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RESUMO

Técnicas de reciclo enzimético t€ém se mostrado um grande atrativo para diminui¢c@o dos custos
de producdo de bioetanol de segunda geracdo. O reciclo enzimdtico ao final do processo de
hidrélise da biomassa deve ser conduzido de forma a garantir a f4cil recuperacio do
biocatalisador e a manutencdo de sua eficiéncia catalitica e estabilidade operacional. Nesse
cendrio, a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) como suporte para imobilizacdo de
enzimas tem sido bastante estudada devido as seguintes caracteristicas das NPMs: rdpida
recupera¢do enzimatica pela simples aplicagdo de um campo magnético externo; capacidade de
imobilizacao de grandes quantidades de proteina devido sua elevada area superficial; e baixos
custos de obtencdo dependendo do tipo de sintese da nanoparticula. Neste trabalho, avaliou-se
o uso de nanoparticulas magnéticas mistas Ni-Zn como suporte de imobilizacdo de celulase
comercial de Trichoderma reesei. Adotou-se o método de co-precipitagdo para sintetizar
nanoparticulas do tipo ferritas, e a estratégia de funcionalizacdo da superficie das NPMs com
3-aminopropiltrietoxilano. Uma vez funcionalizadas e, as nanoparticulas magnéticas mistas
foram ativadas na presenca de glutaraldeido (NPM-APTES-GA), possibilitando que a
imobilizacdo ocorresse por meio de ligagdo covalente entre enzima e suporte. Nanoparticulas
ativadas na presenga de 25% de glutaraldeido obtiveram rendimento de imobilizacdo em torno
de 85%, e a atividade do derivado de 6,71 U/g. Ensaios de hidrdlise de bagaco de cana-de-
acucar resultaram em 15,6% de celulose e hemicelulose celulose a acticares redutores. Portanto,
a avaliacdo dos parametros de imobilizacio e os resultados de hidrolise enzimdtica
demonstraram que celulase de T reesei foi covalentemente imobilizada a NPMs mistas, e que
o biocatalisador proposto possui potencial promissor para uso na hidrdlise de materiais

lignoceluldsicos.

Palavras chave: celulase; nanoparticulas magnéticas; reciclo enzimatico; hidrélise
enzimatica.



ABSTRACT

Enzyme recycling techniques have been shown to be a great attraction in lowering the
production costs of second generation bioethanol. The enzymatic recycle at the end of the
biomass hydrolysis process should be conducted in a manner that ensures easy recovery of the
biocatalyst and the maintenance of its catalytic efficiency and operational stability. In this
scenario, the application of magnetic nanoparticles (MNPs) as support for enzyme
immobilization has been extensily studied becaues of the following MNPs' carachteristics: rapid
enzymatic recovery by the simple application of an external magnetic field; ability of loading
large amounts of protein due to their high surface area; and low fabrication costs depending on
the type of nanoparticle synthesis. In this work, the use of Ni-Zn mixed magnetic nanoparticles
as a support of commercial cellulase immobilization of Trichoderma reesei was evaluated. The
co-precipitation method was used to synthesize nanoferrites, and the surface functionalization
was conducted in the presence of 3-aminopropyltriethoxylan. Once functionalized, the mixed
magnetic nanoparticles were activated with glutaraldehyde (MNP-APTES-GA), allowing the
immobilization to occur through covalent attachment of the enzyme in the support. Activated
nanoparticles in the presence of 25% of glutaraldehyde obtained immobilization yield of about
85%, and immobilized enzyme activity of 6.71 U/g. Pre-treated sugarcane bagasse hydrolysis
assays resulted in 15.6% conversion of celulose and hemicelulose to reducing sugars.
Therefore, evaluating the immobilization parameters and the enzymatic hydrolysis results, it
was demonstrated that 7. reesei cellulase was covalently immobilized to mixed MNPs and that
the proposed biocatalyst has a promising potential for application in lignocellulosic materials

hydrolysis.

Keywords: celulase; magnetic nanoparticles; enzyme recycling; enzymatic hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

As celulases s@o enzimas classificadas como hidrolases glicosidicas que atuam na
clivagem de ligagdes glicosidicas entre dois ou mais carboidratos (GUPTA et al., 2016). Essas
enzimas sao alvos constante de pesquisas porque podem ser aplicadas na hidrélise de materiais
lignoceluldsicos, visando a producio de bioetanol de segunda geracio. Por conta do seu elevado
custo de produgdo, estratégias de reuso enzimdtico sdo alternativas para tornar o bioetanol de

segunda geracdo competitivo no mercado de fontes de combustivel.

Uma estratégia de reuso enzimdtico € a utilizacdo de métodos de imobilizacio
enzimatica. A imobiliza¢do de enzimas consiste em ligar ou incorporar moléculas de enzimas
sobre ou dentro de grandes superficies por meio de ligagdo a um carreador, ligacdo cruzada ou
encapsulamento (ANSARI er al., 2012). Além de permitir o reuso da enzima ao final do
processo de hidrdlise, a imobilizagdo enzimdtica pode ainda melhorar algumas propriedades
enzimaticas, como atividade, estabilidade operacional e sensibilidade (MOHAMAD et al.,

2015; VAGHARI et al, 2016)

A aplicacdo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) como suporte de imobiliza¢io
tém sido bastante estudadas devido as seguintes caracteristicas das nanoparticulas: facilidade
de obtencio, elevada capacidade de carregamento enzimético, facilidade de recuperacdo por
uso de campo magnético externo, etc. (MOHAMAD et al., 2015, MOHAMMED et al., 2017,
HWANG et al., 2013, AHMAD et al., 2015). As nano ferritas sdo um exemplo de NPMs
bastante utilizadas em pesquisas de imobilizacdo enzimdtica devido sua versatilidade de
aplicagdes, tais como andlise protedmicas, clarificagdo de sucos, andlises de colesterol totais,
sintese verde de etanol celuldsico, etc . A incorporacdo de metais de transi¢do divalentes a
estrutura de nanoferritas pode melhorar suas propriedades magnéticas, como aumentar a
saturagdo de magnetizacdo (THAKUR ez al., 2009; CLABORN; 2014) e melhorar a estocagem
desses materiais, devido a propriedades anticorrosivas (MISZCZYK et al., 2011).

Diante do exposto, este trabalho propde a imobilizacdo de celulase comercial de
Trichoderma reesei em nanoparticulas magnéticas mistas Ni-Zn por meio de ligacdo covalente

como intuito de aplicar o biocatalisador na hidrélise enzimatica de materiais lignoceluldsicos.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral a imobilizagdo de celulase do fungo
Trichoderma reesei em nanoparticulas magnéticas Ni-Zn por meio de ligacdo covalente visando

aplicar o biocatalisador na hidrélise enzimatica de matériais lignocelulésicos.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas magnéticas mistas Ni-Zn;

e Estudar a concentracdo de glutaraldeido na ativacdo das nanoparticulas;

e Determinar melhores condicdes de imobilizagdo (forca i6nica e pH de
imobilizacao);

e Estudar a eficiéncia catalitica do biocatalisador proposto em diferentes condi¢des de
pH e temperatura;

e Estudar a capacidade maxima de ligacdo de enzima ao suporte;

e Determinar a eficiéncia catalitica da enzima imobilizada na hidrélise de matéria-

prima lignocelulésica.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3.1 Bioetanol

Nos tdltimos anos, o biocombustivel tem surgido como alternativa de grande
importancia na substitui¢do do uso de combustiveis fosseis. Apesar de Estados Unidos e Brasil
liderarem a produc¢do de biocombustiveis sendo responsaveis por cerca de 85% da producao
mundial em 2015, de acordo com Renewable Fuels Association (Associacdo de Combustiveis
Renovaveis), os investimentos transferidos para pesquisas na drea demonstram o crescente
interesse mundial no bioetanol. Mais de 64 paises ja possuem programas para tornar o bioetanol
sua principal fonte de combustivel, e até 2020 a Unido Europeia almeja que seus paises
membros substituam 10% dos seus combustiveis para transporte por combustiveis renovaveis
como o biocombustivel (RENEWABLE FUELS ASSOCIATION, 2016)

Atualmente, a geracdo de bioetanol mundial ocorre principalmente em plataformas
de etanol de primeira geracdo. Nessas usinas, a matéria prima para a producdo do etanol siao
acucares e amido facilmente fermentesciveis presentes, por exemplo na cana-de-agucar € no
milho (DIAS et al., 2011). Os agucares sdo metabolizados por leveduras, geralmente
Saccharomyces cerevisiae, gerando etanol como subproduto da fermentacdo. Apesar de cada
vez mais integrado ao mercado consumidor e com sélidos investimentos governamentais, o
bioetanol de primeira geracdo ainda precisa superar alguns obstaculos para que possa se tornar
mais economicamente atrativo frente aos combustiveis fosseis. Por exemplo, o bioetanol
produzido no Brasil é gerado a partir de cana-de-acucar, cujas plantagdes competem com o uso
de terras para cultivos alimentares e cuja producdo pode ainda estar sujeita a condig¢des
climatica (DIAS et al., 2011)

Considerando esse cendrio, € possivel perceber a importancia no desenvolvimento
de plataformas de bioetanol de segunda geracdo, a qual consiste em utilizar fontes
lignoceluldsicas, compostas basicamente de celulose, hemicelulose e lignocelulose, como
matéria prima para fermentacio alcodlica. Ao final do processo de extracdo de agucares da
cana-de-actcar e do amido de milho, hd a geracdo de residuos lignocelulésicos como o bagago
de cana e da palha de milho. Portanto, esses residuos, que geralmente sdo utilizados para
alimentar as caldeiras das usinas de bioetanol de primeira geragao, podem servir como matéria
prima para as plataformas de bioetanol celulésico. Além disso, outros residuos lignoceluldsicos
também podem ser reaproveitados tais como: os residuos de serrarias, da indudstria de papel e

outros residuos agricolas como a palha de trigo. (ALFTREN, 2014). Vale ressaltar que a
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facilidade de obtencdo de matéria prima para producdo de etanol de segunda geracdo é uma
grande vantagem para essa plataforma energética, uma vez que o custo com matérias primas

ocupa o primeiro lugar dentre todos custos de produc¢do de bioetanol (ADEN et all.,2009).

3.2 Materiais lignocelulésicos

Os materiais lignocelulésicos s@o compostos basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina, os quais sdo os principais constituintes da parede celular das plantas,
embora possam estar presentes em algumas algas, bactérias e fungos. Dentre esses compostos
organicos, a celulose se destaca como a matéria prima renovavel mais abundante da natureza
(CHEN, 2014) e € o alvo de acdo das enzimas celuloliticas utilizadas na produgdo de bioetanol
de segunda geracdo. A celulose € um polimero organico composto por mondmeros de glicose
unidas por ligacdes B-1,4 glicosidicas e cuja unidade bdsica de repeticdo € a celobiose, um
dimero de glicose (CHEN, 2014), e o esquema de sua estrutura pode ser observado na Figura
1. Assim, longas cadeias de glicose se organizam paralelamente de forma a possibilitar a
interacao entre cadeias. Essas interagdes correspondem a ligagdes de hidrogénio entre os grupos
hidroxilas da glicose, ou ainda interagdes hidrofébicas e Van der Walls (ALFTREN, 2014).
Quando as cadeias de glicose se agregam hd a formacao de regides em que a tais interacdes sao
mais fortes (principalmente ligacdes de hidrogénio) ou menos fortes, criando regides de
celulose cristalina ou amorfa, respectivamente (ALFTREN , 2014; CHEN, 2014).

Figura 1 — Representacdo da estrutura da celulose, mostrando a celobiose como unidade basica

de repeti¢do e as ligacoes B-1,4 glicosidicas entre os mondmeros de glicose.
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Fonte: Adaptado de EYLEY eral., 2014.

A unidade organizacional mais bdsica da celulose é a fibrila elementar, que se

organiza para formar as fibrilas com cerca de 12 nm de didmetro. O proximo nivel de
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organizacdo € a microfibrila, constituida de quatro fibrilas e com didmetro de 25 nm. E, por
fim, quando mais de uma micrifibrila se unem, diz-se que tem uma macrofibrila (CHEN, 2014).
Cerca de 5 a 20% da microfibrila é corresponde a regides de celulose amorfa, onde o acesso a
enzimas € mais facil quando em comparacdo a regides cristalinas. A recalcitrancia da celulose
nio é consequéncia somente do grau de cristalinidade, mas também advém do seu grau de
polimerizacdo, ou seja, do nimero de mondmeros de glicose em sua cadeia, podendo conter de
500 a 15 000 unidades de glicose (CHANDEL et al., 2014).

Moléculas nao-celuldsicas como a hemicelulose e a pectina também interagem
com a celulose. Por exemplo, a hemicelulose participa da estrutura das fontes lignoceluldsicas
ao se posicionar entre as fibras elementares de celulose e sua composi¢ao quimica € caraterizada
como um copolimero de diferentes moléculas de sacarideos com ramifica¢des contendo D-
xylose, D-manose, D-glicose e D-galactose, entre outros sacarideos. Os mondmeros de agucar
das cadeias principais de hemicelulose sdo unidos por ligagdes B-1,4-glicosidicas, enquanto os
acucares presentes nas ramificagdes sao unidos por ligagdes B-1,3 e B-1,6 glicosidicas (CHEN,
2014). Assim, acucares com 6 carbonos (ex.: glicose) ou com 5 carbonos (ex.: xilose e

arabinose) podem ser obtidos da degradacdo da celulose e da hemicelulose.

3.3 Celulases de Trichoderma reesei

Celulases sdo enzimas hidroliticas que agem de forma sinérgica para catalisar a
conversao completa da celulose a mondmeros de glicose (YANG et al., 2013; GUPTA, 2016;
ALFTREN, 2014). Essas hidrolases podem ser produzidas por bactérias, algumas algas, mas
principalmente por fungos, cujas celulases t€m menor custo de producio e purificagio, além de
apresentarem maiores atividades hidroliticas (GUPTA, 2016). O processo enzimdtico de
metabolizacdo da celulose a glicose é complexo e ocorre na presenca de trés principais
hidrolases: endoglucanases (3.2.1.4), celobiohidrolases ou exoglucanases (3.2.1.91.) e B-
glucosidases (3.2.1.21.) (ALFTREN, 2014; YANG et al., 2013; KUMAR et al., 2008; GUPTA,
2016).

O mecanismo de agdo sinérgica das celulases estd ilustrado na Figura 2. As
endoglucanases iniciam o processo de conversdo diminuindo o grau de polimerizacdo da
celulose uma vez que quebram aleatoriamente as ligacdes B-1,4 glicosidicas entre as unidades
de glicose nas regides menos cristalinas da celulose. Com isso hd o aumento no nimero de
oligossacarideos e, consequentemente, de terminacdes redutoras e ndo redutoras das cadeias de

glicose. Esses sdo os alvos das celobiohidrolases (também chamadas de exoglucanases), que
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sd0 mais ativas em regides de celulose cristalina (LIU et al., 2011). Estas hidrolases agem
liberando moléculas de celobiose: celobiohidrolase I (Cel7A) agindo sobre terminagdes
redutoras, e celobiohidrolase II (Cel7B) agindo sobre as ndo redutoras. O ultimo passo para a
obtencdo de glicose ¢ acdo das B-glucosidases, que agem rompendo a ligacdo B-1,4 glicosidica
das moléculas de celobiose liberadas pelas celobiohidrolases, de modo a liberar duas moléculas
de glicose (ALFTREN, J.2014; YANG et al., 2013; KUMAR et al., 2008; GUPTA, V. 2016).
Embora esta tltima enzima ndo haja diretamente sobre a celulose (e sim sobre a celobiose), é
comum classifica-la como uma celulase, uma vez que € essencial para a conversao total da

celulose a glicose.

Figura 2 — Esquema representando a acdo sinérgica das celulases na hidrélise de materiais

lignoceluldsicos.
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Fonte: ALFTREN, 2014.

Trichoderma reesei € um fungo ascomiceto mesofilico filamentoso com alto teor
de producdo de celulases extracelulares. Ele foi primeiramente isolado durante a Segunda
Guerra Mundial, quando foi descoberto nas lonas de algoddo do exército americano nas Ilhas
Salomao, Oceania. A cepa isolada na época viria a ser o que hoje é a cepa referéncia para a
espécie e da qual vérios dos mutantes utilizados atualmente foram obtidos (BERNARDES,
2011; BISCHOF et al., 2016).

Desde sua descoberta, 7. reesei tem sido constantemente estudado em pesquisas de
melhoramento genético devido ao seu potencial de aplicacdo na conversao total de celulose a
glicose. Em duas décadas de pesquisas, o volume de celulases excretadas pela cepa de

referéncia aumentou cerca de 20 vezes (BISCHOF et al., 2016). Além do melhoramento da
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cepa, outras estratégias também tém se mostrado fundamental no desenvolvimento do bioetanol
de segunda geracdo, como pré-tratamento dos materiais lignoceluldsicos, consolidagdo da
engenharia de bioprocessos, estratégias para evitar a inibi¢do enzimdtica pelo produto, etc
(GOMES et al., 2015).

Estudos revelam T. reesei como uma cepa de grande producdo de celobiohidrolases,
com cerca de 60 % das proteinas excretadas correspondendo a celobiohidrolase I (Cel7A), e 20
% correspondendo a celobiohidrolase II (Cel7B) (KARHUNEN et al., 1993), sendo estas as
unicas celobiohidrolases produzidas pela espécie. Neste microorganismo, as celobiohidrolases
possuem dois dominios distintos: um catalitico e um de ligacdo ao substrato (YANG et al.,
2013). O dominio de ligacao se fixa ao substrato de forma eficiente, uma vez que apés a quebra
da ligacdo glicosidica pelo dominio catalitico a enzima ndo se dissocia do substrato, mas
‘desliza’ nele até o proximo sitio de agdo (GOMES et al., 2015).

Em menores quantidades, 7. reesei também excreta endoglucanases, que podem ou
ndo apresentar estrutura com dois dominios. Por fim, a celulase menos excretada por T. reesei
sdo as B-glucosidases, que representam cerca de 0,5% das proteinas excretadas (GOMES et al.,
2015). Por conta da baixa produgdo de B-glucosidase, pode haver maior acimulo de celobiose,
a qual é um inibidor para as endoglucanases e celobiohidrolases. Portanto, ¢ comum que as
preparagdes enzimaticas de 7. reesei resultem em hidrélises incompletas, sendo muitas vezes
necessdria a complementagdo com P-glucosidases de outros microorganismos (ALFTREN,

2014).

3.4 Imobilizacao de enzimas

Depois do custo com matérias primas, o custo com a obtencdo de enzimas
lignoceluloliticas € o mais elevado no processo de producdo de bioetanol (ADEN et al., 2009).
Considerando esse cendrio, vérias estratégias foram estudadas visando contornar esse problema
como, por exemplo, o uso de estratégias de reciclo enzimaético.

O reciclo enzimético permite a recuperagdo da enzima ao final do processo de
catélise, de modo a reutilizar o biocatalisador em reacdes subsequentes. Nesse contexto, a
imobilizacdo de enzimas € uma alternativa bastante estudada porque, além de permitir a
recuperacdo da enzima, também pode melhorar algumas propriedades enzimadticas, tais como
estabilidade, atividade, seletividade, especificidade e diminui¢cdo de inibicio (MATEO et al,

2007). Desse modo, a imobilizagdo enzimdtica € tanto uma alternativa para a diminui¢cdo de

custos de producgdo, quanto uma estratégia para superar algumas limitacdes no uso de enzimas
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livres nos processos industrias, tais como sensibilidade as condi¢des do processo, baixa
estabilidade em operacdes de longa duracdo, estrutura instavel, etc (MOHAMAD et al., 2015;
VAGHARI et al, 2016).

Segundo ANSARI et al., (2012), imobilizagdo enzimdtica consiste em ligar ou
incorporar moléculas de enzimas sobre ou dentro de grandes superficies por meio de ligacdo a
um carreador, ligacdo cruzada ou encapsulamento. A intera¢do entre enzima e suporte vai
depender tanto da composi¢do da enzima, ou seja, qual o tipo de interagdo vai ser facilitado de
acordo com as propriedades dos grupos funcionais de seus residuos de aminodcidos
(MOHAMAD et al., 2015), quanto da composi¢ao da superficie do suporte. O tipo de suporte
e suas modificagcdes pds-sintese irdo ditar a forma de interagdo com a enzima, influenciando
diretamente as propriedades quimicas, bioquimicas, mecénicas e cinéticas da enzima

imobilizada (VAGHARI et al, 2016).

De forma geral, os métodos de imobilizacdo podem ser divididos em: adsor¢do
fisica, ligagdo covalente, encapsulamento e ligacdo cruzada (BEZERRA et al., 2015), como
ilustrado na Figura 3. Métodos que envolvem adsorcao fisica sdo caracterizados por interacdes
fracas entre enzima e suporte, tais como ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, forgas
de Van der Waals e ligacdo ionica. E o método mais simples de imobilizagio, contudo, tem a
desvantagem de apresentar maior lixiviagdo enzimdtica em decorréncia das interacdes fracas
entre enzima e carreador (DATTA et al,2013; MOHAMAD et al, 2015). Métodos de
imobilizacdo por ligacdo covalente geram biocatalisadores com maior resisténcia mecanica e
que, portanto, possuem menor desprendimento enzimdtico. A imobiliza¢io por encapsulamento
€ caracterizada pela sintese de um suporte polimérico na presenca da enzima, de forma a
aprisionar a enzima na estrutura interna do suporte. Este tipo de estratégia pode provocar
limita¢des difusionais, dificultando o acesso do substrato a enzima, o que resulta em menor
atividade enzimatica. Por ultimo, a imobilizacdo por ligacdo cruzada utiliza um agente de
acoplamento bi o multifuncional para aderir as moléculas de enzimas umas as outras através
dos grupos amino de sua superficie (BEZERRA et al., 2015; KARTHICK et al,. 2012; DATTA
etal.,2013).
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Figura 3 — Esquema ilustrando os diversos métodos de imobiliza¢do enzimética.
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Fonte: TAHER e al., 2011.

Dentre esses métodos, a estratégia de imobilizacao por ligacdo covalente permite
interacdo mais forte entre enzima e suporte, diminuindo ou evitando lixiviagdo enzimdtica por
desprendimento do suporte, além de permitir mais ciclos de reuso da enzima imobilizada
(MOHAMAD et al., 2015; VAGHARI et al, 2016). A ligacdo covalente pode ocorrer entre 0s
grupos funcionais de residuos de aminoédcidos como a lisina, a cisteina, o 4cido aspdrtico e
glutamico, entre outros, € os grupos reativos no suporte (MOHAMAD et al., 2015; DATTA et
al., 2013).

Os grupos reativos podem ser adicionados ao suporte sem a modificacdo do mesmo,
ou o suporte pode passar por modificagdes para apresentar tais grupos (MOHAMAD et al.,
2015). Em ambos os casos, diz-se que a superficie do suporte foi funcionalizada, ou seja, passou
a apresentar grupos funcionais que permitem a interagdo com a enzima. A adi¢do de grupos
amino a superficie do suporte € um exemplo de adi¢do de grupos reativos sem a modificacao
do suporte. Esse tipo de funcionaliza¢do pode ocorrer por meio da reacao de silanizacdo, que
consiste em recobrir uma superficie com grupos silanos (SiHs). Considerando a imobilizacdo
de enzimas, a silanizacdo com aminosilanos tem grande importancia porque esses compostos
funcionam como uma interface entre suportes inorganicos e as enzimas (BINI et al., 2012). O
3-aminopropiltrietoxilnao (APTES) € um aminosilano, cujo grupo orginico € uma amina

primdria ou secunddria, bastante utilizado nos processos de funcionaliza¢ido por sua elevada

biocompatibilidade e quantidade de grupos amino livre (TANG et al., 2011). O APTES se liga
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a superficies contendo grupos hidroxila, como ilustrado na Figura 4, de modo a deixar livre o

grupo amino.

Figura 4 — Esquema representado a ligacdo de APTES a superficie de nanoparticulas

magnéticas.
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Fonte: Netto er all (2009).

O glutaraldeido é um agente bifuncional de acoplamento que permite ligacdo
cruzada entre enzima-enzima (MOHAMAD et al., 2015). E bastante vantajoso porque pode ser
utilizado em diversas condi¢cdes (MATEO et al., 2007) e porque pode permitir ligacdes
multipontuais entre os vdrios residuos de lisina na enzima e grupos amino da superficie do
suporte. A interac@o entre o glutaraldeido e os grupos amino dos residuos de lisina ocorre por
meio da formacdo de bases de Schiff ou através de Adi¢ao de Michael (MOHAMAD et al.,
2015). Por se ligar a diversos residuos de lisinas, o glutaraldeido pode aumentar a estabilidade
da enzima ao promover uma rigidificacdo em sua estrutura (MATEO et al., 2007) e ainda evitar

o desprendimento da enzima no suporte.

3.5 Nanoparticulas magnéticas como suporte de imobilizacao

3.5.1 Nanoparticulas magnéticas: propriedades gerais

Como exposto anteriormente, o tipo de suporte vai influenciar diretamente varias
das propriedades da enzima imobilizada, tais como: caracteristicas quimicas, bioquimicas,
mecanicas, etc (VAGHARI et al, 2016). Portanto, a escolha do tipo de suporte é primordial
para a imobilizacdo enzimatica. Um suporte considerado ideal para imobiliza¢do apresenta as
seguintes caracteristicas: estabilidade mecanica, rigidez, capacidade de suportar altas cargas
enzimaticas, facilidade de regeneracdo, disponibilidade de grupos funcionais (para que possam
reagir diretamente com a enzima ou que possibilitem a modificacdo quimica do suporte), além

de apresentar baixa toxicidade e biocompatibilidade (FORESTI et al., 2007).
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Considerando tais caracteristicas, torna-se facil entender porque materiais
nanoestruturados tém recebido cada vez mais destaque como suporte de imobilizacao
(MOHAMAD et al., 2015; MOHAMMED et al., 2017). Os nanomateriais (materiais que
possuem ao menos uma dimensdo em escala nano) apresentam vantagens como elevada drea
superficial (o que permite maior capacidade de carga enzimdtica), ndo hd resisténcia a
transferéncia de massa interna, aumentando a eficiéncia de imobilizacio (MOHAMAD et al.,
2015; HWANG et al., 2013; AHMAD et al., 2015).

A vantagem dos materiais nanoestruturados sobre os demais suportes torna-se ainda
maior quando os mesmos apresentam propriedades magnéticas, uma vez que a recuperagao da
enzima imobilizada ocorre simplesmente pela aplicagdo de um campo eletromagnético externo
(YIU et al., 2012). Particulas cujas dimensOes variam entre 1 e 100 nm sdo chamadas
nanoparticulas e, dentre suas diversas aplicacOes, também podem atuar como carreadores

enzimaticos. Uma das nanoparticulas mais usadas para tal fim sdo as nanoferritas.

3.5.2 Propriedades magnética das nanoferritas

As propriedades magnéticas de um material sdo definidas pela sua suscetibilidade
magnética, que consiste no grau de magnetizacdo de um material em virtude da aplicacdo de
um campo magnético externo (INDIRA et al., 2010). Materiais ferromagnéticos possuem
regides ou dominios de magnetizacao geral, os quais se imantam fortemente na presenca de um
campo magnético externo (LAURENT ez al., 2016; AKBARZADEH et al., 2012). Incrementos
na forca do campo magnético externo levam a uma maior magnetizacdo. Essa tendéncia
continua até que todos os dominios do material estejam alinhados com o campo externo. Diz-
se entdo que foi atingida a saturacdo de magnetizacdo do material. Se o campo magnético
externo € anulado, a magnetiza¢do do material € mantida por um momento, até que diminua e
apresente uma magnetizacdo remanescente. Essas propriedades magnéticas caracterizam
materiais ferromagnéticos.

Ferritas sdo compostos quimicos obtidos em forma de pé ou corpos ceramicos com
propriedades ferromagnéticas e cujos principais componentes sdo os 6xidos de ferro: Fe2O3 e
FeO, os quais podem ser parcialmente substituidos por outros metais de transi¢@o, tais como
niquel, zinco e cobalto (FARZAD, 2012). Em ferritas com dimensdes menores que 20 nm, o
cristal de 6xido de ferro € visto como um dominio Unico. Assim, quando o campo magnético
externo € retirado, essas nanoferritas perdem totalmente sua magnetizacdo (LAURENT et al.

2016; INDIRA et al., 2010, AKBARZADEH et al., 2012; HASANY et al., 2012). Esse
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fendbmeno ¢ caracteristico de materiais superparamagnéticos, Os quais apresentam
magnetiza¢io apenas na presenca de um campo magnético externo (VAGHARI et al., 2016).
O superparamagnetismo em nanoparticulas magnéticas evita aglomeracdo das nanoparticulas
(BINI et al., 2012), o que diminuiria a drea superficial disponivel para imobiliza¢do enzimatica
e para acesso do substrato a enzima imobilizada.

Como exposto anteriormente, Oxidos de ferro das nanoferritas podem ser
parcialmente substituidos por metais de transicdo como niquel e zinco. A incorporagdo desses
metais na composicao das ferritas t€ém influéncia sobre suas propriedades fisicas, magnéticas e
estruturais (RAGHAVENDER et al., 2011; VELMURUGAN et al., 2010; EL-SAYED et al.,
2002). Por exemplo, é sabido que a incorpora¢do de Zn aumenta a saturacdo maxima das ferritas
(VIRDEN et al., 2005). Nanoferritas contendo niquel e zinco (nanoferritas NiZn) sdo um dos
tipos mais versdteis de ferritas para uso geral (EL-SAYED et al., 2002, GHASEMI ez al., 2014).
Sua estrutura cristalina € classificada como um espinel invertido, onde os sitios octaédricos sao
ocupados por d&tomos de Zn ou Fe (ZnOg ou FeOg), € sitios tetraédricos sdo ocupados por &tomos

de Ni ou Fe (NiO4 ou FeOy) (Figura 5) (GHASEMI et al., 2014; CLABORN; 2014).

Figura 5 — Esquema representativo da estrutura em espinel invertido de ferritas Ni-Zn.
Legenda: Sitios octaédricos representados em azul, e sitios tetraédricos representados em

vermelho

Octahedral sites
FeOs or NiOg ’
) Tetrahedral sites

FeO4 or Zn0y

Fonte: CLARBON, 2014.

Ferritas Ni-Zn nanoestruturadas t€m atraido atencao nas mais diversas dreas devido
a propriedades como alta resistividade elétrica, elevados valores de magnetizacdo de saturacao

e valores baixos de coercividade, que consiste na for¢ca magnética necessaria para remover o
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magnetismo residual de um material (THAKUR et al., 2009; CLABORN; 2014). A aplicacdo
de nanoestrutura de ferritas Ni-Zn como suportes para imobilizacdo enzimdtica traz mais uma
vantagem, uma vez que esses carreadores possuem propriedades anti-corrosivas, o que
contribui para maior tempo de estocagem. (MISZCZYK et al., 2011). Nanoferritas mistas Ni-

Zn foram utilizadas como suporte de imobilizacdo de celulase de Tichoderma reesei.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
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A enzima utilizada nesse trabalho foi produzida pela empresa Sigma-Aldrich® e
corresponde a celulase (E.C. 3.2.1.4) de Trichoderma reesei ATCC 26921, Celluclast® 1.5L.
A biomassa utilizada como substrato nos ensaios de hidrélise enzimdtica corresponde a bagagco
de cana-de-acucar pré-tratado por explosdo a vapor de baixa severidade (temperatura e pressao)
e foi gentilmente cedida pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC, Piracicaba - SP). Todos
os outros reagentes utilizados possuem grau analitico.

Os resultados apresentados correspondem a média aritmética e ao desvio padrao de

experimentos realizados em duplicata.

4.2 Metodologia

4.2.1 Atividade hidrolitica da enzima soliivel

A atividade enzimatica da celulase foi obtida de acordo com o protocolo de GHOSE
(1987), com modificacdes. De acordo com esse protocolo, 0,5 mL da enzima diluida em tampao
citrato de sédio 50 mM, pH 4,8 reage a 50 °C por 30 min com 0,5 mL 2% de
carboximetilcelulose (v/v) dissolvida também em tampao citrato. Apos esse periodo, 3mL do
reagente de acido 3,5 dinitrosalicilico, preparado de acordo como o protocolo de (MILLER,
1959), sdo adicionados ao volume reacional, e a reacdo de coloracdo é conduzida em 4gua
fervente durante 5 min. Os tubos nos quais a reagdo ocorre sao submersos em banho de gelo e
a eles sdo adicionados 20 ml de 4gua deionizada. A colorac¢do avermelhada que se formou como
resultado da acdo do DNS € lida em espectrofotometro em comprimento de onda de 540 nm.
Foi construida uma curva padrdo de glicose com o intuito de relacionar a os valores de
absorbancia obtidos e a concentracdo de agucares redutores dissolvidos nas amostras. A
atividade de diferentes dilui¢cOes enzimaticas foi determinada segundo a Equacdo 1, onde Ar
corresponde a concentragdo em mg/mL de acucares redutores liberados por acdo da celulase,
5,55 € o fator que converte mg/mL a umol/mg de actcar redutor, Vr € o volume reacional de 1
mL, t é o tempo de reagdo em min e Vde é o volume de dilui¢do enzimatica utilizado na rea¢ao
de hidrolise.

Ar * 555« Vr
Aty = —— (D
t xVde

4.2.2 Sintese de nanoparticulas magnéticas mistas Ni-Zn
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A sintese das nanoparticulas magnéticas mistas foi conduzida por meio da técnica
de co-precipitacdo e segundo a metodologia descrita por Freire et al (2013). Sais de ferro, niquel
e zinco (FeCl3.6H20, ZnCl2 e NiCl,.6H20) foram solubilizados em 4gua deionizada nas
propor¢des adequadas para se obter nanoferritas com a seguinte composi¢ao: NigsZo,snFe2Os.
Na presenca de NaOH e sob agitacdo constante de 6000 rpm, os sais metdlicos foram co-
precipitados a hidréxidos de metais. Posteriormente, a solu¢do foi transferida para uma
autoclave de Teflon com uma camisa de aco inoxidével, a qual foi submetida a 250°C durante
30 min em forno tipo mufla. Por acdo da elevada temperatura em meio alcalino, os hidréxidos
de metais sdo convertidos a ferritas mistas. Por fim, o material foi lavado com dgua destilada
até que o pH se mantivesse neutro. Apds secagem em dessecador (-360 mmHg), as
nanoparticulas magnéticas mistas foram maceradas com chariot para que se obtivesse uma

homogeneidade no tamanho do material.

4.2.3 Funcionalizagcdo das nanoparticulas magnética Ni-Zn

A sinalizacdo da superficie das NPMs foi conduzida na presenca de tolueno, etanol
absoluto P.A. e do material de recobrimento utilizado, nesse caso, o 3-aminopropil trietoxilano
(APTES). Um volume de 300 uLL de APTES foi utilizado para cada 100 mg de nanoparticulas
magnéticas. O recobrimento foi possibilitado por meio de agitacdo em ultrassom de ponteira
em 3 ciclos de 5 min. O material funcionalizado foi lavado uma vez com metanol e duas vezes

com etanol e armazenado em dessecador (BEZERRA et al., 2017).

4.2.4 Ativagcdo das NPMs com glutaraldeido

As nanoparticulas magnéticas recobertas com APTES (NPM-APTES) foram
preparadas para o processo de imobilizacdo através da ativacdo com glutaraldeido. Solugdes
com 5, 10, 15 e 25% de glutaraldeido foram preparadas em tampao fosfato de sédio 200 mM,
pH 7,0 e mantidas em contato com 10 mg de NPM-APTES por duas horas. Apds esse tempo, o
suporte ativado (NMP-APTES-GA) foi lavado 2 vezes com tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH
4.8.

4.2.5 Imobilizacdo de celulase de T. reesei em NMP-APTES-GA
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10 mg de NPM-APTES-GA foram mantidas em contato com 1 mL solucdo de
imobilizacdo por 24 horas. Esta solucdo consiste em tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,
adicionado de um volume de enzima suficiente para oferecer uma atividade de 25 U para cada
1 g de suporte. No tampdo de imobilizacdo, a atividade da celulase é de 1519,2 U/mL, e o
célculo para determinagdo da carga enzimaética € ilustrado na Equacdo 2. Na Equacdo 2, Atv g
corresponde a atividade do extrato enzimatico; Vi corresponde ao volume final de solucao de

imobilizacdo, e Mg corresponde a massa de suporte utilizada.

. s AtvE Vi
Carga Enzimatica = T 2)

Foram testados os seguintes tempos de imobilizagdo: 1, 3, 5, 8 e 24 horas. Ao final
de cada um desses periodos calculou-se a atividade do remanescente, ou seja, a atividade das
enzimas em solucdo que ndo se ligaram ao suporte. A atividade do remanescente foi
determinada segundo a Equacdo 1. Também foi calculada a atividade do derivado, o qual
corresponde a enzima imobilizada no suporte. Ao fim da imobilizacdo, o derivado foi lavado
duas vezes com tampao citrato de s6dio 50 mM, pH 4,8 , de forma a garantir que toda enzima
ndo ligada ou ligada fracamente ao suporte ndo interferisse na atividade do derivado. Foi
adicionado ao derivado 0,5 mL de tampao de atividade, e sua atividade foi medida segundo
GHOSE (1987). A Equacdo 3 determina a atividade do derivado, onde Ar corresponde a
concentracdo em mg/mL de agucares redutores liberados por agdo da celulase, 5,55 € o fator
que converte mg/mL a pumol/mg de agucar redutor, Vr € o volume reacional de 1 mL, t € o

tempo de reagdo em min e Ms é a massa de suporte utilizada.

Ar 5,55 x Vr
AtvD = —— (3)
t+xMs

A partir dos valores de atividade do remanescente e derivado foi possivel obter os
parametros utilizados na avaliagdo da imobilizacdo. O primeiro pardmetro a ser avaliado € o
rendimento de imobilizacdo em termos de atividade (R awv), 0 qual € demonstrado de acordo
com a Equacgdo 4, onde At; € a atividade do branco de imobilizacdo (enzima diluida no tampao
de imobiliza¢do na auséncia do suporte), e Atr € a atividade do remanescente apds o periodo de

imobilizagao.
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Ati-At
Ati-Atf

R atv = e

100 “4)

A atividade oferecida (Atv of) é calculada considerando a At;, o volume de
imobilizacdo e a massa de suporte, como demonstrado na Equacdo 5. A partir da atividade

oferecida € calculada a atividade tedrica da enzima imobilizada (Equagao 6).

At i *Vi
Atv of = s (5)
AtvT =R *At of (6)

A Equagdo 7 determina a atividade recuperada (Atv R), que corresponde ao

percentual da atividade tedrica que € mantido no derivado apds a imobilizacao (RIOS, 2016).

Atv D
Atv R =
Atv T

* 100 (7)

Por meio do método de Bradford (BRADFORD, 1976)), foi determinada a
quantidade de celulases aderida as NPMs (P d) a partir dos valores de concentracao proteica do
branco de imobilizagcdo (P b) e do remanescente (P r), utilizando a metodologia exposta por
(BRIGIDA et al., 2007). Os resultados de concentragdo forma obtidos a partir de uma curva
padrdo da proteina albumina de soro bovino. A equa¢do 8 demonstra a quantidade de proteinas
aderidas ao derivado, onde V i corresponde ao volume em mL de imobilizacdo e Ms

corresponde a massa em gramas do suporte:

Pd= (p b—I\I;:)*Vi )

4.2.6 Ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
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Os derivados obtidos a partir da imobilizagdo de 300 U/g de carga enzimatica,
assim como amostras de branco de imobilizacdo e remanescente, foram submetidos a analise
qualitativa em gel de eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). A eletroforese foi
realizada em gel de 12% de concentracdo de poliacrilamida utilizando célula tetra-Miniprotean
(Biorad). Dez miligramas de amostras de enzimas imobilizadas foram suspensos em 100uL de
tampdo de ruptura (preparado segundo protocolo de GARCIA-GALAN et al., 2014) e fervidos
durante 10 minutos. Para as amostras de branco e imobiliza¢do e remanescente a propor¢ao de
tampao de ruptura e amostra foi de 1:1 Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 3 min
em minicentrifuga de eppendorfs e uma aliquota de 17 pL do sobrenadante foi utilizada nos
experimentos. Foram utilizados marcadores moleculares de baixo peso molecular (SDS Marker

— GE Healthcare Life Sciences). Os géis foram corados com Azul de Coomassie.

4.2.7 Caracterizagdo das nanoparticulas magnéticas mistas NiZnFe;04

Com o intuito de investigar a composi¢ao do biocatalizador proposto, andlises de
Espectroscopia no Infravermelho com Transformadas de Fourier (FTIR) foram realizadas em
Espectrometo Perkin Elmer. O preparo das amostras para a andlise se deu com dilui¢do em KBr,

e os dados foram coletados em espectro de 400 a 4000 cm!.

As propriedades magnéticas das nanoparticulas foram analisadas por meio de
Magnetometria por Amostra Vibrante em Magnetometro Lakeshore 7400, com amplitude
maxima do campo magnético de 17 kOe. A calibragdo do instrumento foi realizada usando
amostras de nitrogénio puro. Apds a medi¢do de massa de cada uma das amostras, os valores

de magnetizacdo sdo dados em emu/g.

4.2.8 Otimizacdo da imobilizacdo da celulase

Uma vez constatado a ocorréncia da imobilizacdo das celulases nas NPMs, a
proxima etapa de experimentagdo visou a otimizagao do processo de imobilizac¢do e a obtengao
de um derivado com a eficiéncia catalitica necessdria para ensaios hidrélise de bagaco de cana-
de-agucar. Portanto, foram realizados testes para determinar qual a molaridade e o pH ideais
para um maior rendimento de imobiliza¢do. Com o intuito de melhorar a eficiéncia catalitica
do derivado, também foi testada qual a maior carga enzimatica possivel suportada nas NPMs,

e em quais condicdes de pH e temperatura se obtém maiores valores de atividade do derivado
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4.2.8.1 Efeito da molaridade do tampdo na imobilizacdo

A forca idnica do meio onde ocorre a imobiliza¢do tem influéncia sobre como
enzima e suporte irdo interagir. Com o intuito de avaliar essa interag¢do, a imobilizacdo foi
testada nas seguintes molaridades do tampao de imobilizacdo: 5, 25, 50 e 100 mM de tampao
fosfato de so6dio pH 7,0. Foram mantidas as mesmas condicdes de imobiliza¢io e de medida de

atividade de derivado citadas no item 4.2.5.

4.2.8.2 Efeito do pH no rendimento de imobilizacdo

Ap6s determinada a forca i0nica ideal para a imobilizac¢do da celulase, foi testado
qual o melhor pH para imobilizacdo. Para isso foram utilizados os seguintes tampdes: tampao
citrato de s6dio 5 mM, pH 4.,8; tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0 e tampao carbonato-
bicarbonato 5 mM, pH 9,0. Novamente, a imobilizacdo e as medidas de atividade se deram nas

mesmas condi¢des citadas no item 4.2.6.

4.2.9 Ensaio de Carga Mdxima

Uma vez definido qual o ambiente reacional que melhor favorece a imobilizacgao,
testes foram realizados para saber qual a capacidade enzimdtica maxima suportada pelas
nanoparticulas mistas. Para tanto, mantiveram-se as mesmas condi¢des de imobilizacdo em
tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0 por 24 horas, sendo alterado somente a quantidade de
enzima oferecida ao suporte. Portanto, os parametros de imobilizacao foram mensurados para
nanoparticulas carregadas com as seguintes cargas enzimdticas: 50, 100, 150, 250, 300 e 400

U/g.

4.2.10 Efeito temperatura e pH na atividade da enzima livre e imobilizada

A eficiéncia do biocatalisador foi analisada frente a diferentes condi¢des de
temperatura e pH. MedicOes de atividade de enzima livre e imobilizada com 300 U/g de carga
enzimatica foram testadas em tampdes com diferentes pHs: tampao citrato de sédio pHs 4, 4,8
e 6,0; tampao fosfato de sédio pHs 7,0 e 8,0; tampao carbonato-bicarbonato pHs 9,0 e 10,0.

Todos os tampdes utilizados nesse teste tinham molaridade de 50 mM e as demais condigdes
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do experimento se deram de acordo com o protocolo de GHOSE (1987). Também foi testada
qual a temperatura ideal para a atividade da enzima solivel e imobilizada. Para isso, a atividade

enzimdtica foi testada nas seguintes temperaturas: 30, 40, 50, 55 e 60°C.

4.3 Preparo de amostra da biomassa de cana-de-agiicar

A biomassa pré-tratada foi preparada para andlise segundo protocolo de ROCHA
(2010), com algumas modificacdes. O bagaco foi seco em estufa a 60 ° C durante o periodo de
24 horas. O material seco foi triturado e peneirado em sistemas granulométrico entre 20 e 80
mesh, sendo posteriormente lavado trés vezes com dgua deionizada para remog¢do de qualquer
acucar presente na biomassa. Posteriormente, esse material foi filtrado em funil de Buchner
com o auxilio de papel de filtro de celulose de gramatura de 80 g/m? e permitido secar na estufa
a60°C. A biomassa seca foi entdo acondicionada a temperatura ambiente e utilizada nos ensaios

de caracterizagdo composicional e hidrélise enzimatica da biomassa.

4.4 Determinacao Composicional da Biomassa

A determinacdo do percentual de celulose, hemicelulose e lignina da biomassa foi
realizada com amostras de bagaco livre de extraiveis e a partir do percentual de sélidos totais
de cada amostra de bagaco, de acordo com protocolos de National Renewable Energy

Laboratory (NREL).

4.4.1 Determinacdo de teor de solidos

Para a determinacdo de teor de solidos totais, utilizou-se como referéncia o protocolo
National Renewable Energy Laboratory NREL/TP-510-42621 (SLUITER et al., 2008b), com
algumas modifica¢des. Cadinhos de porcelana foram secados na estufa a 105°C por 24 horas,
deixados esfriar em dissecador por cerca de 1 h e tiveram seus pesos anotados. Um grama de
amostra de bagaco foi adicionado a cada cadinho, e foram anotados os pesos exatos de biomassa
adicionada e os pesos dos cadinhos com a biomassa (massa imida). Cadinhos com biomassa
permaneceram secando a 105°C na estufa por 24 horas. Apds esse periodo, foram esfriados
durante 1 h no dissecador e tiveram seus pesos anotados (massa seca). O Teor de Sélidos (% TS)

foi obtido a partir da seguinte equagao:
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massa seca —massa cadinho *

%TS = 100 )

massa bagaco adicionada

4.4.2 Determinagdo de Extraiveis

O teor de extraiveis foi obtido a partir do protocolo NREL/TP-510-42619
(SLUITER, 2008a), com algumas modificacdes. A remog¢ado de extraiveis foi realizada em um
determinador de gorduras. Emboilers foram deixados secar a 60°C por 24 h na estufa e depois
de esfriarem por 1 h em dissecador, seus pesos foram anotados. Cinco gramas de biomassa
foram pesados, embalados em papel filtro e acoplados aos emboilers, onde ficaram submersos
em 80 mL de etanol 95% a 80 °C durante 8 h. Posteriormente, a amostra de bagacgo livre de
extraiveis foram deixadas secar ao ar livre, e os emboilers contendo o solvente foram mantidos
na estuda a 60°C. Apds a evaporagdao completa do etanol, os emboilers forma esfriados por 1
hr no dessecador e seus pesos foram anotados (emboiler com extraiveis). O percentual de

extraiveis em cada amostra de biomassa foi obtido a partir da seguinte equacao:

. . Emboiler com extraiveis — Emboiler vazio
%Extraiveis= TS * 100 (10)
0

4.4.3 Determinagdo de lignina soliivel em dcido

A determinagdo de lignina e a anélise estrutural de carboidratos seguiu o protocolo
NREL-TP-510-42618(SLUITER et al., 2008c), utilizando as modificacdes de ROCHA (2010).
Filtros Buchner de porosidade 2 foram mantidos em estufas a 105 °C, resfriados em dessecador
por 1h e tiveram seus pesos registrados. Um grama de biomassa livre de extraiveis foi pesado
e adicionado a tubos de pressdo. Adicionou-se 3mL de H2SO4 72% a cada tubo, com posterior
homogeneizag¢do em vortex por 1 min, seguida de hidrélise 4cida em banho-maria a 30 °C por
1 hora. Diluiu-se o 4cido sulfurico de 72% para 4 % com a adicao de 84 mL de 4dgua destilada
em cada tubo, e uma segunda hidrolise dcida foi conduzida em autoclave a 121°C por 1h. Apds
esse periodo, o conteido dos tubos foi filtrado em filtros Buchner. O material filtrado foi
utilizado na determinacdo do percentual de lignina solivel em 4cido em ensaio conduzido em
espectrofotometro com leituras a 240nm e tendo dgua deionizada como branco. O percentual
de Lignina Soliivel em Acido (%LSA) foi determinado conforme a equagio 11; onde ABS é a

leitura a 240nm, V h corresponde ao volume final de hidrélise (0,087 L), FD € o fato de diluic¢ao,
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g é 0 valor de absortividade molar para a lignina (25 L g'cm™) e ST € a quantidade de sélidos

totais definida pela equagado 12.

(ABS *V h * FD)

LS A= * 100 (11)

%TS = Biomassa adicionada
s7= ) (12)
100

4.4.4 Determinagdo de Lignina Insoliivel em Acido

Ap6s a filtracdo do material utilizado na determinacdo do percentual de lignina
solivel em 4cido, residuos solidos retidos no filtro foram utilizados para determinacdo da
lignina insolivel em 4cido. Para isso, os filtros contendo os residuos sélidos permaneceram por
24 hr em estufa a 105 °C. Apds esse periodo, foram submetidos a calcina¢do em mufla conforme
o seguinte programa: 12 min a 105°C, de 105 °C para 250° com rampa ascendente de
temperatura de 10°C/min, permanecer a 250°C por 30 min, de 250°C a 575° com rampa de
20°/min, permanecer a 575°C durante 3 hr, diminui¢do de temperatura para 105°C e remocao
dos filtros da mufla enquanto a temperatura permanecer em 105°C (ROCHA, 2010). Depois de
uma hora de estabiliza¢do de temperatura em dissecador, registrou-se o peso dos filtros com as
cinzas. O percentual de Lignina Insolivel em Acido é determinado conforme a equacdo 13. O

percentual de lignina na biomassa é definido pela equacao 14.

(m filtros com residuos—m filtros vazio)—(m filtro com cinzas—m filtros vazios)

%LIA = 7

* 100

(13)

%Lignina = %LIA + %LSA (14)

4.4.5 Determinacdo Celulose e Hemicelulose

Ap6s as duas etapas de hidrélise acida, seguidas de filtracdo com o filtro de
Buchner, o material hidrolisado foi utilizado também na determinagdo dos carboidratos
estruturais. Para isso, aliquotas de cerca de 1 mL do filtrado foram filtradas em membrana de
celulose e submetidas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em coluna
SUPELCOGEL C-610H para analises de carboidratos e acidos organicos. O ensaio foi

conduzido com 4cido sulfturico 0,1% como fase moével, em fluxo de 0,6mL/min e sob
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temperatura de 35°C. Previamente a esta andlise, foi preparada uma curva de padrdo com
concentracdes conhecidas dos analitos (glicose, xilose, arabinose e 4cido acético) com o intuito
de gerar uma funcio linear capaz de prever a concentragdo dos mesmos a partir dos valores das

areas dos picos do cromatograma.

O percentual de celulose e hemicelulose foi obtido a partir das massas de agicares
e 4cidos organicos encontradas na andlise por CLAE e a partir dos fatores de conversao desses
biopolimeros em seus respectivos mondmeros precursores (equagdes 15 e 16). Assim, a partir
da metodologia de ROCHA (2010), os fatores de conversdo dos mondmeros constituintes da
celulose sdo, respectivamente, 0,95, 0,90, 3,09 e 1,29 para celobiose, glucana, dcido férmico e
hidroximetilfurfural. Para a determinacdo do percentual de hemicelulose os fatores de
conversao utilizados foram 0,88, 0,88, 1,37 e 0,72, respectivamente para xilose plus, arabinose,

furfural e acido acético.

m celobiose*0,95+m glicose*0,90+m acido férmico*3,09+m HMF+*1,29 N

%Cel = 100
ST

(15)

%HCel = m xilose plusx0,88+m arabinose*0,88+m furfural+1,37+m acido acético*0,32 + 100 (16)

ST

4.5. Hidrolise enzimadtica do bagago de cana-de-agiicar pré-tratado

A partir da constituicdo composicional da biomassa € possivel determinar a
quantidade de enzima necessdria no ensaio de hidrdlise. As condi¢des experimentais para a
reacdo de hidrdlise foram planejadas de acordo com o protocolo NREL/TP-5100-63351
(RESCH et al., 2015), com algumas modificagdes. A hidrdlise enzimatica foi conduzida com
1% e de sdlidos e de forma que fosse oferecido 20 mg de celulase para cada 1 g de glucana das
amostras de bagacgo. Os ensaios de hidrélise foram conduzidos com a enzima imobilizada e com
o branco de hidrélise (sem adicdo de enzima). A reacdo de hidrdlise a 1% de sdlidos ocorreu
em eppendorfs a uma temperatura de 55°C sob agitacdo de 180 rpm durante 48 horas. Apds
esse periodo, utilizou-se um ima para reter as NPMs no fundo dos tubos, e o sobrenadante foi
centrifugado e utilizado para determinacdo de concentragdo de agucares por reagdo com DNS
(GHOSE et al., 1987). A conversao de celulose e hemicelulose a acucares redutores ¢ dada
segundo a Equacdo 17, onde M a; corresponde a massa de agucares redutores; M g corresponde
a massa de biomassa, %Cel corresponde a porcentagem de celulose na biomassa, e %HCel

corresponde a porcentagem de hemicelulose na biomassa.



39

M Ar
M bx(%Cel + %HCel)

Conversao (%) = (17)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacao das nanoparticulas magnéticas

5.1.1 Analise de espectro por FTIR

As modificacdes pds-sintese das NPMs podem ser avaliadas através de andlises de
Espectroscopia no Infravermelho com Transformadas de Fourier. Esse tipo de anélise detecta a
presenca de padrdes de vibragdo caracteristicos de determinadas ligacdes, de forma a indicar as
consecutivas modificacdes na superficie das NPMs. A Figura 6 apresenta os padrdes
vibracionais encontrados nas analises de NPMs funcionalizadas, ativadas e com celulases
imobilizadas. Todas as amostras apresentam um padrdo vibracional no limite entre 3441, 4 e
3219,9 cm’!, correspondendo ao alongamento de grupos hidrolixa unidos por ligacdo de
hidrogénio a superficie das nanoparticulas e das moléculas de dgua adsorvidas no suporte
(VELMURUGAN et al., 2010; BEZERRA et al., 2017).

Oxidos de ferro superparamagnéticos, tais como a magnetita (Fe3Oa), apresentam
ligacio Fe-O, que é detectada em comprimentos de onda variando de 621,4 a 574.2 cm™.
Quando o APTES ¢ adicionado a superficie de nanoferritas, a vibragdao de Fe-O € detectada em
um outro limite de comprimento de onda, entre 628,7 ¢ 577,9 cm’!, como pode ser observado
em todas as amostras. Essa mudancga de limite de detecc@o pode ser explicada pela formacao da
ligagio Fe-O-Si (BINI et al., 2012). Entre os comprimentos de onde de 635 ¢ 573 cm™ também
¢ possivel detectar padroes de vibracdo caracteristica das ligagdes Zn-O e Ni-O

(VELMURUGAN et al.,2010).

A ligacdo das celulases ao suporte pode ser sugerida pela presenca de padroes
vibracionais por volta de 1640 cm™' e 1500 cm™! nas amostras de enzima imobilizada. Nesses
comprimentos de onda as vibragdes detectadas correspondem a vibragdo de alongamento de
C=0 e C-O de grupos amida (LIMA et al., 2016, KHOSHNEVISAN et al., 2011), ABRAHAM
et al., 2014). Vibragdes em torno de 1500 cm™ podem sugerir também a ligacdo de grupos
carboxila da enzima com grupos amino das NPMs (JORDAN et al., 2011). Contudo, em torno
de 1500 cm!, o padrio vibracional caracteristico dessas ligacdes néio é facilmente visivel nas
amostras, o que pode ser explicado pela baixa proporcao de enzima:suporte usada no processo

de imobilizagao.
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Figura 6 — Espectros de FTIR de amostras de NPMs funcionalizada, ativadas e de amostras de
enzima imobilizada. As imagens em torno de 1640 cm™ foram amplificadas para melhor
visualizacdo. Legenda: nanoparticulas funcionalizadas (NANO-APTES); nanoparticulas
ativadas (NANO-APTES-GA); enzima imobilizada (NANO-APTES-GA-CTR); setas em preto

(3441,4 cm™); setas em azul (3219,9 cm™); setas em verde (164 cm™); setas em rosa (1500 cm®

/7 NANO-APTES-GA-CTR

/ﬁ\IO-APTES-GA

1); setas em lilds (635 cm™); setas em laranja (573 cm™).
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Andlise de magnetizacdo das nanoparticulas magnéticas

A Figura 7 mostra o padrao de magnetizacao de amostras de NPMs funcionalizadas,
ativadas e de enzima imobilizada. A andlise da Figura 7 demonstra que todas as amostras
continuam com propriedades superparamagnéticas, uma vez que todas possuem valor de
magnetizacao igual quando o valor do campo magnético também se anula. Isso significa que
ndo ha magnetizacdo remanescente em nenhuma nas amostras. Logo, o valor de coercividade
também & nulo, considerando que nao ha necessidade de aplicacdo de um campo magnético de
direcdo contraria para que os materiais sejam desmagnetizados (LAURENT et al., 2016). A
andlise da Figura 7 também mostra como as modificagdes nas NPMs influenciam a de
magnetizacdo saturacdo do material. Foram encontrados os seguintes valores para
magnetizacdo de saturagdo: de 55,76; 41,51 e 48,03 emu/g correspondendo respectivamente a

NPM funcionaliza com APTES, NPM ativada com GA e a enzima imobilizada. GHASEMIN



42

et al., (2014) reportaram valor de saturacdo de magnetizacdo igual a 83,4 emu/g para ferritas
mistas NioZno4Fe>O4 sob campo magnético de 10 KOe. A saturacdo de magnetizacdo para a
nanoparticula funcionalizada neste trabalho apresentou valor menor do que o da NPM ndo
funcionalizada reportada por GHASEMIN ef al., (2014). Apesar de funcionalizagdo com
APTES ndo alterar a estrutura NPMs, pode haver diminui¢do da saturacdo de magnetizagcao

devido a incorporacao de material ndo magnético.

Figura 7 — Curvas de magnetizacdo de amostras de nanoparticulas funcionalizadas, ativadas e
de enzima imobilizada. Legenda: nanoparticula funcionalizada (valores em azul), nanoparticula

ativada (valores em preto), enzima imobilizada (valores em vermelho).
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Atividade hidrolitica do extrato enzimdtico de Trichoderma reesei.

Muitos dos parametros que avaliam a eficiéncia de imobilizacao e do catalisador
estdo relacionados a medidas de atividade enzimatica. Com isso, € de fundamental importancia
a determinacdo da atividade do extrato enzimatico com que se trabalha. A Figura 8 mostra o
valor de atividade da celulase em diferentes ensaios de dilui¢do enzimdtica. Como pode ser
observado, quanto maior a dilui¢do enzimdtica a partir do extrato enzimdtico comercial, maior
também ¢ a atividade. Essa tendéncia se aplica até 0 momento em que aumentos na dilui¢do da

enzima (dilui¢des acima de 6000 vezes) ndo correspondem mais a aumentos na atividade. Neste
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momento, € dito que houve uma estabilizacdo da atividade enzimética, e € nessa situagdao que
se determina a atividade do extrato da enzima. A explicacdo para esse fendmeno recai sobre o
fato de que quanto maior a concentracdo da enzima, maior a probabilidade de ocorréncia de
efeito estérico devido a grande quantidade de moléculas de enzima. Ou seja, a aproximagdo
entre as moléculas de enzima € tdo grande que as mesmas nao teriam espago suficiente para
realizar as mudancas conformacionais necesséarias para a hidrélise do substrato. Considerando
esse fendmeno, determinou-se que a atividade enzimdtica do extrato de celulase de
Trichoderma reesei € igual a 1352,71 U/mL, onde U corresponde a unidade internacional de
atividade enzimatica, correspondendo a quantos pumol de substrato sdo convertidos a produto
no intervalo de um minuto. Ensaios de determinac¢do de concentracdo proteica por Bradford

mostraram que a atividade especifica € de 541,62 U/mg de proteina no extrato.

Figura 8. Efeito da diluicao enzimadtica no processo de catédlise da celulase
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Efeito da concentracao de glutaraldeido na ativacao das NPMs

De acordo com a Tabela 1, o maior rendimento de imobilizagdo, cerca de 85,2
%, foi obtido em derivados ativados com 25% de glutaraldeido. E possivel perceber a tendéncia
de que o rendimento aumenta de acordo com o aumento na concentracao de glutaraldeido, assim

como a atividade do derivado e atividade recuperada. Em maiores concentragdes de
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glutaraldeido, mais moléculas desse agente acoplador podem se ligar a superficie
funcionalizada das NPMs. Com isso, ha também mais sitios de ligacdo para os grupos amino
dos residuos de aminodcido da enzima, resultando em elevado rendimento de imobilizacao. E
importante ressaltar que a alta concentracdo de glutaraldeido ndo foi suficiente para induzir a
desnaturacdo da enzima, uma vez que a maior atividade de derivado foi também encontrada em

NPMs ativadas com 25% de glutaraldeido.

Tabela 1. Parametros de imobilizagao para NPMs ativadas em diferentes concentragdes de
glutaraldeido. Legenda: atividade do derivado (Atv D), atividade recuperada (Atv R) e

rendimento de imobilizacdo em termos de atividade (R atv).

Glutaraldeido % Atv p (U/g) Atv r (%) R (%)
5 2,75+0,18 23,16 £ 0,42 43,06 £ 1,78
10 2,26 +0,14 25,53 +6,73 33,35 +9,68
15 4,12 +0,83 19,22 +29 77,48 £2,98
25 6,71 £0,18 28,64 + 1,91 85,23 £ 0,38

Fonte: Elaborada pela autora.

E possivel encontrar na literatura diversos resultados de rendimento de
imobilizacao de celulases em NPMs. KHOSHNEVISANA et al., (2011) reportaram 95% de
eficiéncia de imobilizacdo em termos de concentracdao de proteinas para celulase de 7. viride
imobilizada em suspensao de nanoferritas (Fe304). No estudo realizado por LIMA et al., (2016),
preparagdes de Cellusoft CR (Novozymes, Brasil) imobilizadas em NPMs encapsuladas em
polimetilmetacrilato (PMMA) obtiveram 49% de eficiéncia de imobilizagdo. Neste trabalho, os
melhores resultados de rendimento de imobilizacdo foram encontrados quando se utilizou

tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0 como tampao de imobilizacdo

5.4 Efeito da concentracao ionica e do pH sobre rendimento de imobilizacao

Uma vez determinada a melhor condi¢do e ativagdao das NPMs, foram testadas
também quais as melhores condi¢des de imobilizacdo. Logo, o rendimento de imobilizac¢do foi
avaliado variando o tempo de contato entre enzima e suporte, o pH e a molaridade do tampao
de imobilizacdo. A Figura 9 ilustra como o rendimento de imobilizacdo € afetado em diferentes
forcas i0nicas. Os resultados sdo dados em termos de atividade relativa do remanescente, que

representa a porcentagem de um valor especifico de atividade de remanescente com relagdo a
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atividade maxima obtida. E possivel perceber que a atividade relativa do remanescente diminui
ao longo do tempo, indicando que mais moléculas de enzima se ligam ao substrato com o passar
do tempo. Essa tendéncia continua até que haja uma estabilizacdo na atividade relativa do
remanescente, indicando que, o rendimento maximo de imobilizacdo foi obtido. Apés 1 hora
de contato entre enzima e suporte na presenca de tampao fosfato de sédio 5 mM, pH 7, cerca
de 60% da quantidade inicial de proteina se encontra aderida ao suporte. No mesmo periodo,
imobilizacdo em molaridades maiores do tampao nao apresentaram mais que cerca de 25% de
eficiéncia de imobilizacgao.

A Figura 9 mostra uma grande diferenca de eficiéncia entre a imobilizagdo em baixa
forca id6nica (5 mM) e concentracdes mais elevadas de fon. Isso pode ser explicado pelo fato de
que em condicdes de alta forca i6nica, a maior concentracdo de fon dificulta a interacdo entre
enzima e suporte. Por outro lado, em molaridades menores, as superficies da enzima e do
substrato encontram-se mais facilmente acessiveis, aumentando as chances de que os choque

entre enzima e suporte resultem em intera¢do covalente.

Figura 9 - Efeito da forca i6nica na eficiéncia de imobiliza¢do. Legenda: molaridade de 5 mM
(valores em verde), 25 mM (valores em vermelho), 50 mM (valores em azul) e de 100 mM

(valores em preto).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Uma vez determinada qual a melhor condicdo de forca idnica para imobilizagdo,
foi testado o efeito do pH sobre a imobiliza¢do. A Figura 10 mostra como a atividade relativa
do remanescente é afetada em diferentes pHs. E possivel perceber que o tampéo de pH 7 é o
que mais favorece a imobilizagdo uma vez que jd na primeira hora de contato, a atividade
relativa do remanescente tem a maior queda em comparacao aos demais pHs, indicando que
mais moléculas de enzimas conseguiram se ligar ao suporte. Os melhores resultados de
imobilizacdo sdo encontrados em pH 7,0 e pH 9,0 possivelmente porque em nesses pHs a
maioria dos grupos amino dos residuos de aminoécidos encontram no estado de ionizacgdo -
NHo. Este estado de ionizagdo favorece a formacao de ligacao covalente entre enzima e suporte.
Por outro lado, em pH 5,0, os grupos aminos encontram-se, em sua maioria, protonados (-
NH*). A ligacdo entre esses grupos protonados e o suporte extrapolaria o nimero de elétrons

na camada de valéncia do nitrogénio, e, portanto, a imobilizacdo ndo é favorecida.

E possivel encontrar na literatura diversas condi¢cdes de imobilizagio de celulases
em NPMs. Na imobilizagdo de celulase de 7. viride em uma suspensdo de nanoferritas (Fe3O4),
KHOSHNEVISANA et al., (2011) utilizaram tampao acetato pH 5 como tampdo de
imobilizacdo e obtiveram cerca de 95% de eficiéncia de imobilizagdo em termos de
concentracdo e proteinas. No estudo realizado por LIMA et al. (2016), preparagdes de Cellusoft
CR (Novozymes, Brasil) imobilizadas em NPMs encapsuladas em polimetilmetacrilato
(PMMA) foram imobilizadas na presenc¢a de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6, obtendo-
se 49% de eficiéncia de imobilizacdo. Neste trabalho, os melhores resultados de rendimento de
imobilizacao foram encontrados quando se utilizou tampao fosfato de sédio S mM, pH 7,0 como

tampao de imobilizacao.
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Figura 10. Efeito do pH na eficiéncia de imobilizacdo. Legenda: pH 4,8 (valores em vermelho),

pH 7,0 (valores em verde) e pH 9,0 (valores em azul).
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Fonte: Elaborada pela autora.
5.5 Efeito de carga enzimatica maxima

A carga enzimdtica mixima corresponde a maior quantidade de enzima suportada
pelo carreador da imobiliza¢do enzimdtica, sem que a atividade final do biocatalisador seja
prejudicada. A Figura 11 ilustra como a quantidade de carga oferecida pode influenciar a
atividade do biocatalisador e o rendimento de imobilizacio. E possivel perceber que 2 medida
que a carga oferecida aumenta, hd uma tendéncia de diminui¢do do rendimento de imobilizag3o.
Quando elevadas quantidades de enzimas sao colocadas em contato com o suporte, a frequéncia
de interacdo entre enzima-enzima € maior que entre enzima e suporte, o que provoca limita¢des

difusionais.
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Figura 11 — Gréfico mostrando influéncia da carga oferecida sobre o rendimento de
imobilizacdo e sobre a atividade relativa do biocatalisador. Legenda: Valores azuis
correspondem ao rendimento de imobilizacdo, enquanto valores em preto representam a

atividade relativa do derivado
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como ilustrado na Figura 11, essas limita¢des difusionais se tornaram mais
evidentes em cargas enziméticas maiores que 100 U/g, devido a dréstica reducao no rendimento
de imobilizacdo. E sabido que imobilizacdes em altas cargas enzimdticas faz com que as
primeiras interagdes entre enzima e suporte ocorra nos grupos ativos mais externos no suporte.
Assim, hd uma saturacdo de enzimas préximo a superficie do suporte, dificultando o acesso das
moléculas de enzima a sitios de imobilizacdo mais internos na estrutura do carreador (COSTA
etal.,2016; ADRIANO et al.,2014). A Figura 11 também ilustra que valores de carga oferecida
superiores a 300 U/g ndo resultam em aumento na atividade relativa do derivado. Portanto,

pode-se afirmar que a essa € a carga maxima de imobilizacao.

O efeito de diminui¢do de rendimento de imobilizagdo em maiores concentragdes
de proteina também foi reportado na literatura. ABRAHAM et al., (2014) reportaram 94% de
rendimento de imobilizacdo de celulase em Zn ferritas quando a imobilizacdo ocorreu com
propor¢do de 1:1 (enzima: NPM). Em maiores concentracdes de enzima, houve diminuicao na
eficiéncia de imobilizacdo enzimaética.

O aumento na atividade do derivado acompanhado pela diminui¢ido do rendimento

de imobilizacdo pode levantar dividas sobre qual a melhor carga enzimética que pode ser
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oferecida ao suporte. A andlise da Figura 12 mostra que hd um aumento na atividade tedrica
com o aumento da carga oferecida, ou seja, ainda que o rendimento de imobilizagdo seja baixo,
a atividade do derivado é compensada pelo aumente na atividade tedrica do biocatalisador.
Portanto, os dados mostrados na Figura 12 corroboram com o resultado encontrado de que a

melhor carga enzimaética oferecida é de 300 U/g.

Figura 12 - Grifico demonstrado o efeito da carga enzimdtica oferecida sobre a atividade

tedrica relativa.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.6 Influéncia do pH e temperatura sobre atividade da enzima soliivel e imobilizada

5.6.1 Efeito do pH sobre atividade de enzima livre e imobilizada

A Figura 13 ilustra como o pH influencia a capacidade catalitica da enzima livre e da
enzima imobilizada sob carga enzimdtica maxima. Tanto enzima livre como enzima
imobilizada apresentaram melhores resultados de eficiéncia catalitica em pH 4,8. Todas as

amostras apresentam desvio padrao menor que 10%.
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Figura 13 — Efeito do pH sobre atividade da enzima livre e imobilizada. Legenda: Valores em
azul representam a atividade relativa da enzima imobilizada, enquanto que valores em preto

representam a atividade relativa da enzima soldvel.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.6.2 Efeito da temperatura sobre atividade enzima livre e imobilizada

Atividade da enzima livre e imobilizada também foi testada em diferentes
temperaturas, como ilustrado na Figura 14. Essa figura mostrou que aumentos na temperatura
resultam em aumentos na capacidade de hidrdlise tanto da enzima livre quanto da enzima
imobilizada. Apesar de as maiores atividades terem sido obtidas a 60 °C, analises estatisticas
usando o teste de Anova de Fator inico demonstraram que ndo hé diferenga significativa entre
os valores de atividade encontrados nas temperaturas de 50, 55 e 60 °C (a = 0,05). A nao
variacdo entre valores de atividades nessas temperaturas também foi observado para enzima

livre.
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Figura 14 — Influéncia da temperatura sobre eficiéncia catalitica da enzima livre imobilizada.
Legenda: valores em azul correspondem a atividade relativa do derivado, e valores em preto

correspondem a atividade relativa da enzima soltvel.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Estudos realizados por ABHARAM et al., (2014) reportaram o efeito do pH e
temperatura sobre as atividades de celulase de 7. reesei livre e imobilizada em Zn ferritas
ativadas com GA. Como resultado do trabalho citado anteriormente, os maiores valores de
atividade de enzima livre e imobilizadas foram encontrados em pH 4,8 sob temperatura de 50

°C para enzima livre, e de 60°C para enzima imobilizada.

5.7 Ensaio de eletroforese SDS-PAGE

O ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida foi conduzido em condi¢Oes
desnaturantes (SDS-PAGE) afim de que fosse analisado o tipo de interag@o entre a enzima € 0
suporte de imobilizacdo. As bandas identificadas no gel de eletroforese (Figura 15)
correspondem a endoglucanase, de tamanho aproximado de 41 KDa (MATTINEM et al, 1998).
E possivel notar que a banda correspondente a essa endoglucanase est4 presente nas faixas 3 e
4, que correspondem, respectivamente, ao branco e remanescente de imobilizacdo, mas ndo é
vista na faixa 5, correspondente a amostra de derivado. Esse resultado indica que as condi¢des
desnaturantes da eletroforese ndo foram capazes de dissociar a enzima do suporte, ou seja, a

enzima continua aderida ao suporte por meio de uma ligacio forte, como a ligacdo covalente.
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Assim, pode-se afirmar que o resultado de eletroforese SDS-PAGE confirma a presenca de

ligacdo covalente entre enzima e suporte.

Figura 15 — Ensaio eletroforese SDS-PAGE de amostras de branco e remanescente de
imobilizacdo e enzima imobilizada. Legenda: MM (KDa) corresponde ao marcador molecular
de baixa massa molar, faixa 3, 4 e 5 correspondem respectivamente a amostras de branco de

imobilizacao, remanescente de imobilizacido e amostra de enzima imobilizada.
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Fonte: Elaborado pela autora.
5.8 Hidrdlise enzimatica da biomassa de cana-de-acicar
5.8.1 Determinag¢do composicional da biomassa
O percentual de celulose, hemicelulose e lignina da biomassa pré-tratada de
cana-de-actcar corresponde respectivamente a 49,38; 23,27; e 23,35%, respectivamente. O

percentual de celulose na biomassa vai determinar a quantidade de enzima necessédria nos

ensaios de hidrdlise enzimatica.
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5.8.2 Hidrdlise enzimdtica do bagaco de cana-de-aciicar pré-tratado

A quantidade de derivado utilizada nos ensaios de hidrdlise enzimética do bagaco
de cana-de-agucar foi calculada a partir da concentracio de proteinas aderidas ao suporte. A
medida de concentracdo de proteinas para derivados que foram imobilizados na carga méxima
de 300 U/g corresponde a 0,0033 mg de celulase por g de NPM.

A concentragao de agucares redutores encontrados nas amostras de hidrolisado foi
utilizada para calcular o percentual de degradacdo de celulose e hemicelulose nos ensaios de
hidrdlise utilizando a enzima imobilizada com biocatalisador. A concentracdo de acicares
redutores também foi determinada para o branco de hidrélise, com o intuito de verificar a
presenca de acgucares no substrato antes da hidrolise. Assim, descontando o valor da
concentracao de agucar do substrato, foi encontrada uma concentracio 1,75 mg/mL de acucares
redutores. Os célculos de conversdo demonstraram que, em média, 15,6 % das massas de
celulose e hemicelulose foram convertidas a aguicares redutores devido a acdo da enzima
imobilizada.

O uso de celulase imobilizada de T. reesei na hidrélise de materiais lignoceluldsicos
¢ bastante reportado na literatura. Resultados de hidrélise de bambu reportados por ABRAHAM
et al., (2014) indicaram que conversdao completa de celulose a glicose foi igual a 89% para
enzima livre, e de cerca de 93% para celulase imobilizada em Zn nanoferritas. IKEDA et al.,
(2015) estudaram a imobilizacdo de celulase em silica ndo porosa para hidrélise de biomassa
de alamo pré-tratado por explosdo a vapor. Os resultados indicaram que, nos ensaios de
hidrélise da biomassa, a enzima imobilizada reteve 41% da atividade da enzima livre. Estudos
realizados por JIA et al., (2017), investigaram o uso de magnetitas em escala nano (Fe3Oa)
como nucleo para a precipitagdo de celulases com o intuito de formar agregados enziméticos
reticulados. Os pesquisadores utilizaram APTES para funcionalizagdo das nanoferritas, € a
reticulac@o ocorreu na presenga de glutaraldeido. Os resultados de hidrélise biomassa de bambu
pré-tratado mostraram conversdo de 44 e 21% de celulose a glicose para enzima livre e

imobilizada, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, € possivel constatar que nanoparticulas
magnéticas mistas Ni-Zn sdo carreadores aptos para imobiliza¢do de celulase de Trichoderma
reesei usando ligacdo covalente como método de imobilizacdo. Foi determinado que as
melhores condi¢des de imobilizacdo por ligacdo covalente ocorrem em tampao fosfato SmM
pH 7, com NPMs ativadas com 25% de GA, resultando em 85% de rendimento de imobilizag3o.
Os ensaios de magnetizacdo mostraram que nenhuma das modificacdes do suporte
(funcionaliz¢do com APTES e ativacdo com GA) foram capazes de lesar o fendmeno de
superparamagnetismo apresentado pelas NPMs. Contudo, houve diminui¢do da magnetizacao

de saturacdo do derivado em comparagdo as NPMs ndo modificadas.

A eficiéncia catalitica do biocatalisador foi testada em diferentes pHs e
temperaturas, e os resultados mostraram que a imobilizacdo da enzima nio alterou as melhores
condi¢des para atividade enzimdtica. Este estudo mostrou que a celulase imobilizada nas
nanoparticulas mistas corresponde a uma endoglucanase de tamanho aproximado de 41KDa.
Foi demonstrado que o biocatalisador proposto foi capaz de converter 15,6% das massas de
celulose e hemicelulose do bagaco de cana de agicar em agticares redutores fermentesciveis.
Portanto, os resultados dos ensaios de imobiliza¢do e hidrélise enzimatica mostraram que o
biocatalisador proposto tem potencial promissor na hidrélise de materiais lignocelul6sicos,

podendo assim ser aplicada na producado de bioetanol de segunda geracdo
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