como um todo.

5.8. Avaliacdo das condicdes ideais para atividade enzimatica de endoglucanase e
xilanase imobilizadas em OGM

5.8.1. Endoglucanase
5.8.1.1. Temperatura ideal

A Figura 23 apresenta os resultados de atividade relativa de endoglucanase em
diferentes temperaturas, a qual exibe as temperaturas ideais para a atividade de
endoglucanase na sua forma livre e imobilizada em OGM.
Figura 23. Atividade relativa de endoglucanase, de preparado enzimatico comercial, na

forma livre e imobilizada em OGM, em funcdo de diferentes valores de temperatura
(°C).

100 imobilizada

—e—livre

I (@] (0]
o o o
1 1 1

Atividade Relativa (%0)

N
o
1

—

0 T T T T T v 1
20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Fonte: Proprio autor.

Desta forma, é possivel afirmar que houve um deslocamento da temperatura

ideal da enzima apo6s sua imobilizagdo no suporte OGM, deslocando-a para 50°C,
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temperatura na qual se obteve uma atividade média igual a 206,0 U por grama de
derivado. Ainda assim, optou-se por realizar o teste Tukey (software Bioestat),
confirmando haver diferenca significativa entre as atividades relativas, obtidas em
triplicata, nas temperaturas 50 e 60°C. Sendo assim, para determinacao do pH ideal para

a atividade de endoglucanase imobilizada, fixou-se a temperatura de 50°C.

5.8.1.2. pH ideal

A Figura 24 apresenta os resultados de atividade relativa de endoglucanase em
diferentes valores de pH, evidenciando-se os valores de pH ideais para a atividade de
endoglucanase na sua forma livre e imobilizada em OGM.

Figura 24. Atividade relativa de endoglucanase, de preparado enzimatico comercial, na
forma livre e imobilizada em OGM, em funcéo de diferentes valores de pH.
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A partir do referido grafico (Figura 24), é possivel constatar que o valor de pH
igual a 4 foi mantido como pH ideal para a atividade de endoglucanase apés a
imobilizacdo em OGM, com atividade média igual a 289,5 U por grama de derivado.
Contudo, também & possivel constatar que a imobilizacdo covalente no presente suporte
permitiu a obtencdo de maiores valores de atividade relativa média, em comparagéo

com a enzima livre, nos valores de pH iguais a 5 e 6, as quais foram de 90,8 e 65,2%,
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respectivamente. Por fim, assim como a enzima livre, o derivado imobilizado

praticamente ndo apresentou atividade em valores de pH >7.

5.8.2. Xilanase
5.8.2.1. Temperatura ideal

A Figura 25 apresenta os resultados de atividade relativa de xilanase em
diferentes temperaturas, a qual exibe as temperaturas ideais para a atividade de xilanase
na sua forma livre e imobilizada em OGM.

Figura 25. Atividade relativa de xilanase, de preparado enzimatico comercial, na forma
livre e imobilizada em OGM, em funcéo de diferentes valores de Temperatura (°C).
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A partir do gréfico exibido na Figura 25, é possivel verificar que o perfil da
atividade relativa em funcdo das diferentes temperaturas da enzima imobilizada foi
semelhante ao obtido com a enzima livre. Desta forma, é possivel assegurar que a
temperatura de 60°C foi mantida como ideal para a atividade de xilanase ap6s a
imobilizacdo em OGM, com atividade média igual a 337,5 U por grama de derivado.
Portanto, para determinacgéo do pH ideal para a atividade de xilanase imobilizada, fixou-

se a temperatura de 60°C.
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5.8.2.2. pH ideal

A Figura 26 apresenta os resultados de atividade relativa de xilanase em
diferentes valores de pH, evidenciando-se os valores de pH ideais para a atividade de
xilanase na sua forma livre e imobilizada em OGM.

Figura 26. Atividade relativa de xilanase, de preparado enzimatico comercial, na forma
livre e imobilizada em OGM, em funcéo de diferentes valores de pH.
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Fonte: Préprio autor.

Assim como observado na determinacdo da temperatura ideal, o perfil da
atividade relativa em funcdo dos diferentes valores de pH da enzima imobilizada foi
semelhante ao obtido com a enzima livre. Contudo, é valido ressaltar que para a enzima
imobilizada, a atividade relativa no pH igual a 6 diminui consideravelmente em relacéo
a enzima livre. Portanto, é possivel assegurar que o valor de pH igual a 5 foi mantido
como ideal para a atividade de xilanase apds a imobilizagdo em OGM, com atividade
média igual a 558,3 U por grama de derivado. Por fim, tendo em vista os valores de
atividades enzimaticas em U por grama de derivado das enzimas estudadas, €
importante destacar que podem haver diferengas nesses valores devido ao fato de que
para a determinacdo do pH ideal foram utilizados tampdes diferentes, conforme

mencionado na se¢do de Material e Métodos.
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5.8.3. Avaliacdo comparativa das condicOes ideais para a atividade de
endoglucanase e xilanase em suas formas livres e imobilizadas

A Tabela 4 retine os resultados obtidos a partir do estudo de determinacdo das
condicdes ideais de temperatura e pH para as atividades de xilanase e endoglucanase, a
fim de auxiliar a comparacéo e discussdo dos mesmos.

Tabela 4. CondicOes ideais de temperatura e pH para as atividades de xilanase e
endoglucanase, livres e imobilizadas.

Condicao ideal

Enzima Forma
pH Temperatura (°C)
Livre 4 60-70
Endoglucanase
Enz-OGM 4 50
] Livre 5 60
Xilanase
Enz-OGM 5 60

A partir dos gréaficos apresentados (Figuras 23, 24, 25 e 26) e dos resultados
reunidos na Tabela 4, é possivel constatar que ndo houve alteracdes significativas nas
condicdes ideais para a atividade de xilanase ap6s a imobilizacdo no suporte OGM
através da rota EDAC-NHS. Todavia, para a atividade de endoglucanase houve
alteracdo significativa na temperatura ideal, deslocando-se a faixa ideal de 60-70°C
obtida para enzima livre, para uma temperatura mais amena e igual a 50°C, na forma
imobilizada. De maneira geral, é possivel afirmar que a ligacdo do tipo covalente entre a
enzima e o suporte, através da rota de imobilizagdo proposta, possa ter afetado a
estrutura da enzima de modo que uma faixa de temperatura mais amena fosse mais
favoravel a sua medida de atividade. Contudo, é valido ressaltar que nas temperaturas
de 60°C para a enzima imobilizada e 50°C para enzima livre, foram obtidos valores de
atividade relativa de cerca de 91% e 85%, respectivamente. Nesse sentido, a mudanca
verificada é plausivel e mantém-se nas faixas ideais de pH 4-6 e temperatura entre 50-
60°C para atividade de enzimas do preparado Celluclast, segundo o NCBE.

A Tabela 5 apresenta os resultados de alguns trabalhos que avaliaram as
condigdes ideais de temperatura e pH para as atividades de xilanases e celulases em

diferentes suportes e rotas de imobilizacéo.

47



Tabela 5. Condicdes ideais de temperatura e pH para as atividades de xilanase, endoglucanase e

celulases totais na forma livre e imobilizadas em diferentes suportes.
Condicao ideal atividade

Rota de (Livre/Imobilizada)

Enzima Suporte imobilizacio Referéncia
¢ pH  Temperatura (°C)
Endoglucanase = OGM EDAC-NHS 414 60-70 /50 Este trabalho
Xilanase OGM EDAC-NHS 5/5 60 / 60 Este trabalho
MEHNATI-
Xilanase OGM PEGA 6,5/75 60/ 60 NAJAFABADI et
al. (2018)
Celulases totais OGM  4arm PEG NH2 5/4 40/50 HAN et al. (2018)
Celulases totais ~ NPM EDC 4/5 50 / 50 A Yie

OGM: Oxido de grafeno magnetizado; NPM: Nanoparticulas magnéticas; NHS: N-Hidroxisuccinimida; EDAC: 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida; EDC: 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride;
PEGA: polyethylene glycol bis amine; 4arm PEG NH2: dendritic polymer.

Tendo em vista os dados reunidos na Tabela 5, verifica-se novamente que existe
uma faixa ideal de pH 4-6 e temperatura 40-60°C para a atividade ideal de xilanases e
celulases, e que esta geralmente é respeitada apds o processo de imobilizacdo. Ou seja,
com excecdo do estudo de Mehnati-Najafabadi et al. (2018), que obtiveram valores
ideais de pH mais alcalinos para a atividade de xilanases provenientes do fungo
Thermomyces lanuginosus, as alteracbes nas condicBGes ideais tendem a ser sutis e
respeitarem a faixa ideal mencionada. As alteracdes nas condicBGes ideais estdo
associadas ao suporte utilizado, o tipo de imobilizacdo, a natureza da enzima, entre
outros fatores. Em um contexto geral, pretende-se alcancar, através da imobilizacao, o
melhoramento de alguns aspectos como a estabilidade da enzima frente a condicdes de
pH e temperatura, bem como o seu reuso e facilidade de recuperacdo. Nesse sentido, se
fazem necessarios estudos que avaliem tais parametros mencionados e possiveis
alteracdes apds o processo de imobilizacdo, comparando-se com a enzima em sua forma
livre (SHELDON; VAN PELT, 2013).
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5.9. Determinacao dos parametros de imobilizacéo
A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos a partir do estudo de determinacéo
dos parametros de imobilizacdo conforme descrito na se¢éo 4.7 do presente trabalho.
Tabela 6. Rendimento, eficiéncia e atividade recuperada no processo de imobilizacdo de
endoglucanase e xilanase de preparado enzimatico comercial (Celluclast-Novozymes) em é6xido de

grafeno magnetizado (OGM), e atividade de endoglucanase e xilanase reportada em unidades
internacionais (U) por grama de suporte.

Enzima Rendimento de Eficiéncia (%) Atividade Atividade
imobilizacéo (%) Recuperada (%) enzimatica (U.g1)
Endoglucanase 25,6 +£0,9 709+41 18,1+0,7 191,7+7,6
Xilanase 40,0+8,0 84,4 +£9,6 355+6,6 337,5+58,0

Os ensaios foram realizados a partir de uma carga inicial de aproximadamente 60 mg de proteinas e nas respectivas
condices ideais para a atividades das enzimas na forma livre e imobilizada, previamente determinadas.

Conforme apresentado na secdo 5.6 deste trabalho, foi escolhida como carga
inicial ideal de proteinas a faixa de 55-65 mg, na qual se obteve um rendimento médio
de imobilizacdo por proteinas de 68% e a maior atividade enzimatica observada. Porém,
como o preparado enzimatico (Celluclast) € um complexo composto por Xxilanases e
celulases, é importante avaliar o processo de imobilizacdo a partir da atividade de cada
enzima estudada. Nesse sentido, determinaram-se 0s parametros de rendimento,
eficiéncia e atividade recuperada, conforme descrito no tépico 4.7 do presente trabalho.
Quanto ao rendimento de imobilizacdo, o qual relaciona a atividade inicial e a atividade
presente no sobrenadante apds a imobilizacdo, obteve-se valores de 25,6 % e 40,0 %
para endoglucanase e xilanase, respectivamente. Sendo assim, € possivel constatar que
as enzimas estudadas ndo apresentaram boa interagdo com o suporte a partir da rota
proposta. Contudo, em relacdo a eficiéncia, a qual relaciona a atividade teorica
imobilizada (U inicia — U sobrenadante) COM a atividade do derivado imobilizado, é possivel
verificar que a partir dos resultados obtidos de 70,9% e 84,4%, que o derivado
imobilizado apresentou uma boa atividade de endoglucanase e xilanase em relacdo a
atividade tedrica imobilizada. Nesse sentido, vale ressaltar que o cenario ideal seria uma
eficiéncia de 100%, contudo geralmente esses valores s&o menores devido as limitacoes
de transferéncia de massa, dificuldade de acessibilidade de sitios ativos, possiveis
alteragbes conformacionais na estrutura da enzima, entre outros fatores (SHELDON;
VAN PELT, 2013; PAZ-CEDENO, 2021). Por sua vez, a atividade recuperada

relaciona a atividade do derivado imobilizado com a atividade inicial. Sendo assim,
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foram obtidos valores de 18,1% e 355% para endoglucanase e xilanase,
respectivamente, e assim, verifica-se que em relacéo a atividade inicial adicionada, o
derivado imobilizado apresentou uma atividade consideravelmente melhor. Porém,
neste caso, é valido ressaltar que a diferenca entre as referidas atividades pode ser
intensificada devido as limitacBes de transferéncia de massa e a dificuldade de
acessibilidade de sitios ativos em comparagdo com a enzima livre e imobilizada. Paz-
Cedeno et al. (2021) determinou em seu estudo os mesmos parametros, contudo para a
avaliacdo da imobilizacdo de celulases, incluindo endoglucanase e B-glicosidase, e
xilanase do preparado enzimatico Cellic CTec 2-Novozymes em OGM pela rota EDAC-
NHS. Para a endoglucanase, foram obtidos valores de 63,4%, 37,6% e 23,8% para
rendimento, eficiéncia e atividade recuperada, respectivamente. Neste caso, é possivel
verificar que houve uma melhor imobilizacdo de endoglucanase em comparacdo com o
presente estudo, contudo esta ndo foi traduzia em uma melhor eficiéncia, conforme os
dados presentes na Tabela 6. Para a xilanase, foram obtidos valores de 27,0%, 55,2% e
14,9% para rendimento, eficiéncia e atividade recuperada, respectivamente. Neste caso,
de acordo com a Tabela 6, todos os parametros obtiveram valores inferiores aos obtidos
neste trabalho. O estudo de Paz-Cedeno et al. (2021) permite uma comparacao
interessante com o presente trabalho, uma vez que foram utilizados 0 mesmo suporte e a
mesma rota de imobilizacdo, variando-se apenas o preparado enzimatico contendo
atividades de celulases e xilanases.

Por fim, outro pardmetro importante é a atividade das enzimas imobilizadas
dadas em U por grama de suporte. No presente trabalho, foram obtidos valores de 191,7
+ 7,6 e 3375 = 58,0 U por grama de suporte, para endoglucanase e xilanase,
respectivamente (Tabela 6). Nesse sentido, a atividade de endoglucanase obtida foi
ligeiramente menor que a adquirida por Paz-Cedeno et al. (2021), a qual foi de 299,9
U.gl No entanto, para a xilanase, o referido estudo obteve uma atividade
aproximadamente trés vezes maior (1034,0 U.gl). Nesse caso, como 0 mencionado
estudo utilizou 0 mesmo suporte e a mesma rota de imobilizacdo, é possivel atribuir
essas variagOes as caracteristicas intrinsecas aos preparados enzimaticos de celulases e
xilanases utilizados e as possiveis variacdes na metodologia empregada para tal

avaliacéo.
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5.10. Estabilidade térmica de endoglucanase e xilanase imobilizadas em OGM
Conforme mencionado na sec¢do de materiais e métodos deste trabalho, avaliou-
se a estabilidade térmica das enzimas estudadas em suas formas livres e imobilizadas
em OGM. As temperaturas avaliadas foram de 30, 40, 45, 50 e 60°C e o tempo de
exposicdo total de 72 h, sendo a atividade enzimatica determinada nos intervalos de
tempos pré-definidos de 8, 24, 48 e 72h. Conforme reforgado por Sheldon e Van Pelt
(2013), a estabilidade térmica de enzimas é um pardmetro fundamental visando a
aplicacdo industrial. Contudo, a Figura 27 apresenta os valores de atividade relativa das
enzimas em funcao do tempo de exposi¢do, bem como da Tabela 7, a qual apresenta os
valores de tempo de meia vida (t12) calculados, é possivel constatar que a imobiliza¢do
covalente de endoglucanase e xilanase em OGM néo melhorou de maneira significativa
a estabilidade térmica das enzimas estudadas considerando que ambas apresentaram
maior estabilidade em relacdo a atividade enzimatica, e consequentemente um maior

tempo de meia vida, em suas formas livres.

Figura 27. Estabilidade térmica de endoglucanase e xilanase nas formas livres e

imobilizadas em OGM.
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Tabela 7. Tempo de meia vida (t12) dado em horas, de endoglucanase e xilanase em suas
formas livre e imobilizada em OGM para cada temperatura avaliada.

Tempo de meia vida (horas)

Enzima Forma
30°C 40°C 45°C 50°C 60°C
Xilanase Livre * 178,0+7,7  90,7+6,3 644+14 6,8+05
Xilanase Imobilizada 235,3+ 23,6 86,1+10,8 38,1+5,1 75+0,2 7,7+0,3
Endoglucanase Livre * * * 320,5+ 16,6 156,8 £ 10,6
Endoglucanase Imobilizada 1914+ 13,1 89,4+46 51,0+2,1 8,6 0,1 54+0,2

*Para os casos da xilanase livre (30°C) e endoglucanase livre (30, 40 e 45°C) ndo foi possivel determinar o tempo de meia vida,
uma vez que nesses casos em especifico 0 modelo matematico ndo pode ser determinado devido ao fato da atividade relativa se
manter praticamente constante durante o tempo avaliado.

A partir da Figura 27 observa-se que apds 48 h de exposi¢cdo nas temperaturas de
50 e 60°C, o derivado imobilizado (OGM-Enzima) ndo apresentou atividade de
endoglucanase e xilanase, ao passo que as enzimas em sua forma livres apresentaram
atividade. Nesse sentido, vale reforcar que a endoglucanase em sua forma livre manteve
aproximadamente 70% de atividade ap6s 72 h de exposi¢do a 60°C, conforme ilustrado
na Figura 27. Nadar e Rathod (2019) desenvolveram um estudo o qual avaliou a
estabilidade de um derivado enzimatico obtido a partir da imobilizacdo simultanea de
pectinase e celulase comerciais (Pectinex e Celluclast) em nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas, visando a aplicacdo na hidrélise de material celul6sico celular para a
liberacdo de compostos bioativos de plantas e frutas. No referido estudo, o derivado
imobilizado apresentou uma melhora significativa na estabilidade na faixa de 50-70°C
para ambas as enzimas, aumentando aproximadamente duas vezes o ti» para a celulase
imobilizada em relacdo a livre. E valido ressaltar que no caso explicitado, o tempo de
exposi¢do foi de 60 min e que a atividade enzimatica foi determinada a partir da
hidrolise de CMC (NADAR; RATHOD, 2019). No estudo de Martins (2007), no qual o
autor avaliou a imobilizacdo de celulases comerciais (Celluclast 1.5L) em matrizes de
géis de quitosana e quitosana-alginato visando a aplicacdo na hidrdlise de bagado de
cana-de-agucar, também foi possivel promover uma melhora na estabilidade da celulase
a partir da imobilizacdo proposta, aumentando cerca de trés vezes o tempo de meia vida
em relacdo a enzima livre para a temperatura de 65°C (MARTINS, 2007). Outros
estudos que avaliaram a imobilizacdo de celulase de diferentes origens em diferentes
suportes, incluindo OG funcionalizado e nanoparticulas magneéticas, também
alcangaram melhoras significativas na estabilidade térmica em condig¢Ges especificas
(HAN et al., 2018; SELVAM et al., 2016; SIMON et al., 2018; SUI et al., 2019).
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Apesar dos resultados obtidos, a estabilidade ndo é o Unico pardmetro capaz de
comprovar o potencial e a viabilidade de aplicacdo de enzimas imobilizadas, no caso do
presente estudo, endoglucanase e xilanase em OGM. A imobilizacdo de enzimas em
suportes sélidos geralmente permite a sua recuperacdo, bem como sua reutilizacao,
permitindo, dessa forma, seu uso com boa relacdo custo-beneficio. Além disso, com
foco nas aplicages industriais, é valido mencionar que com uma formulacdo sélida ao
invés de liquida, a separacéo da enzima e do bioproduto é facilitada de forma a diminuir
drasticamente a contaminacdo de proteinas em bioprodutos, por exemplo, necessidade
de precipitacdo das proteinas prévio a etapa de fermentacdo (etanol celul6sico)
(NADAR; RATHOD, 2019; SHELDON; VAN PELT, 2013). Além disso, é importante
reforcar que no preparado enzimatico utilizado no presente estudo, Celluclast 1.5L
(Novozymes), estdo presentes outras enzimas como B-glicosidase e exoglucanase, as
quais poderiam ser investigadas com foco na avaliacdo do potencial de aplicacdo do

derivado imobilizado obtido.

5.11. Estabilidade de armazenamento de endoglucanase e xilanase imobilizadas
covalentemente em OGM

Também no presente trabalho foi desenvolvido um estudo sobre a estabilidade
de armazenamento das enzimas endoglucanase e xilanase imobilizadas covalentemente
em OGM. O derivado imobilizado foi armazenado em geladeira comum e as atividades
enzimaticas foram dosadas, seguindo a metodologia ja prescrita na secdo de Material e
Métodos, e amplamente citada no presente trabalho, durante 42 dias em intervalos
regulares de 7 dias, ou seja, foram coletados sete pontos no total, considerando o ponto
inicial. O gréfico abaixo (Figura 28) exibe os resultados obtidos de Atividade Relativa

(%) de cada uma das enzimas estudadas pelo tempo em dias.
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Figura 28. Estabilidade de armazenamento de endoglucanase e xilanase imobilizadas em
OGM, considerando-se a Atividade Relativa (%) do derivado em funcdo do tempo de
armazenamento (dias).
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Fonte: Proprio autor.

A partir do referido gréfico, é possivel constatar um decaimento na atividade
enzimatica de ambas enzimas conforme a passagem dos dias. Apds 42 dias, a atividade
relativa, em porcentagem, de endoglucanase foi de 63,2 + 0,8 e de xilanase 54,8 + 7,4.
A partir da linearizacdo dos resultados obtidos, foi possivel projetar o tempo de meia
vida, ou seja, 0 tempo em que a atividade enzimatica atinge 50%, comparando-se com 0
valor inicial, para a endoglucanase de aproximadamente 65 dias (R? = 0,97). Ja para a
xilanase, ndo foi possivel chegar a uma linearizacdo adequada para a realizacdo da
projecdo. Dentre as potenciais causas para 0 decaimento da atividade enzimatica
conforme os dias, é possivel destacar a exposicao continua do derivado ao tampéo de
imobilizacdo (pH 4,8), 0 que pode causar deformacdes e a desnaturacdo enzimatica,
mesmo as enzimas estando imobilizadas. Nesse contexto, um outro interessante ensaio
para o aprofundamento nesse estudo seria avaliar o armazenamento da enzima no
formato sélido e seco, e a sua posterior suspensdo quando for utiliza-la.

Avaliar a estabilidade de armazenamento de uma enzima, esteja ela imobilizada
ou ndo, € muito importante para evidenciar a sua aplicacdo a longo prazo. Como as
enzimas sdo proteinas que podem ser sensiveis as variacdes de temperatura e pH, é
fundamental conhecer as condigdes ideias para a manutencdo adequada da sua atividade
enzimatica. No estudo de Sui et. al (2019), foi avaliada, dentre outros ensaios, a

estabilidade de armazenamento de celulases imobilizadas covalentemente em
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microesferas de poliuréia a 4°C durante 60 dias. Ao final do estudo, os autores
constataram que a atividade relativa de celulase imobilizada foi de aproximadamente
50%, ou seja, metade, de sua atividade inicial apdés 60 dias. Em contrapartida, a
atividade relativa da forma livre foi apenas 14% da atividade inicial apd6s 0 mesmo
periodo. Sendo assim, celulase imobilizada indicou atividade residual 3,6 vezes maior
do que a forma livre, sugerindo que a celulase imobilizada é mais adequada para o
armazenamento. No trabalho de Selvam et. al (2016), o qual avaliou a atividade e
estabilidade de celulase bacteriana imobilizada em nanoparticulas magnéticas (NPMs),
também foi constatado que imobilizacdo melhorou de maneira significativa a
estabilidade de armazenamento. A celulase livre manteve 15% de sua atividade original,
ao passo que a celulase imobilizada em NPMs manteve 70% de sua atividade inicial
apos 100 dias (SELVAM et al., 2016; SUI et al., 2019).

Por fim, é valido reforcar que a estabilidade de armazenamento das enzimas
estudadas em suas formas livres ndo foi avaliada no presente trabalho uma vez que se
assume a premissa de que por ser um preparado enzimatico comercial, a sua
composicdo deve garantir tal estabilidade para o uso e aplicacdo das enzimas a longo

prazo.

6. CONCLUSAO

e A sintese de OGM foi realizada com sucesso e o material sintetizado apresentou
propriedades magnéticas como esperado;

e A partir do proposto processo de sintese de OGM foi possivel obter um
rendimento de aproximadamente 15,9 vezes em relagdo a massa inicial de OG utilizada;

e Constata-se que a partir de 1 grama de grafite é possivel obter aproximadamente
24,7 gramas de OGM;

e As condicOes ideais para a atividade de endoglucanase e xilanase estdo dentro da
faixa de pH 4-6 e temperatura 50-70°C, geralmente reportadas;

e O proposto processo de imobilizacdo das referidas enzimas em oOxido de grafeno
magnetizado (OGM) ndo gerou mudancas nas condicOes ideais para a atividade da
xilanase, sendo 4 e 60°C o pH e a temperatura, respectivamente. Contudo, a
imobilizacdo deslocou a faixa ideal de temperatura de 60-70°C obtida para
endoglucanase em sua forma livre, para uma temperatura mais amena e igual a 50°C,

quando imobilizada;
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o A faixa ideal para a quantidade de proteinas adicionadas na imobilizacdo (carga
inicial) de 55-65mg por grama de suporte, considerando a saturacdo do suporte e a
estabilizacdo da atividade enzimatica, se apresentou coerente se comparado com alguns
trabalhos mencionados. Por sua vez, o rendimento de imobilizacdo por proteinas de
68%, representando cerca de 42 mg de proteina imobilizada por grama de suporte, se
comparado com a literatura, encontra-se uma maior variacdo nos resultados, havendo
estudos que reportaram quantidades menores, e outros maiores (de proteina imobilizada
por grama de suporte). Nesse sentido, € possivel atribuir tais variacGes as diferentes
rotas de imobilizagdo empregadas e aos preparados enzimaticos utilizados;

e Através dos parametros de imobilizacdo (rendimento, eficiéncia e atividade
recuperada) permite-se concluir que o processo de imobilizacdo no presente suporte
através da rota EDAC-NHS é regular (rendimento >50%), mas que o derivado
imobilizado apresenta boa atividade enzimatica se comparada com a atividade
imobilizada teorica, a qual € obtida a partir das atividades inicias e no sobrenadante;

e A partir do estudo de estabilidade térmica realizado, foi possivel constatar que a
imobilizagéo covalente de endoglucanase e xilanase em OGM n&o melhorou de maneira
significativa a estabilidade térmica das enzimas estudadas considerando que ambas
apresentaram uma maior estabilidade em relacdo a atividade enzimatica, e
consequentemente um maior t12 em sua forma livre.

e Por fim, a partir do presente estudo ¢é possivel confirmar que o éxido de grafeno
(OG) é um material promissor para a imobilizacdo de celulases e xilanases, atuando
como suporte solido. Além disso, é um material com processo de sintese relativamente

simples e obtido com um bom rendimento;
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. APENDICE

1. Curva analitica para determinacéo de glicose

Figura 29. Curva analitica para determinacdo da concentracédo de glicose.
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2. Curva analitica para determinacéo de xilose

Figura 30. Curva analitica para determinacao da concentracdo de xilose.
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3. Curva analitica para quantificacao de proteinas

Figura 31. Curva analitica para determinacdo da quantidade de proteinas totais, via
método de Bradford.
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4. Curva analitica para quantificacdo de proteinas (0,5 mL de amostra)

Figura 32. Curva analitica para determinacdo da quantidade de proteinas totais, via
método de Bradford, utilizando-se 0,5 mL de amostra.
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5. Curva analitica para determinacéo de p-nitrofenol

Figura 33. Curva analitica para determinacéo da concentracdo de p-nitrofenol (mg/mL)
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