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RESUMO

Enzimas sdo potentes catalisadores, porém frageis operacionalmente, caras e soluveis.
Aplicacdes industriais desses catalisadores, muitas vezes, sdo possiveis apenas com o uso de
enzima imobilizada. Estudos indicam que o uso de suportes magnéticos para imobilizar
enzimas pode permitir a recuperacao seletiva do derivado através da aplicagao de um campo
magnético externo mesmo em meios complexos contendo outros so6lidos em suspensdo.
Apesar de existirem muitos estudos empregando suportes magnéticos para imobilizacdo de
enzimas, ndo existem enzimas imobilizadas em materiais magnéticos disponiveis
comercialmente. Nestes estudos geralmente sdao utilizados suportes magnéticos com
caracteristicas ndo ideais para aplicacdes em bioprocessos. O presente estudo teve como
principal objetivo o desenvolvimento de novos suportes magnéticos e métodos para
imobilizacdo de enzimas nestes suportes, a enzima penicilina G acilase (PGA) e celulases
foram utilizadas como modelo. O estudo foi dividido em cinco partes, no Capitulo 1 ¢
apresentada uma introdugdo indicando o estado da arte. O Capitulo 2 apresenta o preparo de
novos suportes magnéticos robustos, baratos e com caracteristicas 6timas para aplicagdes em
bioprocessos. Nesta etapa foi testada a sintese de micro-particulas magnéticas de silica
(SMMps) em micro-emulsao agua-em-oleo, empregando silicato de sodio como fonte de
silica e nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de ferro como nucleo magnético. Os
materiais obtidos apresentaram excelentes propriedades magnéticas, alta drea de superficie e
estrutura mesoporosa. A partir da caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica das SMMps foi
possivel controlar a estrutura final do material de acordo com as condi¢des de sintese. No
Capitulo 3 foi avaliado um novo conceito em imobiliza¢do de enzimas empregando materiais
magnéticos. Neste estudo etiquetas magnéticas foram co-agregadas com PGA e entrecruzadas
com glutaraldeido, gerando agregados enzimaticos entrecruzados com propriedades
magnéticas (M-CLEAs). Vérias condi¢des reacionais foram testadas rendendo M-CLEAs com
diferentes caracteristicas e com resposta robusta a campos magnéticos externos. Derivados
imobilizados com boa atividade recuperada e incremento na estabilidade térmica e frente a
metanol 50% (v/v) foram obtidos. M-CLEAs apresentaram desempenho superior ao
observado para a enzima livre em experimentos de hidrolise de penicilina G, sendo
reutilizados por trés ciclos reacionais sem perda de atividade. No Capitulo 4 foi avaliada a

imobilizacdo do complexo celulolitico de Trichoderma reesei em 17 suportes, empregando 60



diferentes condicdes de imobilizacdo. Os experimentos de imobilizacdo realizados
empregando técnicas de imobilizagdo por unido covalente ocasionaram perda total de
atividade enquanto métodos de imobilizagdo por adsor¢do permitiram conservar boa atividade
enzimatica, porém a enzima dessorveu do suporte com o aumento na forga ionica do meio. Os
melhores resultados foram alcancados para adsor¢do em MANAE-agarose seguido de
entrecruzamento com glutaraldeido. Experimentos de hidrdlise de substratos insoluveis
mostraram que € possivel hidrolisar este tipo de substrato mesmo com enzima imobilizada em
suportes porosos. O derivado foi reutilizado por dez ciclos (hidréolise de papel filtro)
conservando mais de 90% de sua atividade. Por fim, no Capitulo 5, o complexo celulolitico de
T. reesei foi imobilizado por adsor¢do em SMMp ativado com grupos amino seguido de
entrecruzamento com glutaraldeido apresentando bons resultados em termos de atividade

recuperada.

Palavras chave: Suportes magnéticos, nanoparticulas magnéticas; recupera¢do magnética,

imobilizagdo de enzimas; penicilina G acilase,; complexo celulolitico.
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ABSTRACT

Enzymes are potent catalysts, but operationally fragile, expensive and soluble. Industrial
applications of enzymes, often, are possible only using immobilized enzyme. Nowadays,
various studies have been performed aiming to immobilize enzymes onto magnetic carriers,
which allow the selective recovery of the derivative by applying an external magnetic field
even in complex reaction media containing other suspended solids. There are many studies
using magnetic carriers in enzymes immobilization procedures, however there are no
commercially available enzymes immobilized onto magnetic materials. In these studies
usually are used carriers with not ideal characteristics for applications in industrial processes.
The present study aimed to develop new magnetic carriers and methods for immobilization of
enzymes in these carriers, penicillin G acylase (PGA) and cellulases have been used as model
enzymes. The thesis was divided into five parts, in the first part (Chapter 1) the state-of-art is
presented. The second part (Chapter 2) describes the synthesis of magnetic carriers robust,
cheap and with good characteristics for applications in bioprocesses. For this purpose were
tested the synthesis of silica magnetic microparticles (SMMps) in water-in-oil micro-emulsion
using sodium silicate as silica source and superparamagnetic iron oxide nanoparticles as
magnetic core. Materials with good magnetic properties, high surface area and mesoporous
structure were obtained. SMMps structure was characterized, it was possible to control the
final structure of the material according to the synthesis conditions. In the third part of this
study (Chapter 3) was evaluated a new concept in enzymes immobilization using magnetic
materials. Magnetic tags were co-aggregated with PGA and cross-linked with glutaraldehyde,
producing magnetic cross-linked enzymes aggregates (M-CLEAs). Several reaction
conditions were tested producing M-CLEAs with different characteristics and strong response
to external magnetic fields. Derivatives with good recovered activity and increased thermal
and methanol 50% (v/v) stabilities were obtained. M-CLEAs presented superior performance,
in comparison with the free enzyme, in penicillin G hydrolysis experiments, being reused for
three reaction cycles without loss of activity. In the fourth part of this study (Chapter 4) the
immobilization of the Trichoderma reesei cellulolytic complex onto 17 carriers using 60
different immobilization conditions was evaluated. Covalent methods to cellulases
immobilization resulted in total loss of the enzymatic activity. The immobilization by

adsorption allowed preserving a portion of the enzymatic activity, however, the enzyme was
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desorbed from the carrier with the increase in the ionic strength. The best results were
achieved for adsorption in MANAE-agarose followed by cross-linking with glutaraldehyde.
Hydrolysis experiments using insoluble substrates showed that it is possible to hydrolyze such
substrates even using immobilized enzyme onto porous carriers. The derivative was reused for
ten reaction cycles (hydrolysis of filter paper) saving more than 90% of its activity. Finally, in
Chapter 5, the T. reesei cellulolytic complex was immobilized by adsorption onto SMMp
activated with amino groups followed by glutaraldehyde cross-linking achieving good results
in terms of recovered activity.

Keywords: Magnetic carriers, magnetic nanoparticles, magnetic recovery, enzymes

immobilization, penicillin G acylase, cellulolytic complex.
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CAPITULO 1:

INTRODUCAO




1.1 Justificativa

Atualmente um dos grandes desafios da industria ¢ o desenvolvimento de produtos e
processos menos agressivos em termos ambientais, contribuindo para o desenvolvimento de
um modo produtivo sustentavel. Nesse sentido, a tecnologia enzimatica ¢ apontada como rota
alternativa para substituicdo gradativa de processos tradicionais por oferecer vantagens
necessarias ao estabelecimento de processos tecnologicamente limpos. No entanto, o elevado
custo das enzimas, dificuldade de separacdo destas do produto final e a inativacdo térmica e
por solventes organicos muitas vezes impossibilitam a sua aplicacdo em escala industrial.
Uma das principais alternativas para diminuir o custo de processos enzimaticos industriais ¢ a
imobilizacdo de enzimas em suportes insoluveis. A imobilizacdo de enzimas permite a
recuperagdo e reuso do biocatalisador além de, em muitos casos, aumentar a estabilidade
térmica, estabilidade frente a solventes organicos e estabilidade operacional de determinadas
enzimas. Neste contexto a imobilizagdo de enzimas pode tornar factivel a utilizagdo de
biocatalisadores em inimeros processos industriais.

As caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas e de superficie do suporte empregado
em um procedimento de imobilizacdo determina, juntamente com alguns outros fatores, as
propriedades finais das enzimas imobilizadas, comumente chamadas de derivado. A escolha
de um suporte para a imobilizagdo de enzimas depende de alguns fatores que os tornam
interessantes para aplicacdes industriais, entre eles: resisténcia microbioldgica, estabilidade
térmica, durabilidade quimica, carater hidrofobico e hidrofilico, facilidade de regeneracao
capacidade de carga e custo (MALCATA et al, 1990; VILLENEUVE, MUDERHWA e
GRAILLE, 2000). Uma grande variedade de materiais naturais, sintéticos, organicos ou
inorganicos com diferentes caracteristicas de tamanho, forma e densidade, tém sido estudados
para a imobilizagdo de uma série de enzimas (GUISAN, 1988; OLIVEIRA, ALVES e
CASTRO, 2000; PEREIRA et al., 2001, TARDIOLI, 2003a,b; MARTINS, ADRIANO e
GIORDANO, 2006; MARTINS, 2007).

Atualmente um novo tipo de suporte vem sendo amplamente investigado para
aplicagdes em bioprocessos, inclusive para a imobilizagdo de enzimas, estes suportes sdao
conhecidos como suportes magnéticos. Este tipo de suporte pode ser manipulado

remotamente através da aplicacdo de um campo magnético externo (BAUER, BIRENBAUM



e MEYER, 2004).

A tecnologia de suportes magnéticos € utilizada para permitir a separagao magnética
de materiais ou substdncias que ndo sdo naturalmente magnéticas. Ela foi desenvolvida no
inicio da década de 40 com o objetivo de adsorver matéria organica em pequenas particulas de
magnetita (Fe;O4) e separa-las da solugdo através da aplicagdo de um campo magnético
externo seguido de uma floculacdo para separagdo por sedimentacdo, esta técnica ¢€
geralmente conhecida como magnetofloculagdo. A partir de meados da década de 70 muitos
esfor¢os t€m sido realizados para o desenvolvimento de suportes magnéticos em diversos
campos (MOFFAT et al., 1994).

Suportes magnéticos sdo de enorme interesse para separagdo de substancias cujo
tamanho diminuto torna sua separagdo laboriosa, lenta e custosa através de métodos classicos.
Técnicas de separacdo custo-efetivas sdo um fator crucial para o desenvolvimento da industria
biotecnoldgica e em procedimentos de rotina em biologia molecular. A principal caracteristica
de particulas magnéticas ¢ sua resposta a forcas magnéticas externas, caracteristica esta que
tem sido aplicada em muitos campos da biotecnologia.

Atualmente muita ateng@o tem sido focada em tecnologias enzimaticas com alternativas
a sintese organica tradicional tendo como meta o desenvolvimento de tecnologias limpas e
sustentaveis para a fabricagdo de compostos quimicos € compostos quimicos finos. Esses
esforcos t€ém conduzido a rotas sintéticas mais curtas, que geram poucos residuos, e
consequentemente, sdo ambientalmente e economicamente atrativas. Neste contexto muita
atencdo ¢ dedicada a sintese de antibidticos B-lactimicos semi-sintéticos através da acilagao
enzimatica do 4cido 6-aminopenicilanico (6-APA) e do 4acido 7-amino-3-deacetoxi
cefalosporanico (7-ADCA). Estes antibioticos semi-sintéticos, quando comparados a
penicilina G, possuem estabilidade superior, sdo mais facilmente absorvidos pelo organismo e
possuem menor numero de efeitos colaterais (RAJENDHRAN e GUNASEKARAN, 2004).
As sinteses por via quimica dos antibioticos semi-sintéticos ampicilina e amoxilicina
envolvem vdrias etapas custosas e solventes organicos toxicos. A sintese enzimatica, operando
em meio aquoso, a temperatura proxima da ambiente e pH proximo do neutro, reduz o
numero de etapas de reacdes ¢ a quantidade de residuos por quilo de produto, sendo, portanto
muito interessantes industrialmente, concordando desta maneira com o apelo da “quimica
verde” (GONCALVES, GIORDANO e GIORDANO, 2005; RIBEIRO et al., 2005).
A Penicilina G Acilase — PGA (EC 3.5.1.11) ¢ a enzima chave utilizada na produg¢ao de

antibidticos P-lactdmicos. Esta enzima hidrolisa regiosseletivamente a cadeia lateral da
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penicilina G e demais antibidticos B-lactamicos, liberando o acido 6-aminopenicilanico (6-

APA), o qual ¢ o bloco de construcdo empregado na obtencao de penicilinas semi-sintéticas.
O grande potencial desta enzima na quimica organica deriva da larga faixa de nucledfilos que
podem ser reconhecidos como substratos por ela (ex. amino 4cidos, nucleos antibioticos,
alcodis, acticares, dentre outros) (RAJENDHRAN e GUNASEKARAN, 2004).

A PGA apresenta baixa estabilidade quando empregada em temperaturas superiores a
35 °C, além de apresentar baixa tolerancia a solventes organicos e valores elevados de pH,
fazendo necessaria a sua estabilizacdo operacional frente a estes fatores (RAJENDHRAN e
GUNASEKARAN, 2004). O desenvolvimento de procedimentos de imobilizacdo tornou
possivel a utilizacdo de PGA em processos industriais a partir de 1980, através de uma
reducdo dramatica nos custos da enzima, devido a sua reutilizacao ¢ uma melhora substancial
na sua estabilidade térmica e tolerancia a solventes organicos. De acordo com a literatura,
PGA imobilizada responde por 88% da producdo mundial de 6-APA, o restante ¢ obtido
utilizando penicilina V acilase, também imobilizada (RAJENDHRAN ¢ GUNASEKARAN,
2004). Essa enzima ndo ¢ empregada em processos industriais em sua forma livre, sendo
comercializada apenas na sua forma imobilizada geralmente em suportes com granulometria
entre 0.1 ¢ 0.5 mm (VAN ROON, 2005). No DEQ-UFSCar foi desenvolvido um processo de
sintese de ampicilina através da reagdo entre éster metilico de fenilglicina e 6-APA
(GIORDANO et al., 2005a; GIORDANO et al, 2005b; GIORDANO et al., 2005c;
GIORDANO et al., 2005d ), no referido processo opera-se com cristalizacdo do produto in
situ o que dificulta a separacdo do biocatalisador ¢ do produto ao final do processo. A
utilizacdo de PGA imobilizada em materiais magnéticos poderia solucionar este problema
operacional.

Outro processo extremamente investigado, no Brasil e no mundo, ¢ a produgdo de
etanol a partir de materiais ligno-celulésicos. No Brasil, estuda-se especialmente o uso de
bagaco de cana de agucar ja que a produgdo de agucar e alcool no pais gera atualmente um
excedente de aproximadamente 16 milhdes de toneladas que ndo sdo queimados nas caldeiras
(PEREIRA Jr., 2007). O bagago de cana ¢ constituido basicamente por trés polimeros:
celulose (polimero de glicose), hemicelulose (cadeias ramificadas de agucares, em sua maioria
aldopentoses, principalmente xilose) e lignina (macromolécula fenolica), na propor¢ao
aproximada de 50:30:20 (em massa). Uma tonelada de bagaco gera cerca de 500 Kg de
celulose, 250 Kg de hemicelulose e 200 Kg de lignina (COELHO et al., 2001). Desta forma a

hidrolise da celulose, que é o principal componente do bagaco da cana, é peca chave no
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processo de obtengdo de alcool a partir de ligno-celulosicos. Varios estudos t€ém demonstrado

que a hidrolise enzimatica ¢ a alternativa mais promissora para a degradacdo de materiais
ligno-celulésicos (OGIERL, 1999; YU e ZHANG, 2004, SHEEHA et al., 2006). Entretanto,
os resultados obtidos até agora por inimeros pesquisadores indicam que a hidrolise
enzimatica ainda nio ¢ viavel em razdo dos altos custos das enzimas, celulases e xilanases, os
complexos de endo- e exo-enzimas envolvidas na degradagao de celulose e xilanas.

Desta forma, ¢ de extrema importincia o desenvolvimento de novas tecnologias que
permitam a reducdo dos custos com a aplicagcdo de complexos celuloliticos. Neste contexto, a
imobilizagdo pode permitir a recuperagdo e estabilizacdo do biocatalisador, além do uso de
temperaturas mais elevadas de reacdo, com consequente incremento das velocidades de
reacdo e solubilidade dos substratos, reduzindo assim o custo global de todo o processo
(TYAGI et al., 1995; NABY-ABDEL et al., 1997; GAMA et al, 2002; MESTA et al., 2003;
SHEN e XIA, 2004;).

Tanto na natureza quanto em processos industriais os sistemas celuloliticos sao
constituidos por enzimas que atuam nas extremidades (exoglucanases) e que atuam no meio
(endoglucanases) das cadeias de celulose, de uma forma sinérgica (WOOD, 1992). As
endoglucanases hidrolisam preferencialmente as ligagdes internas no polimero da celulose,
produzindo oligossacarideos de menor peso molecular, as celodextrinas e celobiose
(dissacarideo). As exoglucanases ou celobiohidrolases iniciam a hidrélise nas extremidades da
cadeia, liberando celobiose. Finalmente, a celobiose ¢ hidrolisada pelas B-glicosidades ou
celobiases, gerando glicose.

A celulose ¢ insoluvel em fase aquosa e a enzima solivel, mesmo com enzima livre a
reacdo ja ocorrerd em duas fases. A velocidade da hidrélise enzimatica de celulose dependeré
fortemente da facilidade de encontro entre o substrato solido e a enzima soluvel, que devera
se adsorver a superficie de celulose. O uso de enzima imobilizada, uma reagao sélido-solido,
portanto, pareceria em principio ser inviavel. Contudo estudos realizados no DEQ-UFScar
mostraram ser possivel imobilizar celulases covalentemente em quitosana conservando
atividade enzimatica (ADRIANO, 2008). O derivado obtido foi utilizado, com sucesso, para
hidrolisar bagaco de cana previamente submetido a tratamento alcalino a quente, para redug¢ao
do conteudo de lignina. Os experimentos mostram conclusivamente que a hidrolise pode ser
efetuada com enzima imobilizada e atingir conversdes maiores que as obtidas com enzima
livre devido a um aumento na estabilidade da enzima imobilizada (MARTINS, ADRIANO e
GIORDANO, 2006; MARTINS, 2007). Porém ao final da reacdo era impossivel separar
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seletivamente o suporte dos subprodutos da hidrolise como lignina e xilana, mesmo em escala

de bancada. Uma possivel estratégia para resolucdo deste problema operacional ¢ a
imobilizacdo de celulases em materiais magnéticos, o que permitiria a recuperacdo do
biocatalisador de forma seletiva.

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo desenvolver novos suportes
magnéticos e novas técnicas de imobilizacdo de enzimas em suportes magnéticos tendo como
modelo as enzimas penicilina G acilase e celulases. Tendo em vista as necessidades reais de
processos industriais empregando enzimas imobilizadas tentamos desenvolver suportes
magnéticos robustos, custo efetivos e com real aplicabilidade em bioprocessos, bem como
técnicas para imobilizacdo de enzimas nestes suportes que confiram aos derivados
incrementos em sua estabilidade operacional. O capitulo 2 possui enfoque no
desenvolvimento de novos suportes magnéticos robustos e baratos com caracteristicas 6timas
para aplicagdes em bioprocessos; O Capitulo 3 descreve um novo método de imobilizagdo de
enzimas através da co-agregacdo entre etiquetas magnéticas e proteinas seguido de
entrecruzamento com glutaraldeido, nesta etapa do trabalho PGA foi empregada como enzima
modelo; O Capitulo 4 descreve a sele¢do de métodos para imobilizagdo do complexo
celulolitico de Trichoderma reesei empregando suportes agarose e sepabeads-epoxido como
modelo, a utilizagdo de suportes modelo foi necessdria uma vez que a imobilizagdo de
celulases se mostrou uma tarefa extremamente ardua; O Capitulo 5, por fim, descreve
brevemente a imobilizagao de celulases nos suportes magnéticos desenvolvidos no Capitulo 2

empregando as estratégias investigadas no Capitulo 4.
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CAPITULO 2:

DESENVOLVIMENTO DE NOVOS SUPORTES MAGNETICOS

PARA APLICACOES EM BIOPROCESSOS




2.1 Conhecimento Base

As caracteristicas finais de uma determinada enzima imobilizada, comumente
chamada de derivado, dependem de inumeros fatores como:

1) Caracteristicas da enzima que se pretende imobilizar - Estrutura tridimensional,
aminoacidos presentes na superficie da molécula, estrutura do sitio ativo, necessidade de co-
enzimas e/ou co-fatores, tamanho e natureza quimica do substrato/s e dos produto/s,
estabilidade térmica, estabilidade frente a diferentes valores de pH, estabilidade frente a
solventes organicos, etc.;

2) Protocolo de imobilizagdo — Tampao empregado, pH e for¢a i6nica do processo de
imobilizagdo, temperatura do processo de imobilizacdo, tempo de imobilizacdo, concentracao
de proteina, concentragdo da enzima que se pretende imobilizar, presenca e concentragao de
aditivos, etc.;

3) Método de imobilizagdo — Unido covalente, interacdo idnica, adsor¢do hidrofobica,
adsorcdo por afinidade, interacdes mistas (ex. i0nica e covalente, hidrofobica e covalente), etc;

4) Suporte empregado — Natureza do suporte (organico, inorganico ou hibrido
organico-inorganico), area de superficie, didmetro de poros, tamanho de particula, geometria
dos poros, natureza do(s) grupo(s) reativo(s) presente(s) na superficie do material, densidade
de grupos reativos na superficie do material, distribuicdo de grupos reativos na superficie do
material, etc.

Além destes fatores, ¢ importante levar em consideragdo quais sdo as caracteristicas do
processo em que a enzima sera aplicada, por exemplo, se uma enzima for utilizada em reagdes
de hidrolise em meio aquoso ¢ interessante aumentar a estabilidade térmica dessa enzima
favorecendo sua utilizacdo em temperaturas elevadas. Se a mesma enzima for utilizada em
reacdes de sintese em solventes organicos ¢ importante aumentar sua estabilidade frente a
solventes orgdnicos € a0 mesmo tempo evitar que o suporte carregue agua para reacao o que
poderia interferir no rendimento do processo. A Figura 2.1 exemplifica o processo de
engenharia de um biocatalisador imobilizado.

Neste contexto € crucial para o sucesso de um procedimento de imobilizagao ter em
conta as caracteristicas do suporte empregado na imobilizagdo de uma determinada enzima
visando a aplicacdo em um determinado processo. A escolha de um suporte para imobilizagao
de enzimas depende de alguns fatores que os tornam interessantes para aplicagdes industriais,
entre eles: resisténcia microbiologica, estabilidade térmica, durabilidade quimica, alta area de

superficie, estrutura mesoporosa ou macroporosa, possibilidade de controle preciso da
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quimica de superficie, facilidade de regeneracao, capacidade de carga e custo (MALCATA et
al., 1990; VILLENEUVE, MUDERHWA e GRAILLE, 2000). Uma grande variedade de
materiais naturais, sintéticos, organicos ou inorganicos; com diferentes caracteristicas de
tamanho, forma e densidade, foram estudados visando imobilizar uma séric de enzimas
(MARTINS, ADRIANO e GIORDANO, 2006; MARTINS, 2007; PEREIRA et al., 2001,
TARDIOLI, 2003a,b).

Figura 2.1 — Variaveis que influenciam no processo de engenharia de um biocatalisador
imobilizado.
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Atualmente um novo tipo de suporte vem sendo amplamente investigado para
aplicagcdes em bioprocessos, inclusive para a imobilizagdo de enzimas, sdo os chamados
suportes magnéticos. Estes suportes permitem manipulacdo remota através da aplicagdo de
um campo magnético externo e vem sendo aplicados nos mais diversos ramos da
biotecnologia (BAUER, BIRENBAUM e MEYER, 2004). A tecnologia de suportes
magnéticos vem sendo utilizada para permitir a separacdo magnética de materiais ou
substancias que ndo sdo naturalmente magnéticas. O método foi desenvolvido no inicio da
década de 40 com o objetivo de adsorver matéria organica em pequenas particulas de
magnetita (Fe;O4) e separa-las de uma solugdo através da aplicagdo de um campo magnético
externo seguido de floculagdo para separagdo por sedimentagdo, esta técnica ¢ geralmente

conhecida como magneto-floculagio (BROOMBERG, 1998).
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Particulas magnéticas contendo grupos funcionais em sua superficie altamente
especificos ao produto de interesse podem tornar a separacdo magnética factivel para
virtualmente qualquer sistema (YAVUZ et al., 2009). A resposta magnética natural de tais
absorventes permite sua manipulacdo seletiva e separacdo mesmo na presenca de outros
solidos em suspensdo. Desta forma ¢ possivel separar espécies alvo diretamente de solugdes
crus de processos bioldgicos (ex. caldos de fermentacao, células lisadas, plasma, leite, soro e
extrato de plantas) apenas ligando-os a adsorventes magnéticos antes da aplicacdo de um
campo magnético externo (FRANZREB et al., 2006). Este método de separagdo pode
substituir varias operagdes unitarias na purificagdo de produtos biotecnoldgicos, simplificado
varios tipos de processos industriais. A imobilizagdo de enzimas em suportes magnéticos
pode facilitar a recuperagdo de biocatalisadores a partir do meio reacional em processos que
empreguem enzimas imobilizadas.

Comparado com materiais magnéticos em escala macrométrica nanoparticulas
magnéticas possuem uma propriedade tUnica chamada de superparamagnetismo. Esta
propriedade faz com que estas nanoparticulas sejam atraidas por um campo magnético
externo, mas nao apresentem magnetismo remanescente apds a remoc¢dao do campo. A
anisotropia magnética que, de forma simplificada, ¢ o que mantém um determinado material
magnetizado ¢é, geralmente, proporcional ao volume da particula (HARRIS, 2002). Quando o
tamanho de particula de materiais ferromagnéticos diminui para escalas menores que algumas
dezenas de nandmetros estas particulas passam a apresentar um tnico dominio magnético. Na
presenga de um campo magnético externo todos os spins deste dominio se orientam na
direcdo do campo fazendo esta particula apresentar comportamento ferromagnético. Quando o
campo magnético ¢ removido a energia presente no meio (em temperaturas proximas a
temperatura ambiente) ¢ suficiente para desalinhar os spins do material, em questdo de
milissegundos o material passa a apresentar comportamento tipico paramagnético, ou seja
deixa de comportar-se como um ima (HARRIS, 2002; SUH et al., 2009). Desta maneira
nanoparticulas superparamagnéticas dispersas em uma determinada solu¢do podem ser
removidas utilizando um magneto externo sem demonstrar problemas com aglomeracao apos
a remocao do campo magnético. Quanto maior a magnetizacdo de saturagdo de um
determinando material maior sera sua resposta a campos magnéticos externos. Magnetizagao
de saturacdo ¢ a magnetizacdo mdaxima, dada geralmente em unidades eletromagnéticas por
grama (emu.g), alcangada por um determinado material na presenga de um campo magnético
externo.

Particulas magnéticas capazes de formar dispersdes superparamagnéticas em um
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fluido sdo geralmente compostas de metais ou 6xidos de metais com escalas entre 1 € 100 nm.
Estes metais e 0xidos de metais incluem Ni, Co, Fe, Fe;04 (FeO.Fe;03) e y-Fe,0s, dentre
outros. Metais puros possuem maior susceptibilidade magnética, contudo, sdo altamente
toxicos e extremamente susceptiveis a oxida¢do sob condigcdes atmosféricas ou fisiologicas,
gerando materiais antiferromagnéticos. A susceptibilidade frente a oxidagcdo em conjunto com
a alta area de superficie apresentada por nanoparticulas magnéticas dificulta sua utilizagdo em
ambientes ricos em oxigénio (SUN et al., 2008). O 6xido de ferro magnetita (FeO.Fe O3 ou
Fe;04) ¢ 0 material comumente empregado como nicleo magnético na preparagao de suportes
magnéticos para aplicagdes em bioprocessos € em biomedicina, opcionalmente maghemita (y-
Fe,Os3) também pode ser utilizada. A magnetita pode ser sintetizada a partir de solugdes
aquosas de sais de ferro di e tri-valentes. O tamanho e a forma dos nucleos magnéticos, bem
como a natureza do material de recobrimento, podem ser variados através do processo de
obtencdo produzindo materiais com diferentes propriedades. Magnetita ¢ maghemita sdo
similares em suas propriedades fisicas e em sua estrutura cristalina, ambas apresentam
ferrimagnetismo, contudo a maghemita demonstra menor magnetizacdo de saturacdo
(HARRIS, 2002).

O método mais comum para a preparagio de magnetita ¢ a co-precipitagio de Fe™™ e
Fe’* hidratados na presenca de uma base forte. Este método, conhecido como co-precipita¢io
homogénea, consiste na reacdo de misturas estequiométricas de hidroxidos férricos e ferrosos
em um meio aquoso gerando magnetita ou maghemita. Através deste método ¢ possivel
controlar o tamanho das nanoparticulas em uma faixa entre 2 e 15 nm através do controle do
pH e forga ionica do meio (TARTAIJ et al., 2005).

Um dos principais problemas relacionados as nanoparticulas magnéticas para
aplicacdes em biomedicina e em bioprocessos advém justamente de seu tamanho.
Nanoparticulas magnéticas possuem alta relagdo drea de superficie/volume e
consequentemente apresentam alta energia de superficie o que favorece sua agregacao quando
em solucdo, além de sua alta reatividade quimica. Isso faz com que nanoparticulas magnéticas,
de 6xido de ferro, como magnetita ¢ maghemita, sejam rapidamente oxidadas a oxidos de
ferro ndo magnéticos quando na presenca de oxigénio (WU, HE e JIANG, 2008). Desta forma,
o recobrimento de nanoparticulas magnéticas se faz necessario para garantir a estabilidade do
material e evitar a formag¢do de agregados. Além disso, para aplicagdes biotecnologicas ¢
interessante, € em alguns casos necessario, recobrir nanoparticulas com capas poliméricas,
ndo somente para obter estabilidade quimica e mecanica, mas também para introduzir

funcionalidades na superficie do material modulando sua especificidade de ligagao.
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O recobrimento de uma nanoparticula magnética, por si so, configura a sintese de um
suporte magnético. A abordagem de sintetizar suportes magnéticos pelo simples recobrimento
de nanoparticulas magnéticas gerando materiais em escala nanométrica tem sido amplamente
utilizada para preparacdo de suportes com aplicagdes em biomedicina e em purificagdo de
proteinas/imobilizagdo de enzimas em escala de bancada (BAUER, BIRENBAUM e MEYER,
2004; BETANCOR et al., 2005; FRANZREB et al., 2006 GAMARRA et al., 2005). No
entanto, quando objetiva-se empregar um suporte magnético para aplicagdo em bioprocessos
em escala industrial ¢ necessario levar em conta alguns outros aspectos. Um bom suporte
magnético para aplicacdes em bioprocessos precisa, primeiramente, apresentar todas as
caracteristicas 6timas de um bom suporte ndo magnético para aplicagcdes em bioprocessos,
como discutido anteriormente (ex. alta estabilidade, alta area de superficie, baixo custo, etc.).
Como caracteristicas adicionais um bom suporte magnético deve apresentar: 1) Propriedades
superparamagnéticas, o que pode ser alcangado através da utilizagdo de um nucleo magnético
com esta propriedade (ex. magnetita e maghemita); 2) Alta magnetizacdo de saturacao; 3)
Auséncia de agregacdo ndo magnética (ex. agregagdo por interag@o idnica ou hidrofobica); 4)
Separagdo rapida e eficiente através da aplicacdo de um campo magnético externo moderado,
mesmo quando em solugdes viscosas € com outros solidos em suspensao.

Na grande maioria dos trabalhos descritos na literatura que tratam sobre a aplicagdo de
suportes magnéticos em bioprocessos sdo empregadas nanoparticulas magnéticas recobertas
com algum polimero organico, ou silica. A for¢ca magnética que age sobre uma determinada
particula em um determinando gradiente de campo € proporcional ao volume da particula. Se
uma particula ¢ muito pequena sua for¢a de tracdo em um determinado gradiente de campo
magnético ndo serd suficiente para superar o movimento Browniano e a separacdo ndo ird
ocorrer (YAVUZ et al., 2009). Quanto menor a particula a ser separada maior terd que ser o
campo magnético empregado ou maior serd o tempo de exposi¢cdo das particulas a um
determinado campo magnético para que a separacao seja eficiente. A construcao de
equipamentos industriais que utilizam campos magnéticos potentes (campos maiores que 2.0
Tesla) ¢ cara e complexa, o que torna a utilizacdo de suportes magnéticos em escala
nanométrica em bioprocessos industriais algo inviavel (YAVUZ et al., 2009). Desta forma,
suportes magnéticos a escala micrométrica sdo melhor escolha para aplicagdes em
bioprocessos.

Diferentes metodologias para sintese de suportes magnéticos foram desenvolvidas
utilizando inimeras propostas (OSAKA et al., 2006). Segundo Bozhinova (2004) suportes

magnéticos podem ser preparados de trés maneiras: 1) Recobrindo um nicleo magnético com
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polimeros naturais ou sintéticos, organicos ou inorganicos; 2) Encapsulacdo de soélidos
magnéticos em géis ou polimeros (naturais ou sintéticos, organicos ou inorganicos); 3)
Infiltracdo de matrizes porosas com nanoparticulas magnéticas ou misturas aquosas de alguns
fons (ex. Fe*, Fe*" Ni*", Mn*", Zn**, Cu*") seguindo de inducio a nucleagio e crescimento de
nanoparticulas magnéticas no interior destas matrizes. Dentre estes o mais interessante e
versatil ¢ o recobrimento do nticleo magnético com polimeros.

Dentre os métodos de recobrimento de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro o
mais amplamente utilizado ¢ a cobertura com silanos, que possibilita a inser¢do de grupos
organicos funcionais (geralmente grupos amino e epdxido) na superficie das particulas.
Muitos suportes magnéticos comercialmente disponiveis sdo clusters de oxido de ferro
(magnetita ou maghemita) recobertos com organosilanos como, por exemplo, BioMag,
Magnesil e SiMag (FRANZREB et al., 2006). A cobertura de nanoparticulas de magnetita
com silica possibilita tornar as nanoparticulas dispersiveis em um determinado meio e
permitir a interagdao do suporte com biomoléculas de forma altamente especifica.

Micro-suportes magnéticos contendo enzimas imobilizadas sdo utilizados para facilitar
a manipulacdo e recuperacdo do derivado. Apesar disso ainda ndo existem enzimas
imobilizadas em suportes magnéticos disponiveis comercialmente. Um dos principais
impedimentos para a aplicacdo de materiais magnéticos em bioprocessos em escala industrial
sdo as caracteristicas ndo Otimas dos suportes geralmente empregados para esta proposta.
Apesar do grande numero de suportes magnéticos disponiveis comercialmente, a maioria
destes suportes foram desenvolvidos para aplicagdes em biomedicina, diagndsticos e
aplicagdes biotecnologicas em escala de bancada, ndo existem suportes magnéticos
comerciais desenvolvidos para aplicacdes em bioprocessos (FRANZREB et al., 2006). Isso
mostra que este campo da ciéncia ainda necessita de muitos avancos. Desta forma se faz
necessario o desenvolvimento de novos suportes magnéticos com caracteristicas como alta
capacidade de carga, reusabilidade, disponibilidade em altas quantidades, com baixo custo de
producdo e que possam ser ativados com diferentes grupos funcionais visando diferentes
aplicacdes. Neste contexto esta etapa do trabalho teve como objetivo a sintese de suportes
magnéticos com caracteristicas Otimas para aplicacdes em bioprocessos, sobretudo na
imobilizacdo de enzimas. Microparticulas magnéticas de silica porosa foram sintetizadas
através do recobrimento de nanoparticulas supermagnéticas de 6xido de ferro com silica em

micro-emulsdes w/o, utilizando silicato de sddio como fonte de silica.



2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Materiais

Para preparo de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro foram empregados:
FeCl;.6H,O (Sigma Aldrich), FeCl,.4H,O (Sigma Aldrich) e NH4OH 28% (Vetec). J4 para a
sintese de microparticulas magnéticas de silica porosa foram empregados os reagentes silicato
de sodio (Na,Si03), Triton-X 100, ciclohexano, fornecidos pela Vetec e sulfato de amonio

(NH4SOy4) fornecido pela JT Baker.

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Sintese de Nanoparticulas Magnéticas de Oxido de Ferro (SPION)

Um litro de uma solu¢do de FeCl;.6H,O 350 mM foi preparada em agua quente
previamente fervida por 20 minutos, de uma forma similar um litro de uma solucdo de
FeCl,.4H,O 200 mM foi preparado em d4gua quente, também previamente fervida por 20
minutos. Logo ap0s a preparacdo as duas solu¢des foram mescladas em um reator encamisado
agitado mecanicamente especialmente construido para a realizacdo destes experimentos. A
solugdo foi rapidamente aquecida até¢ 60 °C, em seguida 250 mL de NH,OH 28% (m/m)
foram adicionados ao reator, utilizando bomba peristaltica, sob agitacdo de 1000 RPM. Apos
a adicdo completa da solugdo de NH4OH 28% a reacdo foi conduzida por uma hora. As
nanoparticulas formadas foram entdo recuperadas magneticamente, lavadas com d4gua

destilada e armazenadas até o momento do uso.

2.2.2.2 Sintese de Microparticulas Magnéticas de Silica (SMMps)

Para a sintese de microparticulas magnéticas de silica (SMMps — Silica magnetic
microparticles) foi empregada a mescla de duas solugdes. A solugdo A (S4) foi preparada
através da adicao de 100 mL de uma solugao de silicato de sédio (0.5, 1.0 ou 1.75 M) em 350
mL de ciclohexano contendo 25, 50 ou 100 mL de Triton X 100. A solucdo B (SB) foi
preparada pela adicdo de 100 mL de uma solu¢do de sulfato de amonio 0.5, 1.0 ou 1.75 M (a
molaridade empregada foi sempre igual a molaridade da solugao silicato de s6dio empregada)

em 350 mL de ciclohexano contendo 25, 50 ou 100 mL de Triton X 100. A S4 foi adicionada
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uma determinada massa de nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, a solucao resultante
foi entdo agitada até a obtencdo de uma emulsdo estavel que por fim foi transferida para o
reator através de bomba peristaltica. Em seguida uma emulsdo, também estavel, de SB foi
lentamente adicionada ao reator empregando-se bomba peristaltica. Apds a adicdo completa
da SB a S4 a mistura resultante foi mantida sob agitacdo de 1000 RPM a 25 °C por uma hora.
As SMMps formadas foram entdo separadas através da aplicagdo de um campo magnético
externo e lavadas com uma mistura de etanol e acetona 1:1 para retirada do Triton X 100

residual. As microparticulas foram armazenadas até o uso.

2.2.2.3 Analises Instrumentais

Os difratogramas de raios—X (DRX) foram obtidos empregando difratometro
Shimadzu LabX XRD-600 CuKal (A=1,5406 A) operando a 30 kV e 30 mA. A amostra foi
escaneada no intervalo 26 de 20° a 80° com velocidade de varredura de 2°/min em etapas de
0.02° e tempo de permanéncia de 3 segundos.

Para as analises de Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FT-IR)
foi empregado um aparelho modelo FTIR-8400S da Shimadzu. As amostras foram diluidas
em KBr (1:300) e prensadas na forma de pastilhas. Os espectros no infravermelho foram
registrados no intervalo de 4000 a 400 cm™ com resolugio de 2 cm™ e 16 varreduras.

A magnetizacdo em fun¢do do campo (M x H) foi medida empregando um Dispositivo
Supercondutor de Interferéncia Quantica (Superconducting Quantum Interference Device ou
S.QU.I.LD) modelo XL-200 (Quantum Design). Os loops de histerese foram medidos
empregando campo magnético (H) de aproximadamente 70 kOe, a 300 K. Os dados
experimentais foram normalizados pela massa empregada nas medidas.

A morfologia das amostras foi investigada empregando microscopio eletronico Philips
XL30 FEG operando a 25 kV. Para realizacdo das analises de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) as amostras, apropriadamente diluidas, foram dispersas em agua. Cerca de
2-3 gotas da suspensdo foram depositadas sobre porta amostras de aluminio e metalizadas
com ouro apods secagem lenta a temperatura ambiente. O didmetro de particula (diametro de
Feret) foi calculado através do programa para analise de imagens ImageJ. Analises de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foram realizadas no mesmo equipamento
empregando um detector Oxford Tretra Link.

Analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas empregando um equipamento

TA SDT 2960 da TA Instruments. As amostras foram aquecidas em porta amostras de
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alumina da temperatura ambiente até 600 °C sob atmosfera de nitrogénio (taxa de fluxo: 70
mL.min-") e taxa de aquecimento de 20 °C.min"".

As isotermas de adsogdo-desor¢do de N, foram obtidas empregando um aparelho
ASAP 2010 das Micrometrics. As isotermas, na faixa apropriada, foram empregadas para a
determinagdo da area superficial do material através da aplicagdo do modelo matematico de
Barrett-Joyner-Halenda - BJH (BARRETT, JOYNER e HALENDA, 1951) e didmetro de
poros, empregando o modelo de Brunauer—Emmett—Teller - BET (BRUNAUER, EMMETT e
TELLER, 1938).



2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Sintese de Nanoparticulas Magnéticas de Oxido de Ferro (SPION)

Devido a suas propriedades nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (iron oxide
magnetic nanoparticles — SPION) foram eleitas como nucleo magnético para a sintese de
SMMps. O método de co-precipitacdo tem sido amplamente empregado na sintese de SPION
(MASSART, 1981), geralmente este método tem como objetivo sintetizar magnetita, devido
as suas propriedades magnéticas superiores, no entanto geralmente maghemita também ¢
formada no processo como contaminante. Para a formacdo de magnetita ¢ ideal uma relagao
molar de Fe*"/Fe’* = 0.5, porém em ambientes ricos em oxigénio o ion Fe* é rapidamente
convertido a Fe’" diminuindo a relagio molar Fe*'/Fe’" o que favorece a formagio de
maghemita, além de outros 6xidos de ferro ndo magnéticos (BOZHINOVA, 2004). Em
processos de sintese de SPION em escala de bancada geralmente ¢ borbulhado nitrogénio na
solugio para evitar a oxidagdo de Fe*" a Fe’". Com o objetivo de obter magnetita de uma
forma barata ¢ de facil escalonamento duas modificagdes foram realizadas no método
comumente empregado. Primeiramente, uma relagdo molar de Fe*"/Fe’™ = 0.57 foi utilizada,
nesta condi¢io o oxigénio presente no meio reacional oxida parcialmente Fe*" a Fe’ gerando
uma relagio Fe*'/Fe’* proxima de 0.5, estratégias similares foram empregadas em estudos
anteriores (KHALAFALLA e REIMERS, 1980). A segunda estratégia empregada foi ferver
previamente a dgua utilizada na preparagdo das solugdes de sais de ferro com o objetivo de
retirar o excesso de oxigénio dissolvido na solucao.

Para a sintese de SPIONs foram empregados os sais FeCl;.6H,O (que libera o ion
Fe’") e FeCl,.4H,0 (que libera o ion Fe*"), estes sais de ferro foram selecionados porque sdo
os mais amplamente empregados para a obtengao de SPIONs por co-precipitagdo homogénea.
Eram preparados 1000 mL de solugdo de FeCl;.6H,O 350 mM e 1000 mL de solugdo de
FeCl,.4H,0 200mM em 4gua destilada previamente fervida por 20 minutos. As solucdes de
FeCl;.6H,O 350mM e FeCl,.4H,O 200 mM foram mescladas em reator encamisado com
agitacdo mecanica especialmente construido para realizagdo do experimento. Apds a mistura
das solucdes a concentragdo final de FeCl;.6H,O era alterada para 175 mM e a concentragdo
final de FeCl,.4H,0 era alterada para 100 mM, gerando a relagio molar de Fe*"/Fe’ = 0.57.
A solucao de sais de ferro era aquecida a 60 °C em seguida foram rapidamente adicionados

250 mL de NH4OH 28% atingindo pH final de aproximadamente 10.5, a adi¢do da base
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ocasionava, imediatamente, alteracdo na coloragdo da solugdo que passava de vermelho
alaranjado para preto indicando formacdo de nanoparticulas magnéticas (HARRIS, 2002).
Outras bases como NaOH, KOH e LiOH também podem ser empregadas neste processo
porém a utilizagdo de NH4OH gera nanoparticulas magnéticas com propriedades magnéticas
superiores. A reacao foi conduzida a 60 °C com uma agitacao de 1000 RPM por uma hora. As
nanoparticulas foram entdo separadas através da aplicagdo de um campo magnético externo,
lavadas por repetidas vezes com agua destilada (previamente aquecida) para retirada do
NH4OH residual e apropriadamente armazenadas até sua utilizacdo. Cada batelada rendia
aproximadamente 40 gramas (massa seca) de nanoparticulas magnéticas.

As nanoparticulas magnéticas produzidas nesta etapa do trabalho foram caracterizadas
empregando DRX, FT-IR e S.QU.LLD. Os dados de DRX mostram padrdes de difragdo e
intensidades relativas que condizem com a estrutura cristalina da magnetita e maghemita
(Figura 2.2a). Podem ser observados picos relacionados a estrutura da magnetita e maghemita
em 20 = 30.1° 35.5°, 43.1°, 57.0°, 62.6° (CHIANG e SUNG, 2006). A estrutura exata do
cristal ndo pode ser determinada a partir destes dados bem como a presenca de maghemita
como contaminante. Existe uma pequena diferenga tedrica entre as posi¢des dos picos no
difratograma para magnetita e maghemita que ¢ obscurecida por picos largos como os
observados neste estudo (CHASTELLAIN, PETRI E HOFMANN, 2004). Com base nas
condi¢des reacionais utilizadas, acreditamos que no decorrer da reagcdo foi formado
majoritariamente magnetita ¢ uma pequena quantidade de maghemita como contaminante.
Outro indicio da presenca majoritaria de magnetita em nossa amostra foi a intensa coloragao
negra observada, nanoparticulas de maghemita possuem coloracdo avermelhada enquanto
nanoparticulas de magnetita possuem coloragdo negra. As andlises de DRX foram
empregadas para calcular o tamanho médio de particula através da equacdo de Debye—
Scherrer empregando o pico situado em 20 = 35.5°. O tamanho de particula obtido foi de 10.9
nm (+/- 0.2 nm), este tamanho esta em concordancia com o esperado para SPIONs obtidos
por co-precipitacdo (BOZHINOVA, 2004).

A Figura 2.3a mostra o espectro de FT-IR obtido para as nanoparticulas magnéticas
produzidas durante este trabalho. No espectrograma podem ser observadas trés fortes bandas
localizadas a 447, 590, ¢ 630 cm’! correspondente as vibragdes de estiramento dos atomos de
ferro (vFe-O) localizados no sitio tetraé¢drico do cristal de magnetita (GUPTA e GUPTA,
2005; MA et al., 2007; MAITY e AGRAWAL, 2007). Na regido correspondente aos
comprimentos de onda localizados a 1450 e 1630 cm™ podem ser observadas duas pequenas

bandas correspondentes a vibragao de moléculas de dgua fortemente unidas a superficie do



23

material (60-H) (JUNG, 1995; MAITY e AGRAWAL, 2007). Na regido entre 3100 ¢ 3600
cm’ & possivel verificar uma banda larga centralizada em 3420 cm™ que também corresponde
a vibracao de moléculas de 4gua unidas a superficie do material (60O-H) (CHENG et al., 2005;
MA et al., 2007). Estas bandas referentes a presenca de dgua sdo esperadas uma vez que as
nanoparticulas, tanto de magnetita quando de maghemita, possuem uma camada de hidratacao
que recobre toda sua superficie formando uma camada magneticamente morta de FeOH

(CHENG et al., 2005; JUNG, 1995).

Figura 2.2 — Analises de DRX para as amostras de SPION e SMMPs. a) SPION; b) SMMp-1;
¢) SMMp-2; d) SMMp-3; e) SMMp-4; f) SMMp-5; g) SMMp-6; h) SMMp-7. (----) Picos
referentes a magnetita e maghemita (26 = 30.1°, 35.5°, 43.1°, 57.0°, 63.0°).
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As propriedades magnéticas de SPION foram avaliadas empregando S.QU.L.LD. Na
Figura 2.4 ¢ possivel visualizar a curva de magnetizagdo-desmagnetizacdo a temperatura
ambiente (300 k) da amostra em funcdo do campo magnético aplicado (M x H). Neste
experimento um campo magnético externo (medido em Oe) ¢ aplicado sobre a amostra
induzindo sua magnetizacdo que ¢ medida pelo S.QU.L.D. Através desta técnica € possivel
medir a magnetizagdo de saturagio do material (dada em unidades eletromagnéticas — emu.g™
de material) e também determinar o comportamento magnético apresentado pelo material. A
magnetizacdo de saturacio obtida para a amostra foi de 70.34 emu.g”'. O valor obtido é um
excelente resultado uma vez que a magnetizagcdo de saturagao usualmente obtida para 6xidos
de ferro em escala nanométrica ¢ cerca de 62 ernu.g'1 (ANDERSON et al., 2007). Desta

forma ¢ possivel concluir que a adaptacdo realizada no processo convencional de co-
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precipitacdo homogénea buscando a redugdo de custos permitiu a obtengdo de particulas
magnéticas com excelente susceptibilidade magnética, qualidade crucial para aplica¢ao deste
material em bioprocessos. Através da curva de magnetizagdo do material (Figura 2.4) ¢
possivel verificar que a amostra ndo apresenta histerese, coercividade (Hc) e nem
remanescéncia magnética (Mr), ou seja, a amostra apresenta tipico comportamento
superparamagnético. A propriedade de superparamagnetismo ¢ de extrema importancia para
aplicacdo de materiais magnéticos em bioprocessos ja que materiais magnéticos
permanentemente magnetizados podem ocasionar problemas operacionais como formacao de

clusters e adesdo em determinadas partes metalicas de certos equipamentos industriais.

2.3.2 Recobrimento de Nanoparticulas Magnéticas com Silica

Nanoparticulas magnéticas de magnetita ¢ maghemita possuem boas caracteristicas
para aplicagdes em bioprocessos como alta magnetizagao de saturacdo (que garante uma boa
resposta a campos magnéticos), propriedades superparamagnéticas e biocompatibilidade
(TARTAJ et al., 2005). No entanto, ¢ necessario o recobrimento com uma camada protetora
para evitar a oxidagdo destes materiais a formas ndo magnéticas. O recobrimento também
permite inserir grupos funcionais na superficie do material, permitindo a interagao seletiva
com biomoléculas de interesse como anticorpos, enzimas, células, proteinas diversas, etc.

Um dos principais fatores que limitam a utilizacdo de particulas magnéticas em
bioprocessos ¢ o alto custo praticado na venda destes materiais. Este alto custo se deve,
principalmente, ao fato de que nanoparticulas de 6xido de ferro sdo desenvolvidas para
aplica¢des biomédicas, passando por rigoroso controle da qualidade que encarece seu custo
final. Além disso, suportes magnéticos desenvolvidos para aplicagdes biomédicas apresentam
inimeras caracteristicas nao otimas para aplicagdes em bioprocessos em escala industrial.
Esta etapa do trabalho foi realizada com o intuito de testar um novo conceito em obtencao de
suportes magnéticos com caracteristicas voltadas para aplicagdes em bioprocessos, sobretudo
para imobilizagdo de enzimas. Para tanto foram produzidas nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro pelo método de co-precipitagdo homogénea, que foram recobertas com silica
gerando microparticulas de silica porosa contendo nanoparticulas magnéticas de oxido de
ferro em seu interior chamadas de SMMps (Silica Magnetic Microparticles). Silica porosa ¢
amplamente utilizada para imobilizagdo de enzimas, com a vantagem de possuir boas
propriedades mecanicas, rigidez, estabilidade quimica além da facilidade de ativacdo de sua

superficie com diferentes grupos funcionais. (MA et al., 2006).
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Na literatura existem muitos trabalhos que descrevem o recobrimento de
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro empregando organosilanos, sobretudo TEOS
(tetraetilortossilicato) e 7y-APTES (aminopropiltrietoxisilano), porém este método ¢
desinteressante do ponto de vista industrial devido ao alto custo de organosilanos, do tempo
necessario e também do numero de etapas utilizadas para realizar este procedimento (LEE et
al., 2006). Com o objetivo de diminuir o custo do processo foi testada a obtengdo de
microparticulas magnéticas de silica utilizando rea¢des de condensagdo do 4cido ortosilicico
em meio alcalino. Alguns estudos demonstraram que o 4cido ortosilicico recobre a superficie
de nanoparticulas magnéticas com maior eficiéncia quando comparado ao recobrimento com

TEOS (MA et al., 2006).

Figura 2.3 — Analises de FT-IR obtidas para as amostras de SPION ¢ SMMPs preparadas
neste estudo. a) SPION; b) SMMp-1; ¢) SMMp-2; d) SMMp-3; ) SMMp-4; f) SMMp-5; g)
SMMp-6; h) SMMp-7. As amostras foram cuidadosamente preparadas na forma de pastilhas
diluidas em KBr (dilui¢ao de 1:300) com o objetivo de produzir resultados semi-quantitativos.
Os difratogramas foram normalizados e a linha de base foi corrigida.
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E descrito na literatura que a obtengio de microparticulas de silica empregando 4cido
ortosilicico gera particulas grandes e com larga distribui¢do de tamanho de poros. Para
superar este problema alguns pesquisadores t€ém empregado o método de sintese em emulsoes
com o objetivo de controlar o tamanho de particula, distribui¢do de tamanho de poros e
morfologia das particulas obtidas (LEE ef al., 2006). Nestes casos micelas reversas, formadas
em emulsdes dgua-em-6leo (water-in-oi - w/o), funcionam como micro-reatores nos quais as

reacoes podem ser conduzidas (LEE et al., 2006). Experimentos de sintese em emulsao w/o
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de microparticulas de silica contendo nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro como
nucleo magnético foram conduzidos utilizando reagdes de condensagdo do acido ortosilicico.
Sulfato de amodnio foi empregado na reagdo como trocador de ions para retirada do sodio
resultante da dissolucdo do silicato de s6dio em 4gua e principalmente para controle preciso
do pH no interior das nano-gotas. A Tabela 2.1 mostra as variacdes nas condigdes
experimentais empregadas na sintese de SMMps. ApoOs a sintese e antes da realizagdo de
todas as analises instrumentais todas as amostras de SMMps preparadas foram incubadas em
HCI1 0.5 M para remo¢do de SPION ndo recoberto com silica, garantido a estabilidade
magnética dos materiais e a reprodutibilidade nas analises.

As Figuras 2.5 e 2.6 mostram imagens de MEV para SMMps obtidas empregando
diferentes condi¢des reacionais. Nas figuras com aumento de 800x ¢ possivel observar que as
amostras sdo formadas por particulas de tamanho micrométrico e forma irregular. Quando a
imagem ¢ ampliada para um aumento de 50.000x (inser¢des na Figura 2.5) é possivel
observar que as particulas micrométricas sao formadas por particulas de tamanho nanométrico
unidas em uma complexa estrutura. As caracteristicas dessas nanoparticulas fundamentais
definem a estrutura morfologica das SMMps, e consequentemente sua estrutura de poros,

diametro de poros e area de superficie.

Figura 2.4 — Curva de magnetizagdo-desmagnetizagdo em fun¢do do campo magnético (M x
H) a 300 k para SPIONSs.

M (emu.g.4)

H (KOe)



27

Tabela 2.1 — Condig¢des experimentais empregadas na sintese de SMMps e resultados obtidos.
Todas as amostras foram preparadas ao menos em duplicata, a amostra SMMP-2 (ponto
central) foi preparada em triplicata. Todas as analises instrumentais foram realizadas de forma
independente empregando amostras diferentes preparadas empregando uma mesma condigao.

Condi¢oes Resultados
Tamanho Area de Volume de
Concentracao médio de superficie poro Tamanho médio Magnetizacdo de
particula
molar de Na,SiO; w S w/o (um)* (m’.g™) (cm’.g™) de poros (nm) saturaciio (emu.g”)
SMMP-1 0.50 2.0 0.5 028 | 11.2(+/-0.6) 94.2 (+/-2.5) 0.25 (+/- 0.02) 10.6 (+/- 0.6) 63.7 (+/- 0.2)
SMMP-2 1.00 2.0 0.5 028 | 12.5(+/-0.9) 88.9 (+/-3.4) 0.22 (+/- 0.07) 14.9 (+/- 1.1) 61.4 (+-0.1)
SMMP-3 1.75 2.0 0.5 028 ] 11.2(+-0.2) 68.9 (+/-3.8)  0.22 ((+/-0.01) 17.5 (+/-1.3) 53.5 (+/-0.2)
SMMP-4 1.00 4.0 0.5 028 | 13.5(+/-1.1) 48.6 (+/- 5.6) 0.21 (+/- 0.02) 12.3 (+/- 0.8) 63.4 (+/-0.4)
SMMP-5 1.00 1.0 0.5 028 | 11.8(+/-1.3) 93.2 (+/-1.2) 0.31 (+/- 0.05) 16.6 (+/- 1.1) 45.8 (+/-1.2)
SMMP-6 1.00 2.0 1.0 028 | 153 (+/-04) 78.4 (+/-2.2) 0.21 (+/- 0.00) 12.8 (+/- 0.5) 59.2 (+/-0.7)
SMMP-7 1.00 1.0 1.0 028 | 159(+/-1.3) 103.2(+/-0.9) 0.30 (+/- 0.00) 10.2 (+/- 0.4) 64.6 (+/-1.3)

w — relag@o dgua/Triton-X 100; S relagdo SPION/silicato de sodio; w/o — relacdo fase aquosa
(agua)/fase organica (ciclohexano).

*O diametro estatistico geométrico de Feret (MERKUS, 2009) foi calculado a partir de
imagens de MEV empregando o software ImageJ.

A Figura 2.7 apresenta os resultados de magnetizagdo de saturagdo por grama de
material a 25 °C para SMMps. Todas as amostras obtidas apresentaram alta magnetizagao de
saturacdo quando comparadas com nanoparticulas de oxido de ferro puras (SPION). Algumas
amostras apresentaram resultados muito proximos da magnetizacido de satura¢do obtida para
SPION nao recoberto com silica, indicando alto conteudo de material magnético na estrutura
final do material. Todas as amostras preparadas conservaram o comportamento
superparamagnético do SPION como pode ser observado na Figura 2.9. Os melhores
resultados neste parametro foram alcangados para as amostras SMMp-1, SMMp-4 e SMMp-7.
A magnetizagio de saturacdo da amostra SMMp-7 foi de 64.6 emu.g’, este valor é
equivalente a 92% do observado para as amostras de SPION ndo recobertas com silica. A
Figura 2.8 compara os resultados de magnetizagdo de saturacdo obtidos para a amostra
SMMp-7 com os melhores resultados obtidos em outros trabalhos descritos na literatura que
tratam do recobrimento de SPION com silica. Por meio desta comparacao ¢ possivel observar
que os suportes magnéticos produzidos durante esta pesquisa possuem propriedades
magnéticas excelentes. A maioria dos trabalhos publicados empregam organosilanos como
fonte de silica (ABRAMSON et al., 2011; BUTTERWORTH et al., 1996; HUANG et al.,
2009; OH et al., 2009; SANTRA et al., 2001; ZHANG, et al. 2008), apenas alguns destes

trabalhos utilizam silicato de sdédio como fonte de silica. Butterworth et al. (1996) produziram
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nano-esferas magnéticas de silica empregando acido ortosilicico como fonte de silica, este
reagente era preparado pela passagem de uma solucao de silicato de sodio por coluna de troca
10nica para retirada de sddio. Neste trabalho foram obtidas particulas com um didmetro de 10-
30 nm e magnetizagio de saturagio de 23.1 emu.g'. Ma er al. (2006) prepararam
nanoparticulas magnéticas de silica com aproximadamente 200 nm de didmetro e
magnetizacdo de saturacdo de 18.0 emu.g'. Setyawan er al. (2012) sintetizaram
nanoparticulas recobertas com silica de 22 nm e magnetizacdo de saturacdao de 18.0 ernu.g'1
empregando um método eletroquimico e silicato de sodio como fonte de silica.
Diferentemente destes trabalhos nos preparamos microparticulas magnéticas robustas com

alta magnetizacao de saturacao.

Figura 2.5 — Imagens de MEV obtidas para SMMPs. a) SMMp-1, b) SMMp-2, ¢c) SMMp-3, d)
SMMp-4, e) SMMp-5, f) SMMp-6, g) SMMp-7. As imagens possuem um aumento de 800x e
as inser¢des um aumento de 50.000x.

A Figura 2.10 apresenta o esquema proposto para explicar o processo de sintese de
SMMps. SA4 e SB sdo preparados pela adi¢do de solugdes de silicato de sodio (contendo uma
determinada massa de SPION) e sulfato de amonio, respectivamente, a ciclohexano contendo
Triton-X 100. A mistura resultante foi agitada até a formagdo de uma emulsdo estavel. A
relagdo w/o empregada em todos os experimentos foi de 0.28 e a relacdo molar de silicato de

sodio e sulfato de amoénio foi fixada em 1.0. Micro-emulsdes w/o apresentam uma fase
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simples e estavel, formada por uma fase aquosa, uma fase hidrofobica (fase Oleo)
estabilizadas por moléculas anfipaticas, o surfactante (CAPEK et al., 2004; SANTRA et al.,
2001). Em uma micro-emulsdo w/o as moléculas de surfactante se auto-organizam ao redor
das moléculas de dgua formando micelas reversas estaveis e de tamanho nanométrico. Neste
sistema o nucleo de agua, ou nano-gota, pode ser empregado como um nano-reator onde
substancias polares soluveis em agua podem ser dispersas e reagdes envolvendo estas
moléculas podem ocorrer (MATHEW e JUANG, 2007). O uso de micelas permite o controle
do crescimento de particulas através do controle do tamanho da micela, que pode ser ajustado
através da variagdo dos componentes da micro-emulsio (MATHEW e JUANG, 2007). O
surfactante eleito para uso nesta pesquisa foi o Triton-X 100, um surfactante ndo-idnico muito
comum e barato. O Triton-X 100 possui concentracao critica de micela (CMC) de 0.22-0.24
mM. A relagdo 4dgua/surfactante (w) usada em todos os experimentos gerou uma concentragao
molar de Triton-X 100 muito superior ao CMC, favorecendo a formagao de gotas de agua de

tamanho nanomeétrico.

Figura 2.6 — Imagens de MEV obtidas para SMMPs. a) SMMp-1, b) SMMp-2, ¢) SMMp-3, d)
SMMp-4, e) SMMp-5, f) SMMp-6, g) SMMp-7. As imagens possuem um aumento de 200x.
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Figura 2.7 - Resultados de magnetizagdo de saturacdo para SMMps obtidas empregando

diferentes condi¢oes de reagao.
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Figura 2.8 - Comparacdo do resultado de magnetizacdo de satura¢do obtido para a amostra
SMMp-7 com resultados encontrados na literatura para micro e nanoparticulas magnética de

silica.

A Figura 2.10a exemplifica a formagdo de micelas em S4 e SB. O valor de pH medido

na fase aquosa, dependendo da concentracdo molar de reagentes empregadas, foi entre 13.2 e

13.6 para SA4 e 5.8-6.7 para SB. A dissolugdo de silicato de s6dio em
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altamente reativo acido ortosilicico. Acima de pH 10.7 o acido ortosilicico ndo polimeriza
(ILER, 1979), contudo devido a alta concentracao em SA4 deste reagente ¢ possivel que tenha
ocorrido a deposi¢do de acido ortosilicico e seus oligdbmeros na superficie das particulas de
SPION, formando uma fina camada em equilibrio com o &cido ortosilicico em solugdo
(BERGNA, 1994). Esta camada pode proteger as particulas de SPION contra oxidagdo em
estagios iniciais de reacdo. Uma vez que S4 e SB foram misturadas no reator, sob agitagao, as
duas populagdes distintas de micelas podem colidir formando agregados transientes, que em
seguida sdo revertidos a nano-gotas isoladas (CAPEK et al., 2004; MATHEW e JUANG,
2007), essas nano-gotas foram nomeadas como SX (Figura 2.10b). Embora a meia vida destas
nano-gostas transientes seja de apenas alguns milissegundos (BUTTERWORTH et al., 1996;
CAPEK et al., 2004), ¢ tempo suficiente para ocorrer a mescla de seu contetido. A troca de
substancias hidrofilicas através da fase aquosa dificilmente ocorre devido a solubilidade
restrita destes compostos em meios organicos apolares (CAPEK et al., 2004). Em estudos
preliminares determinamos que a mistura de silicato de sodio e sulfato de amonio de igual
volume e concentragdo equimolar gera solu¢cdes com pH 10.3, em todos os casos, alguns
minutos apds a mistura destas solucdes era possivel observar a formagdo de uma fase
geleiforme continua. Da mesma maneira a troca de solugdes entre as micelas de S4 e SB
diminui o pH da solugdo para um valor proximo a 10.3, neste pH o &cido ortosilicico se torna
extremamente reativo e sua polimerizag¢do favoravel. A alta concentragdo de acido ortosilicico,
alta concentragdo de SPION e o pH no interior de SX favorece rapida nucleagdo e crescimento
da particula (ILER, 1979). Uma vez que o acido ortosilicico ¢ extremamente reativo frente
oxidos de metais (BERGNA, 1994) ¢ provavel que a superficie de SPION seja rapidamente
recoberta nas condi¢cdes empregadas na sintese, a0 mesmo tempo em que o acido ortosilicico
¢ polimerizado no interior de SX. O 4acido ortosilicico possui tendéncia a se condensar
maximizando o niumero de ligagcdes Si-O-Si (ILER, 1979), desta forma, particulas densas
crescem no interior de SX até alcangar o tamanho maximo da nano-gota. Os ions SO42',
liberados pela dissolucdo de sulfato de amonio, por sua vez, se associam aos ions Na2+,
liberados pela dissolugdo de silicato de sddio, formando Na,SO4. O uso de sulfato de amonio
como trocador de ions possibilita a obtengdo de SMMps livres de sédio (LEE et al., 2006).

A troca de substancias entre S4 e SB ocorre até que o conteido das micelas das duas
micro-emulsdes seja distribuido de forma homogénea em toda a populacdo de micelas
presentes no reator. Acreditamos que este processo seja rapido devido a alta velocidade de
agitacdo empregada no reator durante a sintese de SMMps. Uma vez que as particulas no

interior de SX alcangam o volume méximo das nano-gotas as moléculas de surfactante
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permanecem unidas a superficie da particula. As densas particulas formadas, ou em formacao,
em SX colidem de forma enérgica. Essas colisdes podem abrir a camada de surfactante que
recobre a particula permitindo o contato direto entre duas particulas (CAPEK et al., 2004).
Quando estas particulas colidem pode ocorrer adesdo entre elas devido a reag@o entre grupos
silanol neutros e ionizados na superficie das particulas formando liga¢des Si-O-Si. A presenca
de acido ortosilicico livre no ponto de contato também pode promover a formagao de unido
quimica covalente entre duas particulas transientes (ILER, 1979). Desta forma, nanoparticulas
densas no interior de SX foram unidas em agregados de tamanho micrométrico, representados
na Figura 2.10d, onde nanoparticulas formam a estrutura de poros do material e as moléculas
de surfactante preenchem os espagos entre estas nanoparticulas agregadas. Apds o processo
de sintese Triton-X 100 residual, SPION néo recoberto com silica € Na,SO4 foram removidos
através de processo de lavagem com uma mistura de acetona e etanol (1:1 — v/v) seguido de
lavagem com agua. Analises de TGA (Figura 2.11) mostram que o processo de lavagem foi
eficiente na remoc¢do do surfactante (ndo foi observada perda de massa significativa na faixa
de 25-200 °C para todas as amostras analisadas). A Figura 2.10e representa a estrutura final
das SMMps. O tamanho e morfologia de SX em conjunto com o efeito de “templating” do
surfactante determina a estrutura de poros ¢ a area de superficie das SMMps. O volume de
poros, didmetro de poros e area de superficie das amostras obtidas foram determinados por
adsor¢ao-dessor¢ao de N,. Todas as amostras preparadas apresentaram isotermas do tipo IV,
tipicas de solidos mesoporosos, alta area de superficie e baixa quantidade de microporos
como pode ser observado na Tabela 2.1 e Figura 2.12. Os resultados de adsor¢ao-desor¢ao de
N, confirmam que SMMps sdo formadas por densas nanoparticulas fundamentais que unidas
formam uma estrutura mesoporosa.

Com o objetivo de controlar as caracteristicas fisicas, quimicas e morfoldgicas de
SMMps inimeras varidveis foram investigadas durante o processo de sintese: 1) concentracao
molar de silicato de sodio; 2) Relagdo volumétrica entre Triton-X 100/agua (w); 3) Relagdo
massica SPION/silicato de sdédio (S). Nas proximas segoes os efeitos destas varidveis sobre a

estrutura final das SMMps obtidas serdo discutidos.
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Figura 2.9 — Resultados de magnetizagdao de saturacdo (M x H) as SMMPs. a) SMMp-1; b)
SMMp-2; ¢) SMMp-3; d) SMMp-4; ¢) SMMp-5; f) SMMp-6; g) SMMp-7.
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Figura 2.10 — Mecanismo proposto para a sintese de SMMps. a) Formas isoladas da emulsao
A (S4) e emulsdo B (SB); b) Dimero transiente formado pela mistura de S4 e SB; ¢) Emulsao
X (SX) formada pela troca dos contetidos entre SA4 e SB contendo acido ortosilicico
parcialmente polimerizado; d) Microparticulas formadas pela adesdo de SX; e)
Microparticulas ap6s processo de lavagem para remogao do surfactante.
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2.3.3 Efeito da Concentracio Molar de Silicato de Sodio

A polimeriza¢do do 4cido ortosilicico ¢ fortemente influenciada pela concentragdo
molar deste reagente. A velocidade de reacdo aumenta com o aumento na concentra¢do de
acido ortosilicico (ILER, 1979), da mesma forma o tamanho de micela de uma micro-emulsao
pode ser afetado pela concentracdo de reagentes dissolvidos na fase polar (MATHEW e
JUANG, 2007; PATIST et al., 2002). Com o objetivo de verificar o efeito da concentragdo
molar de silicato de so6dio na sintese de SMMps foram empregadas trés concentragdes
molares distintas deste reagente: 0.5 M (SMMp-1), 1.0 M (SMMp-2) e 1.75 M (SMMp-3). A
relagdo molar silicato de sodio/sulfato de amodnio foi ajustada para 1.0 em todos os
experimentos, isso foi feito com o objetivo de ajustar o pH final no interior de SX para algum
valor proximo a 10.3. A massa de SPION foi aumentada com a concentragdo molar de silicato
de so6dio mantendo a relagdo massica SPION/silicato de sodio (S) = 0.5, w/o foi fixado em
0.28 e wem 2.0 (veja Tabela 2.1).

As analises de DRX para as amostras SMMp-1, SMMp-2 e SMMp-3 sdo mostradas na
Figura 2.2 (b-d). Através desta andlise ¢ possivel identificar todos os picos relacionados com a
estrutura cristalina da magnetita e maghemita (20 = 30.1°, 35.5°, 43.1°, 53.4°, 57.0°, 62.6°). A
similaridade entre o difratograma de SPION (Figura 2.2a) e de SMMps sugere que todas as
amostras possuem alto contetido de SPION em seu interior, a auséncia de um pico largo entre
20 20° e 28° sugere a presenga de baixa quantidade de silica amorfa na estrutura final do
material (OH et al., 2009; HUANG et al., 2009; YU et al., 2007), independentemente da
concentracdo de silicato de sodio empregada. Na Figura 2.3 podem ser observados os
resultados para as andlises de FT-IR das amostras SMMp-1, SMMP-2 e SMMp-3. Em todas
as amostras ¢ possivel visualizar as bandas localizadas a 447, 590, e 630 cm’! correspondentes
as vibragdes de estiramento dos atomos de ferro (vFe-O) do sitio tetraédrico do cristal de
magnetita (GUPTA E GUPTA, 2005; MA et al., 2007; MAITY e AGRAWAL, 2007). E
possivel visualizar o aparecimento de uma nova banda centrada em 1095 cm™, que pode ser
designada a sobreposi¢cdo de vibragdes de estiramento relacionadas as ligagdes Si-OH, Si-O-
Si e Si-O-Fe (BRUCE e SEN, 2005; HUANG et al., 2009; WOO, HONG e AHN, 2005).
Como esperado, pode ser observado aumento na intensidade de bandas relacionadas com
silica e diminuicao em bandas relacionadas com ferro devido ao aumento na concentracao de
silicato de so6dio empregada. Na regido correspondente aos comprimentos de onda 1456 e
1620 cm™ podem ser vistas duas bandas correspondentes a vibragio de moléculas de dgua

(00-H) unidas a superficie das particulas (JUNG, 1995; MAITY ¢ AGRAWAL, 2007),
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vibragdes correspondentes as moléculas de dgua também podem ser vistas na regido entre

3100 e 3600 cm™ formado uma banda larga centralizada a 3420 cm™ (80-H) (CHENG et al.,
2005; MA et al., 2007).

Figura 2.11 — Resultados de analises de TGA para SMMps. a) SMMp-1; b) SMMp-2; c)
SMMp-3; d) SMMp-4; ¢) SMMp-5, f) SMMp-6; g) SMMp-7.
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As Figuras 2.5 (a-c) e 2.6 (a-c) mostram imagens de MEV para as amostra SMMp-1,
SMMP-2 e SMMp-3. As imagens de MEV foram empregadas para calcular a distribui¢ao de
tamanho de particula para estas amostras. O didmetro estatistico geométrico de Feret
(MERKUS, 2009) foi calculado a partir de imagens de MEV apropriadas empregando o
software Imagel, os resultados para o diametro médio de particula podem ser visualizadas na
Tabela 2.1. A Figura 2.13 mostra os graficos de distribui¢ao de tamanho de particula para
SMMp-1, SMMP-2 ¢ SMMp-3. E possivel observar que a maioria das particulas apresenta
didmetro menor que 70 pm embora algumas particulas com mais de 100 pm possam ser
encontradas. O perfil similar para a distribuicdo de tamanho de particula observado para as
trés amostras sugere que ndo ouve modificacao significativa na distribuigdo de tamanho de
particula com o aumento na concentragdo molar de silicato de sodio. As isotermas de
adsor¢do-dessor¢ao de N, (Figura 2.12) foram empregadas para calcular a distribuicdo de
diametro de poros para as amostras SMMp-1, SMMP-2 e SMMp-3 (Figura 2.14), a area de
superficie das amostras também foi calculada e os resultados encontram-se na Tabela 2.1. E
possivel observar que a area de superficie e o didmetro de poros diminuiam com o aumento na
concentragdo de silicato de sédio empregada. Através da andlise dos graficos de distribuicao
de tamanho de poros € possivel observar diferentes perfis para as amostras; SMMp-1
apresentou poros na faixa de 2-32 nm e tamanho médio de poros de 10.6 nm; SMMp-2 teve a
distribuicdo de poros desviada para valores mais altos apresentando poros na faixa de 4-41 nm
e didmetro médio de poros de 14.9 nm; SMMp-3, por sua vez, apresentou distribui¢do de
diametro de poros larga na faixa de 5-45 nm com tamanho médio de 17.5 nm.

Como pode ser visto na Figura 2.7 o aumento na concentragdo de silicato de sodio
diminuiu a magnetizagdo de saturacdo para as amostras; de SMMp-1 para SMMp-2 a
diminui¢dao na magnetizagdo de saturagdo foi inexpressiva, porém para SMMp-3 a diminui¢ao
se tornou significativa quando comparada com SMMp-1 e SMMp-2. Os resultados em termos
de magnetizagdo de saturacdo obtidos para SMMps superam em muito os resultados
encontrados na literatura para microparticulas magnéticas de silica. Zhang et al. (2008)
sintetizou microparticulas de silica contendo 6xido de ferro em seu interior empregando
hidrélise alcalina de TEOS e obteve magnetizacdo de saturagio de apenas 2.49 emu.g’.
Butterworth et. al (1996), por sua vez, produziram microparticulas magnéticas de silica
empregando silicato de sodio e obtiveram magnetizagio de saturagdo de 23.1 emu.g’

enquanto Santra ef al. (2001) obtiveram apenas 1.0 emu.g.
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Figura 2.12 — Isotermas de adsor¢ao-dessor¢ao de N,. a) SMMp-1; b) SMMp-2; ¢c) SMMp-3;
d) SMMp-4; e) SMMp-5; ) SMMp-6; g) SMMp-7.Todas os materiais apresentaram isotermas
do tipo IV que sdo tipicas de s6lidos mesoporosos.
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A Tabela 2.2 mostra os resultados de Analise Elementar para os elementos Fe e Si

realizada empregando EDS, esta técnica permite quantificar elementos quimicos presentes em
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uma determinada amostra através da emissdo de raios-X gerada pela interacdo destes
elementos com um feixe de elétrons de alta energia. Os resultados de Andlise Elementar estao
em concordancia com os resultados obtidos por FT-IR, indicando que o aumento na
concentragdo de silicato de s6dio aumenta a concentracgio relativa de Si e diminui a de Fe, e
consequentemente de SPION, na estrutura final de SMMps. Esta analise confirma também a
tendéncia observada através das analises de magnetizagdo de saturagcdo que indica diminuigdo
na concentragdo de SPION na estrutura final de SMMps com o aumento na concentracao

molar de silicato de s6dio empregada durante a sintese.

Figura 2.13 — Efeito da concentracdo molar de silicato de sddio na distribui¢do de tamanho
de particula de SMMps. a) SMMp-1 (L), b) SMMp-2 (O), ¢) SMMp-3 (A).
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Os resultados obtidos sugerem que o aumento na concentragdo molar de silicato de
sodio, juntamente com o aumento na concentragdo de SPION, favorece a formacgdo de
particulas fundamentais mais densas. Isto pode explicar a diminuicdo no numero de micro-
poros, diminui¢do na area de superficie e diminui¢do no volume de poros para SMMp-2 e
SMMp-3 em comparagdo com SMMp-1. O perfil de distribuicdo de diametro de poros
apresentado por SMMp-3 sugere que esta amostra possui particulas fundamentais menos
uniformes, uma vez que a estrutura de poros ¢ determinada pelo espacamento entre as cadeias
de particulas interconectadas (ILER, 1979). Outra possivel explicacdo para as estrutura de
poros observada em SMMp-3 ¢é o efeito de “templating” gerado pela alta concentracdo de
SPION nesta amostra, em com conjunto com o surfactante, esse efeito sera discutido em mais

detalhes na secdo seguinte. Como discutido anteriormente, ndo existem trabalhos que
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descrevem a sintese de suportes magnéticos de tamanho micrométrico empregando silicato de
sodio como fonte de silica. Lee et al. (2006) prepararam microparticulas de silica em
emulsdes w/o. Os autores empregaram na preparagdo do material solugdes de silicato de sodio
na faixa de 0.1 a 1.0 M, eles verificaram que com o aumento da concentragcdo deste reagente
ocorria também aumento do tamanho médio da particula de 0.1 para 2.3 um. Segundo o autor
1sso ocorreu devido ao aumento de tamanho das micro-gotas, que funcionam como reatores
para a sintese das particulas. A forma esférica das particulas obtidas no experimento de Lee et
al. indica que o tamanho das micelas geradas neste experimento sdo muito maiores do que as

geradas durante a sintese de SMMps.

Figura 2.14 — Efeito da concentragdo molar de silicato de sddio na distribui¢do de didmetro
de poros de SMMps. a) SMMp-1 (L), b) SMMp-2 (O), ¢) SMMp-3 (A).
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2.3.4 Efeito da Relacao Agua/Surfactante (w)

Uma micro-emulsdo ¢ uma fase simples, termodinamicamente estavel formada por
trés principais componentes: agua, 6leo e surfactante (SANTRA et al., 2001). Em um sistema
de micro-emulsdo reversa nano-gotas de agua estabilizadas por uma camada de surfactante
encontram-se dispersas em uma fase 6leo (solvente apolar). Estas nano-gotas podem ser
empregadas como nano-reatores permitindo o controle do crescimento de particulas em seu
interior. Desta forma o tamanho destas nano-gotas determina a distribui¢do de tamanho de

particulas em um sistema em que ndo ocorre aglomeragdo de nano-gotas. Em um sistema
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onde hé choque e aglomeragdo de nano-gotas, como o empregado neste trabalho, o tamanho
das nano-gotas determina a estrutura de poros e a area de superficie do material. Variaveis
como temperatura, natureza da fase apolar/orgénica, relacdo fase aquosa/fase oleo, natureza
de substancias solubilizadas na fase aquosa e, principalmente, a concentra¢dao de surfactante
podem ser empregados para controlar o tamanho das nano-gotas (PATIST et al., 2002). Com
o objetivo de investigar o efeito da concentracdo de surfactante na sintese de SMMps a
rela¢do agua/Triton-X 100 (w) foi variada. Foram empregadas as relagdes de w = 4.0 (SMMp-
4), w=2.0 (SMMp-2) e w = 1.0 (SMMp-5). A concentracao de silicato de sddio e sulfato de

amonio foram fixadas em 1.0 M, § foi fixado em 0.5 e w/o foi fixado em 0.28 (Tabela 2.1).

Tabela 2.2 — Concentracdo relativa de silicio e ferro na estrutura final das SMMps.
Resultados obtidos através de analises de espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Concentracio SMMp-1 SMMp-2 SMMp-3 SMMp-4 SMMp-5 SMMp-6 SMMp-7

relativa (%)

Silicio 11.61 10.8 18.5 10.32 74.14 8.81 8.55
Ferro 88.39 89.2 81.5 89.68 25.86 91.19 91.45

As andlises de DRX para as amostras SMMp-2, SMMp-4 e SMMp-5 (Figura 2.2)
apresentam todos os picos relativos a estrutura cristalina da magnetita ¢ maghemita (20 =
30.1°, 35.5° 43.1°, 53.4°, 57.0° 62.6°) confirmando a presenga de SPION na estrutura das
microparticulas. Através das andlises de DRX ¢ possivel, também, confirmar o baixo
conteudo de silica amorfa nas amostras (OH et al., 2009; HUANG et al., 2009; YU et al.,
2007). Através das analises de FT-IR (Figura 2.3) ¢ possivel visualizar bandas localizadas a
447, 590, ¢ 630 cm™ correspondentes as vibracdes de estiramento dos atomos de ferro (vFe-O)
(GUPTA e GUPTA, 2005; MAITY ¢ AGRAWAL, 2007; MA et al., 2007), as bandas
correspondentes a vibracdo de moléculas de dgua (60O-H) nos comprimentos de onda 1456 e
1620 cm™ e a banda larga entre 3100 e 3600 cm™ (CHENG et al., 2005; JUNG, 1995; MA et
al.,2007; MAITY e AGRAWAL, 2007). Pode ser encontrada também uma banda larga entre
875 ¢ 1300 cm™' centralizada em 1095 cm™, relacionada com as vibracdes de estiramento vSi-
O-Si e vSi-O-H (BRUCE e SEN, 2005; MORNET, PORTIER ¢ DUGUET, 2005; WOO,
HONG e AHN, 2005). Enquanto as bandas relacionadas com a presenga de ferro praticamente
nao sao alteradas com a variacao de w, a intensidade das bandas relacionadas com o silicio
aumenta com a diminui¢do de w. Isto ¢ um indicativo que a diminuicdo de w favorece o

aumento na concentracdo de silica na estrutura final das SMMps. Este comportamento foi
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mais pronunciado para SMMp-5 (w = 1.0) em comparacao com SMMp-4 (w = 4.0) e SMMp-
2 (w=2.0).

Na Figura 2.15 ¢ possivel visualizar os resultados obtidos para a distribuicdo de
tamanho de particula para as amostras SMMp-2, SMMp-4 ¢ SMMp-5. A Figura 2.16 mostra,
por sua vez, o perfil de distribuicdo de didmetro de poros para estas amostras. A distribui¢ao
de tamanho de particulas para SMMp-2 ¢ SMMp-4 apresenta perfil similar. A amostra
SMMp-5, no entanto, apresentou diminui¢do em seu tamanho médio de particula. Estes
resultados indicam que a diminui¢do de w para 1.0 favorece a obtencdo de particulas menores
e com uma distribui¢do estreita de tamanho. A area de superficie € o volume de poros
aumentaram com a diminui¢ao de w, a area de superficie para SMMp-5 era quase duas vezes
a observada para SMMp-4. A estrutura de poros também foi fortemente influenciada por w,
SMMP-4 apresentou estreita distribuicao de tamanho de poros (2-43 nm) e diametro médio de
poros de 12.3 nm. SMMp-5, por sua vez, apresenta poros na faixa de 4-44 nm, porém sem

muitos poros grandes como os observados para SMMp-2.

Figura 2.15 — Efeito da relacdo surfactante/dgua (w) na distribui¢do de tamanho de particula
de SMMps. a) SMMp-4 ([1), b) SMMp-2 (O), ¢) SMMp-5 (A).
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A magnetizacao de saturacdo apresentada por SMMp-4 foi um pouco maior que a
observada para SMMp-2, porém a magnetizacdo de saturacdo de SMMp-5 foi muito menor
(Figura 2.7), este resultado claramente indica que a diminui¢do em w causa diminui¢do na
magnetizacdo de saturacdo das amostras no sistema investigado. As analises de EDS para

estas amostras (Tabela 2.2) indicam que SMMp-4 ¢ SMMp-2 possuem alto contetido do
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elemento ferro e baixo contetido de silicio quando comparadas com SMMp-5, logo SMMp-5
possui uma menor concentragdo relativa de SPION em sua estrutura. Estes resultados
concordam com as analises de FT-IR e com os resultados de magnetizagdo de saturacdo,
indicando que a diminui¢do em w favorece a presenga de silica na estrutura final da particula
e desfavorece a presenga de SPION, este efeito foi mais significativo quando w = 1.

Em sistemas de micro-emulsdes, usualmente, baixos valores de w conduzem a
diminui¢do no tamanho de micela (CAPEK et al, 2004; EASTOE ¢ WARNE, 1996;
SANTRA et al., 2001), desta forma em processos de sintese de particulas usando micelas
reversas como nano-reatores, ¢ esperado uma diminui¢do no tamanho de particula dos
materiais com a diminuicdo de w. No processo de sintese de SMMps as nanoparticulas
formadas no interior das micelas se unem em um cluster micrométrico, desta forma o
tamanho das micelas determina a estrutura de poros de SMMps. Como esperado, a
diminui¢do de w favorece a formacdo de particulas fundamentais menores conduzindo a:
aumento na area de superficie e no volume de poros; diminui¢do no tamanho de poros ¢ a
uma distribui¢do de tamanho de poros mais estreita. Para as amostras SMMp-4 ¢ SMMp-2
ndo foram observadas alteracdes significativas na concentragdo relativa de SPION na
estrutura final das amostras, e consequentemente ndo foram observadas grandes diferencas
nos resultados de magnetizagdo de saturacdo para estas amostras. Embora a area de superficie
e o didmetro de poros tenham aumentado em SMMp-5 quando comparado com SMMp-2, esta
amostra apresenta distribuicdo de tamanho de poros mais larga que a observada para SMMp-2.
Em adi¢do o baixo conteutdo de SPION em SMMp-5 indica que esta amostra possui uma
estrutura diferenciada das demais.

Uma emulsdo w/o constitui um sistema dindmico onde as micelas estdo em equilibrio
com as moléculas individuais de surfactante, continuamente se desintegrando e se remontando
(PATIST et al., 2002). Desta forma ¢ factivel que devido a alta concentragdo de surfactante
empregada no processo de sintese de SMMp-5 algumas moléculas de surfactante se
coordenem ao redor de nanoparticulas de oxido de ferro formando uma camada que as
protege da reacdo com o acido ortosilicico. Apds a sintese SPION recoberto com Triton-X
100 era lavado e retirado da estrutura de SMMp-5 deixando poros grandes em seu lugar. Este
comportamento pode explicar a diminuicdo na concentragdo de SPION observada para
SMMp-5. Abramson et al. (2011) observaram comportamento similar para microparticulas
magnéticas de silica preparadas usando SPION como nucleo magnético e TEOS como fonte
de silica. Neste trabalho os autores sugeriram que as particulas de SPION juntamente com o

surfactante tem um efeito de “templating” na estrutura final da particula. E importante
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salientar que embora este efeito de “templating” seja mais acentuado para SMMp-5 ele

apresentou importante papel durante a preparacao de todas as amostras.

Figura 2.16 — Efeito da relagdo surfactante/agua (w) na distribuicdo de didmetro de poros na
sintese de SMMps. a) SMMp-4 ([J); b) SMMp-2 (O); ¢) SMMp-5 (D).
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2.3.5 Efeito da Relacao Massica SPION/Silicato de Sédio (5)

A eficiéncia na recuperagdo de suportes magnéticos dispersos em um meio liquido esta
diretamente relacionada ao tamanho de particula e a magnetizacao de saturacao do suporte
(YAVUZ et al., 2006; YAVUZ et al., 2009). Desta forma com o objetivo de verificar o efeito
do aumento na concentragdo massica de SPION durante o processo de obtengdo de SMMps a
relacdo SPION/silicato de sédio (S) foi variada (SMMp-2 e SMMp-6 na Tabela 2.1). O efeito
combinado do aumento de S e a diminui¢ao de w (w = 1) também foram avaliados (SMMp-7
na tabela 2.1). A concentracdo molar de silicato de sodio e sulfato de amodnio foram fixadas
em 1.0 M e w/o foi fixado em 0.28.

Analises de DRX em SMMp-2 (Figura 2.2¢), SMMp-6 (Figura 2.2-g) ¢ SMMp-7
(Figura 2.2-h) mostraram a mesma tendéncia observada para as amostras anteriores: presenga
de alta concentracdo de magnetita e baixo conteudo de silica amorfa. Na Figura 2.3 (c, g € h)
estdo os resultados de FT-IR para as amostras SMMp-2, SMMp-6 e SMMp-7,
respectivamente. E possivel verificar todos os picos relacionados a presenga de SPION, silicio

e agua adsorvida na superficie do material para todas as amostras. O perfil de FT-IR das
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amostras SMMp-2 ¢ SMMp-6 ¢ muito similar indicando que ndo houve mudanca significativa
na concentragdo relativa de SPION e silica na estrutura dos materiais com o aumento de S.
SMMp-7 mostrou um tendéncia um pouco diferente, nesta amostra ¢ possivel observar
aumento nas bandas relacionadas com a presenca de ferro (cm™ = 447, 590 e 630) (MAITY e
AGRAWAL, 2007) em comparagdo com SMMp-5, sugerindo que a combinacdo entre
aumento de S e diminui¢ao de w conduz ao aumento na concentracao de SPION na estrutura
final do material.

Comparando a distribui¢do de tamanho de particulas para SMMp-2 (Figura 2.17a) e
SMMp-6 (Figura 2.17b) ¢ possivel observar a existéncia de um numero significativo de
particulas maiores que 100 um para SMMp-6. Abaixo de 100 um a distribui¢ao de tamanho
de particulas para as duas amostras foi muito similar, este resultado indica que o aumento em
S favoreceu o aparecimento de particulas maiores durante a sintese de SMMps. A amostra
SMMp-7, onde foi avaliado o efeito conjunto de aumento S e diminuicdo de w, apresentou
larga distribuicao de tamanho de particulas, porém nao foram encontradas particulas maiores
que 120 pm (Figura 2.18c). O perfil de distribuicdo de tamanho de particulas para SMMp-7
foi totalmente distinto do observado para SMMp-5 (w = 1.0, §=0.5) e SMMp-6 (w=2.0, S =
1.0).

Figura 2.17 — Efeito da relacdo SPION/silicato de sodio (S) na distribui¢do de tamanho de
particula de SMMps. a) SMMp-2 (O); b) SMMp-6 ([).
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SMMp-6 apresentou diminui¢do em sua area de superficie, volume de poros e
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diametro de poros quando comparado com SMMp-2 (Tabela 2.1). A distribui¢ao de tamanho
de poros para estas amostras apresentou perfil similar. SMMp-6 ndo apresenta poros maiores
que 31 nm enquanto SMMp-4 possui poros com até 41 nm (Figura 2.19). Comparando
SMMp-5 com SMMp-7 ¢ possivel observar aumento na area de superficie e diminui¢do no
diametro de poro médio do material com o aumento de S, o volume de poros era praticamente
0 mesmo para ambas amostras. A distribuicdo de didmetro de poros para SMMp-7 ¢ muito
diferente da observada para SMMp-5, em SMMp-7 a maioria do poros possuem tamanho
entre 5 e 22 nm, embora poros de at¢ 60 nm possam ser observados. SMMp-5 apresenta
significativa concentragdo de poros grandes, na faixa de 5-45 nm. Estas diferencgas entre
SMMp-2/SMMp-5/SMMp-6 e SMMp-7 sugerem que o aumento de S em conjunto com a

diminui¢do de w causou mudangas estruturais significativas nas amostras.

Figura 2.18 — Efeito conjunto da relacdo massica SPION/silicato de sédio (S) e da relagao
surfactante/agua (w) na distribuigcdo de tamanho de particula de SMMps. a) SMMp-5 (A); b)
SMMp-6 (); ¢) SMMp-7 ().
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O valor de magnetizacdo de saturacdo para SMMp-2 ¢ SMMp-6 foi praticamente o
mesmo (Figura 2.7). Ja a magnetizacao de saturacdo para amostra SMMp-7 foi muito maior
do que para SMMp-5. SMMp-7 apresentou o maior valor de magnetizacao de saturagdo para
SMMps sintetizadas neste trabalho. A andlise Elementar para ferro e silicio realizada por EDS
(Tabela 2.2) mostra que SMMp-2 possui concentragdo relativa de SPION (ferro) um pouco
maior que SMMp-6. SMMp-7, por sua vez, apresentou grande aumento na concentragao

relativa de ferro quando comparado com SMMp-5, porém apresentou resultados muito
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similares aos observados para SMMp-6 neste parametro. O aumento relativo na concentracao
de SPION observado para SMMp-7 em comparagao com SMMp-5 confirma os resultados de
FT-IR e de magnetizacdo de saturagdo indicando que quando w = 1 o aumento de S favorece o

aumento de SPION na estrutura final da micro-particula.

Figura 2.19 — Efeito conjunto da relacdo massica SPION/silicato de sédio (S) e da relagao
surfactante/agua (w) na distribui¢do de didmetro de poros de SMMps. a) SMMp-2 (O); b)
SMMp-5 (A); ¢) SMMp-6 ([J); d) SMMp-7 ().
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SPION possui alta area de superficie externa e muitos grupos hidroxila em sua
superficie, que sdo capazes de reagir com o acido ortosilicico formando unides covalentes.
Em adigdo, o 4cido ortosilicico possui forte tendéncia a se depositar na superficie de metais e
oxidos de metais (BERGNA, 1994; ILER, 1979). Desta forma ¢ provavel que a presenga de
SPION favorega a polimerizagdo do acido ortosilicico, como observado por Abramson ef al.
(2011). A magnetizagdo de saturagdo observada para a maioria das SMMps preparadas foi
proxima a observada para SPION puro (Figura 2.7) indicando que as condi¢des empregadas
no processo favorecem a alta concentracdo de SPION na estrutura final dos materiais. Desta
forma, era esperado que o aumento na concentragao de SPION aumentasse a magnetizagao de
saturacdo da amostra, isso de fato aconteceu como pode ser observado para SMMp-2 e
SMMp-6, ainda que a diferenga na magnetizacdo de satura¢do ndo tenha sido tdo grande para
estas amostras. O que de fato foi observado é que o aumento na concentragao de SPION (§ =

1.0) empregada gerou SMMps com caracteristicas muito similares as preparadas empregando
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concentragdes menores de SPION (S = 0.5), porém a massa de microparticulas obtidas ao
final do experimento aumentou. Em experimentos de sintese de microparticulas nao
magnéticas de silica realizadas nas mesmas condi¢des, mas sem a presenca de SPION, foi
obtida apenas uma pequena massa de microparticulas. Estes resultados sugerem que a
presenga de SPION tem grande influéncia sobre o processo de formagdo de SMMps. Na
sintese da amostra SMMp-7 a concentracdo de SPION na estrutura final das particulas foi
fortemente influenciada pela concentracdo de SPION empregada no processo conduzindo a
valores de magnetizacdo de saturacdo e concentracdo relativa de ferro maiores do que a
observada para a amostra SMMp-5. A area de superficie e o didmetro de poros para SMMp-7
foram similares aos observados para SMMp-5, porém o didmetro médio de poros diminuiu. A
distribuicdo de didmetro de poros para essas amostras ilustra mais claramente estas mudancas
(Figura 2.19). A alta concentracdo de poros largos observada em SMMp-5 desapareceu em
SMMp-7 gerando uma distribui¢do de poros mais estreita com uma quantidade maior de
poros com menos de 25 nm. Novamente ¢ possivel observar o efeito de “templating” de

SPION e surfactante na morfologia final das SMMps.



2.4 Conclusio do Capitulo

Com o objetivo de preparar suportes magnéticos robustos, baratos e com
caracteristicas Otimas para aplicagdes em bioprocessos, sobretudo na imobilizagdo de enzimas,
investigamos a sintese de microparticulas magnéticas de silica (SMMps) em micro-emulsao
w/o empregando silicato de sédio como fonte de silica. Nanoparticulas superparamagnéticas
de oxido de ferro (SPION) foram utilizadas como nticleo magnético. Para sintese de SPION
empregamos um método de co-precipitagdo homogénea modificado que gerou nanoparticulas
com alta magnetizagdo de saturagdo. O processo de sintese empregado gerou altas
quantidades de SMMps com alta magnetizacao de saturacdo, alta area de superficie e estrutura
mesoporosa. Todas as SMMps preparadas responderam fortemente a campos magnéticos
externos, e foram prontamente separadas quando em solugdo. SMMps foram caracterizadas
por DRX, FT-IR, isoterma de adsor¢ao-dessor¢ao de N,, TGA, MEV, EDS e S.Q.UL.D. Uma
teoria para o processo de sintese foi proposta (Figura 2.10) onde nanoparticulas de silica
contendo alta concentragdo de SPION crescem no interior das nano-gotas da emulsdo w/o e
em seguida se unem formando agregados de tamanho micrométrico dando origem as SMMps.
Com o objetivo de entender melhor o processo e modular as caracteristicas finais do material
foram empregadas distintas condi¢des de sintese. O aumento na concentracdo molar de
silicato de s6dio empregado no processo gerou aumento na concentracio de silica em relagao
a concentracdo de SPION na estrutura final das particulas o que diminuiu levemente a
magnetizacdo de saturacdo obtida. Concentracdes maiores de silicato de sodio também
conduziram a diminuicao da area de superficie e diametro de poros do material, a distribuicao
de tamanho de particulas nao foi alterada. O aumento na concentragdo relativa de surfactante
empregado no processo (diminuicdo de w) gerou aumento na area de superficie e didmetro de
poros das SMMps, o tamanho médio de particula diminuiu quando a concentragdo de
surfactante aumentou. O uso de concentragdes maiores de surfactante favoreceu a formacao
de particulas com maior quantidade relativa de silica e menor quantidade de SPION, com isso
a magnetizacdo de saturacdo também diminuiu. Quando concentragdes maiores de SPION
foram empregadas no processo a massa final de SMMps obtida aumentou, contudo ndo houve
alteragdo significativa na distribui¢cao de tamanho de particula, na concentragdo de SPION e
na magnetizacdo de saturacdo das amostras. O uso de concentragdes maiores de SPION
favoreceu a formagdo de SMMps mais densas com menor area de superficie e menor didmetro
de poros. Quando a concentracdo de surfactante ¢ SPION foram aumentadas, de forma

conjunta, durante a preparacdo de SMMps as microparticulas obtidas apresentaram
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caracteristicas muito distintas das demais. Os resultados indicam que o surfactante em
conjunto com SPION tem efeito de “templating” de forma que a concentracdo destas
substancias influencia significativamente a estrutura final das SMMps. Desta forma suportes
magnéticos com grande potencial para aplicagdo em bioprocessos foram obtidos e
caracterizados, a estrutura final do material pode ser controlada de acordo com as condigdes

de sintese empregadas.
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CAPITULO 3:

SINTESE DE AGREGADOS ENZIMATICOS ENTRECRUZADOS
COM PROPRIEDADES MAGNETICAS (MAGNETIC CROSS-
LINKED ENZYMES AGGREGATES — M-CLEAS): ESTUDOS

EMPREGANDO PGA COMO ENZIMA MODELO




3.1 Conhecimento Base

Apesar das grandes vantagens conferidas a maioria dos biocatalisadores através da sua
imobilizacdo em suportes insoliveis, infelizmente, o uso de suportes conduz a dilui¢do da
atividade de enzimas imobilizadas. Isso ocorre devido a introdug¢do de uma grande porcao de
massa nao catalitica na faixa de 90.0 a 99.9% do peso total do derivado, o que conduz a queda
na produtividade do derivado (massa de produto/massa de derivado/hora) (TISCHER e
KASCHE, 1999). Esta queda de produtividade causa dificuldades na aplicagdo de enzimas
imobilizadas em alguns processos devido a alta quantidade de derivado necessaria para a
realizacdo de um processo tempo-efetivo. Além disso, a preparagdo de enzimas imobilizadas
em suportes, geralmente, consome muito tempo no desenvolvimento de protocolos de
imobilizacdo ideais, os métodos empregados sdo em sua maioria muito laboriosos e o
resultado ¢ praticamente imprevisivel, uma vez que ¢ muito dificil relacionar a natureza do
suporte selecionado ao desempenho esperado para uma determinada enzima em um
determinado processo apds um procedimento de imobilizacdo (BOLLER et al., 2002). Estas
desvantagens sao contrabalanceadas através da possibilidade de recuperar a enzima a partir do
meio reacional e reutilizd-la por inimeros ciclos reacionais e em alguns casos pelo aumento
da estabilidade operacional alcancada ap6s o procedimento de imobilizagdo.
Consequentemente o desenvolvimento e exploracdo de suportes universais que sdo capazes de
alcancar alto carregamento de enzimas e reter alta atividade tem se tornado foco de recente
atencao.

No inicio da década de 60, estudos com proteinas em fase soélida conduziram a
descoberta de que cristais enzimaticos ou enzimas dissolvidas unidas por ligagdes cruzadas
através da utilizacdo de um agente bifuncional, como o glutaraldeido, poderia formar o que
hoje ¢ conhecido como “cross linked enzymes crystals” (CLEC) (QUIOCHO e RICHARDS,
1964) e “cross linked enzymes” (CLE) (QUIOCHO e RICHARDS, 1966). Estas formas
insoluveis de enzimas possuem a capacidade de reter atividade catalitica. Desta forma nasceu
um novo conceito em imobilizacdo de enzimas conhecido como ‘“carrier-free immobilized
enzymes” (enzimas imobilizadas livres de suporte). Estes derivados sdo geralmente
preparados por entrecruzamento direto de diversas preparacdes enzimaticas (Figura 3.1) como
enzimas dissolvidas, enzimas secas por spray-dry, enzimas cristalizadas e enzimas fisicamente
agregadas, resultando na formacao de “cross-linked dissolved enzymes” (CLEs) “cross-linked
spray-dried enzymes” (CSDEs), “cross-linked enzymes crystals” (CLECs) e ‘“cross-liked

enzymes aggregates” (CLEAs). Desta maneira, estes derivados sdo discriminados somente
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pelo precursor no qual sdo efetuadas as ligagdes cruzadas. Estas metodologias oferecem claras
vantagens para aplicagdes industriais como atividade enzimatica altamente concentrada (10 a
1000 vezes mais atividade volumétrica que enzimas imobilizadas em suportes), simplicidade
de preparagdo, flexibilidade, larga faixa de aplicacdo, aumento na estabilidade operacional
dos derivados e baixos custos de obtengdo devido a exclusao de um suporte adicional (CAO,
VAN LANGEN ¢ SHELDON, 2003; GOVARDHAN, 1999; SHELDON, SCHOEVAART e
VAN LANGEN, 2005). Dentre as classes de ‘“carrier-free immobilized enzymes” as mais
empregadas industrialmente sdo os CLECs e, mais recentemente, os CLEAs. Glutaraldeido ¢

o agente bifuncional utilizado, na maioria das vezes, para realizagdo das ligagdes cruzadas.

Figura 3.1 — M¢todos para obtencdo de enzimas imobilizadas livres de suporte. a)
Cristalizacdo; b) Agregacdo; c) Spray-Drying; ¢) Entrecruzamento direto. CRY, cristais; AGG,
agregados; SDE, enzimas secas por spray-dry (CAO, VAN LANGEN e SHELDON, 2003).

Dissohved enzyme

g“u
Crossslinker

O uso de enzimas imobilizadas livres de suporte pode ser benéfico em processos onde
alta produtividade ¢ requerida. Devido sua alta atividade volumétrica o uso de enzimas
imobilizadas livres de suporte pode incrementar a velocidade de uma determinada reagdo e/ou
permitir a diminui¢do do volume reacional sem perdas na produtividade por permitir o uso de
concentragcdes maiores de enzima no reator, ja que geralmente ¢ recomendavel que o derivado
ocupe no maximo 20% do volume util do reator. Além da alta atividade volumétrica enzimas
imobilizadas livres de suporte podem ser altamente estaveis termicamente e, principalmente,
na presenga de solventes organicos. Este incremento na estabilidade operacional se deve a

chamada imobilizacdo enzimatica tri-dimensional a qual combina varios fatores de
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estabilizacdo como confinamento, ligagdes multipontuais e multiplas interagcdes nao
covalentes como ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e ionicas que sao
frequentemente envolvidas em processos de agregagao e cristalizagao (CAO, VAN LANGEN
e SHELDON, 2003; SHELDON, SCHOEVAART e VAN LANGEN, 2005).

O entrecruzamento direto de proteinas em solugdo ¢ utilizado na preparagdo de CLEs,
a obtengdo de CLEs ¢ simples, rapida, barata e, em alguns casos, pode conferir aumento na
estabilidade da enzima (SHELDON, SCHOEVAART ¢ VAN LANGEN, 2005). No entanto, a
preparacdo de CLEs rende derivados com atividade recuperada extremamente baixa, pouca
estabilidade mecanica, estrutura geleiforme e tamanho de particula extremamente variavel
(fatores que dificultam seu manuseio e recuperacdo) (CAO, VAN LANGEN e SHELDON,
2003). Alguns poucos estudos tem avaliado o entrecruzamento de proteinas secas por spray-
dry (CLSDs) na preparagdo de enzimas imobilizadas livres de suporte, este método gera
derivados com atividade recuperada baixa e geralmente sem incremento em sua estabilidade
operacional (CAO, VAN LANGEN e SHELDON, 2003). Entre os métodos de imobiliza¢ao
de enzimas livres de suporte o que mais se destaca, ao lado dos CLEAs, sao os CLECs.
CLECs sao obtidos através do entrecruzamento de cristais de enzimas altamente compactos
rendendo derivados com alta atividade volumétrica, alta estabilidade térmica, alta estabilidade
frente a solventes orgénicos, estabilidade mecanica e alta atividade recuperada (SHELDON,
2011; LALONDE et al., 1995; QUIOCHO e RICHARDS, 1964; ROY e ABRAHAM, 2006).
Como principal desvantagem dos CLECs ¢ possivel citar a necessidade de se trabalhar com
solugdes enzimaticas de alta pureza para permitir a obten¢@o de cristais e a laboriosa etapa de
determinagdo das condic¢oes de cristalizagao (SHELDON, 2011).

Na ultima década derivados enzimaticos chamados de “cross linked enzymes
aggregates” (CLEAs) foram adicionados a familia das enzimas imobilizadas livres de
suportes (CAO et al., 2000). Através da variacdo nas condi¢cdes de uma determinada solugdo
aquosa contendo enzimas soluveis ¢ possivel alterar a solubilidade das proteinas induzindo a
formagdo de agregados fisicos, que apos a realizacdo de ligagdes cruzadas utilizando agentes
bifuncionais ou multifuncionais se tornam os chamados CLEAs. Sabe-se que a agregacao
fisica de moléculas de proteinas em complexos supramoleculares pode ser induzida pela
adi¢do de sais, solventes organicos, polimeros i0nicos e polimeros ndo id6nicos a uma
determinada solu¢do de proteinas sem a perturbagdo de sua estrutura tridimensional, este
método tem sido amplamente utilizado para purificagdo e concentragdo de proteinas (CAO,
VAN LANGEN e SHELDON, 2003). De forma analoga ao processo de obten¢do de CLECs,

estes agregados fisicos podem ser subsequentemente unidos por ligacdes cruzadas com
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agentes bifuncionais que evitam a re-dissolucdo do agregado quando o agente precipitante ¢
retirado. CLEAs podem exibir atividade e estabilidade comparaveis a dos CLECs e em alguns
casos até maiores (CAO et al., 2001; SHELDON, SCHOEVAART e VAN LANGEN, 2005).

Uma vez que a agregagdo seguida de precipitacio ¢ um dos métodos mais
frequentemente utilizados em etapas iniciais de processos de purificagdo de proteinas, a
preparacdo de CLEAs, portanto, ndo exige uma preparagao enzimatica altamente purificada e
nem a laboriosa etapa de cristalizacdo observada na preparacdo de CLECs. Desta maneira
virtualmente qualquer enzima, mesmo com diferentes graus de pureza, pode ser induzida a
formar agregados fisicos sob condi¢cdes ndo desnaturantes (CAO, VAN LANGEN e
SHELDON, 2003; SHELDON, SCHOEVAART e¢ VAN LANGEN, 2005). Desta forma as
desvantagens apresentadas pelos CLECs, como a necessidade de preparacdes enzimaticas
altamente puras e a laboriosa etapa de otimizagdo das condi¢des de cristalizagdo podem ser
facilmente contornadas na preparacdo de CLEAs.

Como principais vantagens de CLEAs em compara¢gdo com CLECs podemos citar:
CLEAs dispensam a necessidade de utilizar preparagdes enzimaticas de elevada pureza; este
método combina purificagdo e imobilizagdo em uma unica etapa; o procedimento ¢
extremamente simples, rapido e barato; CLEAs, assim como CLECs, sdo derivados
enzimaticos formados por quase 100% de proteina conduzindo a altas atividades volumétricas
(CAO et al., 2001; CAO, VAN LANGEN e SHELDON, 2003); O método permite a co-
agregacao de enzimas com qualquer outra macromolécula (WILSON et al., 2004a); ¢ possivel
estabilizar a estrutura quaternaria de enzimas multiméricas de uma maneira superior a aquela
alcangada com a imobiliza¢do em suportes insoluveis (WILSON et al. 2004b); permite a co-
imobilizacdo de enzimas para reagdes em cascata formando os chamados Combi-CLEAs
(DALAL, KAPOOR e GUPTA, 2007).

De forma interessante, foi verificado que o comportamento de CLEAs difere em
fun¢do das propriedades dos agentes precipitantes utilizados e também da presenca de
determinados aditivos que causam mudangas conformacionais que sdo entdo “congeladas” por
acdo dos agentes entrecruzantes. CLEAs de penicilina G acilase precipitados empregando
sulfato de amodnio apresentam comportamento similar ao observado para a enzima livre na
sintese de ampicilina, enquanto os CLEAs preparados utilizando terc-butanol como
precipitante apresentam seletividade constante durante o curso da reacdo (CAO, VAN
RANTWIJK e SHELDON, 2000). Wilson et al. (2004a) desenvolveram um CLEA co-
precipitado com sulfato de dextrana contendo grupos aldeido chamado de CLEA-GDP que

quando comparado com CLEA entrecruzado utilizando glutaraldeido (CLEA-G) demonstrou
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significativo aumento na estabilidade frente a solventes organicos gragas a formacdo de um
ambiente mais hidrofilico. Seguindo este conceito CLEAs de varias lipases (Candida
antartica lipase A (CAL-A), Candida antartica lipase B (CAL-B) e Candida rugosa lipase
(CRL) foram preparadas com alta reten¢do da atividade variando a concentragdo e o tipo de
precipitante ou utilizando aditivos como dodecil sufato de sddio (SDS), Triton X, ou éteres de
coroa (LOPEZ-SERRANO, et al. 2002).

Os principais fatores que dificultam as aplicagdes industriais de CLEAs nao sdo suas
propriedades cataliticas e sim suas propriedades ndo cataliticas, pois eles sdo usualmente
muito pequenos e possuem baixa estabilidade mecanica, o que torna dificil seu manuseio e
recuperagdo (WILSON, et al., 2004a). Essas caracteristicas sdo especialmente problematicas
quando eles sdo aplicados em sistemas reacionais heterogéneos, no qual grandes particulas de
enzimas imobilizadas (particulas geralmente maiores que 100 pm) sdo frequentemente
escolhidas por facilitarem a separacdo através de processos de filtragdo e centrifugagao.
Assim, a recuperagdo de CLEAs por filtracao ¢ mais eficiente se estes sdo maiores, no entanto
quanto maior forem as particulas maiores também serdo os efeitos difusionais apresentados
pelo derivado, que causara diminui¢do na velocidade aparente da reagdo, quando comparada
com a obtida com particulas menores (CAO, VAN LANGEN e SHELDON, 2003;
GIORDANO et al., 2000).

Wilson et al. (2004c) encapsularam CLEAs de PGA em particulas de élcool
polivinilico conhecidas como LentiKats com o objetivo de melhorar as caracteristicas
mecanicas do derivado e facilitar sua recuperagdo. O encapsulamento diminuiu a atividade do
derivado em 40%, considerando as possiveis limitagdes difusionais criadas, porém obteve-se
aumento na estabilidade frente a solventes organicos no microambiente altamente hidrofilico
criado no interior da particula.

Os efeitos de transferéncia de massa na velocidade da reagdo catalisada por enzima
imobilizada sdo fendmenos importantes que precisam ser claramente compreendidos e
levados em conta ao se estudar sistemas heterogéneos. A eliminagdo do efeito difusivo intra-
particula requer diminuir o tempo de percurso dentro dos poros do catalisador ou diminuir a
relacdo entre velocidade de reagdo e velocidade de difusdo. Isso pode ser obtido ou
diminuindo o didmetro da particula ou diminuindo a carga de enzima imobilizada.
(GIORDANO et al., 2000).

Experimentos tipicos para confirmagdo da presenga ou auséncia de limitagdo
difusional intra-particula na medida da atividade da enzima sdo as determinacdes das

velocidades iniciais da reacdo ou atividades da enzima (velocidades iniciais/concentracdao da
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enzima), para derivados com uma mesma alta carga imobilizada, mas com diferentes
diametros de particula (GIORDANO et al., 2000).

Outro tipo de experimento ¢ a comparacao entre velocidade da enzima imobilizada
com a da enzima livre, em diferentes temperaturas. Sabe-se que a velocidade de reacdo
aumenta exponencialmente com a temperatura. A velocidade de difusdo também aumenta,
mas linearmente. Assim, para um mesmo degrau de aumento de temperatura, a relacdo entre
velocidade de reagao e velocidade de difusao aumenta, devendo se esperar aumento do efeito
difusivo e, portanto, diminuicdo entre velocidade medida para enzima imobilizada/velocidade
com enzima livre (GIORDANO et al., 2000).

Em estudos preliminares realizados no DEQ-UFSCar, foi possivel observar que as
particulas de CLEAs formam suspensdes estaveis que sao dificeis de recuperar através de
métodos tradicionais de separagdo como centrifugagdo e filtragdo mesmo em meios de baixa
viscosidade e sem outros solidos em suspensdo. Outros autores tém reportado dificuldades
similares na recuperacio de CLEAs (PCHELINTSEV et al, 2009; SHELDON,
SCHOEVAART e VAN LANGEN, 2005).

Para superar os problemas de recuperagao verificados em CLEAS foi desenvolvido
um novo método de imobilizacdo de enzimas livre de suporte que combina a metodologia de
obtencdo de CLEAS com separacdo magnética. Esta etapa do trabalho descreve a sintese de
agregados enzimaticos livres de suporte com propriedades magnéticas chamados de M-
CLEAs (magnetic cross-linked enzymes aggregates). M-CLEAs foram obtidos através da co-
agregacdo entre uma enzima modelo, a penicillina G acilase - PGA e etiquetas
superparamagnéticas constituidas de nano-particulas superparamagnéticas de 6xido de ferro —
SPION (do inglés superparamagnetic iron oxide nanoparticles) recobertas com uma fina
camada de silica e ativadas com grupos amino (NH3"). A PGA foi escolhida como enzima
modelo uma vez que se trata da enzima mais estudada na preparacdo de CLEAs (CAO, VAN
RANTWIJK e SHELDON, 2000; PCHELINTSEV, YOUSHKO e SVEDAS, 2006;
PCHELINTSEV et. al., 2009; MATTEO et al., 2004; SHAH, SHARMA e GUPTA, 2006;
RAJENDHRAN e GUNASEKARAN, 2007; WILSON et al., 2004; WILSON et al., 2007;
WILSON et al., 2009). As propriedades cataliticas e morfologicas de M-CLEAs e CLEAs de
PGA preparadas utilizando metodologias similares foram extensivamente estudadas. A
eficiéncia de recuperacdo magnética de M-CLEAs e a performance deste derivado na

hidrolise de penicilina G também foram avaliadas.



3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Materiais

Na sintese e funcionalizacdo de amino-SPION foram empregados os seguintes
reagentes: brometo de ferro (II) e (III), aminopropiltrietoxisilano (APTES) e metanol, todos
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. A PGA de Escherichia coli empregada neste trabalho
¢ um produto da Antibidticos S/A (Leon, Espanha) que foi doada pelo Prof. Jose M. Guisan
(Instituto de Catdalisis y Petroleoquimica, Madrid, Spain), a solu¢do estoque de enzima
empregada neste trabalho apresentava 120 UI (unidades internacionais) e 26 miligramas de
proteina por mL de solucdo. Para a sintese de M-CLEAs e CLEAs, bem como para avaliagao
de suas propriedades foram empregados os reagentes dimetoxietano (DME) (Fluka), alcool
tec-butilico (TBA) (Vetec), polietilenoglicol 600 (PEG) (Synth), glutaraldeido 25% (m/m)
(Vetec), borohidreto de sédio (Vetec), “6-nitro-3(phenylacetamido) benzoic acid” (NIPAB)
(Sigma-Aldrich), penicilina G potassica - PG (doada pela Prodotti Laboratério Farmacéutico
Ltda), p-dimetilbenzaldeido (PDAB) (Sigma-Aldrich), albumina de soro bovino fracdo 5
(BSA) (Sigma-Aldrich) e metanol (J. T. Baker).

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Sintese e Funcionalizacio de Amino-SPION

A sintese e a funcionalizagdo das nano-particulas de 6xido de ferro recobertas com
grupos amino (amino-SPION) empregadas nesta etapa do trabalho foi realizada através da
metodologia desenvolvida por Marques et. al. (2007) e refinada por Bini ef al. (2012). SPION
foi sintetizado utilizando um método de sonoprecipitagdo empregando brometo de ferro II e
brometo de ferro III como reagentes de partida. O recobrimento e a funcionalizacdo de SPION
foram realizados utilizando reacdes de hidrolise e condensacdo do organosilano APTES.
SPIONs foram adicionados a uma solugdo aquosa contendo APTES e etanol e refluxados a
125 °C por duas horas. As amostras foram entdo recuperadas magneticamente e lavadas varias
vezes com agua deionizada, por fim o amino-SPION foi re-suspendido em tampao fosfato 100

mM pH 7.0 e armazenado até o uso.
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3.2.2.2 Caracterizacao de Amino-SPION

Micrografias eletronicas de transmissdao (MET) foram realizadas empregando um
microscopio Philips CM 120. Suspensdes de amino-SPION em agua e alcool isopropilico
foram gotejadas sobre porta-amostras recobertos com fita de carbono e secas a temperatura
ambiente em dessecador. Andlises de difragdo de raios-X (DRX) foram efetuadas em um
difratometro Philips modelo PW 3040/60 operando com radiagdo Cu Ko. Andlises de
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FT-IR) foram realizadas na faixa de

4000-400 cm™ empregando um aparelho da Nicolet Intruments Corporation.
3.2.2.3 Obtencao de M-CLEAs

M-CLEAs foram preparados através da adicdo de 16 mL de precipitante
(dimetoxietano, tert-butanol ou polietileno glicol 600) a uma solug¢do contendo PGA (40 mg
de proteina) ¢ amino-SPION (40 mg de massa seca) em tampao fosfato 100 mM pH 7.0.
Imediatamente apds a adigdo do precipitante, glutaraldeido 25% (v/v) foi adicionado a
solu¢do gerando uma concentra¢do final de 25 mM, 75 mM ou 150 mM. A reacdo foi
conduzida em reator encamisado com agitacdo mecanica a 2 °C. Apds 3 horas o volume do
meio reacional foi dobrado através da adi¢do de tampao bicarbonato 200 mM pH 10.0 e
mantido sob agitacao por 30 minutos entdo foram adicionados 25 mg de boroidreto de soédio,
a solucado foi deixada para reagir por mais 30 minutos. Finalmente as particulas de M-CLEAs
foram recuperadas do meio reacional através da aplicacdo de um campo magnético externo,
lavadas varias vezes com tampao fosfato 100 mM pH 7.0 e re-suspendidas neste mesmo
tampdo. A atividade recuperada ao final do processo de imobilizagdo (R%) foi calculada

empregando a equagdo 3.1:

At
=1 “) x100
At

4 (3.1

Onde A¢; ¢ a atividade total medida na solucdo de imobilizagdo antes da adicao do precipitante

e At ¢ a atividade total medida no derivado ao final do processo e imobilizagdo.
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3.2.2.4 Obtencao de CLEASs

CLEAs foram preparados como referéncia empregando as mesmas condi¢des
reacionais usadas na obtengdo de M-CLEAs, 16 mL de precipitante foram adicionados a § mL
de uma solu¢do de PGA contendo 80 mg de proteina em tampao fosfato 100 mM pH 7.0.
Glutaraldeido 25% foi adicionado logo apds a adi¢do do precipitante para uma concentragao
final de 25 mM. A solucdo foi mantida sob agitacdo por 3 horas a 2 °C, entdo o volume
racional foi duplicado através da adicdo de tampao bicarbonato 200 mM pH 10.0. Apos 30
minutos 25 mg de boroidreto de s6dio foram adicionados e a reacdo foi conduzida por mais
30 minutos. As particulas de CLEAs foram recuperadas por filtragdo empregando papel filtro
Whatman n° 5, lavadas varias vezes com tampao fosfato 100 mM pH 7.0 e re-suspendidas
neste mesmo tampdo. A atividade recuperada para CLEAs foi calculada empregando a

equagdo 3.1:

3.2.2.5 Medida de Atividade de PGA

A atividade hidrolitica de PGA foi medida espectofotometricamente empregando o
substrato sintético “6-nitro-3(phenylacetamido) benzoic acid” (NIPAB) e o substrato natural
penicilina G (PG). Uma unidade de atividade NIPAB foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para hidrolisar 1 pmol of NIPAB para “5-amino-2-nitrobenzoic acid”
(NABA) por minuto em pH 7.5 e temperatura de 25 °C. A formag¢do do NABA foi medida a
405 nm (o coeficiente de extingdo molar para 0 NABA ¢ 9.09 mM™.cm™). A hidrélise de PG
foi monitorada por método colorimétrico empregando paradimetilbenzaldeido (PDAB). O
produto da hidrélise de PG 4% (m/v) em tampao fosfato 0.1 M pH 8.0 a 37 °C, o 4cido 6-
aminopenicilanico (6-APA), reage com PDAB gerando um composto colorido que absorve
luz fortemente a 415 nm. Uma unidade internacional Ul corresponde a quantidade de enzima

que hidrolisa 1 umol de PG (4% m/v) por minuto a pH 8.0 e 37 °C.
3.2.2.6 Medidas de Proteinas Totais
A concentracao de proteinas foi medida empregando o método de Bradford (1976), 25

pL de solugdo contendo proteina foram adicionados a 1 mL de reagente de Bradford. Apos 5

minutos a solugdo resultante foi medida em espectrofotdometro a 595 nm, a concentragdo de



67

proteinas foi calculada a partir da absorbancia obtida empregando uma curva de calibragdo

previamente preparada usando albumina de soro bovino fragdo V como padrao.

3.2.2.7 Medidas de Estabilidade Térmica

Solugdes contendo M-CLEAs, CLEAs ou enzima livre foram encubadas a 55 °C em
tampao fosfato 100 mM pH 7.0, aliquotas foram retiradas e a atividade residual (4,) foi
medida em func¢do do tempo. O tempo de meia vida foi considerado o tempo necessario (em

horas) para que as amostras alcangassem 50% de sua atividade inicial.

3.2.2.8 Medidas de Estabilidade em Metanol 50%

M-CLEAs, CLEAs ou enzima livre foram incubados em uma solugao contendo
tampao fosfato 300 mM pH 6.5 e metanol em uma relagdo 1:1 (v/v). Aliquotas foram retiradas
e A, medido em fun¢ao do tempo. O tempo de meia vida, em horas, foi considerado o tempo
necessario para a solucao contendo o biocatalisador alcancar 50% de sua atividade inicial nas

condi¢des do processo.

3.2.2.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios X (EDS) no Modo “Line-Scan”

A morfologia de M-CLEAs e CLEAs foi investigada empregando microscopio
eletronico Philips XL30 FEG operando a 25 kV. Amostras, apropriadamente diluidas, foram
dispersas em agua e cerca de 2-3 gotas da suspensdo foram depositadas sobre porta amostras
de aluminio e metalizadas com ouro apos secagem lenta a temperatura ambiente. As imagens
foram obtidas em diferentes magnificacdes. A distribui¢do de didmetro de particulas foi
calculada através de analise de imagens empregando o software ImageJ. A analise de EDS no
modo “line-scan” foi executada empregando o mesmo equipamento através de um detector

Oxford Tetra Link.

3.2.2.10 Experimentos de Recupera¢iao Magnética

Um frasco de vidro contendo 10 mL de uma solugdo de M-CLEA-TBA-G150 foi

colocado sob um magneto N35 NdFeB (22 mm de didmetro x 20 mm de espessura). A
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velocidade de recuperacdo da amostra foi monitorada com respeito ao tempo através da
medida da atividade enzimatica (NIPAB). A atividade foi medida em dois diferentes pontos, a
2.0 cm da superficie do magneto ¢ a 1.0 cm da superficie do magneto. O campo magnético no
centro do frasco foi de aproximadamente 0.11 Tesla a 2.0 cm da superficie do magneto e 0.51
Tesla a 1.0 cm da superficie do magneto. A velocidade de recupera¢do dos agregados foi
expressa em termos de atividade residual (4,). Com o objetivo de verificar a estabilidade da
suspensdo em respeito ao campo magnético da terra um frasco de referéncia foi preparado e
deixado longe do campo magnético e da mesma forma amostras foram retiradas em fun¢ao do

tempo.

3.2.2.11 Experimento de Hidrolise de PG

Em um reator encamisado agitado mecanicamente contendo 7 mL de uma solugdo de
PG potassica 5% foi adicionada uma determinada massa de derivado M-CLEA-TBA-G150
contendo 1.6 UI de atividade. A reagdo foi conduzida a 37 °C por 600 minutos e o pH foi
continuamente ajustado para 8.0 através da adi¢ao de aliquotas de NaOH 1M empregando um
pHstato Titrino modelo 718 (Metrohm AG). A hidrélise de PG foi monitorada através de
titulagdo dos grupos H' liberados no decorrer da reacdo. Apos o ciclo de hidrélise de PG o
derivado M-CLEA-TBA-G150 foi recuperado magneticamente, lavado uma vez com agua
destilada e 1 vez com solugdo de PG 5%, a reacao foi entdo reiniciada. Com finalidade de
comparagdo a hidrdlise de PG empregando PGA livre (1.6 Ul) foi realizada nas mesmas

condi¢des reacionais empregadas no experimento usando enzima imobilizada.



3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Amino-SPION Sintese e Funcionaliza¢ao

Nano-particulas de 6xido de ferro ativadas com grupos amino (amino-SPION) foram
preparadas empregando um método desenvolvido por Marques et al. (2007). Neste método
SPIONSs foram obtidos empregando a técnica de sono-precipitacao usando brometo de ferro II
e III como reagentes de partida. SPION foi entdo funcionalizado empregando reacdes de
hidrolise e condensagdo de APTES em um meio reacional composto por etanol e agua. A
Figura 3.2 mostra a imagem obtida para o amino-SPION usando microscopia eletronica de
transmissdo. Nesta imagem ¢ possivel verificar que a as amostras apresentam morfologia
esferoidal com didmetro aproximado de 10 nm. A Figura 3.3 mostra as andlises de difracao de
raios-X para as a amostra de SPION ndo funcionalizado (Figura 3.3a) e as posigdes tedricas
para as fases cristalinas do 6xido de ferro magnetita (Fe;O4) (Figura 3.3b, incluida para
comparag¢do). O tamanho médio de particulas foi calculado através do alargamento dos picos
de difracao empregando a equagdo de Scherer (LANGFORD e WILSON, 1978), o tamanho
aproximado calculado para SPION foi de 11.6 nm, concordando com o tamanho estimado

através da andlise das imagens de MET.

Figura 3.2 — Imagens de MET de amino-SPION. E possivel verificar que as nano-particulas
apresentam morfologia esferoidal e uniforme, com uma estreita distribuicdo de tamanho.

%
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Figura 3.3 — Analises de DRX de SPION (a) e posi¢des tedricas para as fases da magnetita
(FC304) (b)
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A Figura 3.4 apresenta as analises de FT-IR para amino-SPION. Bandas referentes as
ligagdes Fe-O correspondentes as freqiiéncias v; e v, caracteristicas da magnetita, podem ser
visualizadas em 570 e 375 cm’, respectivamente. Quando o tamanho das particulas de
magnetita torna-se nanométrico estas frequéncias sao alteradas para comprimentos de onda
maiores (YAMAMURA et al., 2004; SMITH, 1985). Desta forma, as duas bandas verificadas
em 632 ¢ 580 cm™ resultam do aumento nas frequéncias de absor¢io para as frequéncias v; e
v, da magnetita. As fortes bandas de absor¢do verificadas a 1100 e 1035 cm’! sdo atribuidas as
vibragdes de estiramento das ligagdes Si-O-Si dos grupos siloxanos (WHITE e TRIPP, 2000).
As bandas localizadas a 938 e a 864 cm' sdo atribuidas as vibracdes de estiramento da
ligagdo Si-O presente no grupo Si-O-OH (WHITE e TRIPP, 2000), ja as bandas localizadas a
2921 cm™ e 2860 cm™ podem ser atribuidas ao modo de estiramento do grupo propil presente
na molécula de APTES. A banda localizada a 1330 cm™ pode ser atribuida ao estiramento da
ligagdo C-N relativa ao grupo amino primdrio presente na molécula de APTES (WHITE e

TRIPP, 2000). Os dados de FT-IR confirmam o recobrimento de SPION com APTES.
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O método de sono-precipitacdo empregado para a sintese de SPION e o método de
recobrimento com APTES permite a sintese de amino-SPION com propriedades
superparamagnéticas. O grafico de M x H de amino-SPION (300 k) exibe tipico
comportamento superparamagnético (histerese, coercividade ou remanescéncia magnética nao
foram detectadas) além de alta magnetizacdo de saturacdo (68 emu.g'l) (BINI et al., 2012).
Além das excelentes propriedades magnéticas apresentadas pelo amino-SPION, seu tamanho
encontra-se na mesma faixa das proteinas (~11 nm). O recobrimento com APTES conferiu ao
amino-SPION alta densidade de grupos amino em sua superficie (8.7 nmol/g) além de pKa de
10.05 (resultado obtido através de medidas de potencial zeta) (Bini et al., 2012), o0 mesmo
pKa dos grupos amino das lisinas. Estas caracteristicas fazem deste material um candidato

ideal para experimentos de co-agregacdo com proteinas.

Figura 3.4 — Analise de FT-IR para amino-SPION.
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3.3.2 Sintese de M-CLEAs

Para testar o conceito de que etiquetas superparamagnéticas (amino-SPION),
propriamente ativadas com grupos funcionais, podem formar agregados cataliticamente ativos
com proteinas permitindo a manipulacdo do derivado através da aplicacdo de um campo
magnético externo, optamos por empregar PGA como enzima modelo. A PGA ¢ uma enzima
versatil capaz de hidrolisar seletivamente PG gerando 6-APA, bem como catalisar a acilagao
de 6-APA na sintese de antibidticos semi-sintéticos. Além disso, a PGA ¢é a enzima mais
extensivamente empregada na obtencdo de CLEAs (CAO, VAN RANTWIJK e SHELDON,
2000; PCHELINTSEV, YOUSHKO e SVEDAS, 2006; PCHELINTSEV et. al., 2009;
MATTEO et al., 2004; SHAH, SHARMA e GUPTA, 2006; RAJENDHRAN e
GUNASEKARAN, 2007; WILSON et al., 2004; WILSON et al., 2007; WILSON et al.,
2009), estas caracteristicas fazem da PGA um excelente modelo para a aplicagdo proposta
neste trabalho.

M-CLEAs foram preparados usando trés diferentes precipitantes, 2,2-dimetoxietano
(DME), alcool tert-butilico (TBA) e polietileno glicol 600 (PEG). De maneira geral o
precipitante era adicionado a solu¢do contendo proteina e amino-SPION, em uma relagao 1:1
(m/m). Imediatamente apds a adicdo do precipitante glutaraldeido 25% era adicionado a
solucdo rendendo uma concentragdo final de 25 mM. A solu¢do resultante era mantida sob
agitacdo a 2 °C por 3 horas, em seguida o pH da solugdo era aumentado para 10.0
empregando tampdo bicarbonato. Depois de 30 minutos era entdo adicionado o reagente
boroidreto de sodio. CLEAs referéncia foram preparados empregando as mesmas condigdes
reacionais. Em todas as condigdes reacionais estudadas 100% de proteina e atividade
enzimatica foram precipitados (rendimento de imobilizacdo de 100%), tanto para M- CLEAs
quanto para CLEAs. A Figura 3.5 ilustra o procedimento geral de obtengdo de M-CLEAs e
CLEAs.

M-CLEAs obtidos em todas as condigdes reacionais empregadas foram recuperados a
partir do meio reacional de forma rapida e eficiente através da aplicacdo de um campo
magnético externo. Depois da remogdo do campo magnético as particulas de M-CLEAs foram
prontamente re-dispersadas em solucdo formando suspensdes estaveis. CLEAs por sua vez
formavam suspensdes extremamente estdveis, como as observadas por Pchelintsev et al.
(2009) para CLEAs de PGA, que foram extremamente dificeis de recuperar a partir do meio
reacional. Inicialmente foi tentado empregar centrifugacdo a ~10000 xg para recuperacao dos

CLEAs, porém pequenos agregados ainda podiam ser visualizados e sua atividade podia ser
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medida no sobrenadante, tendo isto em conta foi escolhido filtragio como método para
recuperacao dos CLEAs. A filtracdo permitiu a recuperagdo completa dos agregados (ndo foi
possivel medir atividade enzimatica no filtrado), mas apds o processo os agregados uniam-se

formando “clusters” grandes que, por sua vez, formavam suspensdes instaveis.

Figura 3.5 — Esquema de obtencdo de M-CLEAs (a) e CLEAs (b). Na imagem as esferas
amarelas representam as proteinas e as esferas vermelhas representam o amino-SPION.

A Tabela 3.1 mostra a atividade recuperada (R%) e a atividade especifica obtidas para
M-CLEAs e CLEAs preparados sob as mesmas condigdes reacionais. A atividade foi medida
empregando dois métodos distintos, hidrdlise do substrato natural PG e hidrélise do substrato
sintético NIPAB. Interessantemente, enquanto resultados similares foram obtidos para M-
CLEAs e CLEAs empregando hidrolise de PG resultados inferiores foram observados para
CLEAs quando a atividade foi medida por NIPAB. A medida de atividade empregando

NIPAB foi realizada em uma cubeta com sistema de agitacao e controle de temperatura, o
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produto da reacdo, o NABA, foi medido em tempo real através do aumento da absorbancia a
405 nm. A rapida e prontamente mensuravel hidrélise do NIPAB combinada com um sistema
de agitacdo ineficiente tornam as limitagdes de transferéncia de massa mais evidentes neste
sistema, resultados similares foram obtidos para a hidroélise do substrato sintético p-nitrofenil
propionato por CLEAs de lipase de Candida antartica B (SHELDON et al., 2005) que
possuiam “clusters” grandes. Desta maneira ¢ possivel presumir que o aumento no tamanho
de particulas causado pelo processo de filtracdo afeta consideravelmente o desempenho dos

CLEAs na hidrolise de NIPAB.

Tabela 3.1 — Resultados de atividade recuperada (R%) e atividade especifica para M-CLEAs
e CLEAs. Os resultados sdo apresentados para os dois métodos de medida de atividade
empregados neste trabalho, NIPAB e PDAB (hidrdlise de PG).

Amostras Rnipan(%0) Reppap (%0) U/gnipas 1U/gppas
CLEA-DME* 9.0 (+/- 1.0) 309 (+-41) 561 (H-73) 8468 (+/- 504)
M-CLEA-DME* 352 (+/- 2.8) 345 (+-1.6) 1382 (H-82) 3153 (+/-258)
CLEA-TBA* 8.0 (+/-2.4) 417 (+-2.7) 410 (+-72) 8253 (+- 164)
M-CLEA-TBA* 435 (+/- 4.6) 479 (+-3.1) 1441 (+-161) 3910 (+/- 259)
CLEA-PEG* 7.1 (+-323) 458 (+/-5.0) 696 (+/- 154) 6651 (+/-777)
M-CLEA-PEG* 42.4 (+/-2.0) 49.1 (+/-32) 1488 (+-107) 4782 (+/-287)
M-CLEA-TBA-G75 38.3 (+/-0.3) 385 (H-09) 1444 (H-47) 3776 (+- 52)
M-CLEA-TBA-G150 314 (+/-0.9) 340 (+-0.7) 1268 (+/-80) 3728 (+/- 109)

* Amostras entrecruzadas empregando concentragao de glutaraldeido de 25 mM.

Para verificar esta suposi¢cdo realizamos um experimento simples onde os CLEAs
eram macerados a 2 °C por duas horas em um moinho de bolas, a atividade enzimatica na
suspensao foi medida empregando NIPAB antes e depois do processo. Apos o procedimento
foi observado aumento na atividade enzimatica de 3.4 vezes para o derivado CLEA-DME, 1.8
vezes para o derivado CLEA-TBA e 3.0 vezes para o derivado CLEA-PEG, estes resultados
confirmam a presenca de limitacdes de transferéncia de massa severas causadas pelo aumento

no tamanho da particula apds o processo de filtragdo. E extensivamente descrito na literatura
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que a diminui¢do no tamanho de particula de suportes porosos minimiza efeitos de difusao
(GIORDANO, GIORDANO e COONEY, 2000), por outro lado suportes com tamanho de
particula muito pequenos sao dificeis de recuperar por métodos classicos.

Com o objetivo de fazer uma melhor avaliagdo dos efeitos de transferéncia de massa
observados, as atividades iniciais dos derivados M-CLEA-PEG e CLEA-PEG (antes e depois
da quebra dos “clusters” por maceragdo) ¢ da enzima livre foram avaliadas a 6 e 25 °C pelo
método de NIPAB. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 3.2. A atividade da
enzima livre a 25 °C foi 2.15 vezes maior que a 6 °C, enquanto a atividade do derivado M-
CLEA-PEG foi 1.91 vezes maior. A atividade dos “clusters” de CLEA-PEG foi somente 1.12
vezes maior, apds o processo de maceragdo o derivado CLEA-PEG apresentou atividade 1.77
vezes maior a 25 °C que a 6 °C. A relacdo entre a atividade enzimatica a 25 e 6 °C obtida para
o derivado M-CLEA-PEG (1.91) foi préxima a observada para a enzima livre (2.15),
indicando menores efeitos de limitagdo de transferéncia de massa. CLEA-PEG, por sua vez,
apresentou uma relacdo muito mais baixa (1.12), isto indica que severas limitacdes de
transferéncia de massa estdo presentes. A maceragdao do derivado CLEA-PEG, por outro lado,
permitiu a reducdo nas limitagdes de transferéncia de massa do material (GIORDANO,
GIORDANO e COONEY, 2000). Por meio destes resultados fica evidenciada a importancia
de um método rapido, facil, eficiente e pouco evasivo para a recuperacdo de CLEAs com o
objetivo de evitar a formacao de “clusters” grandes que afetem o desempenho do derivado, a
co-agregacdo de enzimas e amino-SPION parece ser uma boa alternativa para realizar esta
tarefa.

Empregando o método de hidrélise de PG a atividade recuperada para M-CLEAs e
CLEAs foi praticamente a mesma, os melhores resultados foram obtidos para o derivado M-
CLEA-PEG (49.1%) e para o M-CLEA-TBA (47.9%), os piores resultados neste parametro
foram observados para o derivado CLEA-DME (32.9%). Resultados similares de atividade
recuperada foram obtidos por Cao et. al. (2001) para CLEAs de PGA empregando TBA e
PEG como precipitantes, por Shah et al. (2006) empregando DME e TBA ¢ por Mateo et al.
(2004) empregando DME. Na obtencdo de M-CLEAs 50% da massa de proteinas foi
substituida por amino-SPION, isso causou uma dilui¢do da atividade especifica na ordem de
aproximadamente 50% para todos os M-CLEAs. Embora a atividade especifica de M-CLEAs
tenha diminuido em relagdao aos CLEAsS, a atividade de M-CLEAs ainda permanece na mesma
ordem de magnitude (Tabela 2.1). Valores similares de atividade recuperada e atividade
especifica (tendo em conta a diminui¢do na quantidade de enzima oferecida na imobilizacao)

observadas para M-CLEAs e CLEAs sugere que ndo houve alteracdo significativa na
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atividade hidrolitica de M-CLEAs em relagdo aos CLEAs preparados nas mesmas condigdes
reacionais.

Suspensoes estaveis de M-CLEAs e CLEAs foram preparadas para experimentos de
avalia¢do da estabilidade térmica e estabilidade em metanol 50% (v/v). “Clusters” de CLEAs
formados durante o processo de obtenc¢do do derivado foram cuidadosamente macerados por 2
horas a 2 °C antes do inicio dos experimentos com o objetivo de diminuir efeitos de limitacao
de transferéncia de massa no derivado que poderiam mascarar os resultados. A Figura 3.6
mostra os resultados de estabilidade térmica para os derivados obtidos. M-CLEAs e CLEAs
preparados empregando o mesmo precipitante apresentaram comportamentos similares nos
experimentos de estabilidade térmica (55 °C e pH 7.0). M-CLEAs ¢ CLEAs obtidos
empregando DME e PEG apresentaram desempenho inferior ao observado para a enzima livre
no inicio do experimento, porém todos os demais derivados apresentam um desempenho
superior. Os melhores resultados foram observados para os agregados preparados empregando
TBA como precipitante. M-CLEA-TBA e CLEA-TBA apresentaram incrementos em sua

meia vida de 180% quando comparados com a enzima livre (Tabela 3.3).

Tabela 3.2 — Efeito da temperatura nas atividades (velocidades iniciais) da enzima livre, M-
CLEA-PEG e CLEA-PEG.

£33

Atividade a 6 °C Atividade a 25 °C AET

(U/mL") (U/mL")
Enzima livre 0.331 (+/-0.022) 0.712 (+/- 0.001) 2.15
M-CLEA-PEG 0.289 (+/-0.007) 0.553 (+/-0.016) 1.91
CLEA-PEG 0.197 (+/-0.006) 0.242 (+/-0.015) 1.12
CLEA-PEG (macerado) 0.342 (+/-0.019) 0.630 (+/-0.001) 1.77

"As atividades foram medidas em triplicata empregando o método NIPAB padrio a 6 ¢ 25 °C.
" AET — Efeito do aumento de temperatura na atividade enzimatica: relagio entre as atividades a 25 °C ¢ 6 °C.

A produgdo de antibioticos p-lactaimicos semi-sintéticos pode ser executada
enzimaticamente empregando PGA para catalisar a unido entre o anel B-lactdmico e um
doador acil. Contudo hidrolises termodinamicamente favorecidas do antibidtico formado na
reacdo ¢ do doador acil necessitam ser minimizadas. A adicdo de co-solventes ao meio

reacional como etileno glicol e metanol podem minimizar a hidrélise do produto e do doador
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acil aumentando a seletividade da reagdo (FERNANDEZ-LAFUENTE, ROSELL e GUISAN,
1995). Apesar disso a adigdo de solventes ao meio reacional pode ocasionar perda e/ou
inibicao da atividade enzimatica. Desta forma estabilidade e atividade em solventes organicos
sdo caracteristicas importantes para a implementacao do uso de enzimas em reacdes de sintese

organica.

Figura 3.6 — Estabilidade térmica para M-CLEAs e CLEAs. a) enzima livre (V); b) CLEA-
DME (H); ¢c) M-CLEA-DME (L1); d) CLEA-TBA (@®); ¢) M-CLEA-TBA (O); f) CLEA-
PEG (A);M-CLEA-PEG (A); h) M-CLEA-TBA-G75 (<);M-CLEA-TBA-G150 (¢). Os
experimentos foram realizados em duplicata.
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A Figura 3.7 mostra os resultados de estabilidade em metanol 50% para M-CLEAs e
CLEAs (pH 6.5 e 25 °C). Nestas condi¢des a enzima livre foi rapidamente desnaturada, nao
sendo possivel observar atividade na solu¢do apds 45 minutos. Todos os M-CLEAs e CLEAs
apresentaram incremento em sua estabilidade em metanol 50% quando comparados com a
enzima livre, novamente resultados similares foram observados para M-CLEAs e CLEAs
obtidos empregando o mesmo precipitante. O tempo de meia vida destes catalisadores pode
ser observado na Tabela 3.3. Novamente os melhores resultados foram obtidos empregando
TBA como agente precipitante. CLEA-TBA e M-CLEA-TBA apresentaram, respectivamente,
incrementos em sua meia vida de 1690% e 1580% quando comparados com a enzima livre.
Embora a sintese de antibioticos B-lactdmicos semi-sintéticos catalisados enzimaticamente
empregando metanol como co-solvente tenha sido reportada em estudos prévios
(FERNANDEZ-LAFUENTE, ROSELL ¢ GUISAN, 1995; FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,
1996; FERNANDEZ-LAFUENTE, ROSELL e GUISAN, 1998; CHOW et al., 2007) a

estabilidade da PGA neste solvente ndo foi sistematicamente estudada.
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O aumento na estabilidade de M-CLEAs ¢ CLEAs em metanol 50% pode ter sido
ocasionado por dois fatores distintos, aumento na rigidez estrutural da PGA causado pelo
entrecruzamento com glutaraldeido ou ainda pode ter ocorrido devido a efeitos de
microambiente gerados no interior dos agregados. Enzimas necessitam de uma quantidade
minima de 4gua unida a sua estrutura para preservar sua atividade catalitica, contudo esta
quantidade ndo tem relagdo direta com a quantidade de 4gua presente no meio, mas sim com o
numero de moléculas de 4gua unidas a estrutura da enzima (FARAZY et al., 2009). Proteinas
com superficies hidrofilicas presentes como contaminante na solu¢do de agregacdo e amino-
SPION (no caso dos M-CLEAs) unidos na estrutura dos agregados juntamente com a PGA
podem ter contribuido para preservar a camada de hidratagdo da enzima reduzindo efeitos
negativos causados pela presenca de metanol. Provavelmente o aumento na estabilidade dos
agregados observada no experimento de estabilidade frente a metanol seja devido a agdo

conjunta destes dois fatores.

Figura 3.7 — Estabilidade em metanol 50% (v/v) para M-CLEAs e CLEAs. a) enzima livre
(V¥); b) CLEA-DME (H); ¢) M-CLEA-DME (OJ); d) M-CLEA-TBA (@®); ¢) M-CLEA-TBA
(O); f) CLEA-PEG (A);M-CLEA-PEG (A); h) M-CLEA-TBA-G75 (<{);M-CLEA-TBA-
G150 (#). Os experimentos foram realizados em duplicata.
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Tabela 3.3 — Resultados relativos de estabilidade térmica e em metanol 50% para M-CLEAs e
CLEAs. A estabilidade relativa foi calculada através da comparacao direta entre o tempo de
meia vida da enzima livre, de M-CLEAs e CLEAs. Os experimentos foram realizados em
duplicata.

Estabilidade Estabilidade em
Amostra Térmica (%) Metanol 50% (v/v)
CLEA-DME* 33% 280%
M-CLEA-DME* 33% 310%
CLEA-TBA* 183% 1690%
M-CLEA-TBA* 180% 1580%
CLEA-PEG* 40% 940%
M-CLEA-PEG* 55% 250%
M-CLEA-TBA-G75 533% 1710%
M-CLEA-TBA-G150 1333% 1830%

* Amostras entrecruzadas empregando concentracao de glutaraldeido de 25 mM

3.3.3 Efeito da Concentraciio de Glutaraldeido na Preparacio de M-CLEAs

Glutaraldeido ¢ geralmente o agente de entrecruzamento eleito para a preparacio de
CLEAs. A reagdo de entrecruzamento ocorre entre o grupo amino dos residuos de lisina
localizados na superficie da proteina ou o grupo N-terminal da molécula protéica e os grupos
aldeido do glutaraldeido. Em CLEAs esta reagdo pode ocorrer entre lisinas de diferentes
moléculas ou entre lisinas da mesma molécula. No caso de M-CLEAs podem ocorrer unides
proteina-proteina, amino-SPION-proteina ou amino-SPION-amino-SPION; unides covalentes
também podem ser formadas entre grupos lisina da mesma molécula de proteina ou grupos
amino da mesma molécula de amino-SPION. Desta maneira o nimero de ligacdes cruzadas ¢
uma varidvel chave que determina as caracteristicas hidroliticas e sintéticas dos agregados,
além da sua estabilidade em diferentes condigdes.

Tendo em conta o desempenho superior apresentado pelo derivado M-CLEA-TBA,

este foi eleito para verificacdo do efeito do aumento na concentracdo de glutaraldeido durante
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a etapa de entrecruzamento nas propriedades finais dos derivados. A atividade recuperada
alcangada para M-CLEAs-TBA preparados empregando concentragao de glutaraldeido de 75
mM (M-CLEA-TBA-G75) e 150 mM (M-CLEA-TBA-G150) pode ser observada na Tabela
3.1 e na Figura 3.8. A atividade recuperada diminuiu quando a concentra¢do de glutaraldeido
aumentou, de 47.9% para 38.5% e 34% quando glutaraldeido 25 mM, 75 mM e 150 mM,
respectivamente foram empregados na sintese dos derivados. Uma tendéncia similar foi
observada para CLEAs de PGA empregando TBA como precipitante (WILSON et al., 2009) e
CLEAs da lipase de Pseudomonas cepacia preparados empregando acetona como precipitante

(SHAH et al., 2006).

Figura 3.8 — Histograma da atividade recuperada para M-CLEAs obtidos empregando TBA
como agente precipitante e entrecruzados empregando glutaraldeido 25 mM (M-CLEA-
TBA*), 75 mM (M-CLEA-TBA-G75) e 150 Mm (M-CLEA-TBA-G150). Os experimentos
foram executados em duplicata.
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A estabilidade térmica dos derivados M-CLEAs-TBA foi melhorada com o aumento
da concentracao de glutaraldeido empregada na etapa de agregacdo, como pode ser observado
na Figura 3.3 e na Tabela 3.3. Este resultado era esperado uma vez que o entrecruzamento
com glutaraldeido pode aumentar a rigidez estrutural dos agregados, tornando-os menos
susceptiveis a alteracdes conformacionais. Majumde et al. (2008) também observaram

aumento significante na estabilidade térmica de CLEAs de lipase com o aumento da
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concentragdo de glutaraldeido empregada na etapa de entrecruzamento. Em contraste, para a
estabilidade térmica nao foi observado aumento significativo na estabilidade dos derivados
M-CLEA-TBA-G75 e M-CLEA-TBA-GI50 em metanol 50% em relacdo ao derivado
entrecruzado com glutaraldeido 25 mM. Isto sugere que o principal fator na determinacao da
estabilidade de M-CLEAs em metanol ¢ o efeito de microambiente gerado no processo de

agregacao.

3.3.4 Estrutura de M-CLEAs e CLEASs

O fato de agregados como M-CLEAs e CLEAs apresentarem, a principio, estrutura
aparentemente desorganizada nao quer dizer que nao possuam certo nivel de organizacao. Na
realidade ¢ esperado que agregados de enzimas apresentem um nivel considerdvel de
organizacdo estrutural, uma vez que sdo formados por proteinas com estrutura tridimensional
constante ¢ bem definida. Desta forma agregados de proteinas podem ser considerados
superestruturas formadas através de interagdes supramoleculares que tem sua estrutura
“congelada” por acdo de um agente bifuncional ou polifuncional. A estrutura final dos
agregados e suas propriedades cataliticas sdo dependentes de varios fatores como, por
exemplo, concentragdo de proteinas; concentracdo de enzimas; caracteristicas fisicas quimicas
e morfologicas das proteinas presentes na solugdo de agregagdo e de suas concentragdes
relativas; precipitante empregado na etapa de agregacao; pH do meio reacional; forca idnica
do meio reacional; presenca e quantidade de aditivos (como o amino-SPION, por exemplo);
natureza do agente entrecruzante e sua quantidade além de muitos outros fatores. Tendo em
conta que a estrutura tridimensional das enzimas no agregado ¢ “congelada” sob influencia de
muitas varidveis, caracteristicas Unicas podem ser alcangadas através do controle das
condi¢des de agregacdo. Partindo do preceito que até mesmo proteinas contaminantes
presentes na solu¢do de imobilizagdo sdo um fator determinante para as propriedades finais do
agregado uma comparacgdo direta de propriedades estruturais e cataliticas resulta em uma
tarefa dificil.

A Figura 3.9 mostra as imagens de MEV obtidas para todas as amostras preparadas
neste trabalho, ¢ possivel verificar grande diferenca estrutural entre as amostras. O derivado
CLEA-PEG apresenta particulas grandes que cobrem praticamente toda superficie do porta-
amostra (Figura 3.9-c). Os agregados obtidos empregando TBA como agente precipitante
apresentaram estrutura mais regular quando comparados com os agregados obtidos

empregando outros agentes precipitantes. Na Figura 3.10 ¢ possivel verificar as diferencas
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entre M-CLEAs ¢ CLEAs preparados empregando TBA como precipitante. E evidente que o
derivado CLEA-TBA possui estrutura mais definida quando comparado com M-CLEAs
precipitados com TBA, no entanto ¢ possivel identificar determinados padrdes estruturais em
comum entre as amostras, esses padrdes foram assinalados com quadrados brancos na Figura
3.10. E possivel que a organizago estrutural nos agregados obtidos empregando TBA tenha
influencia na performance superior observada para os derivados obtidos empregando este
precipitante, no entanto relacionar diretamente a estrutura com a performance de agregados ¢
uma tarefa dificil. Estudos recentes conduzidos por Pchelintsev et al. (2009) demonstraram a
existéncia de uma correlagdo entre morfologia e propriedades cataliticas de CLEAs de PGA e

o tempo decorrido entre a etapa de precipitagdo e a etapa de entrecruzamento.

Figura 3.9 — Imagens de MEV para M-CLEAs e CLEAs. a) CLEA-DME; b) CLEA-TBA; c)
CLEA-PEG; d) M-CLEA-DME; e) M-CLEA-TBA; f) M-CLEA-PEG, g) M-CLEA-TBA-
G75, h) M-CLEA-TBA-G150. Figuras obtidas com um aumento de 2000x.
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Figura 3.10 — Imagens de MEV de agregados obtidos empregando TBA como agente
precipitante. a) CLEA-TBA; b) M-CLEA-TBA; c) M-CLEA-TBA-G75; d) M-CLEA-TBA-
G150. Os quadrados brancos nas figuras mostram os padrdes estruturais em comum entre M-
CLEAs e CLEA-TBA. Figuras obtidas com aumento de 5000x.

3.3.5 Distribuicao de Tamanho de Particula

Os resultados inferiores obtidos para atividade especifica e atividade recuperada para
CLEAs, medidos empregando o método de hidrolise de NIPAB, em comparacdo com M-
CLEAs obtidos empregando as mesmas condigdes reacionais sugerem significante aumento
nas limitagdes de transferéncia de massa para estes derivados. Subsequentemente
demonstramos que o rompimento das particulas de CLEAs aumenta a atividade hidrolitica do
derivado (hidroélise de NIPAB), indicando que CLEASs possuem tamanho de particula superior
ao observado para M-CLEAs. Para elucidar esta questdo calculamos o didmetro de particula
para todos os derivados sintetizados a partir de suas imagens obtidas por MEV. O didmetro
geométrico estatistico de Feret (MERKUS, 2009) foi calculado através da anélise das imagens

obtidas por MEV empregando o software ImageJ. O resultado da contagem de frequéncia
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para o tamanho das particulas (agrupados em grupos com intervalos de 20 pm) pode ser
observado na Figura 3.11. O diametro de particula medido foi muito similar para M-CLEAs,
independentemente do precipitante empregado, a maioria das particulas possuia menos de 20
pum. Nao foram observadas particulas com mais de 90 pm para o derivado M-CLEA-DME e
para o derivado M-CLEA-PEG, da mesma forma ndo foram observadas particulas com mais
de 70 um para o derivado M-CLEA-TBA.

Em contraste com M-CLEAs, CLEAs apresentam uma larga distribuicao de tamanho
de particulas, embora a maioria das particulas possua didmetro inferior a 20 um, assim como
observado para M-CLEAs, foi possivel encontrar particulas maiores que 600 um para o
derivado CLEA-DME, 650 pm para o derivado CLEA-TBA e 1800 pm para o derivado
CLEA-PEG. A Figura 3.11-d mostra a distribuicdo de didmetro de particulas para os
derivados M-CLEA-TBA obtidos utilizando diferentes concentragcdes de glutaraldeido na
etapa de entrecruzamento. Nao foi observada alteracdo significativa no tamanho de particula
das amostras com o aumento da concentracdo de glutaraldeido empregada na etapa de
entrecruzamento, em contraste com os resultados observados para CLEAs de lipase de
Candida rugosa (YU et al., 2006) que apresentaram consideravel aumento no tamanho de
particulas dos agregados com o aumento da concentragdo de glutaraldeido empregada.

Quando se avalia o tamanho de particula de agregados ¢ importante considerar que o
niamero de enzimas no agregado varia de acordo com o volume de particula e ndo com o
diametro. Desta forma embora a maioria das particulas de CLEAs apresente tamanho inferior
a 20 pum, as particulas grandes observadas nas imagens de MEV contém uma quantidade
significante de enzimas. O grafico de log do didmetro de particulas (logPd,m) versus o volume
relativo de particulas mostrado na Figura 3.12 exemplifica mais claramente este fato. Neste
grafico € possivel observar que as particulas maiores concentram parte significativa das
enzimas para todos os derivados, porém isto ¢ mais significante para CLEAs, estes
concentram uma grande quantidade de enzimas em um pequeno numero de particulas. O
derivado CLEA-PEG foi o que apresentou particulas com maior volume, as curvas obtidas
para os derivados CLEA-DME e CLEA-TBA apresentaram perfil similar. E possivel observar
alteragcdes no perfil das curvas quando M-CLEAs e CLEAs obtidos empregando o mesmo
precipitante sdo comparados. A 70 um, o que corresponde a log(Pd,m) = 1.85, o volume
cumulativo das particulas do derivado M-CLEA-TBA alcangava 100%, enquanto para os
outros M-CLEAs este volume era alcancado a 90 pum de didmetro, correspondendo a
log(Pd,m) = 1.95. A partir destas observagdes, ¢ possivel concluir que uma fragdo significativa

de PGA esta localizada no interior de particulas grandes para os derivados CLEAs e,
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consequentemente, limitagdes difusionais mais severas sdo esperadas para estes derivados em
comparagdo com M-CLEAs (GIORDANO, GIORDANO e COONEY, 2000). Esta conclusao

¢ corroborada pelos resultados obtidos para a medida de atividade empregando NIPAB.

Figura 3.11 — Distribui¢cdo de freqiiéncia de tamanho de particula. a) CLEA-DME (cinza) e
M-CLEA-DME (linhas diagonais); b) CLEA-TBA (preto) e M-CLEA-TBA (linhas
diagonais); ¢) CLEA-PEG (cinza) ¢ M-CLEA-PEG (linhas diagonais); d) M-CLEA-TBA
(preto), M-CLEA-TBA-G75 (linhas diagonais) e M-CLEA-TBA-G150 (cinza). O diametro de
particula foi obtido a partir da analise das imagens de MEV empregando o software ImageJ, a
contagem de frequéncia foi realizada empregando um intervalo de 20 pm.
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Figura 3.12 — Log de didmetro de particulas (logPd,m) versus volume relativo de particula. a)
CLEA-DME (m); b) M-CLEA-DME (0); ¢) CLEA-TBA (e); d) M-CLEA-TBA (©); e)
CLEA-PEG (A); f) M-CLEA-PEG (A); g) M-CLEA-TBA-G75 (0); h) M-CLEA-TBA-G150
(#). As linhas pontilhadas verticais delimitam as regides do grafico onde M-CLEAs e CLEAs
alcancam 100% de seu volume relativo.
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3.3.6 EDS Line-Scan

Uma importante questdo levantada durante este trabalho foi como amino-SPION e
proteinas estdo organizados na superestrutura dos agregados. Para ter uma idéia inicial de
como isso ocorre realizamos analises dos derivados M-CLEAs empregando EDS no modo
“line-scan”. Nesta técnica a amostra ¢ escaneada empregando feixes de elétrons (os mesmo
empregados na geracdo da imagem de MEV) ao longo de uma linha pré-definida que cruza a
amostra. Radiagdes no comprimento de onda dos raios X gerados pela interagdo dos elétrons
disparados com a amostra fornecem informagdes relativas a composi¢ao elementar versus a
posicao ao longo da linha (com uma resolu¢do aproximada de 100 nm).

A Figura 3.13 mostra o resultado da analise de EDS “line-scan” para a amostra M-
CLEA-TBA-GT75, a linha branca na Figura 13-a ¢ a regido da amostra onde o “line-scan” foi
executado. A Figura 13-b mostra os dados topograficos da amostra (modo de elétrons
secundarios — SE) e a Figura 13-c mostra os dados de distribuicdo elementar para o ferro ao
longo da linha. Comparando o grafico de SE com o grafico de distribuicao de ferro ¢ possivel
identificar claramente as regides da amostra onde ha presenca ferro. O padrio similar

observado para estes graficos indica que o elemento ferro, e consequentemente amino-
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SPION, encontra-se homogeneamente disperso na estrutura do derivado M-CLEA-TBA-
G150. Resultados similares foram observados para os derivados M-CLEA-DME (Figura
3.14), M-CLEA-TBA (Figura 3.15), M-CLEA-PEG (Figura 3.16) ¢ M-CLEA-TBA-G150
(Figura 3.17). Baseado nestes dados acreditamos que a alta densidade de grupos amino
presentes na superficie de amino-SPION, seu tamanho diminuto (~ 11 nm, a mesma ordem de
tamanho observada para a maioria das proteinas) e sua forma globular fazem com que este
material se comporte como uma proteina durante o processo de agregacao, interagindo com as
proteinas presentes na solugdo a nivel molecular e de forma organizada. Neste contexto
parece ser possivel preparar M-CLEAs empregando amino-SPION para virtualmente

qualquer enzima.

Figura 3.13 — Derivado M-CLEA-TBA-G75 EDS “line-scan”. a) Imagem de MEV; b)
Grafico SE (informagdes topograficas); c) Presenca de ferro (dados elementares). A linha
branca na imagem (a) indica a regido da amostra onde a analise de EDS “line-scan” foi
executada.
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3.3.7 Experimentos de Recuperacao Magnética

A associacdo entre materiais magnéticos e biomoléculas visa prover estas
biomoléculas com propriedades magnéticas. Em bioprocessos a principal motivagdo para
prover uma biomolécula com propriedades magnéticas ¢ facilitar sua separacdo a partir do
meio reacional. O principio basico e a principal vantagem por tras da separacdo magnética ¢
sua seletividade, por exemplo, particulas com propriedades magnéticas podem ser separadas
seletivamente até mesmo de meios reacionais extremamente complexos contendo outros
solidos em suspensdo através da aplicacdo de um campo magnético externo. Em contraste
com técnicas de separagdo tradicionais como centrifugacao e filtragdo que sdo particularmente
dificeis de serem aplicadas quando particulas sub-micrométricas (como ¢ o caso da maioria
das biomoléculas) precisam ser separadas, sobretudo e meios complexos (YAVUZ et al.,
2009). Neste caso, particulas magnéticas podem ser aplicadas para purificar e/ou recuperar

biomoléculas de uma maneira eficiente e pouco agressiva.

Figura 3.14 — Derivado M-CLEA-DME EDS “line-scan”. a) Imagem de MEV; b) Grafico
SE (informagdes topograficas); c¢) Presenca de ferro (dados elementais). A linha branca na
imagem (a) indica a regido da amostra onde a analise de EDS “line-scan” foi executada.
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Figura 3.15 - Derivado M-CLEA-TBA EDS “line-scan”. a) Imagem de MEV; b) Grafico SE
(informagdes topograficas); c) Presenca de ferro (dados elementares). A linha branca na
imagem (a) indica a regido da amostra onde a anélise de EDS “line-scan” foi executada.
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Figura 3.16 — Derivado M-CLEA-PEG EDS “line-scan”. a) Imagem de MEV; b) Grafico SE
(informagdes topograficas); c) Presenca de ferro (dados elementares). A linha branca na
imagem (a) indica a regido da amostra onde a analise de EDS “line-scan” foi executada.
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Figura 3.17 - Derivado M-CLEA-TBA-G150 EDS “line-scan”. a) Imagem de MEV; b)
Grafico SE (informagdes topograficas); c¢) Presenca de ferro (dados elementares). A linha
branca na imagem (a) indica a regido da amostra onde a andlise de EDS “line-scan” foi
executada.
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Atualmente muitos estudos vém empregando materiais magnéticos para imobilizar
enzimas, porém somente alguns deles executam experimentos de recuperagdo magnética para
comprovar que de fato a recuperagdo magnética ¢ eficiente. Para ilustrar a eficiéncia de
recuperacdo magnética de M-CLEAs realizamos um experimento simples onde um frasco de
vidro contendo 10 mL de uma suspensdo de M-CLEA-TBA-G150 (100 mg/mL) foi colocado
sobre um magneto N35 NdFeB (22 mm de diametro x 20 de espessura) ¢ a velocidade de
recuperagdo do derivado foi monitorada através da medida de atividade (NIPAB) no
sobrenadante em dois pontos distintos a 2.0 cm e a 1.0 cm da superficie do magneto. Na
Figura 3.18 ¢ possivel observar que a recuperacdo do derivado M-CLEA-TBA-G150 nestas
condi¢des foi rapida e eficiente. A 2 cm da superficie do magneto 50% das particulas foram
recuperadas apds 17 segundos e a 1.0 cm da superficie do magneto somente 25 segundos

foram necessarios para recuperar 50% das particulas do derivado. Um frasco contendo 10 mL
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da solucdo de M-CLEA-TBA-G150 (100 mg/mL) foi preparado como referéncia com o
objetivo de avaliar o efeito da gravidade sobre a suspensdo. A solu¢do contendo o derivado
M-CLEA-TBA-G150 formava uma suspensdo extremamente estavel na auséncia de um
campo magnético externo, apds dois minutos 4, era 98% a 2.0 cm e 100% a 1.0 cm da base
do frasco. Este experimento demonstra que a co-agregagdo entre enzimas e etiquetas
magnéticas ¢ uma estratégia valida para prover propriedades magnéticas para agregados de
enzimas os quais podem ser empregados para superar os problemas de recuperacao
anteriormente observados para CLEAs (PCHELINTSEV et al, 2009; SHELDON,
SCHOEVAART e VAN LANGEN, 2005).

Figura 3.18 — Velocidade de recuperagao magnética do derivado CLEA-TBA-G75. Atividade
NIPAB medida a 2.0 cm da superficie do magneto (©) e a 1.0 cm da superficie do magneto
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3.3.8 Hidrolise de Penicilina G

Para testar M-CLEAs sob condig¢des de processo, bateladas de hidrolise de PG foram
realizadas em reator encamisado com agitacdo mecanica empregando o derivado M-CLEA-
TBA-G150 como catalisador. A reagdo foi conduzida a 37 °C e o pH do meio reacional foi
constantemente ajustado para 8.0 através da adicdo de NaOH. Trés bateladas consecutivas
foram realizadas usando o mesmo derivado, com o objetivo de testar a estabilidade

operacional do biocatalisador e a eficiéncia na recuperagao magnética. Os resultados foram
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comparados com um experimento realizado nas mesmas condi¢des empregando a mesma
carga enzimatica de enzima livre (0.23 TU/mLca0r). A Figura 3.19 mostra os resultados deste
experimento. No primeiro ciclo reacional, apds 600 minutos 570 pmol de PG foram
hidrolisados correspondendo a aproximadamente 61% de conversao. Neste momento a reagao
foi paralisada e o derivado magneticamente recuperado, apenas 1.5 minuto foi necessario para
recuperar magneticamente 100% do derivado em um reator de 50 mL. O derivado foi lavado
uma vez com agua e uma vez com uma solucdo de PG 5%, para a remocdo dos produtos
formados durante a reacdo (acido fenilacético - AFA e 6-APA). A lavagem com um pequeno
volume de solucdo aquosa de PG 5% foi mais eficiente que lavagem com tampdo para
remocao do AFA, um inibidor da atividade de PGA. O derivado recuperado magneticamente
foi entdo empregado em dois outros ciclos alcangando 63% de conversdo, em ambos 0s
ciclos. A conversdo similar obtidas nos trés ciclos reacionais indica que todas as particulas do
derivado foram recuperadas magneticamente apos a reacao/processo de lavagem e nao houve
perda significativa de atividade enzimatica durante o processo. Uma vez mais, ¢ evidente que
a recuperagdo magnética de M-CLEAs ¢ um método rapido, pouco agressivo e eficiente. A
hidroélise da PG empregando a enzima livre teve desempenho inferior atingindo apenas 48%
(457 pmol) de conversdo apos 600 minutos. Este fato provavelmente ocorreu devido a perda
de atividade da enzima livre causada pelas condi¢des empregadas no processo (temperatura,
pH e adicdo de NaOH). Desta forma este experimento evidencia a estabilidade operacional

superior do derivado M-CLEA-TBA-G150 quando comparado a enzima livre.

Figura 3.19 — Hidrolise de PG potéssica 5% (37°C, pH 8.0) empregando (A ) Enzima livre; e
M-CLEA-TBA-G150: (o) ciclol; (o) ciclo 2; (©) ciclo 3.
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3.4 Conclusao do Capitulo

A co-agregacao entre amino-SPION e a enzima modelo PGA para a obtencdo de M-
CLEAs foi investigada. M-CLEAs apresentaram atividades recuperadas (R%) e estabilidades
similares a CLEAs obtidos empregando as mesmas condi¢des reacionais, indicando que nao
ocorreram modificagdes estruturais significativas em M-CLEAs devido a co-agregagdo com
amino-SPION. Os derivados M-CLEAs foram recuperados a partir do meio reacional através
da aplicagdo de um campo magnético externo de forma rapida e eficiente. O melhor resultado
em termos de atividade recuperada foi obtido empregando PEG 600 e TBA como
precipitantes. Os melhores resultados para estabilidade térmica e estabilidade em metanol
50% foram obtidos usando TBA como precipitante. A amostra M-CLEA-TBA foi empregada
para averiguar o efeito do aumento na concentra¢do molar de glutaraldeido durante a etapa de
entrecruzamento. A atividade recuperada diminuiu com o aumento da concentracdo de
glutaraldeido, porém a estabilidade térmica foi significativamente melhorada. Nao foi
possivel observar incrementos na estabilidade em metanol 50% dos derivados M-CLEA-TBA
com o aumento da concentragdo de glutaraldeido. A aplicacdo de um campo magnético
externo permitiu a recuperagdo de 100% das particulas de M-CLEA-TBA-G150 apds 90
segundos nas condi¢des do experimento. Apds a remogao do campo magnético as particulas
de M-CLEAs foram prontamente re-dispersas em solu¢do formando suspensdes estaveis.
CLEAs, por sua vez, foram dificeis de separar a partir do meio reacional. Apos o processo de
filtracdo CLEAs formaram “clusters” grandes e dificeis de serem re-suspendidos. Os
“clusters” de CLEAs apresentaram desempenho inferior quando foram empregados na
hidrolise de NIPAB, em comparagdo com M-CLEAs, devido a limitagdes de transferéncia de
massa. Os severos efeitos difusivos verificados para CLEAs foram confirmados através da
macerag¢do dos agregados e analise de atividade a 6 e 25 °C. Tamanhos de particulas de M-
CLEAs e CLEAs foram determinados através de andlises de imagem de MEYV, estes
resultados demonstraram que CLEAs, de fato possuem particulas grandes, em alguns casos
maiores que 1800 um. M-CLEAs, por sua vez, ndo apresentaram particulas maiores que 90
um. A fragdo significativa de enzimas retida em particulas grandes de CLEAs pode explicar
as limitacdes de transferéncia de massa observadas durante a hidrolise de NIPAB. Analises de
EDS “line-scan” indicam que amino-SPION se encontra homogeneamente disperso na
estrutura de M-CLEAs. A hidrélise de PG empregando enzima livre apresentou desempenho
inferior em comparagdo com o derivado M-CLEA-TBA-G150, desta forma demonstrando

que o protocolo apresentado aqui prové significante aumento na estabilidade do
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biocatalisador, a recuperacdo magnética neste experimento foi completa. A co-agregacao entre
amino-SPION ¢ enzimas apresentada nesta etapa do trabalho representa uma nova
metodologia para a imobilizacao de enzimas que pode virtualmente ser aplicada para qualquer
enzima. M-CLEAs podem apresentar alta atividade volumétrica, que em conjunto com a
capacidade de serem atraidos por um campo magnético externo torna factivel sua utilizacao
em processos industriais onde a recuperagdo do biocatalisador ¢ dificil ou impraticavel por

métodos classicos.
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CAPITULO 4:

SELECAO DE METODOS PARA IMOBILIZACAO DO
COMPLEXO CELULOLITICO DE Trichoderma reesei
EMPREGANDO AGAROSE E SEPABEADS-EPOXIDO COMO
SUPORTES MODELO
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4.1 Conhecimento Base

Atualmente, devido aos graves problemas ambientais causados pela queima de
combustiveis fosseis, tem crescido o interesse em fontes alternativas de energia. O
esgotamento de reservas de petrdleo em muitos paises, incentivos governamentais em forma
de subsidios (sobretudo no Brasil) e crescentes preocupagdes com o meio ambiente tém
posicionado o etanol como forte alternativa aos derivados de petréleo como fonte de energia e
de compostos quimicos para a induastria. Hoje a adicao de etanol a gasolina ¢ empregada em
diversos paises além do Brasil, pioneiro nessa area. Os maiores produtores mundiais sdo
Brasil e Estados Unidos da América. No Brasil, o etanol vem sendo obtido por fermentagao
direta da sacarose da cana de acucar, enquanto que nos EUA ¢ obtido a partir do amido
(principalmente milho) apds hidrélise enzimatica deste a glicose. Beterraba, sorgo e
mandioca, sdo outras possiveis fontes de glicose para a producdo de etanol. Contudo, o
aumento da demanda no consumo de etanol faz necessario o aumento na producdo deste
composto quimico, requerendo uso de mais biomassa como matéria prima. Isso tem gerado a
preocupacao de que culturas que tradicionalmente sdo usadas como alimento sejam desviadas
para a producdo de etanol, gerando falta de alimento no mundo.

A principal alternativa para o aumento na producdo de etanol sem causar risco para a
producgdo de alimentos seria a utilizacdo de materiais lignoceluldsicos residuais como matéria
prima (LIU et al., 2001). Celulose e hemicelulose, carboidratos que junto com lignina sdo os
principais componentes dos lignoceluldsicos, sdo os mais abundantes compostos organicos
presentes na biosfera e representam juntos mais da metade de todo o carbono organico do
planeta (KLEYWEGT et al., 1997, SANDGREN et al., 2001). A celulose €, ainda, o principal
polissacarideo encontrado em plantas constituindo predominantemente a parede celular de
plantas terrestres aquaticas conferindo-lhes forma e rigidez (SANDGREN et al., 2001). Em
plantas vasculares a celulose corresponde a 40-60% de toda a massa seca da parece celular
vegetal. (LIU et al., 2011)

A celulose ¢ um material composto de polimeros de unidades de B-D-glucopiranosideo
(glicose) unidos por ligagdes glicosidicas beta-1,4 (KLEYWEGT et al., 1997; LIU et al.,
2001). Esses polimeros de glicose se associam por meio de interagdes de hidrogénio
formando nano-fibrilas que por sua vez se organizam em micro-fibrilas altamente ordenadas,
que juntamente com outros polissacarideos e lignina formam as fibras da parede celular das
plantas (LIU et al., 2001; SANDGREN et al., 2001). A estrutura de organizacdo sistematica

da celulose pode ser visualizada na Figura 4.1. O didmetro das nano-fibrilas de celulose ¢ de
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cerca de 5 nm, enquanto as micro-fibrilas apresentam tamanho entre 20 ¢ 50 nm. As fibras de
celulose, por sua vez, apresentam tamanho de varios micrometros (LAVOINE et al., 2012).
Em alguns casos descritos na literatura as nano-fibrilas sdo chamadas de micro-fibrilas e ndo
ha distingdo entre micro-fibrilas e fibrilas. Cada micro-fibrila ¢ constituida por regides

contendo celulose cristalina e regides contendo dominios de celulose amorfa.

Figura 4.1 — Organizagao sistematica da celulose, desde a fonte até a molécula de celulose

propriamente dita (LAVOINE et al., 2012).
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Para a produg¢do de etanol a partir de celulose, antes a celulose tem que ser
transformada em glicose, por hidrolise quimica, catalisada com acidos ou bases fortes, ou
hidrolise enzimatica (GOKHALE e LEE, 2012). Para facilitar essa hidrolise, usualmente,
remove-se a hemicelulose e a lignina através de um pré-tratamento, que visa também
desestruturar a altamente ordenada parede celular vegetal (LIU et al, 2011). Infelizmente

materiais lignoceluldsicos, e at¢ mesmo celulose pura, sdo polimeros extremamente estaveis e
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dificeis de hidrolisar a agucares fermentesciveis (Liu et al., 2001). Processos de hidrolise
enzimatica da celulose sdo menos agressivos em termos ambientais e, principalmente,
permitem realizar a hidrolise e fermentagao de forma simultanea. Além disso, a realiza¢ao de
hidrolise quimica da celulose gera como co-produtos algumas substancias toxicas que inibem
o processo fermentativo.

Em um tipico processo de hidrolise enzimatica, a celulose ¢ hidrolisada, gerando
glicose, por um complexo de enzimas altamente especializadas secretadas por
microorganismos celuloliticos, conhecido como complexo celulolitico (HIRSH et al., 2010).
Este ¢ formando por inimeras enzimas de trés classes diferentes: 1) celobiohidrolases (CBH),
antigamente chamadas de exo-celulases; 2) endoglucanases (EG), antigamente chamadas de
endo-celulases; 3) B-glicosidases (BG). Para a hidrélise completa da celulose ¢ necessaria a
acdo sinérgica dessas trés classes de enzimas. De forma geral, EGs atacam as ligag¢des beta-
1,4 internas da fibra de celulose quebrando o polimero, CBHs atacam as extremidades da
cadeia de celulose liberando celobiose, que por sua vez ¢ convertida a glicose por acdo das
BGs (Figura 4.2). As CBHs podem ser encontradas em duas classes distintas, CBHI que
hidrolisa o polimero de celulose a partir de suas extremidades redutoras e CBHII que hidrolisa
o polimero de celulose a partir de suas extremidades ndo redutoras. Ambas CBHs hidrolisam
o polimero de celulose de modo continuo, ou seja, assim que um polimero se une ao sitio
ativo da enzima, varias hidrélises sequenciais ocorrem antes que o substrato seja liberado
(GOKHALE e LEE; 2012; LIU et al., 2001). As enzimas do complexo agem de forma
sinérgica e simultanea hidrolisando completamente a celulose a glicose (KLEYWEGT et al.,
1997). A teoria mais aceita para o modo de a¢do dos complexos celuloliticos ¢ de que EGs
clivam as ligacdes glicosidicas localizadas nas regides amorfas, e mais desordenadas, da fibra
de celulose diminuindo rapidamente o grau de polimerizacao da fibra. A agao das EGs libera
extremidades redutoras e ndo redutoras possibilitando a a¢do das CBHs que agem nessas
extremidades liberando celobiose que, por fim, ¢ convertida a glicose pela acdo das B-
glicosidases (KLEYWEGT et al., 1997; MATTINEN et al.; 1997).

O modo de agdo do complexo celulolitico depende da natureza do substrato. Quando
carboximetilcelulose (CMC) ¢ usada como substrato, ndo ¢ observado sinergismo entre EGs e
CBHs, porém quando o substrato ¢ a celulose cristalina conhecida como avicel ocorre forte
sinergismo entre EGs e CBHs (GOKHALE e LEE, 2012). Para avicel, a agdo de CBHs ¢ mais
pronunciada, por outro lado, no caso de substratos amorfos, principalmente CMC, a agdo de
EGs ¢ mais pronunciada. O grau de sinergia ¢ um parametro importante que determina a

eficiéncia na hidrolise de um determinado material ligno-celulésico. Estudos tém
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demonstrado que quando EGs e CBHs sdo empregadas de forma simultinea o efeito
combinado da acdo destas duas enzimas ¢ muito maior do que o efeito da soma de suas agdes
individuais, principalmente em estagios iniciais de reagdo (GOKHALE e LEE, 2012). Com o
passar do tempo o efeito sinérgico diminui. A velocidade global de reagcdo ¢ determinada, na
maioria dos casos, pela acdo de CBHs, porém CHBs sdo inibidas pelo produto da reacao,
celobiose. Nesse contexto, a presenca de BG no meio reacional ¢ essencial para evitar o

acumulo de celobiose e, consequentemente, a inibi¢do de CBHs (GOKHALE e LEE, 2012).

Figura 4.2 — Mecanismo sinérgico de hidrolise enzimatica de celulose.

Endocelulase

Exocelulase

- /. /-

B-Glicosidase

O fungo filamentoso Trichoderma reesei (também conhecido como Hypocrea
jecorina) ¢ um fungo tropical encontrado em residuos lignocelulésicos e no solo
(SANDGREN et al., 2001). Esse fungo é o organismo produtor de celulases mais amplamente
estudado, sendo o complexo celulolitico produzido pelo Trichoderma reesei também o mais

empregado industrialmente (LIU ef al., 2001; MATTINEN et al., 1997). Celulases de T. reesei
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tem sido ao longo de muitos anos empregadas nas indistrias de alimentos, bebidas, téxtil e de
papel e celulose (LEE et al., 2011; HIRSH et al., 2010). Pelo menos, sete celulases diferentes
sao produzidas por 7. reesei: duas celobiohidrolases (Cel7A e Cel6A) que representam,
respectivamente, ~50 e 20% do total de enzimas do complexo; cinco endoglucanases (Cel7B,
Cel5A, Cell2A, Cel61A e Cel45A) que representam, respectivamente, ~15, 10, 1, <1 e <1%
do total de celulases do complexo (KLEYWEGT et al., 1997; SANDGREN et al., 2001). As
principais enzimas celuloliticas do complexo produzido pelo 7. reesei sao proteinas altamente
glicosiladas e com PI 4cido, além disso, apresentam organizacdo bi-modular, com excecao da
Cell12A, possuindo um moédulo catalitico (CD) unido a um mddulo de ligagdo ao substrato
(CBD) através de um “linker” extremamente glicosilado (DIVNE et al., 1998; KLEYWEGT
et al., 1997, MATTINEN et al., 1997, SANDGREN et al., 2001; STAHLBERG et al., 1996).
Acredita-se que os dois dominios presentes nas estruturas das celulases funcionem
simultaneamente se adsorvendo a superficie das fibras das celulases com distintas
especificidades (DIVNE et al., 1998; KRAULIS et al.; 1989). Os CBDs permitem, ainda, que
as celulases se movam na superficie das fibras de celulose por difusao lateral (STAHLBERG
et al.,1996). O “linker”, por sua vez, permite a movimentacdo de ambos os dominios
garantindo o grau de liberdade das celulases (HIRSH ef al., 2010).

As duas principais celobiohidrolases produzidas pelo 7. reesei (Cel7A e Cel6A)
possuem sitios ativos localizados no interior de tineis completos formado por longos “loops”
na superficie dos dominios cataliticos (KOIVULA et al; 2001). Ja as duas principais
endoglucanases produzidas pelo fungo (Cel7A e Cel5A), por sua vez, apresentam sitios ativos
abertos (ANKUSH ef al.,, 2012). Os CBDs da Cel6A e Cel5A estdo localizados na
extremidade N-terminal do CD, enquanto os sitios ativos da Cel7A e Cel7B estdo localizados
na extremidade C-terminal (KLEYWEGT et al.,, 1997). Os CBDs de todas as celulases
conhecidas secretadas pelo 7. reesei apresentam grande homologia em sua sequéncia de
aminodcidos, embora apenas a estrutura tridimensional do CBD de Cel7A tenha sua
conformagdo tridimensional conhecida com exatiddo (KRAULIS et al., 1989). Ainda nao foi
possivel determinar estrutura tridimensional de celulases contendo o CD unido ao CBD
(KLEYWEGT et al., 1997).

De acordo com alguns estudos, gastos com celulases correspondem aproximadamente
a 50% do custo total do processo de hidrolise enzimatica de celulose (ANKUSH et al., 2012).
Para diminuir o impacto do custo de celulases no processo seria necessario recupera-las para
permitir sua reutilizagdo (LU, WEERASIRI, e LEE, 2013). Contudo recuperar enzimas

soliveis ¢ complexo e, principalmente, invidvel economicamente. Nesse contexto, uma
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alternativa promissora para a recuperacao do complexo celulolitico seria a sua imobilizagao
em um suporte insoluvel. Além disso, o processo de imobilizagdo do complexo celulolitico
poderia aumentar a estabilidade operacional das enzimas que o compde frente a temperatura,
pH e presenca de etanol (ANDRIANI et al., 2012). Desta forma, a imobilizacdo do complexo
celulolitico poderia permitir uma diminui¢do consideravel no custo do processo de producao
de etanol a partir de residuos lignoceluldsicos. Outra vantagem da imobiliza¢ao de celulases
seria tornar factivel o uso de altas concentra¢des de enzima no processo, diminuindo o tempo
de hidrdlise requerido (LIAO et al., 2010). O custo de produgdo de etanol a partir de materiais
lignoceluldsicos diminuiu drasticamente nos ultimos anos gragas a esfor¢os em engenharia
genética e “downstream” para producdo de complexos celuloliticos mais eficientes e baratos,
porém parece que os desenvolvimentos nessa area estdo diminuindo (GOKHALE e LEE,
2012). Nesse contexto, a imobilizacdo de celulases ¢ uma grande aposta para diminuir ainda
mais o custo de hidrélise de materiais lignoceluldsicos tornando o processo vidvel.

Complexos celuloliticos tém sido imobilizados em membranas (CHENG et al., 2010;
HUNG et al., 2011; YUAN et al., 1999), nano-particulas magnéticas de 6xido de ferro
(JORDAN, KUMAR e THEEGALA, 2011; KHOSHNEVISAN et al., 2011), alginato de
calcio (ANDRIANI et al., 2012), carbono ativado (DAOUD, KADDOUR e¢ SADOUN,
2010), nanotubos de carbono (LU, WEERASIRI e LEE, 2013), quitosana (E-GHAFFAR e
HASHEM, 2010), alcool polivinilico (DINCER e TELEFONCU, 2007; LIAO et al., 2010),
quitosana modificada com dalcool polivinilico (DINCER e TELEFONCU, 2007), micro-
particulas de poliestireno (INCE et al., 2012), silica mesoporosa (TAKIMOTO et al., 2008),
além de inumeros polimeros soluveis-insoluveis (LIANG e CAO, 2012; MISHRA,
DESHPANDE e RAO, 1983; ZHANG et al., 2010; ZHOU, 2010). Apesar da existéncia de um
numero consideravel de trabalhos tratando da imobilizacdo de complexos celuloliticos, a
maior parte destes apresenta problemas de conceito e execugdo que tornam os resultados
apresentados questiondveis. A imobiliza¢cdo de celulases em suportes insoliveis porosos pode
permitir a recuperagdo eficiente do derivado, porém a performance do derivado, em principio,
ndo deve ser muito boa devido a problemas de limitagdo de transferéncia de massa. Outra
alternativa investigada em alguns trabalhos ¢ a imobilizacdo de celulases em polimeros
soluveis-insoluveis. Este tipo de suporte pode ser alterado do estado soluvel para o insoluvel
através de alteragdes no meio reacional, como mudanga de pH ou aumento de temperatura,
assim uma vez tornado insoluveis esses suportes podem ser recuperados através de filtragao
ou centrifugacdo (LIANG e CAQO, 2012; ZHOU, 2010). Apesar de interessante inicialmente, a

recuperacdo de complexos celuloliticos imobilizados nesse tipo de material pode ser dificil
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em meios de hidrélise de lignoceluldsicos, que contém grande quantidade de soélidos em
suspensao ao final do processo.

A imobilizagdo de enzimas em suportes pode ser feita por diferentes mecanismos, cada
qual com vantagens e desvantagens: encapsula¢do, adsor¢do, ligacdo covalente, etc. A
encapsulacdo requer formagdo de rede polimérica do suporte muito estreita para impedir
escape da proteina a ser imobilizada, o que geralmente implicara fortes restricdes difusionais
ao substrato. Adsorcao tem protocolo simples, mas a unido ¢ feita por ligagcdes fracas, com
forte risco de dessor¢do da enzima. Ligagdo covalente, geralmente, requer ativacao do suporte
para gerar grupos reativos que irdo se unir a enzima através dos grupos laterais dos residuos
de aminoécidos e/ou com grupos N-terminal ou C-terminal da estrutura enzimatica, muitas
vezes causando perda de atividade. Isso implica em maior custo e tempo para execugdo do
protocolo, mas a ligacdo serd, a principio, mais estavel. Além disso, a ligacdo covalente
permite a realizacdo de imobilizagdo multipontual entre uma mesma molécula de enzima e o
suporte, o que na grande maioria dos casos conduz a incrementos na estabilidade do derivado.

Na técnica ligagdo unipontual entre a enzima e o suporte, que ocorre, por exemplo,
entre grupos aldeido no suporte e grupos N-terminal da enzima, ndo ¢ esperado alteracao
significativa na estrutura tridimensional da proteina e, portanto, no desempenho catalitico da
enzima. J4 na imobilizacdo multipontual, vérios grupos reativos do suporte reagem com
diferentes grupos da mesma molécula da enzima, grupos aldeido no suporte com grupos N-
terminal e grupos amino de residuos de lisina da enzima, por exemplo. Estas unides
multipontuais podem alterar significativamente as propriedades cataliticas de uma
determinada enzima, incrementando suas propriedades ou ocasionando perda de atividade.

Agarose ¢ um suporte baseado em agar amplamente difundido e utilizado, pois possui
inimeras propriedades interessantes para imobilizagdo de enzimas. Géis de agarose
apresentam estabilidade mecéanica; alta drea de superficie; boa resisténcia a degradacdo
microbiana; transparéncia Otica na regido do ultravioleta e do visivel o que facilita a
quantificagdo de atividade enzimatica de enzimas imobilizadas em agarose por métodos
espectrofotométricos (GUISAN et al., 1988; MATEO et al., 2005). A quimica de superficie de
géis de agarose ¢ totalmente conhecida e explorada, além disso, existem varios métodos de
modificacdo da superficie de agarose com diferentes grupos funcionais (GUISAN et al., 1988;
MATEO et al., 2005).

Outro suporte amplamente utilizado em procedimentos de imobilizagdo de enzimas ¢ a
resina sepabeads. Este tipo de material apresenta alta area de superficie, estrutura mesoporosa,

alta resisténcia mecanica e resisténcia a ataques microbianos (MATEO et al, 2003).
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Sepabeads contendo inimeros grupos funcionais em sua superficie sdo disponiveis
comercialmente, no entanto o mais utilizado em procedimentos de imobilizagdo de enzimas ¢
o sepabeads-epoxido. O suporte sepabeads-epoxido, como o proprio nome sugere, possui alta
densidade de grupos epoxido em sua superficie, estes grupos sdo capazes de reagir com
inumeros nucleo6filos presentes na superficie de proteinas formando unides covalentes
(MATEO et al., 2003). Em adigdo, sepabeads-epdxido, devido a sua alta reatividade, pode ser
modificado com outros grupos funcionais gerando suportes com grupos mistos (PESSELA et
al., 2003).

Nesta etapa deste trabalho foram realizados intimeros experimentos visando a
imobilizagdo de um complexo celulolitico comercial de 7. reesei e determinacdo das
propriedades dos derivados obtidos. Devido a grandes dificuldades encontradas em imobilizar
o complexo diretamente em materiais magnéticos, optamos por testar inicialmente, a
imobilizacdo em suportes j4 amplamente estudados, com propriedades quimicas, fisicas e de
superficie totalmente conhecidas. Os suportes escolhidos como modelo para selecdo de
métodos de imobilizagao do complexo celulolitico foram agarose e sepabeads-epoxido. Esses
dois suportes permitem a ativagdo de sua superficie com inimeros grupos funcionais, graus de

ativagdo distintos e até mesmo grupos funcionais mistos, de modo controlado.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Materiais

N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (Cdii), etilenodiamina (EDA), sulfato de dextrana, 2,3-
Epoxy-1-propanol (glicidol), 1-cloro-2,3-epoxipropano (epicloridrina), Iminodiacetato de
sodio (IDA), sulfato de dextrana (DS), polietilenoimina (PEI), membranas de didlise,
carboximetilcelulose (CMC) e avicel foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
Papel filtro Whatman n° 5 foi adquirido da GE Healtcare (Little Chalfont, UK) Acido 3-
dinitrosalissilico (DNS), metaperiodato de sodio, boroidreto de soédio e sulfato de cobre foram
adquiridos da empresa Vetec (Brasil). Agarose 6Bcl (6%) foi adquirida da GE Healtcare e
sepabeads-epoxido da Mitsubichi Chemical Corporation (Japdo). O complexo celulolitico
comercial de Trichoderma reesei (NS50013) foi doado pela empresa Novozymes

(Dinamarca). Varios outros reagentes de grau analitico foram empregados neste trabalho.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Atividade Hidrolitica do Complexo Celulolitico

A atividade do complexo celulolitico, livre ou imobilizado, foi determinada
empregando a velocidade inicial da reacdo de hidrolise de um determinado substrato (sob
condi¢des padrdo de concentracdo, pH/tampao, e temperatura, para cada substrato) catalisada
por uma concentracdo varidvel e conhecida desse complexo. Para isso, em intervalos pré-
determinados, 100 pL. de meio reacional foram retirados e a quantidade de produto (agtcares
redutores, ou extremidades redutoras), liberadas em cada tempo, foi quantificada, empregando
o método do acido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1956). Trés métodos distintos foram
empregados na medida de atividade do complexo celulolitico:

1) Atividade hidrolitica frente a carboximetilcelulose (CMC) - A atividade empregando
CMC 1% (m/v) como substrato padrao foi medida em duas diferentes condi¢des: a)
Tampao fosfato pH 7.0 (100 ou 5 mM) a 25 °C (atividade Ucmc-70); b) Tampao citrato
50 mM pH 4.8 a 50 °C (atividade Ucpmcas). As reagdes foram conduzidas em reator
encamisado com controle de temperatura, diferentes volumes de meio reacional e
diferentes quantidades de enzima livre ou imobilizada foram empregados. Uma

unidade de atividade CMC ¢ definida como a quantidade de enzima que gera 1.0 pumol
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de agtcar redutor por minuto nas condigdes do ensaio (Ucmc-7.0 0u Ucmc-as).

2) Atividade hidrolitica frente a papel filtro Whatman (Upp) - Uma determinada
quantidade de enzima livre ou imobilizada foi adicionada a uma solugdo contendo 35
mg/mL de papel filtro Whatman (cortado em esferas com 2.5 mm de raio) em tampao
citrato 50 mM pH 4.8, 50 °C, diferentes volumes de meio reacional foram
empregados. A reacdo foi conduzida em reator encamisado com agitacdo mecanica.
Uma unidade de atividade PF ¢ definida como a quantidade de enzima que gera 1.0
pumol de agucar redutor por minuto nas condig¢des do ensaio (Up).

3) Atividade hidrolitica frente a avicel (Uyyicer) - O substrato foi preparado através da
suspensao de particulas de avicel na concentracdo de 1% (m/v) em tampao citrato 50
mM pH 4.8. Um determinado volume de substrato foi adicionado a um reator
encamisado agitado mecanicamente e em seguida uma determinada quantidade de
enzima livre ou imobilizada foi, também, adicionada ao reator. As reacoes foram
conduzidas a 50 °C. Uma unidade de atividade ¢ definida como a quantidade de

enzima que gera 1.0 pmol de agucar redutor por minuto nas condi¢des do ensaio

(Uavicer)-

4.2.2.2 Analise de Proteinas Totais

A andlise de proteinas totais foi realizada empregando o método de Bradford

(BRADFORD; 1976).

4.2.2.3 Dialise do Complexo Celulolitico

O complexo comercial NS50013 foi diluido 10x em dgua MiliQ para um volume final
de 20 mL. A solu¢do diluida foi entdo dialisada contra 5 litros de dgua miliQ empregando
membrana de acetato de celulose. A didlise foi realizada sob agitacdo magnética a 4 °C, com
trés trocas de 4dgua a cada 30 minutos. Ao final azida de s6dio foi adicionada a solugdo
dialisada para uma concentragdo final de 0.005% (m/v), esta solucdo foi armazenada a 4 °C

até o uso.
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4.2.2.4 Modificacao Quimica na Estrutura das Enzimas do Complexo Celulolitico

Aminacdo de Residuos de Acidos Carboxilicos

A solucao de NS50013 dialisada foi diluida em agua MiliQ para uma concentragao
final de 5 mg de proteina por mL de solucdo, entdo 5 mL dessa solucdo foram adicionados a
45 mL de uma solugao de etilenodiamina 1 M pH 4.75. Em seguida Cdii foi adicionado para
uma concentracdo final de 1, 10 ou 100 mM e a solugdo resultante foi encubada a 25 °C por 2
horas. Ao final do processo a solu¢do foi dialisada conforme descrito anteriormente, porém
com 5 trocas de agua. Apos a didlise o complexo NS50013 aminado foi armazenado a 4 °C

até o uso.

Oxidagdo e Redugdo de Carboidratos da Camada de Hidrata¢do do Complexo Celulolitico

A solu¢dao de NS50013 dialisada foi diluida em agua MiliQ para uma concentracao
final de 5 mg de proteina por mL de solugdo, 10 ou 100 pumol de metaperiodato de sdédio
foram entdo adicionados para cada mL de solucdo. A reacdo foi conduzida a 4 °C por 2 horas,
ao final a solugdo foi dialisada contra 4agua MiliQ, conforme descrito anteriormente.
Opcionalmente apds a dialise os grupos aldeidos gerados na estrutura dos carboidratos das
glicosilagdes presentes nas proteinas foram reduzidos a grupos hidroxila empregando
boroidreto de sddio na concentragdo de 1 mg/mL de solu¢do. A reagdo foi conduzida sob
agitacdo branda a 4 °C por 1 hora. Ao final do processo a solug¢do resultante foi dialisada
contra agua MiliQ. Apds a didlise o complexo NS50013 contendo acucares modificados foi

armazenado a 4 °C até o uso.

Aminagdo dos Agucares da Camada de Hidratagdao do Complexo Celulolitico

5 mL da solugdo de NS50013, contendo a camada de glicosilagdo oxidada, como
descrito no item anterior, foram adicionados a 5 mL de uma solu¢ao de etilenodiamina 0.4 M
pH 7.1. A solugdo foi deixada para reagir por 16 horas a 4 °C sendo entdo reduzida com
boroidreto de s6dio 1 mg/mL por 1 hora, por fim a solucdo foi dialisada contra dgua MiliQ

como descrito anteriormente.
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4.2.2.5 Preparacao de Aldeido-Dextrana

1.5 g de sulfato de dextrana, de diferentes massas molares, foram adicionados a 50 mL
de uma solucdo de metaperiodato de sddio 0.35 M. A mistura foi incubada sob agitagdo a 25

°C por duas horas, ao final a solugao foi dialisada contra d4gua MiliQ e armazenada até o uso.

4.2.2.6 Preparacio de Suportes

Glioxil-agarose

10.5g (massa umida) de agarose 4% foram adicionadas a 3 mL de agua destilada em
banho de gelo e sob agitagdo mecénica suave. Em seguida 5 mL de uma solu¢do de NaOH 1.7
M foram adicionados a mistura juntamente com 0.15g de boroidreto de sddio, entdo 3 mL do
reagente glicidol foram adicionados e a mistura foi deixada para reagir por 12 horas a
temperatura ambiente, ao final o gel gliceril-agarose obtido no processo foi filtrado e lavado.
Em uma etapa posterior o gel gliceril-agarose foi re-suspendido em 135 mL de 4gua destilada,
0.3 g de metaperiodato de sddio foram entdo adicionados a suspensdo, a reagcdo foi conduzida
a temperatura ambiente por 2 horas. Apds a etapa de oxidacao o gel glioxil-agarose foi obtido.
O gel foi entdo filtrado, lavado com agua destilada e armazenado até o uso. A concentragdo de
grupos aldeido gerados na superficie do gel glioxil-agarose foi determinada de forma indireta
através de medida do metaperiodato de s6dio ndo consumido na reacdo. A quantificacdo de
metaperiodato de sodio foi realizada por iodometria (PEREIRA, 1996). 1.5 mL de uma
solugdo 1:1 de iodeto de potassio e bicarbonato de sodio (saturadas) foram preparadas, a esta
solucao 25 pL do sobrenadante da solugdo de ativagdo foi adicionado ao inicio e ao final da
reacdo. A absorbancia da soluc¢do resultante foi medida a 520 nm, sabendo a absorbancia
relacionada a concentragdo, em pumoles, de metaperiodato de sddio ao inicio da reacdo foi
possivel calcular a concentracdo de metaperiodato de sédio ao final da reagdo através da

absorbancia obtida.

Agarose-epoxido

10.5 g (massa imida) de agarose 4% foram adicionados a uma mistura contendo 44

mL de 4gua destilada, 16 mL de acetona, 3.5 g de NaOH e 0.2 g de boroidreto de s6dio em

banho de gelo. Em seguida 11 mL do reagente epicloridrina foram lentamente adicionados a
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solugdo, a reacdo foi conduzida por 12 horas a temperatura ambiente. Ao final da reagdo o gel
agarose-epoxido foi filtrado, lavado com agua destilada em abundancia e armazenado até o

uso.

MANAE-Agarose

Uma solucdo de etilenodiamina 2 M foi preparada, o pH da solucdo foi ajustado para
10 empregando HCl 31%. Para cada 100 mL da solu¢do de etilenodiamina 2 M foram
adicionados 10.5 g de gel glioxil-agarose. A mistura foi agitada mecanicamente por 2 horas a
temperatura ambiente, em seguida foi adicionado 1.0 g de boroidreto de sdédio, a solugao foi
entdo mantida sob agitacdo por mais duas horas. Ao final da reacao o gel MANAE-agarose foi

lavado abundantemente com agua destilada, filtrado e armazenado até o uso.

Agarose-IDA

100 mL de uma solugdo de iminodiacetato de sodio (IDA) 0.5 M foram preparados e o
pH da solucdo ajustado para 11.0, em seguida 10.5 g do gel glioxil-agarose foram adicionados
a solucdo. A reagdo foi conduzida a temperatura ambiente por 12 horas, apods este periodo 1.0
g de boroidreto de sodio foi adicionado a solug¢do e a reagdo foi mantida por mais 1 hora.
ApOs a etapa de redugdo com boroidreto de sddio o gel agarose-IDA foi filtrado, lavado com

agua destilada e armazenado até o uso.

Agarose-IDA-Cu’"

100 mL de uma solucdo de sulfato de cobre 10 mg/mL foi preparada, a esta solu¢do
foram adicionados 10.5 gramas do suporte agarose-IDA. A reagdo foi conduzida por 1 hora,

ao final da reagdo o suporte foi filtrado e lavado com agua destilada e armazenado até o uso.

Agarose-PEI

Uma solucdo de polietilenoimina (PEI) 10% (m/v) foi preparada em agua destilada, o
pH da solucao foi entdo ajustado para 11.0. A 100 mL desta solucao foram adicionados 10.5 g
de glioxil-agarose, a suspensdo resultante foi encubada por 2 horas a temperatura ambiente.

Apos este periodo 1 g de boroidreto de sodio foi adicionado, a mistura resultante foi entdo
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mantida sob agitacdo por mais 1 hora. Ao final da reacdo o suporte foi filtrado, lavado com

agua destilada e armazenado até o uso.

Agarose-DS

Foram preparados 25 mL de uma solucgdo de sulfato de dextrana (DS) na concentracdo
de 40 mg/mL em tampao fosfato 25 mM, pH 7.0, a esta solugdo foram adicionados 10.5 g de
gel MANAE-agarose. A suspensdo foi deixada para reagir por 12 horas a temperatura
ambiente, ao final da reacdo o gel agarose-DS foi filtrado, lavado com é4gua destilada e

armazenado até o uso.

Glioxil-agarose-IDA-Cu’"

100 mL de uma solucdo de iminodiacetato de sodio 0.5 M foram preparados e o pH da
solugdo ajustado para 11.0, em seguida 10.5 g do gel agarose-epdxido foram adicionados a
solucdo. A suspensao resultante foi encubada a temperatura ambiente por 12 horas, apods este
periodo 1g de boroidreto de sodio foi adicionado a solugdo e a reacdo mantida por mais 1
hora. Apds a etapa de redugdo com boroidreto de s6dio o gel agarose-IDA foi filtrado e lavado
com agua destilada. Em seguida os grupos gliceril presentes no suporte, remanescentes da
ativacdo com epicloridrina foram oxidados empregado metaperiodato de sodio (mesma
condicdo usada para oxida¢do de gliceril-agarose) gerando o gel glioxil-agarose-IDA.
Finalmente, foram preparados 100 mL de uma solugao de sulfato de cobre 10 mg/mL, a esta
solugdo foram adicionados 10.5 gramas do suporte glioxil-agarose-IDA. A reagdo foi
conduzida por 1 hora, ao final da reagdo o suporte glioxil-agarose-IDA-Cu’ foi filtrado,

lavado com 4gua destilada e armazenado até o uso.

Agarose-IDA-epoxido

Uma solug@o de imodiacetato de s6dio 100 mM pH 10.0 foi preparada, a 100 mL desta
solu¢do foram adicionados 10.5 g do gel agarose-epoxido. A reagdo foi conduzida sob
agitagdo mecanica a temperatura ambiente por 1, 2 ou 5 horas com o objetivo de controlar o
grau de modificagdo da superficie do material. Apds a reagdo o gel agarose-IDA-epoxido foi

filtrado, lavado com 4gua destilada e armazenado até o uso.
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MANAE-epoxido

10.5 g do gel MANAE-agarose foram adicionados a 80 mL de tampao bicarbonato
100 mM pH 9.0. Em seguida foram adicionados a mistura, sob agita¢do, 12 mL de acetona e
20 mL de epicloridrina. A mistura foi mantida sob agitagdo mecanica a 25 °C por 12 horas. Ao
final da reag¢do o gel MANAE-epoxido foi filtrado, lavado com agua destilada em abundancia

¢ armazenado até o uso.

MANAE-Glutaraldeido

10.5 g de MANAE-agarose foram adicionados a 12 mL de tampao fosfato 200 mM pH
7.0, em seguida 17 mL de uma solucdo de glutaraldeido 25% foi adicionada a mistura. A
reacdo foi conduzida sob agitagdo mecanica a temperatura ambiente por 12 horas. Apds a
ativacdo do gel MANAE-agarose com glutaraldeido o gel foi filtrado e lavado de forma
abundante com agua destilada. Este suporte ndo pode ser armazenado por muito tempo,

portanto foi empregado logo apos sua preparacao.

Sepabeads-Epoxido-Amino

10 g de suporte sepabeads-epoxido (massa seca) foram adicionados a 100 mL de uma
solu¢do de etilenodiamina 0.1 M pH 10.0. A suspensao foi encubada em temperatura ambiente
e sob agitacdo mecanica por 1, 2, ou 5 horas. Ao final da reag@o o suporte sepabeads-epdxido

parcialmente modificado com grupos amino foi filtrado, lavado e armazenado até o uso.

4.2.2.7 Procedimentos de Imobilizaciao

Todos os procedimentos de imobilizacdo foram realizados empregando o mesmo
protocolo geral, independentemente do suporte ou da condi¢do da enzima. Para cada 1.0 g de
suporte (qualquer um dos suportes empregados) foram adicionados 9 mL de solucdo de
enzima comercial (NS50013) diluida 100 vezes em tampao. Para enzimas que tiveram sua
estrutura quimica modificada (aminag¢do de aminoacidos, oxidagdo e/ou redugdo de agucares,
aminacgao de actcares) a dilui¢do final da solugao de imobilizagdo foi ajustada para ser igual a
100 vezes.

A imobiliza¢do em glioxil-agarose foi efetuada empregando tampao bicarbonato 100
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mM pH 10.0 para enzimas ndo modificadas e pH 9.0 ou 8.5 para enzimas aminadas
(aminoacidos ou agucares), o tempo de incubagdo foi varidvel e a temperatura de incubagao
empregada foi de 25 ou 4 °C. Ao final da reagdo os derivados obtido foram reduzidod com
boroidreto de sddio 0.1 mg/mL a 4 °C, filtrados, lavados e re-suspendidos em tampao fosfato
100 mM pH 7.0.

A imobilizacdo em sepabeads-epoxido foi efetuada empregando tampao fosfato 100
mM ou 1.0 M, pH 7.0 ou 8.0, o tempo de incubagao foi variavel e a temperatura de incubagao
foi de 25 ou 4 °C, em alguns experimentos NaCl foi adicionado para uma concentragdo final
de 1 M. Ao final da reacdo o derivado foi filtrado, lavado e re-suspendido em tampao fosfato
100 mM pH 7.0.

Para a imobilizagdo em agarose-bromocianogeno o suporte foi previamente ativado
com HCl 0.1 M por 30 minutos. A imobilizacdo foi efetuada em tampao fosfato 100 mM pH
7.0 a 4 °C por 0.5 ou 1.5 horas, ao final da rea¢do o derivado foi filtrado, lavado e re-
suspendido em tampao fosfato 100 mM pH 7.0.

A adsor¢do em suporte agarose-IDA-Cu’” foi realizada em tampdo fosfato pH 7.0 com
for¢a i6nica de 100 ou 5 mM. A incubagdo da enzima na presenca do suporte foi realizada por
16 horas a 25 °C. Ao final da rea¢do o derivado foi filtrado, e re-suspendido em tampao
fosfato 100 mM ou 5 mM pH 7.0.

A adsor¢do em suportes trocadores cationicos (DEAE-sepharose, Q-sepharose,
MANAE, agarose-PEI) e anidnicos (agarose-DS) foi realizada em tampao fosfato 5 mM pH
7.0. O processo foi conduzido a 25 °C e o tempo de incubagdo foi de 3 horas. Ao final da
reacdo os derivados foram filtrados e re-suspendidos em tampao fosfato 5 mM pH 7.0.
Derivados adsorvidos em suporte MANAE-agarose contendo diferentes densidades de grupos
amino eventualmente foram entrecruzados empregando glutaraldeido em diferentes
concentracoes ou dextrana-aldeido de diferentes massas moleculares ¢ em diferentes
concentragdes. As reagdes de entrecruzamento foram realizadas através da adi¢ao de solugdes
concentradas de glutaraldeido ou dextrana-aldeido ao meio de incubagdo logo apos a
adsor¢do. A mistura resultante foi incubada por 1 hora a 25 °C, apos este periodo os derivados
foram filtrados, lavados e re-suspendidos em tampao fosfato 100 mM pH 7.0.

O complexo celulolitico foi imobilizado em glioxil-agarose-IDA-Cu’ em duas etapas
primeiro adsor¢do em tampao fosfato 100 mM pH 7.0, a adsorcdo foi realizada a 25 °C por
diferentes periodos. Em seguida o derivado foi filtrado sem lavar e re-suspendido em tampao
bicarbonato 100 mM pH 10.0 (enzimas ndo modificadas) ou 9.0 (4cidos carboxilicos

aminados) e incubado por 1 hora a 25 °C. Apoés este periodo o derivado foi reduzido a 4 °C
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empregando boroidreto de sodio (0.1 mg/mL), lavado e re-suspendido em tampao fosfato 100
mM pH 7.0.

A 1imobilizacdo do complexo celulolitico no suporte agarose-IDA-epoxido foi
realizada em duas etapas. A primeira etapa foi a adsor¢do em tampao fosfato 5 mM pH 7.0,
esta etapa foi conduzida a 25 °C por 72 horas. Em seguida o derivado foi filtrado sem lavar e
re-suspendido em tampao bicarbonato 100 mM pH 9.0 e incubado por 1 hora a 25 °C. Apos
este periodo o derivado foi filtrado, lavado e re-suspendido em tampao fosfato 100 mM pH
7.0.

A imobilizacdo do complexo celulolitico em suportes mistos contendo grupos reativos
capazes de formar unides covalente e grupos amino (MANAE-epdxido, sepabeads-epoxido-
amino e MANAE-glutaraldeido) foi realizada em tampao fosfato 5 mM pH 7.0 a 25 °C, varios
periodos diferentes de incubacdo foram utilizados. Ao final da reacdo os derivados foram

filtrados, lavados e re-suspendidos em tampao fosfato 100 mM pH 7.0.

4.2.2.8 Calculo de Rendimento de Imobilizacdo (R;), Atividade Recuperada (R%) e
Atividade Efetivamente Imobilizada (Ag)

O rendimento de imobilizagdo (R;) foi calculado através da equacdo 4.1, onde At é a
atividade enzimatica total observada no sobrenadante da solugdo de imobilizagdo ao final do

processo e At; ¢ a atividade enzimadtica total observada no sobrenadante da solucao de

imobilizacdo no inicio do processo.

At
R, = (1 —A—t’:)x 100 Eq. (4.1)

A atividade tedrica (A7), ou seja, a atividade que se espera observar no derivado apds o

procedimento de imobilizagado foi calculada de acordo com a equagao 4.2:
AT = At; — Aty Eq. (4.2)

Onde A¢; ¢ a atividade medida no sobrenadante no inicio da reacdo e At ¢ a atividade medida

no sobrenadante ao final do procedimento de imobilizacao.
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O calculo de atividade recuperada (R%) foi realizado conforme a equacao 4.3:

Atg
AT

R% = (54)x 100 Eq. (43)

Onde A1, ¢ a atividade total observada no derivado ao final do processo de imobilizagao.

Para avaliar o processo de imobilizagdo independentemente de R; ¢ AT o calculo atividade

efetivamente imobilizada (4x) foi realizado de acordo com a equagao 4.4:

Atg

Agp = (Ati)x 100 Eq. (4.4)

Durante o acompanhamento cinético de experimentos de imobilizacdo e experimentos de
estabilidade térmica a atividade observada no sobrenadante e na suspensdo das solugdes de
imobilizacdo foi expressa em termos de atividade residual (4,) que era calculada de acordo

com a equagao 4.5:
4, = (L) x100 Eq. (4.5)

Onde Ao ¢ a atividade medida no sobrenadante/suspensdo no inicio do processo de
imobilizacdo/experimento de estabilidade térmica e Af ¢ a atividade medida no
sobrenadante/suspensao no decorrer do processo de imobilizagdo experimento de estabilidade

térmica.

De forma semelhante a concentragdo de proteinas no sobrenadante de processos de
imobilizacao foi expressa em termos de proteinas residuais (P,) que foi calculada conforme a

equagao 4.6:
Pf
P = (%)moo Eq. (4.6)

Onde Po ¢ a concentracao de proteinas totais no inicio do processo de imobilizagdo e Pf ¢ a
concentracdo de proteinas totais medidas no sobrenadante no decorrer do processo de

imobilizacao.
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4.2.2.9 Avaliaciao da Estabilidade Térmica

Os experimentos de estabilidade térmica foram realizados empregando complexo
celulolitico livre ou imobilizado. Para a enzima livre 5 mL do complexo celulolitico NS50013
diluido 100 vezes em tampao fosfato 100 mM pH 7.0 foi encubado a 45 °C, em intervalos de
tempo pré-definidos aliquotas da solucdo foram retiradas e a atividade residual medida
empregando CMC7y como substrato (tampao fosfato 100 mM pH 7.0 e 25 °C). Para a enzima
imobilizada 0.5 g de derivado foram re-suspendidos em 5 mL de tampao fosfato pH 7.0 e
incubados a 45 °C, aliquotas da suspensdo foram retiradas e a atividade residual (4,) foi

medida empregando CMC7y como substrato e calculada conforme equagio 4.5.

4.2.2.10 Experimentos de Hidrolise Longa de Papel

Experimentos de hidrélise de papel filtro Whatman n° 5 por longos periodos foram
realizados em tampao citrato 50 mM, pH 4.8. Papel filtro cortado em esferas de 2.5 mm de
raio foram suspensos em 15 mL de tampao rendendo concentragdes de 50, 35 ou 4.7 mg/mL.
Ao meio reacional foram adicionados 5.25 Upr de NS50013 livre ou imobilizado em
MANAE-40 entrecruzada com glutaraldeido 0.15%. A reacdo foi conduzida em reator
encamisado agitado mecanicamente a 50 °C, o reator era tampado e possuia um sistema de
condensacgdo para evitar a evaporagao do meio reacional. O tempo de reagdo empregado foi
variavel, em todos os casos a reacdo foi acompanhada através da retirada de aliquotas do meio

reacional para quantificagdo de agucares redutores totais por DNS.

4.2.2.11 Experimentos de Hidrolise de Papel Filtro e Reciclo de NS50013 Imobilizada

O reciclo de NS50013 imobilizada em MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido
0.15% foi realizado adicionando 5.25 Upr de derivado ao meio reacional composto de papel
filtro Whatman n° 5 (esferas de 2.5 mm de raio) suspensos em 15 mL de tampao citrato 50
mM pH 4.8 (4.7 mg/mL de papel filtro). A reacdo foi realizada em reator encamisado com
sistema de condensacdo e agitado mecanicamente a 50 °C por 24 horas. Ao final da reagdo a
concentragdo de acucares redutores totais formados durante o processo foi quantificada por
DNS. O derivado foi entdo filtrado, lavado com agua destilada e adicionado novamente ao
reator contendo novo meio reacional preparado nas mesmas condigdes descritas

anteriormente, um novo ciclo reacional era entdo iniciado.
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4.3 Resultados e Discussao

O complexo NS50013 ¢ formado por celobiohidrolases (antigamente chamadas de
exo-celulases), endoglucanases (antigamente chamadas de endo-celulases) e beta-glicosidases
provenientes do fungo Trichoderma reesei, que ¢ a principal fonte de enzimas celuloliticas
comercializadas industrialmente por diferentes empresas (LIU et al., 2001; MATTINEN et
al., 1997). Através de estudos preliminares empregando carboximetilcelulose (CMC), avicel e
celobiose em condi¢des padrdo foi determinado que o complexo NS50013 possui alta
atividade celulolitica e baixa concentragcdo de beta-glicosidase. A baixa concentragdo de beta-
glicosidase no meio favorece a utilizacdo de NS50013 como complexo celulolitico modelo
uma vez que diminui o nimero de variaveis a serem investigadas.

A hidrolise total de celulose natural a glicose requer a agdo sinérgica de
celobiohidrolases (CBHs), endoglucanases (EGs) e beta-glicosidases (BGs). As EGs
apresentam papel fundamental no inicio da reagdo, quando o meio reacional possui grandes
quantidades de cadeias longas de celulose, porém a velocidade global da reagdo ¢ determinada
pela atividade de CBHs que hidrolisam cadeias de celulose a partir de suas extremidades
redutoras e ndo redutoras liberando como produto principalmente celobiose (KLEYWEGT et
al., 1997; MATTINEN et al., 1997). Uma vez que o acumulo de celobiose no meio causa
inibi¢do da atividade de CBHs e EGs (em alguns casos), a atividade de BGs apresenta papel
muito importante em estagios mais avangados da reagdo por evitar acumulo de celobiose no
meio e consequentemente inibicdo das enzimas celuloliticas (ANKUSH et al., 2012). No
complexo celulolitico excretado pelo fungo 7 reesei geralmente CBHs representam
aproximadamente 70% do total de enzimas presentes no complexo (KLEYWEGT et al,
1997; SANDGREN et al., 2001).

Em processos de imobiliza¢do de enzimas ¢ necessario utilizar métodos de detec¢do de
atividade rapidos, precisos e confidveis. A melhor maneira de detectar a atividade de
complexos celuloliticos ¢ através da medida de agucares redutores liberados no meio
reacional utilizando o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1956). Nesse contexto,
elegemos CMC como substrato padrdo para acompanhamento do processo de imobilizacdo de
celulases uma vez que este substrato ¢ solivel, o que permite avaliar a imobilizacdo de
celulases mesmo em suportes porosos. O método padrao de hidrélise de CMC (pH 4.8 e 50
°C), por sua vez, teve que ser modificado para permitir o acompanhamento preciso do
processo de imobilizagdo. Em experimentos preliminares foi verificado que, mesmo em

dilui¢des extremamente altas da enzima, a atividade celulolitica foi prejudicada devido a
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inibicdo causada pelo acimulo de celobiose no meio reacional ja nos minutos iniciais de
reacdo. Para solucionar este problema de forma a permitir o trabalho com diferentes diluigdes
do complexo enziméatico e aumentar a confiabilidade do método as medidas de atividade nao
foram realizadas na condi¢do padrdo e sim em tampao fosfato pH 7.0 a 25 °C empregando
CMC de baixa viscosidade na concentragdo de 1%. Nessa condi¢do foi possivel garantir a
velocidade méaxima de atividade para o complexo enzimatico sem problemas de inibi¢do para
diferentes diluigdes e em diferentes tempos de reagao.

Nos experimentos de imobilizagdo do complexo celulolitico foram utilizados 17
suportes diferentes, dos quais 15 consistiam de agarose 4% ativada com diferentes grupos
funcionais, conforme pode ser observado na Tabela 4.1, onde se apresentam todos os suportes
empregados neste estudo. Também foram realizadas modificagdes quimicas na estrutura da
enzima com o objetivo de facilitar alguns procedimentos de imobilizacdo. Ao todo foram
empregadas 60 condi¢des de imobilizagdo diferentes variando o suporte, condi¢do da enzima

(nativa ou modificada quimicamente) e o protocolo de imobilizagao.

4.3.1 Modifica¢do Quimica do Complexo Celulolitico

Para testar diferentes condi¢des de imobilizagdo, o complexo celulolitico NS50013
também foi modificado quimicamente através de aminacdo dos acidos carboxilicos presentes
na estrutura protéica, oxidagdo da camada de glicosilagdo que rodeia as proteinas do
complexo, oxidagdo seguida de reducdo da camada de glicosilagdo, e oxidagdo e aminacdo da
camada de glicosilagdo. Os resultados desses processos sdo apresentados na Tabela 4.2. Antes
dos processos de modificacdo quimica ou aminagdo o complexo NS50013 foi dialisado em
membrana de acetato de celulose, em procedimento realizado a 4 °C por 1 hora com trocas de
agua a cada 20 minutos para acelerar o processo. Nessas condigdes, aproximadamente 5% da
atividade foi perdida no processo por passagem de enzimas através da membrana ou adsor¢ao
na membrana de dialise.

Durante o processo de aminagdo quimica dos residuos de acido aspartico e glutamico
foram empregadas 3 concentragdes molares diferentes do ativador Cdii. A concentragdo desse
reagente Cdii define o grau de modificagdo dos acidos carboxilicos das proteinas (JORDAN,
KUMAR e THEEGALA, 2011), desta forma ¢ esperado um aumento na atividade relativa
perdida durante o processo com o aumento da concentragdo de Cdii empregada. Quando Cdii
100 mM foi empregado, 100% da atividade enzimatica foi perdida durante o processo, ja

quando Cdii 10 mM foi empregado 83% da atividade foi perdida. Esses resultados indicam
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baixa tolerdncia do complexo celulolitico, at¢ mesmo a concentragdes moderadas de Cdii.
Isso pode ser explicado pela presenca de acidos carboxilicos no sitio ativo das celulases que
sdo essenciais ao processo de catidlise (JORDAN, KUMAR e THEEGALA, 2011,
KLEYWEGT et al., 1997). A aminagdo empregando Cdii 10 mM foi repetida na presenca de
celobiose 2%, que ¢ um inibidor competitivo de CBHs e EGs, visando proteger o sitio ativo
das enzimas. Isso permitiu reduzir a atividade perdida no processo para 60%. Zhou et al.
(2010) avaliaram a imobilizagdo de celulases de Trichoderma viride em polimeros soluveis-
insoluveis de quitosana modificada quimicamente e também observaram perda de atividade

com o aumento na concentracdo de Cdii empregada no processo.

Tabela 4.1- Lista de suportes empregados na imobilizagdo do complexo celulolitico
NS50013.

Lista de suportes

Glioxil-agarose
Agarose-epoxido
Agarose-bromocianégeno
Agarose-IDA
Agarose-IDA-Cu”
MANAE-agarose
Agarose-PEI
Agarose-DS
Glioxil-agarose-IDA-Cu"
Agarose-IDA-epoxido
MANAE-epoxido
MANAE-glutaraldeido
MANAE + glutaraldeido
DEAE-sepharose
Sepharose-Q
Sepabeads-epoxido

Sepabeads-amino-epoxido
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Tabela 4.2 — Influéncia da modificagdo quimica na estrutura das proteinas presentes no
complexo NS50013 na atividade celulolitica.

Perda de Atividade Perda total de

Na etapa Atividade
Dialise
5% 5%
Aminacido com
32% 32%
Cdii 1 mM
Aminacido com
83% 83%
Cdii 10 mM
Aminacido com
100% 100%
Cdii 100 mM
Aminacido com
Cdii 10 mM + 60% 60%
celobiose 2%
Oxidacao de acucares -
0% 0%
Metaperiodato de sodio 10 pmol/mL
Oxidacao de acucares -
8% 8%
metaperiodato de sodio 100 pmol/mL
Reducio dos agicares
10% 18%*
aminados
Aminacao dos
11% 19%*

Acucares

*A perda de atividade nas etapas anteriores foi somada a perda de atividade na etapa
para indicar a perda total de atividade no processo de modifica¢do quimica.

Assim como a maioria das enzimas secretadas por fungos, as celulases secretadas por
T reesei sao altamente glicosiladas (KLEYWEGT et al., 1997; ROUVINEN et al., 1990;
WOODWARD e ZACHRY, 1982). Uma alternativa interessante ¢ utilizar essas glicosilagdes
no processo de imobilizagio (WOODWARD e ZACHRY, 1982). Assim, as glicosilagcdes das
proteinas presentes no complexo passaram a ser modificadas quimicamente de inimeras

maneiras. Inicialmente, os actcares das glicosilagdes foram oxidados empregando duas
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concentragdes diferentes de metaperiodato de sédio, praticamente sem perda na atividade
catalitica (Tabela 4.2). A oxidagdo dos aglicares presentes na estrutura das enzimas, a grupos
aldeido permite a posterior reagdo covalente com suportes ativados, por exemplo, com grupos
amino. A camada de glicosilagdo oxidada com metaperiodato de sdédio 10 mM também foi
aminada em uma etapa posterior de rea¢do, com o objetivo de facilitar a imobilizagdo em
suportes ativados com grupos aldeido ou epoxido, processo esse que causava perda total de
19% de atividade. Por vezes camadas de glicosilacio em proteinas podem interferir no
processo de imobilizagdo impedindo o contato direto da superficie da proteina com a
superficie do suporte. Com o objetivo de diminuir a camada de glicosilagdo que envolve as
enzimas do complexo NS50013 ap6s a oxidagdo com metaperiodato de sodio 100 mM, os
grupos aldeido formados foram entdo reduzidos empregando boroidreto de sddio 1%. Esse
procedimento causava perda de 18% da atividade enziméatica. Woodward e Zachry (1981)
avaliaram a aminag¢do da camada de glicosilacdo de celulases de 7. reesei empregando um
método muito similar ao utilizado neste trabalho, e reportaram perda total de 37% de

atividade no processo (atividade frente a CMC).

4.3.2 Imobilizacao em Suportes Ativados com Grupos Glioxil e Epoxido

4.3.2.1 Grupos Glioxil

Na Tabela 4.3 estdo relacionados os experimentos de imobilizagdo do complexo
NS50013 em glioxil-agarose 4%. A imobilizagdo de enzimas em suportes glioxil-agarose
através da cadeia lateral dos residuos lisina necessita ser realizada a valores de pH superiores
a 10.0 para se obter concentracdo adequada de grupos amino desprotonados para reagirem.
Contudo, foi observado em experimentos preliminares que valores de pH elevados causam
perda de atividade do complexo apos longos periodos de incubacdo. Para contornar este
problema alguns agentes estabilizantes foram testados (polietilenoglicol, manose e glicerol)
em diferentes concentragdes, obtendo-se o melhor resultado com glicerol 50% como aditivo,
condi¢do na qual ndo foi observada perda significativa de atividade. A Figura 4.3 mostra a
cinética de imobilizacdo do complexo celulolitico ndo modificado em glioxil-agarose a 4 e 25
°C (condig@o 1.1 e 1.2 na Tabela 4.3). Apds 24 horas a 4 °C, 12% da proteina presente no
sobrenadante foi imobilizada no suporte (R; = 12%). O mesmo procedimento foi realizado a
25 °C, condigdo na qual 31% da atividade desapareceu do sobrenadante. Em ambos os casos

ndo foi observada perda de atividade no branco reacional, mas foi observada perda de
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atividade na suspensdo devido ao processo de imobilizacdo. Esse resultado sugere que
conforme a enzima se imobilizava no suporte perdia atividade. Para nenhuma das duas
condicdes testadas foi verificada atividade enzimatica no derivado obtido ao final do
processo.

Devido a baixa quantidade de residuos de lisina na superficie das enzimas do
complexo celulolitico (DIVNE et al., 1998; KLEYWEGT et al., 1997, MATTINEN et al.,
1997; ROUVINEN et al., 1990; SANDGREN et al.,, 2001) a imobilizagdo em suportes
glioxil-agarose nao foi satisfatoria. Optou-se, por isso, em experimentos posteriores, pela
utilizagdo do complexo celulolitico contendo acidos carboxilicos aminados. Em experimentos
preliminares as enzimas aminadas empregando Cdii 1.0 mM apresentaram perfil de
imobilizacdao similar ao da enzima nativa indicando que a concentragao de Cdii empregada
ndo foi suficiente para efetuar o procedimento de aminac¢do dos 4cidos carboxilicos na
estrutura das proteinas de forma satisfatoria. O complexo aminado empregando Cdii 10 mM
na presenga de celobiose 2% foi empregado para os demais experimentos. A imobilizagao
empregando proteinas contendo os acidos carboxilicos aminados foi realizada a pH 9.0 e 8.5
uma vez que o pKa do grupo amino introduzido na superficie da estrutura das proteinas ¢
inferior ao das lisinas. Ap6s 36 horas de imobilizagdo a 4 °C (Tabela 4.3, condicao 1.3) 100%
das enzimas e das proteinas presentes no sobrenadante foram imobilizadas no suporte. Ao
final do processo de imobilizacdo a suspensdo também perdia 100% da atividade. Na Figura
4.4, que mostra a cinética de imobilizacdo do complexo celulolitico aminado a pH 9.0 e 25 °C
(condicdo 1.4 na Tabela 4.3), ¢ possivel verificar que com 5 horas mais de 70% das celulases
e das proteinas presentes no sobrenadante foram imobilizadas no suporte, enquanto a
suspensao conservava 75% da atividade inicial. Apds 24 horas, no entanto, nao foi observada
atividade tanto no sobrenadante quanto na suspensdo. Através da andlise das curvas de
imobilizacdo na Figura 4.4, € possivel verificar que a suspensdo perdia atividade em fun¢ao
do tempo de incubagdo, como ocorria nos experimentos anteriores empregando a enzima nao
aminada. Um novo experimento de imobilizagdo foi realizado a pH 8.5 ¢ 25 °C (condigdo 1.5
na Tabela 4.3 e Figura 4.5). Nesse novo experimento, no momento em que a atividade no
sobrenadante diminuiu para um valor proximo a 50%, o processo de imobilizacdo foi
paralisado e o suporte foi reduzido empregando boroidreto de sdédio 0.1 mg/mL a 4 °C. Apds a
redugdo nao foi observado atividade no derivado, e também nao foi observado dessorcao de

enzimas ¢ nem de proteinas apds re-suspensdo do derivado.
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Tabela 4.3 — Resultados de experimentos de imobilizacdo do complexo NS50013 em glioxil-agarose.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

GLIOXIL AGAROSE 4%

Atividade

Forca Tempo de R, Perdida no
Condicao Enzima pH Ionica Aditivos Temperatura Incubacio (h) R, Proteina Processo R% Ag
Nao modificada 10.0 25 mM Glicerol 50% (m/m) 4°C 24 12% 19% 10% 0% 0%
Nao modificada 10.0 25 mM Glicerol 50% (m/m) 25°C 24 31% 37% 14% 0% 0%
Aminada 9.0 25 mM nao 4°C 36 100% 100% 100% 0% 0%
Aminada 9.0 25 mM nao 25°C 24 100% 100% 100% 0% 0%
Aminada 8.5 25 mM nao 25°C 3.5 48% 28% 26% 0% 0%
Acgtcares Aminados 8.5 25 mM ndo 25°C 144 77% 38% 34% 0% 0%
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Figura 4.3 — Imobiliza¢ao do complexo NS50013 em glioxil-agarose. Imobilizagao a 4°C - e
atividade enzimatica no sobrenadante; ¥ atividade enzimatica na suspensdo; A proteinas
totais no sobrenadante; m branco reacional. Imobilizagdo a 25 °C - o atividade enzimatica no
sobrenadante; < atividade enzimatica na suspensdo; A proteinas totais no sobrenadante; V
branco reacional. Os dados s3o apresentados em termos de atividade residual - 4,
(Sobrenadante e suspensdo) e proteinas residuais - P, (sobrenadante).
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Figura 4.4 - Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 contendo os acidos carboxilicos
aminados (Cdii 10 mM na presenca de celobiose 2%) em glioxil-agarose a pH 9.0 e 25 °C. o
atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no sobrenadante; < atividade na
suspensao; e branco reacional. Os dados sdo apresentados em termos de atividade residual -
A, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas residuais - P, (sobrenadante).
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Uma alternativa interessante para a imobilizagao de enzimas glicosiladas em suportes
ativados com grupos glioxil ¢ a imobilizacdo dessas enzimas através de sua camada de
glicosilacdo previamente aminada (condicdo 1.6 na Tabela 4.3). A Figura 4.6 mostra a
imobilizacdo do complexo celulolitico contendo glicosilagdes aminadas a pH 8.5 ¢ 25 °C. A
imobilizacdo foi lenta, mas permitiu a imobilizagdo de 77% da atividade presente no
sobrenadante apds 144 horas, conservando 65% da atividade inicial observada na suspensao.
Contudo, novamente, apds o procedimento de redugdo com boroidreto de s6dio 0.1 mg/mL,
ndo foi observada atividade no derivado ao final do processo. O experimento de imobiliza¢ao
foi repetido, paralisando-se a reacdo e reduzindo-se o derivado, quando a atividade no
sobrenadante era de aproximadamente 50% da atividade inicial. Da mesma forma que no
experimento anterior, ndo foi observada atividade no derivado apos reducdo. Estudos
paralelos foram realizados para averiguar se o complexo perdia atividade por influencia do
boroidreto de soédio. O complexo celulolitico, na mesma concentragdo empregada nos
procedimentos de imobilizagdo, foi incubado por 1 hora a 25 °C na presenca de 1 mg/mL de
boroidreto de s6dio (uma concentragdo 10 vezes maior do que a empregada na redugdo dos
suportes) e ndo foi observada perda significativa de atividade. Woodward e Zachry (1981)
imobilizaram celulases de 7. reesei contendo a camada de glicosilacdo aminada em agarose-
bromociandégeno, um método que pode ser considerado pouco agressivo, e de forma similar

observaram quase 100% de perda de atividade apds o processo (R% foi de 9%).

4.3.2.2 Grupos Epéxido

Também foram testados suportes sepabeads-epoxido na imobilizagdo do complexo
celulolitico NS50013 (Tabela 4.4). A imobilizagdo nesse suporte requer que a enzima seja
inicialmente atraida ao suporte para viabilizar a interagdo entre grupos epéxido do suporte e
grupos reativos na superficie das enzimas. Suportes sepabeads-epoxido sao moderadamente
hidrofobicos e visando induzir a adsor¢do das proteinas em solug¢do através de suas regides
hidrofobicas, utilizamos alta for¢a i6nica do meio reacional. Desta forma, uma vez que a
enzima encontra-se adsorvida ao suporte a reagdo entre os grupos reativos na superficie das
proteinas e na superficie do suporte torna-se intramolecular, podendo ocorrer até mesmo em
baixos valores de pH (MATEO et al., 2003). Torna-se assim possivel a imobilizagdo
multipontual da enzima em valores de pH inferiores a 10.0, conforme requerido para
imobilizagdo com grupos glioxil. Inicialmente, foi empregado NaCl na concentracdo de 1M

em tampao fosfato pH 7.0 e 8.0 para induzir a adsor¢ao hidrofobica das enzimas ao suporte
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(condicdes 1.7 e 1.8 na Tabela 4.4). Como pode ser observado nas Figuras 4.7 e 4.8, a adicao
de NaCl foi suficiente para a rapida adsor¢dao de 25% e 42% da atividade inicial a pH 7.0 e
8.0, respectivamente. Apesar da rapida adsor¢do parcial das proteinas no meio a pH 7.0, ndo
foi observada a formacao de unides covalentes entre a enzima e o suporte mesmo apds longos
periodos de incubagdo. Quando o derivado foi re-suspendido em tampao fosfato 100 mM toda
a enzima adsorvida ao suporte foi dessorvida e ndo foi observado atividade no derivado final.
A pH 8.0 a adsor¢@o de enzimas foi mais intensa, e, nesta condi¢do, foi observada perda de
atividade na suspensdo com o aumento no tempo de incubacdo indicando reagdo de celulases
com o suporte. No entanto, ao final do processo toda a enzima ativa unida ao suporte,
provavelmente apenas adsorvida, também foi dessorvida quando este foi incubado em tampao
fosfato 100 mM. Assim, tal como nos experimentos anteriores de imobilizacdo em glioxil-
agarose, havia indicativos de que as celulases perdiam atividade ao se ligarem covalentemente

ao suporte.

Figura 4.5 - Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 contendo 4acidos carboxilicos
aminados (Cdii 10 mM na presenca de celobiose 2%) em glioxil-agarose a pH 8.5 e 25 °C. o
atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no sobrenadante; < atividade na
suspensdo; ® branco reacional. Os dados sdo apresentados em termos de atividade residual -
A, (Sobrenadante e suspensao) e proteinas residuais - P, (sobrenadante).
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Figura 4.6 - Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 contendo agucares aminados em
glioxil-agarose a pH 8.5 e 25 °C. O atividade enzimatica no sobrenadante; A\ proteinas totais
no sobrenadante; <& atividade na suspensdo; e atividade no branco reacional. Os dados sio
apresentados em termos de atividade residual - 4, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas
residuais - P, (sobrenadante).
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Figura 4.7- Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 em sepabeads-epoxido a pH 7.0
e 25 °C na presenca de NaCl 1M. o atividade enzimatica no sobrenadante; /A proteinas totais
no sobrenadante; <& atividade na suspensdo; e atividade no branco reacional. Os dados sio
apresentados em termos de atividade residual - 4, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas
residuais - P, (sobrenadante).
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O procedimento de imobilizagdo do complexo enzimatico em sepabeads-epoxido foi
repetido empregando tampao fosfato 1 M pH 7.0 sem adi¢do de NaCl. Nessa condi¢do 91%
da atividade contida no sobrenadante foi rapidamente adsorvida ao suporte (condi¢ao 1.9 na
Tabela 4.4 e Figura 4.9). A suspensdo perdeu atividade durante o processo de incubacio,
enquanto o branco reacional conservou 100% de sua atividade inicial, apés 64 horas de
incubagdo a suspensao foi filtrada e re-suspendida em tampao fosfato 100 mM pH 7.0. Toda a
atividade observada na suspensdo foi dessorvida do suporte de forma que ndo foi observado
atividade no derivado ao final do processo. Assim como nos experimentos anteriores, as
moléculas de enzima que se uniam covalentemente ao suporte perdiam sua atividade
catalitica.

Em enzimas glicosiladas a camada de glicosilagdo pode interferir na imobilizacdo por
impedir o contato direto entre a superficie da enzima e o suporte. Assim, visando reduzir a
camada de glicosilagdo para facilitar a imobilizacdo em sepabeads-epoxido, o complexo
NS50013 foi oxidado e, num segundo procedimento, reduzido. A Figura 4.10 mostra a
cinética de imobiliza¢do do complexo NS50013 contendo a camada de glicosilagdo oxidada e
oxidada-reduzida em sephabeads-epdxido (tampdo fosfato 1M pH 7.0). A diminui¢do da
camada de glicosilagdo favorece a interagdo de todos os grupos presentes na superficie das
proteinas com o suporte. Em conseqiiéncia, a adsor¢do por interagdes hidrofobicas no inicio
do experimento foi maior do que a que deve ter ocorrido quando a camada de glicosilagao
estava intacta alcancando R; e Ry proreiva de 100% para ambos os casos (oxidada e oxidada-
reduzida). Foi observado, durante a incubagao dos complexos celuloliticos oxidado e oxidado-
reduzido, que ocorria perda de atividade na suspensao, perda essa superior a observada para a
imobilizacdo, nas mesmas condigdes, do complexo enzimdtico contendo as glicosilagdes
intactas. A perda de atividade na suspensdo foi mais acentuada para a amostra contendo
glicosilagdes oxidadas-reduzidas. Apesar do alto rendimento de imobiliza¢do, assim como nos
experimentos anteriores, também ndo foi observado atividade no derivado ao final do
processo, toda a atividade presente no suporte foi dessorvida uma vez que este foi re-suspenso
em tampao fosfato 100 mM pH 7.0, em ambos os casos. Este experimento, assim como 0s
anteriores, indica que as celulases perdem atividade quando unidas covalentemente ao
suporte. Os resultados obtidos sugerem que a camada de glicosilagdo presente nas celulases
do complexo NS50013 pode interferir no processo de imobilizacdo dificultando o contato
direto da superficie das enzimas com a superficie do suporte e até mesmo reduzindo o nimero

de orientagdes possiveis durante o processo de imobilizagao.



Tabela 4.4 — Resultados de experimentos de imobilizagdo do complexo NS50013 em sepabeads-epoxido.
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Condicao

1.7

1.8

1.9

1.10

1.11

1.12

Enzima

N3o modificada

Nao modificada
Nao modificada
Oxidada
Oxidada e
reduzida
Acucares

aminados

7.0

8.0

7.0

7.0

7.0

7.0

Forca ionica

100 mM

100 mM

1 M (fosfato)

1 M (fosfato)

1 M (fosfato)

1 M (fosfato)

SEPABEADS-EPOXIDO

Aditivos
NaCl para
IM
NaCl para
IM
nao

nao

nao

nao

Temperatura

25°C

25°C

25°C

25°C

25°C

25°C

Tempo de
Incubacgao (h)

40

40

64

64

64

122

R;

29%

60%

91%

100%

100%

100%

R;

Proteina

30%

29%

65%

100%

100%

100%

Atividade

Perdida no

Processo

5%

30%

38%

74%

89%

74%

R%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

Ag

0%

0%

0%

0%

0%

0%
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Figura 4.8- Cinética de imobilizacao do complexo NS50013 em sepabeads-epoxido a pH 8.0
e 25 °C na presenca de NaCl 1M. o atividade enzimatica no sobrenadante; /A proteinas totais
no sobrenadante; <& atividade na suspensdo; e atividade no branco reacional. Os dados sio
apresentados em termos de atividade residual - 4, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas
residuais - P, (sobrenadante).
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Figura 4.9- Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 em sepabeads-epoxido a pH 7.0
e 25 °C empregando tampao fosfato 1.0 M. o atividade enzimatica no sobrenadante; A
proteinas totais no sobrenadante; <& atividade na suspensio; e atividade no branco reacional;
A atividade dessorvida do suporte apos re-suspensdo. Os dados sdo apresentados em termos
de atividade residual - A, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas residuais - P,
(sobrenadante).
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Figura 4.10- Cinética de imobilizagdo do complexo NS50013 contendo a camada de
glicosilacdo oxidada e oxidada e reduzida em sepabeads-epdxido a pH 7.0 e 25 °C
empregando tampao fosfato IM. a) Complexo NS50013 oxidado empregando metaperiodato
de sodio 100 mM — o atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no
sobrenadante; < atividade na suspensdo; e atividade no branco reacional. b) Complexo
NS50013 oxidado empregando metaperiodato de soédio 100 mM e reduzido empregando
boroidreto de sddio 1 mg/mL — -|— atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no
sobrenadante; m atividade na suspensdo; € atividade no branco reacional. Os dados sdo
apresentados em termos de atividade residual - 4, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas
residuais - P, (sobrenadante).
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Com o intuito de imobilizar as enzimas do complexo de forma pouco agresiva,
diminuindo a perda de atividade em sepabeads-epoxido, foi testada a imobilizacdo do
complexo contendo a camada de glicosilagdo aminada em tampao fosfato 1 M pH 7.0 (Tabela
4.4, condigdo 1.12). A adsor¢do a alta for¢a idnica foi rdpida, de forma analoga aos
experimentos anteriores a suspensao perdeu atividade durante a incubagdo. Neste experimento
uma pequena quantidade de suporte foi filtrado e re-suspendido em tampao fosfato 100 mM
em diferentes estagios do processo de incubacdo. A atividade enzimadtica e proteinas totais
foram medidas no sobrenadante ap6s re-suspensdo. O derivado foi entdo novamente filtrado e
re-suspendido em tampao fosfato 100 mM pH 7.0 e a atividade enzimatica nele contida foi
medida. Através deste experimento (Figura 4.11) é possivel verificar que a medida que as
enzimas uniam-se covalentemente ao suporte perdiam atividade, de forma que uma vez que o
suporte foi re-suspendido a tUnica atividade que podia ser observada era a atividade das
enzimas que estavam apenas adsorvidas na superficie do suporte e nao unidas

covalentemente. De forma analoga a atividade, uma vez que o suporte foi re-suspendido em
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tampao fosfato uma quantidade significativa de proteinas (medidas por Bradford) foram

liberadas no sobrenadante.

Figura 4.11- Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 contendo a camada de
glicosilagao aminada em sepabeads-epoxido a pH 7.0 e 25 °C empregando tampao fosfato 1
M. o atividade enzimatica no sobrenadante; /A proteinas totais no sobrenadante; < atividade
na suspensao; e atividade dessorvida do suporte apds re-suspensao em tampao fosfato 100
mM; m proteinas totais dessorvidas do suporte apos re-suspensiao em tampao fosfato 100 mM;
A atividade observada no derivado apds re-suspensdo em tampao fosfato 100 mM; &
atividade enzimadtica no branco reacional. Os dados sdo apresentados em termos de atividade
residual - 4, (Sobrenadante e suspensao) e proteinas residuais - P, (sobrenadante).
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4.3.3 Imobiliza¢cio em Suporte Agarose-Bromocianogeno

A 1imobilizacdo do complexo NS50013 foi realizada empregando agarose-
bromociandgeno como suporte. Este suporte ¢ extremamente reativo, ligando-se rapidamente
e de forma covalente com nucledfilos presentes na superficie de proteinas, principalmente
residuos de lisina e grupos N-terminais. O experimento foi realizado a pH 7.0 e 4 °C, o
complexo enzimdtico foi incubado por 0.5 ou 1.5 hora (Tabela 4.5, condi¢des 1.13 e 1.14). A
incubacgao por 1.5 hora foi suficiente para imobilizar covalentemente 92% da atividade e 73%
da proteina. Pela primeira vez foi observada atividade no derivado apés o processo de
imobilizacdo, R% foi de 20 e 13% enquanto Ag foi de 11 e 12% para o processo de
imobilizagcdo com incubacdo por 0.5 e 1.5 hora, respectivamente. Diferentemente dos métodos

de unido covalente testados anteriormente, que favoreciam a unido multipontual da enzima
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com a superficie do suporte, a imobilizagdo empregando agarose ativada com
bromociandégeno a pH 7.0 e baixas temperaturas favorece a unido unipontual das proteinas
através de seu grupo N-terminal. Métodos de unido unipontual causam pouca ou nenhuma
alteragdo conformacional na estrutura das proteinas. Nesse contexto, a imobilizagdo em
agarose-bromocianogeno pode ser considerada um método de imobilizagdo pouco agressivo e
que, geralmente, produz derivados com alta atividade recuperada. Apesar disso, os valores de
R% obtidos em experimentos de imobilizagdo de NS50013 em agarose-bromocianégeno
foram extremamente baixos. Woodward e Zachry (1981) testaram a imobilizacdo de celulases
de T. reesei (ndo modificada e contendo a camada de glicosilagio aminada) em agarose-
bromociandgeno obtendo valores de R% entre 9-43% dependendo da condi¢do empregada e
do substrato usado para medida de atividade (avicel e CMC). Esses autores observaram que
mesmo as celulases estando imobilizadas em um suporte poroso elas ainda conservavam
atividade frente a substratos insoluveis como avicel, sendo a perda de atividade atribuida a
limitagdes de transferéncia de massa e a impedimentos estéricos causados pelo bloqueio do

sitio ativo das celulases durante o processo de imobilizagao.

4.3.4 Imobilizacao por Adsor¢io

Os resultados de imobilizagdo do complexo celulolitico através de unides covalentes
indicam que métodos de imobilizacdo por adsor¢do, menos agressivos, podem ser mais
indicados para imobilizar as enzimas do complexo NS50013. Varios suportes foram testados
na imobilizacdo do complexo fazendo uso de inumeras interacdes nao covalentes. A Tabela
4.6 mostra os resultados da adsor¢do do complexo NS50013 em agarose-IDA-Cu’ a 25 °C e
pH 7.0 com forga idnica de 100 ¢ 5 mM (condigdo 2.1 e 2.2). Suportes agarose-IDA-Cu"
possuem a capacidade de adsorver proteinas através das cadeias laterais do aminoacido
histidina de forma suave, sem causar grandes alteracdes conformacionais (MATEO et al.,
2000; PESSELA et al., 2003). A imobilizagdo nesse suporte apresentou bons resultados. Apds
16 horas de incubagdo, R% foi de 63 ¢ 27% e Ag foi de 45 e 14% para o processo conduzido a
100 e 5 mM, respectivamente. Apesar dos bons resultados em termos de R% e Ag, a interagao
entre a enzima e o suporte mostrou-se débil de forma que a enzima desprendia-se
gradualmente do suporte quando o derivado era filtrado e re-suspendido em uma nova solugao

de tampao, impossibilitando sua aplicagdo em condigdes reais de processo.



Tabela 4.5 — Resultados de experimentos de imobiliza¢do do complexo NS50013 em agarose-bromocianogeno.
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AGAROSE-BROMOCIANOGENO

Atividade
Tempo de R, Perdida no
Condicao Enzima pH Forca ionica Aditivos Temperatura Incubacio (h) R, Proteina Processo R% Ag
1.13 Nao modificada 7.0 100 mM ndo 4°C 0.5 56% 47% 45% 20%  11%
1.14 Nao modificada 7.0 100 mM ndo 4°C 1.5 92% 73% 87% 13%  12%
Tabela 4.6 — Resultados de experimentos de adsor¢do do complexo NS50013 em agarose-IDA-Cu’.
AGAROSE-IDA-CU"
Atividade
Tempo de R, Perdida no
Condicao Enzima pH Forcaionica Aditivos Temperatura Incubacio (h) R, Proteina Processo R% Ag
2.1 Nao modificada 7.0 100 mM ndo 25°C 16 71% 49% 27% 63%  45%
2.2 Nao modificada 7.0 5 mM ndo 25°C 16 51% 37% 18% 27%  14%




Tabela 4.7 — Resultados de experimentos de adsor¢cao do complexo NS50013 em trocadores cationicos.
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TROCADORES CATIONICOS

Tempo de R,
Condicao Enzima pH Forca idnica  Aditivos Temperatura Incubacio (h) R, Proteina R%  Ag
2.3 DEAE Sepharose ~ Nao modificada 7.0 5mM nao 25°C 3 28% 77% 53% 15%
2.4 Q Sepharose Né&o modificada 7.0 5 mM néo 25°C 3 23% 75% 78% 18%
2.5 MANAE 80 Nédo modificada 7.0 5 mM ndo 25°C 3 100% 97% 51% 51%
2.6 Agarose-PEI 1500  Nao modificada 7.0 5mM nao 25°C 3 100% 90% 0% 0%
2.7 Agarose-PEI 25000 Nao modificada 7.0 5mM nao 25°C 3 100% 92% 0% 0%
Tabela 4.8 — Resultados de experimentos de adsor¢do do complexo NS50013 em trocadores anidnicos.
TROCADORES ANIONICOS
Tempo de R,
Enzima pH Forcaidnica Aditivos Temperatura Incubacio (h) R, Proteina R% Ag
Agarose-DS  N&o modificada 7.0 5mM nao 25°C 3 100% 93% 0% 0%
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Todas as enzimas presentes no complexo celulolitico possuem muitos residuos de
acidos asparticos e glutamicos em sua superficie (LIU et al., 2001; SANDGREN et al., 2001),
o que confere carga negativa a determinadas regides das proteinas. Desta forma, a utiliza¢ao
de trocadores catidonicos para adsorver de forma reversivel as celulases do complexo foi
avaliada (Tabela 4.7). Inicialmente, foram testados trocadores cationicos comerciais, DEAE-
Sepharose e Sepharose-Q (Tabela 4.7, condicdes 2.3 e 2.4). Apesar da alta atividade
recuperada obtida para esses dois suportes, 53 e 78% respectivamente, o baixo rendimento de
imobilizacdo fez com que Ag seja de 15% para DEAE-Sepharose e 18% para Sepharose-Q.
Apesar do fato de que todas as enzimas do complexo apresentam atividade sobre CMC, a
atividade frente a esse substrato ¢ diferente para cada uma dessas enzimas. Sendo assim
quando empregamos CMC7, como método padrdo para acompanhamento do processo de
imobilizagdo somente rendimentos de imobilizacdo proximos a 100% sdo confidveis para
avaliacdo da atividade recuperada, uma vez que o processo de imobilizacdo pode gerar
particdo das enzimas presentes no complexo que por sua vez vao hidrolisar este substrato de
forma mais ou menos eficiente mascarando a real eficiéncia do procedimento de imobilizacao.
Neste contexto o Ar € mais confidvel para avaliar o desempenho real do processo de
imobilizacgao.

A condicdo 2.5 na Tabela 4.7 apresenta os resultados para imobilizagdo do complexo
em suporte MANAE-agarose ativado com 80 pmoles de grupos amino por mL de gel
(MANAE-80). Empregando MANAE-80 100% da atividade observada no sobrenadante foi
imobilizada no suporte obtendo R% ¢ Ar de 51%. Apesar dos bons resultados obtidos para a
adsorcao do complexo NS50013 em MANAE-80 e os resultados satisfatorios observados para
adsorcdo em DEA-sepharose e sepharose-Q, a interacdo fraca formada entre as enzimas e
estes suportes fez com que 100% da atividade e da proteina fossem dessorvidas, dos trés
suportes, quando os derivados foram incubados em tampao fosfato 100 mM pH 7.0. A
completa dessor¢do das enzimas adsorvidas em valores de forca i06nica moderada
impossibilita a utilizagdo desses derivados em condi¢des reais de processo. Nao foram
encontrados na literatura trabalhos que tratam da imobilizacao direta de celulases em suportes
carregados positivamente de forma funcional sem a formagdo de unides covalentes entre a
enzima e o suporte. Sao descritos, porém, trabalhos sobre a adsor¢do em suportes positivos
seguido de entrecruzamento com glutaraldeido (INCE et al., 2012), unides covalentes entre a
enzima e o suporte empregando Cdii (KHOSHNEVISAN et al., 2011) e suportes mistos
contendo grupos de carga positiva e grupos funcionais capazes De realizar unides covalentes

(HUNG et al., 2011).
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A adsor¢ao do complexo NS50013 também foi testada em agarose ativada com
polietilenoimina (PEI) com peso molecular de 15000 e 25000 kDa (Tabela 4.7, condigoes 2.6
e 2.7). Suportes ativados com PEI possuem altas densidades de cargas positivas imobilizando
fortemente proteinas por suas regides de carga negativa, além disso, a flexibilidade do
polimero PEI faz com que as proteinas sejam unidas ao suporte em trés dimensdes (PESSELA
et al., 2003; PESSELA et al., 2005; TORRES et al.,, 2006). Desta forma, proteinas
imobilizadas nesses suportes dificilmente desprendem-se deles até mesmo quando em altos
valores de forga ionica. A adsor¢do foi eficiente alcangando 100% de R; em temos de
atividade em ambos os suportes. Apesar eficiéncia na adsor¢do ocorreu 100% de perda de
atividade durante o processo, para os dois suportes. Quando os derivados foram re-
suspendidos a moderada ou alta forga idnica nao foi observada dessor¢do dos suportes, tanto
em termos de atividade quanto de proteinas, indicando forte interacdo entre as enzimas do
complexo NS50013 e os suportes, Torres et al., (2006) observaram comportamento similar
para proteinas adsorvidas em suporte agarose-PEI.

Também foi testada a imobilizagdo do complexo celulolitico em agarose ativada com o
polimero dextrana sulfato (agarose-DS), suporte esse que possui alta densidade de cargas
negativas em sua superficie (FUENTES et al., 2004; FUENTES et al., 2006). Nesse tipo de
suporte, até mesmo proteinas com baixas densidades de cargas positivas, como ¢ o caso das
celulases (LIU ef al., 2001; SANDGREN et al., 2001), podem ser imobilizadas. A Tabela 4.8
mostra os resultados para imobilizacdo do complexo em agarose-DS. Assim como ocorrido
nos experimentos com agarose-PEI, 100% da atividade foi imobilizada no suporte, porém
com 100% de perda de atividade, também ndo sendo observada dessor¢do de enzimas ou
mesmo proteinas quando o derivado foi incubado a altos ou moderados valores de forga
ionica. O processo de imobilizacdo do complexo enzimdtico por adsorcdo em suportes
contendo polimeros com altas densidades de cargas negativas ou positivas em sua superficie
teve, pois, comportamento similar ao observado em processos de imobilizagdo covalente.
Uma possivel causa é que as fortes interagdes entre as enzimas e os suportes podem causar
distor¢des estruturais e principalmente diminuicdo do grau de liberdade das enzimas
imobilizadas. Assim, uso de suportes com altas cargas evita dessor¢ao, mas também inativa a

enzima, o que impede sua utilizagao.
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4.3.5 Imobilizacio por Adsorc¢ao Seguida de Unido Covalente

Apesar dos bons resultados obtidos para a imobilizagdo do complexo NS50013 em
suportes agarose-IDA-Cu’ e suportes ativados com cargas positivas, a dessor¢io de enzimas
do suporte quando os derivados foram incubados em condigdes diferentes das empregadas
durante o processo de imobilizacao impede a aplicacdo desses derivados em condi¢des reais
de processo. Desta forma, buscou-se outra estratégia de imobilizagdo das enzimas do
complexo que combinasse interagdes reversiveis com unides covalentes entre as enzimas € o
suporte.

Neste contexto, a imobilizagdo do complexo NS50013 foi testada em diversos suportes
contendo grupos IDA-Cu’ ou grupos positivamente carregados juntamente com grupos
funcionais capazes de promover a unido covalente entre as enzimas e o suporte. A Tabela 4.9
mostra os resultados para a imobilizagdo do complexo em suportes mistos agarose-glioxil-
IDA-Cu’. O processo de imobilizagio foi realizado em duas etapas, primeiro a adsor¢do das
enzimas a pH 7.0 por 2, 18 ou 100 horas (condi¢des 3.1, 3.2 e 3.3) seguido de aumento do pH
da solucdo para 10.0 por uma hora com o objetivo de facilitar a unido covalente entre as
enzimas e o suporte. A Figura 4.12 mostra a cinética de imobiliza¢do das enzimas em agarose-
glioxil-IDA-Cu’, nos tempos de 2, 18 e 100 horas. Uma parte do suporte foi filtrada e re-
suspendida em tampao bicarbonato 100 mM pH 10.0 por 1 hora. Através da cinética de
imobiliza¢do do complexo em agarose-glioxil-IDA-Cu" é possivel verificar que com 15 horas
aproximadamente 80% da atividade observada no sobrenadante (R;) € 65% das proteinas (R;.
protein4) foram imobilizados no suporte conservando 54% de atividade na suspensao, o
branco reacional indica que ndo havia perda de atividade devido as condi¢des do processo.
Ap6s 100 horas de incubagdo, R;foi de 90% e Ry proreiva 70%, mas a atividade na suspensao
diminuiu com o aumento do tempo de incubacdo, chegando a apenas 70% em relacdo a
atividade inicial ao final do processo. Apds incubagdao a pH 10.0 por uma hora nao foi
observada atividade no derivado nas trés condic¢des testadas (incubados a pH 7.0 por 2, 18 e
100 horas), sendo que a enzima livre (branco reacional) ndo perdeu atividade de forma

significativa ap6s incubagdo a pH 10.0 por 1 hora.
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Tabela 4.9 — Resultados de experimentos de imobilizagdo do complexo NS50013 em suportes mistos contendo grupos reativos e grupos IDA-

Cu'.
SUPORTES IDA-Cu” CONTENDO GRUPOS FUNCIONAIS PARA IMOBILIZACAO COVALENTE
Atividade perdida
Tempo de R, no processo
Condigao Suporte Enzima pH Forc¢a ionica Aditivos Temperatura Incubacio (h) R, Proteina Etapal Etapa2 R% Ag
Glioxil Agarose Nao
3.1 IDA Cu" modificada 7e 10 100 mM nao 25°C 2 51% 23% 0% 100% 0% 0%
Glioxil Agarose Nao
3.2 IDA Cu’ modificada 7e 10 100 mM nao 25°C 18 81% 64% 43% 100% 0% 0%
Glioxil Agarose Nao
33 IDA Cu’ modificada 7e 10 100 mM nao 25°C 100 90% 69% 68% 100% 0% 0%
ETAPA UNICA
Gioxil Agarose- Aminada
34 IDA-Cu" Cdii 10 mM 9 100 mM nao 4°C 18 100% - 100% 0% 0%
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Figura 4.12 - Cinética de imobilizagdo do complexo NS50013 em agarose-glioxil-IDA-Cu” a
pH 7.0 e 25 °C. o atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no sobrenadante;
s atividade na suspensdo; e atividade no branco reacional. Os dados sdo apresentados em
termos de atividade residual - A, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas residuais - P,
(sobrenadante).
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Foi testada a imobilizacdo do complexo celulolitico contendo acidos carboxilicos
aminados no suporte agarose-glioxil-IDA-Cu" (condi¢do 3.4 na Tabela 4.9). A imobilizagio
foi realizada a pH 9.0 em tampao fosfato 100 mM, condicdo que permite a interagdo
especifica entre grupos histidina e grupos IDA-Cu’ do suporte e a unidio covalente entre
grupos amino na estrutura das proteinas e grupos glioxil no suporte, respectivamente. A
ligacdo covalente entre grupos aldeido glioxil e grupos amino requer a formagao simultanea
de duas ligagdes, devido a menor reatividade dos grupos aldeido glioxil em relacdo aos
aldeido glutaraldeido, por exemplo. Isso ird requerer, entdo, dois grupos aminos
desprotonados proximos na superficie da enzima, para formagdo da ligagdo entre enzima e
suporte. A pH 9.0, a concentracdo de grupos amino desprotonados de residuos lisina que
poderiam reagir com grupos glioxil do suporte ¢ baixa, mas o pKa dos grupos aminos dos
acidos carboxilicos aminados presentes na superficie da enzima ¢ mais baixo e estes reagem
rapidamente com os grupos glioxil do suporte uma vez a adsor¢ao ocorra. Apds 18 horas, R;
foi de 100%, porém, novamente, a ligacdo covalente, claro, impedia dessor¢ao, mas resultava
em 100% de perda de atividade. Todos os resultados obtidos até aqui indicam que a

imobilizagdo covalente das enzimas presentes no complexo NS50013 acarreta perda de
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atividade.

Os melhores resultados alcangados durante experimentos de adsor¢dao do complexo
NS50013 foram empregando MANAE-80 como suporte. No intuito de otimizar esse
procedimento de imobilizagdo, suportes ativados com grupos amino foram extensivamente
estudados. A Tabela 4.10 mostra os resultados para a imobilizagdo das enzimas em suportes
contendo grupos amino através de diferentes estratégias. Inicialmente o suporte MANAE-
epoxido, contendo 80 umol de grupos amino por mL de gel, foi empregado na imobiliza¢ao
do complexo, com a reacdo sendo conduzida em tampao fosfato 5 mM a pH 7.0 (condicdo 3.5
na Tabela 4.10). A Figura 4.13 mostra a cinética de imobilizacdo do complexo nesse suporte.
A adsor¢dao das enzimas ao suporte ocorreu por interagdes iOnicas e, portanto, foi
extremamente rapida. As enzimas ndo perderam atividade nas condi¢des do processo (branco
reacional), no entanto com o aumento do tempo de incubagdo foi observado diminui¢do na
atividade da suspensdo. Em diferentes tempos, uma determinada massa de derivado foi
filtrada e re-suspendida em tampao fosfato 100 mM pH 7.0, medindo-se a atividade no
sobrenadante e na suspensdo. Apds re-suspensdo o derivado final foi novamente filtrado e
novamente re-suspendido em tampdo, para nova avaliacdo da atividade presente na suspensao.
Os resultados obtidos mostraram que somente havia atividade presente no sobrenadante, pois
os valores medidos foram idénticos aos obtidos para a suspensdo, para todas as medidas
efetuadas. Esses resultados mostram que realmente ocorria perda de atividade enzimatica na
medida em que a enzima se ligava covalentemente ao suporte.

Suportes sepabeads-epoxido foram parcialmente modificados através da reagdo com
etilenodiamina 300 mM a pH 10.0 por 1, 2 ou 5 horas. Esses suportes contendo baixas e
crescentes densidades de grupos amino e altas densidades de grupos epdxido foram
empregados na imobilizagdo do complexo celulolitico em tampao fosfato 5 mM pH 7.0.
(Tabela 4.10, condigdes 3.6, 3.7 e 3.8). Devido a baixa densidade de grupos amino, a adsor¢ao
a baixa forga i0nica foi ineficiente para os trés suportes testados e nao foi observada evolugdo
no processo de imobilizacdo ap6s 40 horas de incubagdo. Ao final da incubagdo, o suporte foi
filtrado e re-suspendido, ndo se observando atividade em nenhum dos derivados ao final do
processo. Também ndo foi observada dessor¢do de enzimas ou proteinas no sobrenadante
indicando que todas as proteinas adsorvidas estavam unidas covalentemente ao suporte e

inativas.



Tabela 4.10 — Resultados de experimentos de imobilizacdo do complexo NS50013 em suportes mistos baseados em grupos amino.
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Condicao

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.11

Suporte

MANAE-Epdxido
Sepabeads-Epoxido-
amino (1h)
Sepabeads-Epoxido-
amino (2h)
Sepabeads-Epoxido-
amino (5h)
MANAE 80-
Glutaraldeido
MANAE 10-
Glutaraldeido
MANAE 20-
Glutaraldeido

Enzima
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao

modificada

pH

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

SUPORTES MISTOS CONTENDO GRUPOS AMINO

Forc¢a ionica

5 mM

5 mM

5 mM

5 mM

5 mM

100 mM

100 mM

Aditivos

nao

nao

nao

nao

nao

nao

nao

Temperatura

25°C

25°C

25°C

25°C

25°C

25°C

25°C

Tempo de
Incubacao (h)

96

40

40

40

164

164

R,

100%

22%

21%

32%

100%

29%

63%

R,

Proteina

100%

18%

19%

26%

100%

39%

46%

Atividade

Perdida no

Processo

74%

12%

25%

27%

100%

13%

48%

R%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%
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Figura 4.13- Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 em MANAE-epoxido apH 7.0
e 25 °C. o atividade enzimdtica no sobrenadante; /A proteinas totais no sobrenadante; <
atividade na suspensdo; e atividade dessorvida do suporte apds re-suspensdo em tampao
fosfato 100 mM; X atividade observada no derivado apds re-suspensdo em tampéo fosfato
100 mM; @ atividade enzimatica no branco reacional.
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Suportes MANAE-agarose contendo diferentes densidades de grupos amino foram
ativados previamente com glutaraldeido e empregados na imobilizacdo do complexo
NS50013 (condigdes 3.9, 3.10 e 3.11 na Tabela 4.10). A imobilizacdo do complexo
celulolitico em suporte MANAE-agarose ativado com 80 umoles de grupos amino por mL de
gel (MANAE-80) e com glutaraldeido foi realizada empregado tampao fosfato 5 mM. Nessa
condicdo, a enzima se adsorvia ao suporte rapidamente, e também perdia rapidamente 100%
de sua atividade. Ao filtrar e re-suspender o suporte em tampao fosfato 100 mM pH 7.0, ndo
foi observada atividade na suspensdo e nem no sobrenadante, indicando que todas as enzimas
estavam covalentemente unidas ao suporte e inativas.

Inicialmente, proteinas imobilizadas em suportes ativados com glutaraldeido se unem
ao suporte covalentemente através de seus grupos N-terminal (LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005). A condi¢do de baixa forga idnica empregada no experimento favorece a adsorcao das
enzimas ao suporte de forma rapida e eficiente. Uma vez adsorvidas ao suporte, a reagao
torna-se intramolecular podendo, portanto, ocorrer a formagdo de ligacdes covalentes nao
somente com o grupo N-terminal das enzimas mas também com grupos amino da cadeia

lateral dos residuos de lisina, mesmo essa reagdo sendo desfavoravel a pH 7.0 (LOPEZ-
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GALLEGO et al., 2005).

Na tentativa de diminuir a perda de atividade enzimatica observada no experimento
anterior, a imobiliza¢gdo do complexo NS50013 foi entdo realizada em suportes MANAE-
agarose contendo 20 e 10 umoles de grupos amino por mL de gel (MANAE-20 e MANAE-
10), ativacdo bem menor que a anterior (80 pmoles de grupos amino por mL de gel). Os
suportes foram ativados com glutaraldeido e a imobilizagdo foi realizada a pH 7.0, forca
ionica de 100 mM. Nessa condicdo, o processo de imobilizacdo ¢ mais lento e favorece a
imobilizacdo das enzimas unicamente através de seus grupos N-terminal. As Figuras 4.14 e
4.15 mostram a cinética de imobilizagdo em MANAE-10-Glutaraldeido ¢ MANAE-20-
Glutaraldeido, respectivamente. A velocidade de imobilizacdo em MANAE-20-Glutaraldeido
foi superior a observada para MANAE-10-glutaraldeido, obtendo-se apds 164 horas R; de
29% para 0o MANAE-10-Glutaraldeido e 63% para MANAE-20-Glutaraldeido.

Apesar das enzimas ndo perderem atividade devido as condi¢des de imobilizacdo
(branco reacional Figuras 4.14 ¢ 4.15), a suspensao perdeu atividade gradativamente com o
aumento do tempo de incubagdo, de forma andloga aos experimentos realizados com
MANAE-80-Glutaraldeido. Apos filtracdo e re-suspensdo do derivado em tampdo ndo foi
observado atividade tanto no sobrenadante como na suspensdo. Esses resultados indicam que
a unido covalente da enzima ao suporte causa perda de atividade até mesmo quando a unido
ocorre pela regido N-terminal, comportamento ja indicado pelos experimentos de
imobilizagcdo em agarose-bromociandgeno realizados anteriormente.

Uma vez que a imobilizagdo direta do complexo NS50013 em suportes contendo
grupos amino na superficie, além de grupos reativos capazes de formar ligagdes covalentes,
ocasionava perda de atividade tentamos adotar a estratégia de adsorver as enzimas em
suportes MANAE-80 e entrecruzar a enzima empregando diferentes concentragdes de
glutaraldeido. O entrecruzamento com glutaraldeido pode evitar o desprendimento da enzima
do suporte com o aumento da for¢a idnica do meio, possibilitando a aplica¢ao do derivado em
condi¢cdes de processo. As enzimas foram normalmente adsorvidas no suporte MANAE-80 a
pH 7.0 e for¢a idnica de 5 mM alcangando rendimentos de imobilizacdo de 100% em todos os
casos e conservando aproximadamente 50% da atividade oferecida para imobilizagdo (R% e

Ap=~50%).
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Figura 4.14- Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 em MANAE-10-glutaraldeido
a pH 7.0 e 25 °C. o atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no
sobrenadante; < atividade na suspensido; e atividade no branco reacional. Os dados sdo
apresentados em termos de atividade residual - 4, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas
residuais - P, (sobrenadante).

100 jm .

=B

95

90

85

80

75

Ar - Pr (%)

70

65

60

55

P I VN I O O VO O AV N AN N A O A A OO
o]

50

T L LA I B e s e R L e e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Tempo (h)

ApoOs a etapa de adsor¢cdo, os derivados foram entrecruzados com diferentes
concentragdes de glutaraldeido a pH 7.0 por 1 hora. Ao final do processo, os derivados foram
filtrados e re-suspendidos em tampao fosfato 100 mM pH 7.0, sendo medidas as atividades no
sobrenadante e na suspensao. Os resultados desses experimentos, apresentados na Tabela 4.11,
indicam que o entrecruzamento do derivado com glutaraldeido 1.5, 0.5 e 0.3% (m/v)
ocasionou perda total de atividade (Tabela 4.11, condigdes 3.12, 3.13 e 3.14). O
entrecruzamento com glutaraldeido 0.15% foi suficiente para entrecruzar 100% da atividade
adsorvida no suporte e evitar assim a dessor¢do das enzimas ja que ao se re-suspender o
derivado em tampao fosfato 100 mM ndo foi observado desprendimento de enzimas do
suporte. O processo de entrecruzamento ocasionava 53% de perda de atividade e rendia um
Ag de 22%. O entrecruzamento empregando glutaraldeido 0.08 e 0.05% nao foi suficiente
para entrecruzar 100% da atividade adsorvida ao suporte, observando-se liberagdo de enzimas
no sobrenadante apds a re-suspensdo do derivado em tampao fosfato 100 mM pH 7.0. Em
ambos os casos (0.08 e 0.05%), a concentragdo relativa de enzimas entrecruzadas no processo

foi de ~50%, com Ay similar para trés casos avaliados. Nessa etapa do trabalho, a atividade
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efetiva (4g) torna-se uma variavel muito interessante para comparagdo entre os resultados,
permitindo avaliagdo do processo de forma global. O procedimento de adsor¢ao em MANAE-
agarose seguido de entrecruzamento com glutaraldeido apresentou os melhores resultados até

0 momento.

Figura 4.15- Cinética de imobilizacdo do complexo NS50013 em MANAE-20-glutaraldeido
a pH 7.0 e 25 °C. o atividade enzimatica no sobrenadante; A proteinas totais no
sobrenadante; < atividade na suspensdo; e atividade no branco reacional. Os dados sdo
apresentados em termos de atividade residual - 4, (Sobrenadante e suspensdo) e proteinas
residuais - P, (sobrenadante).

90

80

70

Ar-Pr (%)

60

oe

50

40

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170
Tempo (h)



150

com

Tabela 4.11 — Resultados de experimentos de imobilizacdo do complexo NS50013 em suportes MANAE-80 seguido de entrecruzamento
glutaraldeido.
ADSORCAO EM MANAE-AGAROSE SEGUIDO DE ENTRECRUZAMENTO COM GLUTARALDEIDO
Perda de Atividade
Tempo de Atividade na  Entrecruzada
Condicao Suporte Enzima pH Forca ionica Temperatura Incubacio (h) Etapa (%)* (%o)** Ag
MANAE-80 + Nao
3.12 glutaraldeido 1.5%  modificada 7.0 5mM 25°C 3e2 100% 100% 0%
MANAE-80 + Nao
3.13 glutaraldeido 0.5%  modificada 7.0 SmM 25°C 3e2 100% 100% 0%
MANAE-80 + Nao
3.14 glutaraldeido 0.3%  modificada 7.0 5SmM 25°C 3e2 100% 100% 0%
MANAE -80+ Nio
3.20 glutaraldeido 0.15% modificada 7.0 5mM 25°C 3e2 53% 100% 22%
MANAE-80 + Nao
3.21 glutaraldeido 0.08% modificada 7.0 5mM 25°C 3e2 48% 53% 25%
MANAE-80 + Nao
3.22 glutaraldeido 0.05% modificada 7.0 5mM 25°C 3e2 32% 47% 17%

*Este resultado se refere a perda de atividade somente na etapa de entrecruzamento, ndo tendo relagdo direta com a perda de atividade na etapa
de adsor¢do (~50%).
**Variavel calculada com base na atividade relativa entre a atividade observada no sobrenadante e na suspensdo apds o procedimento de
entrecruzamento
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4.3.6 Otimiza¢ao da Imobilizacio em Suportes MANAE-Agarose

Uma vez que os resultados obtidos para a imobilizagdo do complexo celulolitico em
MANAE-80 seguido de entrecruzamento com glutaraldeido se mostraram promissores, o
procedimento foi otimizado. Inicialmente, foi avaliada a adsor¢do do complexo celulolitico
em suportes MANAE-agarose ativados com diferentes densidades de grupos amino. Os
resultados obtidos estdo relacionados na Tabela 4.12. Como esperado, a diminui¢do na
densidade de grupos amino na superficie do suporte diminuiu sua capacidade de adsor¢do. O
suporte MANAE-10 apresentou R; de apenas 43%, ja os suportes MANAE-30 e MANAE-40
apresentaram bom desempenho na adsor¢ao das enzimas do complexo NS50013. Os melhores
resultados foram alcangados empregando MANAE-30 e MANAE-40. E, esses dois tltimos
suportes foram eficientes na adsorcdo das enzimas do complexo, com perda minima de
atividade alcangando bons resultados em termos de R% e principalmente em termos de Ag.
Foram, pois, selecionados os suportes MANAE-30 E MANAE-40 para os experimentos
posteriores (Tabela 4.13) de entrecruzamento com distintas concentragdes de glutaraldeido ou
aldeido-dextrana (6, 15-25, 70 ou 413 kDa). De forma similar Hung et al. (2011) observaram
que a capacidade de adsor¢do de celulases em membranas ativadas com grupos de carga
positiva diminuia com a diminuicdo da densidade de grupos positivos na superficie do
material. O uso de glutaraldeido na concentracdo 0.08% foi suficiente para entrecruzar
apenas 24% da enzima adsorvida no suporte MANAE-30, enquanto que glutaraldeido 0.15%
foi o suficiente para entrecruzar 100% das enzimas (ndo foi observado dessor¢ao de enzimas
do suporte). Contudo, esse entrecruzamento mais intenso implicou também em perda de
atividade de 62% no processo, observando-se para esse derivado o mesmo valor de 4¢ obtido
para o derivado MANAE-80 entrecruzado com glutaraldeido 0.15% (Tabela 4.11).

O entrecruzamento do derivado MANAE-30 com aldeido-dextrana 15-25 kDa foi
realizado empregando as concentracdes de 5 ¢ 10 mg de polimero (base seca) por grama de
gel. A concentragdo de 5 mg/g de gel foi suficiente para entrecruzar apenas 53% da atividade
adsorvida no suporte. Aumento da concentragao para 10 mg permitiu entrecruzamento de
100% da atividade. Apesar da diferenga observada para o entrecruzamento, os resultados em
termos de Ay foram similares para ambos os casos. Uso de dextrana-aldeido 6 kDa, 10 mg/g
gel, permitiu entrecruzar 100% da atividade, obtendo-se 4Ar de 20%, enquanto para 5
mg/grama de gel, apenas 27% da atividade foi entrecruzada. Quando dextrana-aldeido (10
mg/g de gel) 70 e 413 kDa foi empregada, para suporte MANAE-30, praticamente toda a

atividade foi perdida durante o processo, indicando excesso de entrecruzamento.
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Tabela 4.12 — Resultados de experimentos de adsor¢do do complexo NS50013 em suportes MANAE-agarose contendo diferentes densidades de

grupos amino.

Condic¢ao Suporte

4.1 MANAE-10
4.2 MANAE-20
43 MANAE-30
44 MANAE-40
2.5% MANAE-80

Enzima
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao
modificada
Nao

modificada

pH

7.0

7.0

7.0

7.0

7.0

Forca ionica

5 Mm

5 Mm

5 Mm

5 Mm

5 Mm

Temperatura

25°C

25°C

25°C

25°C

25°C

Tempo de

Incubacio (h)

R,

43%

72%

88%

96%

100%

R,

Proteina

38%

58%

94%

99%

97%

ADSORCAO EM SUPORTES MANAE-AGAROSE ATIVADOS COM DIFERENTES DENSIDADES DE GRUPOS AMINO

Atividade

Perdida no

Processo

12%

10%

28%

39%

49%

R%

38%

65%

63%

58%

51%

Ag

25%

54%

66%

61%

51%

*Condicao adicionada para comparagao.
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Tabela 4.13 — Resultados de experimentos de imobilizagdo do complexo NS50013 em suportes MANAE contendo diferentes densidades de
grupos amino seguido de diferentes estratégias de entrecruzamento.

MANAE-AGAROSE CONTENDO DIFERENTES DENSIDADES DE GRUPOS AMINO ENTRECRUZADO COM GLUTARALDEIDO OU ALDEIDO DEXTRANA
Perda de Atividade
Tempo de Atividade na  Entrecruzada
Condicao Suporte Enzima pH Forga ionica Temperatura Incubacio (h) etapa (%) (%) Ag
5.1 MANAE 30 + Glutaraldeido 0.08% Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 13% 24% 10%
5.2 MANAE 30 + Glutaraldeido 0.15% Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 62% 100% 22%
53 MANAE 30 + 5mg Dextrana-aldeido 15-25 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 45% 53% 16%
5.4 MANAE 30 + 10mg Dextrana-aldeido 15-25 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C 3el 74% 100% 18%
5.5 MANAE 30 + 5mg Dextrana-aldeido 6 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 55% 27% 8%
5.6 MANAE 30 + 10mg Dextrana-aldeido 6 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C 3el 69% 100% 20%
5.7 MANAE 30 + 10mg Dextrana-aldeido 70 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C 3el 92% 100% 7%
5.8 MANAE 30 + 10mg Dextrana-aldeido 413 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C 3el 100% 100% 0%
59 MANAE 40 + Glutaraldeido 0.08% Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 15% 53% 31%
5.10 MANAE 40 + Glutaraldeido 0.15% Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 40% 100% 28%
5.11 MANAE 40 + Glutaraldeido 0.3% Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 100% 100% 0%
5.12 MANAE 40 + Glutaraldeido 1.5.% Nio modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 100% 100% 0%
5.13 MANAE 40 + 5mg Dextrana-aldeido 15-25 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 70% 53% 16%
5.14 MANAE 40 + 10mg Dextrana-aldeido 15-25 kDa Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C 3el 65% 100% 21%
5.15 MANAE 40 + CDII 5 mM Nio modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 17% 32% 20%
5.16 MANAE 40 + CDII 10 mM Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 16% 30% 15%
5.17 MANAE 40 + CDII 20 mM Nao modificada 7.0 5 Mm 25°C Jel 20% 32% 6%
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O entrecruzamento do derivado MANAE-40 com glutaraldeido 0.08% apresentou
desempenho na etapa de entrecruzamento similar ao observado para derivado MANAE-80, o
procedimento foi suficiente para entrecruzar 53% da atividade rendendo Az de 31%. Ja o
entrecruzamento do derivado com glutaraldeido 0.15% foi suficiente para entrecruzar 100%
da atividade adsorvida no suporte. Apesar de nao ter entrecruzado 100% da proteina, a
atividade efetivamente imobilizada no derivado MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido
0.08% apresentou Ax de 31%, ja o entrecruzamento com glutaraldeido 0.15% rendeu Ag de
28%. Assim como observado para o MANAE-80, o entrecruzamento com concentragdes
relativamente elevadas de glutaraldeido conduziu a perda de 100% da atividade durante o
processo.

Uma vez que o entrecruzamento com dextrana-aldeido de altos pesos moleculares (70
e 413 kDa) ocasionou perda significativa de atividade durante o entrecruzamento do derivado
MANAE-30, o entrecruzamento de MANAE-40 foi realizado empregando apenas dextrana-
aldeido de 15-25 kDa. Como observado para o derivado MANAE-30, a concentragdo de 5
mg/g de gel ndo foi suficiente para entrecruzar 100% da atividade imobilizada no suporte, o
melhor resultado em termos de Ar (21%) foi obtido empregando o polimero na concentragao
de 10 mg/g de gel (Tabela 4.13, condi¢des 5.14 e 5.13). Os resultados de entrecruzamento
com altas concentragdes de glutaraldeido ou aldeido-dextrana dao indicios de que ligacdes
covalentes excessivas entre as enzimas do complexo NS50013 e o suporte causam perda de
atividade enzimatica. Ince et al. (2012) avaliaram a adsor¢do de celulases de Trichoderma
viride em micro-esferas de poliestireno seguido de entrecruzamento com glutaraldeido,
alcangando R% de 63% (CMC), embora o método de medida pontual de atividade com 35
minutos de reacdo empregado no trabalho possa ter conduzido a resultados equivocados.

A estratégia de adsor¢do idOnica utilizou os residuos de acido glutamico e 4cido
aspartico presentes na superficie das enzimas do complexo. O bom desempenho na etapa de
adsor¢ao do complexo celulolitico em suportes MANAE-agarose, juntamente com a grande
densidade de acidos asparticos e glutdmicos na superficie das enzimas sugeriu a possibilidade
de unido covalente direta dos grupos amino do suporte com os acidos carboxilicos das
proteinas empregando Cdii como agente ativador. Nessa nova estratégia, assim que as
enzimas foram adsorvidas em MANAE-40, Cdii foi adicionado ao meio reacional nas
concentragdes de 5, 10 e 20 mM, incubando-se por 1 hora (Tabela 4.13, condicdes 5.15, 5.16
e 5.17). Independentemente da concentracdo de Cdii empregada, aproximadamente 30% da
atividade adsorvida ao suporte foi covalentemente unida. Apesar de a concentracao de Cdii

ndo ter sido suficiente para unir 100% da enzima ao suporte, foram observados resultados
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satisfatorios em termos de A principalmente para os derivados entrecruzados com Cdii 5 e 10
mM.

O aumento na concentragdo de Cdii ndo foi efetivo para aumentar o numero de
moléculas de enzimas covalentemente unidas ao suporte, porém ocasionou maior perda de
atividade. A imobilizagdo empregando Cdii é dependente da orientagdo dos grupos acidos
carboxilicos na superficie das proteinas em relagdo aos grupos amino presentes no suporte,
pois eles necessitam estar orientados e espacialmente proximos para que a reagdo ocorra. Os
resultados obtidos para o entrecruzamento empregando diferentes concentragdes de Cdii
sugerem que apenas uma parcela das enzimas adsorvidas ao suporte continha 4acidos
carboxilicos proximos o suficiente da superficie do suporte para que a reagao pudesse ocorrer.
Vale ressaltar o fato de que os complexos celuloliticos sdo formados por diferentes enzimas
contendo padrdes de quimica de superficie diferentes. A camada de glicosilagcdo também pode
atrapalhar a reacdo direta dos grupos amino na superficie do suporte com as enzimas do
complexo celulolitico. Zhou (2010) imobilizou celulase de Trichoderma viride em quitosana
solivel modificada, sendo que primeiramente as celulases foram adsorvidas ao suporte por
interacdo i0nica, seguindo-se unido covalente entre a enzima e o polimero empregando Cdii
como agente ativador. O melhor resultado em termos de R% obtido nesse trabalho foi de 48%,
um bom resultado possivelmente explicado pelo fato do suporte ser um polimero soluvel e
maleavel, o que faz a reagdo ser menos dependente da orientagdo entre a enzima € o suporte

além do fato de que em suportes insoltveis limitagdo difusionais sdo quase despreziveis.

4.3.7 Estabilidade Térmica

Com base nos resultados de imobilizagdo do complexo NS50013 alguns derivados
foram selecionados para realizacdo de experimentos de estabilidade térmica. A Figura 4.16
mostra os resultados de estabilidade térmica para os derivados adsorvidos em MANAE-
agarose contendo diferentes densidades de grupos amino em sua superficie. Os derivados
foram incubados a pH 7.0 (tampao fosfato 5 mM) e 45 °C, amostras foram retiradas e a
atividade residual na suspensdo (4,) foi medida em funcdo do tempo de incubagao.

A estabilidade dos derivados imobilizados em MANAE-agarose ativados com 80, 40,
30 e 20 pumol de grupos amino foi inferior a observada para a enzima solivel. Como
observado através dos inimeros experimentos de imobilizagdo realizados, celulases sdo muito
sensiveis perdendo atividade facilmente ao interagir com superficies de suportes, seja de

forma covalente ou i6nica (ex. Imobilizagdo em agarose-PEI e agarose-DS). Uma vez
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adsorvida aos suportes MANAE-agarose a baixa forca idnica do meio faz com que as enzimas
interajam fortemente com o suporte. Aos poucos, as proteinas vao se acomodando sobre a
superficie do material de forma a aumentar o nimero de interagdes idnicas. Esse aumento nas
interagdes i0nicas pode ocasionar alteragdes estruturais fazendo com que as enzimas
adsorvidas percam atividade ou que as enzimas se posicionem em uma orientagdo que
dificulte ou impeca a chegada do substrato até o sitio ativo e/ou a saida dele. O aumento da
temperatura faz com que proteinas vibrem mais (NELSON e COX, 2004) acelerando o
processo de acomodagdo na superficie de suportes i0nicos, o que no caso das celulases deve
ter conduzido a total perda da atividade catalitica. Quanto maior a densidade de grupos amino
na superficie do suporte mais rapidamente o derivado perdeu atividade, pois os derivados
MANAE-80 ¢ MANAE-40 perderam 100% da atividade em menos de 30 minutos nas
condi¢des do experimento, enquanto MANAE-30 e MANAE-20 conservavam menos de 40%
da atividade inicial. O derivado MANAE-10 apresentou comportamento totalmente distinto,
sua atividade foi superior a observada para a enzima livre, esse resultado pode ser devido a
particdo das enzimas presentes no complexo NS50013 durante o processo de imobilizagdo
uma vez que R; para esse derivado foi de apenas 43%.

Os derivados imobilizados em MANAE-40 por adsorcao, seguido de entrecruzamento
com glutaraldeido ou aldeido-dextrana foram selecionados para realizagao de experimentos de
estabilidade térmica. Os derivados foram incubados a 45°C e pH 7.0 (tampao fosfato 100
mM) e os resultados da atividade A4, acompanhada em fun¢do do tempo de incubagdo podem
ser vistos na Figura 4.17. Todos os derivados apresentaram resultados de estabilidade térmica
moderadamente superiores ao observado para a enzima livre.

A Tabela 4.14 mostra os resultados para a meia vida dos derivados entrecruzados com
dextrana-aldeido. Foi observado aumento de 1.8 e 2.0 vezes na meia vida dos derivados
entrecruzados com concentracdes de 5 ¢ 10 mg/g de suporte, respectivamente. Os melhores
resultados foram obtidos para os derivados entrecruzados com glutaraldeido 0.08 e 0.15%
(aumento na meia vida de 2.8 e 4.4 vezes). Geralmente derivados entrecruzados com
polimeros ndo apresentam grande aumento em sua estabilidade. Nesses métodos de
imobilizacdo o polimero, maleavel, se adapta a estrutura da proteina durante o processo
permitindo que a estrutura da enzima conserve certo grau de liberdade, porém ndo aumenta
consideravelmente a rigidez estrutural das proteinas. Como ja observado nos experimentos de
entrecruzamento, o aumento na concentracdo de glutaraldeido ou aldeido-dextrana, além de
permitir total entrecruzamento da proteina unida ao suporte também ocasionou maior perda de

atividade. A utilizagao de concentragdes maiores de agente entrecruzante promoveu a perda de
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100% de atividade, este fato foi ainda mais evidente quando aldeido-dextrana de alto peso
molecular foi empregado. Por outro lado, como observado nos experimentos de estabilidade,
apesar de o aumento na concentracdo de agente entrecruzante empregada ocasionar maior
perda de atividade no processo, ocasionou também aumento na estabilidade térmica do
derivado compensando a perda de atividade na etapa de imobilizagdo.

O derivado imobilizado em agarose-bromociandgeno (condi¢ao de imobilizacao 1.16)
também foi avaliado quanto a sua estabilidade térmica (Figura 4.17 e Tabela 4.14). De forma
interessante a estabilidade térmica deste derivado aumentou em relagdo a enzima soluvel.
Suportes ativados com bromocianégeno possuem alta reatividade com inumeros nucleofilos
presentes na estrutura das proteinas, em pH 7.0 e baixas temperaturas eles reagem
rapidamente e de forma prioritaria com o grupo N-terminal das proteinas. Porém, em periodos
de incubacdo mais longos, como foi o caso, eles podem reagir com outros nucledfilos na
estrutura protéica. Uma vez que o suporte reage com a estrutura da enzima em mais de um
ponto a ligacao torna-se multipontual podendo conferir certo aumento na estabilidade térmica

das enzimas do complexo.

Figura 4.16 - Estabilidade térmica dos derivados preparados por adsor¢do do complexo
NS50013 em MANAE-agarose contendo diferentes densidades de grupos amino. O
experimento foi realizado a pH 7.0 (tampao fosfato 5 mM) e 45 °C. @ Derivado MANAE-80;
<& Derivado MANAE-40; A Derivado MANAE-30; % Derivado MANAE-20; X Derivado
MANAE-10; ¢ Enzima livre.
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Figura 4.17 - Estabilidade térmica dos derivados preparados por adsor¢ao do complexo
NS50013 em MANAE-40 seguido de entrecruzamento com glutaraldeido ou aldeido dextrana
em diferentes concentragdes: A Somente adsorvido em MANAE-40; <& Entrecruzado com
glutaraldeido 0.08%; X Entrecruzado com glutaraldeido 0.15%; > Entrecruzado com
aldeido-dextrana (15-25 kDa) na concentragdo de 5 mg/g de gel; A Entrecruzado com
aldeido-dextrana (15-25 kDa) na concentragdo de 10 mg/g de gel; € enzima livre. ¢
Estabilidade térmica do complexo NS50013 imobilizado em agarose-bromociandégeno (1.5
horas de encubagdo). O experimento foi realizado a pH 7.0 (tampdo fosfato 5 mM) e 45 °C.
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4.3.8 Derivado MANAE-40 Entrecruzado com Glutaraldeido 0.15% (v/v): Hidrolise de
CMC, Papel Filtro Whatman e Avicel

Inicialmente o estudo de imobiliza¢do do complexo celulolitico NS50013 em agarose
foi realizado com o intuito de selecionar métodos de imobilizagdo para celulases. Em termos
gerais, levando em conta 4z ¢ o aumento da estabilidade térmica do derivado, o melhor
protocolo desenvolvido foi adsor¢do em MANAE-40 seguido de entrecruzamento com
glutaraldeido 0.15% (v/v). Todo o estudo de imobilizagdo do complexo foi realizado
empregando o substrato solivel CMC em uma condi¢do de atividade ndo 6tima (pH 7.0 e 25
°C). Em principio era esperado que o derivado ndo apresentasse atividade frente a substratos
de celulases insoluveis como o papel filtro Whatman n° 5 e avicel, para testar esta hipotese a
atividade do derivado MANAE-40 + glutaraldeido 0.15% foi avaliada frente a esses

substratos.
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Tabela 4.14 — Tempo de meia vida e incremento no tempo meia vida do complexo celulolitico
NS50013 imobilizado.

Tempo de Meia Aumento no Tempo
Vida (h) de Meia Vida
Enzima livre
1.7 -
MANAE-40 +
4.7 2.8x
glutaraldeido 0.08% (v/v)
MANAE-40 +
7.3 4.4x
glutaraldeido 0.15% (v/v)
MANAE-40 +
2.9 1.8x
dextrana-aldeido S mg/g de gel
MANAE-40 +
33 2.0x
dextrana-aldeido 10 mg/g de gel
Agarose- bromocianégeno
10.6 6.4x

A Figura 4.18 mostra os resultados para hidrdlise de CMC (1%, m/v), papel filtro
Whatman n° 5 (35 mg/mL) e avicel (1%, m/v) em tampao citrato 50 mM pH 4.8 ¢ 50 °C.
Estas sdo condi¢cdes padrdo para avaliacdo de atividade celulolitica, embora pequenas
variagoes sejam comumente descritas na literatura. Antes do inicio dos experimentos, o
derivado MANAE-40 + glutaraldeido 0.15% foi reduzido como boroidreto de sddio 0.1
mg/mL em tampao fosfato 100 mM pH 7.0 a 4 °C. Esse procedimento foi realizado com o
intuito de evitar o desprendimento de enzima do suporte durante o processo de hidrélise, o
que poderia conduzir a resultados erroneos, nao foi observado perda significativa de atividade
enzimatica durante este procedimento. Os experimentos de hidrolise foram realizados em
reator encamisado, tampado, com controle de temperatura, controle de velocidade de agitacao
(500 RPM) e equipado com condensador. O volume do meio reacional empregado foi de 10
mL, em todos os experimentos foram empregados 50 mg de derivado. A reacdo foi conduzida
por 60 minutos ¢ a concentracdo de agucares redutores liberados durante a hidrolise foi

acompanhada por DNS.
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Figura 4.18 — Hidrolise enzimatica de derivado MANAE-40 frente a diferentes substratos.
Hidrolise empregando CMC 1% (m/v) como substrato; < Hidrolise empregando papel filtro
Whatman n°® 5 como substrato; A Hidrolise empregando avicel 1% (m/v) como substrato. As
reagOes foram realizadas a 50 °C empregando 50 mg de derivado MANAE-80 + glutaraldeido
0.15% (v/v) em 10 mL de tampao citrato 50 mM pH 4.8.
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Como pode ser observado na Figura 4.18 a atividade frente a CMC foi extremamente
alta, produzindo 96 umoles de agucares redutores em 60 minutos. Contrariando o esperado,
foi observado atividade do derivado frente aos substratos insoluveis papel filtro e avicel. A
atividade frente a avicel foi baixa, alcangando apenas 10 umoles de agucares redutores em 60
minutos, 10 vezes menos que o observado para a hidrélise de CMC. Esse resultado pode ser
explicado pelo fato de que avicel ¢ um substrato macromolecular (~50 pm de diametro,
segundo o fabricante) e portanto ndo pode penetrar nos poros do derivado. A hidrélise frente a
papel filtro Whatman apresentou resultados animadores, uma vez que apesar de ndo ter sido
extremamente alta apresentou resultados significativos (28 umoles de agucares redutores em
60 minutos). Papel filtro, assim como avicel, ndo pode penetrar nos poros do material, ao
menos em estagios iniciais de reacao.

Em um experimento realizado de forma paralela, 500 mg de derivado, 10 vezes mais
que o empregado nos experimentos de hidrolise, foi incubado em 10 mL de tampao citrato 50
mM por 1 hora nas mesma condigdes do processo de hidrolise. Neste experimento, a atividade
no sobrenadante em funcdo do tempo de incubagdo foi acompanhada por DNS, ndo tendo sido

observada dessorcao de celulases a partir do suporte. Esse experimento simples mostrou que a
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atividade observada frente aos substratos insoltiveis foi efeito exclusivamente das enzimas
imobilizadas no suporte MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido 0.15% e ndo de enzima
soluveis que se desprenderam do suporte.

Métodos de imobilizacdo por adsor¢do, como o empregado na primeira etapa de
obtencdo do derivado, produzem derivados com distribui¢ao pouco uniforme de proteinas na
estrutura do material. Nesse método de imobilizagdo, as camadas mais externas da superficie
do suporte apresentam concentracao de proteinas muito mais elevada que as camadas internas.
O fato do derivado empregado possuir alta densidade de celulases nas camadas mais externas
da particula de agarose pode ter favorecido a reacdo frente a substratos insoliiveis no estagio
inicial de rea¢do. Assim que iniciada a quebra do polimero de celulose, cadeias menores,
soluveis, sdo liberadas no meio reacional. Essas cadeias de celulose sdo capazes de penetrar
nos poros da agarose, de forma andloga ao observado para CMC, sendo entdo hidrolisadas
totalmente a glicose.

A andlise cuidadosa das curvas de hidrdlise de celulose frente a papel filtro e avicel
apresentou indicativos de que a atividade enzimatica aumenta ap6s os minutos iniciais de
reacdo, suportando a hipotese de que a hidrdlise de substratos insoluveis empregando
celulases imobilizadas em MANAE-agarose entrecruzada com glutaraldeido ocorre em duas
etapas. A atividade enzimatica apresentada pelo derivado MANAE-40 + glutaraldeido 0.15%
em termos de unidades de atividade (U) por grama de derivado ¢ apresentada na Tabela 4.15.
Com o intuito de realizar cdlculos mais precisos e confidveis, a atividade frente a substratos
insoluveis (papel filtro e avicel) foi realizada empregando a regido linear da curva de
atividade ap6s 10 minutos de reagdo. Os resultados observados na Tabela 4.15 foram

utilizados como base para calculos e experimentos posteriores.

4.3.9 Derivado MANAE-40 Entrecruzado com Glutaraldeido 0.15% (v/v): Experimentos

de Hidrolise Longa e Reciclo empregando Papel Filtro Whatman como Substrato

Com o intuito de avaliar o desempenho do derivado MANAE-40 + glutaraldeido
0.15% (v/v) em reacdes de hidrdlise em condi¢des mais reais de processo empregamos papel
filtro Whatman n° 5 como substrato. O papel filtro foi escolhido para realizacdo de
experimentos de hidrélise longa e reciclo porque dos trés substratos padrao ¢ o que mais se
assemelha a celulose vegetal pré-tratada.

Os experimentos de hidrélise foram realizados em reator encamisado tampado com

controle de temperatura e condensador. O meio reacional foi composto de 15 mL de tampao
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citrato 50 mM pH 4.8 contendo 5.2 Upr do derivado MANAE-40 + glutaraldeido 0.15%. A
reacdo foi conduzida a 50 °C, aliquotas do meio reacional foram retiradas em intervalos

periddicos para avaliacdo da quantidade de agticares redutores produzidos na reagao.

Tabela 4.15 — Atividade enzimatica para o derivado MANAE-40 + glutaraldeido 0.15% (v/v)
empregando diferentes substratos na condi¢ao padrdo (tampao citrato 50 mM pH 4.8 e 50 °C).

Atividade Celulolitica
Papel Filtro
CMC 1% Whatman Avicel 1%
(m/v) (35/mg/mL) (m/v)
57.7 UCMC.mg'l 12.6 Upp.mg'l 32 UAVICEL.mg'l

Inicialmente foi avaliada a hidrolise longa do derivado em um meio com altissima
concentra¢cdo de substrato, 700 mg de substrato (46.6 mg/mL), com os resultados mostrados
na Figura 4.19. Um experimento empregando enzima livre como catalisador (5.2 Upf) foi
realizado nas mesmas condicdes reacionais para comparacao. Surpreendentemente, apesar de
apresentar desempenho inferior & enzima livre no inicio da reagdo, o derivado MANAE-40 +
glutaraldeido 0.15% alcangou rendimento superior ao final do processo. A enzima livre
apresentou queda dréastica em sua atividade hidrolitica apds aproximadamente 10 horas de
reacdo, ja a atividade do derivado se mostrou constante até aproximadamente 48 horas. Esse
resultado pode ser explicado pelo aumento na estabilidade térmica verificado para o derivado
apods o procedimento de imobilizagcdo. Apos 48 horas de reacdo nao foi observado incremento
significativo na concentracao de agucares redutores obtidos para enzima livre e imobilizada. A
hidrolise empregando MANAE-40 + glutaraldeido rendeu 324 mg de agtcares redutores, o
que representa ~ 42% de conversdo de substrato a produto, ja a enzima livre gerou 286 mg de
acucares redutores (~ 37% de conversdo). Apesar dos bons resultados nao foi possivel reciclar
o derivado, pois a alta concentracdo de substrato empregada gerou uma solug¢do de alta
viscosidade que nao pdde ser filtrada de forma eficiente. Além disso, foi impossivel ao final
do processo separar o derivado do substrato ndo hidrolisado. Esse substrato residual poderia

interferir em futuros experimentos de hidrélise se o derivado fosse reaproveitado.
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Figura 4.19 — Hidrolise enzimatica longa empregando 46.66 mg/mL de papel filtro Whatman
n° 5 como substrato. o Derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15% (v/v); <$ Enzima livre; X
Consumo de substrato pelo derivado MANAE-80 glutaraldeido 0.15% (v/v) (%); > Consumo
de substrato pela enzima livre (%). A reagdo foi conduzida em meio reacional composto de 15
mL de tampao citrato 50 mM pH 4.8 contendo 700 mg de substrato ¢ 5.2 Upr de enzima livre
ou derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15%, a reagdo foi realizada em reator encamisado
equipado com condensador a 50 °C e agitado mecanicamente (500 RPM). Os resultados sao
expressos em termos de miligramas de agucares redutores totais (ART) presentes no meio
reacional.
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Para permitir a correta filtracio do derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15%,
possibilitando assim a realizagdo de experimentos de reciclo do derivado, diminuimos a
concentracdo de substrato empregada. Um novo experimento foi realizado nas mesmas
condi¢des do anterior, porém empregando concentracdo de 4.66 mg/mL de papel filtro
Whatman n° 5 (Figura 4.20). Nessas condicdes, apos 69 horas de reagdo ~ 47 mg de actcares
redutores foram liberados no meio reacional, o que representou aproximadamente 61% de
conversao de substrato em produto. Apos a reagdo, o derivado pdde ser facilmente filtrado e
recuperado sem apresentar perda de massa no processo ou presenca de excesso de substrato.
Como pode ser visto na Figura 4.20, apds aproximadamente 24 horas de rea¢do ndo houve
aumento significativo na concentragdo de ART no meio reacional. Sendo assim o tempo de 24
horas foi fixado como tempo padrao para realizagdo dos experimentos de hidrélise e reciclo.
Papel filtro Whatman n° 5 (4.66 mg/mL) foi hidrolisado por 24 horas empregando MANAE-

80 + glutaraldeido 0.15%, nas mesmas condic¢des das reagdes anteriores, atingindo conversao
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de substrato em produto de 53% no primeiro ciclo. Apds o termino da reacdo o derivado foi
filtrado e lavado com agua destilada para retirada de produtos e substrato residual, sendo em
seguida empregado em um novo ciclo de reacdo exatamente nas mesmas condi¢des do
anterior. A reacdo foi repetida por 10 vezes e os resultados podem ser verificados na Figura
4.21. O derivado apresentou alta estabilidade operacional conservando mais de 90% de sua
atividade ao final de 10 ciclos. Através deste experimento ficou claro, também, que nas
condi¢des empregadas ¢ possivel recuperar o derivado de forma eficiente através de processo
de filtragcdo. Este resultado demonstra que o derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15%
(v/v) pode ser utilizado em reagdes de hidrélise de celulose insoluvel de forma eficiente

permitindo recuperacao e reciclo.

Figura 4.20 — Hidrolise enzimatica longa empregando 4.66 mg/mL de papel filtro Whatman
n° 5 como substrato. © Derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15% (v/v); X Consumo de
substrato pelo derivado MANAE-80 glutaraldeido 0.15% (v/v) (%). A reagdo foi conduzida
em meio reacional composto de 15 mL de tampao citrato 50 mM pH 4.8 contendo 70 mg de
substrato e 5.2 Upr de derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15%, a reacdo foi realizada em
reator encamisado equipado com condensador a 50 °C e agitado mecanicamente (500 RPM).
Os resultados sdo expressos em termos de miligramas de agtcares redutores totais (ART)
presentes no meio reacional.
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Figura 4.21 — Reciclo de derivado MANAE-80 + glutaraldeido 0.15%. Os resultados sdo
expressos em termos de eficiéncia relativa na conversdao de substrato em produto. As reagdes
foram conduzidas empregando 4.66 mg/mL de papel filtro Whatman n® 5 como substrato em
15 mL de tampao citrato 50 mM pH 4.8, 5.2 Upr de derivado foi usado como catalisador e a
reacdo foi realizada a 50 °C por 24 horas em reator encamisado agitado mecanicamente (500
RPM) equipado com condensador. A eficiéncia na conversdao de substrato em produto durante
o primeiro ciclo de reagdo foi de 53%. Os experimentos foram realizados em triplicata
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4.3.10 Discussao

Apesar de ser um assunto em evidéncia atualmente, a cinética de hidrodlise de celulose
a glicose nao ¢ bem conhecida, trata-se de um sistema multi-enzimatico sinérgico que envolve
no minimo trés enzimas diferentes. O sistema enzimatico do fungo Trichoderma reesei € o
mais empregado industrialmente para a hidrélise de celulose, secretando ao menos sete
celulases diferentes (LIU et al, 2011). S3o duas celobiohidrolases, Cel7A e Cel6A
(antigamente chamadas de CBHI e CBHII) que representam aproximadamente 50 e 20%,
respectivamente, do conteudo total de celulases do complexo. O fungo produz também,
geralmente, cinco endoglucanases, nomeadas Cel7B, Cel5A, Cell2A, Cel61A e Cel45A
(EG1, EG2, EG3, EG4, ¢ EG5 na nomenclatura antiga) que representam, respectivamente,
~15 %, 10 %, 1 %, <1 % e <1 % do total de celulases do complexo (SANDGREN et al.,
2001). As celulases produzidas por 7. Reesei, assim como a maioria dos outros sistemas
celuloliticos produzidos por fungos, sdo externamente glicosiladas e possuem organizagao bi -

modular possuindo um dominio catalitico (CD) e um dominio de ligacdo ao substrato (CBD)
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unidos através de um polipeptidio extremamente glicosilado (linker) (KLEYWEGT et al.,
1997).

A Figura 4.22 mostra e estrutura da Cel7A contendo uma cadeia de celulose continua,
modelada com base em dados experimentais, unida ao sitio catalitico da enzima (DIVNE et
al., 1998). Através da andlise de sua estrutura tridimensional ¢ possivel observar a principal
caracteristica desta enzima, um tinel completo de 50 A de comprimento onde ocorre a quebra
da molécula de glicose a celobiose a partir da extremidade redutora da cadeia de celulose
(LIU et al., 2011; STAHLBERG et al., 1996). Acredita-se que a cadeia de celulose entre no
tunel, ligando-se ao sitio ativo e avance liberando inimeras unidades de celobiose antes de se
desligar do sitio ativo (DIVNE et al., 1998; LIU et al., 2011). A Cel7A possui um ponto de
glicosilacdo (N-acetilglucosamina) no residuo Asn270 (DIVNE ef al., 1998). Além do CD a
Cel7A possui um pequeno CBD unido ao CD através de sua extremidade N-terminal por um
polipeptidio glicosilado (MATTINEN et al., 1997). O CBD tem forte afinidade por celulose
unindo-se a ela e facilitando a catélise, principalmente frente a regides cristalinas de celulose
(MATTINEN et al., 1997).

Uma das principais enzimas do complexo secretado pelo 7. Reesei € a celobiohidrolase
Cel6A, cuja estrutura tridimensional ¢ mostrada na Figura 4.23 (KOIVULA et al., 2001;
ROUVINEN et al., 1990). Assim como a Cel7A, a Cel6A possui em tinel completo de 20 A
de comprimento, onde entra a cadeia de celulose e se posiciona no sitio ativo através de sua
extremidade ndo redutora, de onde sdo liberadas sucessivamente unidades de celobiose
(KLEYWEGT et al., 1997; KOIVULA et al., 2001; LIU et al., 2011; ROUVINEN et al.,
1990). A Cel6A possui glicosilagdes nos aminodcidos Asn289 e Asn310 (N-
acetilglucosamina). Assim como a Cel7A, a Cel6A ¢ composta por dois dominios distintos,
um CD e um CBD, separados por um linker altamente glicosado rico em serinas e treoninas.
O linker une o CD e o CDB através de suas extremidades N-terminal e C-terminal,
respectivamente (ROUVINEN et al., 1990).

Outra enzima extremamente importante para o complexo celulolitico secretado por T.
reesei ¢ a endoglucanase Cel7B, a qual apresenta elevada atividade frente a celulose soltvel,
além de hidrolisar xilana e beta-glucana (KLEYWEGT et al., 1997). A Cel7B apresenta um
alto grau de homologia com a Cel7A (KLEYWEGT et al., 1997), porém seu sitio ativo possui
conformacdo aberta (Figura 4.24), em contraste com o tunel observado na estrutura da CBH
Cel7A, o que permite sua atividade endo-glicolitica (KLEYWEGT et al., 1997). Apesar de
ndo possuir o tinel, a cavidade que contém o sitio catalitico da enzima ocupa uma face inteira

da molécula protéica. Essa enzima possui glicosilagdes nos aminoacidos Asn56 ¢ Asn182 (N-
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acetilglucosamina).

A Cel5A também ¢ uma endoglucanase de grande importancia dentro do complexo
celulolitico secretado pelo 7. reesei e assim como a Cel7B possui sitio catalitico com
conformacdo aberta que ocupa praticamente toda uma face de sua estrutura (Figura 4.25). A
estrutura da proteina possui uma Unica glicosilagdo no aminoacido Asn33 (LEE et al., 2011).
Tanto a Cel7B quanto a Cel5A possuem um CBD unido ao dominio catalitico através da
extremidade C-terminal e N-terminal, respectivamente. Os CBDs destas enzimas possuem
alta homologia em sua sequéncia de aminodcidos com o CBD da Cel7A e se encontram
unidos ao CD através de um linker glicosilado.

Tendo em conta a complexa estrutura apresentada pelas quatro principais enzimas que
compdem o complexo NS50013 ¢ possivel inferir hipoteses acerca da dificuldade encontrada
em imobilizé-las, mesmo empregando intimeros suportes e protocolos de imobilizagao
distintos. Experimentos de imobilizagdo através de ligagdes covalentes entre a enzima e o
suporte causaram, em sua maioria, 100% de perda na atividade catalitica quando as enzimas
do complexo se uniam covalentemente ao suporte. Enzimas adsorvidas ionicamente aos
suportes (MANAE, DEAE-sepharose e Sepharose-Q) foram capazes de conservar
parcialmente sua atividade catalitica, porém quando foram adsorvidas em trocadores i6nicos
contendo altas densidades de cargas negativas ou positivas (sepharose-PEI e sepharose-DS)
perdiam imediatamente 100% de sua atividade catalitica. At¢é mesmo suportes e condigdes
reacionais que favorecem métodos de imobilizagdo covalentes extremamente suaves, a
imobilizacdo em agarose-bromociandgeno, por exemplo, causaram grande perda de atividade
durante o processo.

Inicialmente, poderia se esperar que essa perda de atividade durante o processo
pudesse ser causada por alteragdes conformacionais na estrutura tridimensional das enzimas.
Contudo, até mesmo métodos pouco agressivos de imobilizacdo covalente, empregando
acucares provenientes das glicosilacdes das enzimas, ocasionaram 100% de perda de
atividade (agucares aminados em glioxil agarose e sepabeads-epdxido). Métodos de
imobilizacdo empregando ligagdes covalentes entre os agucares provenientes de glicosilagdes
e a superficie de suporte deveriam, em principio, ser extremamente suaves uma vez que a
flexibilidade das glicosilagdes permitem manter a flexibilidade na estrutura protéica evitando
alteracoes severas em sua conformacdo tridimensional. Por outro lado métodos de

imobilizagdo por adsor¢do idnica permitiam a manutencao de atividade.
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Figura 4.22- Estrutura tridimensional do dominio catalitico (CD) da celobiohidrolase Cel7A
contendo uma cadeia de celulose continua unida ao seu sitio ativo. Residuos de acido
aspartico - azul forte; Residuos de acido glutamico — azul fraco; Residuos de lisina —
vermelho; Cadeia de celulose e N-acetilglicosamina (glicosilagdao Asn270) — verde; Pontos de
glicosilacdo — laranja. (DIVNE et al.; 1998).
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Figura 4.23- Estrutura tridimensional do dominio catalitico (CD) da celobiohidrolase Cel6A
contendo O1-Metil-Glicose, 4-Deoxy-4-Tio-Beta-D-Glucopiranose e alfa-D-Glucose unidos
ao seu sitio ativo. Residuos de acido aspartico - azul forte; Residuos de acido glutdmico — azul
fraco; Residuos de lisina — vermelho; substratos sintéticos e N-acetilglicosamina (glicosilacao
Asn289 e Asn310) — verde; Pontos de glicosilagao — laranja. (KOIVULA et al.; 2001).

Analisando a estrutura da Cel7A (Figura 4.22) e Cel6A (Figura 4.23 e a maneira como
a macromolécula de celulose se liga a elas ¢ possivel inferir que a obstru¢ao de qualquer uma
das extremidades do tunel onde se localizam os sitios cataliticos destas enzimas
impossibilitaria a catdlise. A imobilizacdo das enzimas com a face que contém o sitio
catalitico em contato direto com a superficie do suporte também poderia obstruir parcialmente
o tinel diminuindo em muito a velocidade da reacdo ou até mesmo impossibilitando a reacao.

Da mesma forma, as enzimas Cel7B e Cel5A, apesar de ndo possuirem um tinel completo,
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apresentam uma cavidade catalitica muito grande que também ocupa toda uma face da
estrutura destas enzimas. Estudos indicam (GOKHALE e Lee, 2012; LIU et al., 2001) que
para a hidrélise ocorrer uma porcao significativa do polimero de celulose tem que estar
aderida ao sitio ativo dessas enzimas. Desta maneira Cel7A e CelSA também podem
apresentar sérios prejuizos em sua atividade catalitica dependendo da orientagdo com que se

unem a superficie do suporte.

Figura 4.24- Estrutura do dominio catalitico (CD) da endolucanase Cel7B. Residuos de 4cido
aspartico - azul forte; Residuos de acido glutdmico — azul fraco; Residuos de lisina —
vermelho; N-acetilglicosamina (glicosilagdo Asn56 e Asn182) — verde; Pontos de glicosilacao
— laranja. (KLEYWEGT et al.; 1997).
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Figura 4.25- Estrutura do dominio catalitico (CD) da endolucanase Cel5A. Residuos de acido
aspartico - azul forte; Residuos de 4cido glutamico — azul fraco; Residuos de lisina —
vermelho; Pontos de glicosilagdo — laranja (LEE et al., 2011).

Além disso, a imobilizagdo do CBD de celulases ao suporte, que ocasionaria
diminuicdo do seu grau de liberdade, também pode ocasionar sérios prejuizos a atividade
celulolitica. Métodos de unido covalente multipontual, fazem com que a enzima fique
proxima a superficie do suporte, o que pode restringir o grau de liberdade da enzima e causar
impedimentos estéricos de acesso do substrato ao sitio ativo, como pode ser observado na
Figura 4.26.

A adsor¢do em suportes MANAE-agarose, que apresentou os melhores resultados em

termos de R% e Ag, ¢ uma ligacdo reversivel. Em consequéncia, apesar de interagir com o
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suporte, as enzimas do complexo conservam certo grau de liberdade. Quando a densidade de
cargas positivas na superficie do suporte foi maior, a interacdo entre as enzimas € o suporte
tornou-se mais intensa e consequentemente o grau de liberdade e a atividade catalitica

diminuiram, conforme exemplificado no esquema mostrado na Figura 4.27.

Figura 4.26- Representacao esquematica da imobiliza¢ao de celulases por unido covalente
multipontual. Amarelo — Celulases compostas de um dominio catalitico (CD) e um dominio
de unido ao substrato (CBD); Verde — Glicosilagdes; Cinza — superficie do suporte.

A adsor¢do ionica ¢ um fenomeno dependente de um equilibrio quimico. Adsor¢ao
10nica eficiente implica que o equilibrio quimico esta deslocado para a condi¢ao de enzima
unida ao suporte. Quanto maior a densidade de cargas na superficie do material, mais esse
equilibrio ¢ deslocado para a condi¢do de enzima unida ao suporte, para uma dada condi¢ao
reacional. Essa condig¢do de equilibrio quimico permite que as enzimas adsorvidas ao suporte
conservem certo grau de liberdade uma vez que elas ndo permanecem estaticas na superficie
do suporte, se dessorvendo e rapidamente voltando a se adsorver em outro ponto da

superficie. Esse fenomeno garante o grau de liberdade de celulases adsorvidas em suportes
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10nicos (sobretudo MANAE-agarose) e consequentemente a manutencao de parte da atividade
catalitica. Esta hipdtese ¢ suportada pelo fato de que uma vez que as enzimas imobilizadas em

MANAE-agarose foram dessorvidas do suporte 100% da atividade catalitica foi recuperada.

Figura 4.27- Representagdo esquematica da imobiliza¢do de celulases por adsor¢do idnica em
suportes carregados positivamente. a) Adsor¢do idnica forte (suporte com alta densidade de
cargas positivas); b) Adsor¢ao idnica fraca (suporte com baixa densidade de cargas positivas).
Amarelo — Celulases compostas de um dominio catalitico (CD) e um dominio de unido ao
substrato (CBD); Verde — Glicosila¢des; Cinza — superficie do suporte.
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No caso dos suportes agarose-PEI e agarose-DS a interagdo idnica além de mais
intensa ocorria em trés dimensdes ocasionando total perda de atividade e impedindo a
dessor¢cdo da enzima do suporte mesmo em altos valores de forca idnica. A Figura 4.28
exemplifica a adsor¢do das enzimas do complexo em Agarose-PEI. Neste caso, a interagdo

ionica ¢ muito forte e ocorre de forma simultdnea entre grupos negativos na estrutura
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enzimatica e grupos positivos do polimero PEI, altamente flexivel e que se ajusta a estrutura
das proteinas. Nessa condicdo, o equilibrio quimico ¢ praticamente inexistente de forma que
as celulases ficam restritas a pontos especificos na superficie do suporte, com diminui¢ao no
grau de liberdade, o que, juntamente com a obstrucdo do sitio ativo das enzimas, deve ter
causado a perda de atividade de atividade observada.

O entrecruzamento de enzimas imobilizadas em MANAE-agarose empregando
glutaraldeido ou aldeido-dextrana em baixas concentragcdes, por sua vez, favorece a
manuten¢do do grau de liberdade das enzimas. Uma vez entrecruzado o derivado MANAE-
agarose, ¢ re-suspendido em tampao fosfato 100 mM (valores moderados de forga idnica) a
interacdo entre a enzima e o suporte diminui por anulagdao das cargas do suporte com os ions
do tampdo, favorecendo a dessor¢do da enzima. Esta, porém, permanece unida
covalentemente ao suporte através de alguns pontos (Figura 4.29). Nessa condi¢do, as
celulases ainda s3o capazes de conservar certo grau de liberdade, estando unidas

covalentemente ao suporte, porém nao estando adsorvidas a superficie do suporte.

Figura 4.28- Representagdo esquematica da imobilizagdo de celulases por adsor¢do idnica em
suportes Agarose-PEI. Amarelo — Celulases compostas de um dominio catalitico (CD) e um
dominio de unido ao substrato (CBD); Verde — Glicosila¢des; Cinza — superficie do suporte.
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Figura 4.29- Representagao esquematica da imobilizagao de celulases por adsor¢ao idnica em
suportes MANAE-agarose seguido de entrecruzamento com glutaraldeido em baixas
concentragdes. Amarelo — Celulases compostas de um dominio catalitico (CD) e um dominio
de unido ao substrato (CBD); Verde — Glicosilagdes; Cinza — superficie do suporte.
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4.4 Conclusao do Capitulo

Como demonstrado através dos inimeros experimentos de imobilizagdo realizados, a
imobilizacao do complexo celulolitico de 7. reesei nao ¢ algo trivial. Métodos de imobilizagao
covalentes multipontuais causam perda de atividade total das enzimas do complexo e métodos
empregando adsor¢do através de interagdes quimicas fracas ndo podem ser aplicadas em
condi¢des reais de processo uma vez que ocorre dessor¢ao das enzimas para o meio reacional.
Neste contexto, selecionou-se como mais adequado protocolo para imobilizagdo do complexo
em suportes porosos a adsor¢do inicial das enzimas em suportes carregados positivamente,
seguido de entrecruzamento com agentes bi ou poli-funcionais. Esse protocolo foi entdo
otimizado para adsorcdo em MANAE-agarose contendo diferentes densidades de grupos
amino, seguida de entrecruzamento com glutaraldeido ou aldeido-dextrana. Foi verificado que
a densidade de grupos amino na superficie do suporte tem papel importante no processo de
imobilizacdo. Os melhores resultados no processo de imobilizagdo (R% e Ag) foram
alcangados empregando MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido 0.08% e 0.15%. A
imobilizacao conferiu aumento na estabilidade térmica do complexo celulolitico de 4.4x para
MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido 0.15% e 6.4x para o derivado imobilizado em
agarose bromociandgeno. Experimentos de hidrélise de substratos insoliveis (papel filtro
Whatman e avicel) empregando o derivado MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido
0.15% (v/v) mostraram que ¢ possivel a hidrolise de materiais lignoceluldsicos empregando
celulases imobilizadas. Em experimentos de hidrdlise longa de papel filtro foi verificado que
o complexo NS50013 imobilizado apresenta desempenho superior em comparacdo com a
enzima livre, sendo posteriormente reciclado por dez ciclos reacionais conservando mais de
90% de sua atividade catalitica. Com base nos inumeros experimentos realizados foi
apresentada uma hipotese para explicar a dificuldade em imobilizar celulases, hipotese esta
baseada em analise das estruturas tridimensionais das principais enzimas do complexo.
Acredita-se que a perda de atividade foi causada pela diminui¢cdo no grau de liberdade das
enzimas e por obstrugdo de seu sitio ativo uma vez que ao ser impedida a entrada e¢/ou saida

do substrato do sitio ativo € impossivel efetuar a catalise.
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CAPITULO 5:

IMOBILIZACAO DO COMPLEXO CELULOLITICO DE
Trichoderma reesei EM SMMPs ATIVADAS COM GRUPOS AMINO




5.1 Conhecimento Base

Na sec¢do anterior deste trabalho (Capitulo 4) a imobilizagdo do complexo celulolitico do
fungo Trichoderma reesei foi avaliada empregando 17 suportes em 60 condi¢gdes de imobilizagado
diferentes. Praticamente todos os métodos de imobilizagao covalente causaram 100% de perda de
atividade, enquanto métodos de imobilizagdo por adsor¢do conservaram boa atividade. Os
melhores resultados foram alcangados empregando adsor¢do em suporte MANAE-agarose
seguido de entrecruzamento com glutaraldeido 0.15% (v/v), neste caso a atividade efetiva (A4g)
foi de 25% com incremento de 7x na estabilidade térmica do derivado. Em estudos posteriores
empregando o melhor derivado obtido foram foi avaliada a hidrolise de substratos insoluveis
(papel filtro Whatman n °5 e avicel) que indicam que a enzima imobilizada possui desempenho
similar, e em alguns casos superior, ao observado para a enzima livre. Foi verificado também que
o derivado pode ser utilizado por varios ciclos de reacdo sem perda significativa de atividade.
Apesar dos bons resultados obtidos a recuperacao do catalisador por filtragdo se mostrou dificil,
principalmente quando altas concentragdes de substrato foram empregadas. A imobilizagdo do
complexo celulolitico em SMMps (Capitulo 2) ativadas com grupos amino empregando os
protocolos utilizados para a imobilizagdo em MANAE-agarose poderia facilitar a recuperacao
seletiva do derivado através da aplicacdo de um campo magnético externo.

A ativagdo de superficies de suportes com grupos funcionais € necessaria para permitir a
interagdo destes materiais com biomoléculas em processos como a imobilizagdo de enzimas. A
modificagdo da superficie de suportes geralmente ¢ realizada com grupos capazes de formar
interagdes i0Onicas (ex. negativos ou positivos), grupos capazes de formar unides covalentes (ex.
aldeido ou epoxido) e grupos capazes de formar interagdes mais especificas (ex. quelatos e
grupos hidrofobicos). O sucesso de um processo de imobilizacdo de enzimas depende nao
somente das caracteristicas do grupo reativo presente na superficie do suporte, mas também de
como este grupo esta distribuido na superficie do material. Neste contexto a quimica de
superficie evoluiu como uma poderosa ferramenta para modificacdo de superficies de materiais
de forma altamente seletiva e controlada (BRUCE e SEM, 2005). A modifica¢dao sob medida da
superficie de um determinado material pode ajudar a fazer a interagdo com uma determinada

biomolécula mais especifica, evitar perda de atividade por alteracdo conformacional de proteinas
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e permitir a imobilizacdo de proteinas por diferentes orientagdes com relagdo a estrutura do
suporte.

A utilizacdo de um dado material em bioprocessos requer métodos de ativacdo de
superficie extremamente genéricos e flexiveis que permitam a imobilizagdo de uma dada
biomolécula empregando uma metodologia de ativacdo padrdo. A superficie de SMMps, apesar
de apresentar nicleos magnéticos de 6xido de ferro, é formada por silica. Sendo assim, métodos
de ativagdo de silica porosa, altamente estudados e difundidos, podem ser aplicados na ativagao
da superficie de SMMps. O método de ativacao superficial de particulas porosas de silica mais
versatil € a ativagdo empregando organosilanos (BRUCE e SEM, 2005; YOKOI et al., 2004).
Organosilanos sao moléculas bifuncionais com formula geral X-(CH;),-SiRy(OR’)3.,, onde X
representa um dado grupo funcional, (CH,), um braco espacador flexivel e Si(OR)n grupos
reativos (ap6s hidrdlise do grupo alcoxido) capazes de formar unides covalentes com os grupos
Si-OH (grupos silanol) na superficie de silicas porosas (BRUCE e SEM, 2005). Organosilanos
contendo inumeros grupos funcionais sdo disponiveis comercialmente, permitindo a ativacao de
silicas porosas para aplicagdo na maioria dos procedimentos de imobilizagdo de enzimas
existentes.

Durante reacdes de ativagdo superficial de silicas porosas com organosilanos duas reagoes
acontecem de forma simultanea: a hidrélise dos grupos alcoxido da molécula de organosilano (n)
gerando grupos silanol altamente reativos e a condensagdo dos grupos silanol do alcéxido de
silicio com os grupos silanol presentes na superficie do material (BERGNA, 1994; BRINKER e
SCHERER, 1990; ILER. 1979). Dependendo das condigdes reacionais empregadas, a
condensacao de organosilanos presentes em solu¢do pode ocorrer formando oligdmeros, este
fenomeno pode dificultar o controle da densidade de grupos funcionais inseridos na superficie do
material. Desta forma, variaveis como tipo de solvente empregado, temperatura da reagdo, tempo
de reacdo, natureza do organosilano, concentragdo do organosilano, concentragdo do material,
etc., podem interferir significativamente no resultado final (BRINKER e SCHERER, 1990).

A ativagdo de silica porosa utilizando organosilanos em meio organico ¢ uma alternativa
interessante para controlar de forma precisa a densidade de grupos funcionais inseridos na
superficie do material. Neste método, comumente chamado de “grafting”, reacdes de
condensacdo organosilano-organosilano sao desfavorecidas permitindo maior controle da

ativagdo do material (YOKOI ef al., 2004). Para o recobrimento de silica, e até mesmo de nano-
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particulas magnéticas com grupos amino o organosilano mais empregado ¢ o
aminopropiltrietoxisilano (APTES) (BRUCE e SEM, 2005). O recobrimento de silica porosa
MCM-41 foi realizado empregando APTES em tolueno sob condi¢des de refluxo, este método
permitiu o controle da densidade de grupos amino inseridos na superficie do material através do
uso de diferentes concentra¢des de APTES (YOKOI et al., 2004). Neste contexto, com o objetivo
de imobilizar o complexo celulolitico de 7. ressei empregando metodologia similar a
desenvolvida para o suporte MANAE-agarose ativamos SMMps com grupos amino. Para tanto

utilizamos o processo de “grafting” em tolueno empregando pequenas quantidades de APTES.



5.2 Materiais e Métodos
5.2.1 Materiais

Para ativagdo de SMMps com grupos amino foram empregados aminopropiltrietoxisilano
(Sigma-Aldrich) e tolueno (Synth). Materiais empregados na sintese de SMMps e na
imobiliza¢do do complexo celulolitico de 7. reesei encontram-se descritos na secao ‘“Materiais e

Métodos” do Capitulo 2 e Capitulo 4, respectivamente.
5.2.2 Métodos
5.2.2.1 Ativacao de SMMp com Grupos Amino

Para esta etapa do trabalho foi selecionado o suporte SMMp-2 (variagdo de preparagao 2
no Capitulo 2). Este suporte possui didmetro médio de particula de 12.5 um, area de superficie de
89 m’.g"' e tamanho médio de poros de 14.9 nm. A preparagdo do suporte ¢ descrita em detalhes
na secdo “materiais € métodos” do Capitulo 2. A ativacdo do material foi realizada em tolueno
empregando APTES. 1 grama de SMMp-2 foi adicionado a 25 mL de tolueno contendo 5.0 ou
1.0 mMol de APTES. A solugdo resultante foi aquecida a 110 °C em refluxo por 5 horas. Ao
final da reagdo as SMMps recobertas com grupos amino (SMMp-amino) foram recuperadas
magneticamente e lavadas com acetona (2x) e 4gua destilada (2x). As SMMps-amino foram secas

a 60 °C por 16 horas e armazenadas até o uso.

5.2.2.2 Imobilizacido do Complexo Celulolitico de Trichoderma reesei

A imobilizagdo do complexo celulolitico foi realizada empregando o mesmo método
utilizado para imobilizacdo em suportes MANAE-agarose seguido de entrecruzamento com
glutaraldeido, com pequenas modifica¢cdes. De uma maneira geral 0.5 gramas de SMMp-amino
foram suspensas em 10 mL de solugdo de acido cloridrico 0.1 M e agitadas suavemente por 1

hora, em seguida foram recuperadas magneticamente e lavadas com tampao fosfato 5 mM pH
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7.0. Apds esse procedimento o suporte foi adicionado a 9 mL de uma solu¢do do complexo
celulolitico NS50013 diluido 100 vezes em tampao fosfato 5 mM pH 7.0. A mistura resultante foi
incubada por 3 horas a 25 °C. Apds o processo de adsorcdo os derivados foram entrecruzados
com glutaraldeido 0.15% (v/v) por 1 hora a 25 °C, lavados e re-suspensos em tampao fosfato 100
mM pH 7.0. A atividade enzimatica foi medida empregando CMC 1% em tampao fosfato 100
mM pH 7.0 conforme descrito na se¢do “Materiais e Métodos” no Capitulo 4. O rendimento de
imobilizacdo (R;), atividade recuperada (R%) e atividade efetiva (4g) foram calculados de acordo

com as equagoes 4.1, 4.3 e 4.4, respectivamente, disponiveis no Capitulo 4 desta tese.



5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Ativacdo de SMMp com Grupos Amino

Este método de ativagdo ja havia sido testado em nosso grupo para a ativacado de SMMps
com grupos octil, mostrando-se altamente eficiente. Foram empregados neste experimento duas
concentracdes distintas do agente ativador, APTES. Espera-se que nas condigdes empregadas
praticamente 100% do APTES utilizado no procedimento de ativacdo tenha reagido com a
superficie do material, permitindo, desta forma, o controle da densidade de grupos amino na

superficie do material (YOKOI et al., 2004).

5.3.2 Imobiliza¢ao do Complexo Celulolitico de Trichoderma reesei

Antes do inicio da reagdo os suportes SMMp-amino foram hidratados em solugdo de
acido cloridrico 0.1 M por 1 hora, este procedimento visa a remocdo de SPION nao
funcionalizado que por ventura estivessem no interior dos poros do material e protonar os grupos
amino inseridos na superficie do material. Apds este procedimento o suporte foi lavado inimeras
vezes com tampao fosfato 100 mM pH 7.0. Apds o procedimento de hidratacdo e lavagem a
massa do suporte dobrava, sendo assim a massa imida usada no processo de imobilizacao foi de
~1.0 g. A Tabela 5.1 mostra os resultados para a etapa de adsor¢dao do complexo NS50013 em
SMMp-amino ativado com APTES na concentra¢do de 5.0 ¢ 1.0 mM por grama de material. A
adsorcao em termos de atividade foi eficiente para ambos os casos, porém a adsor¢do em SMMp-
amino ativado com 5.0 mM de APTES/g de material causou perda total de atividade enzimatica.
Quando este suporte foi re-suspendido em tampao fosfato 100 mM pH 7.0 ndo foi observado
dessorcao de atividade, uma pequena parcela de proteinas (aproximadamente 20% do total
adsorvido) dessorvia do suporte. A adsorcao em SMMp-amino ativado com 1.0 mM de APTES
por grama de material, por sua, vez permitiu a adsor¢do eficiente das enzimas do complexo
celulolitico conservando boa parcela de atividade catalitica frente a CMCr.

A perda de atividade ocorrida no processo de adsor¢ao do derivado em SMMp-amino
ativado com APTES 5.0 mM foi similar a observada para a adsor¢do em agarose-PEI (Capitulo

4) indicando intera¢do excessiva entre o suporte e as enzimas do complexo. No caso do suporte
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agarose-PEI a perda de atividade observada foi atribuida a interagdo em trés dimensdes formada
entre as enzimas e o suporte (PESSELA et al., 2003; PESSELA et al., 2005; TORRES et al.,
2006) que pode ter restringindo o grau de liberdade das celulases ou causado impedimentos
estéricos que impedem a entrada e/ou saida do substrato macromolecular do sitio ativo das
enzimas. Suportes onde a interagdo ¢ bidimensional como MANAE-agarose ¢ DEA-sepharose
renderam derivados que conservaram boa atividade catalitica. Neste contexto ¢ importante
destacar que a estrutura de poros de SMMps avaliada através de adsor¢do-desor¢ao de N,
(Capitulo 2) ¢ muito distinta da estrutura de poros apresentada pela agarose. A agarose possui
estrutura de poros fibrilar formada pela unido de fibras de agar entrecruzadas, esta estrutura
favorece a interagdo bidimensional com proteinas (GUISAN, 1988; MATEO et al., 2005; MATEO
et al., 2006). Ja a estrutura de poros de SMMps ¢ formada pelo espago entre particulas
fundamentais em conjunto com o efeito de “templating” do surfactante e SPION empregados
durante o processo de sintese, o que rende poros extremamente irregulares. Em adi¢ao, o numero
teorico de grupos amino que podem ser inseridos na superficie de silicatos porosos ¢ maior do
que o numero que pode ser alcangado para a agarose (BRINKER e SCHERER, 1990; ILER.
1979). Desta forma o uso de SMMp-amino altamente ativado (5 mM) pode favorecer forte
interacdo entre as enzimas do suporte € o complexo deslocando o equilibrio da reagdo totalmente
para a condicdo de enzima unida ao suporte diminuindo o grau de liberdade e favorecendo a
perda de atividade catalitica. A estrutura irregular dos poros de SMMps também pode ter
favorecido a interagdo em trés dimensodes entre a enzima e a superficie do suporte o que pode ter

contribuido para a perda de atividade observada.

Tabela 5.1 — Resultados para a imobilizacdo do complexo celulolitico de 7. reesei em suportes
SMMp-amino.

ADSORCAO EM SMMp-2 ATIVADA COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE APTES

Atividade
Tempo de R, Perdida no
Forca
Suporte pH idnica Temperatura Incubacgio (h) R, Proteina Processo R% Ag
5.0 mM de
APTES/g de
material 7 5 mM 25°C 3 100% 71% 100% 0% 0%
1.0 mM de
APTES/g de

material 7 5 mM 25 °C 3 100% 40% 48% 52%  52%
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A ativacdo de SMMp com APTES 1.0 mM rende menor densidade de grupos reativos na
superficie do material (YOKOI et al., 2004), esta menor densidade de grupos permitiu que o
derivado conservasse boa atividade apds a etapa de adsorcdo com R; de 100% em termos de
atividade. Menor densidade de grupos na superficie do material diminui a interagdo entre a
enzima e o suporte favorecendo a manutencdo do grau de liberdade das celulases. Além disso,
pode tornar menos favoravel a interagdo das enzimas com o suporte em trés dimensdes, também
favorecendo a manutenc¢do no grau de liberdade das enzimas do complexo. O derivado adsorvido
em SMMP-amino ativada com 1.0 mM de APTES foi entrecruzando com glutaraldeido 0.15 %
(v/v) em procedimento idéntico ao empregado para MANAE-agarose (Tabela 5.2). O
entrecruzamento com glutaraldeido nesta concentragdo foi suficiente para entrecruzar 100% das
celulases imobilizadas no suporte de forma que ao final do processo nao foi observada dessor¢ao
de proteinas no sobrenadante (medida de atividade e proteinas totais). O derivado conservou
100% de atividade durante a etapa de entrecruzamento rendendo A de 52%, maior até mesmo
que o valor observado para o derivado MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido 0.15%
(28%). Este resultado superior em termos de A pode ser explicado pela diferenca na estrutura de

poros entre os dois suportes ja discutida anteriormente.

Tabela 5.2 — Resultados para a etapa de entrecruzamento com glutaraldeido 0.15% (v/v) do
complexo celulolitico de 7. reesei adsorvido em suportes SMMp-amino ativados com APTES 1.0
mM/grama de material.

ENTRECRUZAMENTO DE CELULASES IMOBILIZADAS EM SMMp-amino COM GLUTARALDEIDO 0.15%

(v/v)
Perda de Atividade
Tempo de Atividade na  Entrecruzada
Suporte pH Forcaionica Temperatura Incubacgido(h) Etapa (%)* (Y%)** Ag

SMMp-2 ativado com
APTES 1 mM/g 7 5 mM 25°C 3e2 0% 100% 52%




5.4 Conclusao

Nesta etapa do trabalho foi investigada a imobilizacdo do complexo celulolitico de T.
reesei em SMMp ativado com grupos amino empregando duas concentragdes distintas de
APTES, 5.0 e 1.0 mM por grama de material. O rendimento de imobilizagdo em termos de
atividade foi de 100% em ambos os casos, porém SMMps ativadas com APTES na concentragao
de 5.0 mM por grama de material ocasionaram 100% de perda na atividade apos a etapa de
adsor¢do. A perda de atividade na etapa de adsor¢do pode ser explicada pela alta densidade de
grupos amino inseridos na superficie de SMMps ativadas com APTES na concentracao de 5
mM/g de material e pela estrutura irregular de poros do material, que pode favorecer a interagao
das celulases com a superficie do material em trés dimensdes. Derivados obtidos pela adsor¢ao
em SMMps ativadas com APTES 1.0 mM e entrecruzados com glutaraldeido 0.15% (v/v)
apresentaram bons resultados em termos de Ag, melhores at¢é mesmo que os obtidos
anteriormente para derivados imobilizados em MANAE-agarose. O complexo celulolitico de 7.
reesei foi imobilizado com sucesso em SMMp-amino, a imobilizacdo de celulases neste material
pode permitir a recuperagdo eficiente e reuso do biocatalisador em processos de hidrolise de

materiais lignocelulosicos.
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CONCLUSAO GERAL

A imobilizacdo de enzimas em materiais magnéticos tem alcancado grande importancia
no atual cendrio da engenharia de biocatalisadores, no entanto aplicacdes industriais destes
derivados ndo sdo conhecidas. Isso se deve em grande parte a inexisténcia de suportes
magnéticos que atendam as necessidades reais de um bioprocesso, ¢ de métodos para
imobilizagdo de enzimas nestes suportes. A presente tese buscou desenvolver novos suportes
magnéticos para aplicagdes em bioprocessos, estes suportes foram testados na imobilizagao das
enzimas modelo PGA e celulases. Para atingir os objetivos propostos microparticulas magnéticas
de silica (SMMps) foram preparadas em micro-emulsdao w/o empregando silicato de sd6dio como
fonte de silica e nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPION) como nucleo
magnético (Capitulo 2). SPIONs preparados por co-precipitagdo homogénea apresentaram alta
magnetizagdo de saturagdo. Ja a sintese de SMMps rendeu materiais com alta magnetizacao de
saturacgdo, alta area de superficie, estrutura mesoporosa e forte resposta a campos magnéticos
externos. Suportes magnéticos com grande potencial para aplicagdo em bioprocessos foram
obtidos e caracterizados e a estrutura final do material pode ser controlada de acordo com as
condigdes de sintese empregadas. Foi testado um novo conceito em imobilizagdo de enzimas em
materiais magnéticos que consiste na co-agregacdo entre amino-SPION e PGA gerando os
chamados M-CLEAs (Capitulo 3). M-CLEAs apresentaram atividades recuperadas (R%) e
estabilidades similares a CLEAs obtidos empregando as mesmas condigdes reacionais. Derivados
M-CLEAs foram recuperados a partir do meio reacional através da aplicagdo de um campo
magnético externo de forma rapida e eficiente. Foram realizadas analises de EDS “line-scan” que
indicam que amino-SPION se encontra homogeneamente disperso na estrutura de M-CLEAs. O
derivado M-CLEA-TBA-G150 foi testado na hidrolise longa de PG e apresentou desempenho
superior ao observado para a enzima livre, sendo recuperado magneticamente de forma eficiente
e re-utilizado por trés ciclos de reacdo, indicando que o procedimento de imobilizagdo confere
aumento na estabilidade operacional do biocatalisador. A co-agregacdo entre amino-SPION e
enzimas apresentada nesta etapa do trabalho representa uma nova metodologia para a
imobilizagdo de enzimas. A imobilizagdo do complexo celulolitico de 7. reesei foi testada em 17

suportes empregando 60 diferentes condigdes de reacdo com o objetivo de desenvolver
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protocolos de imobilizagdo para posterior aplicacdo na imobilizacdo de celulases em suportes
magnéticos (Capitulo 4). Métodos de imobiliza¢do covalentes multipontuais causaram perda de
atividade total das enzimas do complexo. O melhor protocolo obtido consiste na adsorcao inicial
das enzimas em suportes carregados positivamente, seguido de entrecruzamento com agentes bi
ou poli-funcionais. Esse protocolo foi otimizado para adsor¢ao em MANAE-agarose seguido de
entrecruzamento com glutaraldeido ou aldeido-dextrana. Alguns procedimentos de imobilizagao
testados conferiram aumento na estabilidade térmica do complexo celulolitico. Experimentos de
hidrolise de substratos insoluveis (papel filtro Whatman e avicel) empregando o derivado
MANAE-40 entrecruzado com glutaraldeido 0.15% (v/v) mostraram que ¢ possivel a hidrolise de
materiais lignoceluldsicos empregando celulases imobilizadas. Em experimentos de hidrélise
longa de papel filtro foi verificado que o complexo NS50013 imobilizado apresenta desempenho
superior em comparagdo com a enzima livre, sendo posteriormente reciclado por dez ciclos
reacionais conservando mais de 90% de sua atividade catalitica. Com base nos inumeros
experimentos realizados foi apresentada uma hipodtese para explicar a dificuldade em imobilizar
celulases. Acredita-se que a perda de atividade foi causada pela diminuigdo no grau de liberdade
das enzimas e por obstrugdo de seu sitio ativo. Na ultima do trabalho foi investigada a
imobilizagdo do complexo celulolitico de 7. reesei em SMMp ativado com grupos amino
empregando duas concentragdes distintas de APTES (Capitulo 5). O rendimento de imobilizagao
em termos de atividade foi de 100% para SMMps ativadas com APTES na concentracao de 5.0
mM por grama de material, porém 100% da atividade catalitica foi perdida. Derivados obtidos
pela adsorcdo em SMMps ativadas com APTES 1.0 mM e entrecruzados com glutaraldeido
0.15% (v/v) apresentaram 100% de rendimento de imobilizagdo e bons resultados em termos de
atividade efetiva (4g), melhores at¢é mesmo que os obtidos anteriormente para derivados
imobilizados em MANAE-agarose. O complexo celulolitico de 7. reesei foi imobilizado com
sucesso em SMMp-amino, a imobilizagdo de celulases neste material pode permitir a recuperagao

eficiente e reuso do biocatalisador em processos de hidrélise de materiais lignocelulosicos.



SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO DE NOVOS SUPORTES MAGNETICOS PARA
APLICACOES EM BIOPROCESSOS

Estudo da utilizacdo de reagentes alternativos no processo de sintese de SMMps

(surfactante e fase organica);

e Otimizacao do processo de producao de SMMps em escala piloto;

e Otimizacdo do processo de remog¢ao do surfactante por lavagem;

e Estudo de tratamento térmico para remocao do surfactante;

e Estudo da ativagdo da superficie de SMMps com inumeros grupos funcionais
empregando organosilanos;

e Desenvolvimento de prototipos de filtros magnéticos para a separagdo do material em
escala industrial;

e Realizagdo de testes conceituais de imobilizagdo de enzimas em purificagdo de proteinas

empregando SMMps.

CAPITULO 3: SINTESE DE AGREGADOS ENZIMATICOS ENTRECRUZADOS COM
PROPRIEDADES  MAGNETICAS  (MAGNETIC  CROSS-LINKED  ENZYMES
AGGREGATES — M-CLEAS): ESTUDOS EMPREGANDO PGA COMO ENZIMA MODELO

e Avaliacdo do desempenho de M-CLEAs de PGA obtidos empregando distintos agentes
precipitantes em reacdes de sintese em meio organico e/ou liquidos i6nicos;

e Avaliacdo do desempenho da tecnologia M-CLEA na imobiliza¢do de lipases para
sintese organica;

e Preparagdo de M-CLEAs de mais de uma enzima para utilizacdo em reagdes quimicas
sequenciais (reagcdes em cascata);

e Desenvolvimento de nano-particulas magnéticas de 6xido de ferro ativadas com grupos

amino de baixo custo;
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e Ativacdo de nano-particulas magnéticas de 6xido de ferro com grupos mistos, de baixo

custo, capazes de gerar M-CLEAs com propriedades distintas.

CAPITULO 4: SELECAO DE METODOS PARA IMOBILIZACAO DO COMPLEXO
CELULOLITICO DE Trichoderma reesei EMPREGANDO AGAROSE E SEPABEADS-
EPOXIDO COMO SUPORTES MODELO

e Avaliacdo do desempenho do complexo celulolitico NS50013 imobilizado em MANAE-
40 seguido de entrecruzamento com glutaraldeido 0.15% (v/v) na hidrdlise de bagago de

cana-de-acucar pré-tratado.

CAPITULO 5: IMOBILIZACAO DO COMPLEXO CELULOLITICO DE TRICHODERMA
REESEI EM SMMPS ATIVADAS COM GRUPOS AMINO.

e Otimizacdo do processo de imobilizacio do complexo celulolitico em SMMp-amino
ativado com diferentes concentra¢des de APTES;

e Imobilizar outros complexos celuloliticos, comerciais ou ndo, em SMMp-amino;

e C(Caracterizar estruturalmente SMMps ativadas com grupos amino;

¢ Quantificar a densidade de grupos amino na superficie de SMMps-amino por colorimetria
e analise elementar;

e Relacionar de forma precisa o resultados em termos de Ag com a estrutura e a densidade
de grupos funcionais na superficie de SMMps-amino;

e Estudo de hidrolise de papel filtro Whatman empregando celulases imobilizadas em
SMMp-amino seguido de recuperacdo magnética e reciclo;

e Estudo de hidrélise de bagaco de cana-de-agticar pré-tratado empregando celulases

imobilizadas em SMMP-amino seguido de recuperagcdo magnética e reciclo.
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