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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de segunda geracéo, em larga escala, com custos e tempo de operagao reduzidos.
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CONCLUSOES FINAIS

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

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

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

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

de hidrdlise baixo.
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