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Resumo

Celulases catalisam hidrolise de celulose a glicose e a imobilizagdo e estabilizagdo da mesma
podem viabilizar o processo enzimatico, pois reduz custos em sua utilizacdo. Neste trabalho,
Celluclast 1.5L (Novozymes A/S, Denmark) e CG 200 (Genencor) foram imobilizadas em
géis de quitosana e quitosana-alginato ativados com glutaraldeido e glicidol para posterior
hidrolise do bagaco de cana-de-agucar. O processo de imobilizagdo foi acompanhado
medindo-se proteina e atividade hidrolitica da enzima em papel de filtro. Avaliaram-se
rendimento de imobilizagdo, atividade recuperada, estabilidade térmica, temperatura e pH
otimo de atividade enzimatica. Os melhores derivados foram obtidos com quitosana-alginato,
ativados com glicidol com temperatura de imobilizagao de 27°C e pH 7,0 sendo 11,2 vezes
mais estaveis que a enzima livre, com rendimento em torno de 40,6% e atividade recuperada
em torno de 56,3%. A temperatura 6tima para os derivados foi cerca de 10 graus maior que a
da enzima livre (50°C), enquanto que o pH deslocou-se de 4,2 (enzima livre) para a regido
entre 2,5 e 3, para os derivados. Com o melhor derivado, realizou-se a hidrolise do bagago de

cana-de-agucar, que apresentou conversdo de 1,8 vezes (70,0%) superior a enzima livre

(38,9%).

PALAVRAS-CHAVE: celulase; imobilizagdo; quitosana; alginato de sodio, bagaco da cana-

de-acucar.



Abstract

Cellulases are enzymes that catalyze the hydrolysis of cellulose producing glucose.
Immobilization and stabilization of these enzymes could improve enzymatic process making
it more attractive by reducing costs during their use. In this work, Celluclast (Novozymes
A/S, Denmark) and CG 200 (Genencor) were immobilized into chitosan and into a
chitosan/alginate hybrid support, after activation of the support with glutaraldehyde and
glycidol under different conditions of immobilization such as temperature and pH.
Immobilization process was evaluated by calculating the immobilization yield, coupling yield
and thermal stability at 65°C. Temperature and pH optimum of enzymatic activity were
analyzed as well. The best derivatives were obtained with chitosan — alginate activated with
glycidol, after immobilization at 27°C, pH 7.0, for 16 hours. The biocatalyst presented 56.3%
of immobilization yield, 40.6% of coupling yield and it 11.2 — fold more stable than free
enzyme at 65°C. The temperature and pH for maximum activity of the derivatives and soluble
enzyme was 60°C and 50°C, pH 2.5-3.0 and 4.2, respectively. Finally, the performance of the
best biocatalyst developed in this work in the hydrolysis of sugarcane bagasse was compared
to one observed using soluble enzyme. Although a higher conversion has been obtained with
soluble enzyme in the beginning of the reaction, the immobilized enzyme allowed to reach a

higher final conversion, 70%, than the one obtained with free Celluclast, 38.9%.

KEY — WORDS: cellulase; immobilization; chitosan, sodium alginate, sugarcane bagasse.



Capitulo 1 -
Capitulo 2 -
2.1
2.2

23
24

2.5
2.6
2.7

2.8
2.9

2.10
2.11
2.12
2.13
2.14

2.15
2.16

2.17
Capitulo 3 -
3.1

3.2

SUMARIO
INErOAUCAOD...cccoriirrrrrnnnriicccssserssrnnnnecscsssssssssansssscsssssesssssasssssssssssssssasssssssssssene

RevisaoBibliografica........iiieniensiinseiisinnseinssinnsnicsensssissssssssssseessssesssens

Combustivel Fossil: Petroleo com fonte de energia..........cccceeeeevvenenicnnnens
Biocombustivel: Uso da biomassa na geracao de energias renovaveis.......
Processamento das fra¢des lignoceluloliticas produzidas por biorrefinaria

Utilizag¢ao do bagaco de cana-de-agucar como matéria-prima
LignoCelUlOlItiCO ...veiiiieiiieiieie e

Catalisadores eNZIiMAtICOS. .......uerverruirieriieieeie ettt
Enzimas celulolitiCas. ......coouiiriiiiiieiieeieee e
Microrganismos produtores de celulase...........cccoevveeeiiieniiieniieiiiieeees
Aplicacdes Biotecnoldgicas da enzima celulase..........ccceeveeviieiiienieenn.

Tecnologia enzimatica em processos biotecnoldgicos: Imobilizacao de
ENZIMAS....ciiiiiiiiiiecee ettt e s

Classificacdo de sistemas de imobilizagdo de enzimas..............cccueeeunneeenee.
Imobilizagdo por ligacdo covalente multipontual............cccoceeeiieniiiinennnen.
Parametros da imobiliZaga0...........cccvieeiiieeiiieeciiee e
Suportes para IMObIlIZACAO. ......cccueveiruiiiiiriinieieeeceee e
QUITOSANA. ...eeeeeiiiieeeeieee e ettt e ettt e e e et e e et e e e e etaa e e e eeataeeeeeasaeeeesanaaeeeennns
AlIZINAtO de SOAI0....ceuiieniieiiieiie e

Principio de formagao de hidrogéis de quitosana com diferentes
COPOIIMETOS. ...ttt ettt ettt ettt e et e e beesieeebeenaeeens

Modificagdo quimica do SUPOTLE.......c.eeevrerrierieeriieeieeniieeieeeireeieeeve e e
Material € MEtodos.......ccueeueeceeiseiseecsuensseenseensssecssessnccssessssncsanes
ENZIMAS. ¢ttt
SUPOTLES € ALTVAAOTES......eeeuriiieiieiieriieieete ettt

SUDSEIATOS e eeeeeeneneneee

11

12

15

20

21

22

24

26

27

29

30

35

36

37

42

42

42

42



3.2

3.2.1

3.2.1.1

3.2.1.2

33

3.3.1

332

333

34

3.5

3.6

3.7

3.7.1

3.7.2

3.7.3

3.8

3.8.1

3.8.2

3.83

3.9

3.10

3.11

Metodologia experimental............ccceeecveeiiiieiiiieeiiie et
Metodologia de preparagdo dos géis de quitosana e quitosana — alginato..
Preparagdo das particulas de quitosana............ccceeeeveecieeriieciienieenieenie e
Preparacgdo das particulas de quitosana — alginato...........ccccceeeueevieesieennnnne.
AtIVACAO dOS SUPOTLES.....eevieeirierieeiieeriieeieesieeteessreeseessaeesseessseenseessseenseenns
Ativacao dos suportes utilizando glutaraldeido...........ccccoevieiiieniiniiennnn.
Preparagdo do suporte quitosana — glioxil pré-ativados com glutaraldeido

Preparacgdo do suporte quitosana — glioxil - amino pré-ativados com
lUtaraldeido.....c.ueeeeeieciie e

Imobilizag¢do covalente multipontual de celulase em matrizes de
quitosana e quitosana — al@iNAato...........cccueerueerieeriieniieiienie e

Determinacao da Atividade celulolitica.............cccovvveieeiiieeieeiiiieeecieeeee,
Determinacao da concentracao de proteina..........cccceeeeerveerieenieenieeneeennen.

Caracterizagdo das propriedades cinéticas da celulase livre e
IMODIHZAAAS. ...t

Influéncia do PH.....ooiiiiiiee e
Influéncia da temMPEeratura .............cceeeveerieeiierieeie et e e ees
Estabilidade termica..........cccoviiiiiiiiiiiieie et
Célculo dos parametros de imobilizagao...........cceevveeiienieiniienieeieeeieenen.
Calculo do rendimento de Imobilizagao..........ccceeevveeeiiieeeiiieeeiieecee e
Célculo da atividade recuperada............cccceeeeuieriieiiieniieeieenie e
Célculo do fator de estabilidade.............oooieniiiiiiniiieeee,
Avaliacdo do enlace enzima — SUPOTLE........cccveeruieerieriieerieriieereenreereeeenen
Tratamento térmico do bagaco de cana-de-agucar...........cccceecueevveeieennnenne

Ensaios de hidrdlise do bagago de cana-de-agucar utilizando celulase
imobilizada em hibridos de quitosana..........ccceeceeriieiieniiienieeieeee e

42

42

43

43

43

44

45

45

45

46

46

46

47

47

48

48

49

49

50

50

50



Capitulo 4 - Resultados € DiSCUSSA0.....ccccverersrrressnrcssnnrcsssresssanenes

Caracterizac¢ao das enzimas livres estudadas Celluclast 1.5 L e Genencor
(CG 200) it eiiteiieeieeete ettt ettt teesee e e e taeebeesaaeesbeesaeesseesseeesseenssesnsaens

4.1
4.2 Influéncia do PHeu..ooeioiiiieee e e
4.3 Influéncia da teMPETatULa........ccecveeieeriieeiieeeieeieeeee et eseeeereeseeeereeseneeneeas

Preparacao dos suportes de quitosana e estudo dos parametros de

4.4 IMODIIZAGAO. .....eeeeviiieiie ettt ettt e e e e e e e v e e eanas

Influéncia da adic¢do de alginato de sodio e de diferentes condi¢des de

4.3 imobilizacao de celulase em quUItoSaNa..........c.cccveeieeiiieniieniieeieeiieeeenee,

Influéncia dos métodos de ativacdo na imobilizagdo da celulase em
hibridos de qUItOSANA..........cc.eeriiiiiieiieciieie et

4.6
4.6.1 Ativados com glutaraldeido..........cccueriiiiiiiiiiiiiiiiieeee e
4.6.2 Ativados com glicidOl.........coooiiiiiiiiiiiiieiieee e
4.6.3 Ativados com glicidol-amino...........cceeceeviiiiiiiniiiieceeee e

4.7 Influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica........................

4.8 Testes de Dessor¢ao ENzimatiCa...........cccuveeeeeeiieeieeiiieeeeeieeee e

4.9 Hidroélise do bagago de cana-de-agucar...........ceeeveevieerieeniienieenieesieeveene

Capitulo 5 - CONCIUSOES. .....eeiuiieiieiiieiie ettt et ettt e ee e eeeas

Referéncias Bibliograficas...........coeiciviencnicsserssnicssnnssnncssenssnnessnscssssssnns

51

53

54

54

56

59

59

60

62

63

64

64

67

69



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1: Esquema geral de uma biorrefinaria utilizando diferentes tipos de biomassa
(GIOTAAN0,2004).......eeieeieeeeiee ettt ettt e et e e e te e e e aaeesareeesaseeeeaseeeetreeeeaseeesseeenseeeareeans

Figura 2.2: Esquema de uma biorrefinaria utilizando materiais lignocelulosicos (Giordano,

Figura 2.3: Produgdo de produtos quimicos por diferentes vias reacionais a partir da
hidrolise da celulose (Schuchardt,2000)............cccviiiiiiieeiiiieciee e e

Figura 2.4: Formagao de varios produtos a partir a hemicelulose, utilizando a hidrolise e
explosdo a vapor (Schuchardt, 2000)..........ccueeiiiiiiiiiieiieeeee e

Figura 2.5: Sintese de novos produtos a partir da lignina proveniente de residuos
lignoceluldsicos (Schuchardt, 2000)..........ccveiiieiieriieie e

Figura 2.6: Representacao da estrutura geral de um aminoacido..........ccceeeeveeerieeeeieeecnneenne.
Figura 2.7: Ligac¢do peptidica entre as moléculas de aminoacidos formadores das enzimas..
Figura 2.8: Célula vegetal, representando as fibras de celulose, hemicelulose em estrutura..

Figura 2.9: Cadeia linear polimérica da celulose, mostrando as ligagdes B-1,4 das unidas
S D o4 16707 030 21 4 10 13 | SRS

Figura 2.10: Celulase de Trichoderma ressei (Sandgren et al, 2005).........cccevercveneevuennenne.
Figura 2.11: Fibras cristalinas de celulose, ilustrando a influéncia das pontes de hidrogénio

Figura 2.12: Mecanismo da degradagdo da celulose e o sinergismo do complexo
ENZIMNATICO. 1. c.vveeetieeeiieeeeite e et e e eteeeeteeeetaeeeateeesaseeeasseeaassaeasseeasssaeassseeasseeensseesnsseeassseesnsseennses

Figura 2.13: Clivagem da celobiose catalisada pela enzima B-glicosidase...........cccceeevvennnn.
Figura 2.14. Estrutura dos biopolimeros quitina, quitosana e celulose............cccceevveeeveeennnen.
Figura 2.15: Estrutura quimica do alginato de SOdI0..........cccueeuieiieiiiieniiiiienieeeee e
Figura 2.16: Reacdo de ativacdo entre glutaraldeido e quitosana.............ccoeeeevvienienieeneenen.

Figura 2.17: Reacgdo de ativacdo do gel utilizando glicidol .............ccceevviiiienciieniiciecieee

10

11

12

14

14

17

17

17

18

19



Figura 3.1: Aparato utilizado para preparacao das particulas de quitosana (Galvao, 2004)...
Figura 3.2: Quitosana ativada com glutaraldeido...........cccceeeviviieriiiiniiieiie e

Figura 4.1:Inativacdo térmica da Celluclast 1,5 L a 65°C e pH 4,8. A curva foi obtida
ajustando o modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais obtidos.............ccceeuveenneenee.

Figura 4.2:Inativacdo térmica da CG 200 a 65°C e pH 4,8. A curva foi obtida ajustando o
modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais obtidos...........ceevverviienieeiiienieenieenineans

Figura 4.3:Influéncia do pH na atividade hidrolitica da celulase livre (Celluclast 1,5 L).......
Figura 4.4:Influéncia do pH na atividade hidrolitica da celulase livre (CG 200)....................

Figura 4.5: Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica da celulase livre (Celluclast

Figura 4.6: Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica dos derivados livre (CG 200)

Figura 4.7: Inativacao térmica do derivado de celulase (Celluclast 1,5 L) a 65°C e pH 4.,8.
A curva foi obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais
0] 015 16 [0 1SS UPRPSRROPR

Figura 4.8: Inativagdo térmica do derivado de celulase (CG 200) a 65°C e pH 4,8. A curva
foi obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais
0] 075 a1 FO OSSPSR PRUPRR

Figuras 4.9: Estabilidade térmica a 65 °C para as celulase livre e imobilizada ativados com
glutaraldeido a 4 °C (A), (A) enzima livre, (m) enzima imobilizada em quitosana 2,5% —
alginato 2,5%, (®) enzima imobilizada em quitosana 2,5%..........ccceeceereueeniinceneennnen.

Figuras 4.10: Estabilidade térmica a 65 °C para as celulase livre e imobilizada ativados
com glutaraldeido a 27 °C (B), (A) enzima livre, (m) enzima imobilizada em quitosana
2,5% — alginato 2,5%, (®) enzima imobilizada em quitosana 2,5%...........ccccecueereervueenrennnnns

Figura 4.11: Inativacdo térmica do derivado de celulase em quitosana 2,5% a 65°C e pH
4,8 ativados com glutaraldeido. A curva foi obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley
A0S PONtos eXPerimentais ODTIAOS. ....c.uieeriieeiiie ettt e e e e e e e e

Figura 4.12: Inativacdo térmica do derivado de celulase em quitosana 2,5% - alginato
2,5% a 65°C e pH 4,8 ativados com glutaraldeido. A curva foi obtida ajustando o modelo
de Sadana-Henley aos pontos experimentais obtidos.........ccoeveieiierieiiiienieeiieieeieeee e

Figura 4.13: Inativacdo térmica do derivado de celulase em quitosana 2,5% a 65°C e pH
4,8 ativados com glicidol. A curva foi obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley aos
PONtos eXPErimentais ODLIAO. .. ....uiieiieeeiie ettt eee e e e e e e e eeeeaeeenneeas

45

55

55

55

55

57

57

58

58

61

61

63

63



Figura 4.14: Inativagdo térmica do derivado de celulase em quitosana 2,5% - alginato
2,5% a 65°C e pH 4,8 ativados com glicidol. A curva foi obtida ajustando o modelo de
Sadana-Henley aos pontos experimentais Obtidos..........cceeevvieriieiiienieeniienie e eve e

Figura 4.15: Inativag@o térmica do derivado de celulase em quitosana 2,5% a 65°C e pH
4,8 ativados com glicidol-amino. A curva foi obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley
a0s pontos experimentais ObtIAOS. .......ccuiiiieiiiiieie e

Figura 4.16: Inativa¢do térmica do derivado de celulase em quitosana 2,5% - alginato
2,5% a 65°C e pH 4,8 ativados com glicidol-amino. A curva foi obtida ajustando o modelo
de Sadana-Henley aos pontos experimentais obtidos.........ccceeeieiierieriiienieeieenie e

Figura 4.17 Influéncia do pH na atividade enzimatica (A), (®) enzima livre enzima
TMODIIIZAAA (H)....viiiiiiiiiiiiecie ettt ettt e et e et e e b e e teeesbeesseeesbeenseessseenseassseenseas

Figura 4.18: Influéncia da temperatura na atividade enzimatica (B), (®) enzima livre
enzima IMODIIZAAA (M)......ccueiiiiiiiiiiieiiece ettt ettt e e eeteeeebeebeessbeesaeensaens

Figura 4.19. Conversdo do bagago da cana-de-acucar (60 °C e pH 4,8), enzima sollvel a
350 mg/L (m); enzima soluvel a 700 mg/L ( ®); enzima imobilizada em quitosana 2,5%-
alginato 4,5% ativados com glicidol (1,7 mg de proteina/ grama de gel (A).......cccccoveruennees

64

66

66

67

67

69



LISTA DE TABELAS
Tabela 2.1: Composicao de alguns residuos lignocelulosicos.........ccoevvveerieeeiieeniiieenieen,
Tabela 2.2: Classificacdo dos suportes conforme a composicao (Pereira, 1996).........
Tabela 2.3: Estabilidade térmica de enzimas imobilizadas em suportes de quitosana.........

Tabela 4.1: Valores das atividades enzimatica (FPU/mL 4 extrato) € especifica (FPU/mg g4e
proteina) das enzimas livres, em pH 4,8 a 50°C em tampao citrato 50 mM por lhora de
INcubacao (Mendels, 1969).........ooiiiiiiiiieieeeeeee ettt be e taeeraen

Tabela 4.2: Valores de meia-vida e fator de estabilidade térmica (65 °C) para as enzimas
comerciais utilizadas na forma LiVIe...........coveiiiriiiiiiiiiieeeeeee e

Tabela 4.3: Pardmetros de imobilizagdo de celulase em quitosana 2,5% pH 7,0 a 27°C
em suportes ativados com glutaraldeido 2,5% v/v com carga enzimatica de 10 mg de
PIOteINA/Z e GEL...o ittt ettt et st

Tabela 4.4: Parametros de imobilizagdo de celulase em pH 7,0 a 4°C em suportes
ativados com glutaraldeido com carga enzimatica de 10 mg de enzima.g” de gel.

Tabela 4.5: Parametros de imobilizacdo de celulase em pH 7,0 a 27°C em suportes
ativados com glutaraldeido com carga enzimatica de 10 mg de enzima.g™ de gel..............

Tabela 4.6: Valores de meia-vida e fator de estabilidade (65 °C) para os suportes
ativados com glutaraldeido com carga enzimatica de 10 mg de enzima.g' de gel e
ENZIMA LIVIC...eutiiiitieie ettt ettt ettt ettt e e et et e st e saee bt et e eaeenbeeneenees

Tabela 4.7 Influencia do pH durante imobilizacdo da celulase ativada com glutaraldeido
2,5% v/v a27°C com carga enzimatica de 10mg de proteina /g de gel..........cceevveeiiennnns

Tabela 4.8: Caracterizagdo dos derivados de celulase imobilizada a 27°C e pH 7,0
usando diferentes suportes com carga enzimatica de 10 mg de proteina/g de gel...............

Tabela 4.9: Caracterizagdo dos derivados de celulase imobilizada a 27°C e pH 7,0
usando diferentes suportes com carga enzimatica de 10 mg de proteina/g de gel...............

Tabela 4.10: Caracterizagdo dos derivados de celulase imobilizada a 27°C e pH 7,0
usando diferentes suportes com carga enzimatica de 10 mg de proteina/g de gel...............

Tabela 4.11: Conversdo do bagaco de cana-de-aglicar a pH 4.8 a 50 °C.....c.ccevvirvencnnene

30

36

54

54

58

59

59

60

62

62

64

65

69



1 — Introducao

A crescente demanda por energia no mundo, que acelera o inevitavel esgotamento das
reservas petroliferas mundiais, principal fonte de energia na Terra, tem como conseqiiéncia o
aumento no pre¢o dos combustiveis fosseis, particularmente o petroleo. Assim, antes de se
atingir o limite fisico da exaustdo, o uso do petroleo se vera inviabilizado pelo alto custo.
Acrescente-se a isso o risco de colapso ambiental: a natureza vem sendo transformada em
uma velocidade muito maior com que consegue se recompor. Torna-se premente, pois, em
todos os paises, a busca de fontes alternativas e renovaveis de energia, as chamadas energias
limpas. Nesse cendrio, o uso de etanol produzido por fermentacio de matérias-primas
renovaveis aparece como uma atraente fonte substitutiva aos combustiveis fosseis.

(Schuchardt, 2001; Giordano, 2004).

Residuos lignoceluldsicos como o bagaco-de-cana e a palha de cereal moida sdo
abundantemente produzidos no Brasil e estdo disponiveis para utilizagdo biotecnologica
(Coelho et al.; 2001, Ramos, 2003). No caso do Brasil, o bagaco de cana de agtcar,
subproduto da industria sucroalcooleira, destaca-se como um dos materiais lignocelulosicos
mais abundantes, com producdo superior a 100 milhdes de toneladas, dos quais cerca de 8%
ndo tem uma destinacdo apropriada. Uma das formas de utilizagdo do bagago de cana € na co-
geracdo de energia, uma pratica muito utilizada nas usinas, com producdo média em torno de

30 kW/h/tonelada de cana moida (MAPA, 2005).

Bagaco de cana ¢ constituido basicamente de trés polimeros: celulose (polimero de
glicose), hemicelulose (cadeias ramificadas de actcares, maioria aldopentoses, principalmente
xilose) e lignina (polimero de fenilpropano) na propor¢do aproximada de 50:30:20. Uma
tonelada de bagaco gera 192 kg de lignina, 500 kg de celulose e 250 kg de hemicelulose.
(Coelho et al. 2001).

Celulose ¢ um polissacarideo constituido por cerca de quarenta cadeias glicosidicas unidas
em um feixe compacto. Cada cadeia tem grau de polimeriza¢do em torno de 10000 unidades
de glicose, unidas por ligagdes 3-1,4. As muitas pontes de hidrogénio intra e intermoleculares
presentes na estrutura da celulose tornam esse polimero muito recalcitrante a hidrélise. A
hemicelulose mais comumente encontrada na parede celular de plantas terrestres ¢ a xilana,

composta de residuos de ligagdes B (1-4) D-xilopiranosidicas e que se apresentam na forma
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de heteropolissacarideos, contendo diferentes grupos substituintes nas cadeias centrais e

laterais, sendo os mais comuns os grupos acetil, arabinosil e glucuronosil (Adsul et al, 2004).

Dentro do moderno conceito de °‘biorrefinaria’ a separagdo seletiva de fracdes
constituintes de uma dada biomassa permite a utilizacdo de cada fracdo para geracdo de
produtos de alto valor agregado. Dessa forma, a celulose, hemicelulose e lignina presentes nos
residuos lignocelulosicos poderdo gerar glicose, pentoses, principalmente xilose, e
fenilpropano, os quais poderdo ser transformados em diferentes novos produtos (Laser et al.,
2002; Lynd et al., 1999; Garrote et al., 2002; Giordano, 2004). A producdo de etanol por
fermentacdo da celulose requer sua separacdo dos outros dois componentes presentes e

posterior hidrélise para geracao de glicose.

Varios pré-tratamentos vém sendo estudados para separacdo dos componentes do
bagaco da cana e/ou hidrélise dos polimeros, os quais podem ser utilizados individualmente
ou de forma combinada, pois todos tém aspectos positivos e negativos. Cozimento sob
pressao hidrata nas regides da celulose mais resistentes ao ataque acido ou enzimatico e
descompressdo rapida separa e expde as fibras, mas pode induzir excessiva degradacdo da
hemicelulose a furfural e derivados dependendo das condigdes operacionais utilizadas (Sasaki
et al, 2003); hidrdlise acida em condigdes severas ¢ eficiente, mas gera produtos inibidores
para o microrganismo que ira fermentar os agucares (Gurgel et al., 1998). Lignina ¢ soluvel
em solvente organico ou alcali a quente, mas esse tratamento envolve altos custos,
preocupagdes ambientais adicionais e pode, no caso do tratamento alcalino, degradar a
hemicelulose, gerando furfural, inibidor da fermentacdo. Tratamento mecanico por moagem
facilita a separagdo das fibras, mas ¢ caro, energeticamente intensivo. Por outro lado,
celulases, um complexo de enzimas, podem hidrolisar celulose em condi¢des suaves sem
gerar subprodutos toxicos. A hidrélise enzimatica ¢é, portanto, uma alternativa recomendével
para a fermentagdo de materiais lignocelulosicos, apds separagdo das fragdoes. Nesse sentido,
hidroélise controlada com acido diluido pode romper ligagdes lignina-hemicelulose, extraindo
hemicelulose e disponibilizando celulose para o ataque enzimatico. Assim, cozimento rapido
sob pressdo de bagago impregnado com acido diluido com descompressdo rapida parece ser
uma alternativa promissora para disponibilizar os polimeros para o ataque enzimatico (Emmel

et al. 2003).

15



Os resultados obtidos até agora pelos pesquisadores que vém trabalhando com
lignoceluldsicos mostram que a hidrdlise enzimatica vem se inviabilizando pelos altos custos
com as enzimas celulases e xilanases, um complexo de endo e exoenzimas envolvidas na
degradacgdo de celulose e xilanas (Philippidis & Hatzis, 1997). Estudos indicam que até 60%
do custo operacional do processo enzimatico corresponde a reposicdo do complexo
enzimatico de celulases, e muito esfor¢o vem sendo investido na obtencdo de enzimas mais
baratas. Além disso, um dos principais problemas na hidrolise enzimatica reside na

necessidade de alta estabilidade térmica das enzimas para se trabalhar com altas temperaturas

e assim atingir altas velocidades de reacao e solubilidade dos reagentes.

A imobilizacao/estabilizagdo de celulases e xilanases podera auxiliar a superar essa
grande desvantagem da rota enzimadtica, pois permite facil recuperacdo da enzima e aumenta
sua vida operacional, reduzindo, portanto, custos com o catalisador (Tyagi et al., 1995, Naby-
Abdel et al, 1997, Gama et al, 2002, Shen & Xia, 2004, Gu et al, 2005). A insolubilizacao
das enzimas ¢ tema que vem sendo estudado hé varios anos. Messing, em 1975, por exemplo,
j& enumerava numerosas técnicas de imobilizacio entdo desenvolvidas tais como
confinamento, adsor¢do, encapsulagdo, intercruzamento, unido covalente, copolimerizagao.
Essas eram solu¢des para a recuperagdo das enzimas e sua posterior reutilizagdo. Nao
obstante, se mantinha o problema da baixa resisténcia a desativagdo, o que requeria um
processo de estabilizagdo adicional do derivado enzimatico (enzima ligada a suporte

insoluvel), etapa chave para estender sua aplicacdo na industria.

A obtencdo de derivados enzimaticos estabilizados € possivel mediante o projeto de
estratégias racionais de estabilizagdo. A unido da enzima ao suporte pode realizar-se através
de seus grupos carboxilicos ou de aminos, sendo estes Ultimos os mais adequados pela sua
reatividade, abundancia e presenca majoritaria na superficie enzimatica (Guisan, 1988).
Aumentos maiores que 200 vezes na meia-vida da enzima imobilizada em relagdo a enzima
soluvel podem ser obtidos (Tardioli et al, 2003 a, b). Assim, hidrolise do bagaco usando
enzima imobilizada podera atingir conversoes superiores as obtidas com igual concentragdao
inicial de enzima livre, pois enquanto esta ultima se desativa com o tempo a imobilizada

continuara catalisando a reagao de hidrdlise.

A literatura reporta inimeros suportes para imobilizacdo de enzimas. Agarose vem

sendo amplamente utilizada devido a sua alta 4rea superficial e resisténcia mecanica. A
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quitosana ¢ um biopolimero obtido através da desacetilagdo da quitina, possuindo dois grupos
funcionais reativos, amino ¢ hidroxila, sendo utilizados como sitios de reagdo ¢ coordenacao.
Na busca de melhores suportes para imobilizagdo, os géis hibridos aparecem como
alternativas interessantes (Taqieddin et a/. 2002). Hibridos de quitosana-alginato sdo relatados
na literatura como suportes para imobiliza¢ao de enzimas (Villalonga et a/, 2006). Alginato de
sodio ¢ um polissacarideo extraido de algas marrons capazes de encapsular biomoléculas ou
células (Dellacheire ef al. 1996). Sendo a quitosana um polimero policatidonico e o alginato
um polianidnico, as interagdes idnicas entre eles permitem formar géis rigidos (Huguet &

Dellacherie, 1996).

Uma vez que no uso da enzima imobilizada para hidrélise de bagaco substrato e
catalisador sdo insoliveis, o processo ira requerer ou o uso conjunto de parte da enzima livre,
ou uma prévia liquefagdo, quimica ou enzimatica do bagago, como ja ocorre na producao de
etanol a partir de amido (Silva, 1980, Giordano et al/, 2000). O tratamento prévio a ser
utilizado dependera da estratégia global a ser utilizada para produgdo de etanol a partir do

bagaco de cana.

Visando, pois, colaborar com o desenvolvimento de um processo economicamente
viavel de producao de etanol a partir de bagaco de cana, este projeto de dissertagdo teve como
objetivo desenvolver um biocatalisador para hidrolise da celulose presente em compostos
lignoceluldsicos como o bagago de cana-de-agucar. Procurou-se desenvolver um derivado
imobilizado de celulase que fosse, a0 mesmo tempo, estavel e de baixo custo. Diante desta
realidade, este trabalho se propoOs a estudar a imobilizacdo de celulase em quitosana e em
suporte hibrido quitosana-alginato, usando diferentes métodos de ativagdo dos suportes e

condicoes de imobilizagao.
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2 - REVISAO BIBIOGRAFICA

2.1 — Combustivel fossil: Petroleo com fonte de energia

As reservas mundiais de petroleo totalizam 1.147,80 bilhdes de barris € o consumo
deste combustivel fossil estd estimado em 80 milhdes de barris/dia (Padua, 2005). Importante
ressaltar que nesse calculo ndo foi contabilizada a tendéncia do crescimento no consumo
dessa matéria-prima, o que leva a conclusdo de que se ndo houver descobertas de novas
reservas de petroleo este acabara dentro de 100 anos (Campbell, 1998). Portanto, ¢ de se
prever que antes do esgotamento das reservas o prego do petroleo ficara tdo elevado que a sua
utilizagdo como combustivel ndo seria mais interessante, denotando uma necessidade da
obtencdo de alternativas de recursos energéticos que permitam a substituicdo do petréleo
(Shushardt, 2000; Ramos, 2003; Giordano, 2004). Além disso, as questdes sociais (emprego,
renda, fluxos migratérios) e ambientais (mudangas climaticas, poluicdo) reforcam a

necessidade do uso de combustiveis produzidos a partir de biomassa.

Estudos ja apontam que, a utilizacdo da biomassa para fins energéticos vem tendo uma
participagdo crescente na matriz energética mundial, estimando-se que até o ano de 2050
devera dobrar o uso mundial de biomassa disponivel (Fischer, 2001), considerando-se que o
crescimento da demanda por agroenergia nos paises desenvolvidos ocorrera principalmente
em func¢do da exigéncia da sociedade pela substituicdo de combustiveis fosseis, fundamentada

em questdes ambientais.

As pesquisas mostram que a concentragdo de CO, atmosférico teve um aumento de
31% nos ultimos 250 anos. Os numeros tendem a aumentar significamente se as fontes
emissoras de gases que causas efeito estufa sendo uma das mais importantes a queima de
combustiveis fosseis ndo forem controladas. Um dos avangos para tomada de decisdo foi a
criagdo do Protocolo de Kyoto, discutido e negociado no Japdao em 1997, que estabelece o
compromisso de diversos paises de, a partir de 2005, reduzir a emissdo dos gases que
provocam o efeito estufa em cerca de 5,2% até 2012 em relagdo aos niveis mensurados em

1990.

Outros acordos, como a Diretiva para Obten¢do de Eletricidade de Fontes Renovaveis
do Parlamento Europeu, sdo instrumentos indutores do uso da bioenergia. Assim a exaustao

de fontes ndo renovaveis e as exigéncias devido a aspectos ambientais devem acarretar maior
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aproveitamento energético de biomassa, matéria organica de origem animal ou vegetal que ¢

considerada uma fonte de energia renovavel e menos poluente que as de origem fossil.

2.2 — Biocombustivel: Uso da biomassa na geracio de energias renovaveis

A utilizagdo de combustiveis renovaveis tem despertado um interesse cada vez maior
em todo o mundo. Os impactos positivos do uso dos combustiveis renovaveis, em substituicao
aos fbsseis, ndo se restringem apenas ao campo econdmico, mas também a questdes
estratégicas e ambientais. Além de reduzir a dependéncia externa de petréleo e os gastos com
energia, o uso de tais combustiveis resulta em uma diminui¢ao significativa das emissdes de
gases toxicos para a atmosfera. Esse ultimo aspecto constitui um apelo cada vez maior para a
substituicdo dos derivados de petroleo pelos assim chamados "biocombustiveis".A procurar
por substitutos para o petroéleo e matéria-prima para a induastria quimica ¢ tema de projetos
entre varios centros de pesquisas. O preco do barril de petréleo no segundo semestre de 2006
era cerca de US$ 70, este alto prego torna o etanol e biodiesel economicamente viaveis no
setor energético. Segundo previsdes, o consumo de petroleo ird aumentar significativamente
até por volta do ano 2014, quando entdo o prego do barril devera subir tanto que forgara a
diminui¢do do consumo (Evans, 1999). Nesse contexto, busca-se tecnologias para a
substituicdo do petroleo como fonte de insumos e energia. Em principio, os combustiveis
fosseis, como o gas natural e o carvao mineral, podem ser utilizados e poderiam substituir o
petroleo (Campbell, 1998). Porém, eles sdo de dificil transformag¢do em matéria-prima para a
industria quimica e ndo iriam resolver o outro grande problema relacionado com o petréleo: o
impacto ambiental devido a formacdo de CO, e gases sulfurados na sua queima ou
transformagdo. Para um pais tropical como o Brasil, o substituto natural para o petroleo ¢ a

biomassa (Schuchardt, 2000).

As principais fontes de biomassa provém dos residuos agricolas, madeira e plantas
como a cana-de-agucar e¢ palha de cereais. Portanto materiais lignocelulésicos se tornam
interessantes para produgdo de energias renovaveis reduzindo a poluicao, pois sao formadas a
partir de CO;, e H,O, aproveitando a energia solar (Cortez, 1997). Considerando-se que 1
tonelada de biomassa corresponde a aproximadamente 2,9 barris de petrdleo (valor calorifico
médio do petroleo = 10000 kcal/kg; biomassa base seca = 4000 kcal/kg) (Compet, 1999), o
Brasil precisa atualmente de 1.800.000 barris de petroleo por dia (90 x 10° toneladas de
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petroleo por ano) (Compet, 1999; Amoco, 1999). Isso poderia ser suprido por 225 x 10°
toneladas de biomassa por ano. Levando em conta que no mundo sao produzidas cerca de 100
x 10 toneladas de biomassa por ano (Kuhad, 1993), e que a produgo no Brasil é da ordem de
21 x 10’ toneladas de biomassa por ano, seria necessario somente 1% da biomassa produzida
anualmente no Brasil para substituir o petroleo, ndo exigindo devastagdo ou qualquer outra
forma de agressdo as florestas (Cortez, 1997). Os recursos renovaveis representam cerca de
20% do suprimento total de energia no mundo, sendo 14% proveniente de biomassa e 6% de
fonte hidrica. Segundo dados do Balango Energético Nacional (edicdo 2003), a participagao
da biomassa na matriz energética brasileira ¢ de 27% - incluindo lenha e carvao vegetal
(11,9%), bagaco de cana-de-agucar (12,6%) e outros (2,5%). Na Europa e América do Norte a
preocupagdo com fontes alternativas de insumos ¢ muito grande. Como exemplo, citamos a
realizacdo da conferéncia Biomass for Energy and Industry, que ocorre a cada dois anos na
Europa. Isso envolve principalmente paises onde a fotossintese ¢ desfavorecida em funcao da

localizagao geografica (Kyritsis, 2000).

Os componentes da biomassa precisam ser separados antes da sua transformacdo em
substancias quimicas para gera¢do de produtos de altos valores agregados. Neste contexto, o
conceito de ‘biorefinaria’ tem por base a separagado seletiva de fragdes constituintes de uma
dada matéria prima, @ Biomassa, de acordo com suas caracteristicas quimicas e dos produtos
a serem obtidos (Laser et al., 2002; Lynd et al., 1999; Garrote et al., 2002). A figura 2.1,
apresenta um esquema geral de uma biorrefinaria ilustrando novas rotas e transformagoes,
aplica¢do de novas tecnologias, surgindo assim o conceito 3R, que significa: Reduzir (R1, o
impacto ambiental através de novos processos, novos catalisadores e projetos de novos
equipamentos com o intuito de otimizar e aumentar a eficiéncia de processos “classicos”, pois
maiores conversdes implicam menores volumes de rejeito; Reutilizar (R2), toda a forma de
matéria-prima, desde as nobres até os rejeitos industriais para geragdo de novos produtos e
energia, fazendo que gradativamente a matriz energética seja acrescida de mais fontes
renovaveis; Reciclar (R3), ndo apenas o produto, mas a também a propria biosfera, utilizando

a bioremediacao frente aos impactos ambientais (Giordano, 2004).
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Figura 2.1: Esquema geral de uma biorrefinaria utilizando diferentes tipos de biomassa (Giordano, 2004).

Entre as matérias-primas renovaveis de grande interesse tecnoldgico, encontram-se 0s
materiais lignoceluldsicos, principalmente sob a forma de residuos agroindustriais e florestais,
constituidos por trés fragdes fundamentais. A fracdo mais abundante ¢ a celulose, um
homopolissacarideo linear formado por unidades de glicose. O grau de ordenagao da celulose
resulta numa alta cristalinidade, que se traduz na resisténcia ao ataque hidrolitico. Uma
segunda fragdo, denominada hemicelulose, apresenta composi¢do heteropolissacaridica e ¢
constituido por varios aglcares, cujas propor¢des dependem da origem do material. No
entanto, na hemicelulose da maioria dos residuos agroindustriais verifica-se a presenca de
pentoses, em particular xilose e arabinose, configuradas numa cadeia facilmente hidrolisavel.
Por ultimo encontram-se alcoois aromaticos polimerizados, constituindo a fragdo denominada
lignina, que unida a hemicelulose envolve a matriz celulosica (Sun, 2002). A figura 2.2,
apresenta uma biorrefinaria utilizando materiais lignocelulésicos para produgdo de varios de

produtos de interesse.
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Figura 2.2: Esquema de uma biorrefinaria utilizando materiais lignoceluldsicos (Giordano, 2004).

Como observado na figura 2.2, os compositos lignoceluldsicos constituem uma
matéria-prima renovavel e abundante para producdo de produtos quimicos e seus recursos
disponiveis (celulose, hemicelulose e lignina) como discutidos, a Tabela 2.1, ilustra a
composi¢do de celulose, hemicelulose e lignina de algumas fontes lignoceluloliticas

(Rodrigues, 1988).

Tabela 2.1: Composicao de alguns residuos lignoceluldsicos.

Fonte Celulose (%) Hemicelulose (%)  Lignina (%)
Lixo urbano 61 2 9

Madeira mole 45a50 25a35 25a35
Madeira dura 40— 55 24 a 40 18a25
Bagago de cana-de-agticar 25a40 25a50 10 a 30
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2.3. Processamento das fracdes lignoceluloliticas produzidas por

biorrefinaria

A celulose ¢ utilizada na produgdo de polpas celuloliticas e na obtencao de fibras
naturais como algoddo, rayon e tencel. Sua transformag¢do em insumos quimicos ocorre a
partir da glicose obtida pela sua hidrdlise. Esta glicose pode ser fermentada para etanol, e por
sucessivas reagdes quimicas fornece etileno, buteno (dimeriza¢do de etileno), propileno
(metatese de buteno com etileno), butadieno (via acetaldeido, processo da Coperbo) e acido
acrilico (via é4cido lactico). Através de outros processos de fermentacdo pode-se ainda obter
butanol, isopropanol, 2,3-butadienol, glicerol, acetona, 4cido acético e acido butirico. A
hidrolise da glicose com &cidos diluidos leva ainda ao hidroximetilfurfural, que pode ser
clivado em 4cido levulinico (4acido g-ceto-pentandico) e acido formico. O 4cido levulinico
pode ser um interessante insumo para poliésteres (Schuchardt, 2000). A figura 2.3, ilustra a
utilizagdo da fragdo celuldsica produzindo vérios produtos quimicos por diferentes vias

reacionais.
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Figura 2.3: Producéo de produtos quimicos por diferentes vias reacionais a partir da hidrolise da celulose.

(Schuchardt, 2000)

A pré-hidrolise em condi¢cdes suaves hidrolisa as hemiceluloses em acucares,
formando principalmente pentoses que podem ser fermentados, obtendo-se etanol. Se as
hemiceluloses forem separadas por explosdo a vapor (tratamento com vapor superaquecido e
despressurizacdo rapida), obtém-se furfural como produto principal, que forma resinas com

fenol ou uréia, ou pode ser hidrolisado a 4cido maleico (Silva, 1995; Mckillip, 1989). Pode-se

23



ainda produzir, por hidrogenacao catalitica, xilitol (umectante, adogante, plastificante, aditivo
de alimentos) a partir de xilose (Melaja, 1977), manitol (adogante, plastificante, secante) a
partir de manose (Dwivedi, 1991). A figura 2.4, mostra as etapas de transformacdo da

hemicelulose em produtos de valores agregados através de varios processos.

Hemiceluloses |

— _
explosio 3 H--,,___hj:i:'cnljse
wapor T,
o ~—
L4 B}
rmni—l_m.. Arido Xilose e
| Dlaleico Mianose
I
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T + fexnol on ureia ca H:
w

Figura 2.4: Formagao de varios produtos a partir a hemicelulose, utilizando a hidrolise e explosdo a vapor

(Schuchardt, 2000).

As ligninas s3o mais hidrofobicas e podem ser transformadas em oOleos com
caracteristicas semelhantes ao petroleo através da hidrogenolise (Costa, 1989). Processos
piroliticos, que fornecem fenol e 4cido acético como produtos principais, sdo provavelmente
mais interessantes para a industria quimica (Greudenberg, 1941). Processos oxidativos
também fornecem fenol, vanilina e lignina oxidada como produtos principais (Gongalves,
1995). Ligninas podem ainda ser utilizadas com vantagem na produ¢do de resinas fenol-
formaldeido (Benar, 1996). Ligninas também sdo adequadas para gaseificagdo com oxigénio
(Schuchardt, 2000), fornecendo gas de sintese, que ¢ essencial na produgdo de metanol, que
pode ser utilizado como composto chave para a producdo de uma grande variedade de
produtos quimicos. A figura 2.5 mostra a sintese de varios produtos de alto valor agregado

como fonte os residuos lignoceluldsicos a partir da lignina através de varias vias reacionais.

24



Ligninas

hdrogenalisa ____,ﬂ-f”"'--- e Cassificacio com eedgénto
— Processos T—
o - ="
Olaos : piroliticos Fesinas Fenol- Gas de Sintase
Fenol e Acido Formaldeldo
Acatico
Proceszos o
onidativos
A -

Fenol, Vanilina e | Bletanol

Liznina Crxidada

Figura 2.5: Sintese de novos produtos a partir da lignina proveniente de residuos lignoceluldsicos (Schuchardt,

2000).

2.4 — Utilizacdo do bagaco de cana-de-acucar como matéria-prima

lignocelulolitica

O Brasil, maior produtor de cana - de - acUcar, gera como subproduto o bagago de
cana, um residuo lignoceluldsico oriunda da industria sucroalcooleira. Nas tltimas safras a
produgdo superou os 100 milhdes de toneladas. Destes, entre 6% e 10% ndo tem uma
destinagdo apropriada (MAPA, 2005). Para cada tonelada de cana-de-acticar processada sao
gerados em média 230 kg de bagago (Santana e Souza,1984). A composi¢do quimica do
bagaco integral ¢ de 46,0% de celulose, 25,2% de hemicelulose e 20,7% de lignina (Bofo,
2005).

Uma das formas de utilizacdo desse residuo ¢ cogeragdo de energia através da queima
do bagaco em caldeira, sendo uma pratica tradicional em todo o mundo. No Brasil para cada 1
tonelada de cana moida ¢ produzida cerca de 30 kW/h de energia. A cogeracdo de energia
através do bagago ird certamente melhorar a economicidade da producdo sucroalcooleira,
aumentando a competitividade do alcool carburante. Portanto existe um excedente de 16
milhdes de toneladas de bagago de cana-de-agtcar que podem ser utilizado para produgao de
produtos de interesse como o biocombustivel (bioetanol), tecnologia desenvolvida pela Dedini
com parceria da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - FAPESP. A
“DHR”, Dedini Hidrolise Rapida como é chamada, baseada na hidrolise dcida do bagaco de

cana-de-agucar para obtencdo de etanol. Em palestra proferida por José Luiz Olivério, vice-
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presidente de operagdes da Dedini, em uma palestra proferida no Seminario Internacional de
Biocombustiveis, em Brasilia, em abril de 2006, como exemplo do potencial da tecnologia,
foi detalhado: com um hectare de cana, ¢ colhido 80 toneladas de cana limpa, Essas 80
toneladas produzem, pelo processo convencional, 6.400 litros do etanol hidratado. Se a
empresa passar a colher a cana integral, que inclui a palha hoje deixada no campo, a produgao
por hectare passa a ser de 96 toneladas. Além dos 6.400 litros de etanol hidratado produzido a
partir do caldo resultante do processo convencional, a empresa poderd produzir mais 5.650
litros de etanol com o uso da tecnologia DHR para extragdo de mais agucar do bagago e a
queima da palha para gerar energia que antes era produzida a partir do bagago. Somam-se,
assim, 12.050 litros produzidos por hectare, ou seja, dobra-se a produgado se a tecnologia DHR

for empregada e se a palha for usada para geragao de energia para a usina.

A hidrdlise dos polissacarideos presentes nos materiais lignoceluldsicos pode ser feita
com diferentes tecnologias utilizadas individualmente ou combinadas: cozimento com vapor a
alta pressao seguida ou nao de descompressao rapida, hidrdlise acida, hidrolise alcalina, uso
de peroxido de hidrogénio, dissolucdo da linina a quente com solvente organico ou alcali,
entre outros. Dependendo da severidade do processo utilizado o tratamento pode gerar grande
quantidade de sub-produtos toxicos aos microrganismos que irdo utilizar os agucares
produzidos. Por outro lado um complexo de enzimas, celulases e xilanases, pode catalisar essa

hidrolise em condicdes suaves de reacdo, sem geragdo de sub-produtos.

Evidentemente, serd necessario um pré-tratamento do material para facilitar a acdo das
enzimas, mas esse deve ser suave. Ramos (2003) discute os diferentes tratamentos que podem
ser utilizados, suas vantagens e desvantagens. Concentracdo do acido ou base, temperatura e
tempo de processo sdo varidveis decisivas na composicdo do hidrolisado resultante.
Cozimento rapido sob pressdo, utilizando 4acido diluido por curto tempo, seguido de
descompressdo rapida pode ser um bom caminho para se preparar o material para o ataque

enzimatico.
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2.5 - Catalisadores enzimaticos

As enzimas sdo catalisadores biologicos que aumentam a velocidade das reagdes
bioquimicas. Enzimas em sua totalidade sdo proteinas, com excecdo de alguns grupos de
moléculas de RNA (Gama, 2003). As figuras 2.6 e 2.7 ilustram consecutivamente a estrutura
geral de um aminoacido e formagdo uma proteina. Para formar proteinas, os aminoacidos se
ligam através das chamadas ligacées peptidicas, ligacdo dos grupos amino de um aminoéacido
e carboxila de outro, com eliminagdo de uma molécula de dgua. As propriedades funcionais
das enzimas dependem essencialmente do numero dos residuos desses aminoacidos e a sua
atividade catalitica, da integridade conformacional da proteina ativa. Portanto, a atividade ¢
perdida caso esta enzima sofra alteragcdes em sua conformagdo estrutural. Para serem ativas,
algumas nao requerem nenhum outro grupo quimico além de seus residuos de aminoacidos.
Outras requerem componentes quimicos denominados cofatores. Um cofator pode ser um ou

2+ 2+
, Fe

., . n . . 2+ A .
mais ions inorganicos tais como: Mg , Mn™" ou um grupamento organico chamado de

coenzimas. Algumas enzimas requerem ambos para exercer sua atividade. Uma enzima
completa, cataliticamente ativa, unida a sua coenzima e/ou grupo inorganico ¢ chamada

holoenzima, ja a parte exclusivamente protéica ¢ denominada apoenzima (Lehninger, 1999).

Grupo carboxiio
Grupo aming /
\ COOH

H,N C—H

/ arbono &

2.6: Representacao da estrutura geral de um aminoécido.

Cadela lateral
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Figura 2.7: Ligagdo peptidica entre as moléculas de aminoacidos formadores das enzimas.
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Enzimas como catalisadores bioldgicos sdo extremamente eficientes, podendo acelerar
em média de 10° até 10'? vezes a velocidade da reacdo. Essa velocidade ¢ funcdo da
concentracdo de substrato e geralmente seguem cinética de Michaelis-Menten, onde a
velocidade da reagdo ¢ funcdo hiperbolica da concentragdo de substrato. Dessa forma, torna-
se importante medir a atividade da enzima sob condi¢des padrdo, ou seja, mesmo pH,
temperatura, forca idnica e concentracdo de substrato de modo a permitir a analise

comparativa de resultados (Gongalves, 2001).

Para que esses processos sejam possiveis, a enzima ¢ dotada de um ambiente
especifico em sua estrutura tridimensional na qual a reacdo ¢ energeticamente mais favoravel.
A reacado catalisada pela enzima ocorre confinada numa espécie de “bolso” denominado sitio
ativo, ao qual se liga o substrato para formar o complexo enzima-substrato, servindo-se de
alto grau de especificidade da enzima. A estrutura molecular alterada muda a conformagao do
sitio ativo e conseqiientemente inibe a atividade catalitica da enzima. As enzimas tém um pH
otimo de atividade, entdo, a alteragdo deste para cima ou para baixo, alterara a conformagao
de cadeias laterais de aminodcidos que agem como 4cido ou base fracos que modificam
diretamente o sitio ativo da molécula. Temperaturas altas, geralmente acima de 37°C
modificam a estrutura de cadeia dos aminoacidos constituintes das enzimas. A for¢a ionica é
muitas vezes ignorada, mas esta intimamente ligada ao pH. Portanto, a for¢a i6nica de uma
solucdo tampao deve ser utilizada usando sais neutros e nao inibitorios como o KCI ou NaCl .
Geralmente, sais que aumentam a solubilidade de aminoécidos facilitam a inativacdo da

enzima (Gongalves, 2001).

A introdugao de novas técnicas de engenharia de proteinas e pela tecnologia do DNA
recombinante através da grande area da Biotecnologia tém revolucionado o desenvolvimento
de novas enzimas industriais permitindo a modificacdo de propriedades cinéticas e da
estabilidade, o desenvolvimento de novas solugdes ao nivel da tecnologia de reatores
enzimaticos ¢ das técnicas de imobilizagdo. A utilizacdo de enzimas vem de encontro aos
pressupostos da chamada Quimica Verde. O crescimento no mercado de enzimas ¢ de
aproximadamente 4-5% ao ano, acompanhada pela redugdo de prego devido ao grande
numero de empresas que vem comercializando enzimas com pregos mais competitivos. O
crescimento para os proximos 4 anos também estd estimado em torno de 3%, com estimativa

para 2009 de U§ 2.4 bilhdes de dolares (Rajan, 2004)
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2.6 — Enzimas celuloliticas

Celulases sao capazes hidrolisar a celulose, que ¢ a matéria-prima mais abundante do
planeta, a principal fonte de carbono (Zhang, 2006), sendo encontradas nas paredes celulares
de vegetais. Apresenta-se na forma amorfa e cristalina (Ramos, 2003). A figura 2.8, ilustra
uma célula vegetal evidenciando a forma estrutural da celulose, polimero em maior

quantidade na composi¢do de uma célula vegetal.

Layered mesh of
microfibrils in
plant cell wall

Plant cells

Simgle microfibril —

Crystalline cellulose

Cellulose molecule !

s Ok k( = oH_ OH oH . .
ucxh o °“: L,u‘ m:k oa-cl“"o: !m‘
P H ’

Glucose Cellobiose

Figura 2.8: Célula vegetal, representando as fibras de celulose, hemicelulose em estrutura.
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Do ponto de vista quimico, a celulose ¢ um polissacarideo composto de unidades 3-D-

glicopiranosil, ligados por pontes B-(1,4), formando um polimero linear (Ramos, 2003; Lynd,

2004). A figura 2.9 apresenta a estruturas linear da celulose.

OH

2.9: Cadeia linear polimérica da celulose, mostrando as ligagdes B-1,4 das unidas B-D-glicopiranosil.

A celulase ¢ classificada como sendo uma hidrolase e segundo a nomenclatura
enzimatica (E.C. 3.2.1), hidrolases O-glicosidicas sdo baseadas em sua especificidade ao
substrato e ocasionalmente no seu mecanismo molecular. De acordo com a nomenclatura, o
numero 3 refere-se a hidrolases; 3.2 glicosilases e 3.2.1. glicosidases, isto ¢, enzimas que
hidrolisam compostos O-glicosil ou S-glicosil. Atualmente as hidrolases glicosidicas sdo
agrupadas em 87 familias (Wulff, 2002). A figura 2.10, apresenta a estrutura de uma celulase

de Trichoderma reesei.

Figura 2.10: Celulase de Trichoderma reesei (Sandgren et al, 2005).
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A conversdo enzimatica da celulose em glicose ¢ uma tarefa drdua, devido a natureza
fisica do substrato. Na sua forma nativa, a celulose ¢ composta principalmente de fibras
cristalinas insoluveis, chamadas de microfibrilas, nas quais as pontes de hidrogénio mantém
as moléculas unidas. Essas fibras sdo embebidas em uma matriz de hemicelulose e lignina, a
qual reduz a acessibilidade as enzimas celuloliticas (Béguin, 1990). A figura 2.11, ilustra as

pontes de hidrogénio formando redes/fibras cristalinas insoluveis.

Figura 2.11: Fibras cristalinas de celulose, ilustrando a influéncia das pontes de hidrogénio (www.biologie.uni-
hamburg.de/b-online/e26/26a.htm).

Na hidrolise da celulose é necessdrio um consorcio de enzimas: endoglucanase,
exocelulases, B-glucosidase, descritas na literatura como tendo uma agao sinérgica entres elas

(Monti, 1989; Nidtzky et al., 1994; Tanner, 2002; Wulff, 2002). Este grupo reune:

I — Endoglucanases (EG LILIII e V; EC 3.2.1.4), sdo enzimas que catalisam a
hidrolise interna de ligagdes B—(1,4) D-glicosidicas da celulose. Podem hidrolisar também
ligacdes B—(1,4) em D-glicanas que contém ligacdes B-(1,3). As endoglucanases sdo também
conhecidas como carboximetilcelulases ou endocelulase. Seu substrato natural ¢ a celulose e
xiloglicana, apresentando especificidade variavel sobre carboximetilcelulose (CMC), avicel

(celulose cristalina), B—glicana e xilana.
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II — Exoglucanase ou Celobioidrolases (CBH I e II; EC 3.2.91), conhecida como
avicelases ou exocelulase. Catalisam a hidrolise de ligagdes B-(1,4)-D-glicosidicas na celulose

e celotetraose, liberando celobiose das extremidades ndo redutoras da cadeia.

III - B-Glicosidases (EC 3.2.1.21), conhecida como celobiases . Catalisa a hidrdlise
de residuos PB-D-glicose terminais ndo redutoras, liberando B-D-glicose. Apresentam ampla
especificidade por B-D-glicosideos, podendo hidrolisar também [-galactosideos, o-L-

arabinosideos, B-D-xilonosideos.

As endoglucanases e as celobiohidrolases degradam celodextrinas soliveis e celulose
amorfa, enquanto somente as celobiohidrolases, com notaveis exce¢des, degradam a celulose

cristalina eficientemente (Shiilein, 1998 apud Wulff, 2002).

HO
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H
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H H

Glucose
Y Cellobiose or Cellotetrose

Figura 2.12: Mecanismo da degradacdo da celulose e o sinergismo do complexo enzimatico.

Na figura 2.12, ¢ representado o mecanismo da degradagdo da celulose e pode
verificar o sinergismo das enzimas. A endocelulase quebra aleatoriamente a cadeia

polimérica, posteriormente a exocelulase quebra o final dessa cadeia em um dimero de glicose
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(Celobiose). Por ultimo, a B — glicosidase converte a celobiose em glicose (Saddler, 1986

apud Wulff, 2002).

As hidrolises enzimadticas das pontes glicosidicas ocorrem através de catalise acida
geral, onde sdo necessarios dois aminoacidos criticos, um doador de protons (4cido) e um
nucleofilo. A catalise acida € usualmente promovida pelos residuos aspartato ou glutamato, ou
em ambos residuos (Gilkes et al., 1991 apud Wulft, 2002). Nesta catalise, ocorre uma reagao
de remogdo simples ou dupla, resultando em inversao ou retengdo da configuragdo anomérica
do atomo de carbono do glicosideo hidrolisado (Davies et al.,1995 apud Wulff, 2002). A

figura 2.13, apresenta o esquema reacional da -glicosidase.

G o oH 0 HO
HO F{ 0 R F HO q HO
':| ~ —_— ':IH
R OH ———— R I’/. H —— R ]
CH o;;_‘ OH MG}, H ©
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Figura 2.13: Clivagem da celobiose catalisada pela enzima p-glicosidase.

As celulases apresentam multiplos dominios, podendo possuir dominios cataliticos
ligadores de celuloses e seqiienciadores de ligacdes (Gilkes et al., 1991 apud Wulff, 2002). As
enzimas dos dominios sdo menos variaveis do que as dos dominios com atividade catalitica,
pois nos dominios com atividade catalitica conferem diferengas sutis na especificidade e no
mecanismo (Gilkes et al., 1991 apud Wulff, 2002). Embora os dominios ligadores de celulose
ndo sejam essenciais para a atividade catalitica, eles modulam a atividade especifica das
enzimas em substrato celuloliticos soliveis e insoluveis. Segundo Tomme et al., 1995 apud
Wulff, 2002 os dominios ligadores de celulose sdo identificados como modulos ligadores de
carboidrato e sdo definidos como uma seqiiéncia de aminoacidos avizinhados, dentro de uma
enzima ativa sobre carboidrato e sua estrutura tercidria independe da estrutura do dominio

catalitico.
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Enzimas com seqiiéncias similares as dos dominios cataliticos apresentam diferentes
especificidade (exo ou endo), o que sugere que a atividade seja conseqiliéncia de detalhes na
estrutura tridimensional da proteina (Wulff, 2002). Gilkes et al., 1991 apud Wulff, 2002
pesquisou a producdo de hidrolases glicosidicas de Caldocellun saccharolyticum e observou
que para as endoglicanase CelB tem-se um dominio exoglicanase N-terminal ¢ outro dominio
C-terminal, na qual pertencem a diferentes familias, tornado-a uma enzima bifuncional.
Estudos realizados por Béguin, 1990 mostraram que os microrganismos degradadores de
celulose cristalina secretam sistemas complexos de celulases e tais sistemas sao compostos de
uma variedade de enzimas com especificidade e modo de acao diferenciada, as quais agem em
sinergia hidrolisando a celulose. Henrissat et al, 1985 afirmaram que as enzimas
endoglicanases e celobiohidrolases mostram diferentes tipos de sinergias na hidrolise da
celulose cristalina, verificando outros tipos de agdes sinérgicas das endoglicanas e (-(1,4)-
celobioidrolases enquanto Béguin, 1990, estudou os mecanismos de sintese de celulases
demonstrando dois tipos de mecanismos que controlam a sintese e secrecao da celulase. Na
maioria dos organismos, a produgdo ¢ reprimida na presenca de altas concentragcdes de fonte
de carbono prontamente metabolizaveis. Em diversos sistemas, a sintese de celulase ¢
regulada pela celobiose, que sdo geradas a partir da degradagdo da celulose por pequenas
quantidades de celulases. Pesquisas a respeito da capacidade hidrolitica das celulases,
observaram que algumas sdao capazes de efetuar transglicosilagdo que ¢ a formagao de
trimeros e tetrdmeros a partir de celobiose, verificando a capacidade transglicosidica de uma

celulase de Trichoderma viride (Naby-Abdel,1997)

2.7- Microrganismos produtores de celulase

A literatura reporta varios microrganismos produtores de celulase, portanto o trabalho
de selecdao mais idoneo para producdo de celulase extracelular foi desenvolvido pelo grupo de
Natick da U.S Army Research and Development Comand em Natick, laboratorio norte
americano que se interessou nos estudos de microrganismos celuloliticos (Monti, 1989). Esse
grupo destacou como o principal microrganismo promissor para producdo de celulase o fungo
filamentoso Trichoderma viride (Resse, 1976 apud Monti, 1989; Agbhevor, 2004). Os
estudos se basearam em comparag¢des como diversas espécies produtoras na qual o grupo de

Nitick possuia um acervo de mais de 14.000 cepas de microrganismos isolados de materiais

34



celuloliticos em decomposicao e relataram ao final do estudo que a celulase ndo era uma

intidade simples, mas um complexo de enzimas.

Alguns microrganismos poderiam consumir rapidamente todas as formas de celulose,
enquanto que outro ndo. Foi verificado também, que a producdo dessa enzima ¢ relativa,
muitos microrganismos produzem grandes quantidades outros pouquissimas. Verificou-se que
das enzimas extracelulares produzidas, algumas poderiam degradar apenas algodao e
derivados soluveis de celulose enquanto outras enzimas poderiam somente degradar apenas
derivados de celulose (Resse, 1976 apud Monti,1989). Wen et al., (2004) utilizaram
Trichoderma reesei para produgdo de celulase. O estudo teve interesse na degradacdao da
forragem pela industria leiteira através da digestdo anaerobica para conversao de produtos
bioenergéticos. Alguns trabalhos apresentam como produtores de celulase Aspergilus niger ,
por exemplo, Kim et al., (2004) pesquisaram a producdo de celulase e hemecelulase em
fermentagdo em estado solido usando como substrato diferentes concentragdes de palha de

arroz e farelo de trigo.

2.8 - Aplicacoes biotecnoldgicas da enzima celulase

Ha varias aplicacdes da celulase em processos biotecnologicos na qual em sua grande
maioria sdo utilizados fungos filamentosos do género Trichoderma para degradagdo de
materiais lignoceluloliticos e a enzima livre comercialmente disponivel (Wen et al., 2004,
Kim et al., 2004). As industrias de alimentos, papel e celulose, biocombustivel, téxtil,
farmacéutica, medicina, quimica fina, agroindustria ¢ de alimenta¢do animal e silagem vem
aplicando essa tecnologia enzimdtica para reducdo de custos operacionais, aumento da
qualidade e buscando processos mais limpos diminuindo assim os impactos ambientais. A
produgdo de etanol utilizando biomassa lignocelulolitica atrai as atengdes de pesquisadores
em busca de energia alternativa (Sheng, 1998; Agbhevor, 2004). Kim et al., (2004),
propuseram a fermentacdo em meio s6lido da palha de arroz e farelo de trigo por Aspergillus
niger para producdo de etanol. Tal processo consiste em hidrolisar os materiais
lignoceluloliticos reduzindo-os principalmente em glicose e xilose e transforma-los
posteriormente em caldo de agucares para bioconversao em etanol (Heleng, 2001 apud Kim,

2004). Outras aplicagdes da hidrélise enzimatica sdo descritas por Kuhard e Singh (1993), que
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pesquisaram o uso de varios substratos para a produg¢do de produtos quimicos (polifenois,

acido organicos) e solventes organicos (acetona, butanol) (Sheng, 1998).

As enzimas celuloliticas sdo usadas como aditivos biologicos na preparacdo de
silagem (Islan, 2001). Miihlbach et al., (2000), utilizaram celulase como aditivo biolégico
para melhoramento da fermentagdo da alfafa e na melhoria da qualidade da silagem. Lopes et
al.,(2002) complementou celulases em ragdes animais para melhoramento da digestibilidade

de leitdes utilizando como fonte farelo de arroz integral.

Na industria téxtil as celulases sdo capazes de tornar os tecidos mais lisos € macios,
degradando as fibras da superficie. Também sdo usadas no tratamento de jeans para dar a

aparéncia nos tecido Denim (Dienes, 2004).

Na industria alimenticia, as celulases sdo usadas em varios processos, principalmente
na extracdo de componentes do cha verde, proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes e
do amido da batata doce. Essas enzimas participam ainda dos processos de producdo de
vinagre de laranja e do 4gar e na extragdo e clarificagdo de sucos de frutas citricas (Orbeg,
1981 apud Rugger, 2004). Estudos voltados a acdo e producdo da celulase também sdo
verificados na literatura. Xia et al., (2003) estudou o pré-tratamento de residuos de derivados
de milho como fonte de substrato, Kansoh et al., (1998), utilizou bagaco da cana-de-acucar na
preparagao de novos derivados celuloliticos. Residuos fibrosos de soja sao aproveitados como
substrato para a producdo de enzimas celuloliticas e produtos de valor agregado por

Lactobacillus subtilis isolados da dgua e do solo da regido amazonica (Ayab et al., 2002).

2.9 - Tecnologia enzimatica em processos biotecnologicos: Imobilizacio de

enzimas

O elevado custo das enzimas torna dificil viabilizar-se economicamente a utilizagao de
enzima livre em bioprocessos industriais, portanto, os processos biotecnologicos utilizando
microrganismos produtores de enzimas celuloliticos se tornam atraentes, mas devido a biota
nele existente a contaminagao microbiologica ¢ um fator predominante na escolha do
bioprocesso (Xia, 2003; Wen, 2004; Kim, 2004; Nako, 2006). Trabalhos para otimizacdes de
processos enzimaticos vém sendo explorados por inimeros centros de pesquisa, € uma das

tecnologias empregada ¢ a imobilizagdo de enzimas e células. As principais vantagens obtidas
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pelo processo de imobilizagdo sdo: o aumento da estabilidade térmica do biocatalisador,
aplicacdo em reatores com maior controle do processo, podendo ser usadas elevadas
concentragdes de enzimas, permitindo a sua reutilizacdo sem perda significativa da sua
atividade catalitica, bem como o aumento de sua estabilidade. As principais desvantagens
deste processo sdo: alteragdo da conformagdo nativa da enzima, custo do suporte e perda de
atividade durante o processo de imobilizagdo, interagdo suporte-enzima e a reducdo da
atividade catalitica devido aos efeitos difusionais, de microambiente e estéricos-
conformacionais (Arroyo, 1998; Vitolo, 2001; Gama, 2003). Portanto a possibilidade de
reutilizacdo ou uso continuo, insolubilidade e estabilidade s3o caracteristicas desejadas
comercialmente, oferecidas por uma enzima quando esta se encontra imobilizada em um

suporte inerte adequado (Bickerstaff, 1995).

A pratica de se imobilizar enzimas e células vem se expandindo extensivamente nos
ultimos 30 anos na medida em que seus beneficios vém sendo reconhecidos para aplicagdes
analiticas, médicas e em biotransformagdes. Demonstra-se que nos casos onde o uso de
enzima imobilizada foi possivel, os custos de processo diminuiram em cerca de 50%, tal
como observado por Chibata et al., 1976, na separacdo de racemados de aminoacidos com
aminoacilase imobilizada em DEAE-Sephadex-A-25; Sheng (1998) imobilizou a enzima
celulase em membrana polimérica como o objetivo de diminuir os custos operacionais
modificando a celulase com PAN, observando ganhos nas estabilidades frente ao pH e
temperatura; Villalonga, 2001 estudou a estabilizagdo de celulase conjugada com quitosana
ativada com periodato; Xia 2003 imobilizou celulase (esporos de 4. niger) em géis se alginato
de sodio para conversao de materiais lignoceluldsicos em agucar solaveis. Sheng, 2004
estudou a imobilizagdo da celulase em nanofibras de PVA. Gu et al., 2005 imobilizou a
celulose em géis de quitosana obtendo valores significativos de fator de estabilidade térmica.
Nakao, 2006 imobilizou a celulase em lipossomas, obtendo ganhos na atividade especifica de
cerca de 10 vezes quando comparados aos sistemas convencionais € uma menor inibi¢ao pelo

produto.

Em conseqiiéncia disso houve a expansao das técnicas de imobilizagdo, que buscam
melhor adaptar-se as variabilidades individuais de cada enzima (Bickerstaff, 1995). Apesar de
muita pesquisa realizada nos ultimos anos acerca das variadas formas utilizadas para

imobilizar enzimas, ndo se chegou a uma padronizag¢do de qual método ou material ¢ o ideal
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para cada tipo de imobilizacao. O uso e a aplicacdo da enzima imobilizada irdo definir as
caracteristicas requeridas ao conjunto suporte ¢ método de imobilizacdo, mensuradas de

acordo com os seguintes aspectos:

o fisicos: area superficial disponivel, forma, porosidade, volume de poro, densidade;

o quimicos: disponibilidade de grupos reativos, hidrofobicidade;

. estabilidade: estocagem, atividade recuperada, estabilidade mecanica;

. resisténcia: ataque de fungos, pH, temperatura, solventes organicos;

o seguranga: toxicidade de reagentes, seguranca de utilizacao;

o economicos: disponibilidade e custo de suporte e reagentes, equipamentos, impacto
ambiental;

o reacionais: cinética de reagdo, tipo de reator a ser utilizado, limita¢des difusionais.

A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseada em parametros como atividade
global do derivado imobilizado, caracteristicas de regeneragdo e desativagdo, custo do
procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de imobilizag¢do e propriedades finais

desejadas para a enzima imobilizada (Malcata et al., 1990).

2.10 - Classificacao de sistemas de imobilizacdo de enzimas

Os métodos de imobilizacdo de enzimas podem ser separados em duas grandes

classes: método quimico e método fisico.

O quimico envolve a formacdo de pelo menos uma ligacdo covalente entre uma ou
mais moléculas de enzima e um polimero insolivel. O processo ¢ irreversivel e a enzima
geralmente ndo pode ser recuperada posteriormente. No método fisico a imobilizacdo nao
depende de formagao de ligacao covalente e sim de forgas fisicas, como a eletrostatica, i0nica,

interagdo proteina — proteina. Esses métodos em geral sdo completamente reversiveis

(Zaborsky, 1977).
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A ligagdo covalente da enzima ao suporte ¢ o método mais interessante de
imobilizacdo sob ponto de vista industrial, pois envolvem grupos amino e carboxilicos

superficiais da enzima, normalmente ndo relacionados com seu sitio ativo. Nesse método, o

primeiro passo € a ativacdo do suporte e o segundo o acoplamento da enzima ao suporte

ativado (Sinisterra, 1997).

Nos métodos quimicos, depende-se da ligacao covalente formada e essa ligagao pode ocorrer

de diferentes maneiras a seguir:

e Ligacdo covalente: Envolve normalmente grupos amino dos aminoécidos da enzima
(NH»), que cedem elétrons ao suporte fortemente eletrofilico (+). A escolha do suporte se
deve em fungdo da maxima preservagdo da atividade. A ligagdo ndo pode envolver sitio

ativo da enzima.

e Ligacdo cruzada: Ligacao intercruzada das moléculas de enzima para formagao de
uma estrutura tridimensional complexo. Uso de reagente multifuncional, normalmente

relacionado a baixas estabilidades.

e Copolimerizacdo: Incorporagio da enzima em uma cadeia polimérica crescente.

Nos métodos fisicos, podemos citar:

e Adsorgdo: Forcas de interagdo entre suporte e enzima: van der Waals, i0nica, pontes
de hidrogénio. Ligagdes fracas, porém numerosas. Pode ocorrer dessor¢do devido a

mudangas no meio (pH, agitacdo) — contaminagao do produto pela enzima.

e Aprisionamento: Moléculas de enzima livres, mas restritas em movimento, presas a

estrutura do gel. Sérios efeitos difusivos.

e Encapsulagdo: Enzima contida em uma microcdpsula de membrana porosa
semipermeavel, por onde permeiam substrato e produtos. Limitagdes difusionais presentes.

Possibilidade de co-imobilizacdo de enzimas e células

e Membrana: Enzima contida em uma membrana semipermeavel, por onde permeiam

substrato e produtos.
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2.11 - Imobilizacao por ligacio covalente multipontual

O método de ligacdo covalente multipontual consiste na imobilizacdo e estabilizacio
da enzima através da formagao de ligacdo covalente entre grupos amino da enzima (-NH,), e
grupos aldeido do suporte. Esses grupos aldeido que se encontram ligeiramente afastados da
superficie do suporte, sdo introduzidos através de sua ativagdo prévia, e tornam o suporte
fortemente eletrofilico para se ligar aos grupos doadores de elétrons dos aminodcidos da

superficie da enzima (Guisan, 1988)

O ligeiro distanciamento dos grupos aldeido provocado pela ativagdo permite a
formacdo de ligagdes multipontuais — bases de Schiff - entre enzima e suporte, ligacdes
adicionais que s3o menos estaveis, porém que aumentam consideravelmente a estabilidade do
derivado obtido, em relag@o a enzima livre. A possibilidade de que ligagdes adicionais sejam
efetivadas aumenta consideravelmente com o aumento da densidade superficial de grupos

aldeidos ativados no suporte.

Normalmente, a primeira ligacdo que ocorre entre a enzima e o suporte ¢ rapida e
reversivel, pois existe um equilibrio entre as formas ligadas e ndo ligadas do sistema enzima-
suporte. A estabilidade do derivado cresce significativamente com a efetivagao da segunda
ligacdo entre enzima e suporte, pois havendo agora duas ligacdes semelhantes, mas
reversiveis, essas funcionam na pratica como uma Unica ligacdo irreversivel no derivado.
Além disso, tornam alinhados os grupos amino presentes na enzima e os grupos aldeido da

superficie do suporte, facilitando, dessa forma, o processo de efetivagdo de outras ligagdes.

Essa estratégia ¢ um importante e adequado sistema de insolubilizacao e estabilizacao
de enzimas, cujas principais caracteristicas sdo: auséncia de impedimento estérico para a
reacdo quimica do grupo amino com o grupo ativado no suporte, alta estabilidade dos grupos
aldeido até em pH mais alcalinos, e reversibilidade de cada reagdo individual amino-aldeido.
Essas caracteristicas favorecem a formacgdo de ligagdo multipontual enzima-suporte sem

causar mudangas conformacionais dramaticas na estrutura da enzima (Guisan, 1988).

Ao contrario da primeira ligagdo formada (amino), as demais ligacdes (Bases de
Schiff) demandam de tempo para se efetivar. E importante, portanto, que a estabilidade do
composto aldeido utilizado na ativagdo do suporte seja alta (Guisan, 1988; Blanco et.al.,

1989).
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A finalizagdo do processo se da através da reducao das bases de Schiff formadas na
reacdo amino-aldeido por borihidreto de sodio (NaBHy4), que atua sobre as bases de Schiff
rapidamente reduzindo-as a estaveis ligagdes amino secundarias, o que pode controlar a
intensidade das interacdes enzimas-suporte que, quando muito fortes, podem causar
distor¢des da enzima (Blanco ef al., 1989). Os grupos aldeido remanescentes sdo convertidos

a grupos hidroxila inertes.

A imobiliza¢do de enzimas com ligacdo covalente multipontual tem sido citada por
diversos autores, como uma maneira de aumentar a estabilidade em relagdo a enzima livre
(Otero, 1995; Fernandez-Lafuente et al., 1995; Mateo, 2000), sendo também capaz de alterar
a especificidade e seletividade. Por serem moléculas mais rigidas, tém mais resisténcia a
mudancas conformacionais induzidas por calor e solventes organicos (Guisan, 1988; Mozahev
et al., 1999) e outras espécies de desnaturagdo, como quebra de ligacdo peptidica, oxidaciao do

grupo funcional (Wu et al., 2001).

A escolha de um sistema de imobilizagdo e estabilizacdo adequado deve considerar,
inicialmente, a morfologia da estrutura porosa do suporte, o grupo funcional da enzima e o
método de ativacdo a ser usado (Blanco, 1989) sendo fundamental que se evite o
envolvimento dos aminoacidos do sitio catalitico da enzima no processo de insolubilizagdo da

enzima (Zaborsky, 1977).

Por outro lado, algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar
com a imobilizacdo. Muitos fatores levam a alteragdo dos parametros cinéticos da enzima
imobilizada, em relagdo a livre, diminuindo o rendimento do processo de imobilizagdo. A
literatura nos reporta vantagens e desvantagens em relacdo aos métodos de imobilizagdo

(Zaborsky, 1977; Bickerstaft, 1995).

2.12 -Parametros da imobilizacao

Algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar com a
imobilizacdo. Muitos fatores levam a alteragdo dos pardmetros cinéticos da enzima
imobilizada, em rela¢do a livre, diminuindo o rendimento do processo de imobilizagdo. A
literatura nos reporta vantagens e desvantagens em relacdo aos métodos de imobilizagdo

(Zaborsky, 1977, Bickerstaff, 1995).
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Dentre as caracteristicas que descrevem os diversos sistemas de imobilizagao de
enzimas, merecem destaque quando se investiga uma nova metodologia para imobilizar
enzimas, o Rendimento da Imobilizacdo, que ¢ definido como a razdo entre a atividade
oferecida ao suporte e a atividade desaparecida do sobrenadante; a Atividade da enzima
imobilizada (atividade do derivado); Atividade Recuperada (razdo entre a atividade medida do
derivado e a atividade desaparecida do sobrenandante e teoricamente imobilizada) e o Fator

de Estabilidade (relag@o entre a meia-vida da enzima imobilizada e a da enzima livre).

Algumas propriedades da enzima e seu comportamento podem mudar com a
imobilizacdo. Muitos fatores levam a alteragdo dos pardmetros cinéticos da enzima

imobilizada, em relacdo aos valores da enzima livre (intrinsecos):

. Efeito conformacional: a conformagao tridimensional da molécula de enzima pode
ser modificada durante o processo de imobilizac¢do, ocasionando a alteragdo dos valores dos
parametros cinéticos da enzima imobilizada. Este efeito ndo pode ser alterado, e, portanto, é
caracteristico de cada sistema enzima-suporte. Os parametros cinéticos da enzima imobilizada

descontados de seus efeitos eletrostaticos e difusionais sdo denominados pardmetros inerentes.

. 7. ~ y . I3 . . ’ +
o Efeitos eletrostaticos: a concentragdo de espécies quimicas importantes (ions H',
moléculas de substrato) no micro-ambiente da enzima imobilizada pode ser diferente das
concentragdes no bulk devido a propriedades fisico-quimicas do suporte e de efeitos

difusionais.

. Efeitos difusionais: a cinética observada da enzima imobilizada pode ndo estar sendo
governada apenas por interagdes entre enzima e substrato, mas pode também estar sendo
limitada pela taxa de difusdo do substrato a superficie do suporte, ou internamente, por entre
os poros do suporte. Nesse caso a concentragdo real de substrato que esta em equilibrio com a
enzima imobilizada (sistema heterogéneo) ¢ menor que a que haveria caso reagente e
catalisador fossem soluveis (sistema homogéneo). Em conseqiiéncia, a velocidade de reagao
com enzima imobilizada (velocidade real, aparente ou observada) ¢ menor que a que se

obteria para a mesma concentragao de reagente no bulk.

Os efeitos eletrostaticos e difusionais, apesar de influenciar bastante nos parametros
observados da enzima, podem ser calculados ao se aplicar principios basicos de engenharia de

reacdes quimicas que, ao serem solucionados, permitirdo a determinagdo dos pardmetros
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cinéticos inerentes da enzima imobilizada, que podem ou ndo serem iguais aos intrinsecos,

dependendo da existéncia ou ndo de efeitos conformacionais e eletrostaticos.

2.13 - Suportes para imobilizacio

Segundo Messing (1975), suportes para imobilizagdo de enzimas podem ser

classificados conforme sua composi¢cdo e morfologia. A Tabela 2.2 mostra a classifica¢ao de

suportes em termos de composicao.

Tabela 2.2: Classifica¢dao dos suportes conforme a composi¢ao (Pereira, 1996).

ORGANICOS INORGANICOS

NATURAIS SINTETICOS MINERAIS FABRICADOS
POLISSACARIDEOS  PROTEINAS POLIESTIRENO AREIA VIDRO DE POROSIDADECONTROLADA
CELULOSE COLAGENO POLIACRILATOS  BETONITA CERAMICA DE POROSIDADE CONTROLADA
AGAR ALBUMINA POLIVINILOS HOMEBLERDA  SILICA DE POROSIDADE CONTROLADA
AMIDO SEDA NYLON PEDRA-POME  OXIDO DE FERRO

Suportes inorganicos sdo mais adequados para o uso industrial devido as suas
propriedades fisicas, além disso, apresentam uma série de vantagens em relagdo aos suportes
organicos como: elevada for¢ca mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes
organicos e ataque de microrganismos e facil regeneragdo por processo de pirolise. No mais,
materiais inorganicos nao apresentam modificacdo na estrutura em uma larga faixa de
pressao, temperatura e pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e comercializadas ¢
obtida com matrizes organicas, provavelmente, devido a grande variedade de grupos

funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes organicos (Kennedy, 1987).

Quanto a morfologia, os suportes podem ser: porosos, nao porosos ¢ estrutura gel. Os
suportes porosos, tanto organicos quanto os inorganicos, apresentam como vantagem grande
area superficial interna disponivel para imobilizacdo da enzima, que neste caso fica protegida
de turbuléncia externa. Observa-se que a morfologia interna dos suportes porosos permite nao

s6 a imobilizagdo da enzima, como também o acesso das moléculas de produtos e substratos.
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Os nao-porosos eliminam a resisténcia a transferéncia de massa interna, contudo, apresentam
uma limitada area superficial disponivel para imobilizacdo de enzimas. Para aumentar a carga
de enzima imobilizada, utilizam-se particulas finas ou fibras, porém, estas sdo dificilmente
removidas da mistura reacional, limitando o uso em rea¢des continuas, desde que levadas a
uma alta pressdo em reatores de leito fixo. Além disso, influem no grau de escoamento se

utilizadas em reatores de leito fluidizado (Pereira, 1996).

Os géis, embora de uso simples, sdo Uteis apenas nos casos em que a grade formada
seja de malha suficiente para reter a enzima sem implicar em restrigdes difusionais sérias para

o substrato.

Os polimeros naturais e sintéticos sao uma classe de suportes muito importantes no
campo da imobilizacdo de biocatalisadores. Os polimeros sintéticos exibem variedades de
formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser combinadas para formar um suporte ideal,
porém os polimeros naturais levam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos,
pois geralmente apresentam baixo custo e sdo facilmente degradéveis nao causando danos ao
meio ambiente. Dentre os suportes organicos naturais t€ém sido extensamente utilizados como
matrizes para a insolubilizacdo de enzimas e os mais utilizados sdo agarose, alginato e
quitosana, visto pelo grande niimero de trabalhos relatados na literatura (Bastida et al., 1999;
Palomo et al., 2002; Lopez-Gallego et al., 2005; Tardioli et al., 2003a,b; Martins et al., 2006;
Desai et al., 2006; Oliveira et al., 2006).

2.14 - Quitosana

A quitosana ¢ a forma desacetilada da quitina, o segundo polimero mais abundante na
natureza, depois da celulose (George e Abraham, 2006). E um produto natural, de baixo custo,
renovavel e biodegradavel, de grande importancia econdmica e ambiental. As carapagas de
crustaceos sao residuos abundantes e rejeitados pela industria pesqueira, que em muitos casos
as consideram poluentes. Sua utilizagdo reduz o impacto ambiental causado pelo acimulo nos
locais onde ¢ gerado ou estocado. Este biopolimero possui uma estrutura molecular
quimicamente similar a celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais (Krajewska,
2004). Grupos hidroxila (OH) estao dispostos na estrutura geral dos biopolimeros, mas a

principal diferenca entre eles ¢ a presenca de grupos amino (NH;) na estrutura da quitosana.
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Este biopolimero ¢ solivel em meio acido diluido, formando um polimero catidénico, com a
protonagdo do grupo amino (NH3"), que confere propriedades especiais diferenciadas em
relacdo as fibras vegetais (Berger ef al., 2004). A Figura 2.14 mostra a estrutura quimica dos

biopolimeros quitina, quitosana e celulose.

H

Celulose

Figura 2.14. Estrutura dos biopolimeros quitina, quitosana e celulose.

A quitina ¢ frequentemente obtida de exoesqueletos de crustaceos como, por exemplo,
de caranguejo e camardo. O biopolimero ¢ adicionado em uma solugdo aquosa fria de HCI 2%
para a remocdo de compostos minerais como carbonato de célcio. Em seguida, ¢ realizada
hidrélise alcalina a quente em solugdo aquosa de NaOH 5% (w/w) para remoc¢do de proteinas.
ApOs esta etapa, obtém-se a quitina com um grau de acetilacdo superior a 50% (Gupta e
Jabrail, 2006). Para a obtencdo da quitosana, a quitina ¢ desacetilada empregando solugdo de
NaOH a 50% (w/w) a 60°C (Krajewska, 2004). O grau de desacetilagio da quitosana ¢
controlado por esta etapa, podendo atingir total desacetilagdo empregando hidrdlise alcalina

em etapas consecutivas.

Na etapa de desacetilagdo alcalina, parte das ligacdes N-acetil da quitina sdo rompidas

com formag¢ado de unidades de D-glucosamina que contém um grupo aminico livre. Entretanto,
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a quitosana ndo ¢ uma macromolécula quimicamente uniforme, porque apresenta diferente
grau de desacetilagdo acima de 30% j& podem ser considerados como quitosana, sendo que as
aplicacdes e caracteristicas do polimero dependem fundamentalmente do grau de
desacetilacao e tamanho da cadeia polimérica (Berger ef al., 2004). Este biopolimero tem trés
tipos de grupos reativos funcionais, um grupo amino na posi¢ao C-2 e duas hidroxilas, uma
primaria e outra secundaria, nas posi¢des C-3 e C-6, respectivamente (Li e Bai, 2005). E

soltvel em diversos acidos organicos e inorganicos diluidos (Kumar et al., 2000a).

Devido a suas propriedades: hidrofilicidade, biocompatibilidade, biodegenerabilidade,
atividade antimicrobiana, entre outras, apresenta inumeras possibilidades de aplicacao
industrial, como na clarificagdo de sucos, agente emulsificante, agente floculante na
purificacdo de agua, formagdo de filmes biodegradaveis, além de ser usado como fibra
dietética em alimentos devido a seu efeito hipocolesterolémico (Arruda, 1999). Além disso,
esse polimero reaproveitado do processamento da industria pesqueira tem sido fortemente
investigado como suporte para imobilizacdo de enzimas (Braun ef al., 1989), mostrando ser a
melhor opcao dentre muitos suportes testados para imobilizacdo com fim industrial da enzima

B-Galactosidase (Martino ef al., 1996ab).

A quitina pode ser encontrada naturalmente de trés formas: a, B, € y. A forma a ¢é
encontrada em carapacas de crustaceos, insetos e na parede celular de fungos, tendo como
caracteristica uma estrutura onde ha um arranjo alternado de cadeias paralelas e anti-paralelas.
Na forma f3, predominante em lulas e algas marinhas microscopicas, ha um arranjo de cadeias
paralelas. A forma y ndo foi ainda bem estudada. Wu et al., (2001); cita a forma 3 da quitina
como a que gerou um derivado de quitosana de maior intumescimento, devido a presencga de
poros de maior volume no derivado, melhorando sua capacidade de adsor¢do de ions

metalicos, em comparagdo com o derivado obtido da quitina na forma .

A presenga de grupos amino livres na quitosana proporciona a maior solubilidade e
reatividade que a quitina e a celulose (Monteiro e Airoldi, 1999). E atraente economicamente,
por ser o segundo polimero natural mais abundante, atras apenas da celulose (Wu et al.,

2001).
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Alguns exemplos de aplicagdes da quitosana em diversas areas sao mostrados a seguir:

o Tratamento de Efluentes: Remogao de ions metalicos, floculante e coagulante de
proteinas e pigmentos;

o Industria de Alimentos: Remocao de solidos suspensos, agente conservante,
estabilizacao de cores e aditivo de alimento animal;

e Medicina-Farmacéutica: Controle de taxa de colesterol sangiiineo, controle de
liberacao de drogas, queimadura de pele e lentes de contato;

e Biotecnologia: Imobilizacao de enzimas, separagao de proteinas, recuperacao e.
imobilizacdo de células e cromatografia;

e Agricultura: Cobertura de sementes e fertilizante;

o Cosmeticos: Condicionador, cremes de face e maos e lo¢ao de banho;

e Papel e Papelao: Tratamento de superficie;

e  Membranas: Controle de permeabilidade e osmose reversa

Dentro do vasto campo da Biotecnologia, destacamos o uso da quitosana como suporte

para imobilizar enzimas. Encontram-se na literatura varios trabalhos, com diferentes enzimas:

Martino et al., (1996), apés explorar diferentes suportes, otimizou a quitosana para
imobilizar B-Galactosidase e utilizd-la para o melhoramento de vinhos. O método de
imobilizacao foi adsorcao, seguido de crosslinking com glutaraldeido e os resultados obtidos
foram rendimentos de imobilizacao entre 55 ¢ 85% e aumento de estabilidade térmica de 5

vezes em relagdo a enzima livre a temperatura ambiente.

Spagna et.al., (1998), estudou a imobilizagdo da enzima a-L-arabinofuranosidase em
quitosana por conjugacao e crosslinking com glutaraldeido. Foram observados rendimentos de
imobilizacao de até¢ 30% e ganhos de estabilidade de 4 vezes em relagcdo a enzima livre a uma

temperatura de 57°C.
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Cetinus et al., (2000), imobilizou a enzima Catalase® em filme de quitosana ativado
com glutaraldeido e obteve a 5°C um aumento de estabilidade térmica de apenas 1,4 vezes em

relacdo a enzima em sua forma solavel.

Adriano et al., (2003), obtiveram ganhos de estabilidade da Penicilina G Acilase
imobilizada em pellets de quitosana ativados com glutaraldeido de cerca de 5 vezes em
relagdo a enzima livre em ensaios realizados a uma temperatura de 50°C. Os rendimentos de

imobilizagdo chegaram a 82%.

Gu et al., (2005) imobilizaram celulase em géis de quitosana obtendo um ganho na
estabilidade térmica de 1,7 vezes em relagdo a enzima livre em ensaios realizados a 65 °C.
Para a mesma enzima e condi¢gdes de ensaio, Martins et al., (2006), obtiveram valor para o
fator de estabilidade térmica de 1,9 vezes. Portanto, quando utilizaram hibridos de quitosana
com copolimeros (quitosana — alginato), o valor obtido para o fator de estabilidade térmica foi

de 2,9 com rendimento de imobiliza¢do de 55,8%.

Os exemplos citados sugerem que, apesar de estar sendo bastante explorada como
suportes para imobilizar enzimas, ainda ndo foram alcangados 100% de rendimento e nao
foram atingidos altos valores de estabilizacdo térmica. Apesar disso, ¢ fundamental que se
continue com a exploracdo deste material e o aperfeicoamento dos métodos de imobilizagao

de enzimas em quitosana, visto que ¢ um material bastante barato.
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Os exemplos descritos encontram-se resumidos na tabela 2.3, em que se destaca a

estabilizacao térmica.

Tabela 2.3: Estabilidade térmica de enzimas imobilizadas em suportes de quitosana.

Referéncia Enzima Método de Imobilizacdo Temp.°C Ganho de estab.
em relacio a E.
livre

Martino ef al., 1996  B-Galactosidase Quitosana crosslinking 25 5 vezes

com glutaraldeido

Spagna et al., 1998 a-arabinofura-nosidase Quitosana conjugacio 57 4 vezes
com glutaraldeido

Cetinus et al., 2000  Catalase Filme de quitosana 5 1,4 vezes
ativado com glutaraldeido

Adriano, 2003 Penicilina G Acilase Quitosana (pellets) 50 5 vezes
ativada com glutaraldeido

Gu et al, 2003 Celulase Gel de Quitosana ativada 65 1,7 vezes
com glutaraldeido

Martins et al, 2006 Celulase Gel de Quitosana ativada 65 1,9 vezes
com glutaraldeido

Martins et al, 2006 Celulase Gel de Quitosana ativada 65 2,9 vezes
com glutaraldeido

2.15 — Alginato de sodio

Alginato ¢ um polimero amplamente usado para imobilizagdo e tecnologias de
microencapsulacdo (Funduenanu et al., 1999; Velten et al., 1999). Alginato ¢ um extrato de
alga composto por de cadeias alternadas de acido a-L-guluronico e residuos 4cidos de B-D-
manurdnico (Sriamornsak, 1998). Suportes de alginato normalmente sdo feitos por
entrecruzamento do grupo carboxil do 4cido a-L-gulurdénico com uma solugdo cationica
geleificante como cloreto de calcio, cloreto de bario (Draget et al., 1997; Smidsrod et al.,
1990). O alginato de sédio, ou algina, é o carboidrato purificado extraido de vegetais
maritimos pelo uso de uma diluigdo alcalina. E extraido, sobretudo da alga
Macrocystispyrifera. A algina ¢ encontrada em todas as espécies de sargacos (Classe

Phaeophyceae), e é possivel fazer uso comercial de espécies de Ascophyllum, Emonia,
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Laminaria e Nereocystis, entre outras. A Macrocystis pyrifera ¢ colhida em véarias zonas
temperadas do oceano Pacifico: nos Estados Unidos, a area do sul da Califérnia ¢ a principal
produtora. A algina ¢ constituida principalmente pelo sal sédico do 4cido alginico, polimero
linear do 4cido L-gulurénico e do 4cido D-manurdnico. Este ultimo ¢ o principal componente,

mas ha alguma variacdo, dependendo a alga de origem (figura 2.15).

CO0Ha
\“n HO — COO0HR
a 0H
OH 1] HO " 0H
H> n}
Q B &
] 0H
CO0M
HO CO0M 0 OH

Figura 2.15: Estrutura quimica do alginato de sédio.

A molécula de 4cido alginico ¢ um copolimero de unidades de 4&cido
manopiranosilurénico com ligacao (1,4), de unidades de acido gulopiranosiltirbnico com
ligacdo 1,4 e de segmentos em que esses acidos urdnicos se alternam com ligagdes 1,4. O
alginato de so6dio ocorre como pd fino ou grosso quase inodoro e insipido, de cor branco-
amarelada. E bastante hidrossoltvel, formando uma solucdo coloidal viscosa. Trata-se de um
agente suspensor. E usado na industria alimenticia, para cosméticos em suspensio, como
goma e como ligante e espessante em comprimidos. Os sais de varios cations polivalentes e o
acido alginico tém propriedades tUteis para formacdo de géis. O alginato de sddio tem
aplicacdo na geleificacdo para varios fins como imobilizagdo enzimatica, formagdo de

membranas, encapsulacao de drogas.
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2.16 -Principio de formacido de hidrogéis de quitosana com diferentes

copolimeros

Hidrogéis sdo estruturas poliméricas tridimensionais, hidrofilicas, capazes de sorverem
grandes quantidades de agua ou fluidos bioldgicos. Estas matrizes sdo insoliiveis em agua
devido a presenga de pontos de reticulacdo quimicos ou fisicos (Berger et al., 2004). Este fato
se deve aos grupos ionizaveis presentes na estrutura dos biopolimeros como grupos amino,
carboxilicos e hidroxilas que possuem afinidade com a molécula de dgua. Os hidrogéis tém
uma vasta aplicacdo no campo biomédico e farmacéutico como sistemas de liberacao
controlada de farmacos. Uma vez que os hidrogéis podem ser preparados com uma vasta
gama de tamanhos de poros eles podem ser utilizados tanto na liberagdo de farmacos de
pequeno peso molecular como, por exemplo, agentes antiinflamatérios, anti-sépticos e solutos
de elevado peso molecular, como proteinas, fatores de crescimento, entre outros (Kumar,
2000b). Os hidrogéis podem ser constituidos de um ou mais biopolimeros (Berger et al.,

2004).

De acordo com a literatura, a quitosana ¢ um dos principais compostos empregados na
sintese de hidrogéis, como também alginato, carragenina, gelatina e outros (George e
Abraham, 2006). Os compdsitos quitosana-copolimeros sdo formados com o objetivo de obter
hidrogéis mais versateis, com diferentes estruturas quimica e fisica, o que pode melhorar sua
atuacdo em uma determinada aplicacdo. Uma outra importante aplicacdo dos hidrogéis ¢ na
imobilizacdo de enzimas para diversas aplicagdes, principalmente no desenvolvimento de
biossensores (Oliveira et al., 2006). Sua estrutura ¢ mantida por interacdes idnicas ou
covalentes. As ligacdes idnicas sdo fortemente influenciadas pelo pH do meio reacional,

influenciando também na capacidade de retencdo de d4gua no hidrogel.

Alginato tem sido utilizado como veiculo para a liberacdo de firmacos e proteinas,
juntamente com a quitosana, complexo quitosana-alginato (Tapia et al., 2004). O complexo
quitosana-alginato ¢ formado por intera¢des idnicas entre os grupos carboxilicos do alginato e
os grupos amino da quitosana (Tapia et al., 2004). O hidrogel formado sofre reducao de
porosidade, reduzindo o tempo de liberagdo do fArmaco encapsulado (Huguet et al., 1996). A
elevada solubilidade da quitosana ¢ minimizada na presenga de alginato, pois este

biopolimero ¢ insoluvel em pH acido e em pH alcalino ¢ facilmente solubilizado, o que ndo ¢
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observado para a quitosana. Deste modo, o complexo quitosana-alginato pode ser utilizado

em uma ampla faixa de pH (George e Abraham, 2006).

No intuito de aumentar a estabilidade quimica e fisica dos hidrogéis de quitosana e
quitosana-copolimeros, diversas alternativas tém sido utilizadas. Dentre elas, a modificagao
quimica do hidrogel empregando agentes bifuncionais ¢ a mais utilizada (Monteiro e Airoldi,

1999; Li e Bai, 2005; Oliveira et al., 2006; Altun e Etinus, 2007).

2.17 - Modificacao quimica do suporte

A maioria das proteinas apresenta alguns residuos de lisina os quais geralmente ndo
estdo envolvidos no sitio ativo da enzima. Grupos amino sdo polares e estes ficam geralmente
expostos para o meio na superficie da proteina e, quando desprotonados, sdo muito reativos e,
mesmo sem prévia ativacdo, atuam como agente nucleofilico contra os 4&tomos com carga

parcial positiva localizados na superficie do suporte.

O método de ativagdo do suporte mais adequado deve ser aquele que produza grupos
aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar impedimento estérico. A principal
vantagem de se utilizar grupos aldeidos deve-se a reversibilidade da ligagdo amino-aldeido,
que facilita a imobiliza¢cdo da enzima sem causar importantes distor¢des na estrutura protéica,

enquanto reagem reversivelmente com grupos amino da enzima (Pereira, 1996).

Esta modificacdo quimica, ou seja, ativagdo, objetiva aumentar a resisténcia mecanica,
alterar a hidrofibicidade, biocompatibilidade e estabilidade quimica tornando-a mais resistente
(Vieira, 2004). Para ativagdo de diversos suportes, varios agentes bifuncionais tém sido

utilizados.

O glutaraldeido ¢ o dialdeido mais popular empregado para a ativagdo de suportes para
imobilizar enzimas (Guisan, 1988) e tem sido extensivamente citado como agente ativador de
matrizes para imobilizagdo de enzimas e proteinas. Apesar de sua reacdo com grupos amino
primdrios para promover reticulacdo covalente ter sido explorada em varias circunstancias, o
mecanismo preciso dessa reagdo e a estrutura dos componentes quimicos formados ndo foram
ainda estudados em detalhe (Monteiro e Airoldi, 1999). Esses grupos podem reagir com
varios grupos laterais das proteinas, como hidroxila, carbonila, amino e sulfidrila (Arruda,

1999). Suas caracteristicas sdo a alta reatividade dos grupos aldeidicos com aminas primarias
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inclusive a pH inferiores ao dos grupos aminos da enzima. Estes grupos sdo capazes de
imobilizar proteinas através de bases de Schiff em uma larga faixa de condigdes (baixas
temperaturas e curto tempo de contato enzima-suporte), inclusive utilizando suportes com
baixo grau de ativagdo (Cardias, 1999). Entretanto, as moléculas de enzima podem ser
imobilizadas de tal maneira a distorcer o centro catalitico desta e tornando estes muitas vezes
inacessiveis ao acesso direto por moléculas de substrato grande. Multiplas camadas de
proteina no interior dos poros dificultam o acesso do substrato ao interior do poro (Tardiolli
2003a). Outra caracteristica ¢ a producao de derivados com baixa estabilidade e alta restri¢ao

difusional. A figura 2.16, mostra a ligacao formada entre o grupo aldeido ¢ o grupo amino da

quitosana.
o
o H
o B Quitosana - glutaraldeido
H H H M
]{\ H -1 HzO H
H Y, + _— w n ¥ H P
M o o —°
H X OH o b
. is ™
o H cHOH H

H
H
glutaraldeido HY

Figura 2.16: Reacao de ativacdo entre glutaraldeido e quitosana.

Suportes contendo apenas grupos hidroxila, tais como agarose, ndo podem ser ativados
diretamente com glutaraldeido. Nesse caso ativa¢do com epoxidos, glicidol ou epicloridrina,
seguida de oxidagdo com periodato, gerando grupos aldeido glioxil, ¢ uma boa alternativa.
Outras possiveis ativagdes partindo-se do grupo aldeido glioxil sdo reacdo com etilenodiamina
para gerar grupos amino reativos com grupos acidos da enzima, por exemplo, ou ainda, reacao
desse grupo amino obtido com etilenodiamina com glutaraldeido e gerando assim novamente
grupo aldeido, mas com diferente distancia do suporte e com a grande reatividade tipica do

glutaraldeido.
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Suportes glioxil t€ém se mostrado bastante eficazes para imobiliza¢des covalentes
multipontuais. Diversas enzimas vém sendo estabilizadas por este método de ativacao. Ha
formacado de grupos aldeidicos lineares que possibilitam a imobilizacdo enzimatica através da
formag¢do de bases de Schiff (Blanco et al., 1988). Suportes ativados com glicidol e
epicloridrina ndo sdo capazes de promover imobilizagdo de proteinas a pH neutro sendo
necessario um pH moderadamente alcalino cerca de 10,0. A pH alcalinos, a imobiliza¢ao

acontece mais rapidamente devido a forte concentracdo de aminodacidos lisina ndo ionizados.

A ativacdo de suportes via epoxidos (glicidol e epicloridrina) de um modo geral se da em duas
etapas: na primeira ocorre a eterificagdo do suporte com o epoxido, resultando em grupos
gliceril, e na segunda a oxidacao com periodato de sodio, de onde resultam grupos aldeido, de

acordo com a figura 2.17.

OH OH

/ O\ (NaOH + NaBH.) |

S-OH+ CH,-CH-CH,R —>» CH,— CH— CH, — O —SS
Gel Epoxido

OH OH 0 0
(10%) Il I
CH,— CH—CH, —O0— S —» H—C—CH,— 0—S + H-CH
Gliceril Glioxil Formaldeido

R =— OH (glicidol)

R=—Cl (epicloridrina)

Figura 2.17: Reagdo de ativagdo do gel utilizando glicidol .
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Mateo et al., (2005) descobriram a possibilidade do grupo glioxil permitir a
imobilizacao de proteinas mesmo em pH neutro, isto ¢, algum residuo da molécula de enzima

pode estar exposto com significante reatividade.

Vieira (2004) utilizou quitosana ativada com glutaraldeido e epicloridrina para
adsorcdo de fons Hg™" de efluentes industriais e observou que conseguia uma melhor adsor¢io

ao se reticular a quitosana com glutaraldeido, mesmo para diferentes valores de pH.

Arruda (1999) estudou a adsorcdo de [-amilase em quitosana ativada com

glutaraldeido, concluindo ser um agente bifuncional de boa eficacia e facil aplicagdo.

Tiller et al., (1999) ativou polimeros derivados de celulose com L-acido ascérbico
para imobilizacdo de enzimas como glicose oxidase, lactato oxidase e peroxidase observando
que esta reagdo de ativacdo pode ser utilizada para imobilizagdo covalente de enzimas e
demais compostos aminados de alta e baixa massa molecular e este agente bifuncional

apresentou um derivado de melhor estabilidade em relag@o ao glutaraldeido.

Cardias et al., (1999) estudou a influéncia da concentracdo de glutaraldeido nos
parametros de imobilizagdo da PGA em silica, observando que esta variavel afetava as taxas

de imobilizagdo, bem como, a quantidade de proteina ligada covalentemente ao suporte.

Tardioli et al., (2002) prepararam varios derivados de alcalase sobre diferentes
suportes ativados com diferentes agentes bifuncionais como: glioxil-agarose, glutaraldeido-
agarose ¢ brometo de cianogénio-agarose sendo o derivado ativado com glicidol (glioxil) mais

estavel e com glutaraldeido, gerou o derivado menos estavel em relagdo a enzima solavel.

Eldin et al., (2000) estudaram a influéncia da concentragdo de glutaraldeido e do tempo
de ativacdo durante imobilizacdo de PGA em particulas de nylon amino alquiladas e
observaram que um aumento na concentracdo de glutaraldeido aumentou a atividade
enzimatica numa concentragdo maxima de 2,5%, diminuindo a atividade obtida fora dessa
faixa de concentracdo. Os autores ndo observaram nenhum efeito no tempo de ativac¢do, no
intervalo de 1 a 3 horas. O pH da solucao de glutaraldeido foi analisado numa faixa de 6,0 a

10,0, obtendo-se atividade maxima da enzima em pH 9,0.

Ichikawa et al., (2002) imobilizaram quitosanase em gel agar e observaram que a
concentragdo de glicidol utilizada influenciava na termoestabilidade da enzima imobilizada,

bem como, na percentagem de enzima imobilizada. Ao se ativar o suporte com concentragdes
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de 0,7 a 4,8 molar de glicidol, obtinha-se rendimento de 82%, contudo, em concentracao de
glicidol de 0,25 molar, o rendimento diminuiu para 62,5%. Os autores concluiram que o
rendimento de imobilizagdo era proporcional a quantidade de grupos aldeidos existentes no
suporte e que a partir de uma determinada concentrag¢ao de glicidol, o rendimento do processo

nao sofria alteragoes.
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3 - MATERIAL E METODO
3.1 — Materiais
3.1.1 - Enzimas

Foram utilizadas preparagdes de celulases de origem microbiana de 7richoderma
reesei gentilmente fornecidas pelas empresas Novozymes A/S, Denmark (Celluclast 1.5 L) e

Genencor (CG 220);

3.1.2 - Suportes e ativadores

Foram utilizados como suporte para a imobilizagdo: quitosana 85% de desacetilacio
adquirida da Polymar S. A. (Ceard, Brasil) e alginato de sodio, adquirido comercialmente da
Vetec (Sdo Paulo, Brasil). Os agentes de ativagdo empregados foram glicidol (Sigma-
Aldrich), e glutaraldeido 25% (Vetec). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau

analitico.

3.1.3 - Substratos

Foram utilizados como substratos para a dosagem da atividade hidrolitica da celulase,
Papel de filtro Whatman n°1 e bagaco de cana-de-agucar previamente tratado com vapor sob

pressao.

3.2 - Metodologia experimental

3.2.1 - Metodologia de preparacao dos géis de quitosana e quitosana — alginato

3.2.1.1 - Preparacao das particulas de quitosana

Quitosana em po6 foi dissolvida em 4acido acético 5% (v/v) nas seguintes
concentragoes: 1,0%; 2,5% e 5,0% (m/v). As solugdes resultantes foram deixadas em

homogeneizagdo por 10 minutos. Os sistemas solubilizado foram aspergidos em NaOH
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100mM em uma razao de 1:10 (v/v) e deixado em repouso por 24h a temperatura ambiente.
Apos este tempo, foram lavadas com agua destilada até a neutralidade como pode ser

observado na figura 3.1.

. Filtracido a Vacuo da ComArli.mi do
081G Solucio de Quitosana P
Dissoluciio Flltragéo/Lavagem em
Peneiras de Aco Inox
até neutralizacdo
v (NaOH ) 100 mM)
Bico
Disperso
Ac. Acético Neutralizagdo/Lavagem
5% (V) . sob vacuo
oD | (NaOH 100 mM)
Solucio _
Coagulante v
Solucio de v NaOH 100 mM -_—" 0
Quitosana com Agitacio — Estocagem a 4°C
Magnética m

Figura 3.1: Aparato utilizado para preparagio das particulas de quitosana (Galviao, 2004).

3.2.1.2 - Preparacio das particulas de quitosana - alginato

Quitosana em pd foi dissolvida em &cido acético 5% (v:v) e a esta solucao foi
adicionado o alginato de sodio. A solugdo resultante foi deixada em homogeneizag¢ao por 30
minutos. O sistema solubilizado foi aspergido em NaOH 100mM em uma razao 1:10 (v/v) e
deixado em repouso por 24h. Apds este tempo, as particulas foram lavadas com agua
destilada. Os seguintes suportes foram preparados: quitosana 1,0% - alginato 1,0 %; quitosana
2,5% - alginato 2,5%; quitosana 5,0% - alginato 5,0%; sendo todas as concentracdes em

percentagem massa: volume. O aparato utilizado esté representado na figura 3.1.
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3.3 Ativacao dos suportes

3.3.1 - Ativacio do suporte utilizando glutaraldeido

A ativagdo do suporte foi realizada com glutaraldeido 5% (v:v) em tampao fosfato
100mM, pH 7,0 por 1h a 25°C sob agitagdo branda (razdo mgei: Vit de 1:10). O glutaraldeido
funciona como agente ativante para facilitar a imobilizagdo da enzima e para evitar a
dessor¢do da mesma. Depois da ativacdo, as particulas foram lavadas com excesso de tampao
fosfato 100mM pH 7,0 para retirar o excesso de glutaraldeido. A Figura 3.2, mostra a liga¢ao

formada entre o grupo aldeido e o grupo amino da quitosana.

HOC
HOC
. -1 H,O
Quitosana ——NH; +
N=C
HOC \
) H
Quitosana
(glutaraldeido)

Figura 3.2: Quitosana ativada com glutaraldeido.

3.3.2 — Preparacio do suporte quitosana — glioxil pré-ativados com glutaraldeido

O suporte ja fora ativado com glutaraldeido como descrito no item 3.3.1. Este novo
suporte foi obtido por eterificacdo com glicidol e posterior oxidacdo com periodato de sédio.
Para cada grama de suporte adicionava-se 10mL de 4dgua destilada, 0,33mL de NaOH 1,7 M
contendo borohidreto de s6dio 0,75M e 0,24 mL de glicidol em banho de gelo. A suspensao
era mantida sob agitacdo branda a temperatura ambiente por 24 horas e depois lavado em
excesso com agua destilada e resuspenso em uma propor¢do de 1:10 (razdo mger: Vit de
1:10) para posterior oxidagdo a glioxil. Para cada grama de suporte eram adicionados 2,0 mL

de uma solugdo de periodato de sdédio 100mM e deixado em reagdo por 2 horas a temperatura
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ambiente. Oxidado o suporte, este era lavado e utilizado para posterior imobilizagdao

enzimatica.

3.3.3 — Preparacao do suporte quitosana — glioxil - amino pré-ativados com

glutaraldeido

Gel quitosana-glioxil fora preparado conforme descrito no item 3.3.2. Ao gel foi
acrescentada solucdo de etilenodiamina 2M, pH 10. Suspensdo essa, que foi mantida em
agitacdo por 2 horas em temperatura ambiente, ¢ depois reduzida com NaBHy (5,71% da
massa inicial do gel) por mais duas horas. O gel foi lavado com 1L de solucdo tampao acetato
100mM a pH 4,0 para eliminagdo do borohidreto residual, em seguida, com tampao borato
100mM a pH 9,0 para o restabelecimento das cargas e, finalmente, com agua destilada. Apos

esse periodo, o gel foi lavado e usado imediatamente para imobilizacao de celulase.

3.4 - Imobilizacdo covalente multipontual de celulase em matrizes de quitosana e

quitosana - alginato

Foram empregados como suportes, os géis de quitosana e quitosana alginato ativados
com glutaraldeido, glicidol e glicidol-amino para a imobilizagao da celulase. Foi utilizado um
carregamento de proteina de 10 mg por grama de gel. A imobilizagdo da celulase foi realizada
em tampdo fosfato 100mM, pH 7,0 (razdo mgi:Vior de 1:10). O gel foi lavado com agua
destilada em abundancia para a remocao de enzima residual e tampao até pH neutro. Apos a
imobilizacdo, foi quantificada no sobrenadante, a concentragdo de proteina e atividade

hidrolitica residual.

3.5 - Determinacao da Atividade celulolitica

A atividade celulolitica das preparagdes enzimaticas foram determinadas pelo método
de hidrdlise do papel, conforme metodologia de Mendels (Mendels et al., 1969). O substrato
foi preparado cortando-se papel de filtro Whatman n° 1 sob medida de 1,0 cm de largura x
6,0 cm comprimento. Os tubos foram incubados a 50°C por 60 min sob agita¢do. A liberagao

de agucar redutor foi quantificado pelo método DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller,
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1956). A unidade utilizada foi a FPU (Filter Paper Unit). Uma unidade FPU ¢ dada pela
producdo de um umol de agucar redutor por minuto nas condi¢des descritas, conforme descito

na equagao 3.1.

C, xV, 3
At(FPU/mL) = (HJ x5,5.10 (3 1)

Vep xty

Sendo C,. a concentragdo de agucar redutor (g/L), V' o volume reacional (L), Vsz o volume da solugdo
enzimatica (mL), #;;0 tempo da hidrélise (min) e 5,5.10°, o fator para conversio em pmol de agicar redutor.

3.6 - Determinacao da concentracgio de proteina

O teor de proteina das amostras de preparacdes enzimaticas foi dosado pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), baseado na ligacao do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 a
proteina. Este método foi o selecionado em fun¢do de ndo sofrer interferéncias significativas
de cations e carboidratos, presentes em algumas das amostras de enzimas. Albumina bovina
cristalina (BSA) foi usada como padrao para construir a curva de calibra¢do na faixa de 0,0 a

0,6 mg/mL.

3.7 - Caracterizacao das propriedades cinéticas da celulase livre e imobilizada

A cinética enzimatica lida com os fatores que afetam a velocidade das reagdes
catalisadas por enzimas, nos quais os principais fatores sdo: concentracdo de enzima,
concentracdo de ligantes (substratos, inibidores e ativadores), pH, for¢a i0nica e
temperatura.Quando essas fatores sdo analisados apropriadamente, ¢ possivel conhecer a
natureza da reagdo enzimadtica. Foram estudas a influéncia do pH, temperatura e estabilidade

térmica.
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3.7.1 - Influéncia do pH

A atividade da celulase livre e imobilizada foi estudada utilizando-se a reagdo de
hidrolise do papel de filtro Whatman n° 1 na faixa de pH entre 2,0 a 8,0 com incremento de
1,0. Foi empregada a metodologia descrita no item 3.5 variando o pH do tampdo na
temperatura de 50°C, conforme metodologia proposta por Mendels, 1969. Foram utilizados
tampao citrato 50mM na faixa de pH de 2,0 a 5,0 ¢ tampao fosfato 50mM na faixa de pH de
7,0 a 8,0.

3.7.2 - Influéncia da temperatura

Foi verificada a influéncia da temperatura sobre a atividade da celulase livre e
imobilizada empregando a reacdo de hidrélise do papel de filtro Whatman n° 1, conforme

metodologia descrita no item 3.5, na faixa de temperatura entre 20 a 80 °C.

3.7.3 - Estabilidade térmica

Celulase livre e imobilizada foi suspensa em tampao citrato 50mM, pH 4,8. A
atividade enzimatica no inicio foi denominada 100%. Tanto a solu¢dao de enzima livre quanto
os derivados imobilizados foram incubados a 65°C e em intervalos de tempo pré-
determinados, mediu-se a atividade enzimatica, expressa como porcentagem da atividade
inicial. O modelo de desativagdo enzimatica proposta por Sadana-Henley (Tardioli et al.,
2003 a) foi empregado para estimativa do tempo de meia-vida (ti2). Fatores de estabilidade
(Fg) foram obtidos como a razdo entre o tempo de meia vida dos derivados e o tempo de meia
vida da celulase livre. A constante de desativacdo térmica foi calculada pela equacao 3.2,

utilizando o método de ajuste exponencial ndo-linear de Sadana e Henley (1987).

AR=(1-a).e ™'+« (3.2)

Em que: AR ¢ a atividade relativa (A/Ay); o € a razdo entre a atividade enzimatica do estado final (A) e a
atividade enzimatica do estado inicial (A,); K4 ¢ a constante de inativagio térmica de primeira ordem (h™") e t é o
tempo de incubagdo da solu¢do enzimatica (h).
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O tempo de meia-vida da enzima, definido como o tempo necessario para que ocorra uma

reducdo de 50% da atividade inicial, foi calculado pela equagdo 3.3.

. _In©5-a) (3.3)
" kd (1-a)

Em que: t;, € o tempo de meia-vida da enzima (h).

3.8 - Calculo dos parametros de imobilizacao
3.8.1 - Calculo do rendimento de imobilizacao

O rendimento de imobilizagdo foi estimado com base na atividade enzimatica
oferecida e a atividade enzimdtica presente no meio reacional apds o processo de
imobilizagcdo, como mostrada na equagdo (3.4).

Uu,-U (3.4)
RI (%):%.100

0

Em que: RI € a porcentagem de proteina imobilizada (%); U, € a atividade oferecida no inicio da imobilizagao
(FPU/g de gel) e U; € a atividade residual presente no sobrenadante apds a imobilizagdo (FPU/g de gel).

3.8.2 - Calculo da atividade recuperada

O célculo da atividade recuperada foi determinado pela relagdo entre a atividade
hidrolitica contida no gel e as atividades inicial e final presentes no sobrenadante, conforme

mostrada na equagdo 3.5.

U 3.5
AR (%)=—=1—1100 G-3)
U,-U,

Em que: AR ¢ a atividade recuperada (%); Uy € a atividade hidrolitica contida no gel (FPU/g de gel); U, ¢ a
atividade oferecida no inicio da imobilizag¢ao (FPU/g de gel) e U; € a atividade residual presente no sobrenadante
apos a imobiliza¢do (FPU/g de gel).
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3.8.3. Calculo do fator de estabilidade

O fator de estabilidade (FE) foi calculado pela relagao entre o tempo de meia-vida da
celulase imobilizada e a celulase livre, medidos a 65°C através da hidrolise do papel de filtro

Whatman n°1, como mostrado na equagao 3.6.

t,,, imobilizada (3.6)

t,,, livre

FE =

Em que: FE ¢ o fator de estabilidade; t;,; livre € o tempo de meia-vida para a Celulase livre e t;, imobilizada ¢ o
tempo de meia-vida para a celulase imobilizada.

3.9 — Avalia¢ao do enlace enzima — suporte

O tipo de enlace enzima suporte (ligacdo covalente ou simplesmente adsorc¢ao fisica) foi
avaliado incubando-se os derivados em meio fortemente i6nico (NaCl 200 mM) sob suave
agitacdo por 24 horas. Caso a enzima estivesse interagindo com o suporte por interagdes
ionicas, esta dessorveria ao passar do tempo. Com a formacao de ligacdes de natureza
covalente entre enzima e suporte, a celulase permaneceria imobilizada nos suportes devido a

natureza irreversivel destas ligacdes.

3.10 — Tratamento térmico do bagaco de cana-de-acticar

O pré-tratamento por explosdo a vapor ¢ uma das técnicas mais viaveis de pré-
tratamento de biomassa para aumentar sua susceptibilidade a conversdo biotecnologica. Na
parede celular das plantas, as fibras de celulose estdo reticuladas em uma matriz
extremamente rigida, composta majoritariamente por hemicelulose e lignina. Portanto, para
hidrolisar a celulose e as hemicelulose, ¢ preciso despolimerizar, solubilizar ou remover a
lignina presente nos materiais lignoceluldsicos. Dos métodos de pré-tratamento, o processo de
explosdo a vapor seguido de deslignificacdo alcalina, tem se revelado um dos mais
promissores para o fracionamento dos trés constituintes principais da fitobiomassa,

paralelamente a um aumento significativo da susceptibilidade da celulose a sacarificagdo

enzimatica (Ramos, 2003).
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O tratamento foi conduzido medindo-se 100 g do bagaco de cana lavado e moido, que
foi autoclavado (121°C; 30 minutos) com 2L de solucdo de hidroxido de sodio a 4%. O
material recuperado ap0s filtragdo foi neutralizado com acido fosforico al0% e seco em estufa
a 65°C. Ao bagaco obtido, foi adicionado a mesma quantidade de 4gua destilada, autoclavado
em seguida a 121°C por 30 minutos. A suspensdo foi filtrada e o material sélido seco a 65°C

até massa constante (Menezez E Aguiar, 2002).

3.11 — Ensaio de hidrélise do bagaco de cana-de-ac¢ucar utilizando celulase imobilizada

em hibridos de quitosana

Os ensaios de hidrolise do bagago de cana-de-agucar com enzima livre e imobilizada
foram feitos em frascos adequados e incubados em tampao citrato 50mM, pH 4,8 a 50 °C. A
conversao da reacdo foi determinada através do método de DNS para quantificacdo dos
acucares redutores ao longo do tempo. A conversdo da hidrolise foi calculada de acordo com

a equacao 3.7

X
X% = x 100 (3.7)

Em que: X ¢ a conversdo celulose em glicose; Car € a concentracdo de acgucar redutor (g/L); Vi é o volume
reacional (L); 0,521 fator de conversao; Mb ¢ a massa do bagago de cana-de-agucar.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Pretendeu-se nesta dissertacdo realizar a producdo de derivados estabilizados de
celulase por imobilizagdo covalente multipontual da enzima em quitosana e quitosana-
alginato utilizando glutaraldeido e glicidol como agentes ativantes. A seguir sdo apresentados

e discutidos os resultados obtidos e organizados dentro dos seguintes topicos:

L Caracterizacdo das enzimas livres estudadas;

L Preparacgdo dos suportes de quitosana e estudo dos parametros de imobilizagao;

o Influéncia da adigdo de alginato de sddio e de diferentes condigdes de imobilizacao de
celulase em quitosana,;

L Influéncia dos métodos de ativagdo utilizando glutaraldeido e glicidol na imobilizacao
da celulase em hibridos de quitosana;

L Influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica;

o Performance do melhor derivado obtido na hidrélise do bagago de cana-de-agucar.
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4.1 - Caracterizacao das enzimas livres estudadas: Celluclast 1.5 L e Genencor (CG 200)

Para a caracterizagdo das enzimas livres foram investigadas a atividade enzimatica
(FPU/mL de extrato) e atividade especifica (FPU/mg qc proteina) bem como a influéncia da
temperatura ¢ pH. Celulases comerciais de diferentes fornecedores: Celluclast 1.5 L da
Novozymes A/S, Denmark e Genencor (CG 200) foram estudadas. A tabela 4.1 fornece os

valores das atividades enzimaticas e especificas das respectivas enzimas analisadas.

Tabela 4.1: Valores das atividades enzimatica (FPU/mL ge exirato) € especifica (FPU/mg 4.
proteina) das enzimas livres, em pH 4,8 a 50°C em tampao citrato 50 mM por lhora de
incubacdo (Mendels, 1969).

Enzima Atividade enzimatica Atividade Especifica
FPU/ mL de extrato FPU/ mg proteina
Celluclast 1.5 37,2 1,04
CG 200 68,8 1,12

Observa-se que os valores para a atividade enzimatica e especifica foram maiores para
a enzima CG 200, ou seja, esta possui maior quantidade de proteinas com atividade catalitica

e estd mais pura em termos de proteina.

Quanto a estabilidade térmica a 65°C, a enzima CG 200 apresentou-se cerca de 5
vezes mais estavel que a Celluclast 1.5 L, possivelmente devido a presenga de agentes
estabilizantes que tornam a molécula protéica mais resistente. A tabela 4.2, fornece os valores
de meia-vida e fator de estabilidade para as enzimas livres. As figuras 4.1 e 4.2 mostram os

ajustes dos pontos experimentais segundo modelo de Sadana- Henly.

Tabela 42: Valores de meia-vida e fator de estabilidade térmica (65 °C) para as enzimas
comerciais utilizadas na forma livre.

Biocatalisador t1/2(min) Kd o
Celluclast 1.5 L 18,9 0,0426 + 0,0095 0.0306 + 0,0613
CG 200 90,7 0,0077 £+ 0,0003 040
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4.2 — Influéncia do pH

A maioria das enzimas apresenta um valor de pH 6timo, no qual sua atividade ¢
maxima. Acima ou abaixo desse valor, a atividade ¢ reduzida. O pH do meio determina as
cargas dos residuos de aminodcidos que constituem enzima e a alteracdo dessas cargas pode
induzir alteragcdes conformacionais nas moléculas do biocatalisador. Além disso os
aminoacidos que formam o sitio ativo precisam estar num estado idnico especifico para
realizarem a catdlise, 0 mesmo podendo ocorrer com os substratos, se ionizaveis, estado esse
que depende do pH do meio. A inter-relagdo da atividade enzimatica com o pH, para
qualquer enzima, depende do comportamento acido-basico do meio, natureza do substrato,
ponto isoelétrico, estado de pureza da enzima e forga idnica (Gama, 2003). Os resultados
apresentados na figura 4.3 e 4.4 mostram que as celulases apresentaram valores de pH 6timos

em meio acido .
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Pode-se observar que para a enzima Celluclast a melhore atividade relativa ocorreu
proxima do pH 4,8 e para a GC200 a pH 4,0. Resultados semelhantes sdao encontrados na
literatura, Villalonga et a/ (2001) encontraram a méaxima atividade em pH 3,0. Gu ef al (2005)

obtiveram o maior valor da atividade relativa em pH proximo a 4,5.
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Figura 4.3: Influéncia do pH na atividade | Figura 4.4: Influéncia do pH na atividade
hidrolitica da celulase livre (Celluclast 1,5 L). hidrolitica da celulase livre (CG 200).

4.3 — Influéncia da temperatura

A atividade hidrolitica da celulase em funcdo da temperatura ¢ demonstrada nas figuras 4.5 e
4.6 que mostra o comportamento da enzima em pH 4,8 em todas as temperaturas avaliadas.
Pode-se observar pelos valores de atividade relativa que a enzima livre atua bem em
temperatura de aproximadamente 55°C. Entretanto a 70°C, a enzima perdeu 60% da sua
capacidade hidrolitica, demonstrando que temperaturas acima de 60°C ndo sdo recomendaveis

para a atuacao da celulase.

69



N\
/

o
=)
1

0,8
06
|
04

— .

Atividade Relativa
o o
o 'Y
| 1
-
Atividade Relativa
n

o
=)
1

T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 0,0 : : : : : : :

Temperatura C 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura C

Figura 4.5: Influéncia da temperatura na | Figura 4.6: Influéncia da temperatura na atividade
atividade hidrolitica da celulase livre | hidrolitica dos derivados livre (CG 200).
(Celluclast 1,5 L).

4.4 - Preparacao dos suportes de quitosana e estudo dos parametros de imobilizacao

Foram preparados dois diferentes tipos de derivados utilizando as duas preparagdes
enzimaticas aqui analisadas. A tabela 4.3 apresenta os parametros de imobilizacao para estes
derivados de celulase obtidos. Pode-se observar que para a Celluclast 1,5 L, o derivado
apresentou 37,3% de rendimento de imobilizacdo com 35,9% de atividade recuperada sendo
1,9 vezes mais estavel que a enzima soluvel. Valores semelhantes foram obtidos para CG 200.
Entretanto, quanto ao tempo de meia-vida, este se apresentou 2 vezes menor quando
comparado a primeira enzima. Essa diminuicdo deve ter sido devido a presenga de
estabilizantes existentes na composicdo do consorcio enzimatico CG 200 que ndo foram
imobilizados no suporte. Uma alternativa seria dialisar a enzima para eliminar esses
estabilizantes e se poder estudar a possivel estabilizacdo obtida pela imobilizagdo da enzima.
Contudo, purificar celulase ndo ¢ trivial (as membranas comerciais sdo de celulose) e como
ndo era esse o objetivo deste trabalho decidiu-se continuar a pesquisa com a Celluclast 1.5L
nos demais ensaios ao decorrer deste trabalho. As figuras 4.7 e 4.8 mostram o comportamento

da inativagdo pelo modelo de Sadana-Henley.
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Tabela 4.3: Parametros de imobiliza¢do de celulase em quitosana 2,5% pH 7,0 a 27°C em
suportes ativados com glutaraldeido 2,5% v/v com carga enzimatica de 10 mg de proteina/g de
gel.

Biocatalisador Ry (%) Ar (%) t1/> (min) Fg
Com Celluclast 1.5 L 37,3 35,9 35,7 1,9
Com CG 200 33,7 37,6 17,2 0,2

4.5 - Influéncia da adicao de alginato de sddio e de diferentes condicdes de imobilizacao

de celulase em quitosana
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curva foi obtida ajustando o modelo de | obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley aos
Sadana-Henley aos pontos experimentais | pontos experimentais obtidos.

obtidos.
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Foram preparados dois tipos de suporte para posterior ativagdo com glutaraldeido e

duas temperaturas de imobilizagcdo foram propostas (4°C e 27°C) a pH 7,0.

Tabela 4.4: Parametros de imobiliza¢ao de celulase em pH 7,0 a 4°C em suportes ativados
com glutaraldeido com carga enzimatica de 10 mg de enzima.g™' de gel.

Suporte Ry (%) Ar (%)
Quitosana 1,0% 48.4 45,0
Quitosana 2,5% - alginato 2,5% 54,8 39,7

A tabela 4.4, apresenta os parametros de imobilizag@o para estes derivados de celulase
obtidos em temperatura de imobilizacdo de 4°C. Pode-se observar que o melhor resultado
apresentou 54,8% de rendimento de imobilizagdo com 39,7% de atividade recuperada. Na
tabela 4.5, observa-se que o melhor resultado apresentou 55,8% de rendimento de

imobilizacdo com 39,1% de atividade recuperada.

Tabela 4.5: Parametros de imobilizagdo de celulase em pH 7,0 a 27°C em suportes ativados
com glutaraldeido com carga enzimatica de 10 mg de enzima.g™' de gel.

Suporte R; (%) Ar (%)
Quitosana 1,0% 53,7 35,5
Quitosana 2,5% - alginato 2,5% 55,8 39,1

A quitosana interage formando pontes de hidrogénio com alginato. Essa interacao
dificulta o entrecruzamento entre grupos amino da quitosana e glutaraldeido, funcionando o
alginato como uma espécie inerte e diminuindo a grande e incontroldvel reatividade do agente
ativador. A presenga desse polimero deve assim melhorar as condi¢des intra-particula para
interagdo entre enzima e suporte ativado, aumentando a porosidade do suporte. A temperatura
de imobilizagdo nao afetou o rendimento, isso se deve a alta reatividade do glutaraldeido
mesmo em baixas temperaturas em longo tempo de incubacdo. O glutaraldeido também
permite a imobilizagdo de proteinas mesmo em pH neutro, isto ¢, algum residuo da molécula

de enzima pode estar exposto com significante reatividade (Mateo et al. 2005). Vale ressaltar
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que os valores de rendimentos de imobilizacdo foram baixos para o suporte de quitosana em
comparagao aos hibridos, devido a concentragdo no preparo dos géis. Suportes com maiores
quantidades de grupos funcionais estardo propensos a um maior grau de ativacado,
conseqilientemente mais moléculas de proteina serdo imobilizadas. Esses sdo, portanto
resultados iniciais que poderdo assim ainda ser otimizados. Observa-se na tabela 4.6 que o
derivado quitosana-alginato foi o melhor, com valores de Fg de 2,9 vezes a mais em relagdo a

enzima livre quando imobilizada a 27°C.

Tabela 4.6: Valores de meia-vida e fator de estabilidade (65 °C) para os suportes ativados
com glutaraldeido com carga enzimética de 10 mg de enzima.g™' de gel e enzima livre.

Biocatalisador Temperatura de tin Fe

imobilizacio  (°C) (min)

Enzima Livre - 18,9 1,0
Quitosana 2,5% - alginato 2,5% 4°C 40,4 2,1
Quitosana 2,5% - alginato 2,5% 27°C 53,7 2.9

Quitosana 1% 4°C 32,1 1,7

Quitosana 1% 27°C 35,7 1,9

Observa-se também que as estabilidades térmicas para os derivados com quitosana
foram baixas em relacdo aos compositos de alginato conforme as figuras 4.9 e 4.10 as quais
apresentaram um bom ajuste do modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais obtidos.
Essa baixa estabilidade pode ser devido a protonagao dos grupos amino da quitosana em pH
acido de hidrélise (pH 4,8), somando com a temperatura elevada, fazendo com que o gel de
quitosana fosse dissolvido nestas condigdes drésticas de pH e temperatura (Favere et al,
2006). Com os compositos (quitosana-alginato), a interacdo entre os polimeros permitiu que
houvesse mais enlaces e mais poros que serviram como uma malha que favoreceu a
estabilizacdo da enzima, bem como, tornou o suporte mais resistente a altas temperaturas e
pH. Quanto ao aumento da estabilidade dos derivados imobilizados a 27°C comparados a 4°C
¢ devido ao aumento de ligagdes multipontuais formadas entre enzima-suporte (Berger ef al.,

2005).
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Figuras 4.9: Estabilidade térmica a 65 °C para as celulase livre e imobilizada ativados com glutaraldeido a 4 °C
(A), (A) enzima livre, (m) enzima imobilizada em quitosana 2,5% — alginato 2,5%, (®) enzima imobilizada em
quitosana 2,5%. Figuras 4.10: Estabilidade térmica a 65 °C para as celulase livre e imobilizada ativados com
glutaraldeido a 27 °C (B), (A) enzima livre, (@) enzima imobilizada em quitosana 2,5% — alginato 2,5%, (e)
enzima imobilizada em quitosana 2,5%.

De acordo com a tabela 4.7, pode-se observar que os melhores valores para o
rendimento de imobilizacdo, atividade recuperada e estabilidade térmica foram durante a
imobilizacao em pH 7,0 a 27°C. Isso pode ser devido a alta reatividade do glutaraldeido em
pH neutro/basico, bem como a desprotonacdo de alguns aminodcidos da proteina que
favorecem a formacao de bases de Schiff fazendo que haja maior rendimento de imobilizagao

e estabilidade do derivado.

Por outro lado, em pH 4,8 ha uma possivel protonacdo de residuos proteicos e a
diminui¢do da reatividade do agente ativante desfavorecendo assim a formagdo de ligagdes

covalentes e consequentemente uma diminui¢ao na estabilidade do derivado
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Tabela 4.7 Influencia do pH durante imobilizacdo da celulase ativada com glutaraldeido 2,5%
v/v a 27°C com carga enzimatica de 10mg de proteina /g de gel.

pH de imobilizagdo (7,0) pH de imobilizagéo (4,8)
Suporte
R; (%) Ag (%) Fg R; (%) Ar (%) Fg
Quitosana 2,5 % 49,2 33,5 1,3 34,2 29,5 1,8
Quitosana 2,5%-Alginato 2,5 % 422 46,3 55 36,5 31,4 2,1

4.6 - Influéncia dos métodos de ativacao na imobilizacio da celulase em hibridos de

quitosana
4.6.1 — Ativados com glutaraldeido:

Com base nos ensaios anteriores foram preparados dois suportes para posterior
ativacdo com glutaraldeido e esses derivados foram caracterizados quanto ao rendimento de
imobilizacdo R (%), atividade recuperada Agr (%) e fator de estabilidade (Fg). A tabela 4.8

apresenta os resultados obtidos para estes derivados de celulase.

Tabela 4.8: Caracteriza¢do dos derivados de celulase imobilizada a 27°C e pH 7,0 usando
diferentes suportes com carga enzimatica de 10 mg de proteina/g de gel.

Suporte R; (%) Ar (%) Fg
Quitosana 2,5% 49,2 33,5 1,3
Quitosana 2,5% — Alginato 2,5 % 42,2 46,3 5,5

Pode-se observar que o melhor derivado foi o hibrido de quitosana 2,5% - alginato
2,5% que apresentou 42,2 % de rendimento de imobilizagdo com 46,3% de atividade
recuperada sendo 5,5 vezes mais estdvel que a enzima livre. Observa-se uma melhora no
resultado quando comparado aos valores obtidos na tabela 4.8, mostrando que a concentracao

de quitosana disponibilizou mais sitios de imobilizagdo permitindo uma melhor congruéncia
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geométrica entre enzima e suporte, bem como tornando mais fortes as interagdes entre os

polimeros. As figuras 4.11 e 4.12 apresentam o ajuste da inativacao térmica pelo modelo de

Sadana-Henley.
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Figura 4.11: Inativacdo térmica do derivado de
celulase em quitosana 2,5% a 65°C ¢ pH 4,8
ativados com glutaraldeido. A curva foi obtida
ajustando o modelo de Sadana-Henley aos
pontos experimentais obtidos.

Figura 4.12: Inativacdo térmica do derivado de
celulase em quitosana 2,5% - alginato 2,5% a
65°C e pH 4.8 ativados com glutaraldeido. A
curva foi obtida ajustando o modelo de Sadana-
Henley aos pontos experimentais obtidos.

4.6.2 — Ativados com glicidol:

Para as ativagdes com glicidol, foram experimentados somente dois suportes cuja de acordo

com a tabela 4.9. Pode-se observar que o melhor derivado obtido foi quitosana 2,5% —

alginato 2,5 %. Ao se utilizar o glicidol, houve um processo de formagdo de interagdes

enzima-suporte mais lento e ordenado de modo a formar mais ligagdes multipontuais. Ao

aumentar o nimero de enlaces favorece uma maior estabilizagdo da enzima (Cardias et al.,

1999).
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Tabela 4.9: Caracteriza¢do dos derivados de celulase imobilizada a 27°C e pH 7,0 usando
diferentes suportes com carga enzimdtica de 10 mg de proteina/g de gel ativado com

glicidol.

Suporte Ri (%) Ar (%) Fg

Quitosana 2,5% 25.8+7.9 62,0+ 10,0 13,6 £3,1

Quitosana 2,5% — Alginato 2,5 % 40,6 £ 8,0 56,3 +5,5 11,2+0,6
02 i ol =]
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Figura 4.13: Inativagdo térmica do derivado de
celulase em quitosana 2,5% a 65°C e pH 4,8
ativados com glicidol. A curva foi obtida
ajustando o modelo de Sadana-Henley aos
pontos experimentais obtidos.

Figura 4.14: Inativacdo térmica do derivado de
celulase em quitosana 2,5% - alginato 2,5% a
65°C e pH 4,8 ativados com glicidol. A curva foi
obtida ajustando o modelo de Sadana-Henley aos
pontos experimentais obtidos.

Nota-se um bom ajuste pelo modelo de Sadana-Henley dos pontos experimentais dos

obtidos (figuras 4.13 e 4.14).
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4.6.3 — Ativados com glicidol-amino:

As ativagdes com glicidol — amino apresentaram bons valores, observando a tabela 4.10, o
melhor resultado para os parametros de imobilizagdo foi o derivado hibrido de quitosana 2,5%
- alginato 2,5%. Esse incremento nos parametros pode ser devido aos grupos aminos
provenientes da ativacdo com glicidol - amino, favorecendo uma conformacgdo geométrica
mais estavel ao sitio ativo da enzima e consequentemente mais ligagdes multipontuais se

formaram entre os copolimeros.

Tabela 4.10: Caracterizagao dos derivados de celulase imobilizada a 27°C e pH 7,0 usando
diferentes suportes com carga enzimdtica de 10 mg de proteina/g de gel ativado com
glicidol-amino.

Suporte R; (%) Ar (%) Fg
Quitosana 2,5% 36,5+ 10,0 53,0+ 10,0 8,7£0,5
Quitosana 2,5 %- Alginato 2,5 % 39,7+2.3 42,5+ 3,0 12,7+ 1,0

As figuras 4.15 e 4.16 apresentam os ajustes da estabilidade térmica de acordo com

Sadana Henley.
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4.7 - Influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimatica dos derivados

imobilizados em gel de quitosana

Nas figuras 4.17 e 4.18 apresentam as atividades enzimadticas relativas das enzimas

livres e imobilizadas (gel de quitosana 2,5%) em fun¢do do pH e temperatura do meio.

Observa-se que a partir de 70°C, a enzima perdeu boa parte da sua capacidade
hidrolitica, demonstrando que temperaturas acima de 60°C ndo sdo recomendaveis para a
atuacdo da celulase imobilizada. Gu et al., (2005) também obteve valor maximo da atividade
relativa a 60°C para derivados imobilizados de celulase. Observamos um acréscimo no valor
da temperatura ¢ um decréscimo no valor do pH para os derivados em suas maximas
atividades, 1sso acontece devido as modificacoes conformacionais nas moléculas do

biocatalisador devido aos efeitos causados pela imobilizagao (Vitolo, 2001; Gama, 2003).

Pode-se observar que para a enzima livre a maior atividade relativa da enzima livre
ocorreu proxima do pH 4,5 e para o derivado imobilizado proximo de pH 3,5. Resultados
semelhantes sdo encontrados na literatura, Villalonga (2001) encontraram a méxima atividade

em pH 3,0. Gu et al (2005) obtiveram o maior valor da atividade relativa em pH préximo ao

4,5.
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Figura 4.17 Influéncia do pH na atividade enzimatica: (A), (m) enzima livre, enzima imobilizada (e). Figura

4.18: Influéncia da temperatura na atividade enzimatica (B), (m) enzima livre, enzima imobilizada (e).

4.8 - Testes de Dessorcio Enzimatica

Depois de finalizada a reagdo de imobilizagdo, os derivados de celulase foram
submetidos a testes de dessor¢do, com longos periodos de lavagem com tampao fosfato de
sodio 0,2M ou com longos tempos de incubagdo e agitacdo em solucdo salina de 0,2 ¢ 0,4M.
O teste de dessorc¢ao tem por finalidade a eliminacdo de toda enzima eventualmente apenas
adsorvida no suporte, que ndo tenha estabelecido ligagdo com os grupos reativos deste. Com
altas cargas i0nicas presentes na solucdo de lavagem, moléculas de enzima soltas migrariam

para a solu¢do, dessorvendo do suporte.

Nenhuma atividade foi detectada nas solugdes de lavagem dos derivados, o que indica

que a enzima efetivamente ligou-se ao suporte covalentemente.

80



4.9 — Hidrdlise do bagaco de cana-de-a¢ucar

Os resultados apresentados na figura 4.19 mostram os perfis de conversao em fungao
do tempo de hidrolise para enzima livre e imobilizada em hibridos de quitosana-alginato
ativado com glicidol. Nota-se que a enzima livre apresentou velocidade de reagdo maior no
inicio, conduzindo a maior conversdo quando comparada ao derivado até pouco mais de dois
dias de reacdo. Esse comportamento ¢ devido a auséncia de efeitos difusionais na reagao
catalisada pela enzima soltvel, isso pode ser percebido pelo rapido aumento na conversao e
depois na redugdo da velocidade da reagdo. Ja para o derivado obtido a conversdo foi mais
lenta no inicio do processo devido ao problema de difusdo e talvez ao fendmeno de
impedimento estérico do substrato. Assim sendo a enzima deve ter sido imobilizada de uma
maneira que dificultou o acesso do substrato ao centro catalitico. E importante ressaltar,
contudo, que apesar da maior conversao no inicio, a enzima livre conduz a menor conversao
final, devido a sua menor estabilidade operacional, pois sua estabilidade térmica
aproximadamente 12 vezes menor que o biocatalisador. Assim, com o passar das horas a

enzima livre vai inativando enquanto que a imobilizada permanece ativa. A figura5e a

Tabela 4.11 mostram os valores para as conversdes da enzima livre e imobilizada
durante oito dias de processo em batelada sob agitagdo e temperatura controlada de 50 °C e

pH 4,8 (tampao citrato 50 mM).
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Figura 4.19. Conversdo do bagaco da cana-de-actcar (60 °C e pH 4,8), enzima soluvel a 350 mg/L (m); enzima
soluvel a 700 mg/L ( ®); enzima imobilizada em quitosana 2,5%-alginato 2,5% ativados com glicidol (1,7 mg de
proteina/ grama de gel) (A).

Tabela 4.11: Conversao do bagaco de cana-de-agucar a pH 4.8 a 50 °C.

Conversdo enzimatica (%) do bagago de cana-de-agucar

Tempo (horas) Enzima livre Enzima livre Enzima imobilizada
(350 mg/L) (700mg/L) (1,7 mg de proteina/g de gel)
0 0 0 0
24 23,39 29,76 20,56
48 29,10 34,88 29,67
72 33,10 36,58 39,18
96 34,88 39,03 48,67
120 36,51 42,89 53,64
144 38,07 44,07 60,61
168 38,22 45,41 66,92
192 38,88 45,85 70,02
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6 — CONCLUSAO E SUGESTAO

6.1 — Conclusoes

Em geral, a celulase imobilizada em quitosana e quitosana-alginato ativada com
glutaraldeido mostram vantagens significantes quando comparadas a enzima livre. Os
resultados obtidos permitiram verificar que hd uma influéncia positiva na adicdo de
copolimeros e de diferentes métodos de ativagdo no protocolo de imobilizacdo de celulase em
quitosana. Para géis ativados com glutaraldeido, o compoésito quitosana-alginato apresentou
melhores resultados com rendimento de imobilizacdo de 42,2%, atividade recuperada de
46,3% , estabilidade térmica de 5,5 vezes em relacdo a enzima solivel a 65°C enquanto para o
glicidol, com rendimento de imobilizagdo de 40,6%, atividade recuperada de 56,3% e

estabilidade térmica de 11,2 vezes em relagdo a enzima solavel a 55°C.

As estabilidades térmicas das enzimas imobilizadas foram melhores que a obtida para
enzima livre, os resultados foram superiores ao obtido por Gu et al. (2005) que obteve um
aumento de 1,7. Villalonga et al. (2001), obtiveram um valor de Fg de 1,5. Embora os valores
de estabilidade térmica e atividade enzimatica sejam baixos em comparagdo com as demais
enzimas reportadas na literatura, para a celulase os valores sdo considerados satisfatorios. Gu
et al. (2005) citam que a celulase possui baixa atividade em relagdo a amilase, portanto
estudos sdo realizados para se obter um acréscimo na utilizagdo da enzima em processo

industrial.

A conversao da hidrolise do bagago de cana-de-actcar utilizando o derivado de
celulase mostrou ser promissor no desenvolvimento de um processo industrial, os resultados
mostraram uma conversao de 1,8 vezes em relagdo a enzima livre, viabilizando um custo mais

acessivel em bioprocessos industriais para hidrolise de produtos lignoceluldsicos.

Trata-se de um suporte de facil obtengao e o processo de imobilizagdo ¢ simples, tornam-se
estes biocatalisadores promissores na aplicacdo e desenvolvimento de processos industriais
envolvendo a biocatdlise de materiais celuloliticos e estimula a continuidade dos estudos

visando sua otimizagao.
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6.2 — Sugestoes
Como continuidade deste trabalho, pode-se sugerir:

o Desenvolver novos protocolos de imobilizacdo em busca de se melhorar os parametros

de imobilizagao e capazes de reduzir as limitagdes difusivas;

o Pesquisar as atividades enzimaticas entre as celulases em relacdo aos especificos

substratos: carboximetilcelulose, avicel, celobiose;
. Otimizagao dos protocolos de imobilizacdo utilizados neste trabalho;

o Realizar modelagem matematica da cinética de hidrélise do bagago de cana-de-actcar

catalisada por celulase imobilizada em quitosana e quitosana-alginato.
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