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RESUMO

O objetivo do estudo foi desenvolver biocatalisadores ativos e estaveis, imobilizando lipase
de Candida rugosa (LCR) em beads de celulose. Inicialmente foram realizados diferentes
pré-tratamentos (sem tratamento, calcinado e silanizado + ultrassom) nos beads e
empregados 0s agentes de ativacdo epicloridrina, glutaraldeido e metaperiodato de
sodio,visando melhorar a interacdo entre o suporte e a enzima no processo de imobilizacdo
por ligacdo covalente. A maior atividade catalitica foi observada para os biocatalisadores
ativados com epicloridrina (2788,86 — 2818,58 U g™), sendo selecionados para dar
continuidade ao estudo. Caracterizagdes por MEV e FTIR mostraram diferengas estruturais
nos biocatalisadores, além de confirmarem a imobilizacdo da lipase no suporte. O teste de
Tukey indicou que ndo houve diferengas significativas nas atividades cataliticas dos
biocatalisadores ativados com epicloridrina, independentemente do pré-tratamento utilizado.
Testes de estabilidade térmica indicaram que os biocatalisadores mantiveram 83-88% da sua
atividade inicial ap6s incubacao por 4 horas a 45°C. Julga-se que, com os resultados obtidos
até o presente momento, a escolha da utilizacdo do bead sem pré-tratamento e ativado com
epicloridrina seja a melhor condi¢do experimental para a obtencdo do biocatalisador, visto
que apresenta caracteristicas semelhantes ao demais, sendo mais vantajoso devido ao menor
tempo de preparo e menor custo com reagentes.

Palavras-chave: Bead de celulose, imobilizacéo de lipase, pré tratamento, hidrolise.

1. INTRODUCAO

O crescente aumento das preocupacdes em relagcdo aos danos ambientais, causados
pelos catalisadores quimicos, incentiva a busca por alternativas que atendam as necessidades
da industria de maneira sustentavel. Como consequéncia, a pesquisa por fontes e técnicas
limpas e inovadoras vem se intensificando [1].

Assim, a utilizagdo de enzimas, como biocatalisadores, oferecem uma alternativa
promissora a catalise quimica, devido a sua alta especificidade e capacidade de operar em
condicdes amenas de temperatura e pressdo, resultando em processos mais sustentaveis e
com menor geracdo de subprodutos. As lipases, pertencente ao grupo das hidrolases, sdo
amplamente aplicaveis em reacdes como esterificacdo, transesterificacdo, interesterificacéo e
hidrélise de 6leos e gorduras. No entanto, limitagdes como solubilidade no meio reacional,
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susceptibilidade a desnaturagdo e custos elevados ainda limitam o seu uso em aplicacGes
industriais [2,3].

O uso de suportes insolGveis nos meios reacionais surge como uma alternativa para
contornar os principais problemas apresentados pelas lipases que impedem seu uso em larga
escala, pois, além de torna-las insollveis no meio reacional, Ihes conferem estabilidade,
tanto térmica como operacional, além de facilitar sua recuperacédo ao final do processo[4].

Dentre os diferentes materiais que podem ser usados como suportes para
imobilizagdo de enzimas, estdo os derivados de celulose que estdo sendo cada vez mais
empregados para esta finalidade. Dentre esses, estdo os beads de celulose, que sdo particulas
esféricas de escala milimétrica que possuem como principal caracteristica sua grande area de
superficie, 0 que os torna capazes de interagir com outras substancias facilmente, devido a
sua estrutura porosa [5,6].

No entanto, a caracteristica hidrofilica dos beads de celulose incentiva a utilizagdo de
pré-tratamentos quimicos e fisicos na sua superficie, visando melhorar a interacdo da
enzima-suporte, ja que é sabido que as lipases tem preferéncia por suportes mais polares [7].
Um exemplo ¢é a silanizagdo que utiliza o y-aminopropiltrietoxissilano (y-APTS) como
agente funcionalizador, que desempenha um papel fundamental nesse contexto.Existem
também diferentes pré-tratamentos fisicos que podem ser empregados em materiais
utilizados como suporte para imobilizacdo de enzimas, como o ultrassom, que tem como
objetivo aumentar a superficie disponivel do material e facilitar as etapas posteriores, através
da cavitagéo resultante [8]. A calcinagdo gera um suporte com poros de dimensdes variadas,
aumentando a superficie de contato e elevando a é&rea disponivel para imobilizacdo
enzimatica [9].

Dentre as técnicas de imobilizacdo de enzimas, o método de imobilizacao por ligagdo
covalente se baseia no uso de um agente ativador que adiciona grupos funcionais ao suporte,
intensificando sua interagdo com a enzima e proporcionando maior estabilidade ao
biocatalisador, visto que a enzima é ligada covalentemente ao material insolivel ao meio
reacional [10,11].

Assim, o presente estudo visou a obtencdo de biocatalisadores ativos e estaveis a
partir da imobilizacdo da lipase de Candida rugosa (LCR) por ligacdo covalente em beads
de celulose empregando diferentes tratamentos na superficie do suporte e agentes de

ativacdo no processo de imobilizacéo da lipase.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Metodologia
2.1.1Sintese dos beads de celulose

Os beads foram obtidos pela dissolugdo de 7g de NaOH em 80ml de agua destilada
em um agitador magnético, seguida pela adicdo e dissolucdo de 129 de ureia e, por fim, 5g
de celulose. Apds agitacdo e mistura homogénea, a solucéo foi colocada no congelador por
40 min para cristalizagdo. Apds esse periodo, a mistura foi novamente agitada
magneticamente até atingir homogeneizacdo. Finalmente, essa mistura foi gotejada em uma
solucdo de &cido nitrico (14 ml de HNO3 em 80ml de agua destilada), resultando na
formacéo de esferas uniformes. Em seguida, as esferas foram filtradas a vacuo, lavadas com
tampao até atingir o pH 7, sendo o processo concluido com secagem das esferas na estufa
por 18 horas a 60°C.

2.1.2 Pré-tratamentos do suporte

Na utilizagéo do ultrassom, os beads de celulose foram colocados em solugéo tampéo
fosfato (pH 7; 0,1mol L™*) em uma proporcio de 10 ml para cada grama de suporte. Essa
mistura foi levada para o ultrassom de sonda (Modelo UP200S- Marconi) onde permaneceu
durante 30min no ciclo 0,5 e amplitude 100%. Apds esse periodo, os beads foram lavados
com tampéo e secos em estufa a 60°C.

O tratamento empregando a silanizacéo, foi dividida em 2 etapas. Na 12 etapa 6,0 g
do suporte foi colocado em contato com 100 mL de uma solucdo de 1% (v/v) de &cido
nitrico, sendo levado ao rota evaporador a 75°C por 1h, finalizando-se com a lavagem do
produto obtido, cujo pH se encontrava na faixa de 2, até atingir pH 7 e posterior secagem na
estufa a 105°C durante 24h. Na 22 etapa, 0 suporte foi imerso em uma solugdo de Y-APTS
0,5%, numa proporcdo de 18 ml de solucdo para 6g de suporte, finalizando-se essa etapa
com a filtragéo do produto resultante com heptano e secagem na estufa a 105°C por 18h.

Para a calcinagdo, o suporte pronto foi levado a um forno tubular (N1200 —
Sppencer) sob fluxo de N, (0,5 ml min™) a uma taxa de 10°C min™ até atingir temperatura
de 400°C, sendo mantido por 1h.

2.2.2.4 Ativacao do suporte
Antes da realizacdo da imobilizacdo da lipase nos beads de celulose por ligacao

covalente, foi realizada a ativacdo do suporte. Para isso foi avaliado o desempenho de trés
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agentes de ativacdo, epicloridrina, glutaraldeido e metaperiodato de sodio, de acordo

metodologias descritas por Santos et al. [12] e Santos et al. [13].

2.2.3 Imobilizacao da lipase no bead de celulose e quantificacédo da atividade hidrolitica
do biocatalisador

O suporte ativado foi embebido em hexano na propor¢do de 1:10 (m/v) e mantido
sob agitacdo em shaker a 150 rpm durante 2h. Na sequéncia, para cada grama de suporte,
foram adicionados 100uL de solucdo de polietilenoglicol (5mg/mL) e 0,25g da lipase de
Candida rugosa (LCR) na sua forma livre. O imobilizado foi mantido em contato durante
18h a 4°C. Apoés esse periodo, o biocatalisador foi filtrado a vacuo e seco até atingir
umidade inferior a 10%. A atividade enzimatica dos biocatalisadores foi determinada pelo
método de hidrélise do azeite de oliva, conforme metodologia descrita por Soares et al. [14].
Também foi realizado o teste de Tukey (nivel de significancia de 95%) utilizando o software
Minitab Statistical, com a finalidade de comparar estatisticamente os valores de atividades

dos biocatalisadores sintetizados.

2.2.6 Caracterizacao dos biocatalisadores sintetizados

As caracteristicas morfoldgicas dos biocatalisadores foram analisadas utilizando um
microscopio Tescan MIRA 3. Também foram realizadas analises de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) em um espectrometro Perkin Elmer

Frontier, cobrindo a faixa de analise de 450 a 4000 cm L.

2.2.7 Estabilidade térmica dos biocatalisadores

O teste da estabilidade térmica da lipase de Candida rugosa imobilizada nos
diferentes suportes obtidos foi realizado a partir da quantificacdo da sua atividade hidrolitica
residual, apoOs incubacdo a 45°C em meio hexano durante 4 horas, de acordo com

metodologia modificada descrita por Bento et al. [15].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir da sintese do bead de celulose, realizacdo dos pré-tratamentos, ativacdo com
diferentes agentes de ativagéo e posterior imobilizagédo da LCR, foram obtidos 09 diferentes

biocatalisadores (Tabela 1).
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Tabela 1. Biocatalisadores obtidos a partir dos diferentes pré tratamentos e imobilizacéo por
ligacdo covalente empregando diferentes agentes ativadores.

Biocatalisador Pré-tratamento Agente de ativagao

LCR-BEAD-EPI Nenhum Epicloridrina
LCR-BEAD-GLU Nenhum Glutaraldeido

LCR-BEAD-META Nenhum Metaperiodato de sodio
LCR-BEAD-CALC-EPI Calcinacéo Epicloridrina
LCR-BEAD-CALC-GLU Calcinacao Glutaraldeido

LCR-BEAD-CALC-META Calcinacéo Metaperiodato de sddio
LCR-BEAD-SIL+UL-EPI Silanizagéo + Ultrassom Epicloridrina
LCR-BEAD-SIL+UL-GLU Silanizacgdo + Ultrassom Glutaraldeido

LCR-BEAD-SIL+UL-META  Silanizacdo + Ultrassom Metaperiodato de sodio

3.1 Atividades cataliticas dos diferentes biocatalisadores obtidos

Apobs a sintese dos beads de celulose e realizacdo dos diferentes tratamentos na
superficie do suportefoi realizada a ativacdo empregando trés diferentes agentes:
epicloridrina, glutaraldeido e metaperiodato de sodio para posteriormenteocorrer a
imobilizacdo da lipase de Candida rugosa. A Figura 1 (a), (b) e (c) demonstra as atividades

observadas para os 9 biocatalisadores obtidos.

Figura 1 - Atividade hidrolitica dos biocatalisadores obtidos a partir da lipase de Candida
rugosaimobilizada por ligacdo covalente em beads de celulose tratados empregando
diferentes agentes de ativacdo: (a)LCR-BEAD-EPI, LCR-BEAD-GLU e LCR-BEAD-
META; (b)LCR-BEAD-CALC-EPI, LCR-BEAD-CALC-GLU e LCR-BEAD-CALC-
META,; (c)LCR-BEAD-SIL+UL-EPI, LCR-BEAD-SIL+UL-GLU e LCR-BEAD-SIL+UL-
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A Figura 1 (a) apresenta as atividades hidroliticas dos biocatalisadores obtidos pelo
bead de celulose sem tratamento e ativados com os diferentes agentes de ativacdo, na qual é
possivel observar atividades elevadas para esses biocatalisadores, destacando aquele que
empregou epicloridrina como ativador, demonstrando atividade hidrolitica de 2788,86 U g™*.
Ja a Figura 1 (b), que apresenta os resultados observados para os biocatalisadores
obtidos pela calcinagcdo no suporte, observou-se que, independente do agente de ativacao

empregado, as atividades hidroliticas foram muito semelhantes e em alguns casos, um pouco
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superiores a obtida pelo biocatalisador formado pelo bead sem tratamento e ativado com
epicloridrina, (2788,86 U g™). E importante citar que esta técnica apresenta uma elevada
perda de massa durante o processo de calcinacdo, que pode chegar a 60% de reducgédo da
mesma.

A Figura 1 (c) mostra que o biocatalisador pré-tratado com ultrassom, silanizado e
ativado com epicloridrina, apresentou-se mais eficiente que os demais que empregaram o
mesmo pré-tratamento, com resultados de 2818,58 U g* de atividade hidrolitica, sendo
também bastante semelhante a atividade hidrolitica obtida pelo LCR-BEAD-EPI (2788,86 U
g7).

Em trabalho publicado por Santos et al. [16], em que imobilizaram a LCR por
ligacdo covalente em geopolimeros impressos em 3D, obtiveram atividade catalitica de
847,7 Ug™. J4 em outro trabalho, Ali et al. [17] empregando a mesma lipase imobilizada em
nanoparticulas de silica fibrosa, constaram que a atividade do biocatalisador foi de cerca de
700 Ug™.

Baseado nos resultados expostos, pode-se perceber que os 9 biocatalisadores
sintetizados, foram considerados adequados, visto que apresentaram valores de atividades
hidroliticas elevados, quando comparado a outros biocatalisadores obtidos pela mesma
lipase, 0 que contribui diretamente na busca por novos materiais para a obtengdo de
biocatalisadores estaveis, ativos e com propriedades adequadas para mediar a catélise de
bioprocessos.

Analisando-se os resultados das atividades cataliticas obtidas pelos biocatalisadores,
nota-se uma superioridade no desempenho do agente de ativacédo epicloridrina, apresentando
os valores mais elevados nos beads sem nenhum tipo de pré-tratamento (LCR-BEAD-EPI) e
no bead tratado com ultrassom e silanizado (LCR-BEAD-SIL+UL-EPI), obtendo valores de
2788,86 e 2818,58U g”, respectivamente, quando comparado aos outros agentes de
ativacdo. J& para os biocatalisadores calcinados, o LCR-BEAD-CALC-EPI e o LCR-BEAD-
CALC-GLU apresentaram resultados semelhantes, de 2814,51 U g* e de 2901,35 U g™,
respectivamente.

Assim, considerando as maiores atividades cataliticas e a expertise que o grupo de
pesquisa tem em utilizar a epicloridrina como agente de ativacdo de diferentes suportes para
imobilizacdo de diversas fontes de lipase, optou-se por dar continuidade ao trabalho,

selecionando-se os biocatalisadores que empregaram este ativador.
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3.2 Caracterizacgdo das propriedades dos diferentes suportes obtidos

Foram realizadas as caracterizacdes morfologicas dos biocatalisadores obtidos pela
imobilizacdo da LCR no bead de celulosesem nenhum tratamento, calcinado e que
empregou o ultrassom e silanizacdo. A Figura 2 (a-d) apresenta as imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura e o0s espectros gerados a partir das analises de
espectroscopia de infravermelho, respectivamente.

Analisando-se a Figura 2b, é possivel notar que o bead calcinado apresentou maior
“porosidade”, ou seja, mais espagos vazios entre os poros, quando comparado ao LCR-
BEAD-EPI e LCR-BEAD-SIL+UL-EPI. Observam-se também pequenos aglomerados
aderidos a superficie do suporte em todas as imagens, identificando a presenca da lipase aos

beads de celulose, ocasionada durante o processo de imobilizacéo.

Figura 2 - Micrografias obtidas pelo MEV com aumento de 250 x: (a) LCR-BEAD-EPI (b)

LCR-BEAD-CALC-EPI; (c) LCR-BEAD-SIL+UL-EPI; (d) Espectros de FT-IR dos

biocatalisadores sintetizados: LCR-BEAD-EPI (preto); LCR-BEAD-CALC-EPI(vermelho);

LCR-BEAD-SIL+UL-EPI(azul).
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Na Figura 3 notam-se as bandas caracteristicas da lipase como o grupamento N-H e
C-N (CO-NH,) em 1126 cm™, além de C-O em 1090 cm™, que assim como o C-H, (2900

cm™ também refere-se a presenca de epiclodrina no suporte.
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N4o foi notada a presenca de vibracdes referentes a H,O por volta de 3237 cm™ e em
1600 cm™ para o CRL-BEAD-CALC-EPI, comprovando a eficiéncia da calcinagdo do
suporte. J& a silanizacdo do CRL-BEAD-SIL+UL-EPI pode ser observada nas vibracfes
entre 900-1100 cm ™, caracteristicas do grupamento Si-O-Si [16,18,19].

3.3. Teste de Tukey para a selecdo do melhor biocatalisador sintetizado

Visando-se selecionar o biocatalisador sintetizado mais adequado para posteriores
aplicacBes em bioprocessos, foi realizado o teste de Tukey a partir das atividades hidroliticas
obtidas para os LCR-BEAD-EPI, LCR-BEAD-CALC-EPI e LCR-BEAD-SIL+UL-EPI
(Tabela 2).

Tabela 2. Analise estatistica das atividades hidroliticas dos biocatalisadores LCR-BEAD-
EPI, LCR-BEAD-CALC-EPI e LCR-BEAD-SIL+UL-EPI empregando o teste de Tukey
com 95% de confiabilidade.

Biocatalisadores Atividade hidrolitica (U g7)

LCR-BEAD-EPI 2788,86 2
LCR-BEAD-CALC-EPI 2814514
LCR-BEAD-SIL+UL-EPI 2818,582

Ao analisar a Tabela 2, pode-se notar que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os valores obtidos das atividades hidroliticas dos biocatalisadores
avaliados, visto que, todos os sistemas imobilizados partilham da mesma letra indicativa

(A), evidenciando tal ocorréncia.

3.3 Estabilidade téermica

Visando avaliar se o tipo do pré-tratamento realizado no suporte poderia interferir de
alguma forma na robustez do biocatalisador, foram realizados testes de estabilidade térmica
para os 3 biocatalisadores obtidos pela ativacdo com epicloridrina. A avaliacdo foi realizada
através da atividade residual dos biocatalisadores expostos durante 4horas sob 45°C. Os
resultados obtidosestdo apresentados a Figura 5.

Ao observar a Figura 5, nota-se que apés 3h de incubacéo, todos os biocatalisadores
mantinham cerca de 90% da sua atividade catalitica inicial, constatando-se retencdo da
atividade na faixa de 83 — 88%, dependendo do biocatalisador, apos 4h de exposicdo a
temperatura de 45°C.

Liu et al. [20] e Cui et al. [21] em seus trabalhos publicados, descrevem que a

imobilizacdo por ligacdo covalente é considerada uma das técnicas mais eficazes para
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manter a estabilidade da enzima, ou seja, impede a ocorréncia de uma alteragdo

conformacional ndo desejada a enzima, quando exposta a diferentes temperaturas e pH.

Figura 5 - Atividade residual dos biocatalisadores LCR-BEAD-EPI, LCR-BEAD-CALC-
EPI e LCR-BEAD-SIL+UL-EPI quando expostos durante 4horas sob 45°C.
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Em trabalho realizado por Ali et al. [17], em que os autores imobilizaram a LCR via
ligagdo covalente em nanoparticulas de silica fibrosa e empregaram APTES como agente de
ativacdo, observaram a manutencdo de 60% da atividade inicial do biocatalisador apds a
exposicdo por 4 horas sob 50°C. Em estudo realizado por Bento et al. [15], em que
imobilizaram a lipase de Candida rugosa por adsor¢do fisica em estireno-divinilbenzeno,
constaram que o biocatalisador apresentava 70% da sua atividade inicial, ap6s 3h de
incubacéo a 60°C.

Esses dados demonstram a elevada eficiéncia dos biocatalisadores obtidos pelo
presente estudo, visto que, foram mantidas atividades residuais acima de 80% para todas as
condigdes avaliadas. Dessa forma, julgou-se que o biocatalisador obtido pela imobilizacao
da LCR no bead sem tratamento e ativado com epicloridrina seja o mais adequado para
possiveis aplicacdes futuras, pois apresenta desempenho semelhante aos demais, além de
possuir algumas vantagens, tais como: menor tempo de preparo, menor gasto energético e

emprego de menor quantidade de reagentes quimicos.
4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a epicloridrina apresentou o melhor

desempenho entre os agentes de ativacdo, sendo selecionado o biocatalisador obtido pela
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imobilizacdo da LCR no bead sem tratamento, atingindo atividade hidrolitica de 2788,86 U
g*. As micrografias obtidas por MEV e os espectros de FTIR mostraram diferencas
estruturais nos biocatalisadores, alem de confirmarem a imobilizacao da lipase nos beads de
celulose. Os testes de estabilidade térmica dos sistemas imobilizados indicaram a
manutencdo da atividade catalitica inicial na faixa de 83-88%, ap0s incubagdo por 4 horas a
45°C. Assim, os biocatalisadores obtidos neste estudo apresentam-se como uma alternativa
promissora para 0 avango na utilizacdo de enzimas em processos sustentaveis, contribuindo

para a reducéo dos impactos ambientais e aprimorando o desempenho dos bioprocessos.
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TITLE

EVALUATION OF DIFFERENT PRETREATMENTS AND ACTIVATION
AGENTS IN CELLULOSE BEADS USED AS SUPPORT FOR LIPASE
IMMOBILIZATION

ABSTRACT

The objective of the study was to develop active and stable biocatalysts by immobilizing
Candida rugosa lipase (CRL) on cellulose beads. Fristly, different pretreatments (untreated,
calcined, and silanized + ultrasound) were performed on the beads, and the activation agents
epichlorohydrin, glutaraldehyde, and sodium metaperiodate were employed to enhance the
interaction between the support and the enzyme in the immobilization process through
covalent bonding. The best catalytic activity was observed for the biocatalysts activated with
epichlorohydrin (2788.86 — 2818.58 U g%), which were selected for further study.
Characterizations by SEM and FTIR revealed structural differences in the biocatalysts and
confirmed the successful immobilization of the lipase on the support. The Tukey test
indicated that there were not significant differences in the catalytic activities of the
biocatalysts activated with epichlorohydrin, regardless of the pretreatment used. Thermal
stability tests showed that the biocatalysts retained 83-88% of their initial activity after
incubation for 4 hours at 45°C. Thus, the use of untreated beads activated with
epichlorohydrin appears to be the best experimental condition for obtaining the biocatalyst,
as it offers similar characteristics to the others while being more advantageous due to the

shorter preparation time and lower reagent costs.

Keywords: cellulose bead, lipase immobilization, pretreatment, hydrolysis.
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