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RESUMO

Um residuo agroindustrial, o baga¢o de caju, foi utilizado como suporte para imobiliza¢éo
da lipase do tipo A de Candida antarctica (CALA). A CALA ¢é um biocatalisador muito
atraente, apresenta alta termoestabilidade, seletividade para &cidos graxos trans, estabilidade
no pH &cido e alta quimio-seletividade em relacdo aos grupos amina. O bagaco de caju, além
de ter um custo muito baixo e reduzir os impactos ambientais, por ser um material
biodegradavel, também apresenta boas propriedades fisicas e mecanicas favoraveis a
imobilizacdo enzimatica. Entre os métodos de imobilizacdo, a adsor¢do, um método simples
e bastante utilizado, que permite a interacdo entre o suporte e a enzima, resultando em uma
melhor estabilizacdo enzimatica. Neste estudo, a divinilsulfona (DVS) foi utilizada para
modificar a estrutura do suporte e, dessa forma, testar o seu efeito nas interagcbes enzima-
suporte, visando imobilizar covalentemente. Para otimizar o tratamento do bagaco de caju
com DVS para imobilizagdo da CALA, um planejamento experimental avancado pelo
método Taguchi foi utilizado, com uma matriz ortogonal padrdo L16 (0o 'L 'e o '16'
representam o quadrado latino e o nimero de experimentos, respectivamente), no qual cinco
fatores em quatro niveis foram analisados (concentracdo de DVS: 1, 3, 5 e 7,5 mL;
molaridade do tampéo: 5, 25, 100 e 350 mM; pH: 3, 5, 7 e 12,5; temperatura: 4, 15, 25 e 30
°C e tempo de tratamento: 0,5, 3, 12 e 24 horas), a fim de maximizar a atividade do
biocatalisador. Para o procedimento de imobilizagdo, foram utilizados 1,0 mg de enzima por
g de suporte na presenca de Triton-X a 0,01% (v/v) e tampé&o fosfato de sédio 5 mM e pH
7,0, por 24 h e 25 °C, sob agitacéo continua. Apos a imobilizacao, os biocatalisadores foram
incubados em tampéo de bicarbonato 100 mM a pH 10,0 (1:10 p/v) a 25 °C por 24 h, e depois
em EDA 1 M a pH 10,0 também por 24 h a 4 °C. As condi¢Oes ideais de preparacdo do
suporte foram: concentracdo de DVS: 4,5 M, molaridade do tampédo: 5 mM, pH: 3;
temperatura: 30 °C e tempo de ativacdo: 12 horas, obtendo uma atividade do derivado
de 6,8 U/g e o valor da atividade do derivado previsto pelo programa foi de 6,5 U/g. As
analises de FTIR e analise elementar confirmaram a imobilizacdo da CALA no BAG-DVS,
em 1712 cm™ e com aumento de 3,71% de nitrogénio, respectivamente, no entanto essas
analises ndo foram sensiveis o suficiente para demonstrar a ativacdo do suporte com a DVS.
A imobilizacdo da CALA em bagaco de caju ativado com divinilsulfona promoveu um
aumento na estabilidade térmica a 70 °C em pH 5, 7 e 9. Além disso, ap0s oito meses de
estocagem a atividade do biocatalisador diminuiu apenas 50%. A andlise de TGA apresentou
degradacéo das amostras BAG, BAG-DVS e BAG-DVS-CAL a 500 °C com perda de massa,
respectivamente, de 51,9%, 49,9% e 55,7%. Os resultados mostraram que 0 BAG pré-tratado
e ativado com DVS melhorou significativamente a estabilidade da CALA se mostrando um
suporte promissor para imobilizacdo de enzimas.

Palavras-chave: Imobilizacdo Enzimatica. Lipase do tipo A de Candida antarctica.
Bagaco de caju residual. Método Taguchi.



ABSTRACT

An agro-industrial residue, cashew apple bagasse, was used as a support for immobilizing
lipase A from Candida antarctica (CALA). CALA is a very attractive biocatalyst, has high
thermostability, selectivity for trans fatty acids, stability in acid pH and high
chemoselectivity in relation to amine groups. Cashew apple bagasse, in addition to having a
very low cost and reducing environmental impacts, as it is a biodegradable material, also has
good physical and mechanical properties favorable to enzymatic immobilization. Among
immobilization methods, adsorption, a simple and widely used method, allows the
interaction between the support and the enzyme, resulting in better enzymatic stabilization.
In this study, divinyl sulfone (DVS) was used to modify the support structure and, thus, test
its effect on enzyme-support interactions. To optimize the treatment of cashew apple bagasse
with DVS for immobilization of CALA, an advanced experimental design by the Taguchi
method was used, with a standard orthographic L16 matrix (the 'L' and the '16' represent the
Latin square and the number of experiments, respectively), where five factors at four levels
were analyzed (DVS concentration: 1, 3, 5 and 7.5; buffer molarity: 5, 25, 100 and 350 mM;
pH: 3, 5, 7 and 12,5; temperature: 4, 15, 25 and 30 °C and optimization time: 0.5, 3, 12 and
24 h), in order to maximize the activity of the biocatalyst. For the immobilization process,
1.0 mg of enzyme per g of support was used in the presence of 0.01% Triton-X and 5 mM
sodium phosphate buffer and pH 7.0, for 24 h and 25 °C, under controled stirring. After
immobilization, the biocatalysts were incubated in 100 mM bicarbonate buffer at pH 10.0
(1:10 w/v) at 25 °C for 24 h, and then in 1 M EDA at pH 10.0 also for 24 ha 4 °C. After the
experimental planning was concluded, the ideal conditions for preparing the support were:
DVS concentration: 4.5 M, buffer molarity: 5 mM, pH: 3; temperature: 30 °C and activation
time: 12 h, obtaining a derivative activity of 6.8 U/g and immobilization yield of 24%. The
value of the derivative activity provided by the software was 6.5 U/g. FTIR and Elemental
Analysis confirmed the immobilization of CALA in BAG-DVS, at 1712 cm™ and with an
increase of 3.71% nitrogen, respectively. The TGA analysis showed degradation of the
BAG, BAG-DVS and BAG-DVS-CAL samples at 500 °C with weight loss, respectively, of
51.9%, 49.9% and 55.7%. The immobilization of CALA in cashew apple bagasse promoted
an increase in thermal stability at 70 °C and pH 5, 7 and 9. In addition, after eight months of
storage, the activity of the biocatalyst decreased only 50%. The results showed that the
pretreated BAG is promising for immobilizing enzymes, improving the stability of CALA.

Keywords: Enzyme Immobilization. Lipase A from Candida antarctica. Residual cashew
apple bagasse. Taguchi method.
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1. INTRODUCAO

As lipases sdo as enzimas mais usadas na biocatalise, tanto em pesquisas académicas
como a nivel industrial (ORTIZ et al., 2019). Essa classe de enzimas é altamente estavel,
possui alta especificidade de substrato e alta regio, quimio e estereosseletividade
(GHANEM, 2007; LIMA et al., 2017). Esses biocatalisadores séo bastante utilizados sob
uma ampla gama de meios de rea¢do, como solventes organicos, liquidos i6nicos e fluidos
supercriticos (LOZANO, 2010) e sdo capazes de catalisar diversas reacles, tais como
transesterificacdes (BAJAJ et al., 2010; RAO; DIVAKAR, 2001), hidrdlises ou sintese de
ligagBes ester (BOROWIECKI; JUSTYNIAK; OCHAL, 2017; REIS et al., 2009), aminagdo
(DE SOUZA et al., 2016), alcoolise (SINGH et al., 2016), entre outros.

As lipases apresentam um mecanismo catalitico bastante peculiar, podendo se
manifestar sobre duas conformacdes distintas, uma aberta ou ativa, que possibilita a catalise
e uma fechada ou inativa, que isola o sitio ativo do meio reacional (ARANA-PENA;
LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018; RODRIGUES et al., 2013). Isso ocorre devido
as lipases possuirem uma estrutura superficial denominada tampa. (BROCCA et al., 2003;
GROCHULSKI et al., 1993). As lipases sdo ativadas pela presenga de uma interface agua/
lipidio, geralmente essa conformacéo ocorre na presenca de superficies hidrofobicas (DOS
SANTOS et al., 2014). A ativacdo interfacial de lipases em superficies hidrofobicas tem sido
utilizada para imobilizar diferentes lipases (DOS SANTOS et al., 2015a; MATEO et al.,
2007; MONTEIRO et al., 2019; SHARMA; KANWAR, 2014; SIRISHA; JAIN; JAIN,
2016; ZHOU; HARTMANN, 2013), processo que envolve a forma aberta da lipase
(MANOEL et al.,, 2015a). A lipase A de Candida antarctica (CALA) apresenta
caracteristicas Unicas: alta termoestabilidade (temperatura ideal acima de 90 °C),
seletividade para acidos graxos trans, estabilidade na faixa de pH acido, além de apresentar
alta quimio-seletividade em relacdo aos grupos amina (ONDUL; DIZGE; ALBAYRAK,
2012). Além disso, sofre ativacdo interfacial na presenca de superficies hidrofébicas
(ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2019). No entanto, as lipases
requerem uma etapa de melhoria para serem utilizadas como biocatalisadores, pois na sua
forma livre sdo sollveis em agua.

A forma livre das lipases aumenta os custos e torna dificil o isolamento, recuperagéo
e purificacdo para uso unico desses biocatalisadores, ou seja, elas devem ser reutilizadas

varias vezes para tornar o processo economicamente viavel (GUPTA; BHATTACHARYA;
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MURTHY, 2013). Esta desvantagem das enzimas livres sdo superadas pela imobilizagéo das
mesmas, resultando na melhora de suas aplicagdes (YUCEL, 2012). Segundo Kraemer et al.
(2000), a enzima imobilizada € um sistema ou preparacdo na qual a enzima é fisicamente
confinada em uma regido do espaco com a retencao de suas atividades cataliticas e que pode
ser usada repetida e continuamente. Atualmente, o termo imobilizacdo é utilizado para as
ligacOes diretas entre enzima-suporte e imobilizacbes suportadas pelos agentes
intermediarios (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).

A imobilizacdo de enzimas pode ser alcangada por uma variedade de métodos fisicos
e quimicos (adsorcdo, ligacdo covalente, cross-linking, encapsulamento) influenciando
direta e positivamente na especificidade, atividade e estabilidade das moléculas enziméticas,
além de possibilitar a reutilizacdo do biocatalisador (LUZIA et al., 2019). Entre eles, o
método mais utilizado é a imobilizacdo por adsorcéo, visto que este faz uso das interacoes
fisicas que ocorrem entre o suporte e a enzima. Essas interacdes incluem forcgas de van der
Waals, interacOes ionicas e ligacbes de hidrogénio, ligacbes menos intensas, mas que
geralmente ndo alteram a estrutura da enzima e evitam que os sitios ativos da mesma sofram
alguma perturbacdo e, dessa forma, detenha sua atividade (HWANG; GU, 2013;
JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). No entanto, a ligacdo covalente é
bastante visada, visto que fornece uma forte interacdo quimica entre o suporte e a enzima e
reduz bastante a possibilidade de perda da enzima (LUZIA et al., 2019; MOHD HUSSIN;
ATTAN; WAHAB, 2020). Nesse sentido, o desenvolvimento de novos suportes que
apresentem propriedades aprimoradas usando fortes ligaces covalentes é bastante relevante
e sera abordado nesse estudo.

Diante disso, diferentes suportes podem ser utilizados para imobilizacdo de enzimas
(MOHD HUSSIN; ATTAN; WAHAB, 2020; MONTEIRO et al. 2019b; PINHEIRO et al.,
2019; RIOS et al., 2018; DE SOUZA et al., 2016; SANTOS, 2015). No entanto, o uso de
suportes naturais pode contribuir para a reducdo dos custos dos biocatalisadores e,
consequentemente, facilitar sua utilizacdo em escala industrial, visto que, sdo mais baratos e
sustentaveis que os suportes sintéticos (SHELDON; VAN PELT, 2013a). Dentre 0s suportes
naturais, os residuos gerados de processos desenvolvidos nas agroindustrias se apresentam
como uma boa opcdo para imobilizacdo de enzimas, visto que sdo considerados fontes
renovaveis, apresentam baixo custo e elevada disponibilidade para uso e podem passar por
tratamentos e serem aplicados em reagdes que agregam valor ao produto final. Diante disso,

0 bagaco de caju (BAG) pode se apresentar como alternativa para este fim, pois possuem
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propriedades fisicas e mecanicas apropriadas para imobilizagdo de enzimas (SANTOS et al.,
2015).

O bagaco de caju, um residuo agroindustrial, ¢ um material lignoceluldsico,
composto em sua maioria por celulose, hemicelulose e lignina. Esses compostos apresentam
grupos hidroxilas em sua superficie capazes de interagir com as proteinas (LIMA et al.,
2012). Os grupos hidroxila (-OH) estdo presentes nas estruturas gerais de biopolimeros
(BERGER et al., 2004). No entanto, os compostos do BAG formam uma estrutura rigida e
pouco reativa, sendo necessaria a modificagdo da estrutura quimica do suporte, através de
pré-tratamentos, para obter um material que possibilite a imobilizacdo, para posterior
aplicacdo (BERGER et al., 2004; DE SOUZA et al., 2016). Os pre-tratamentos reduzem a
cristalinidade da biomassa, separam a matriz da lignina e hidrolisam a hemicelulose, por
processos quimicos, fisicos, bioldgicos ou combinacgdes deles.

Além disso, agentes ativantes também podem ser usados a fim de modificar a
estrutura do suporte e promover interagdes enzima — suporte (DOS SANTOS et al., 2015a;
PINHEIRO et al., 2019). Entre os que mais se destacam por apresentarem propriedades que
favorecem a formacao de ligagdes com maior rigidez estdo os grupos epoxi, glioxil e aldeido
(DE SOUZA et al., 2016). Atualmente, estudos mostram o uso da divinilsulfona (DVS)
como forma de promover modifica¢6es na superficie do suporte, ou promover uma ligacéo
covalente multipontual intensa (DOS SANTOS et al., 2015a; MILLAN-LINARES et al.,
2015; PINHEIRO et al., 2019). Diante disso, visto que a modificacdo do bagaco de caju com
grupos vinilsulfona visando a imobilizacdo enzimatica ndo foi relatada na literatura, um
estudo que aproveite a0 maximo o potencial da DVS foi realizado, considerando todas as
etapas de imobilizacdo enzimatica: ativacao do suporte, imobilizacéo, incubacéo e etapa de
bloqueio (DOS SANTOS et al., 2015).

Com o intuito de otimizar as condicGes de preparacdo do bagaco de caju para a
producdo de um novo biocatalisador, o método Taguchi foi aplicado. Esse método é uma
ferramenta muito importante para determinar as melhores condicdes a serem aplicadas em
muitos processos (BALARAM NAIK; CHENNAKESHAVA REDDY, 2018;
KAYTAKOGLU; AKYALCIN, 2007; BRAR; ELSAYED, 2017; CHEN et al., 2010; HU
etal., 2018; OUYANG et al., 2017; KALAISELVAN et al., 2014), sendo possivel alcancar
maior qualidade dos produtos em um curto periodo de tempo a baixo custo (LI; ZHU, 2019).

Diante disso, neste trabalho sdo apresentados os resultados de imobilizagdo e
estabilizacdo da lipase A de Candida antarctida. O suporte, bagaco de caju, foi modificado

quimicamente através do uso da DVS utilizando as condi¢Ges otimizadas pelo método



16

Taguchi, a fim de apresentar um novo suporte adequado para imobilizacdo da CALA,

visando sua aplicacdo em reacdes de acetilacdo do alcool benzilico.

1.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral modificar quimicamente o bagago de caju com
divinilsulfona para verificar a imobilizacdo da lipase do tipo A de Candida antarctica
(CALA), visando a producdo de um biocatalisador ativo e estavel, para aplicacdo em reagdes
de acetilacdo do alcool benzilico, utilizando o método Taguchi, visando a otimizacdo do
processo através da realizacdo de um menor nimero de experimentos e, consequentemente,

menor tempo gasto, quando comparado ao Delineamento Composto Central (DCC).
1.2 Objetivos Especificos

e Otimizar o processo de preparacdo do suporte, através do método Taguchi;

e Caracterizar o bagaco de caju in natura, o bagaco de caju ap6s modificacéo
quimica, além da caracterizacdo do biocatalisador produzido através da
imobilizacdo nesse suporte, por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), Analises Termogravimétricas (TGA) e Analise
Elementar.

e Caracterizar o biocatalisador produzido pela imobilizacao da lipase do tipo A de
Candida antarctica em bagaco de caju, quanto a estabilidade térmica,
estabilidade em diferentes pHs, estabilidade de estocagem e eletroforese.

e Aplicar o biocatalisador produzido em reagdes de acetilacao do alcool benzilico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas

As enzimas atuam como catalisadores biol6gicos e sdo capazes de catalisar 0s
processos quimicos mais complexos, além de serem biodegradaveis, biocompativeis e
derivadas de recursos renovaveis (DOS SANTOS et al., 2015b). Elas agem nas condi¢des
experimentais e ambientais mais benignas, alterando a velocidade da reagdo, diminuindo a
energia de ativacdo, sem serem consumidas e sem alterar o equilibrio da reacdo (SHELDON;
VAN PELT, 2013b).

As enzimas apresentam uma série de caracteristicas que tornam o seu uso vantajoso
em comparacdo aos catalisadores quimicos. O uso do processo quimico produz grande
quantidade de residuos toxicos, e consequentemente o custo com as etapas de tratamento de
efluentes é muito alto (GUO et al., 2018; LIU et al., 2014; SOUSA, 2015). Por outro lado, a
rota enzimatica apresenta diversas vantagens, tais como condic¢des de reacdo mais brandas,
menor formacdo de subprodutos indesejaveis, alta especificidade, eficiéncia e
sustentabilidade (KIM, 2004; ZHANG et al., 2017). Diante disso, as enzimas vem sendo
amplamente estudadas visando sua aplicacdo em diversas areas, como: alimentos,
biocombustiveis, farmacéutica, dentre outras (BORNSCHEUER, 2003; CHOUDHARY;
JANA; JHA, 2004; SINGH et al., 2016; ZHANG et al., 2015).

2.1.1 Lipases

Dentre as classes de enzimas, as lipases sdo bastante utilizadas (MANOEL et
al., 2015b). Isso ocorre devido a sua disponibilidade, visto que sdo enzimas onipresentes
encontradas em todos os tipos de organismos vivos, desde fungos e bactérias até plantas e animais
(KUMAR et al., 2016), consequentemente possuem baixo custo e, ainda, apresentam
condicdes de reacbes moderadas (DE SOUZA et al., 2016). As lipases também catalisam uma
ampla gama de reacbes com especificidade de substrato e alta regio, quimio e
estereosseletividade em sua acdo (GHANEM, 2007; LIMA et al., 2017).

Atualmente, para a producdo de enzimas industriais, as lipases microbianas estdo
recebendo bastante atencdo, pois apresenta, menor tempo de geracdo, grande versatilidade
para se adaptar as condicGes ambientais, alto rendimento, simplicidade na manipulacao
genética e nas condigdes de cultivo (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).
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As lipases possuem papel de grande importancia na aplicagdo industrial
(DUMORNE et al., 2017). Devido a sua natureza versatil, a aplicacio dessas enzimas se
amplia a vérios setores como, por exemplo, reacdes de sintese (JAKOVETIC
TANASKOVIC et al., 2017), na producdo de produtos farmacéuticos, também possuem
grande potencial na tecnologia lipidica (BEZERRA et al., 2017) e de biocombustiveis
(VERDASCO-MARTIN et al., 2016). A vasta area de aplicagio das lipases se deve a sua
diversidade e propriedades (MAIANGWA et al., 2015). O peso molecular das lipases pode
variar entre 20 e 75 kDa, a atividade 6tima de pH entre 4-9 e, atuam na faixa de temperaturas
entre 25— 70 °C (LOU et al., 2018; YAACOB et al., 2016).

As lipases séo reconhecidas como enzimas interfaciais (YAACOB et al., 2017;
SCHMID; VERGER, 1998). Eles tém uma cadeia polipeptidica mdvel chamada tampa que
permite a existéncia de duas formas conformacionais das lipases (fechadas e abertas), que
estdo em equilibrio em meio homogéneo (KHAN et al., 2017; BROCCA et al., 2003) (Figura
1). Na forma fechada, a lipase tem o centro ativo bloqueado pela tampa. Na forma aberta, o
centro ativo fica exposto ao solvente, de modo que a lipase exponha sua grande bolsa
hidrofébica a0 meio (CARRASCOLOPEZ et al., 2009). Na presenca de uma gota
hidrofdbica de substrato (uma gota de 6leo), a lipase fica fortemente adsorvida e é capaz de
atacar os substratos insoltveis (HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). Esse
fato muda o equilibrio conformacional da lipase para a forma aberta e causa um aumento na
atividade enzimatica, de modo que adsorcdo é chamada ativacdo interfacial (TACIAS-
PASCACIO et al., 2019a) (Figura 1).

Figura 1. Equilibrio conformacional da lipase.

Suporte Hidrofébico
{

Conformacao Conformacio
Fechada Aberta

= 4

Lipase Adsorvida

Fonte: (MATEO et al., 2007)

Devido a esse mecanismo de agdo, a estrutura das lipases é altamente flexivel
(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008), de modo que podem ser facilmente moduladas
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pelas condicbes experimentais, por modificacGes genéticas, por modifica¢fes quimicas ou
pelo uso de diferentes protocolos de imobilizagio (BERNAL; RODRIGUEZ; MARTINEZ,
2018). Nesse contexto, a lipase A de Candida antarctica (CALA) possui um papel

interessante.

2.1.2 Lipase tipo A de Candida antarctica

A CALA ¢ formada por 431 aminoacidos, possui massa molecular (MM) de 45
kDa e ponto isoelétrico (pl) de 7,5 (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE,
2019). A CALA tem algumas propriedades Uteis para catalisar reagdes, incluindo alta
termoestabilidade, podendo trabalhar de maneira muito eficiente em temperaturas superiores
a 90 °C, o que provavelmente torna a CALA a lipase do tipo selvagem mais termoestavel
(KIRK; CHRISTENSEN, 2002). Além disso, é capaz de tolerar uma ampla faixa de pHs,
apresentando estabilidade em pHs acido, no entanto seu pH 6timo € 7,0 (MONTEIRO et al.,
2019b). Esse biocatalisador também apresenta seletividade para acidos graxos trans e alta
quimio-seletividade em relacéo aos grupos amina (ONDUL; DIZGE; ALBAYRAK, 2012).
A CALA exibe atividade usando substratos grandes, como alcoois volumosos, ésteres e
alcoois tercidrios e, € possivel acomodar substratos estereoquimicamente impedidos
(MONTEIRO et al., 2019a). A CALA é a tnica lipase do tipo selvagem capaz de catalisar a
resolucéo cinética de alcoois terciarios volumosos e estereotipados (LOFGREN et al., 2019;
TANYELI; OZDEMIRHAN, 2014). Este fato ¢ uma consequéncia direta da extrema
capacidade da CALA para catalisar preferencialmente a transferéncia de acila de alcoois ou
aminas em vez de hidrolise, mesmo em meio aquoso volumoso (MULLER et al., 2014,
2015a). Para substratos como triglicerideos ou ésteres de acidos graxos, a CALA também
mostra uma preferéncia maior por acidos graxos de cadeia longa do que acidos mais curtos
(DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2005; KIRK; CHRISTENSEN, 2002).

Todos esses recursos da CALA estdo relacionados a sua estrutura peculiar.
Ericsson et al. (2008) publicou sua estrutura cristalina em 2008. Até aquele momento, devido
a grande divergéncia entre as sequéncias primarias da CALA e a semelhanca entre ela e as
esterases, alguns debates sobre a inclusdo da CALA na familia das lipases aconteceram, pois
foi previsto que a CALA ndo apresentaria tampa (uma caracteristica classica das lipases
(CHENG et al., 2018) cobrindo o sitio ativo (KASRAYAN et al., 2007), e também devido
ao modesto grau de ativagédo interfacial da CALA em comparagdo com outras lipases
(MARTINELLE; HOLMQUIST; HULT, 1995). De qualquer forma, Ericsson et al. (2008)
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relataram que a CALA incluia uma tampa bem definida (residuos 217-308), além de um
dominio de hidrolases a/f classico (OLLIS et al., 1992), identificando a triade catalitica
como Serl84, Asp334 e His366, seguindo a ordem sequencial comum as lipases
(RAUWERDINK; KAZLAUSKAS, 2015), com Ser184 colocado dentro de um cotovelo
nucleofilico tipico. Esses autores (ERICSSON et al., 2008) também relacionaram o
comportamento catalitico de CALA em triglicerideos reconhecendo & estrutura relatada;
assim, eles relataram que a tampa era crucial para determinar o comportamento de acilacao
da CALA, pois eles observaram um tunel estreito (= 30 A, com urdidura de 90° préximo ao
ponto central) comecando perto dos residuos cataliticos e se contorcendo pela hélices da
tampa. A estrutura enzimética da CALA e os aminoacidos presentes em seu sitio ativo estdo
representados na Figura 2.

Figura 2. Estrutura da Lipase tipo A de Candida antarctica onde os residuos de cisteina
estdo representados em amarelo, os residuos de lisina em verde e os residuos de aspartato
em azul. Os residuos histidina (roxo)/ aspartato (azul)/ serina (vermelho) presentes no sitio

ativo estdo representados em forma de esfera. (Cédigo PBD: 3GUU).
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Fonte: Pymol (2019), modificada pela autora.

A CALA possui uma tampa grande capaz de isolar o centro ativo do meio, dessa
forma, sofre ativacdo interfacial convencional na presenca de superficies hidrofobicas e essa
conformagcéo se estabiliza (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2019).
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2.2 Imobilizac¢ao de Enzimas

As enzimas, em sua forma livre, apresentam algumas desvantagens, tais como,
solubilidade em &gua, estabilidade moderada, inibicdo pelo produto ou substrato, entre
outras (GUPTA; BHATTACHARYA; MURTHY, 2013). Diante disso, a imobilizacdo de
enzimas se apresenta como um requisito importante para a utilizacdo desses biocatalisadores
a nivel industrial, permitindo, assim, sua recuperacdo e reutilizagio (YUCEL, 2012). A
possibilidade de reuso do biocatalisador torna-o economicamente mais viavel (MATEO et
al., 2007).

Segundo Katchalski-katzir e Kraemer (2000), a lipase imobilizada é um sistema ou
preparacdo na qual a enzima é fisicamente confinada em uma regido do espaco com a
retencdo de suas atividades cataliticas e que pode ser usada repetida e continuamente. A
ativacdo interfacial de lipases em superficies hidrofobicas tem sido utilizada para imobilizar
muitas lipases diferentes, processo que envolve a forma aberta da lipase (MANOEL et al.,
2015a).

Existem diferentes métodos de imobilizacdo, dentre os mais utilizados estdo, a
adsorcéo fisica ou idnica, a qual utilizam atracdes mais fracas entre o suporte e a enzima; o
método quimico onde sdo formadas ligagdes covalentes, ligacbes mais fortes, entre as
enzimas e o suporte matriz; ligagdes cruzadas, com o uso de um reagente multifuncional, e
0 encapsulamento, que ocorre quando moléculas de lipase sdo aprisionadas nos poros dos
suportes (BHUSHAN et al., 2008; GHIACI et al., 2009; PRABHU; RAGHAVAN, 1996;
SANTOS, 2015; SERRA et al., 2008; WANG et al., 2007).

Um meétodo eficiente de imobilizacdo deve se basear em condi¢cdes quimicas
moderadas, de pH, temperatura e pressao, na grande area superficial da matriz, que também
influencia a imobilizacdo durante o contato com a enzima, na estabilidade quimica no meio
reacional, bem como uma alta carga de enzima, visto que em termos de aplicacbes
industriais, a matriz imobilizada quimicamente e mecanicamente robusta é preferivel
(ARROYO; SANCHEZ-MONTERQO; SINISTERRA, 1999; GUPTA; BHATTACHARYA;
MURTHY, 2013; KRAGELUND et al., 1996; WYSOCKI; LAWRYNCZUK, 2015; YE et
al., 2005). O método adequado tem a capacidade de minimizar barreiras para o transporte de
massa de substrato e produto e, naturalmente, a eficiéncia da matriz imobilizada depende
das aplicacdes alvo (GUPTA; BHATTACHARYA; MURTHY, 2013).

A estratégia de imobilizacdo, se bem implementada, considerando todos os fatores

importantes mencionados, pode impedir a degradagdo da enzima e melhorar sua estabilidade
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operacional (MATEO et al.,, 2007). Uma imobilizacdo controlada pode melhorar a
estabilidade, seletividade e especificidade enzimatica, além de reduzir a inibi¢éo da enzima,
do contrario, a imobilizagdo enzimatica pode causar a perda da atividade catalitica,
mudangas conformacéo da enzima e limitagOes difusionais (GARCIA-GALAN et al., 2011).
A imobilizacdo € uma tecnologia que permite proporcionar um biocatalisador estavel e ativo,
através de operac0es relativamente simples e, € importante que ndo necessite de suportes de
alto custo (SANTOQOS, 2015).

Neste trabalho, espera-se obter um biocatalisador estavel frente a alteracdes de
condices reacionais. A adsorcao é um método bastante utilizado e apesar das fracas ligacdes
entre enzima e suporte, geralmente ndo altera a estrutura da enzima (HWANG; GU, 2013).
No entanto, a ligagdo covalente é um método de imobilizagdo bastante estudado por
proporcionar maior rigidez as ligagdes enzima-suporte, entretanto esse método pode
provocar alteracGes na conformacdo da enzimatica, caso ndo seja realizado adequadamente
(PINHEIRO et al., 2019).

No caso especifico das lipases, devido ao seu mecanismo de acdo, elas podem ser
fortemente adsorvidas em suportes hidrofobicos, na sua conformacéo aberta, mesmo com
baixa forca idnica (MANOEL et al., 2015a, 2015b). Através desta imobilizacdo enzimatica
a estabilidade da enzima pode melhorar significativamente (YAACOB et al., 2017). Dessa
maneira, esta estratégia de imobilizacdo de lipases € considerada bastante adequada, sendo
capaz de permitir a imobilizacdo nas seguintes etapas: purificacdo, estabilizacdo e
hiperativacdo da enzima (C. RODRIGUES et al., 2015; FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,
1998), alterando as condicdes de imobilizacdo e de uso do suporte (BILAL et al., 2019)

Devido a possibilidade de modular as caracteristicas das enzimas via imobilizacéo,
no caso das lipases, € conveniente o uso de uma variedade de técnicas de imobilizacéo,
através da preparacao de biocatalisadores adequados para um processo especifico (HOMAEI
et al., 2013; MONTEIRO et al., 2019a; RUEDA et al., 2016c). A CALA foi imobilizada
usando muitos protocolos e alguns serdo apresentados no decorrer deste trabalho.

Em alguns casos, a CALA foi usada como modelo para mostrar o ajuste das enzimas
ao utilizar algum detergente ou molécula semelhante a detergente durante a imobilizacéo,
para fixar a forma aberta da lipase. Por exemplo, a CALA foi uma das enzimas modelo
usadas para mostrar que a reticulacdo de lipases adsorvidas em suportes aminados na
presenca de detergentes permite congelar o estado aberto da lipase, resultando em
preparacOes enzimaticas hiperativadas (DE OLIVEIRA et al., 2018; DOS SANTOS et al.,
2015b). No estudo apresentado por SHAKERI et al. (2010), a CALA foi imobilizada em
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espuma mesocelular na presenca de sacarose e liofilizados. Este tratamento permitiu obter
um aumento muito significativo da termoestabilidade e enantioseletividade da enzima. O
biocatalisador imobilizado foi utilizado na resolugéo 3-amino-3-fenilpropanoato de etila.
Coimobilizando a enzima em um complexo de ruténio (para racemizar o substrato) foi
alcancada uma resolucdo cinética de 3-amino-3-fenilpropanoato de etila, com uma
converséo de 85% e 89% (SHAKERI et al., 2010).

A CALA também foi imobilizada em vérios suportes diferentes. Por exemplo, em
nanoparticulas magnéticas (MONTEIRO et al., 2019% CIPOLATTI et al., 2014). Nesse
contexto, a CALA foi imobilizada em nanoparticulas de glutaraldeido-quitosana, de modo
que a imobilizagdo melhorou a estabilidade da enzima em 8 a 11 vezes e mudou o pH ideal
de 7 a 10 a pH 5-9 (MONTEIRO et al., 2019a). A CALA também foi imobilizada em
superficies planas de silica e ouro, revestidas com alcanotidis fluorados (VOLDEN et al.,
2009). Os resultados apontaram que a maior carga da CALA foi obtida usando a superficie
fluorada e que a hidrofobicidade do suporte aumentada com a quantidade de enzima. Estudos
também apontam a imobilizacdo da CALA em monolitos. Por exemplo, a CALA foi
imobilizado em mondlitos de silica macroporosos com porosidade controlavel (HE;
GREENWAY; HASWELL, 2010), dessa forma, o butirato de 4-nitrofenil no meio
agua/decano foi hidrolisado pelo meio imobilizado e a enzima livre, com uma conversao de
96% e 23%, respectivamente.

Muitos outros estudos podem ser encontrados nos altimos anos em relacdo a
imobilizacdo da CALA, como a imobilizacdo desta em quitosana usando glutaraldeido para
obter biocatalisadores ligados covalentemente ao suporte para serem utilizados na producao
de éster metilico de acidos graxos a partir de 6leo de canola frito usado (AYBASTIER;
DEMIR, 2014). Outro exemplo é a imobilizacdo da CALA apenas em suportes hidrofobicos,
uma simples alternativa com resultados muito bons, na qual a CALA foi imobilizada em
silicone com atividades volumétricas cerca de 53 vezes maiores que a atividade encontrada
para a enzima imobilizada em gel (WU; KRAUME; ANSORGE-SCHUMACHER, 2011).

Visto que as propriedades de um biocatalisador sdo conduzidas pelas caracteristicas
da enzima e do suporte, € muito importante a etapa de escolha do suporte (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2009).

2.3 Suportes
A escolha do suporte para o processo de imobilizagdo deve ser avaliada por algumas

propriedades. Este deve apresentar caracteristicas como funcionalidade quimica,
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estabilidade na temperatura e pH utilizados na reacdo, compatibilidade com a enzima e com
0 substrato, baixo custo, entre outros (BEZERRA, 2012).

Segundo Vieira (2009), é importante que o suporte escolhido possua grupos quimicos
que ndo causem a desnaturacdo da enzima ao se ligar a ele, se apresentando quimicamente
resistente as condi¢des de imobilizacdo e as condi¢bes em que as reacles serdo realizadas.

Os suportes podem ser classificados como organicos e inorganicos (BEZERRA et
al., 2015). Para aplicacdo em processos industriais 0s suportes inorgénicos tém sido
utilizados por apresentarem alta resisténcia mecénica, estabilidade térmica, resisténcia ao
ataque microbiano e facil regenerabilidade (DE SOUZA, 2016). No entanto, os suportes
organicos apresentam vantagens no sentido de possuirem grupos funcionais capazes de
promover a ligacdo enzima-suporte, além de uma variedade de grupos funcionais reativos
poderem ser ligados a eles (BEZERRA, 2012; PINHEIRO et al., 2017; ADRIANO, 2008).

Nesse contexto, varios reagentes quimicos podem ser usados como agentes ativantes.
Dentre os que se destacam por apresentarem propriedades que favorecem a formacéo de
ligacGes covalentes multiponto entre a enzima e o suporte, estdo os grupos epoxi, glioxil e o
glutaraldeido (DE SOUZA et al., 2016). Os grupos epoxi podem reagir com Varios
aminoacidos presentes na superficie da enzima (Lis, grupo amino terminal, His, Tir, Cis Asp
ou Glu), entretanto, a enzima precisa ser primeiro adsorvida no suporte e, s6 depois algumas
ligacGes covalentes podem ocorrer, devido a sua baixa reatividade (PINHEIRO et al., 2018).
A imobilizacdo covalente multiponto de proteinas em suportes de glioxil ocorre apenas na
presenca de grupos aminos primarios (MATEOQ et al., 2006). O glutaraldeido é um produto
quimico bastante usado no processo de modificacdo da superficie do biocatalisador. A
ativacdo com glutaraldeido é umas das técnicas mais utilizadas para imobilizar enzimas
(PINHEIRO et al., 2019) e ¢ aplicada para produzir ligacGes muito estaveis ao reagir com
0s grupos aminos da enzima (DOS SANTOS, 2015). A estabilidade da enzima pode ser
significativamente melhorada se uma intensa ligacdo covalente multiponto for alcancada
(BARBOSA et al., 2014). No entanto, ele apresenta fraca estabilidade em pHs mais
alcalinos, o que reduz as possibilidades de se obter ligagdes covalentes multipontuais
(PINHEIRO et al., 2019; DE SOUZA et al., 2016).

Estudos recentes mostram o uso da divinilsulfona (DVS) como agente ativante,
promovendo uma ligacdo covalente multipontual intensa (DOS SANTOS et al., 2015a;
MILLAN-LINARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2019). Para isso, o suporte deve conter
uma ampla gama de grupos amino, tiol ou hidroxila para que a ativagdo com DVS ocorra
(DE SOUZA et al., 2016).
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Os grupos vinil-sulfona podem envolver uma porcentagem maior da superficie da
enzima na reagdo enzima-suporte, uma vez que estes grupos sao bastante estaveis em uma
faixa de pH entre 4 e 10 (DOS SANTOS et al., 2015b). Nesse trabalho, a possibilidade do
ataque nucleofilico dos grupos vinil-sulfona aos grupos hidroxila do suporte, na reagdo do
bagaco de caju com DVS, foram estudados. Diante disso, dentre 0s suportes organicos

naturais j& estudados, o bagaco de caju foi escolhido para aplicacéo neste trabalho.

2.3.1 Bagaco de Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta tropical, sendo o caju composto
da castanha (fruto) e do pedunculo (pseudofruto) (REIS, 2016). O cajueiro é originario da
regido Nordeste do Brasil, no litoral nordestino, que apresenta as melhores condicdes
ecologicas para o seu cultivo (CORREIA, 2013). A castanha de caju representa grande valor
comercial no Brasil e no exterior e, o pedunculo é subutilizado (REIS, 2016; CORREIA,
2013). Estima-se que para cada tonelada de castanha de caju produzida aproximadamente
10 - 15 toneladas de caju sdo obtidas como subproduto (DAS e ARORA, 2017).

O bagaco de caju (BAG) € um material organico e renovavel (DE ALBUQUERQUIE,
2014; ROCHA, 2010). O BAG ¢é um subproduto da inddstria de suco de caju e representa
cerca de 15 a 20% do peso total do pedunculo. No processo industrial de producao de suco
de caju, sdo gerados cerca de 15% (m/m) de bagaco, representando um dos principais
residuos agroindustriais do Brasil (QUEIROZ et al., 2010; CORREIA et al., 2013 ; ROCHA
etal., 2014; REIS et al., 2017; PADILHA et al., 2019).

Dessa forma, considerando a quantidade perdida no processamento industrial e a ndo
utilizacdo dos peddnculos pelo mercado consumidor, devido as exigéncias de ndo aceitar
esse produto com aspectos fisicos inferiores, a utilizacdo do bagaco de caju como material
lignocelulosico surge como uma forma viadvel para producéo de produtos de valor agregado,
pois além de adquirir um produto final, também é dada uma finalidade aos rejeitos
industriais.

Nesse contexto, o bagaco de caju pode ser utilizado como suporte para imobilizacéo
de enzimas, pois sdo materiais de baixo custo, minimizam os impactos ao meio ambiente e
agregam valor a esses residuos que ndo serdo descartados na natureza, além de serem
constituidos por material lignocelulose que apresentam boas propriedades mecénicas e
fisicas (DE SOUZA et al., 2016).
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Os maiores constituintes do bagaco de caju sdo celulose, hemicelulose e lignina. As
proporcdes desses constituintes foram relatadas por Rocha (2010) e por Correia et al. (2013):
20,54% e 20,56%; 16,33% e 10,17%; 33,62% e 35,26%, respectivamente. Esses
componentes formam uma estrutura rigida, pouco reativa e quando interligados atuam como
uma barreira para a acdo de enzimas, sendo necessario passar por tratamentos para posterior
aplicagéo e, desse forma, promover a solubilizagdo da lignina e o rompimento das estruturas
cristalinas destes materiais (ARANTES E SADDLER, 2010; REIS, 2016). Nesse contexto,

sdo realizados tratamentos que podem ser fisicos, quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos.

2.3.1.1 Pré-tratamentos

A estrutura recalcitrante do material lignoceluldsico é a principal barreira para sua
utilizagdo. A etapa para romper essa estrutura e tornar o material mais acessivel ao ataque
enzimatico para conversdo em agucares ou para imobilizacéo é o pré-tratamento (CORREIA
etal., 2013).

Devido a natureza cristalina da celulose e a dificuldade na acessibilidade dos agentes
hidroliticos, diante das complexas interacBes entre celulose e hemicelulose nas paredes
celulares dos vegetais, entre esses polissacarideos e lignina e também da barreira fisica
formada por lignina em volta das fibras de celulose, surgiram inimeros métodos de pré-
tratamento de biomassa (ROCHA, 2010). Estes métodos de pré-tratamento podem ser
classificados como fisicos, quimicos, biologicos ou fisico-quimicos (CORREIA et al., 2013;
ROCHA, 2010). Um tratamento é considerado eficiente se a acessibilidade ao ataque
bioldgico (enzimas e microrganismos) € maximizada, e a formagdo dos co-produtos
inibidores diminui (DE SOUZA, 2016). Dessa forma, véarios reagentes quimicos podem ser
usados para modificar a estrutura do suporte, como grupos epoxidos, glioxil, glutaraldeido,
divinilsulfona, considerando suas boas propriedades para permitir a ligacdo covalente
multiponto entre a enzima e o suporte (DE SOUZA et al., 2016).

A determinacdo do tratamento adequado para a matéria-prima € realizada
considerando o tipo de matéria-prima empregada, os rendimentos obtidos em cada processo
e a aplicacdo do material.

De acordo com CORREIA (2013) e KODALI e POGAKU (2008), em busca de
encontrar um método eficiente de pré-tratamento, importantes estudos vém sendo realizados,

visto que, se o pré-tratamento for muito agressivo o resultado é a producdo de compostos
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toxicos e se 0 pré-tratamento ndo € eficaz o resultado é um material dificil de ser hidrolisado
por enzimas. Diante disso, o tratamento com DVS pode ser promissor.

Dependendo do tipo de pré-tratamento, diferentes efeitos podem ser observados no
material lignoceluldsico pré-tratado como, por exemplo, alta extracdo de agucares; remoc¢do
parcial ou quase total da lignina, aumento da porosidade e da éarea superficial do material,
entre outros efeitos apresentados por GALBE e ZACCHI (2007).

Tratamentos fisicos, como a moagem e a extrusdo ndo alteram a composi¢do da
biomassa, mas alteram a sua estrutura por meio do aumento da area superficial e reducdo da
cristalinidade e embora sejam simples, apresentam elevado custo energético. Enquanto, o0s
biologicos apresentam um elevado tempo de processamento, tornando-os desinteressantes
para aplicacdo comercial (ALVIRA et al., 2010). Os pré-tratamentos fisico-quimicos e
quimicos, de modo geral sdo eficientes, mas aumenta a producdo de inibidores. Dentre 0s
tratamentos quimicos, os alcalinos removem, principalmente, a fracdo da lignina, logo a
biomassa sera composta predominantemente por hemicelulose e celulose ao final do
processo (RODRIGUES, 2010), e o tratamento &cido, remove a hemicelulose para a corrente
liquida, reduz a cristalinidade da celulose e, forma uma corrente rica em celulose e lignina
(DE ALBUQUERQUE, 2014; DE SOUZA, 2016).

Vérios estudos tem sido realizados utilizando os pré-tratamentos quimicos,
destacando-se pré-tratamentos acidos e basicos (CORREIA et, al, 2013; SAHA, 2003;
SAHA etal., 2005; SAHA e COTTA, 2006; ROCHA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2011;
DE SOUZA et al., 2016). Alguns desses estudos utilizaram o bagaco de caju como matéria-
prima. No estudo desenvolvido por Correia (2013) foram realizados ensaios com bagaco de
caju para a producao de etanol. Albuquerque (2015) estudou a producéo biotecnolégica de
xilitol a partir de hidrolisado de bagaco de caju. Souza (2016) avaliou a producdo de
biocatalisadores enzimaticos utilizando o bagaco de caju como suporte para imobilizacédo de
enzimas. Silva et al. (2019) estudou a biodegradacéo do fenol por Candida tropicalis ATCC
750 imobilizada em bagaco de caju.

Embora muitos métodos de pré-tratamentos tenham sido experimentados ao longo
dos ultimos anos, constata-se a necessidade em desenvolver novas alternativas eficientes em
termos de baixos custos. Diante disso, este trabalho se baseou no estudo do pré-tratamento
quimico. Visto que, na literatura ndo foi relatado pré-tratamentos utilizando a DVS no
processo, as melhores condigdes para este fim foram estudadas, de modo que a otimizagéo
das condi¢oes aplicadas foi realizada utilizando como ferramenta de anélise o planejamento

experimental através do Método Taguchi. Esse método sera relatado a seguir.
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2.4 Método Taguchi

O método Taguchi é um método muito eficaz usado na otimizacao e anélise de efeitos
de parametros, ele se destaca quando comparado aos modelos experimentais tradicionais que
necessitam de bastante tempo e recurso, como o planejamento fatorial (ZHANG et al., 2019).
O método Taguchi utiliza um arranjo ortogonal adequado de modo que € possivel reduzir a
maioria dos célculos e também apresentar claramente a influéncia de cada fator no parametro
desejado com a realizacdo de menos experimentos, como apresentado no estudo de El khalidi
(2018), onde um arranjo ortogonal L9 (3°) foi utilizado usando as caracteristicas da funcéo

"quanto maior, melhor", a fim de maximizar a resposta do coeficiente de textura.

Este método utiliza a relacdo sinal/ruido (S/R) para medir a variabilidade de
desempenho, enquanto a ANOVA avalia a importancia relativa de cada fator (PETERSEN;
LINK; RUSHFORTH, 2009). O valor da razdo S/R ¢ calculada a partir da Equacédo 1
(PETERSEN; LINK; RUSHFORTH, 2009).

S 1w 1

i=17"

Em que y é a atividade do biocatalisador para cada experimento, i € 0 nimero de
repetices e n € 0 nimero de respostas para a combinacéo de todos os niveis dos fatores em
qualquer combinacdo paramétrica. A relacdo S/R prevista em condi¢cdes ideais para o
processo de obtencdo da atividade do biocatalisador foram estimadas pela Equacdo 2
(CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013).

_ S _Sm +Z?=1(i_ sz) @
J

Rpredita R

Em que Sm/R é a média aritmética de todas as relages S/R, S/Rj € a relagdo S/R no
ponto ideal para cada fator e n é o numero de fatores que afetam significativamente o

processo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais

A lipase A de Candida antarctica (CALA) (20,88 mg de proteina/ mL) foi fornecida
pela Novozymes (Alcobendas, Espanha). O bagaco de caju (Anacardium occidentalis L.) foi
gentilmente doado pela Industria de Processamento de Sucos Jandaia (Ceard, Brazil). A
divinilssulfona, etilenodiamina (EDA), triton X-100 e o butirato de p-nitrofenila (pNPB)
foram todos adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Todos 0s outros
reagentes quimicos utilizados foram de qualidade analitica. A elaboracdo do planejamento
experimental foi realizada pelo método Taguchi usando o software Statistica® 10 (Statsoft,
EUA).

3.2. Métodos

3.2.1 Preparacéo do suporte

A preparacdo do bagaco de caju foi realizada seguindo a metodologia utilizada por
SOUZA et al. (2016). O bagaco de caju (BAG) coletado foi lavado trés vezes com agua
destilada, seco a 60 °C por 24 h e moido em um moinho de faca para obter um tamanho
médio de particula inferior a 80 mesh (0,177 mm) e, entdo, foi usado como suporte. O BAG

moido foi armazenado a temperatura ambiente (20-30 °C).

3.2.2 Otimizacéao do protocolo de modificacdo quimica do bagaco de caju com DVS

Para este estudo, um planejamento experimental avancado pelo método Taguchi com
uma matriz ortogonal padrdo L16 (o "L" representa o quadrado latino e "16" o namero de
experimentos) foi usado para examinar cinco fatores em quatro niveis a fim de otimizar o
protocolo de modificacdo quimica do bagaco de caju na presenca de DVS e, dessa forma,
obter as melhores condicdes de preparacéo do suporte para imobilizacdo da CALA, em busca
de maximizar a atividade do biocatalisador produzido. Os valores preestabelecidos para
realizacdo do planejamento experimental foram determinados de acordo com estudos
realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa. Para isso, 1,0 g de BAG foi suspenso
em 20 mL de solucdo de bicarbonato de sddio, variando a concentragdo (5, 25, 100 e 350

mM) e pH (3, 5, 7e 12,5) da solucdo. A DVS também foi adicionada & solugéo variando sua
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quantidade em quatro niveis (1, 3, 5e 7.5 mL). O sistema foi mantido sob constante agitacdo
durante os tempos de 30min, 3,12, e 24 ha4, 15,25 e 30 °C.

Apos o tempo especifico para cada ensaio de preparacdo do suporte, este foi filtrado
a vacuo e lavado com &gua destilada. Em seguida, o BAG preé-tratado foi utilizado para
imobilizar a CALA, como descrito na se¢éo (3.2.3). Os resultados de atividade do derivado
obtidos apds imobilizacdo da CALA em cada um dos suportes pré-tratados, definiu a
otimizacdo das melhores condicGes de preparacdo do suporte. A Tabela 1 mostra os cinco
fatores independentes (quantidade de DVS, concentracdo de tampdo, pH, temperatura e

tempo) e seus niveis correspondentes.

Tabela 1. Fatores independentes e seus respectivos niveis para o tratamento do suporte.

Quantidade de  Concentracdo do ., Temperatura Tempo

DVS tampao p o

(mL) (MM) (°C) (h)
Nivel 1 (L1) 1 5 3 4 0,5
Nivel 2 (L2) 3 25 5 15 3
Nivel 3 (L3) 5 100 7 25 12
Nivel 4 (L4) 7,5 350 12,5 30 24

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Para o delineamento experimental e andlise estatistica, o software Statistica® 10
(Statsoft, EUA) foi utilizado. Diante do objetivo deste estudo de maximizar a resposta
(atividade do biocatalisador), os valores das relacbes S/R referentes as atividades do
derivado foram calculadas utilizando a funcéo "quanto maior, melhor". O valor da razéo S/R
para cada experimento foi calculado de acordo com a Equacao 1 e 2, apresentadas na sec¢éo
(2.5).

3.2.3 Imobilizacdo da CALA

Os ensaios de imobilizacdo foram realizados utilizando carga de 1 mg de proteina/g
de suporte. A CALA foi imobilizada no bagaco de caju pré-tratado na presenca de 0,01%
(v/v) de Triton-X, para evitar a formacao de dimeros e para que ocorra a ativacdo interfacial
da lipase. O tampao utilizado foi o tampéao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0 a 25 °C por 24 h,
sob agitacdo continua de acordo com Pinheiro et al. (2019). Apo6s imobilizacdo, os
biocatalisadores foram incubados em tampéao bicarbonato de sédio 100 mM, pH 10,0 (1:10
m/v) a 25 °C por 24 h. Em seguida, os biocatalisadores foram incubados em uma solucéo de
EDA 1 M, pH 10,0 também por 24 h a 4 °C. Finalmente, os biocatalisadores foram filtrados

a vacuo, lavados com tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 7,0 e armazenados a 6 °C. Os



31

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados sdo relatados como os valores

médios obtidos e o desvio padrdo mantido abaixo de 15%.

3.2.4 Determinacdo da atividade enzimatica e da concentracdo de proteina

A atividade hidrolitica da CALA livre e imobilizada foi determinada seguindo a
metodologia descrita por Pinheiro et al. (2019). Foi utilizado como solucéo de substrato o
butirato de p-nitrofenila (p-NPB 50 mM em acetonitrila). Assim, 50 microlitros de solugao
de p-NPB foi adicionada a 2,5 mL de tampéo fosfato de sodio pH 7.0 (25 mM) a 25 °C,
juntamente com 50 microlitros de solugdo enzimatica ou 30 mg de enzima imobilizada. O
produto da reacdo, p-nitrofenol, foi quantificado espectrofotometricamente a 348 nm (e =
5.236 mol* cm™), com temperatura e agitagdo controladas (PINHEIRO et al., 2019). Uma
unidade de atividade (U) € definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pumol de
p-NPB por minuto, nas condic¢Oes descritas anteriormente. A concentracdo de proteina foi
determinada usando o método descrito por Bradford (1976) e a albumina de soro bovino foi

usada como referéncia.

3.2.5 Parametros de imobilizacao

Os parametros de imobilizacdo foram determinados de acordo com a metodologia
apresentada por Pinheiro et al. (2019). O rendimento de imobilizacdo (%) descreve a
porcentagem de atividade enzimatica que foi imobilizada com sucesso no suporte. A
atividade do derivado (U/g) foi determinada pela inclina¢do da curva (o) em abs/min
multiplicada pelo fator da curva de calibracdo do p-nitrofenol (pNP) em umol/mL.abs, pelo
volume de reacdo em mL e o resultado dividido pela massa do suporte em g. A atividade
tedrica (Atr ) da lipase imobilizada no suporte pode ser calculada usando a quantidade de
enzima oferecida/g de suporte multiplicada pelo rendimento da imobilizacdo (DOS
SANTOS et al., 2017). E a atividade recuperada € a porcentagem de atividade enzimatica

que é medida na enzima imobilizada versus a atividade imobilizada teorica.

3.2.6 Caracterizacao do suporte antes e apds otimizacéo das condicdes de pré-tratamento

O BAG, BAG-DVS e 0 BAG-DVS-CALA foram caracterizados por diferentes
técnicas, a saber: espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Analise

de Termogravimetria (TGA e DTG) e anélise elementar. O bagaco de caju in natura e o
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bagaco pré-tratado na presenca de DVS, também foram caracterizados quanto a

concentragdo de umidade.

3.2.6.1 Espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absor¢édo na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
foram obtidos no Espectrometro Perkin Elmer 2000 na faixa de 400 - 4000 cm™. Para isso,
as amostras foram previamente secas e pressionadas com KBr em formato de disco
(MONTEIRO et al., 2019b).

3.2.6.2 Analises de Termogravimetria (TGA e DTG)

Os ensaios termogravimétricos foram realizados elevando a temperatura da amostra
de 25 °C para 800 °C a uma taxa de 10 °C/min sob fluxo de nitrogénio em um analisador
termogravimetrico V20 Q50 (MONTEIRO et al., 2019b).

3.2.6.3 Analise Elementar

As analises elementares foram realizadas utilizando um Analisador Elementar -
Perkin Elmer Série 2400 no modo CHNS.

3.2.6.4 Determinacéo do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com metodologia do National
Renewable Energy Laboratory NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008b). Em um
cadinho de 25 mL, previamente pesado, adicionou-se 0,5 g + 0,1 mg da amostra e em seguida
foi levado para estufa a 105 °C por 4 h. Apds esse periodo o material foi retirado da estufa e
esfriado a temperatura ambiente em um dessecador para efetuar a pesagem. Colocou-se a
amostra novamente na estufa a 105 °C e secou-se até peso constante. O peso constante foi
definido como + 0,1% de alteracdo no peso dos solidos sobre uma hora de aquecimento da

amostra. A percentagem de solidos totais (ST) foi determinada segundo a Equacéo 3.

% umidade = —uMIRA~ TISECA, 1 1y, (3)

Mymida
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3.2.7 Caracterizacgdo da enzima livre e imobilizada
3.2.7.1 Curso de imobilizacéo

A enzima foi imobilizada em tampdo acetato de sédio (5 mM; pH 5,0), tampéo
fosfato de so6dio (5 mM; pH 7,0) e tampé&o carbonato de sédio (5 mM; pH 9,0), durante 24 h
a 25 °C. O suporte tratado na condigdo otimizada foi suspenso na solucdo enzimatica sob
agitacdo suave e periodicamente, amostras do sobrenadante e suspensdo ou derivado foram
retiradas e a atividade enzimética foi medida. Também foi realizado um ensaio em branco,
na qual uma solucdo enzimatica foi preparada nas mesmas condicGes de imobilizacdo, mas
na auséncia de suporte (PINHEIRO et al., 2019).

3.2.7.2 Estabilidade térmica e de pH

O biocatalisador foi incubado em tampdo acetato de sédio (5 mM; pH 5,0), tampéo
fosfato de sodio (5 mM; pH 7,0) e tampéo carbonato de sodio (5 mM; pH 9,0) a 70 °C. A
atividade foi mensurada periodicamente usando o ensaio p-NPB, descrito na se¢do 3.2.4 e a
atividade residual foi expressa como porcentagem da atividade inicial (atividade hidrolitica
antes da incubagdo térmica). As meias-vidas foram calculadas a partir da desativacédo
enzimatica a 70 °C de acordo com o modelo de Sadana e Henley (HENLEY; SADANA,
1985).

3.2.7.3 Ensaio de carga maxima

A capacidade de carga do suporte foi investigada seguindo metodologia aplicada por
SOUZA et al. (2016), oferecendo diferentes quantidades de proteina por g de suporte (1 a

15 mg/g de suporte). As condicdes de imobilizacdo foram apresentadas na se¢do 3.2.3.

3.2.8 Analise qualitativa de proteinas SDS-PAGE

Eletroforese em gel poliacrilamida (SDS- PAGE) foi realizada de acordo com
LAEMMLI (1970). A enzima soltvel e imobilizada foi submetida a 100 °C durante 10
minutos e aliquotas contendo 10 pL de solugdo foram distribuidas nos pogos do gel. O gel
de corrida, 12% de separacdo em uma zona de 9 cm x 6 cm, com 5% de concentracdo de
poliacrilamida, foi submetido a voltagem de 150 V e tempo de corrida aproximadamente 1h

e 30 minutos. A revelacdo dos géis foi com azul brilhante de Comassie. Os marcadores de
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baixo peso molecular (GE Healthcare Life Sciences) utilizados eram compreendidos entre
14 — 97 KDa.

3.2.9 Sintese enzimética do composto responsavel pelo aroma do jasmim

Uma quantidade de 5 mg da enzima imobilizada foi adicionada a 20 uL de alcool
benzilico e 50 pL de acetato de vinila em 2 mL de solugdo de hexano. Em seguida, as
aliquotas foram retiradas ap6s 12, 24 e 72 h, analisadas por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massa usando colunas quirais (MELO et al., 2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo do protocolo de modificacdo quimica do bagago de caju utilizando o
Método Taguchi

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados do processo de maximizagdo da
atividade do biocatalisador (BAG-DVS-CALA), em que a relagdo S/R foi determinada pela

fungio “quanto maior, melhor”.

Tabela 2. Planejamento experimental de matriz ortogonal L16 com os valores da atividade
do derivado e as razdes S/R (o processo de imobilizacdo dos experimentos foi realizado em
tampéo fosfato de sdédio 5 Mm em pH 7 a 25 °C por 24 h, na presenca de Triton - X 0,01%).

Concentracéao Atividade Razbes
. Quantidade de DVS x Temperatura Tempo do
Experimento (mL) do t(anTlsla)lo pH C) h) Derivado S/R
(Ulg)

1 1 5 3 4 0,5 32+02 10,24
2 3 100 12,5 4 3 07+£01 -2,73
3 5 350 5 4 12 1,8+0,2 5,25
4 7,5 25 7 4 24 1,7+0,0 455
5 1 350 12,5 30 24 1,8+0,1 5,34
6 3 25 3 30 12 43+01 12,73
7 5 5 7 30 3 1,8+0,1 5,01
8 7,5 100 5 30 0,5 2,1+0,1 6,44
9 1 25 5 15 3 26+0,2 8,46
10 3 350 7 15 0,5 2,7+0,1 8,72
11 5 100 3 15 24 1,4+0,0 3,17
12 7,5 5 12,5 15 12 25+0,2 7,89
13 1 100 7 25 12 2,7+0,0 8,56
14 3 5 5 25 24 16+02 4,08
15 5 25 12,5 25 0,5 2,4+0,0 7,75
16 7,5 350 3 25 3 26+0,1 8,16

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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O método Taguchi analisa os melhores resultados obtidos no planejamento
experimental e, a partir disso fornece condigdes otimizadas para se alcangar um maior valor
da atividade do biocatalisador. Esse valor é obtido pela maior razdo S/R, que indica o melhor
nivel para cada pardmetro. A razdo S/R 6tima prevista para as condi¢des otimizadas foi
calculada a partir da Equacgéo 1 (secdo 2.5) e, para este estudo, a melhor razéo obtida para
maximizar a atividade do biocatalisador foi de 15.18. Esse resultado é fornecido pelo
programa e sugere os melhores niveis para cada parametro, L2 (3 mL) para a quantidade de
DVS, L1 (5 mM) para a concentragdo do tampdo, L1 (3) para o pH, L4 (30 °C) para a
temperatura e L3 (12 h) para o tempo, como pode ser observado na Figura 3. Para essa
combinacdo de pardmetros, a atividade teérica do BAG-DVS-CALA foi de 6,5 U/qg,
determinada pelo programa. A fim de validar as condigdes ideais, foram realizados
experimentos em triplicata, obtendo uma atividade do derivado de 6,83 + 0,55 (U/g).

Figura 3. A média da razéo S/R que representa a quantidade de DVS, a concentracao

do tampdo, o pH, a temperatura e o tempo para otimizagdo da preparacao do suporte.
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Fonte: Adaptada de Software Statistica (2019).

As condicBes otimizadas (DVS: 3 mL, tampdo: 5 mM, pH 3, 30 °C, 12 horas)
proporcionaram mudangas na estrutura quimica do bagago que favoreceram a imobilizacéo
da CALA. De acordo com De souza et al. (2016), para utilizagcdo do bagaco de caju como

suporte sdo necessarias modificagbes na sua estrutura a fim de aumentar sua reatividade com
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a enzima. A maioria dos métodos de pré-tratamento resultam no desarranjo das estruturas
da celulose, contribuindo para uma maior exposi¢do dos elementos que compdem o bagaco
de caju (ROCHA et al, 2010; DE ALBUQUERQUE, 2014). Neste estudo, o método de
moagem também foi utilizado, previamente, a fim de reduzir o tamanho das particulas e,
assim, facilitar a introdugcdo da enzima no suporte (DA SILVA et al., 2010; DE
ALBUQUERQUE, 2014).

Diante da possibilidade da introducdo dos grupos divinilsulfona em diferentes pHs
(DOS SANTOS et al., 2015b; PINHEIRO et al., 2019), os pré-tratamentos acido, basico e
neutro, foram avaliados. Para isso, uma solucéo de bicarbonato de sédio foi utilizada como
descrito na secdo métodos e, as condicBes utilizadas variaram em concentragdo de tampéo
(5, 25, 100, 350 mM) e pH (3, 5, 7 e 12,5), de acordo com o planejamento experimental
apresentado na Tabela 1. Os melhores resultados foram obtidos em pH acido, como pode
ser observado na Figura 3.

A temperatura foi o fator que mais influenciou no pré-tratamento do bagaco de caju,
favorecendo a etapa de imobilizacdo da CALA neste suporte, como pode ser visto na Tabela
3. A classificacdo dos parametros (quantidade de DVS, concentracdo e pH do tampao,
temperatura e tempo) com base na diferenca dos valores da razdo S/R entre 0s niveis mais

alto e mais baixo dos fatores do processo (valores delta) é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Tabela de respostas das razdes S/R. Outras especificacfes sdo descritas nos

métodos.
Quantidade de  Concentracdo do
Niveis DVS Tampéo pH Tempoe(;atura Terr?po
(mL) (MM) °C) (h)
L1 4,33 8,15 8,57 6,80 8,29
L2 7,38 5,70 4,56 3,86 4,73
L3 7,06 5,29 6,06 6,87 8,61
L4 7,14 6,76 6,71 8,37 4,29
Delta 3,05 2,86 4,01 4,51 4,32
Rank 4 5 3 1 2

Fonte: Adaptada de Software Statistica (2019).

A temperatura aumenta as colisdes moleculares e provoca uma diminui¢do na
barreira de energia entre as moléculas dos reagentes, 0 que causa um acréscimo na taxa de
reacdo do processo (BADGUJAR; PAI; BHANAGE, 2015; GUMEL; ANNUAR, 2016).

Logo, é possivel observar que temperaturas maiores podem melhorar ou facilitar as
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modifica¢Bes no suporte e a temperatura 6tima de reacdo varia dependendo de varios fatores
(KIM et al., 2019).

O segundo fator de maior influéncia para este estudo foi o tempo, como pode ser
observado na Tabela 3. Segundo Oliveira et al. (2019) o tempo €é considerado um importante
indicador da eficécia do processo e do desempenho econdmico. Uma vez que um processo
biotecnoldgico usado em larga escala deve combinar altas taxas de conversao em tempos de
reacdo relativamente curtos (MARTINS et al.,, 2011). No entanto, dentre os tempos
estudados (0,5, 3, 12 e 24 h), o tempo de 12 h se apresentou como condic¢do 6tima, como
pode ser observado na Figura 3. Analisando a Figura 3 também é possivel observar que o
tempo de 0,5 h teve comportamente aproximado da condi¢do 6tima (12 horas), no entanto
tentamos ser fieis aos resultados fornecidos pelo programa.

Com relacéo ao pH, é importante observar, ao analisar a Figura 3, que o pH 3, 0 mais
acido utilizado nesse estudo, foi determinado como 6timo. O pré-tratamento acido aplicado,
ainda que em condig¢des brandas, contribuiu para a introducao da enzima no suporte.

Outro fator considerado nesse estudo foi a quantidade de DVS adicionada ao suporte
durante sua preparacdo, para testar o seu efeito nas interac6es enzima-suporte, devido a alta
reatividade dos grupos DVS. Dessa forma, como mostrado na Figura 3, 3mL de DVS por g
de suporte foi determinada como condi¢do Otima neste planejamento, dentre os valores
preestabelecidos (1, 3, 5 e 7,5 mL). Este resultado mostra que € possivel que em altas
concentracdes de DVS ocorra cross-linking intermolecular e, ndo favoreca a funcdo da DVS
como agente ativador para formar a ligacdo entre a enzima e o suporte. Entretanto, é
importante observar (Tabela 3) que o pH teve maior influéncia nos resultados alcancados
quando comparado a quantidade de DVS adicionada. Visto que os grupos vinil-sulfona séo
bastante estaveis a uma gama de pH entre 4 e 10, valores extremos de pH podem néo
favorecer a introducdo de DVS no suporte (PINHEIRO et al.,, 2019). Além disso,
possivelmente em altas concentracbes de DVS pode ter ocorrido cross-linking
intermolecular, como mostra a Figura 5. No entanto, é possivel que a divinilsulfona tenha
apresentado os efeitos esperados como agente ativador, como serd mostrado no decorrer das
discussoes.

Apesar de a forca ibnica ter apresentado menor influéncia na maximizacdo dos
resultados, como pode ser observado na Tabela 3, este € um parametro importante a ser
considerado na preparacéo e ativacdo do suporte, bem como para imobilizacdo enzimética
(BISSWANGER, 2014; MENDES et al., 2011; SIMON, 2015). Neste trabalho, como pode

ser observado ao analisar a Figura 3, 0 menor valor estudado da concentragdo do tampéo (5
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mM) através do planejamento experimental, foi determinado como condicao ideal para se
obter os melhores resultados de atividade do derivado. Observando as condigdes utilizadas
para a maior atividade do derivado apresentada na Tabela 2 (ensaio 6), pode-se ver que a
concentracdo do tampao foi de 25 mM. E possivel que a utilizagio da forca idnica do tampao
a 5 e 25 mM néo tenham apresentado diferenca significativa nos resultados. Dessa forma, o
programa tendeu ao menor valor, j& que ele visa a redugdo de custos de producéo (LI; ZHU,
2019). De acordo com Bisswanger (2014) uma quantidade elevada de ions na solucgéo, pode
diminuir a solubilidade da enzima, conduzindo a sua precipitacdo. Essa precipitacdo pode
provocar a reducdo da capacidade catalitica e a desativacdo da enzima, dependendo da
natureza do ion (BISSWANGER, 2014). Alem disso, segundo Arana-Pefia et al. (2020)
observaram, o aumento da forga i6nica durante a imobilizagdo da enzima pode produzir um
efeito negativo na atividade da enzima com pNPB. Portanto, o bagago preparado com baixa

forca ionica favoreceu a imobilizagdo enzimatica.

4.2 CaracterizacOes do Suporte

Analises FTIR foram realizadas para avaliar a modificacéo da estrutura do bagaco de
caju (BAG) devido a reacdo de ativacdo com a divinilsulfona (DVS), nas condi¢des 6timas
obtidas a partir do planejamento experimental (BAG — DVS) e imobilizacdo da CALA (BAG
— DVS — CALA). Os espectros obtidos na regido do infravermelho para as amostras do
bagaco de caju, BAG — DVS, e BAG — DVS — CALA estdo mostrados na Figura 4. Nos
espectros em todas as amostras sdo observadas bandas em 3375, 2927 e 2852 cm™ que
podem ser associadas ao estiramento da ligacdo O — H e aos estiramentos simétricos e
assimetricos das ligacdes C — H, respectivamente. Além dessas, também foi observado uma
banda préximo de 1739 cm™ que é relacionada ao estiramento C = O associadas a grupos
acetil e de acidos carboxilicos presentes na unidade de hemicelulose (SILVA et al., 2015).
As bandas relacionadas ao estiramento assimétrico de carboxilatos foram observadas em
aproximadamente 1629 cm™ (LEAO et al., 2017). VibracBes esqueletais caracteristicas da
ligagdo C — C de anéis aromaticos foram observadas na faixa de 1560 — 1500 cm™ (XU et
al., 2018). Bandas caracteristicas da lignina presente nas amostras foram observadas em
1516 e 1448 cm™ e séo associadas ao estiramento C = C e a deformagdo angular da ligacio
C — Hem anéis fendlicos, respectivamente (REIS et al., 2017). Outras bandas caracteristicas
de materiais lignoceluldsicos também foram observadas em 1375, 1236, 1153 e 1031 cme
podem ser associadas a vibragdo de estiramento da ligagdo C — H, C — O de grupos acetil

presentes na hemicelulose, estiramento assimétrico da ligagdo C — O e ao estiramento da
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ligagdo C — O — C, respectivamente (DE SOUZA et al., 2016; KLAPISZEWSKI etal., 2013).
Com relagéo aos grupamentos provenientes da DVS, essa caracterizacdo ndo foi sensivel o
suficiente para indicar a reacdo ou interacdo do bagaco com a divinilsulfona, devido a

complexa estrutura do suporte.

Figura 4. Espectro na regido do infravermelho das amostras (1) BAG, (I1) BAG — DVS e
(111) BAG — DVS — CALA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para as amostras sintetizadas neste
trabalho sdo extremamente semelhantes. A ativacdo da amostra BAG com a molécula DVS
deveria gerar na sua estrutura grupos S = O, como mostra a Figura 5, que deveriam mostrar
uma absorc&o na regido de 1300 cm™ (PINHEIRO et al., 2019). No entanto, ndo foi possivel
observar mudancas nas intensidades relativas dessas bandas, visto que 0s materias
lignocelulosicos sdo bastantes complexos e devido a presenca de interferentes e o fato desse
método ser qualitativo, ndo foi possivel observar modificagdes na estrutura quimica da
amostra BAG com a DVS. O mesmo acontece com a amostra BAG — DVS — CALA, na qual
a complexa estrutura quimica do suporte dificultou observar bandas que possa sugerir a

insercdo da enzima CALA, foi possivel identificar apenas uma sutil mudanca que surge em
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1712 cm, que pode ser atribuido aos estiramentos C = O de cetonas, acidos carboxilicos e

ésteres ndo-conjugados, grupos estes que fazem parte do bagaco (REIS et al., 2017).

Figura 5. Mecanismos de ligacdes entre a DVS e o bagaco de caju.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

A Tabela 4 mostra os resultados da anélise elementar (percentagem de C, H, N e S)
do bagaco puro, bagaco tratado com DVS e do biocatalisador. A percentagem de carbono,
hidrogénio e enxofre no bagaco néo foi significativamente alterada quando comparada com
a percentagem de nitrogénio. Com relacdo a quantidade de enxofre, através da andlise
elementar ndo foi possivel observar aumento na quantidade de DVS na amostra em que 0
bagaco de caju foi ativado com a divinilsulfona (BAG — DVS) e na amostra BAG — DVS
— CALA. No entanto, a consideravel alteracdo na quantidade de nitrogénio apresentada no

biocatalisador, sugere que a enzima foi imobilizada.

Tabela 4. Analise elementar (carbono, hidrogénio, nitrogénio, enxofre) do bagaco puro,
bagaco tratado com DVS nas condicdes otimizadas e do biocatalisador. Outras
especificacdes foram descritas nos métodos.

Material % Carbono % Hidrogénio %o Nitrogénio % Enxofre
BAG 47,08 6,63 1,92 1,67
BAG-DVS 46,02 6,43 1,88 1,87
BAG-DVS-CALA 46,23 6,58 5,61 1,69

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Estes resultados indicam que a modificacdo quimica do suporte favoreceu a
imobilizacdo da CALA e que possivelmente ndo houve ativacdo do suporte com
divinilsulfona, uma vez que a pH muito acido, como a condicdo 6tima obtida através do

planejamento experimental (pH 3), os grupos divinilsulfona podem reagir muito pouco com
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0s grupos hidroxilas, ou seja, pode ndo ocorrer a ionizacdo desses grupos que facilite a
ligacdo com os grupos vinilsulfona (PINHEIRO et al., 2019). No entanto, diante dos
resultados de imobilizacdo apresentados no decorrer das discussdes (Tabela 5) é possivel
que essa modificacdo na composi¢do quimica do suporte tenha ocorrido e que este tenha sido
ativado com DVS, mas que, como ja foi citado, poucos grupos tenham sido introduzidos,
visto que o pH é muito &cido (pH 3). Além disso, também é possivel que a ligacdo entre o
suporte e o0 agente ativante (DVS) tenha ocorrido pelos dois extremos da molécula, como
mostrado na Figura 5, de modo que esta conformacgéo tenha impedido a inser¢do de novas
moléculas de divinilsulfona e impedido uma maior ativacdo do suporte.

Outras caracteriza¢des também foram realizadas no suporte puro, suporte tratado com
DVS nas condigdes otimizadas e no biocatalisador, a fim de compreender as mudancas
quimicas e fisicas que ocorreram.

A Figura 6 A, B mostra as curvas de TGA e DTG obtidos para as amostras BAG, BAG
—DVS e BAG-DVS — CALA. O primeiro ocorre em uma faixa de temperatura de 25 — 168
°C e pode ser atribuida a evolucéo de agua adsorvida nas amostras (WATKINS et al., 2015).
Nessa etapa as amostras BAG, BAG — DVS e BAG — DVS — CALA apresentam uma perda
de massa de 14,3, 17,2 e 16,1%, que pode ser atribuida a maior retencdo de agua com a
funcionalizacdo e imobilizacdo. O segundo evento térmico € onde se da inicio a degradagéo
dos principais componentes do bagaco, ele tem inicio em 187 °C e continua até 500 °C. A
perda de massa para esse evento foi de 51,9, 49,9 e 55,7% para as amostras BAG, BAG —
DVS e BAG — DVS — CALA, respectivamente. Nesse evento sdo observadas o inicio da
degradacdo da celulose, hemicelulose e lignina, que sdo os principais componentes do
bagaco. A DTG para esse evento pode revelar em que temperatura cada uma desses
componentes contribui de forma majoritaria. Para o bagaco puro, a DTG revela que o
segundo evento térmico tem trés maximos de degradacdo que podem estar relacionados com
0s principais componentes do bagaco. Yang et al. (2007) estudaram separadamente a pirolise
dos principais componentes de materiais lignocelul6sicos. Eles observaram que a
hemicelulose é o componente que se decompde com mais facilidade seguido da celulose e
lignina. Isso pode estar relacionado com os grupamentos que formam estas moléculas,
podendo haver regies que ocorrem a degradacdo de mais de uma delas. Assim, o primeiro
maximo que ocorre em 257 °C pode ser relacionado com a degradacdo da hemicelulose,
enguanto que o segundo e o terceiro ocorrem nas temperaturas de 306 e 335 °C e podem ser
relacionados com a degradacéo da celulose e lignina, respectivamente (CHEN; YE; SHEEN,

2012; MENDU et al., 2011). Interessantemente para a amostra ativada com DVS foi
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observado somente dois m&ximos de absor¢do que ocorrem em 320 e 340 °C. Enquanto que
para a amostra contendo a enzima foi observado somente um méaximo de degradagdo em 329
°C. Para todos os materiais a degradacao continua até 800 °C. Entretanto, € interessante notar
que as amostras BAG e BAG — DVS tem uma perda de massa total abaixo de 85%, que pode
ser devido a repolimerizacdo da lignina formando coque (MENDU et al., 2011). Contudo, a
amostra com a enzima CALA obteve uma perda total acima de 85%, mostrando-se ser menos

estavel termicamente.

Figura 6. Analises Termogravimétricas ATG (A) e DTG (B) das amostras (I) BAG, (1)
BAG - DVSe (IlIl) BAG — DVS — CALA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Nesse contexto, a fim de analisar o teor de agua no bagaco utilizado, e padronizar as
amostras, analisou-se o percentual de umidade apés pré-tratamento, na amostra BAG-DVS,
observando-se assim que a modificacdo quimica realizada alterou significativamente o
percentual de umidade presente na matéria-prima. O bagaco isento do pré-tratamento (in
natura) apresenta 8,5 + 0,06% em umidade e ap0s o pré-tratamento com a DVS apresentou
49,0 £ 0,54%, visto que a insercdo de grupos promove maior hidratacdo do suporte. Este
resultado esta em consonancia com o TG. Outro fator que pode ter influenciado é o fato de
ndo ter sido realizada uma etapa de secagem prévia, como no bagago isento de pré-

tratamento.
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O uso do BAG-DVS umido como suporte para imobilizacdo se deu devido aos bons
resultados obtidos, dessa forma uma etapa de secagem ndo foi considerada antes da
imobilizacdo da CALA, evitando uma nova etapa no processo.

4.3 Avaliagéo da imobilizagdo da CALA

Apos definir as melhores condigdes de preparagdo do suporte, obtidas através do
método Taguchi, o efeito do pH durante a imobilizacdo foi avaliado. A enzima foi
imobilizado em tampéo acetato de sédio a pH 5,0, tampéo fosfato de sddio pH 7,0 e tampéo
carbonato de sdédio pH 9,0. Os resultados referentes aos cursos de imobilizacdo sdo
mostrados na Figura 7.

Figura 7. Curso de imobilizacdo da CALA em BAG-DVS em diferentes condigdes, tampéo
acetato de sodio a pH 5 (A), tampao fosfato de sddio a pH 7 (B) e tampéo carbonato de sodio
a pH 9. Atividades totais relativas de referéncia (m); sobrenadante (e) e a atividade de

suspensdo durante a imobilizacdo (A).
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Para cada caso, uma solucédo de referéncia foi preparada (uma solugdo enzimatica
em condicBes idénticas as de imobilizacdo, mas na auséncia de suporte) e manteve a
atividade durante o processo de imobilizacdo, de modo que o rendimento da imobilizagdo
pudesse ser calculado pela diminuicdo da atividade do sobrenadante. Uma caracteristica
distintiva das lipases € que elas frequentemente exibem aumento na atividade enzimética na
interface de lipidios e &gua. Esse processo de ativacdo, geralmente conhecido como ativacéao
interfacial, é devido as alteragdes conformacionais na estrutura da lipase (ERICSSON et al.,
2008). Esse fato foi observado nesse estudo, devido a utilizacdo do detergente Triton-X
0,01%, (v/v) na imobilizacdo da CALA no bagaco de caju, em todos os pHs analisados.

Os cursos de imobilizag&o realizados foram acompanhados por 24 h. A partir da
interpretacdo dos graficos (Figura 7), é possivel observar que na imobilizagdo a pH 5 (Figura
7A) o melhor tempo de imobilizacao foi obtido em 24 h, no qual se observa a maior queda
da atividade do sobrenadante, com aproximadamente 68% da enzima imobilizada. A
imobilizagdo nesse pH favoreceu a adsorgéo ionica, visto que a atividade da sobrenadante
diminuiu e houve aumento na atividade da suspenséo. A pH 5, provavelmente, os residuos
reativos estdo mais expostos, de forma a ter uma maior interagdo enzima-suporte. Visto que
0 ponto isoelétrico da CALA é 7,5, neste pH ela tem carga global positiva. No entanto, néo
foi observado um aumento na atividade do biocatalisador, possivelmente devido a
conformacdo da CALA ao ser imobilizada. A literatura reporta valores baixos de atividade
do derivado neste pH (ARANA-PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2019).
Entre os tempos de 1 e 16 h praticamente ndo teve alteracdo do rendimento de imobilizacao
no pH 5, o que pode estar relacionado a alta estabilidade da CALA em pHs acidos (ONDUL,;
DIZGE; ALBAYRAK, 2012).

A pH 7 (Figura 7B) é possivel notar uma oscilacdo maior na atividade do
sobrenadante, nos tempos iniciais. No entanto, ap6s 16 h a imobiliza¢do chega a se manter
praticamente constante. De acordo com Guisan (2013), as intera¢fes para imobilizacdo de
lipases por adsorcdo podem ser relativamente fracas, desta forma as porcdes fracamente
adsorvidas de CALA podem ter sido dessorvidas do bagaco de caju e depois imobilizadas
novamente ao longo do tempo. No entanto, ap6s 5 h de imobilizacéo a atividade do derivado
se manteve praticamente constante, provavelmente devido a forma de interacdo entre os
grupos funcionais do suporte com os aminoacidos residuais da enzima que serdo

apresentados e explicados no decorrer do trabalho.
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No curso de imobilizagédo a pH 9 (Figura 7C), foram encontrados os menores
valores de rendimento de imobilizacdo da CALA no bagaco de caju, visto que a atividade
do sobrenadante apresentou pouca diminuicdo. Além disso, ocorre uma grande oscilagdo na
atividade de suspensdo, sendo possivel observar um aumento na atividade do derivado até o
tempo de 5 h, apds isso, ela passa a diminuir. Em pHs maiores, a tendéncia seria a formacéo
de ligacdo covalente no suporte, entretanto o processo de introdugédo de grupos no BAG nao
ocorreu de forma satisfatoria. Com isso, as interacGes fisicas via adsor¢do podem ter
prevalecido, por outro lado o rendimento de imobilizacdo foi baixo. 1sso pode estar
relacionado ao fato da CALA apresentar alta instabilidade em pHs alcalinos (MONTEIRO
et al., 2019a) possivelmente devido a repulséo de cargas negativas do suporte e da enzima

que pode ter ocorrido.

Dessa forma, foi importante acompanhar o curso de imobilizacdo nos diferentes
pHSs, por 24 h, pois observou-se que em pH 7, pH 6timo da CALA (MONTEIRO et al.,
2019a), apos 16 h a imobiliza¢do se manteve constante. Assim, selecionou-se o tempo de 24
h como o tempo de imobilizacdo da enzima no suporte, 0 mesmo tempo utilizado na
imobilizacdo da CALA ap0s os pré-tratamentos do bagaco de caju, que determinaram as
melhores condicGes do suporte para se obter a melhor atividade do derivado.

Os parametros de imobilizacao foram avaliados em pH 5, 7 e 9 e 0s resultados estdo
apresentados na Tabela 5. O protocolo de imobilizagdo completo (imobilizacdo, incubacgéo
e blogueio), descrito na metodologia (se¢éo 3.2.3), continuou a ser utilizado.

O melhor rendimento de imobilizacdo foi obtido a pH 5 (64,1 + 0,8 %) (Tabela 7),
possivelmente devido a maior quantidade de residuos reativos neste pH (Figura 7A).
Entretanto, nessa mesma condicdo, o biocatalisador apresentou baixo valor de atividade do
derivado e atividade recuperada, 0,46 + 0,0 U/g e 3,23 + 0,2 U/g, respectivamente, o que
deve estar relacionado a grande quantidade de residuos reativos da enzima interagindo com
0 suporte, a qual pode ter causado uma distorcdo na estrutura da enzima de forma que a
mesma perdesse atividade catalitica.

A pH 9, o rendimento atingido foi de 48,1 £ 0,7 %, enquanto a atividade do derivado
foi de 1,26 + 0,0 U/g (Tabela 5). Como pode ser observado através da Figura 7C, em pH 9,
a quantidade de residuos reativos € menor que nos demais pHs (5 e 7). No entanto, € possivel
que os residuos reativos neste pH, estejam mais expostos de forma a ter uma maior interacédo
enzima-suporte. A atividade do derivado provavelmente estd sendo afetada pela

conformacdo que a enzima esta apresentando ao se ligar por esses residuos.
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O melhor valor de atividade do derivado foi alcangado a pH 7 (6,83 £ 0,5 U/g), apesar
do baixo rendimento de imobilizacdo (24,1 + 0,5 %), como pode ser visto na Tabela 4. Isso
pode estar relacionado a conformacdo que a CALA apresenta ao imobilizar pelos residuos
que estdo mais reativos neste pH, os residuos de lisina, aspartato e arginina.

Tabela 5. Pardmetros de imobilizacdo da CALA: Rendimento de imobilizacdo (R), atividade
tedrica (Aty), atividade do biocatalisador apds (Atp) incubacdo em tampdo carbonato de
sodio e bloqueio com EDA, e atividade recuperada (Atr). 1 mg de proteina por 1 g de suporte
foi a carga de imobilizacdo utilizada, conduzida em tampdo acetato de sédio pH 5, tampéo
fosfato de sddio pH 7 e tampéo carbonato de sédio pH 9.

R Atr Atp Atr
(%) (Ulg) (Ulg) (%)

5 64,1+0,8 142+03 046+00 323%0.2

Biocatalisador pH

BAG-DVS-CALA 7 24,1+0,5 514+0,1 683+05 130,0+132
9 48,1+ 0,7 10,3+0,2 1,26+0,0 12,3+0,7

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Na Figura 8 é mostrado os residuos de aminoacidos da CALA durante imobilizacéo
no bagaco de caju em pH 5, 7 e 9. O ponto isoelétrico do BAG foi considerado acido, visto
gue 0 mesmo passa por um pre-tratamento em pH 3. Foi relatado que a cisteina e a histidina
sdo residuos bastante reativos com grupos divinilsulfonaem pH5e 7 (DOS SANTOS et al.,
2015b). Também foi relatado a reatividade dos grupos lisina a pH 7 e, dos grupos lisina,
cisteina e histidina a pH 9 com divinilsulfona (DOS SANTOS et al., 2015b).

Diante disso, os resultados dos rendimentos apresentados na Tabela 5, podem ser
explicados. Pois, com relacdo a CALA, em pH 5, a cisteina e a histidina ndo apresentam
reatividade na imobilizacdo com o bagaco de caju pré-tratado e ativado com DVS a pH 3
(Figura 8A). No entanto, a pH 7 e 9, a lisina apresenta reatividade (Figura 8B,C). Porém,
em pH 7 existe a presenca de uma quantidade maior de grupos reativos, além da lisina. Os
residuos cisteina a pH 9 e a histidina a pH 5 e 7, apresentam um quantidade irrelevante na

sequéncia de aminoacidos da CALA. A histidina foi apresentada apenas no sitio ativo.
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Figura 8. Residuos de aminoacidos da CALA apH 5 (A), pH 7 (B) e pH 9 (C). Sitio ativo:
histidina (vermelho)/ aspartato (amarelo)/ serina (laranja); Residuos de aspartato (amarelo);
Residuos tirosina (rosa); Residuos de lisina (verde); Residuos de arginina (azul claro).

Fonte: Pymol (2019), modificada pela autora.

Diante do melhor resultado de atividade do derivado encontrado a pH 7, também
foram realizadas neste pH, para comparacédo dos resultados, a imobilizacdo com o bagaco in
natura (BAG-CALA), por adsorcdo fisica e, a imobilizacdo utilizando o bagaco pré-tratado,
sobre condi¢6es otimizadas pelo método Taguchi, no entanto, sem a adicdo da DVS (5 mM,
pH 3, 30 °C, 12 h). Esse novo biocatalisador sera apresentado como BAG-TRAT-CALA.

Na imobilizacdo por adsorcdo fisica, o biocatalisador apresentou desempenho
inferior ao BAG-DVS-CALA, com relagdo a atividade do derivado, como é mostrado na
Tabela 6. No entanto, o rendimento de imobilizacdo foi superior (66 + 0,9 %). Esses
resultados podem estar relacionados com as interagcdes enzima-suporte que sao muito fracas,
na imobilizacéo por adsorcdo fisica e, provavelmente, apos a lavagem e filtragdo a vacuo do

derivado, a enzima se dessorveu do suporte com maior facilidade.
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Tabela 6. Parametros de imobilizagcdo da CALA no bagaco in natura (BAG-CALA) e no
bagaco tratado sem a presenca de DVS (BAG-TRAT-CALA): Rendimento de imobilizagado
(R), atividade teorica (Atr), atividade do biocatalisador (Atp) sem as etapas de incubacéo em
tampdo carbonato de sodio e blogueio com EDA, e atividade recuperada (Atg). A
imobilizacdo foi conduzida em tampdo fosfato de sodio pH 7.

R Atr Atp Atr

Biocatalisador (%) (U/g) (U/g) (%)

BAG - CALA 66,0+09 21,7+03 23+02 10,6+0,9

BAG - TRAT-CALA 40,2+16 146+14 6,11+08 43,8%0,1

BAG-DVS-CALA 241+05 514+01 6,83+05 130,0+132

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Para 0 BAG — TRAT — CALA a atividade do derivado foi de 6,11 + 0,8 U/g. Apesar
desse resultado ser proximo ao resultado encontrado para o bagaco tratado na presenca de
DVS (6,83 £ 0,5), é possivel que a modificagdo da estrutura quimica do bagaco de caju tenha
ocorrido tanto devido ao pré-tratamento quimico aplicado quanto com a ativacao do suporte
com DVS, diante dos excelentes resultados de estabilidade téermica obtidos, apresentados na
Tabela 7. Devido a isso, possivelmente além da imobilizacdo por adsor¢édo, a imobilizacéo
por ligacdo covalente também pode ter ocorrido, de modo que poucas ligacdes covalentes
foram formadas e por isso a enzima dessorveu do suporte.

Com relacdo a diferenca dos rendimentos de imobiliza¢do para as amostras BAG —
CALA, BAG-TRAT-CALA e BAG-DVS-CALA, mostrados na Tabela 6, podem estar
relacionados ao cross — linking formado com a adicdo da DVS que faz com que haja
recobrimento da superficie do suporte, o que reduz a capacidade de imobilizacdo.
Consequentemente, obtem-se menos efeitos difusivos e maior atividade.

Dessa forma, as caracterizacBes do biocatalisador apresentadas a seguir foram

realizadas na presenca DVS.

4.5 Efeito do pH na estabilidade do biocatalisador

A enzima livre e o biocatalisador foram avaliados quanto a inativacao térmica a 70°
C em diferentes pHs. A estabilidade da CALA e do BAG-DVS-CALA foram investigadas
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incubando-os em tampé&o acetato de sodio pH 5, tampéo fosfato de sodio pH 7 e tampéo

carbonato de sddio pH 9. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Tempos de meia-vida (expressa em minutos) da CALA e da BAG-DVS-CALA
conduzidasa 70 °Cem pHs 5,7 e 9.

t12 (min)
Biocatalisador

pHS pH7 pH?I

CALA 661,8 954 14
BAG-DVS-CALA >1440 390 >1440

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

A meia-vida da enzima soltvel (Tabela 7) foi inferior a enzima imobilizada em
todos os pHs estudados. Obteve-se melhor resultado de estabilidade térmica em pH 5, uma
vez que, neste pH, o tempo de meia-vida do biocatalisador ndo foi alcancado a 70 °C apds
24 h, tendo uma diminuicdo da sua atividade inicial em torno de 25%, apenas. Isso se deve
ao fato da CALA apresentar alta estabilidade em pH acido (ONDUL,; DIZGE; ALBAYRAK,
2012).

A pH 9 a enzima livre alcangou o tempo de meia-vida em menos de 2 min, diante
disso, o resultado de inativacao do biocatalisador se torna bastante interessante para este pH,
visto que com 24 h de analise 0 BAG-DVS-CALA diminuiu aproximadamente 35% da sua
atividade inicial. Estudos relatam que a CALA é capaz de tolerar uma faixa de pH
relativamente ampla (5-9), sendo altamente estavel em sua forma imobilizada, de modo que
pode ser usada em temperatura elevada por milhares de horas, sem perda significativa de
atividade (MONTEIRO et al., 2019b). De acordo com Monteiro et al (2019b) quanto menor
estabilidade da enzima, maior a estabilizacdo devido a imobilizacdo. Nesse contexto, a
literatura apresenta alta instabilidade da CALA em pHs muito basicos (MONTEIRO et al.,
2019a). De fato, o estudo de inativacdo térmica (70 °C) que comecou a ser realizado a pH
10 ndo foi continuado, pois a enzima livre se desnaturava imediatamente ao entrar em
contato com o tampao.

Nos estudos a pH 7, a enzima livre apresentou meia-vida de 95,4 min, no entanto o
biocatalisador se apresentou, aproximadamente, 4 vezes mais estavel que a enzima livre. O
fato de nesse pH (7) o biocatalisador apresentar a mais baixa meia-vida dentre os pHs

estudados (5, 7, 9) pode estar relacionado ao uso do tampéao fosfato de sddio, que pode causar
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efeitos negativos na estabilidade da lipase, como relatado recentemente (MONTEIRO et al.,
2019a).

Estes resultados indicam que houve uma forte interacdo entre a enzima e o0 suporte e,
que a incubagdo do biocatalisador em uma temperatura mais alta contribuiu para um
rearranjo e conformacao mais estavel da enzima. Visto que a CALA é capaz de manter sua
atividade hidrolitica em temperaturas mais altas, acima de 90 °C e, em uma faixa ampla de
pH (5-9) (ERICSSON et al., 2008). O estudo de inativacao térmica foi realizado a 70° C,
no intuito de analisar um faixa de pH mais ampla e, apesar desta nao ser a temperatura 6tima
da CALA, ela pode se inativar devido as condigdes de imobilizacdo. Como foi relatado com
relacdo ao pH 10.

Confirmando os bons resultados de estabilidade do biocatalisador em estudo, apos 8
meses de estocagem, este apresentou perda de aproximadamente 50% da sua atividade
inicial, diminuindo de 6,8 U/g para 3,6 U/g.

4.6 Ensaio de carga maxima

Para aproveitar ao maximo a superficie externa do bagaco de caju, considerando que
materiais lignocelulosicos possuem poucos poros, logo, a area superficial do bagaco é
pequena (DE SOUZA et al., 2016), o carregamento maximo da CALA deve ser utilizado. E
importante ressaltar que esse estudo foi realizado na tentativa de atingir a carga maxima de
imobilizacdo. Para esse fim, a Figura 9 mostra o rendimento de imobilizacéo e a atividade
tedrica em diferentes cargas da CALA (0,5-15 mg de CALA por grama de BAG).
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Figura 9. Capacidade de carga de proteina do BAG para CALA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

O maior rendimento de imobilizagdo (40%) foi atingido por 0,5 mg/g e diminui a
medida que o carregamento de CALA no BAG aumenta. Por outro lado, a atividade tedrica
aumenta a medida que a carga de CALA no BAG aumenta, até 10 mg/g. De fato, a maior
atividade tedrica (96 U/g) foi atingida com carga de 10 mg/g. Apds isso, a atividade tedrica
diminui. A maior carga enzimatica pode ter aumentado a difusao de substrato (R1OS et al.,
2019), diminuindo o valor da atividade tedrica. Além disso, altas cargas podem causar
interacdes enzima-enzima e inibir o alongamento flexivel de conformacdo enzimatica,
resultando em impedimento estérico e inativacdo da enzima (ZHANG; YUWEN; PENG,
2013).

A literatura apresenta um estudo da capacidade de carga no bagaco de caju utilizando
um pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino (DE SOUZA et al., 2016), onde
variaram a carga de enzima oferecida entre os valores de 0,5 a 30 mg/g de suporte. No
entanto, a enzima utilizada foi a lipase B de Candida antarctica (CALB), o glutaraldeido foi
usado como grupo ativante e a imobilizacdo ocorreu por ligaces covalentes. Os resultados
indicaram que os maiores rendimentos de imobilizag&do foram observados utilizando baixas
concentragdes de proteina, a capacidade maxima de carga do suporte foi de cerca de 10 a

11 mg/g de suporte.
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4.7 Analise qualitativa de proteina SDS-PAGE

O ensaio de eletroforese foi realizado para a enzima livre e a enzima imobilizada em
duas cargas diferentes, na carga maxima definida anteriormente (10 mg/g) e na carga
utilizada no decorrer deste estudo como parametro de imobilizacdo (1 mg/g). As amostras
de enzimas imobilizadas a pH 7 em bagaco de caju pré-tratado foram inativadas a 100 °C na
presenca de tampéo de ruptura. Estas condic¢des de inativacdo devem liberar as enzimas que
foram adsorvidas no suporte por interagdes idnicas ou hidrofobicas, de modo que os baixos
volumes utilizados permitem a deteccdo de uma quantidade minima de moléculas de enzima
liberadas sob essas condicBes drasticas (ALBUQUERQUE et al., 2016). Este método é
frequentemente utilizado para este objetivo (PINHEIRO et al., 2019) e os resultados estéo

apresentados na Figura 10.

Figura 10. Eletroforese da lipase A de Candida antarctica imobilizada em bagaco de caju
pré-tratado. Pogo 1: marcador de massa molecular; Poco 2: imobilizacdo com carga de 10

mg/g; Poco 3: imobilizacdo com carga de 1 mg/g; Poco 4: enzima livre.
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Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Os resultados demonstraram que nos pogos contendo a enzima imobilizada, a enzima
foi liberada do suporte e além dela é possivel observar a presenca de outras enzimas e

contaminantes.
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4.8 Reac0es de acetilagdo do alcool benzilico

Neste estudo foi avaliada a capacidade de aplicacdo de quatro biocatalisadores na
producéo artificial do composto responsavel pelo aroma do jasmim (Figura 11), composto
este que tem amplas aplica¢des nas indUstrias de cosméticos e perfumes (MELO et al., 2017).
Os biocatalisadores aplicados foram 0 BAG — TRAT — CALA com cargas de 1 e 10 mg/g e
0 BAG — DVS - CALA também nas cargas de 1 e 10 mg/g.

Figura 11. Esquema da producdo enzimatica do aroma de jasmim (acetato de benzila).
0

OH  ENZIMA D)J\

ACETATO DE
VINILA
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(AROMA DO JASMIM)

Fonte: Elaborada pela autora (2020)

A Tabela 8 mostra os resultados de conversdo dos biocatalisadores nos tempos de 24,
48 e 72 h. Os maiores rendimentos de conversdo na sintese acetato de vinila responsavel
pelo aroma de jasmim foram obtidos pelo BAG — TRAT — CALA com cargas de 1mg/g em
todos os tempos estudados, na qual o tempo de 72 h apresentou a melhor converséo (79,45
%). Esses resultados sugerem que altas cargas enzimaticas podem ter aumentado a difusdo
de substrato (RIOS et al., 2019) e, ocasionando impedimento estérico e inativacdo da enzima
(ZHANG; YUWEN; PENG, 2013). Além disso, a presenca da divinilsulfona nas amostras
ativadas podem ter formado um cross — linking de modo que a superficie do suporte fique

recoberta e, assim, dificulte a catalise enzimatica.



Tabela 8. Conversdes dos biocatalisadores em 24, 48 e 72 h de reacéo de acetilagéo.

Biocatalisador Tempo (h) Converséo (%)

BAG - TRAT - CAL 24 49,70
1mg /g

BAG - TRAT - CAL 24 6,00
10 mg/g

BAG - DVS - CAL 24 14,18
1 mg/g

BAG - DVS - CAL 24 10,51
10 mg/g

BAG - TRAT - CAL 48 67,50
1mg /g

BAG - TRAT - CAL 48 13,10
10 mg/g

BAG - DVS - CAL 48 27,10
1 mgl/g

BAG - DVS - CAL 48 15,82
10 mg/g

BAG - TRAT - CAL 72 79,45
img/g

BAG — TRAT - CAL 72 38,54
10 mg/g

BAG - DVS - CAL 72 18,32
1 mg/g

BAG - DVS - CAL 72 22,53
10 mg/g

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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5. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que com a otimizacdo das condi¢fes aplicadas ao pré-
tratamento do bagaco de caju, usando como ferramenta de analise um planejamento
experimental avangado pelo método Taguchi foi possivel obter um biocatalisador ativo e
estavel. A otimizacdo de parametros fundamentais para a producdo de um novo
biocatalisador foi de grande importancia, visto que 0s custos de processo sdo reduzidos,
especialmente na etapa de pré-tratamento, necessaria para o uso do bagaco de caju como
suporte. Essa estratégia de obtencdo de um novo biocatalisador a partir de residuos
agroindustriais pode ser considerada ambientalmente benigna, reutilizavel, além de ter como
objetivo seu uso em reacdes de interesse industrial. A imobilizagdo da CALA em BAG-DVS
a pH 7 mostrou pardmetros de imobilizacdo mais relevantes do que os realizados a pH 5 e
10, obtendo atividade do derivado de 6,83 + 0,55 U/g. O BAG-DVS-CALA apresentou um
aumento na estabilidade térmica a 70 °C, em todos os pHs estudados (5, 7 e 9), visto que a
pH 5 e a pH 9 o tempo de meia-vida ndo foi atingindo apds 24 horas. Em pH 7 o
biocatalisador se mostrou aproximadamente 4 vezes mais estavel que a enzima livre. O BAG
— TRAT — CALA apresentou bom desempenho para as reacfes de sintese enzimatica do
composto responsavel pelo aroma do jasmim com um rendimento de 79,45 %% ap0s 72 h
de reacdo. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o bagacgo de caju, apos
modifica¢bes quimicas e fisicas na sua estrutura pode se apresentar COmo um novo suporte

para imobilizacdo de lipases.
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