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Resumo

A catalise enzimatica € uma técnica cada vez mais utilizada em diversos setores
industriais. Isso porque as enzimas, além de apresentarem alta especificidade pelo
substrato, representam a possibilidade de um processo ambientalmente amigavel e
ndo dependente de recursos fésseis. No entanto, para ampla aplicacdo da tecnologia
enzimatica na industria, o fator reutilizacdo € extremamente relevante, e representa
um grande desafio do ponto de vista técnico-econémico. Além disso, a manutencao e
otimizacdo da estabilidade estrutural das enzimas durante 0s processos quimicos
também configura um importante obstaculo a ser superado. Nesse ambito, a
imobilizacdo enzimatica surge como uma alternativa para a superacao dos desafios
apresentados, visto que essa técnica pode proporcionar a melhora da estabilidade
enzimatica, além de permitir o reuso de enzimas, tornando 0S processos mais
produtivos, menos onerosos, e de fato competitivos em relacdo as quimicas
tradicionais ja adotadas. Diante do quadro apresentado, o presente estudo envolveu a
producéo, purificacdo parcial, imobilizacdo e caracterizacdo de uma pectinase de
Aspergillus terreus, visando uma potencial aplicacdo das enzimas imobilizadas na
indastria. O fungo A. terreus foi capaz de produzir diferentes holocelulases quando
crescido em bagaco de cana-de-agucar, com predominancia de atividade da
pectinase. Dessa forma, a pectinase foi selecionada para os estudos de purificacdo e
imobilizagcdo. Ap0s as etapas de cromatografia de troca idnica e exclusdo molecular foi
possivel semi-purificar a enzima com rendimento parcial de 79,9%. A pectinase do
extrato bruto e a enzima parcialmente purificada foram imobilizadas em MANAE-
agarose com rendimentos de 66 e 98%, respectivamente. Apos a imobilizacdo no
suporte MANAE, a pectinase apresentou uma maior atividade em pH acido (pH=4),
quando comparado a enzima ndo imobilizada. Também foi constatado que apés o
procedimento de imobilizacdo houve uma melhora de até 200% na termoestabilidade
da enzima. Ademais, foi possivel reutilizar a enzima imobilizada por até 5 ciclos de
hidrélise com efetiva producéo de acucares redutores. Por fim, os testes de aplicacédo
industrial revelaram uma reducdo significativa na viscosidade do suco de goiaba
quando utilizada a enzima imobilizada. Embora que para uma real aplicacéo industrial
sejam necessarios estudos adicionais, como de toxicidade do suporte de imobilizacéo,
os resultados aqui obtidos revelam o potencial de aplicagdo das enzimas imobilizadas

na industria.



Abstract

Enzymatic catalysis is an increasingly used technique in many industrial sectors. This
is because enzymes have high substrate specificity and represent the possibility of an
environmentally friendly process and not dependent on fossil resources. However, for
the widespread application of enzymatic technology in the industry, the reuse factor is
extremely relevant and represents a major challenge from the technical-economic point
of view. Also, the maintenance and optimization of the structural stability of the
enzymes during the chemical processes also constitutes a major obstacle to be
overcome. In this context, enzymatic immobilization appears as an alternative to
overcome the presented challenges, since this technique can improve enzyme stability
and allows the reuse of enzymes, making the processes more productive, less
expensive, and competitive about the traditional chemicals already adopted. The
present study involved the production, partial purification, immobilization and
characterization of Aspergillus terreus pectinase, aiming at the application of
immobilized enzymes in the industry. A. terreus was able to produce different
holocellulases when grown in sugarcane bagasse, with predominance of pectinase
activity. Thus, pectinase was selected for purification and immobilization studies. After
the steps of ion exchange and molecular exclusion chromatography it was possible to
semi-purify the enzyme with partial yield of 79,9%. The crude extract pectinase and
the partially purified enzyme were immobilized on MANAE-agarose in yields of 66 and
98%, respectively. After immobilization in MANAE-agarose, the pectinase showed
higher activity at acid pH (pH = 4) when compared to the non-immobilized enzyme. It
was also found that after the immobilization process, there was an improvement of up
to 200% in the thermostability of the enzyme. Also, it was possible to reuse the
immobilized enzyme for up to 5 cycles of hydrolysis with effective production of
reducing sugars. Finally, the industrial application tests revealed a significant decrease
in the viscosity of guava juice when the immobilized enzyme was used. Although
additional studies (such as immobilization's support toxicity) are needed for a realistic
industrial application, the results obtained herein reveal the potential of application of

immobilized enzyme in the industry.
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Capitulo I: Introducao a imobilizacao
enzimatica



1. Introducao

A utilizagdo de enzimas pelo homem remonta os tempos mais antigos da
civilizacdo. Ainda nos tempos remotos 0s povos egipcios produziam cerveja
e vinho por fermentacdo enzimatica, mesmo sem a exata compreensao dos
mecanismos envolvidos no processo. Somente no fim século XVIII a
biocatalise foi descrita pela primeira vez, através de estudos da digestdo de
carnes por secrecdes de estdbmago (HOMAEI et al., 2013; POLAINA et al.,
2007).

O conhecimento crescente e 0s recentes avancos em técnicas de
producgdo, purificagdo, caracterizacdo de enzimas e engenharia proteica
despertaram grande interesse para as aplicacdes biotecnologicas destes
catalisadores (HOMAEI et al., 2013; SINGH et al., 2013). Isso porque as
enzimas apresentam alta seletividade, especificidade e atividade em
condicbes ambientais, aliado ao baixo impacto ambiental gerado, quando
comparado aos catalisadores quimicos comumente utilizados nos processos
industriais (SINGH et al., 2013; GARCIA GALAN et al., 2011).

Diversas enzimas sdo comercializadas atualmente, como por exemplo,
as amilases, proteases, lipases, celulases, e a cada dia cresce mais a
demanda por estes produtos. Estima-se que o mercado de enzimas
industriais movimente uma receita de até U$6.3 bilhdes em 2022 (MARKETS
AND MARKETS, 2016).

Dentre as enzimas de grande interesse industrial, as holocelulases
(celulases, hemicelulases e pectinases) sdo um grupo de notodria importancia
no mercado mundial, pois podem ser empregadas em diversos processos
industriais, incluindo a producdo e beneficiamento de alimentos, bebidas e
ragcbes animais, industrias de polpa de papel e celulose, produgdo de
bioetanol de segunda geracgao (2G), entre outras (BINOD et al., 2013; LI et
al., 2012).

Atualmente, os principais desafios das industrias que utilizam
biocatalizadores sdo o0 aumento da produtividade das enzimas e o

desenvolvimento de novas técnicas que otimizem os processos de catélise



enzimatica (DATTA et al., 2013). Estes requisitos sdo imprescindiveis para
proporcionar uma producdo em larga escala e uma formulacdo econdémica.
Além disso, para ampla comercializacdo e emprego de enzimas na inddstria,
o fator reutilizacdo € extremamente relevante, e representa um grande
desafio técnico-econémico (KAWAGUTI et al., 2006).

Dessa forma, a imobilizacdo enzimatica surge como uma possivel
alternativa para os desafios apresentados, pois ela pode melhorar a
estabilidade enziméatica, permitir a reutilizacdo de enzimas, diminuir a sua
perda no processo, e proporcionar uma facil separacdo dos produtos
gerados (WANG et al., 2010; KIM et al., 2006).

No contexto acima descrito, foi realizada uma revisdo de literatura
publicada no periddico Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic (Fator de
impacto 2.26), intitulada “An overview of holocellulose-degrading enzyme
immobilization for use in bioethanol production” (2016). O artigo aborda o
conceito de imobilizacdo enzimatica, discute as diversas técnicas de
imobilizagédo e diferentes suportes utilizados, apresenta o atual estado da
arte sobre imobilizacdo de holocelulases visando a aplicacdo na industria, e

exp0e perspectivas futuras no ambito de imobilizacéo.
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require increasing productivity of processes and reduction of costs. In this context, enzyme immobiliza-
tion can be a low-cost approach to the development of more robust and resistant systems to industrial
conditions. Immobilized enzymes provide greater stability, sensitivity, and catalytic activity, than free

Cellulases enzymes do, in addition to improved purification processes and the potential for reuse of the enzymes.
Xylanases Among different classes of enzymes, holocellulases are important because they have a broad application
Bioethanol spectrum in key industries, such as food, textiles, and biofuels, which are billion-dollar industries. We
compiled recent reports of holocellulase immobilization achieved using different techniques, with the
focus on the production of bioethanol, a product with growing global demand. In this review, we discuss
the conceptof immobilization, immobilization techniques, and the state of the art with respect to immo-
bilized holocellulases. We also discuss recent trends in immobilization for second-generation ethanol
production and future prospects for industrial applications of immobilized enzymes.
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1.

Introduction

from natural and nonrenewable sources are depleted every day,

The steady growth of the world’s population has increased the
demands for food, fuel, and energy sources. However, feedstocks

* Corresponding author.

E-mail addresses: eximenes@unb.br, eximenes.1@gmail.com (E.X. Ferreira Filho).

http://dx.doi.org/10.1016/j.molcatb.2016.08.006 1381-1177/© 2016 Elsevier B.V. All
rights reserved.

and many are very close to exhaustion. Considering this situation,
there are global efforts to search for sustainable, renewable, cheap,
and environmentally friendly solutions to resource depletion [1].
Brazil is the largest producer of sugarcane and ethanol. In 2015,
590 million tons of sugarcane was harvested, and a large part of the
harvest produced approximately 2.34 billion liters of ethanol. This
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market is constantly growing; a 5% increase in ethanol production is
predicted in 2016 compared with that in 2015, with the exportation
of >1.3 billion liters [2].

However, because of growing global demand for this fuel,
exhaustion of nonrenewable sources, and accumulation of waste
from the processing of sugarcane (bagasse and straw) in the envi-
ronment, there is special interest in exploitation of the energy
available in lignocellulosic biomasses to produce bioethanol. The
use of agro-industrial waste allied to biocatalysis has promoted
increased ethanol production in a sustainable and environmentally
friendly way [3].

Enzymes are biological catalysts that have great potential for
application in different industry branches [4]. This potential is
attributed to the selectivity, specificity, easy production, and envi-
ronmentally sustainable applications possible with enzymes [5].
Among different classes of enzymes, holocellulases are a group with
great industrial importance because they have wide applications in
textiles, pulp, paper, food, animal feed, and the bioethanol industry
[6,7].

However, to achieve wider application of these enzymes in
industry, more stable enzyme systems and economical processes
are required. Many industrial processes occur under conditions
of extreme pH and temperature and generate inhibitory products
for enzymes. In addition, mechanisms that allow the use of small
amounts of enzymes or enable their reuse are also required to
reduce overall costs [8-10]. These requirements are essential for
increasing productivity and providing large-scale economic formu-
lations [5].

To meet all of these needs, enzyme immobilization is one of
the tools suggested by many researchers [5,11-14]. Immobiliza-
tion appears to be an effective alternative method because it allows
reuse of enzymes, decreases their loss, provides easy separation of
products, increases chemical and physical stability of the enzymes,
decreases their inhibition, and increases their specificity and selec-
tivity [15,16]. When performed correctly, enzyme immobilization
enhances the productivity of processes, decreases overall costs,
and provides an economical and environmentally friendly catalysis
approach [17].

To the best of our knowledge, this is the first review of
holocellulase immobilization studies. We discuss techniques and
methods for enzyme immobilization and present the state of the
art of research in this field, with a focus on the immobilization
of cellulolytic and hemicellulolytic enzymes and their potential
applications in industry, especially in the bioenergy sector for pro-
duction of second-generation bioethanol.

2. Holocellulose-degrading enzymes

Holocellulose is the carbohydrate portion of lignocellulose and
holds most of the energy contained in this vegetal component.
Among the enzymes that show holocellulose activity, xylanase,
mannanase, endoglucanase, and exoglucanase have important
roles in breakdown of the polysaccharide backbone [18,19]. In
addition to holocellulases, other recently discovered proteins and
nonhydrolytic enzymes also have important roles in breaking and
depolymerizing lignocellulose. These molecules are expansins and
auxiliary activity enzymes. Swollenin has the ability to disrupt
hydrogen bonds, reduce cellulose crystallinity, and increase cel-
lulase accessibility [20,21]. Lytic polysaccharide mono-oxygenases
are metalloenzymes that oxidize the glyosidic bonds in cellulose,
hemicellulose, and chitin. They are able to increase the activity
of classic glycosyl hydrolases by acting synergistically with these
enzymes in the deconstruction of lignocellulosic biomasses [22,23].

All enzymes described in this review can be used for immobi-
lization processes, but we have chosen to focus on holocellulases,

a group of enzymes with broad industrial applications, mainly in
bioethanol production.

The ligninolytic enzymes are also extremely important for the
degradation of lignocellulose; however, these enzymes will not be
discussed in depth because a review in the literature focusingon
their immobilization and applications has already been published
[17].

3. Enzyme immobilization

Enzyme immobilization can be defined as the confinement of
free/soluble enzymes to a phase (matrix, support, or aggregate) dif-
ferent from a substrate or product [5,12]. This approach overcomes
most of the restrictions of industrial processes, such as low thermal
stability, low pH stability, loss of catalytic activity after one cycle,
enzyme inhibition by substrates or by-products, loss of enzyme
during product separation, and difficulty in the purification step
[14,24-26].

Immobilization increases the thermal stability and provides
greater stability of the enzyme under pH and temperature extremes
because immobilization provides a more rigid external back-
bone for enzyme binding. Thus, the effect of high temperature or
extreme pH in the breaking of interactions or the unfolding of sec-
ondary/tertiary structures of enzymes are minimized [27].

The same explanation also applies to the retention of activity
after several cycles of use, the reduction in enzyme inhibition, and
the increase in storage stability because enzymes are less acces-
sible to interactions caused by inhibitory and denaturing agents,
which makes them less exposed to these agents. Moreover, immo-
bilization also decreases mass transfer by reducing the diffusion
of substrates and other inhibitory agents for the enzymes. Thus,
immobilization can decrease the affinity of an enzyme for a sub-
strate but it can also reduce the interference of external agents in
enzyme catalysis [26,27].

Although immobilization allows the functional optimization of
enzymes, this process also has an impact on the catalytic activity.
An enzyme may be denatured and lose its activity when solubi-
lized in the immobilization medium or during the binding step of
immobilization process. Immobilization generally promotes new
interactions between the enzyme and support, which in turn can
change the final configuration of the biocatalyst and its catalytic
activity [13]. Within the same context, ionic strength and pH in the
immobilization medium may lead to denaturation of the enzyme.
Factors linked to the immobilization process itself can also cause
loss of enzyme activity. As previously mentioned, the decrease in
mass transfer between enzyme and substrate caused by the immo-
bilization process generates diffusion problems that lead to loss of
affinity and activity of the enzyme. Furthermore, it is known that
the binding site and the active site of the enzyme play a crucial role
in catalysis and, during the immobilization process, these sites can
be blocked or distorted, which results in loss of activity [11,27—29].

However, these difficulties may be solved with the most appro-
priate choice of the support material and immobilization approach
to the desired objective. For example, there are approaches that use
a one-point attached derivative, which are hydrophilic, long and
flexible spacers that mimic the soluble enzyme [30]. The design
and the selection of more controlled immobilization approaches
(and nonrandom) are also plausible solutions to obtain suitable
enzyme orientation and relevant activity. Hernandez et al. [31]
reported that different immobilization approaches can result in
different oriented enzyme molecules, depending upon the immo-
bilization approach [13,31]. The use of non-porous nanomaterials
is an alternative to solve the substrate diffusion problems, as they
have reduced mass-transfer limitations, which decrease the loss of
catalytic activity of the enzyme [32]. Furthermore it is important
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to assess the cost-benefit ratio. In some cases, the loss of catalytic
activity is less important when compared to a gain of functional
properties, such as thermal stability, reuse, etc.

Other benefits of immobilization are enzyme reuse with
decreased enzyme loss and easy separation of generated products,
all provided by simple isolation of material support from the reac-
tion medium. In other industrial applications, such separation is
a complex process involving the use of highly concentrated solu-
tions of products. Immobilized enzymes can be separated from
products by physical removal of support when macro carriers are
used, through precipitation, filtration or magnetism, depending on
the characteristics of the support material [27,33]. The physical
removal, filtration and precipitation are simple and inexpensive,
but do not provide a high recovery of the biocatalystand do not
allow a good separation and recovery of products. The precipita-
tion and filtration processes also generate aggregates and clusters
of enzymes, which will change their catalytic activities. These pro-
cesses are also more vulnerable to contamination [27,33,34].

Magnetic separation is an emerging technology that uses
magnetism to efficient separation of iron-magnetic particles.
In particular, the magnetic nanoparticles exhibit superparamag-
netism, which means that the particlesare attracted by a magnetic
field, but not retain any residual magnetism after the field is
removed. Therefore, the superparamagnetic particles in suspension
can be removed of the solution using a magnet external, without
the formation of enzyme agglomerates after removal of the external
magnetic field [35].

There are several studies describing the use of magnetic
nanoparticles for the immobilization of enzymes, however this
technique is more complex, expensive and requires the synthesis
of nanoparticles [36,37].

The selection of both the immobilization strategy and immo-
bilization support directly affects the biocatalyst’s properties. An

Adsorption

Crosslinking
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Entrapment

ideal support must be accessible and have certain characteristics,
such as inertness, physical strength, regenerability, and stability.
A support also should be able to increase enzyme specificity and
activity and must decrease product inhibition, microbial contami-
nation, and nonspecific adsorption [38].

3.1. Immobilization techniques

Each industrial process requires a specific operating condition
for the desired product. Thus, selection of the immobilization tech-
nique is an extremely important step in the overall process and
can lead to reductions in time and costs [39]. The main immo-
bilization techniques are adsorption, crosslinked enzyme crystals
(CLECs) and crosslinked enzyme aggregates (CLEAs), covalent bind-
ing, entrapment and encapsulation. These approaches are shown in
Fig. 1.

3.2. Support materials

The properties of immobilization systems are defined by the
enzyme and support characteristics. The interactions between
enzyme and substrate properties generate specific chemical, bio-
chemical, mechanical, and Kinetic properties [11]. All supports
belong to three categories: synthetic organic polymers, biopoly-
mers, and inorganic solids [40].

Among synthetic polymers, the most used are acrylicresins; e.g.,
Eupergit C and polyketones polymers [41-43]. The most reported
biopolymers are water-insoluble polysaccharides, such as cellulose,
starch, agarose, and chitosan. There are many studies on hydro-
gels, such as polyvinyl alcohol [40,44-46]. Finally, among inorganic
solids, there are several reports of silica, mesoporous silica, alu-
mina, and conductive polymers.

Covalent binding

Encapsulation

c Enzyme
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Fig. 1. Potential approaches of holocellulase immobilization.
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Table 1

Immobilization of cellulolyticand hemicellulolytic enzymes by different approaches and their industrial applications.

Enzyme Support material and technique Suggested application References
Cellulase (commercial) CLEAs by plasma immersion ion Food, brewing, textile, pulp, and paper [68]
implantation industries
Meicelase (commercial cellulase from Aminosilica-1 (adsorption) Cellulose hydrolysis [69]
T. reesei)
Celluclast (commercial cellulase from Polyurethane foam (adsorption) Cellulose hydrolysis and ethanol [70]
T. reesei) and Novozymes 188 industry
(commercial {3-glucosidase from A.
niger)
Cellulase (from T. reesei) Silicon wafers and amino-terminated Ethanol industry [71]
surfaces (adsorption)
C30 (commercial celulase from T. DEAE-Macrosorb (adsorption) Cellulose and lignocellulose hydrolysis [72]
reesei)
Cellulase (commercial from T. reesei) Mesoporous silica and mesoporous Ethanol industry [73] [74]
Cellulase (from T. reesei) silica nanoparticle (adsorption)
Xylanase (from T. reesei) Calcium alginate gel (entrapment) Cellulose hydrolysis, pulp, paper, and [75]
feed industries
Celluclast BG (commercial cellulase) Alginate-chitin and chitosan-chitin Textile, pulp, paper, feed, biofuel, [76]
and Pentopan Mono BG (commercial (adsorption and CLEA’s) animal feed industries
xylanase)
Pectinex™ 3X (commercial cellulase Eudragit L-100 (adsorption and Ethanol, paper, and pulp industries [77] [78]
and xylanase from A. niger) covalent binding) Food, pharmaceutical, and feed
Xylanase (from Aspergillussp.) Eudragit S-100 (adsorption) industries
Endo-glucanase, exo-glucanase, and Au-doped magnetic silica Cellulose hydrolysis [79]
{3-glucosidase nanoparticles (covalent binding)
Cellulase (commercial from T. reesei) Magnetic nanoparticle (covalent Ethanol industry [34,80-82]
Xylanase (commercial from binding and adsorption) and
Thermomyces lanuginosus) superparamagnetic nanoparticles
{3-glucosidase (commercial from A. (adsorption)
niger)
Xylanase (commercial from
Thermomyces lanuginosus)
Xylanase (recombinant from Metal-chelate matrix (adsorption and Xylan hydrolysis [83]
Neocallimastix frontalis) covalent binding)
Xylanase NS50014 (commercial) Agarose and chitosan (covalent Pulp bleaching [84]
binding)
Xylanase (from A. niger) Dialdehyde-cross-linked chitosan Xylan hydrolysis [85]
(covalent binding)
Xylanase (commercial from T. reesei) Polysulfone acrylate membranes Biomass treatment [86,87]
Novozymes 188 (commercial (covalent binding) Cellulose hydrolysis
{3-glucosidase from A. niger) Silica gel and kaolin carriers
(adsorption and covalent binding)
Xylanase (recombinant from T. reesei) Poly (ethylene glycol) methyl ether Production of xylo-oligosaccharides [88,89]
Xylanase and {3-xylosidase (from A. 500 (covalent binding) Cellulose pulping and hemicellulose
niger) Tannin-chitosan, Dowex-50W, hydrolysis
chitosan, polyacrylamide (adsorption,
ionic binding, covalent binding, and
entrapment)
Pulpzyme (commercial xylanase) Radical grafting of acrylamide on Xylan hydrolysis [90]
cellulose acetate membranes (covalent
binding)
Xylanase (from Talaromyces Glutaraldehyde-activated gelatin Production of xylo-oligosaccharides [91,92]

thermophilus)
Xylanase (recombinant from
Penicillium ocitanis)

(covalent binding)
Metal-chelate Eupergit C (covalent
binding)

Pulp, paper, food, and feed industries,
and xylo-oligosaccharides production

With the advent of nanotechnology in the XXI century, nano-
materials have attracted the attention of researchers in the field
of enzyme immobilization. The main reason for this attraction is
related to the fact that these nanoparticles show high volume/size
ratio. Consequently, this may result in reducing the size of the biore-
actors, since it is possible to load a greater amount of enzyme per
unit weight of the carrier [47].

Nanomaterials constitute interesting and emerging matrices
for enzyme immobilization. Some studies using nanomaterials as
immobilization agents, such as gold and magnetic nanoparticles,
carbon nanotubes, carbon derivatives, have also been reported
[15,32-36,47-56].

Within the concept of nanotechnology, nanoporous materials
are type of supports which consist of organic or inorganic regu-
lar structures (bulk materials or membranes) containing pores of
100 nmor less. These materials can be manufactured andalso found
in nature [55,56]. Nanoporous materials have special properties,

including catalytic, diffusion, sensory and adsorptive properties.
Examples of these material supports are actived carbon, cells,
mesoporous titanium dioxide, aerogels, polycarbonate and mem-
branes [48-56].

4. Immobilized cellulolytic and hemicellulolytic enzymes
and their applications

Several studies describing cellulase and hemicellulase immo-
bilization on different supports are found in the literature. These
studies are presented in Table 1, and the most relevant are dis-
cussed in the following sections.

4.1. Cellulases

Different approaches and material supports have been used for
cellulase immobilization, which have led in most casesto optimiza-
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tion of enzyme characteristics, such as thermostability, reusability,
and gain of activity.

One of the first reports of cellulase immobilization was a {3-
glycosidase of Aspergillus niger and cellulase from Trichoderma
reesei [57]. These enzymes were covalently co-immobilized to a
hydrophilic polyurethane matrix. The co-immobilized enzymes
were applied in the hydrolysis of soluble and insoluble cellulose and
showed increases of 2.5 and four times in glucose production from
that of the respective free enzymes. Furthermore, immobilized {3-
glycosidase was highly stable, with 95% of the activity retention
after 1000 h of continuous use. Jones and Vasudevan [58] developed
CLEAs of T.reesei cellulase and 1-ethyl-3-methylimidazolium. The
CLEAs were used in the hydrolysis of cellulose and presented an
initial reaction rate 2.7 times higher than that of the free enzyme.
In addition, the immobilized enzymes were re-used five times in
hydrolysis.

Other parameters commonly optimized by enzyme immobi-
lization are temperature and pH. A cellulase from T. reesei was
immobilized by entrapment in a calcium alginate matrix, which
resulted in immobilization efficiency (difference between initial
and final protein amounts, after immobilization process) of approx-
imately 84%. This immobilized enzyme exhibited a gain of 5 °'Cin
optimum temperature relative to that of the free enzyme and had
higher activity in acidic pH at approximately pH 4.5. In addition,
this system was re-used several times, with activity retention of
20.3% after eight cycles, which suggested the value of immobilized
enzymes in industry [59].

Chen et al. [60] and Jabasingh [61] conducted immobilization
studies of a commercial {3-glycosidase and A. nidulans cellulase
in magnetic nanoparticles and activated carbon surfaces, respec-
tively. Both found that, although the kinetic parameters (Kn and
Vmax ) were affected, the immobilized enzymes showed increases in
the thermostability and operational stability, and they were reused
about 15 times with 90% of the activity retention. The authors sug-
gested that the increasesin Ky and decrease in Vmax were due to
a higher number of interactions between the enzyme and support
that promoted a smaller mass transfer from reaction medium to
immobilized system. The immobilization decreased the substrate
diffusion into the support interstices and decreased the substrate
affinity of the enzyme and the reaction speed.

An immobilization study of endoglucanases onto superparam-
agnetic nanoparticles suggested other benefits and applications
of immobilization. According to Khoshnevisan et al. [62], the
high capacity of enzyme adsorption (31 mg/g) onto paramagnetic
nanoparticles can be used for purification and long-term storage of
such enzymes and can reduce the amount of enzymes required for
industrial applications.

Hegedus and Nagy [63] immobilized endoglucanase, endo-
xylanase, and {3-xylosidase on a thin layer of polyacrylamide.
They observed that the optimum temperature was 50 'C, which
resulted in a two-fold increase in the half-lives of these immobilized
enzymes from those of the free enzymes.

In another study, Borges et al. [64] observed increased sac-
charification of sugarcane bagasse using a commercial cellulose,
Accellerase 1500, supplemented with a commercial {3-glucosidase,
Accellerase from T. reesei, immobilized on polyacrylic resins and
agarose. According to the authors, supplementation with immo-
bilized {3-glucosidase decreased the inhibitory effect of some
compounds and increased conversion rates by approximately 40%
after 96 h of reaction.

Commercial cellulases have also been immobilized by cova-
lent and noncovalent methods on a soluble matrix, Eudragit L-100,
and were applied in steam-exploded straw hydrolysis [65]. The
optimum temperature remained unchanged from that of the free
enzymes; however, the immobilized enzymes were more stable

during storage at 4 'C than were the free enzymes and retained
50% of their activities after 5 cycles of hydrolysis.

Lee et al. [66,67] co-immobilized a cellulase and an isomerase
from T.reesei and Streptomyces rubiginosus, respectively onto Fe304
loaded mesoporous silica nanoparticles (Fe304-loaded MSN). They
used this system for a continuous cellulose-to-glucose and glucose-
to-fructose conversion. This platform has generated a new concept
of direct sequential conversion of cellulose to fructose, and reached
high fructose yield up to 50%, which is the same yield obtained
when using the free enzyme. In turn, fructose can be converted into
5-hydroxyfurfural (HMF), being a platform for obtaining biofuels
such as 2,5-dimethylfuran (DMF). In addition, the use of enzyme-
immobilized Fe304-loaded MSN provides excellent stability and
recyclability.

4.2. Hemicellulases

Most of the studies on hemicellulase immobilization use endo-
{3-1,4-xylanase and {3-xylosidases. Bibi et al. [93] reported high
thermostability and 79% of activity retention at 80 "C for 30 min
when an endo-{3-1,4-xylanase from Geobacillus stearothermophilus
was immobilized on agar gel matrix by entrapping. The free enzyme
had no activity at that temperature. They also reported high effi-
ciency in recycling over six reaction cycles with minimal loss of
activity.

Xylanase from A. tamarii was covalently immobilized on Duolite
Al47 pretreated with glutaraldehyde [94]. The immobilized system
showed a lower optimum pH and a higher optimum temperature
than the free enzymes did. The half-lives of the free enzyme were
186, 93, and 50 min at 40, 50, and 60 'C, respectively, and those of
the immobilized enzyme at the same temperatures were 320, 136,
and 65 min. Moreover, the inhibitory effects of metals and ions were
also investigated and were less pronounced on the immobilized
enzymes.

A general benefit arising from immobilization is the gain in
enzyme activity. Yan et al. [95] reported an 80% increase in the
enzymatic activity of xylanase immobilized on nanoporous gold. In
another study, an Armillaria gemina xylanase was immobilized on
silicon oxide nanoparticles with 117% of immobilization efficiency
[96]. Immobilization of xylanase promoted a shift in the optimal
pH and temperature of the enzyme and gave a four-fold increase in
the half-life of the biocatalyst, 38% xylo-oligosaccharides produc-
tion, and still showed 92% activity retention even after 17 cycles of
use.

The response surface methodology was applied to xylanase
immobilization on different supports. Pal and Khanum [97] cova-
lently immobilized xylanase from A. niger on an alginate-activated
matrix. The optimized immobilization process showed 91% effi-
ciency, an increase of 5°'C in the optimum temperature of the
enzyme, and increases in thermostability of approximately 67% at

45 "Cand 15% at 70 ' C. Thermodynamic studies have indicated that
the increase in enthalpy (@H') and free energy (@G") after immobi-

lization contributed to the increased thermal stability of xylanase
when immobilized. In that study, immobilization also overcame
the problem of reduced permeability of xylan (attributed to its
high molecular weight), which enabled greater accessibility of the
xylanase to the substrate.

Another study also employed the same response surface
methodology for optimization of biobleaching conditions through
the use of xylanase from A. fischeri immobilized on a polystyrene
matrix [98]. An expanded bed bioreactor was developed using
immobilized enzymes for paper pulp bleaching in continuous
mode. The ideal temperature of the reaction was 60 ‘C, and there
was a reduction of 87% of the kappa number. The system appeared
more effective than the conventional chlorine-based bleaching
pulp. A xylanase of S. olivaceus and S. viridis were immobilized
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on Eudragit S-100 polymer and applied in hydrolyzing the corn-
cob powder pretreated with 2% NaOH solution. Kinetic studies
showed marginal increases in Ky, values and significant increases in
Vmax Values after enzyme immobilization. According to the authors,
slight increases in Ky have been reported when insoluble or solid
supports were used. The final extent of xylan hydrolysis of corncob
by the immobilized enzymes was higher (84%) than that of the free
enzymes (79%) [99].

An interesting and frequent finding is that some xylanases, when
immobilized, tend to hydrolyze xylan short chains and produce
xylobiose and xylotriose; free xylanase initially gave oligomer pro-
duction with a higher degree of polymerization, which suggested
that the xylanasesact on long (insoluble) and short (soluble) xylan
chains [92,100].

In addition to providing optimized biochemical and biophysical
characteristics of enzymes, immobilization can be used as a tool for
different purposes. For instance, Shah et al. [101] applied carbon
nanotubes for simultaneous purification and refolding of dena-
tured xylanase. In the first approach, the researchers performed
denaturation of the purified enzymes at different concentrations
of urea. Denatured enzymes showed only 5% retention of activ-
ity. After immobilization onto carbon nanotubes, 55% retention of
activity was observed, which suggested that there was a refolding
of the enzymes. Fourier-transform infrared spectroscopic analysis
showed that denatured enzymes regained their secondary struc-
tures when immobilized onto carbon nanotubes and that they
acquired structures very similar to those of native xylanases.

In the second approach, to investigate whether carbon nano-
tubes could be used as a purification matrix, the same experiment
was repeated with crude xylanase (commercial preparation with-
out purification). Under similar experimental conditions, 92%
activity was recovered. Therefore, carbon nanotubes acted as a
hydrophobic matrix for selective binding of xylanase. This phe-
nomenon is similar to that observed in methods routinely used
for purification by hydrophobic interaction chromatography [101].
This study suggests the possibility of different and simultaneous
applications for immobilization.

5. New trends in immobilization for bioethanol production

Recent studies have reported new immobilization strategies for
applications in the bioethanol industry. These strategies include
the use of new and technological supports with specific proper-
ties that assist in the optimization of enzymatic properties, use
of co-immobilized enzymes with different actions for promot-
ing synergism, development of mathematical models based in
co-immobilized yeasts and enzymes for bioethanol production
optimization, co-cultivation and co-immobilization of microorgan-
isms for simultaneous saccharification and fermentation processes
(SSF), and creation of immobilized cell-free systems.

Nanoparticles have been widely studied and applied in various
fields, such as bioremediation, drug delivery, biomedical, biosen-
sors, and enzyme immobilization. However, there are few studies
about holocellulase immobilization [102,103]. The use of nano-
materials in immobilization can increase the catalytic efficiency
of enzymes by increasing enzyme loading because of the large
surface areas of these nanoparticles. Furthermore, many nano-
materials exhibit specific properties, such as high mechanical
strength, low mass transfer resistance, and electrical and thermal
properties. Such properties help in product separation processes,
promote greater accessibility of enzymes to substrates, and create
greater resistance to abrupt changes in environmental conditions
[102-104].

Cherian et al. [105] assessed the hydrolysis and bioethanol
production efficiency of different organic residues through immo-

bilization of cellulase from A. fumigatus onto MnO, nanoparticles.
In this case, enzymes were immobilized by covalent binding and
subjected to simultaneous saccharification and fermentation pro-
cesses for which pretreated sugarcane bagasse and Saccharomyces
sp. were used, respectively. The enzyme immobilization, besides
optimizing parameters, such as enzymatic activity, optimum tem-
perature, and thermal stability, caused a significant increase in the
production of reducing sugars and consequently promoted higher
production of bioethanol than those of free enzymes (21.96 g/L and
18 g/L, respectively).

A study performed by Lee et al. [106] investigated optimiza-
tion of {3-glucosidase properties immobilized using two different
approaches: CLEAs of {3-glucosidase and CLEAs of {3-glucosidase
immobilized on polymers containing magnetic nanoparticles. The
{3-glycosidase activity was about 36-times higher for polymer
nanofiber CLEAs. After 20 days of incubation, CLEAs immobi-
lized on polymer nanofibers retained 91% of their activity, whilst
CLEAs alone retained 33%. Furthermore, immobilized enzymes
on nanostructured support were more easily recycled by mag-
netic separation. The researchers suggested possible applications
of these immobilized enzymes on magnetic fibers for cellulosic
ethanol production.

Damasio et al. [107] conducted a study of co-immobilization of
hemicellulases aimed at achieving synergism of catalytic actions
and optimization of bioethanol production processes. Arabinofu-
ranosidase and endoxylanase of two isolates of A. nidulans were
co-immobilized and separately immobilized on a glyoxyl agarose
matrix and were subsequently applied in arabinoxylan hydroly-
sis. Enzymes immobilized separately but used simultaneously had
higher hydrolysis efficiency and consequent higher product yield;
however, hydrolysis using a co-immobilized multienzyme complex
resulted in direct release of xylose and arabinose from the arabi-
noxylan substrate, which was very advantageous for application of
these monosaccharides in bioethanol production.

Staniszewski et al. [108,109] conducted optimization studies
of bioethanol production using predictive mathematical models.
To generate the data, they used co-immobilized Saccharomyces
cerevisiae and {3-galactosidase. The enzyme was crosslinked with
glutaraldehyde and the yeast was entrapped in a sodium alginate
matrix. Accordingto the authors, the model can be used for predict-
ing the degree of sugar utilization and ethanol productivity in the
bioreactor, for investigation of the influence of operating conditions
on fermentation yield and product concentration.

The approach of co-immobilization and co-cultivation of fungi
spores and yeasts have been proposed for optimizing the produc-
tion of bioethanol via SSF [110]. The researchers used sweet potato
as carbon source for bioethanol production by co-cultivation and
co-immobilization of saccharolytic fungi (A. oryzae and Monascus
purpureus) and yeast (S. cerevisiae). The authors noted that the
yeast immobilized on a gel matrix showed high viability (95.70%)
in 6% ethanol, which suggested that immobilization increases the
tolerance of yeast to ethanol. It has also been reported that co-
immobilization of yeast with A. oryzae and M. purpureus in a 1:2
ratio gave a high rate of bioethanol production, 4.08 (v/v) and a
high Yg (yield of ethanol production/consumption starch) after
9 days of fermentation. This approach has been considered to be
very promising for applications in the bioethanol industry.

6. Future prospects

For industrial applications of immobilized complexes, the most
important requirement is that a method can potentially be scaled
up for large-scale production. Although most studies have pre-
sented interesting and promising data, most have only been applied
at laboratory scale. Maintaining the robustness and efficiency of
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small-scale systems during scale-up is a common difficulty in
the development of many technologies at the industrial level, so
consideration must be given to this problem during research on
potential applications.

Another desired future target is the development of methods to
efficiently immobilize enzyme cocktails for hydrolysis of complex
substrates, such as agroindustrial wastes, for use in degradation of
lignocellulosic biomasses. Allied to this, the construction of reactors
adapted to these immobilized systems is a necessary goal to be
achieved for ethanol production with high productivity on a large
scale.

Screening of new material supports for use in immobilization is
very important, with the aim of increasing enzyme loading, activity,
and stability to decrease process costs [111]. Therefore, emerging
technologies, such as nanotechnology, should be considered and
thoroughly investigated. The major premise of using nanomaterials
for immobilization is to reduce diffusion limitations and increase
the surface area to increase enzyme loading [112]. Furthermore, the
physical characteristics of nanomaterials, such as particle mobility,
thermal stability, increased surface area, and irradiation resistance,
can affect the catalytic activities of enzymes and consequently be
used to optimize industrial processes [113]. However, there are few
studies involving nanoparticles and carbon nanotubes in holocel-
lulase immobilization.

A common difficulty in all immobilization methods is their
strictly specific nature. In this context, discovery, development,
and manufacture of unique and universal immobilization supports
capable of binding to all types of biocatalysts are needed.

Finally, development of optimized technological devices capa-
ble of being adapted to various reactors and in various stages of
industrial processes may lead to broad application of effective,
robust, and economical enzyme methods in various industries.
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2. Objetivo geral da tese

A presente tese objetivou a realizacdo de estudos de imobilizagdo de
uma holocelulase (pectinase) produzida pelo fungo Aspergillus terreus,
visando a compreensdo dos mecanismos envolvidos na imobilizacdo
enzimatica, e a avaliacdo do potencial de aplicacdo dessa tecnologia. Para
tal, foram executados testes de selecdo da enzima e suporte para
imobilizacdo, e realizados estudos de caracterizacdo e comparacao entre

enzima livre e imobilizada.

3. Justificativa geral da tese

A demanda atual por processos industriais sustentaveis que enquadrem
nos principios de quimica verde tém tornado a catalise enzimética uma
alternativa cada vez mais atrativa para aplicacdo em diversos setores.

Diferentemente dos catalisadores quimicos, as enzimas sao capazes de
discriminar reacfes, substratos, partes especificas das moléculas e, até
mesmo, isébmeros oOticos. Entretanto, além de possuirem um alto custo de
producdo, a grande maioria das enzimas exibe alta atividade catalitica
somente em condi¢des ambientais brandas (SOUZA et al., 2017; SINGH et
al., 2013). Essas propriedades intrinsecas das enzimas torna-as, a maioria
das vezes, inviaveis para aplicacdo em muitos dos processos industriais em
larga escala. Além disso, 0 uso de catalisadores de alto custo, como no caso
das enzimas, requer processos de recuperagdo e reutilizagcdo para tornar o
processo economicamente viavel (HOMAEI et al., 2013).

Dessa forma, a imobilizacdo enzimatica tem sido considerada uma das
alternativas mais promissoras para tornar competitiva a aplicacdo das
enzimas na industria. A imobilizagcdo pode proporcionar a otimizacdo da
estabilidade e das propriedades naturais da enzima, além de promover a
recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador, e proporcionar uma facil
separacédo dos produtos gerados (SHELDON, 2007). E importante ressaltar
gue esta técnica pode ser utilizada em conjunto com outras abordagens que
visem a otimizagcdo das propriedades enziméticas, como engenharia

proteica, biologia molecular e computacional.
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Véarias enzimas e suportes naturais e sintéticos ja foram avaliados
guanto a sua eficiencia na imobilizacdo enzimatica (ES et al., 2015;
ASGHER et al., 2014; DATTA et al.,, 2013; GARCIA GALAN et al., 2011,
WANG et al., 2010). No entanto, até o presente momento, nado foi relatado
um método universal aplicavel para todas as enzimas e suportes. Dessa
forma, tornam-se imprescindiveis estudos e investigacbes na area de
imobilizacdo enzimatica para um maior conhecimento e aperfeicoamento de
técnicas para fornecer novas perspectivas para o setor industrial.

Para o presente estudo foram escolhidas como ferramenta de trabalho
as holocelulases, pois elas sdo enzimas com grande potencial de aplicacéo
em diversos setores, sendo excelentes candidatas para imobilizacéo

enzimatica e aplicacdo em processos industriais.
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1.

Introducao

A pectina é um polissacarideo complexo contido na lamela média e
parede celular primaria das plantas superiores, e representa cerca de um
terco do peso seco do tecido vegetal (FISSORE et al., 2013; GUPTA et al.,
2008; JAYANE et al., 2005). Ela é constituida de uma longa cadeia linear de
acidos galacturbnicos unidos por ligacdes do tipo «-1,4, parcialmente
esterificados por grupos metil éster, podendo conter cadeias laterais de
arabinose, galactose e xilose (VORAGEN et al., 2009; SILVA et al., 2007).

As pectinases sdo um grupo heterogéneo de enzimas de alta massa
molecular que agem sinergicamente na degradacdo das substancias
pécticas. Essas enzimas sdo amplamente distribuidas em bactérias, fungos
e plantas (GUMMADI and PANDA, 2003). No entanto, as pectinases de
origem microbiana sao as mais comumente utilizadas, e representam cerca
de 10% da producéo total de enzimas no mercado mundial (KHOLI et al.,
2015).

As enzimas pectinoliticas podem ser classificadas de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas e seu mecanismo de acdo. Considerando as
propriedades fisico-quimicas, as pectinases podem ser divididas em &cidas
e alcalinas (KASHYAP et al., 2001). As pectinases acidas sdo amplamente
utilizadas na industria alimenticia de sucos e vinhos, e possuem origem
predominantemente flngica, com prevaléncia no género Aspergillus
(HEERD et al., 2012; KASHYAP et al., 2001). Ja as pectinases alcalinas sao
mais comuns em bactérias, principalmente do género Bacillus, e sé&o
empregadas no tratamento de residuos industriais e maceracdo de fibras
vegetais (KASHYAP et al., 2001).

Em relacdo ao mecanismo de acgdo, essas enzimas podem ser
classificadas em pectinas esterases, poligalacturonases, pectato liases e
pectina liases (Figura 1) (GOMES et al., 2011; SOARES et al., 2001).
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Figura 1 - Diferentes tipos de pectinases e suas acOes sobre a pectina. As setas
indicam o local de acdo da enzima. (&) R = H para PG e CH; para PMG, (b) PE,
(¢ R = H para PGL e CH; para PL. PG: poligalacturonase, PMG:
polimetilgalacturonase, PE: pectina esterase, PGL: pectato liase, PL: pectina liase.
Fonte: GUMMADI and PANDA, 2003.

As polimetilgalacturonases (PMG) realizam a hidrolise de ligagbes do
tipo a-1,4 no cerne da estrutura da pectina, gerando 6-metil-D-galacturonato.
Essas enzimas agem preferencialmente em cadeias de pectina altamente
esterificadas (JAYANI et al., 2005). Ja as poligalacturonases (PG) realizam a
catélise de ligacdes do tipo a-1,4 na cadeia de acido poligalacturénico,
produzindo D-galacturonato. Ambos os grupos abrangem enzimas com acéo
endo-, que catalisam a quebra randémica do substrato, e exo-, que
catalisam a hidrélise na extremidade n&o redutora da pectina, produzindo
mono e digalacturonato (PEDROLLI et al., 2009).

As pectina esterases (PE) catalisam a desesterificacdo do grupo metoxil,
formando acido péctico e metanol. Elas agem nos grupos metil-éster de
unidades de galacturonato localizadas, preferencialmente, préximas a outras
unidades nao esterificadas (KASHYAP et al., 2001).

As pectato liases (PGL) atuam no rompimento de ligacfes glicosidicas

do acido poligalacturénico, formando produtos insaturados através de
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mecanismos de transeliminacéo. Elas também podem agir de forma endo ou
exo no substrato (JAYANI et al.,, 2005). Ja as pectina liases (PL) séo
enzimas que agem de forma randémica em cadeias altamente esterificadas
de pectina, produzindo metiloligogalacturonatos insaturados, através de
mecanismos de transeliminiacdo de ligacdes glicosidicas (PEDROLLI et al.,
2009; JAYANI et al., 2005).

A importancia comercial das pectinases deriva, principalmente, do seu
uso na industria alimenticia na clarificacdo/reducédo de viscosidade de sucos
de frutas, e extracdo de sumo e corantes necessarios para a preparacao de
néctares e purés. Adicionalmente, as pectinases também podem ser
aplicadas nas industrias téxteis, de papel e celulose, racdes animais e
tratamento de residuos (SOROOR et al., 2013; RIBEIRO et al., 2010).

Os principais entraves a exploracdo e ampla utilizacdo de enzimas
comerciais na industria sdo a baixa estabilidade, baixo rendimento e alto
custo de producdo (SOROOR et al., 2013). Nesse contexto, a aplicacao de
residuos agroindustriais como fonte de carbono, e o uso da fermentacéo em
estado sélido ndo s6 reduzem o custo de producao, como também ajudam a
superar os problemas ambientais de manejo dos residuos sdlidos (SILVA et
al., 2002). Aliado a isso, a imobilizacdo enzimatica também representa uma
alternativa potencial para o aumento da produtividade e reducdo de custos
(WANG et al., 2010; KIM et al., 2006).

Diante do cenario apresentado, o presente capitulo propde a producéo
de holocelulases, através do cultivo do fungo A. terreus, utilizando o bagaco
de cana como fonte de carbono, e a purificacdo dessas enzimas para
posteriores estudos de caracterizacao, e futura aplicacdo em imobilizagéo.

O fungo filamentoso A. terreus foi escolhido como ferramenta de estudo,
pois € um microrganismo capaz de secretar grandes quantidades de
holocelulases quando crescido em substratos lignocelulésicos, como
relatado por alguns autores (NAGHVI et al., 2013; NARRA et al., 2012; GAO
et al., 2008) e corroborado por estudos realizados por nosso grupo de
pesquisa (MOREIRA, 2013; SIQUEIRA et al.,, 2010). Além disso, esse
género é relatado como o principal produtor de pectinases &cidas
(KASHYAP et al., 2001).
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A fermentacdo em estado solido (SSF) foi escolhida como abordagem
para a producdo de enzimas, pois quando comparada a fermentacéo
submersa, apresenta-se mais vantajosa. A SSF é um procedimento de baixo
custo, alta produtividade volumétrica, proporciona uma menor degradacao
proteica, possui uma menor probabilidade de contaminacéo, além de ser um
processo mais sustentavel e ambientalmente correto, uma vez que produz
menor quantidade de agua residual (SHINGANIA et al., 2010; BHARGAV et
al., 2007; PANDEY et al., 2003; VINIEGRA-GONZALES et al., 2003).

O bagaco de cana-de-acucar foi selecionado como fonte de carbono
para producao de holocelulases, pois o Brasil € o maior produtor de cana-de-
acucar do mundo e, dessa forma, o bagac¢o de cana é um residuo produzido
em escala crescente no pais (Conab, 2018). A procura por estratégias de
utilizacdo desse residuo visa minimizar os danos causados por seu acumulo,
objetivando o desenvolvimento sustentavel (PINTO, 2012). Nesse cenario, a
utilizacdo do bagaco em estado sélido como indutor da producéo e secrecéo
enzimatica pode ser uma estratégia de grande potencial para a producéo de

enzimas em larga escala.

. Objetivos especificos

e Cultivar o fungo A. terreus em bagaco de cana por SSF.

e Analisar o perfil enzimético do extrato bruto quanto as atividades de
holocelulases, visando a selecdo de uma enzima candidata a
imobilizac&o.

e Purificar uma pectinase de A. terreus para posteriores experimentos de

caracterizagao e imobilizagdo enzimatica.

. Metodologia
3.1.Reagentes

Os reagentes pectina de frutas citricas, xilana de aveia, carboximetil-
celulose (CM-celulose) e manana foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St.
Louis, MO, USA). As colunas cromatograficas HiPrep16/60 Sephacryl S-100
HR, HiTrap Q FF e o kit de marcador de massa molecular Low Molecular
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Weight (LMW) foram adquiridos da GE Healthcare Life Sciences
(Piscataway, NJ, USA).

3.2.Residuos agroindustriais

O bagaco de cana-de-acucar foi cedido pela usina Jalles Machado,

localizada no municipio de Goianésia- GO.

3.3. Pré-tratamento do residuo

O bagaco de cana-de-agucar foi autoclavado a 121°C por 2 horas, sendo
posteriormente lavado em agua corrente. Em seguida, o material foi
submetido a secagem em estufa a 60°C, por 48 horas. Por fim, o material foi
triturado em moinho industrial para obtencdo de particulas com tamanho

homogéneo.

3.4. Origem do microrganismo e manutencao

O fungo A. terreus foi isolado da compostagem de residuos de uma
industria de beneficiamento de algodao, na regido do Vale do Itajai, Gaspar-
Santa Catarina. Sua identificacdo morfolégica foi realizada pelo Prof. Dr.
Luis Roberto Batista, do Laboratorio de Microbiologia Agricola, da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG. A identificacdo molecular da
cepa foi realizada pela Profé. Dr2. Nadia Pachin, do Laboratério de Biologia
Molecular, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia
(UnB), conforme descrito por Moreira (2013).

O isolado de A. terreus encontra-se depositado na colecdo de cultura do
Laboratorio de Enzimologia na UnB, que possui Autorizacdo de Acesso e
Remessa de Componente do Patrimdnio Genético, com niumero de processo
010237/2015-1. O local de depodsito de subamostras é o Banco de
Germoplasma de Microrganismos/CENARGEN, EMBRAPA.

As amostras do isolado foram armazenadas em tubos contendo glicerol

50% (v/v), e mantidas em ultrafreezer a -80°C para posterior uso.
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3.5. Cultivo em estado sélido

A fermentacdo em estado solido foi realizada em erlenmayers de 250 mL
contendo 5 g de bagaco de cana pré-tratado e esterelizado, umedecidos
com meio minimo (KH,PO, — 7 g, K,PO4 — 2 g, MgSO,4/7H,O - 0,1 g,
(NH4)2SO4 — 1,6 g) na proporcédo 1.8 (m/v), visando a obtencédo de 65% de
umidade (SIQUEIRA, 2010; SIQUEIRA et al., 2010).

O in6culo foi realizado através da raspagem de esporos das placas de A.
terreus e homogeneizacdo em solucdo de NaCl 0,9% (m/v), previamente
esterelizada, formando um suspensao de esporos. A contagem dos esporos
viaveis foi realizada por meio de observacdo em microscépio Optico com
auxilio de uma camara de Newbauer. A adicdo do in6culo na amostra
ocorreu atraves do céalculo do volume de solucéo de esporos correspondente
a 1x10® esporos para cada grama de residuo. O cultivo foi realizado em
camara de demanda biolégica de oxigénio (BOD), a 28°C, por 7 dias, sem
agitacao (SIQUEIRA, 2010; SIQUEIRA et al., 2010).

A extracdo de enzimas foi realizada através da adicdo de 50 mL de
tampao acetato de sédio 50 mM pH 5, homogeneizacdo, e incubacdo em
shaker por 1h a 28°C e 120 rpm. Posteriormente, as amostras foram filtradas
em bomba a vacuo com papel filtro, e centrifugadas para remocdo dos
esporos remanescentes (PINTO et al., 2012). Por fim, acrescentou-se azida
sodica 0,01% as amostras, e as mesmas foram congeladas para posterior

uso. Os cultivos foram realizados em triplicata.

3.6. Determinacao da atividade enzimatica de holocelulases

Para determinagdo da atividade de xilanase, pectinase, CMCase e
mananase foram realizados ensaios pelo método de DNS, conforme descrito
por Miller (1959) e adaptado por Vale (2012). Os substratos pectina, xilana e
manana foram preparados na concentracao final de 1%, enquanto que a
carboximetilcelulose foi preparada na concentracdo final de 4%. Nesse
protocolo foi utilizado 5 yL de enzima e 10 pyL de substrato. A mistura foi
incubada a 50°C por 30 minutos. Apés esse periodo, foram adicionados 30
ML de DNS, e a mistura foi fervida por 10 minutos a 97°C (MILLER, 1959).
Posteriormente adicionou-se 150 pL de agua destilada. A quantidade de
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acucares redutores foi quantificada pela leitura da absorbancia a 540 nm
através de um leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular Devices Co.,
Sunnyvale, CA, EUA).

As atividades enziméaticas foram expressas em Ul/mL, sendo definidas
como a quantidade de acucares redutores liberados na unidade de tempo
por mililitro de enzima (umol de acucar redutor/min/mL).

Para determinacdo da quantidade de acucar redutor liberado durante os
ensaios enzimaticos foram construidas curvas de calibracdo com acido D-
galacturdénico, D-xilose, D-glicose e D-manose. Estas foram realizadas com
uma solucdo estoque de 2 mg/mL de cada monossacarideo, variando a
concentracdo do agucar redutor entre 0,2 - 1,6 mg/mL, totalizando o volume
final de 15 uL. Do grafico foi obtida a equacédo da reta, que foi utilizada para
quantificar os acucares redutores totais apos a leitura.

3.7.Determinacéo de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando o Kit Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories, EUA). Uma solucdo de BSA (albumina sérica bovina) de

concentracéo 0,1 mg/mL foi usada para construcéo da curva padréo.

3.8. Ultrafiltrac&o do extrato bruto enzimatico

O extrato bruto enzimatico foi concentrado 10 vezes pelo processo de
ultrafiltracdo, utilizando uma membrana com retencdo de 50 kDa (Amicon
Millipore Co., Bedford, MA, USA) no sistema Amicon Filtration System-
Stirred Cells, com pressdo de 75 psi a 4°C. O corte da membrana foi
selecionado baseado na alta massa molecular das pectinases (SIDDIQUI et
al., 2012; DAMASIO et al., 2010; JACOB et al., 2008; SINITSYNA et al.,
2007; JAYANI et al., 2005). As aliquotas de concentrado e ultrafiltrado foram

armazenadas para posterior avaliacdo do perfil enzimatico.
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3.9. Purificacéo parcial da pectinase

A purificacdo de proteinas foi realizada a 28°C, no sistema
cromatrografico automatizado Akta Purifier (GE Healthcare Life Sciences),
com software Unicorn 5.0 integrado.

Primeiramente, a fragdo concentrada da ultrafiltragcéo foi dialisada contra
tampao tris-HCI 50 mM pH 7.5, overnight, a 4°C sob agitacdo. A amostra
resultante foi fracionada em coluna de troca i6nica HiTrap Q FF (1mL de
volume de coluna) pré-equilibrada com tampéo tris-HCI 50 mM pH 7.5. O
volume aplicado de amostra foi de 1 mL. Um gradiente crescente de NaCl
(de 0 a 1 M) foi aplicado a coluna a partir do 10° tubo. Foram coletadas 28
fracbes de 1mL, em um fluxo de 1mL/min. A atividade enzimatica de cada
fracdo foi determinada, assim como a absorbancia a 280 nm. As fragdes
correspondentes aos picos de atividade enzimatica do cromatograma foram
coletadas e armazenadas em camara fria a 4°C, com 0,01% (m/v) de azida
sodica.

Posteriormente, as amostras correspondentes aos picos de atividade
enzimatica resultantes da cromatografia de troca ibnica foram submetidas a
fracionamento por cromatografia de exclusdo molecular em coluna
HiPrep16/60 Sephacryl S-100 HR (120 mL de volume de coluna), pré-
equilibrada com tampéao tris-HCI 50 mM pH 7.5. Foram aplicados 5 mL de
amostra a um fluxo de 0,5 mL/min, e foram coletadas 47 fragbes de 5 mL,
conforme metodologia do software. A atividade enzimatica e absorbancia
foram determinadas para cada fragdo, e as fragOes correspondentes aos
picos de atividade enzimética foram coletadas e armazenadas em camara
fria a 4°C, com 0,01% (m/v) de azida sodica para posterior avaliacdo do
perfil proteico por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante e

zimograma.

3.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

O grau de pureza da enzima parcialmente purificada foi analisado por
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). As amostras do concentrado e fracdes da
exclusdo molecular (Sephacryl S-100) foram precipitadas em solugcéo de
acido tricloroacético (TCA) 10% em agua, e incubadas por 1 h a 4°C. Em
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seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 14.000 rpm por 15
min, a 4°C. Posteriormente, as amostras foram lavadas por trés vezes em
acetona PA refrigerada, e foram centrifugadas conforme mencionado
anteriormente. As amostras permaneceram a temperatura ambiente por 15
min para secagem.

Apds esse periodo, as amostras foram ressuspensas em 20 uL de
tampé&o de amostra (tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol
0,05%, glicerol 20% e B3 -mercaptoetanol 5%), fervidas por 5 min e aplicadas
no gel de poliacrilamida 12%.

A eletroforese foi realizada em sistema Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) contendo SDS 0,1% (v/v). Para cada
corrida, foram utilizados 1 yL de marcador de massas moleculares LMW,
contendo: fosforilase b (97,0 kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa),
ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa) e inibidor de tripsina
(20 kDa). A eletroforese foi realizada em tampé&o de corrida (tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM e SDS 0,1% (v/v), pH 8,3), a temperatura ambiente, e
submetida a 25 mA constantes por 60 min. Uma concentragédo de 15 pg/mL

de proteina foi definida para cada amostra.

3.11. Coloracéo com nitrato de prata

Apoés a corrida eletroforética as bandas proteicas foram coradas pelo
método de nitrato de prata (BLUM et al.,, 1987). Primeiramente, o gel foi
incubado por 1 h em solucao fixadora (metanol 40% e acido acético 7%).
Apés a incubacéo, o gel foi lavado por 20 minutos em solucéo de etanol 50%
(v/v). Este processo foi repetido por mais duas vezes. Em seguida, o gel foi
incubado por 1 min em solucéo de tiossulfato de sodio 0,02% (m/v), lavado
em agua, e incubado na solucdo de coloracao (nitrato de prata 0,2% m/v,
formaldeido 0,03% v/v) por 15 min. Por fim, o gel foi lavado trés vezes em
agua destilada e submetido a solucao reveladora (carbonato de sédio 6,0%
m/v, tiossulfato de sédio 0,004% v/v, formaldeido 0,02% v/v). Apds o
surgimento das bandas, a reacado foi interrompida com solugéo fixadora. O

gel foi foto-documentado em scanner comercial.
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3.12. Zimograma

As amostras do extrato bruto concentrado e da fragcdo semi-purificada
(PEC2) foram submetida a técnica de zimograma através da eletroforese em
gel SDS-PAGE 12% (v/v), como descrito no item 3.10 do presente capitulo,
co-polimerizado com solucdo pectina de frutas citricas 0,1% (v/v), como
descrito por Cruickshank e Wade (1980).

Apés a eletroforese, o gel foi incubado duas vezes em solucéo triton X-
100 2,5% (v/v) por 30 minutos, a 28°C sob agitacdo. Em seguida, o gel foi
incubado em tampéo acetato de sédio 50 mM pH 5 por 90 minutos, a 50°C
sob agitacdo. A reacédo foi interrompida pela incubacdo do gel a 4°C por 1
hora.

Posteriormente, o gel foi lavado com &gua destilada e imerso em
solucéo vermelho de ruténio 0,02% (m/v) por 30 minutos sob agitacdo. Por
fim, o gel foi descorado com &gua destilada até o aparecimento das bandas
translicidas. Uma concentracdo de 50 pg/mL de proteina foi definida para o
zimograma. O gel foi foto-documentado em scanner comercial.

As corridas de eletroforese em SDS-PAGE e Zimograma foram

realizadas simultaneamente, no mesmo gel de corrida.

. Resultados e discussdo
4.1. Perfil enziméatico do extrato bruto de A. terreus

A Figura 2 apresenta o perfil enziméatico de holocelulases do extrato
bruto de A. terreus crescido em bagaco de cana por SSF.
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Figura 2 - Determinagao da atividade de holocelulases no extrato bruto de A. terreus.

Observa-se que o A. terreus foi capaz de produzir CMCase, mananase,
pectinase e xilanase quando crescido em bagaco de cana. Diversos estudos
relatam que este fungo € capaz de produzir grandes quantidades de
holocelulases quando crescido em substratos lignocelulésicos (MOREIRA,
2013; NAGHVI et al., 2013; NARRA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2010;
GAO et al., 2008).

Ao analisar o gréafico, nota-se uma maior atividade das enzimas
pectinase (0,83 Ul/mL) e xilanase (0,62 Ul/mL). Esses dados condizem com
outros descritos na literatura para A. terreus crescido em bagacgo de cana
por SSF (SIQUEIRA, 2010; SIQUEIRA et al., 2010). Além disso, o género
Aspergillus é frequentemente relatado como um grande produtor de
pectinases (KASHYAP et al., 2001). No entanto, as atividades enzimaticas
aqui descritas séo relativamente menores que as apresentadas por Siqueira
(2010), de 1,48 Ul/mL de xilanase e 1,81 Ul/mL de pectinase. Dessa forma,
se fazem necessarios estudos de otimizacdo das condi¢cdes de cultivo do
fungo, de modo a ser alcancar melhores resultados de producdo de
enzimas.

Comparado a um estudo onde foi utilizada a casca de banana como
fonte de carbono, o presente trabalho revelou uma maior atividade de
pectinase (0,51 Ul/mL e 0,83 Ul/mL, respectivamente), embora a casca de
banana apresente maior porcentagem de pectina em sua constituicdo
(REHMAN et al., 2014). Sabe-se que a proporcao de celulose, hemicelulose

e pectina contida na fonte de carbono usada para o cultivo do fungo € um
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parametro importante para producao de enzimas (HALTRICH and STEINER,
1994). As diferencas na constituicdo fisico-quimica da biomassa
lignoceluldsica leva a um acesso diferenciado das enzimas as fibras de cada
substrato, culminando em producdes enziméaticas diferenciadas para cada
residuo agroindustrial. No caso especifico do A. terreus, existem estudos
gue afirmam que a presenca de substdncias pécticas no
meio/substrato/biomassa induz a expressao de genes responsaveis pela
producéo de pectinases (RUNCO et al., 2001).

Embora o bagaco de cana tenha um teor de pectina menor (8 -10%)
(MOORE et al., 2013) que a casca de banana (11-21%) (EMAGA et al.,
2008), a possivel disposicdo da pectina em regibes mais expostas do
bagaco pode influenciar na inducdo de alta producdo de pectinases,
justificando o padréo observado no presente trabalho.

Diante dos resultados de maior atividade de pectinase, optou-se por esta
enzima como candidata para estudos de purificacdo, caracterizacao, e

posteriores experimentos de imobilizacdo enzimatica.

4.2. Ultrafiltracéo

O extrato bruto de A. terreus foi fracionado por ultrafiltracdo usando
membrana de corte de 50 kDa. Os volumes correspondentes ao extrato
bruto, fracdo do ultrafiltrado e concentrado foram de 300 mL, 270 mL e 30
mL, respectivamente. A presenca de atividade pectinolitica no ultrafiltrado se
deve ao fato que as pectinases apresentam ampla faixa de peso molecular,
variando de 35 a 115 kDA (JAYANI et al., 2005). O perfil de holocelulases de
cada uma das fracBes € apresentado na Tabela 1. Apos o processo de
ultrafiltracdo houve um aumento de 875% da atividade de pectinase no

concentrado, quando comparado ao extrato bruto.
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Tabela 1 - Perfil de holocelulases de A. terreus no extrato bruto, concentrado e

ultrafiltrado.

Fracdo/Enzima

Atividade enzimatica

volumétrica (Ul/mL)

Atividade enzimatica

especifica (Ul/mg)

Extrato bruto

CMCase 0,27 £0,13 24,06
Mananase 0,043 + 0,007 3,78
Pectinase 0,83 + 0,06 71,53

Xilanase 0,61 +0,03 52,79

Ultrafiltrado

CMCase 0,22 £+ 0,008 61,33
Mananase 0,035 £ 0,0007 9,84
Pectinase 0,28 + 0,009 78,64

Xilanase 0,50 + 0,016 141,27

Concentrado

CMCase 0,55 £ 0,088 7,02
Mananase 0,09 + 0,019 1,21
Pectinase 8,1+0,035 101,62

Xilanase 0,81 + 0,008 10,26

A escolha da fracdo concentrada para estudos de purificacdo se deu em

funcdo da grande diferenca entre a atividade especifica da pectinase e das

outras enzimas.

4.3. Cromatografia de troca ibnica

O perfil cromatografico do concentrado em resina HiTrap Q FF é

apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Perfil cromatogréafico da troca ibnica em resina HiTrap Q FF. Volume de
coluna = 1 mL, volume de amostra = 1 mL, gradiente de NaCl (0 a 1 M) aplicado a
partir do 10° tubo, coletadas 28 fragbes de 1mL em fluxo de 1mL/min. —+=Mananase,

CMCase, Xilanase, ——Pectinase, —=—Proteinas totais, — Gradiente de NaCl.

Analisando o cromatograma nota-se que parte das proteinas presentes
no concentrado nao se ligaram a HiTrap Q FF, saindo antes do gradiente de
NaCl aplicado a partir do 10° tubo. No entanto, a pectinase apresentou
interacdo com a resina de troca anibnica, pois eluiu apdés o gradiente de
NacCl, exibindo basicamente um unico pico de atividade.

Este pico comecou na fracdo 14, com uma atividade de 0,34 Ul/mL,
(eluido com 14 mL de tampédo fosfato de so6dio 50 mM pH 7.5 e
aproximadamente 0,23 M de NaCl) e terminou na fracdo 17, com uma
atividade enzimatica de 0,44 Ul/mL (18 mL de tampao fosfato de sodio e
aproximadamente 0,39 M de NacCl).

Observa-se que as fracdes 14-17 também exibiram atividade, ainda que
baixa, de xilanase e CMCase, sugerindo a nao purificagdo da amostra. As
fracbes 14-17 (nomeadas PEC1) foram reunidas para a posterior

cromatografia de exclusdo molecular.

4.4. Cromatografia de exclusdo molecular

Na cromatografia de exclusdo molecular, em resina HiPrepl6/60
Sephacryl S-100 HR, a amostra resultante da cromatografia de troca idnica
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(PEC1) foi fracionada gerando um perfil de eluicdo contendo um pico

principal e bem definido com atividade da pectinase (Figura 4).
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Figura 4 - Perfil cromatografico da fragdo PEC1 em resina HiPrep16/60 Sephacryl S-

100 HR de exclusdo molecular. Volume de coluna = 120 mL, volume de amostra = 5

mL, coletadas 47 fragbes de 5 mL fluxo de 0,5 mL/min. —=Mananase, CMCase,
Xilanase, —*—Pectinase, —*—Proteinas totais.

No pico predominante observa-se que a pectinase foi eluida a partir da
fracdo 9, com uma atividade de 0,27 Ul/mL, correspondente a 45 mL de
corrida, até a fracdo 12, com uma atividade de 0,19 Ul/mL, correspondente a
60 mL de corrida. Nota-se também que a grande maioria das proteinas foi
eluida apés a fracdo 12, indicando uma separacdo significativa entre as
proteinas totais e PECL1.

As fracdes 9 e 12 apresentaram atividade de pectinase, xilanase e
CMCase, indicando a presenca de enzimas nao pectinoliticas. Como a
atividade de pectinase era baixa nestas fracdes, optou-se por descartar o
uso das mesmas. Dessa forma, as fracées 10 e 11 (nomeadas PEC2), que
apresentaram atividades mais intensas de pectinase (F. 10 = 0,81 Ul/mL e F.
11 = 0,85 Ul/mL) foram reunidas para posteriores analises.

Um esquema simplificado dos passos de purificacdo da pectinase de A.

terreus é apresentado na Figura 5.
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Extrato bruto A.
terreus
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HCIpH 7.5
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FF)
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Exclusdo molecular (Hi Prep
16/60 Sephacryl S-100 HR)
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Figura 5 - Fluxograma das etapas de purificacdo da PEC2.

4.5. Eletroforese: SDS-Page e Zimograma

Os perfis protéicos do concentrado e da fragdo PEC2, e atividade da

pectinase sao apresentados na Figura 6.
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Figura 6 - Gel de eletroforese em condi¢cdes desnaturantes e zimograma. (A) Marcador
de massa molecular em kDa, (B) Concentrado, (C) PEC2, (D) Zimograma do
concentrado.

A multiplicidade de proteinas da amostra do concentrado é evidenciada
pelas diversas bandas formadas no gel de eletroforese (Figura 6 B). Apos
todas as etapas de purificacdo, nota-se que a multiplicidade de bandas
reduz expressivamente, sendo visivel a presenca de aproximadamente 6
bandas apds a etapa de filtracdo em gel (Figura 6 C), confirmando a
purificacdo parcial da pectinase.

Através do zimograma (Figura 6 D) é possivel confirmar a presenca de
pelo menos uma forma de pectinase com alta atividade enzimatica, e massa
molecular de aproximadamente 50 kDa. A massa molecular observada é
condizente com as relatadas na literatura para diferentes pectinases
purificadas de fungos e bactérias, onde se observa massas moleculares
variando entre 35 e 115 kDa (SIDDIQUI et al., 2012; DAMASIO et al., 2010;
JACOB et al., 2008; SINITSYNA et al., 2007; JAYANI et al., 2005).

A Tabela 2 apresenta os calculos de rendimento e indice de purificacédo

parcial da enzima.
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Tabela 2 - Rendimento e indice de purificacdo parcial de PEC2.

Atividade indice de
Atividade Proteina _ Rendimento -
Etapa especifica purificacao
(un (mg) (%)
(Ul/mg) (Vezes)
Extrato
o 249 3,48 71,53 100 1
bruto inicial
Ultrafiltracdo
243 2,38 101,62 97,6 1,42
(50 kDa)
HiTrap Q FF 220 0,96 228,75 88,4 3,20
HiPrep16/60
Sephacryl 199 0,31 638,46 79,9 8,92
S-100 HR

ApOs as etapas de ultrafiltracdo e cromatografias foi constatado um
rendimento de purificacdo de 79,9%, porém, como confirmado pelo perfil de
proteinas da Figura 6 C, ndo foi possivel alcancar a purificacdo total da
pectinase.

Varias pectinases fungicas tém sido purificadas por diversas
metodologias, com diferentes rendimentos (CELESTINO et al., 2006;
GUMMADI and PANDA, 2003). Pedrolli e Carmona (2010) purificaram uma
exopoligalacturonase de A. giganteus em apenas uma etapa de
cromatografia de troca anionica - Sephadex DEAE A-50, com um rendimento
de 86,4% da atividade pectinolitica. Yadav e colaboradores (2009) relataram
a purificacdo de uma pectina liase de A. terricola apos cromatografias de
troca ibnica e filtragdo em gel, com rendimento de 45% da atividade inicial.
Sethi e colaboradores (2016) relataram a purificacdo de uma pectinase de A.
terreus crescido em casca de banana por SSF (SETHI et al., 2016). Eles
utilizaram como estratégia de purificacdo a precipitacdo com sulfato de
amonio, seguida por cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-
100, alcangando um rendimento de 8,08% da atividade pectinolitica inicial.

No presente trabalho, o alto rendimento de purificagdo parcial e o perfil
de bandas apresentado pela fracdo PEC2 (Figura 6 C) apontam a
necessidade de etapas adicionais para se alcancgar a purificacdo total da

enzima. No entanto, para os experimentos de imobilizacdo ndo é necessario
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o emprego de enzimas completamente purificadas, de modo que as
condicGes alcancadas no presente trabalho ja suprem a demanda para os

estudos posteriores.

5. Conclusdes e perspectivas futuras

O presente capitulo teve como objetivos a producédo e purificacdo de
uma enzima candidata para estudos de imobilizacdo enzimatica. O fungo A.
terreus revelou um potencial de producao de diferentes holocelulases, sendo
predominante a atividade de pectinase. Consequentemente, essa enzima foi
selecionada para os passos posteriores de purificacdo e imobilizacao.

Foram aplicadas diferentes abordagens de purificacdo, no entanto néo
foi possivel chegar a purificacdo total da pectinase. De fato, para uma
potencial aplicacdo industrial das enzimas imobilizadas é mais viavel
economicamente utilizar o préprio extrato bruto. Entretanto, a purificacdo de
enzimas auxilia nos estudos de caracterizacdo da enzima e do proéprio
processo de imobilizacdo, ajudando a compreender 0s processos fisico-
guimicos envolvidos. Dessa forma, como perspectivas futuras pretende-se,

novamente, testar outras abordagens de purificacdo da pectinase.
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Capitulo IlI:
Funcionalizacao/caracterizacao dos
nanotubos de carbono e sua utilizacao
em imobilizacao enzimatica
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1. Introducéo

A nanociéncia inclui o estudo e manipulacdo de particulas e sistemas em
nanoescala (1 nanémetro = 10° metros), de modo a se descobrir novas
propriedades e comportamentos para esses materiais. Ja a nanotecnologia
compreende o design, caracterizacao e producao de estruturas, dispositivos
e sistemas em escala nanométrica, visando a aplicagdo dos nanomateriais
(NNI, 2013; ABU-SALAH et al., 2010).

A grande premissa da ciéncia em nanoescala baseia-se no fato de que
0S materiais, quando em escala nanométrica, apresentam propriedades
(quimicas, elétricas, magnéticas, mecanicas e Opticas) bem diferentes dos
seus homodlogos em escala maior. Essas novas propriedades sao,
principalmente, devido ao efeito de confinamento quantico de elétrons, e
podem ser exploradas em diversas areas, como fisica, ciéncia dos materiais,
engenharia, biologia e biomedicina (ABU-SALAH et al., 2010; MANSOORI,
2005)

Os nanotubos de carbono (CNT’s) foram descobertos por Sumio lijima
em 1991 (IIJIMA, 1991). Eles consistem de folhas de grafite enroladas em
formato cilindrico contendo meia esfera de fulereno C60 em cada uma de
suas extremidades (Figura 7). Esses materiais possuem diametro entre 1 e
100 nandémetros, com comprimento variando de centenas de nanémetros a
micras (TASIS et al., 2006; HARRIS, 1999).

Figura 7 - Representagdo esquematica da estrutura basica de um nanotubo de
carbono.
Fonte: SINHA and YEOW, 2005.
Existem diferentes rotas de sintese de nanotubos de carbono, como
deposicdo quimica de vapor (CVD), vaporizacdo de atomos de carbono,

decomposicdo de mondxido de carbono a altas pressdes e temperaturas
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(CHIANG et al., 2001), e pirdlise do benzeno na presenca de hidrogénio
(HARRIS, 1999). No entanto, a CVD € a rota mais comum.

Os nanotubos podem ser divididos em duas categorias (Figura 8):
nanotubos de carbono de parede Unica (SWCNTs), que consistem em
apenas uma folha de grafite enrolada com diametro de 0.4 a 2nm; e
nanotubos de carbono de paredes mudltiplas (MWCNTSs), formados por
multiplas folhas de grafite enroladas concentricamente com didmetros de 2 a
100 nm (LEE et al., 2006; GONG et al., 2005; LUO et al., 2001).

SWCNT MWCNT

Figura 8 - Nanotubo de parede Unica (SWNT’s) a esquerda e nanotubo de parede
multipla a direita (MWCNT’s).
Fonte: CHOUDHARY and GUPTA, 2011.

Os CNT’s apresentam propriedades estruturais, eletrbnicas e mecanicas
Unicas, e por este motivo vém despertando atencdo especial desde seu
descobrimento (JOSHI et al., 2006; LEE et al., 2006). Varias aplicacdes
potenciais para 0os nanotubos sdo propostas no ramo da nanotecnologia,
incluindo a obtencdo de compostos condutores e de alta resisténcia
mecanica, dispositivos semicondutores em escala nanométrica e dispositivos
emissores de elétrons (GONG et al., 2005).

No ramo da biotecnologia, os nanomateriais vém sendo amplamente
pesquisados como agentes de imobilizacdo de enzimas, pois apresentam
algumas caracteristicas que os fazem 6timos suportes para catalisadores,
como extensa area de superficie, menor resisténcia a transferéncia de

massa e eficaz carreamento das moléculas (WANG et al., 2010; JIA et al.,
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2003). Essas caracteristicas geram grande potencial para otimizacdo das
técnicas de imobilizacado, pois viabilizam um maior carreamento de enzimas
no suporte, proporcionam um aumento da transferéncia de massa entre
enzima e substrato, e, desta forma, promovem maior rendimento e
produtibilidade aos processos.

Dentre os nanomateriais, os nanotubos de carbono destacam-se em
relacdo aos outros, pois apresentam propriedades fisicas e quimicas
especificas, como flexibilidade, rigidez, extensa &area de superficie e
biocompatibilidade, o que favorece a aplicacdo em biorreatores (WANG et
al., 2010; JIA et al., 2003).

Varios autores sugerem que a imobilizacdo de enzimas aos nanotubos
de carbono é uma aplicacdo biotecnol6gica muito promissora, podendo ser
aplicada na fabricacdo de células de biocombustiveis, industrias quimicas,
farmacéuticas e alimenticias (LEE et al., 2010; WILLNER et al., 2009).

. Objetivos especificos

¢ Funcionalizar os nanotubos de carbono.

e Caracterizar os nanotubos de carbono primitivos (ndo funcionalizados) e
funcionalizados através de técnicas de termogravimetria, espectroscopia
Raman e microscopia eletrénica de varredura.

e Aplicar os nanotubos de carbono como suportes de imobilizacéo

enzimatica.

. Metodologia
3.1. Amostra

A amostra de nanotubos de carbono de paredes mdltiplas né&o
funcionalizadas (lote HP2627) foi cedida pelo Laboratério de Nanomaterias,
do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).
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3.2.Funcionalizacéo

A carboxilagdo dos nanotubos de carbono foi realizada com &cido
sulfarico e nitrico concentrados (3:1 em volume), com posterior exposi¢cao a
ultrassom aquecido a 70°C, e agitacdo mecéanica de 430 rpm. O tempo de
exposi¢do foi variado (5 min, 20 min e 50 min) visando a obtencdo de
diferentes graus de funcionalizagdo. A separacao e lavagem dos nanotubos
foram realizadas por filtracdo em funil de vidro sinterizado (porosidade de 16
a 40 microns) até o alcance de pH neutro. A secagem foi feita em estufa a
100°C, por 8 horas. Todo o procedimento foi realizado no Instituto de
Ciéncias Exatas da UFMG.

A funcionalizacdo dos MWCNT’s permite a insercdo de grupamentos
carboxilicos (-COOH) que promovem uma maior dispersdo em agua e
solventes, além de disponibilizar grupamentos livres para reacdes quimicas

com outras moléculas e componentes bioldgicos.

3.3. Teste de solubilidade dos nanotubos de carbono

Para o teste de solubilidade, 1 mg de MWCNT’s foi disperso em 10 mL
de agua deionizada com auxilio de um ultrassom de ponta (Viracell, Sonics),
na poténcia de 20%, por 30 segundos. Apds a sonicagcao as amostras foram

mantidas em repouso e observadas por 7 dias.

3.4. Andlise termogravimétrica e térmica diferencial

Através da analise termogravimétrica (TGA) é possivel fazer uma
relacdo da variacdo de peso da amostra em funcdo da temperatura,
proporcionando a identificacdo dos componentes do analito, a andlise de
pureza e célculo do grau de funcionalizagdo dos nanotubos de carbono.

A termogravimetria foi realizada no Instituto de Ciéncias Exatas da
UFMG. As andlises foram feitas em duplicata, no equipamento Q500 (TA
Instruments), com razdo de aquecimento de 5°C min™, da temperatura
ambiente até 900°C, em atmosfera de ar sintético e vazdo de 25 mL min™.
Foram pesados aproximadamente 3 mg de nanotubos para cada andlise. A

alumina foi utilizada como padréo para calibracao.
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3.5. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica fotonica de alta resolucdo que
oferece informacdes quimicas e estruturais de compostos organicos e
inorganicos, permitindo uma rapida identificacdo da amostra (BANTZ et al.,
2011).

Nessa técnica uma fonte de luz monocromética incide sobre a amostra,
e a luz espalhada é coletada por um detector. Quando a luz incide sobre o
analito os fétons sdo espalhados inelasticamente, podendo perder (Stoks
shift) ou ganhar (anti-Stokes shift) energia a partir do movimento vibracional
das moléculas presentes na amostra (ANKER et al., 2008).

O espectro resultante da medida do espalhamento consiste em bandas
correspondentes as transicbes vibracionais especificas da estrutura
molecular. Isso gera um fingerprint que € utilizado como ferramenta para
identificacdo do analito, provendo uma alta especificidade a técnica (BANTZ
et al., 2011).

As analises espectroscopicas foram realizadas no Laboratorio de Optica
do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG. Foi utilizado o equipamento T64,
com laser 785 nm, poténcia de 3 mW, objetiva de 50x, tempo de aquisicao
de 30 segundos e 3 acumulacoes.

3.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de MEV foram obtidas no microscéopio Quanta 200- FEG/FEI
com canhdo de emissao por efeito de campo (Centro de Microscopia da
UFMG e Laboratério de Microscopia da UnB). O preparo das amostras foi
feito por sonicacdo dos nanotubos em 4&lcool isopropilico e posterior
deposicdo em grades de cobre/carbono de 200 mesh. A determinagdo da
distribuicdo de comprimento foi realizada com auxilio do software Image J,
através da medicdo de aproximadamente 170 nanotubos observados

isoladamente para cada amostra.
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3.7.Ensaios de imobilizacdo enzimatica nos nanotubos de carbono

Os experimentos de imobilizagdo foram realizados com os nanotubos
funcionalizados e nédo funcionalizados. As amostras enzimaticas utilizadas
foram o extrato bruto de A. terreus e a pectinase pacialmente purificada
(descritas no Capitulo I1).

As amostras de nanotubos testadas foram: MWCNT’s primitivos cedidos
pelo Laboratério de Nanomaterias do Departamento de Fisica da UFMG, e
MWCNT’s com 9% de funcionalizagdo. O ultimo foi selecionado apds
analises do teste de solubilidade e termogravimetria, que evidenciaram alto
grau de carboxilacdo. A alta disponibilidade de grupamentos carboxilicos
aumenta a dispersabilidade dos nanotubos em agua/tampao (ambientes da
reacao) e confere uma maior quantidade de grupamentos livres para reacéo
com as enzimas.

A abordagem de imobilizacdo escolhida foi a adsorcao fisica conforme
descrito por Shah (2008), Mubarak (2014) e Oliveira (2016). Nesse
protocolo, os nanotubos sdo dispersos em solucdo contendo enzimas, e a
mistura € incubada sob agitacdo overnight. Apos a reacdo, o derivado
(enzimatnanotubo) foi centrifugado por 3 vezes para remocédo dos
componentes que ndo reagiram. Foram realizadas variagbes na
concentracdo de enzimas e nanotubos, e foram testados pH’s de reacéo
diferentes, utilizando tampdes diversos.

Para confirmacdo da imobilizacdo das enzimas ao suporte foram
realizados ensaios enzimaticos pelo método de DNS (descrito no Capitulo I1)
no derivado (enzima+nanotubo) e nos sobrenadantes gerados pelo processo

de centrifugacéo.

4. Resultados e discussao
4.1. Teste de solubilidade

A Figura 9 apresenta o teste de solubilidade dos nanotubos em agua.
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Figura 9 - Teste de solubilidade dos MWCNT’s. (A) ndo funcionalizado, (B) 5 min, (C)
20 min, (D) 50 min de ultrassom.

Nota-se uma clara diferenca entre o grau de dispersdo dos nanotubos
nao funcionalizados e com diferentes tempos de funcionalizacao.

A amostra ndo funcionalizada (Figura 9 A) apresenta nanotubos
“decantados” no fundo tubo de ensaio, indicando a n&o dispersdo em agua.
A amostra com 5 min de funcionalizacdo (Figura 9 B), ainda que tenha
apresentado certo grau de solubilidade, também exibiu formacdo de
agregados. Ja nas amostras de 20 e 50 min de carboxilagédo (Figura9 C e D
respectivamente) é notavel a alta dispersdo dos nanotubos, uma vez que a
agua encontra-se totalmente preta e sem presenca de agregados. A imagem
do teste de solubilidade demonstra uma expressiva mudanca de
comportamento dos nanotubos apés o processo de funcionalizacéo.

Na amostra ndo funcionalizada (Figura 9 A) a ocorréncia de interacdes
de Van der Waals e interacdes hidrofdbicas entre os nanotubos justificam a
formacdo de agregados, indicando insolubilidade (BERGIN et al., 2008).
Esse padrdao também pode ser observado na amostra com apenas 5 minutos
de funcionalizacéo (Figura 9 B). Ja no caso dos hanotubos com maior tempo
de funcionalizacdo (Figura 9 C e D), a alta dispersdo pode ser atribuida a
ocorréncia de dois fenbmenos. O primeiro € formacdo de pontes de
hidrogénio entre os grupos carboxilicos presentes na superficie dos
MWCNT’s e a dgua (AGHABOZORG et al., 2010). O outro fendbmeno é o
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forte repelimento entre os nanotubos gerado pelas cargas igualmente
negativas dos grupos funcionais de sua superficie (OSORIO et al., 2008).
Através do teste de solubilidade também foi possivel notar uma relagédo
linear entre tempo de funcionalizacdo e dispersabilidade. Quanto maior o
tempo de reacdo, maior o grau de dispersdo dos nanotubos em agua, e
menor a formacao de agregados no fundo do tubo. Entretanto, somente com
dados semi-qualitativos ndo é possivel afirmar que os nanotubos possuem
graus de carboxilacdo diferentes. Analises termogravimétricas quantitativas
podem confirmar a existéncia de graus de carboxilacdo diferentes entre as

amostras.

4.2. Analise termogravimétrica e térmica diferencial

A Figura 10 exibe os graficos da analise termogravimétrica e térmica
diferencial dos nanotubos de carbono primitivos e com diferentes tempos de

funcionalizacao.
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Figura 10 - Analise termogravimétrica dos MWCNT’s. (A) ndo funcionalizado, (B) 5
min, (C) 20 min, (D) 50 min de ultrassom. Em preto a porcentagem de perda de peso
da amostra, em azul a derivada da perda de peso da amostra.

Observa-se que, tanto na amostra de nanotubos nao funcionalizados
(Figura 10 A), quanto nas amostras funcionalizadas (Figura 10 B, C e D)
houve uma significante perda de peso no intervalo de 450-650°C, como
evidenciado pela curva de TGA (preto). Na curva de DTA (azul), observam-
se picos entre 540-589°C, correspondente a temperatura média onde houve
expressiva perda de peso.

Sabe-se que o0s nanotubos de carbono possuem alta estabilidade
térmica e se decompde somente em altas temperaturas, entre 500 e 700°C.
Este intervalo corresponde a temperatura onde ocorre a degradacdo do
esqueleto de carbono (AGHABOZORG et al., 2010).

Para a amostra de nanotubos néo funcionalizados (Figura 10 A) a perda
de peso corresponde a faixa de 450 a 700°C foi de aproximadamente 98%.
Os outros 2% representam a presenca de material amorfo, que degrada
entre 200 e 400°C, e de metais utilizados como catalizadores no processo
de sintese, que degradam em temperaturas superiores a 750°C
(ANDERSSON, 2011). Ja para as amostras carboxiladas observam-se

outras perdas de peso expressivas fora do intervalo de 450-700°C. Esse
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dado é evidenciado pelo decaimento da curva de TGA e pelo surgimento de
outros picos na curva de DTA em temperaturas abaixo de 450°C. Esses
dados sugerem a presenca de componentes nao-nanotubos nas amostras.

A composicdo dos gases gerados pela degradacdo de materiais
depende diretamente dos grupos funcionais presentes na sua superficie.
Grupos carboxilicos, quando decompostos, geram CO; e H,O e apresentam
faixa de queima entre 200 e 600°C (AGHABOZORG et al., 2010). A perda de
peso observada abaixo de 450°C nas amostras funcionalizadas pode ser
atribuida a perda de CO; resultante da descarboxilacdo dos grupos
funcionais, sendo diretamente proporcional aos conteidos de -COOH
presentes na superficie do nanotubo (JAIN et al., 2013).

Partindo desse principio, e baseando-se na literatura (JAIN et al., 2013),
foi possivel calcular o grau de carboxilacdo das amostras através da perda
de peso entre 120 e 400 °C. As amostras de 5, 20 e 50 minutos de reacéo
apresentam graus de carboxilacdo de aproximadamente 4, 6 e 9%,

respectivamente.

4.3. Espectroscopia Raman

O grafico da Figura 11 apresenta o espectro Raman dos MWCNT’s

primitivos.
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Figura 11 - Espectro Raman dos MWCNT’s n&o funcionalizados.
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A partir deste grafico é possivel observar a presenca de dois picos, um
em 1320 cm™ e outro 1580 cm™. Esses picos sdo nomeados banda D e
banda G respectivamente, e sdo caracteristicos de nanotubos de carbono
(ANDERSSON, 2011).

A banda D, ou banda de desordem, € um modo vibracional que reflete
defeitos na parede dos nanotubos (hibridizacdes sp®) e a presenca de
carbono amorfo no material (ANDRADE et al., 2013; MUSSI et al., 2010).
Nos MWCNT’s, a banda D possui uma maior intensidade, que é
correlacionada a desordem estrutural do material (ANDRADE et al., 2013).

J4 a banda G é caracteristica de materiais compostos por grafite, e
representa os modos de vibracdo tangencial das ligagdes entre os atomos
de carbono (LESIAK et al., 2010). Nos nanotubos de parede Unica a banda
G é composta por dois picos bem definidos (G+ e G-) de alta intensidade, ja
nos MWCNT’s essa banda apresenta morfologia pouco definida, com
presenca de apenas um pico de baixa intensidade (ANDERSSON, 2011),
como corroborado pelos dados apresentados.

4.4. Microscopia eletrénica de varredura

A Figura 12 apresenta as imagens de microscopia eletrbnica de

varredura das amostras de nanotubos primitivos e carboxilados.
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Figura 12 - Microscopia eletrbnica de varredura dos MWCNT’s. (A) néao
funcionalizados e (B) funcionalizados por 20 min.

Ambas as imagens evidenciam uma morfologia tubular, tipica de
nanotubos de carbono (ATIEH et al., 2010), e uma distribuicdo heterogénea,
verificada pela presenca de nanotubos com diferentes diametros e
comprimentos. O didmetro médio das amostras foi de 19 nm. A partir desses
dados, pode-se inferir que os nanotubos observados eram de mudltiplas
paredes, pois nanotubos de parede Unica possuem diametros menores,
entre 0,4 e 2 nm (GONG et al., 2005; LEE et al., 2006).

Apesar de ndo ser evidente nas imagens microscopicas, as diferentes
amostras de nanotubos de carbono apresentaram comprimento médios

distintos, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados do comprimento médio e grau de funcionalizagcdo para os
MWCNT’s funcionalizados por diferentes tempos de tratamento acido.

Tempo de tratamento Grau de funcionalizacao Comprimento médio
acido (min) (%) (um)
0 0 6,5
5 4 55
20 6 3,5
50 9 2,0
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Sugere-se que a mudanca de comprimento possa ser consequéncia do
processo de funcionalizacdo. Durante o tratamento, o aumento do tempo de
exposicao das amostras ao ultrassom pode culminar na fragmentacéo dos

tubos.

4.5. Ensaios de imobilizacdo enzimatica

Apds o procedimento de imobilizacdo descrito no item 3.7 ndo foram
detectadas enzimas imobilizadas ao suporte, todo contetddo proteico e
atividade enzimética foram detectadas somente no sobrenadante da
imobilizacdo (correspondente as enzimas nao imobilizadas). Em amostras
de nanotubos ndo funcionalizados, a base quimica da imobilizacdo é a
interacdo hidrofébica, uma vez que os nanotubos n&o carboxilados
apresentam alto grau de hidrofobicidade (AGHABOZORG et al.; 2010; LEE
et al., 2006). No entanto, as holocelulases sdo enzimas extremamente
hidrofilicas e, dessa forma, ndo estabelecem ligac6es do tipo hidrofébica
com o suporte. J& nas amostras de nanotubos funcionalizados, a presenca
de grupos carboxilicos (-COOH) gera um aumento da solubilidade do
material (ATIEH et al., 2010) e promove o0 estabelecimento de ligacbes com
0S grupamentos amina presentes na enzima (WANG et al.,, 2010). No
entanto, com o aumento da solubilidade dos nanotubos no meio liquido,
houve a formacdo de uma coloracdo preta que gerou grandes interferentes
nos ensaios.

Dessa forma, as abordagens e o suporte de imobilizacdo escolhidos
mostraram-se ineficientes para imobilizagdo de holocelulases. Além disso, a
coloracdo negra da amostra de nanotubos gerou interferentes significativos
nas leituras de absorcéo oOptica pelo método de DNS.

. Conclusdes e perspectivas futuras

O presente capitulo objetivou a funcionalizagdo e caracterizacdo dos
nanotubos de carbono, e sua posterior aplicagdo como suporte de
imobilizacdo enzimatica. Sabe-se que as nanoestruturas apresentam um
grande potencial de aplicacdo em imobilizac&o, pois possuem caracteristicas

intrinsecas que proporcionam a otimizacdo do processos, através da
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promocao de alto carreamento de moléculas e aumento da transferéncia de
massa entre enzima e substrato.

O processo de funcionalizagcdo dos nanotubos de carbono mostrou-se
muito eficiente, gerando maior dispersabilidade do material em ambientes
aguosos, possibilitando a sua aplicacdo em sistemas biologicos. Também
foi possivel padronizar, com sucesso, técnicas de controle do grau de
funcionalizacdo do material.

Entretanto, quando realizados os experimentos de imobilizac&o verificou-
se que nédo houve ligacdo de enzimas ao suporte, indicando a ineficiéncia da
abordagem de imobilizacdo empregada. Adicionalmente, caracteristicas
intrinsecas do proprio material, sua coloragdo negra, geraram um entrave
metodoldgico no processo.

Devido a ineficacia da abordagem de imobilizacdo, optou-se pela
realizacdo de estudos de sreening de outros suportes e abordagens para
imobilizacdo de enzimas (descritos no Capitulo IV). Sabe-se que nado existe
um meétodo universal de imobilizacdo enzimética; as caracteristicas Unicas
da superficie de cada enzima e suporte interferem muito na quimica de
ligacdo (VAZ et al.,2016). Dessa forma, para uma selecdo mais racional da
abordagem de imobilizagéo, é fundamental a realizacdo de testes prévios de
triagem de diferentes suportes, e a avaliacéo da eficiéncia e rendimento de
cada abordagem.
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Capitulo IV: Screening de diferentes
suportes para imobilizacao
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1.

Introducao

A catalise enzimatica tém sido aplicada em diversos setores industriais,
como na producgdo de alimentos, energia, sintese de quimicos e derivados,
area cosmetica e farmacéutica (RODRIGUES et al., 2013; MATEO et al.,
2007). Em qualquer tipo de industria, a busca por maior produtividade é
imprescindivel para cada etapa do processo produtivo, uma vez que ela é
diretamente correlacionada aos custos globais. Portanto, ha uma
necessidade real, por parte das industrias, de sistemas inovadores que
proporcionem uma producédo mais eficiente, que resulte em produtos de alta
gualidade e com custo e consumo de tempo reduzido (ES et al., 2015).

Nesse contexto, a imobilizacdo de enzimas é uma ferramenta com
grande potencial que tem sido estudada e melhorada desde o século
passado. Diversas técnicas de imobilizacdo e tipos de suporte tém sido
utilizadas, tanto em escala laboratorial, como em escala industrial (ES et al.,
2015). A imobilizagdo enzimatica permite a reutilizagdo do catalisador e um
melhor controle do processo, visto que a reacdo pode ser interrompida por
simples filtragem, separando a enzima do meio de reacao. Adicionalmente,
ela pode melhorar as propriedades enziméticas, como atividade,
estabilidade, seletividade, e diminuir a inibicdo da enzima por produtos
gerados pelo processo quimico (RODRIGUES et al., 2013; WANG et al.,
2010; MATEO et al., 2007; KIM et al., 2006).

No entanto, a imobilizacdo também pode causar alteracbes negativas
nas propriedades fisicas e quimicas da enzima, afetando sua estabilidade,
propriedades cinéticas, além de ocasionar reducdo na difusdo e
transferéncia de massa entre enzima e substrato (RODRIGUES et al., 2013;
GUISAN, 2006). Nesta perspectiva, podem-se delinear diversos protocolos
de imobilizagdo para diferentes enzimas, gerando -catalisadores mais
especificos para a reacao desejada. De maneira simplificada, cada técnica
de imobilizacdo deve ser aplicada para uma producao especifica, avaliando
a relacdo custo vs beneficio do processo global (SHANMUGAM and
SATHISHKUMAR, 2009).

Existem diversas técnicas de imobilizacdo, como a simples adsorcéo em

suportes porosos, interacfes quimicas fracas (troca ibnica e interacao
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hidrofobica), imobilizacédo por ligagcdo covalente unipontual ou multipontual,
encapsulacédo, entre outras (GUISAN, 2006). Neste capitulo abordaremos
as ligacdes covalentes multipontuais, ligagdes reversiveis e encapsulacao,
focos do presente estudo.

A imobilizacdo por ligacdo covalente multipontual (Figura 13) € do tipo
irreversivel, com formacdo de ligacGes fortes e estaveis que impedem a
recuperacédo da enzima. Elas empregam suportes do tipo glioxil agarose e
ativados por glutaraldeido. A ligacdo ocorre entre as cadeias laterais dos
aminoéacidos da superficie exposta da enzima (grupos NH, das lisinas) e
grupos funcionais presentes na superficie do suporte, gerando ligacées do
tipo amida. Essas reacgdes precisam ocorrer em pH’s extremamente basicos,
acima dos pKas dos grupamentos envolvidos, condicdo que pode ser
extrema para a atuacao da enzima (GUISAN, 2006; GUISAN et al., 1997;
SRERE and UYEDA, 1976).

No immobilization

N-terminal

Enzyme

Glyoxyl support

B Lys (s-aminogroup)

Immobilized enzyme via
multipoint covalent attachment

Figura 13 - Exemplo de imobilizacdo covalente multipontual irreversivel utilizando
suporte glioxil agarose.
Fonte: BARBOSA et al., 2015
A imobilizacdo do tipo reversivel (Figura 14) ocorre através do
estabelecimento de ligacdes fracas entre enzima e suporte, de forma que a
enzima pode ser recuperada por estratégias de dessorcdo. Nesse caso, a

imobilizagdo pode ocorrer por interacdo ibnica (Figura 14 A), utilizando
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suportes como o dietilaminoetil (DEAE), carboximetil (CM) e monoamino-N-
aminoetil (MANAE); ou interacdo hidrofobica (Figura 14 B), utilizando
suportes do tipo butil, octil, fenil, etc (GUISAN, 2006; PALOMO et al., 2002).

Na abordagem ibnica a imobilizacdo ocorre através de interacdes de
cargas superficiais presentes na enzima e no suporte (GUISAN, 2006;
PALOMO et al.,, 2002). Quando utilizados suportes com carga global
positiva, como o MANAE e DEAE, as reacdes devem ocorrer em pH’s acima
do ponto isoelétrico da enzima, de forma que a carga global da mesma
torne-se negativa, proporcionando a interacdo com o suporte. Ja para
suportes que possuem carga global negativa, como por exemplo, o CM, as
reacoes devem ocorrer em pH’s abaixo do ponto isoelétrico da enzima,
gerando cargas positivas em sua superficie que, entao, irdo interagir com o
suporte.

As interacdes hidrofébicas ocorrem através da adsorcdo de regides
expostas da enzima que contenham aminoacidos hidrofébicos e regides
hidrofébicas presentes no suporte (GUISAN, 2006; PALOMO et al., 2002).
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Figura 14 - Exemplos de imobilizacdo reversivel (A) Interacédo idnica e (B) Interacédo
hidrofébica.
Fonte: (A) PUTZBACH and RONKAINEN, 2013. (B) BASSO et al., 2016.
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A encapsulacdo (Figura 15) compreende o aprisionamento de enzimas
em suportes (géis, polimeros, fibras) através de ligacdo covalente ou néo
covalente (VAZ et al., 2016). E uma das técnicas de imobilizacdo mais
antigas e simples, podendo ser reversivel ou ndo. O suporte mais
amplamente utilizado para essa técnica é o alginato de calcio (FRASER and
BICKERSTAFF, 1997).

Figura 15 - Imobilizacdo por encapsulagao.
Fonte: Adaptado de SINGH et al., 2013.

Entretanto, dentre as abordagens descritas, a imobilizacdo do tipo
reversivel, mais especificadamente por interacdo idnica, tém sido proposta
como a ferramenta de imobilizacdo enzimatica mais viavel para aplicacdes
industriais, uma vez que € uma alternativa tecnicamente simples, de baixo
custo e alta eficiéncia (ES et al., 2015; GARCIA-GALAN et al., 2011).

Nesse contexto, foi elaborado um capitulo de livro, ja submetido e aceito
para publicacdo, intitulado “lon exchange Chromatography for Enzyme
Immobilization”. O capitulo fara parte do livro “Application of lon Exchange
Materials in Biomedical Industries”, produzido pela Springer Nature
Switzerland AG, e sera publicado no ano de 2019. O capitulo aborda o uso
da interacdo idnica como ferramenta de imobilizacdo, apresenta as diversas
resinas utilizadas para fins de imobilizacdo, revisa as diferentes enzimas ja
imobilizadas por interacdo idnica, propde variadas aplicacdes do uso dessa

tecnologia na industria, e, por fim, expde perspectivas futuras para o ramo.
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Abstract The use of ion exchange materials for separation and purification of pro-
teins is a widely studied and applied tool since the twentieth century. Following
the same basic principle of charge interactions, new applications for ion exchange
materials have emerged in recent decades. Enzymatic immobilization technology
is one of the most promising applications in terms of bioconversion processes. The
main current demands of the biotechnology industries that use enzymatic catalysis in
conversion processes are the increase in productivity and reduction of overall costs.
These needs can be met mainly by optimizing the enzymatic properties provided
by enzyme immobilization in several carrier/materials. Enzymatic immobilization
in ion exchange materials is exceptionally simpler when compared to other immobi-
lization methods. It basically involves electrostatic/ionic interactions of weak nature
between protein and resin. These weak interactions generate minimal conformational
changes, improving enzyme chemical and physical stabilities, and increases speci-
ficity, enzyme selectivity, and catalytic activities. All these advantages make this
application more attractive to industry. However, much research and incentives are
still needed to make this technology more robust, efficient and widespread in several
industrial sectors. This chapter pays particular attention to ion exchange chromatog-
raphy as a robust tool to improve enzyme immobilization.

2.1 Introduction

The use of enzymes in chemical and biological processes goes back to the beginning
of human history. Consciously or not, the Egyptians used enzymatic catalysis in
bread, wines, and in the production of fermented products [1]. However, only during
the last few decades, the wide applications of biocatalysts have been possible in the
industry owing to the exponential growth of knowledge on both enzyme structure and
mechanism of their action, along with the development of extraction, purification,
and protein engineering techniques for enzymes [1, 2].
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2 R. P. Vaz and E. X. E Filho

Enzymes are biocatalysts with the enormous potential for application in different
chemical and biological industries [3—5]. Their broad applications are attributed to
high selectivity and specificity, along with easy production [6].

However, these characteristics are possible only under mild environmental con-
ditions, whereas many industrial processes require extreme reaction environments
[4]. In addition, in most industries, productivity is vital for the overall process, both
economically and operationally. Therefore, recovery and recycling procedures are
essential for the use of enzymes in large-scale industrial processes [6-9].

In order to satisfy the current requirements of industrial-scale production with
higher productivity, enzymatic immobilization is one of the possible alternatives.
Enzymatic immobilization allows catalyst recovery and reuse, improve enzyme
chemical and physical stabilities, and increases specificity, enzyme selectivity, and
catalytic activities. It also provides easy product separation and an enhanced resis-
tance to inhibitory agents [3, 10-12].

Several immobilization approaches and different carriers have been developed at
laboratory scale as well as industrial scale. Despite the long history and advantages of
enzymatic immobilization, till 2002, only 20% of industrial processes were reported
to use immobilized enzymes [13]. It is estimated that a wide range of industries
including food, pharmaceutical, biomedical, textile, wastewater treatment, and bio-
fuel production industries are currently using this technology [3]. However, adequate
information on the industrial use of this technology is limited and difficult to obtain,
because it involves intellectual property and market competition.

For the application of immobilized biocatalysts in industry, it is essential to design
efficient, robust, and stable systems [14]. Among the possible approaches for enzy-
matic immobilization, physical absorption—ionic interaction, Van der Waals forces,
hydrophobic interactions, and hydrogen bonds [15]—are considered simple and cost-
effective for industrial use.

2.2 Enzyme Immobilization

Enzyme immobilization, by definition, is the confinement of the free/soluble enzyme
to a phase (matrix, carrier, support, or aggregate) different from its substrate or
product [6, 10, 16].

From a historical point of view, the first scientific article that reported enzyme
immobilization was published in 1916 [17]. This report demonstrated that the inver-
tase had the same catalytic activity as the free enzyme when it was adsorbed on
charcoal and aluminum hydroxide carriers.

It was not until 1967 that the first enzyme immobilization industrial application
was reported. In this case, immobilized aminoacylase on the solid support was used
for amino acid resolution [18]. Since then, immobilization technology has attracted
a great deal of attention, with the increase of publications and patents involving
immobilization of different enzymes from diverse carriers. Consequently, consider-
able advances have been observed in industrial applications of these systems [1].
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2 Jon Exchange Chromatography for Enzyme Immobilization 3

Several advantages exist in the industrial application of enzyme immobilization.
Among these advantages, include increased thermal stability, a wide working pH
range, catalyst recovery and reuse, catalyst loss reduction, catalytic activity mainte-
nance after repeated cycle use, easy enzyme and product separation from the reaction
medium, inhibition reduction by substrate and by-products, and a possibility of reac-
tion in non-aqueous media [2, 10, 19-21]. All of these advantages make global
industrial processing more productive and cost-effective.

The choice of the immobilization approach is a key step in the design of effec-
tive and robust systems, which directly influence biocatalyst properties. Catalytic
efficiency variations and limitations of mass transfer between the enzyme and the
substrate were similar to carrier and immobilization technique properties [16].

2.2.1 Immobilization Approaches

Each industrial production process requires a specific operating condition for the
desired product. Thus, the appropriate selection of immobilization approach is an
extremely important step for overall yield, because it saves both time and money
[22]. The immobilization approaches are classified as presented below.

(a) Encapsulation and entrapment
The encapsulation/entrapment approach encompasses encasing enzymes in sup-
port (gels, polymers, and fibers) by non-covalent or covalent bonding [23]. The
most frequent approach involves the encapsulation of enzymes in sol—gel matri-
ces [24].

(b) Cross-linked enzyme aggregates (CLEAs) and cross-linked enzyme crystals
(CLEC’s)
Cross-linking is an approach that combines entrapment and covalent attachment
(Taylor and Schultz 1996). For this immobilization approach, binding agents
(such as glutaraldehyde) are required, which promote binding between enzymes
in order to create aggregates [25, 26].
There are two different cross-linking approaches: CLECs and CLEAs. CLECs
are highly active, crystallized, and immobilized enzymes [1, 27], and CLEAs
are aggregates produced by simple enzyme precipitation with the use of salts,
water-miscible organic solvents, or nonionic polymers.

(¢) Covalent bonding
Covalent bond immobilization is based on the covalent bond formation between
biomolecules (enzymes) and carrier/matrices [28].
Normally, covalent bonds form directly between the enzyme’s side chain amino
acids enzyme (aspartic acid, histidine, and arginine) and the carrier. However,
specific changes can be made to the carrier surface [8].

(d) Adsorption
Adsorption is a non-covalent immobilization method that uses physical inter-
actions between carriers and enzymes [29]. These interactions may be Van
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4 R. P. Vaz and E. X. E Filho

der Waals forces, ionic, hydrophobic, or hydrogen bond interactions [30]. In a
simplified manner, this approach involves passive adsorption on hydrophobic
surfaces and/or electrostatic interactions on charged surfaces [1]. Adsorption
is the most common approach in the industry [31], because it does not require
additional binding agents or enzyme modification reagents, allows carrier and
biocatalyst reuse, and is reversible [1]. In addition, because the physical bond
is usually weak, this technique does not alter the native enzyme structure and
avoids enzyme active sites disturbances, allows for enzyme activity retention
[32]. Owing to all these properties, adsorption is an efficient, simple, and cost-
effective approach [3, 10].

However, the weak-binding nature also disadvantageous because of enzymes
losing interaction from their appropriate catriers under industrial conditions of
high reagent/product concentrations as well as under the conditions of high ionic
strength, which leads to activity loss [24]. Moreover, this process also suffers
from the lacking of adsorbed enzyme density control, resulting in activity loss
by agglomeration. Therefore, overall system strength is affected [1].

2.3 Ion Exchange as an Immobilization Tool

Immobilization by ionic/electrostatic interactions is an adsorption immobilization
approach that follows the same principles as ion exchange chromatography [33].
The charged groups on the protein surface interact with opposite charges on the ion
exchange resin (Fig. 2.1). The overall protein load depends directly on the medium
pH (operational pH). The pH whose global protein charge is equal to zero is termed
the isoelectric point. When operational pH is greater than the protein’s isoelectric
point, it will exhibit a negative net charge and will interact with positively charged
exchange media. When the operational pH is lower than the protein’s isoelectric
point, it will retain a positive net charge and therefore will interact with negative
exchange agents [34].

Thus, it is possible to use cationic and anionic media and resins for enzyme
separation and immobilization based on their net surface charge. Owing to differing
charge properties, molecules vary considerably and exhibit differential interaction
with chromatography media [34-37].

Ton exchange methodology is one of the oldest approaches in enzymatic immobi-
lization that is simple, fast, and cost-effective. It consists of the enzyme and carrier
mixture in conditions that favor adsorption, with rigorous pH and ionic strength
control [38, 39].

Enzyme immobilization through ion exchange is a multistep process, where the
enzyme is attached only to the carrier when the differential charge interactions are
high enough to compensate the medium’s ionic strength [40, 41]. Because adsorption
involves weak interactions, the effects of immobilization on enzyme conformational
structure tend to be less drastic, promoting high catalytic activities [3, 42, 43]. How-
ever, owing to weak interactions, enzyme retention becomes a problem, because
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Fig. 2.1 Enzyme immobilization by ion exchange

small changes in the medium’s pH or ionic strength can culminate in the desorp-
tion and subsequent loss of enzymes [44]. This problem can be minimized using
cross-linking agents, such as glutaraldehyde [45]. After adsorption, these agents
allow system stabilization by forming stable and strong covalent bonds [43, 44, 46].
Another possible solution to increase the adsorption strength is the use of polymer-
coated carriers. Polymers increase the load-bearing capacity using a flexible and
adaptable bed for the enzyme. This allows the adsorption of the larger part of the
protein surface by increasing the contact surface [37].

Another intrinsic advantage of the ion exchange immobilization approach is car-
rier reuse after enzyme inactivation. This is possible by changing the pH or ionic
strength of the medium, which provides the removal of the enzyme and the reuse of
unmaodified free carrier [37].

There are several repotts related to the use of ion exchange resins as immo-
bilization carriers, mainly in the food industry [43, 47]. These carriers are inex-
pensive, commercially abundant, mechanically strong, chemically stable, non-toxic,
non-polluting, and can be easily regenerated after use [43, 46]. Ion exchange resins
also have the adequate density for column compacting or batch suspension, fed-batch,
fluidized bed, or continuous stirred tank reactor [48].

Several types of resins have been examined for enzymatic immobilization, such as
diethylaminoethyl cellulose (DEAE-C), Amberlite IRA-94, Amberlite IRC-50, Q-
Sepharose, carboxymethyl cellulose-cellulose (CMC), DOWEX, and various other
resins [33]. These resins have great potential for application because of their high ion-
exchange capacity and a long history of use in industry as well as in the laboratory,
especially in chromatography columns for protein separation and purification [49].
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Fig 2.2 Immobilization of enzymes by ion exchange and their potential biotechnological applica-
tions

Therefore, ion exchange resins have been widely investigated as carriers for enzyme
immobilization and for application in various industries (Fig. 2.2).

Many studies are available on the use of immobilized enzymes in ion exchange
resins for various industrial applications. Among the different applications proposed,
the use of immobilization in the food industry has attracted attention. The most suc-
cessful and valuable studies include glucose isomerase immobilization in DEAE-
cellulose for glucose and fructose isomerization [48], and (B)-galactosidase immo-
bilization in the Duolite A568 resin for lactose hydrolysis in lactose-free products
[47].

2.4 Enzyme Immobilization Research and Application
by Ion Exchange in the Laboratory and Industry

Ton exchange chromatography is a useful tool for simultaneous protein purification
and immobilization processes [50]. Because ion exchange chromatography has oper-
ational and economic advantages compared to other similar techniques, it has been
extensively studied for industrial application. Table 2.1 summarizes examples of
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2 Jon Exchange Chromatography for Enzyme Immobilization 7

enzymes that have been immobilized, ion exchange resins/carriers applied, and the
type of application suggested/employed.

Applications in the food indusiry

Enzyme immobilization has been extensively studied and applied in the food indus-
try, mainly in starch and fruit processing, cheese making and food preservation, etc.
This technique has been widely implemented because it increases yield and decreases
the overall cost of processing [10]. («)-Amylase is an important industrial enzyme
for industrial starch processing. Gupta et al. [43] immobilized this enzyme on anion
exchange resin and observed an increase in stability and a decrease in starch lique-
faction time after immobilization. Thus, the authors concluded that immobilization
could be a useful tool to optimize carbohydrate’s processing stages for commercial
use.

Demir et al. [60] carried out a study utilizing pectinolytic enzyme immobiliza-
tion for the use in vegetable and fruit processing. The objective of this study was
to improve the clarification performance, along with milling and liquefaction steps
for puree, pulp, and juice preparation. These authors immobilized a commercial
pectinase (Pectinex Ultra SP-L) on an anion-exchange resin, performed carrot puree
hydrolysis assays with a free and immobilized enzyme, and analyzed viscosity reduc-
tion. The immobilized enzyme showed a higher efficiency in the reduction of puree
viscosity, presenting a 17.7% increase in carrot juice yield when compared to the
free enzyme. In addition, this study used the immobilized enzyme five times in puree
processing with only a 6.5% activity loss. Also, the conclusions of this study found
that pectinase immobilization might have great potential for carrot puree processing
to obtain high yields of juice.

In another study, Giirdag et al. [61] immobilized an Aspergillus oryzae P-
galactosidase on an anionic resin, Duolite A568, for application in lactose hydrol-
ysis of milk and milk-derived products. As a result, the aim of this study was to
develop lactose-free products. This study demonstrated that both free and immo-
bilized enzymes exhibited maximum activity at 65 °C. However, the immobilized
enzyme was significantly more active at all temperatures compared to its free coun-
terpart. During lactose hydrolysis assay, in the packed bed reactor, the immobilized
enzyme showed 50% conversion within 60 s that is better performance compared to
other findings in the literature for immobilized p-galactosidases using other carri-
ers. After a reaction of 8 h, the immobilized enzyme had a 21% activity retention.
This activity retention percentage demonstrates an economic advantage for future
industrial applications.

Applications in pharmaceutical/biomedical/chemical industries

Enzyme immobilization can be useful for pharmaceutical, biomedical, and chemical
industries, especially in relation to biotechnological applications [10]. More prof-
itable, sensitive, and robust production systems are some of the main advantages in
favor of using enzyme immobilization in these industries.

In 1982, Kiba et al. [62] developed a thermal flow system for the determination
of glucose using glucose oxidase immobilized on Amberlite CGSO cationic resin.

§:| 463427_1_En_2_Chapter [Z] TYPESET [_]DISK [_JLE [Z] CP Disp.:5/1/2019 Pages: 16 Layout: T1-Standard |




et
Q
Q
e
o
'
Q
o)
“had
=
<

R. P. Vaz and E. X. F. Filho

Table 2.1 Immobilization of distinct enzymes in different carriers and their industrial applications

Enzyme Support material Suggested application References
Invertase (f-D- DOWEX-1X8-50% Analytical chemistry [33]
fructofuranosidase, EC | (anionic resin) {biosensors) and in
3.2.1.26) confectionery
Lipase (EC3.1.1.3) D152H Food, detergent, [51]
(cation-exchange resin) |cosmetic, organic
synthesis, and
pharmaceutical
industries
p-Galactosidase (EC Duolite A568 Food industry [47]
3.2:1.28) (anion-exchange resin) | (hydrolysis of lactose
for the development of
new products with no
lactose in their
composition)
p-Xylosidase (EC DEAE-Sepharose, Xylooligosaccharides [52]
3.2:1:37) Polyethyleneimine production (act as
(PEI)-Sepharose, prebiotics and have
(}-Sepharose, many applications in
CM-Sepharose, food industry)
Sulfopropil-Sepharose,
and MANAE-agarose
Epoxide hydrolase (EC | DEAE-cellulose Resolution of various [53]
3.3.23) (anion-exchange resin) | racemic epoxides
(organic synthesis)
Glucose isomerase (EC | DEAE-cellulose Food-processing [54]
53.1.5) (anion-exchange resin) | industry to produce a
sugar mixture
Urease enzyme (urea DOWEX® Medical, [55]
aminohydrolase, EC (anion-exchange resin) | pharmaceutical and
3:5:1:5) chemical industries
(hemodialysis
membranes, enzymatic
bioelectrochemical
device, urea biosensors,
quantization of
cadmiom and mercury)
viaits property as
non-competitive
inhibitor
Nuclease pl (EC DEAE-cellulose Food processing and [56]
3.1.30.1) (anion-exchange resin) | the pharmaceutical
industry
{continued)
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2 Jon Exchange Chromatography for Enzyme Immobilization 9

Table 2.1 {(continued)

Enzyme Support material Suggested application References
Alkaline pro- Dowex MWA-1 Food, pharmaceutical, [57]
teases (EC 3.4.21.14) (anion-exchange resin) | leather, and detergent

industry
p-Galactosidases and DEAE/MANAE Food, detergent, [37]
lipases cosmetic, organic

synthesis, and

pharmaceutical

industries
Cellulase (EC3.2.1.4) DEAE-Macrosorb Food, textile, chemical | [58]

(adsorption) industries (cellulose

and lignocellulose

hydrolysis)
a-Galactosidase MANAE-agarose, Food industry [59]
(3.2.1.22) CM-agarose, and {elimination of

DEAE-agarose a-galactose

oligosaccharides from

soybean milk and

elimination of raffinose

in sugar beet industry)

These sensors were applied to detect glucose in mixtures containing mannose, xylose,
fructose, and galactose. The authors observed a linear glucose detection response in
arange of 0.01-0.4 mM (mM), confirming system efficiency. In addition, enzymes,
when immobilized, provided sensor reuse because when the free enzyme was used,
it was difficult to separate the biocatalyst from the reaction environment. This study
suggested the application of these systems for effective glucose detection in biomed-
ical, pharmaceutical, and chemical industries.

A continuous process for the production of lactulose, a prebiotic used by the
pharmaceutical industry, was developed by a group of researchers [63], using p-
glucosidase immobilized on the anionic resin Amberlite IRA-93. The enzymatic
immobilization yield was 72%. Hydrolysis of the synthetic substrate using free and
immobilized enzymes demonstrated that the immobilized enzyme had a higher lactu-
lose yield than the free enzyme, with values of 41 and 43%, respectively. In addition,
the immobilized enzyme showed 100% stability for up to 14 days, whereas the free
enzyme reached its half-life in only 1.5 days. Authors concluded that this system,
although efficient, is highly stable, with great potential for industrial application [63].

Takimoto et al. [64] have developed a cephalosporin-C deacetylase immobiliza-
tion method using an anion-exchange resin KA-890 for antibiotic production process
optimization. The immobilized enzyme’s activity yield was 55% for the free enzyme.
The immobilized enzyme had a higher pH stability range (pH 5-10) compared to
the free enzyme. Conversion tests of diacetyl 7-aminocephalosporanic acid for 7-
aminocephalosporanic acid were also performed using an immobilized enzyme. The
proposed system exhibited only a minor initial activity, even after fifty-two cycles
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10 R. P. Vaz and E. X. E Filho

over seventy days. Therefore, the system proves to be suitable for the production of
cephalosporin-type antibiotics.

Other industrial applications

Tannases are enzymes that catalyze the hydrolysis of ester and depsidic bonds in
phenolic compounds. These enzymes are used as food additives, in wine production,
waste treatment [65], and propyl gallate synthesis [66].

Gongalves et al. [67] conducted a study comparing two immobilization
approaches: adsorption via ionic and covalent bonding. The authors immobilized
an extracellular tannase from Emericella nidulans on ion exchange resins (DEAE-
Sepharose and Q-Sepharose), as well as on covalent carriers. The authors then com-
pared the stability of the derivatives. Ion exchange resins produced derivatives which
were more thermally stable than derivatives produced by covalent bonding, which
had thermal stability temperature between 60 and 75 °C, with a half-time of 24 h
at 80 °C and at a pH of 5.0. In addition, the derivatives of DEAE-Sepharose and
Q-Sepharose were stable with the potent inhibitor: 1-propanol, whereas enzymes
immobilized by covalent bonding were strongly inhibited by 1-propanol. Immobi-
lized enzyme hyper-tolerance encouraged experiments for propyl gallate production
of propyl gallate. Gallic acid’s conversion rate compared to propyl gallate (using a Q-
Sepharose derivative) was 88% higher than that observed when using a free enzyme.
Finally, the authors concluded that ion exchange resins were a stable support for
tannase immobilization and industrial application.

Biofuel production is another potential field for the application of immobilized
enzymes. The demand for energy is exponentially increasing around the world, and
with the shortage of fossil fuels, research is focused on alternative energy sources
[10]. In this case, immobilization reduces the global costs by increasing the conver-
sion process.

Lietal. [68] used immobilized Rhizopus oryzae lipases to produce biodiesel from
the enzymatic transesterification of Pistacia chinensis bge seed oil with methanol.
The enzymes were immobilized on macroporous resin (MI-ROL) as well as on an
anion-exchange resin (AI-ROL). Using both derivatives the biodiesel yields were
high (92% for MI-ROL and 94% for AI-ROL). However, after five transesterifica-
tion reaction cycles, using AI-ROL, the biodiesel yield was not significantly reduced,
whereas the biodiesel yield remained around 60% after four cycles of MI-ROL. Thus,
the nonionic resin (MI-ROL) had more efficient biodiesel yield in the first cycle,
whereas the anionic resin (AI-ROL) showed more stability for biodiesel produc-
tion using transesterification. Therefore, anion-exchange resin is more suitable for
commercial application.

2.5 Conclusion and Future Prospects

Enzymatic immobilization, with its inherent advantages, has attracted a great deal
of interest from the industrial sector. However, for wide application of this technol-
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ogy, large-scale expansion of enzyme immobilization is required, while maintaining
process robustness and efficiency [14]. Currently, several studies are available on
the use of immobilization at laboratory scale. However, studies related to the use
of immobilization on an industrial scale are limited. Because of this, research and
incentives for university-industry partnership are necessary for focusing on the wide
application of new technologies.

Over decades, enzyme immobilization methods have been proposed. However, a
universal immobilization approach does not exist. The immobilization methods vary
according to the specific enzyme used, carrier employed, reactor type, and target
goal [18]. The main obstacle for enzymatic immobilization is not the selection of
carrier, but rather the design of the most appropriate methodology for each specific
case [69].

Guidelines are lacking for standardized immobilization approaches. As a result,
immobilization approaches are randomly chosen. This has been replaced by tech-
niques that rationalize classical methods using the three-dimensional structure of the
protein and unique properties of carriers [70]. Recent advances in directed (or ori-
ented) immobilization result in system optimization, providing greater activity and
enzymatic stability, and consequently more efficient productivity [18].

Directed immobilization involves the selection of interaction points between an
enzyme and a carrier, based on their detailed structures. The immobilized enzyme
properties depend on the immobilization conditions, along with both the carrier and
the enzyme’s nature [18]. In this context, in silico analysis has become a power-
ful tool to predict regions involved in adsorption [70]. This analysis may help to
establish the best immobilization conditions, along with assisting in understanding
post-immobilization enzyme behavior.

In ion exchange immobilization, it is possible to predict the charged regions
and the density of the charges on an enzyme and a carrier, in order to guide the
immobilization process. In this approach, the adsorbed enzyme density depends on
the size of the protein, carrier volume and surface area, the pore size, and the available
sites for enzyme adsorption [70]. All of these factors can be predicted by in silico
analysis and spectroscopic, biophysical, and microscopic analyses, such as circular
dichroism, fluorescence confocal microscopy, zeta potential measurement, among
others. In addition, an in the silico model can be designed to measure immobilization
efficiency probability even before the start of the process. This would help to select
the most appropriate approach for the intended purpose [39].

Another important challenge of immobilization technology is the development of
customized carriers, with specific physical and chemical properties that can be used
in different reactors [70]. The development of optimized and adaptable devices for
different reactors and various stages of industrial processes will provide a wide appli-
cation of immobilized enzymes in a range of industries—pharmaceutical, biomedi-
cal, food, textile, etc. [14]. In addition, the combination of different immobilization
approaches in a single system can provide several benefits, such as efficient enzyme
loading and effective activity retention [70].

The research activities on multi-enzymatic and co-immobilized systems [71] are
growing exponentially. These systems generate multi-enzymatic reactions by enzy-
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matic cascade processes and individual biocatalyst compartmentalization [2]. As a
result, more productive and profitable processes were developed.

In a more optimistic scenario, information from protein sequences, three-
dimensional structures, carrier and enzyme properties, interaction mechanisms, and
the reaction environment should be matched with the available immobilization
approaches to create systems optimized for various industrial applications [18]. As
enzyme immobilization methods improve and become more and more widespread,
this technology is hoped to become a reality in industries around the world.
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2. Objetivos especificos

e Estabelecer protocolos de imobilizacdo enziméatica.

e Sintetizar suportes de imobilizag&o.

e Realizar um screening de suportes, visando a selecdo do melhor
candidato.

¢ Imobilizar o extrato bruto de A. terreus e a pectinase parcialmente
purificada (descritas no Capitulo Il), analisando os perfis de imobilizacédo

(eficiéncia e rendimento da imobilizag&o).

3. Metodologia
3.1. Amostras

Todos os experimentos de imobilizacdo foram realizados utilizando o
extrato bruto de A. terreus e a pectinase parcialmente purificada — PEC2
(Capitulo 11). As amostras enzimaticas foram previamente dialisadas em
agua destilada para a remoc¢do dos componentes quimicos presentes no
meio. Posteriormente, as amostras foram equilibradas com o tampéo
apropriado para cada abordagem de imobilizacdo, numa concentracéo final
de 10 mM.

Os suportes e abordagens de imobilizacdo testadas foram: glioxil
agarose (ligacdo covalente), CM e MANAE-agarose (interacdo ionica), e
alginato de calcio (encapsulacao).

O suporte CM foi adquirido de fonte comercial (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden). Os suportes MANAE-agarose, glioxil agarose e alginato de calcio
foram sintetizados conforme descrito na préxima secao.

Parte dos experimentos foi realizada no Laboratorio de Microbiologia e
Biologia Celular, Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras, da Universidade de Sao Paulo (USP), sob a tutoria da Profé. Dra.

Maria de Lourdes Polizeli e da Dra. Ana Claudia Vici.
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3.2.Sintese do suporte glioxil agarose

O glioxil agarose é preparado a partir de um gel agarose (Sepharose

4BCL -GE Healthcare, Uppsala, Sweden) ativado com grupos aldeido. A

preparacdo € realizada em duas etapas: ativacdo do gel e oxidacdo a

aldeidos.

Ativacdo do gel: 105 g de agarose foram lavados em agua, filtrados
em filtro de vidro sinterizado, e foram adicionados 30 mL de agua
destilada. Acrescentou-se NaOH 1,7 N e 1,425 g de NaBH, a mistura,
em banho de gelo. No passo seguinte, 36 mL de glicidol foram
adicionados gota a gota para que nao ocorresse aumento de
temperatura. A amostra foi submetida a agitacdo overnight e, no dia
seguinte, foi lavada em agua destilada. No fim do processo obtém-se
a agarose ativada com grupos didis (VICI, 2015).

Oxidacao dos diois: a amostra do gel ativado foi oxidada com auxilio
de periodato de sédio (1 pmol de NalO4 oxida 1 pmol de —OH do gel).
Adicionou-se 150 mL de NalO4 100 mM aos 105 g de gel. A mistura
foi ressuspendida em agua destilada na proporcéo de 1:10, e agitada
por 2 horas. Em seguida, o suporte foi lavado em agua, filtrado e
armazenado a 4°C (VICI, 2015).

3.3. Sintese do suporte MANAE-agarose

10 g de glioxil agarose foram adicionados a 140 mL de solucdo de

etilenodiamina 2 M, pH 10. A solucao foi mantida sob agitagcdo suave por 2

horas. Em seguida, adicionou-se 10 mg/mL de NaBH, e, novamente, a

amostra ficou em agitacdo por 2 horas. Por fim, a amostra foi lavada em

solucdo de NaCl (para eliminacdo do NaBH,), depois em agua destilada, e

posteriormente foi armazenada para uso (VICI, 2015).

3.4.Imobilizacdo das enzimas nos suportes CM, MANAE e glioxil agarose

Para a imobilizacdo, 10 mL de extrato bruto de A. terreus e de pectinase

parcialmente purificada (PEC2) foram adicionados em 1 g de cada suporte.

Para a imobilizacdo em glioxil agarose as enzimas foram equilibradas em
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tampé&o bicarbonato de sédio 10 mM, pH 10. Ja para a imobilizacdo em CM
e MANAE-agarose as enzimas foram equilibradas em tampéao fosfato sodio
10 mM, pH 7 (VICI, 2015).

As misturas foram mantidas a 4°C, sob agitacao suave. Periodicamente,
foram retiradas aliquotas da suspensédo e do sobrenadante (com auxilio de
um filtro de ponteira), as quais foram dosadas a atividade enzimatica até
estabilizacdo da imobilizagdo. Como controle, foi utilizado um branco com
solucdo enzimatica sem suporte para avaliagdo de possiveis perdas de
atividade com o processo. Uma vez adsorvida a enzima, 0s suportes foram
filtrados em funil de vidro sinterizado (porosidade de 16 a 40 microns), onde
foram coletados os sobrenadantes e armazenados para posterior avaliagao.
Em seguida, os derivados (enzima+suporte) foram lavados abundantemente

com &gua destilada e armazenados a 4°C para avaliacédo (VICI, 2015).

3.5.Imobilizacdo em alginato de calcio

Para a encapsulacdo em esferas de alginato foi preparada uma solugao
de alginato de sodio 2% (volume de 40 mL) em banho maria até
solubilizagdo completa. A solugéo foi resfriada a 40°C e, em seguida, foi
adicionado 10 mL da enzima (extrato bruto de A. terreus ou pectinase
parcialmente purificada). Uma solucdo de cloreto de calcio 0,25 M foi
armazenada em um béquer sob agitacdo, e a mistura de enzima e alginato
de sdédio foi gotejada na solugdo de cloreto, promovendo a formacgédo de
pequenas esferas de alginato de célcio contendo as enzimas aprisionadas. A
amostra foi lavada abundantemente em agua corrente e armazenada a 4°C

para posterior avaliacdo (VIET et al., 2013).

3.6. Constatacéo da imobilizacdo e célculo das taxas de imobilizacdo

Para a confirmacdo do processo imobilizacdo, foram realizados ensaios
de atividade enzimatica, pelo método de DNS, no derivado
(enzimat+suporte), sobrenadantes coletados durante o processo de
imobilizacdo, e enzimas livres (controle da atividade inicial). Também foram
realizados ensaios de quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford,

nos sobrenadantes.
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O rendimento da imobilizac&o foi calculado através da diferenca entre a
atividade enzimatica da enzima livre (controle) e a atividade detectada nos
sobrenadantes, considerando a atividade da enzima livre como 100%. O
mesmo calculo foi realizado utilizando a quantificagdo de proteinas. A
atividade detectada no derivado (enzima+suporte) ndo pdde ser utilizada
para o calculo de rendimento, pois apds o processo de imobilizacdo a
enzima pode apresentar perda ou ganho de atividade (GARCIA-GALAN et
al.,, 2011), e esse fenbmeno pode gerar sub ou superestimacdo dos
resultados.

Adicionalmente, foram realizados géis de SDS-PAGE (metodologia
descrita no Capitulo Il) para analise do perfil de proteinas presente no
sobrenadante da imobilizacdo (enzimas n&o imobilizadas), objetivando a
avaliacdo da eficiéncia do processo de imobilizacdo. N&o foi possivel
executar o mesmo com as amostras de enzimas imobilizadas, pois o suporte
impediu a migracao de proteinas durante a eletroforese.

Os derivados, que apresentaram maiores taxas de imobilizacdo foram
selecionados para posteriores testes de determinacdo do efeito do pH e
temperatura, termoestabilidade, efeito de inibidores, experimentos de
cinética enzimatica, ensaios de hidrélise, e de aplicacdo industrial da

enzima.

. Resultados e discusséo
4.1. Taxas de imobilizagéo das enzimas nos suportes

A Tabela 4 apresenta as taxas de imobilizacdo das enzimas nos
suportes, evidenciando o rendimento da imobilizacdo por atividade
enzimatica, por quantificagdo de proteinas, e a atividade enzimética por

grama de suporte.
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Tabela 4 - Taxa de imobilizacdo da pectinase do extrato bruto e PEC2 em diferentes
suportes e suas atividades enziméaticas apds imobilizacao.

Rendimento da Rendimento da o
. _ N _ . Atividade dos
Fonte de enzimae imobilizacao por imobilizacao por _
o - . derivados* (Ul/g
suporte atividade guantificacdo de _
o ) derivado)
enzimatica* (%) proteinas (%)
Extrato bruto
CM 36 74 3,8
Glioxil 0 0 0
MANAE 66 72 7,3
Alginato ND ND ND
PEC2
CM 12 32 1,1
Glioxil 0 0 0
MANAE 98 100 4,5
Alginato ND ND ND

* Triagem da enzima pectinase
ND: n&o detectado

Primeiramente, observa-se que tanto para a pectinase do extrato bruto,
guanto para PEC2 nao foi detectada imobilizacdo ao suporte glioxil agarose.
A auséncia de imobilizacdo provavelmente ocorreu devido as condi¢cbes de
reacdo. Para a imobilizacdo em glioxil agarose € necesséario um alto pH
(pH=11) e, possivelmente, as enzimas nao resistiram ao ambiente extremo e
perderam sua atividade catalitica. Também nao detectada imobilizacdo de
enzimas ao suporte alginato de calcio.

Analisando a amostra de pectinase do extrato bruto, consta-se que o0
suporte MANAE-agarose foi 0 que apresentou o maior rendimento de
imobilizagdo por atividade enzimatica. Nesse caso, a abordagem de
imobilizacdo € a adsorcéo fisica, através de interacdes de cargas positivas
presentes no MANAE e cargas negativas presentes na enzima. Sabe-se que
a maioria das pectinases de A. terreus apresenta ponto isoelétrico entre 3,0
— 6,0 (SEMENOVA, et al., 2003; MANZANARES et al., 2000; KESTER et al.,
1994), de forma que em pH7, utlizado no experimento, ocorre a

desprotonacdo dos grupamentos presentes nos aminoacidos, conferindo
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uma carga global negativa para a enzima, e, consequentemente,
proporcionando a imobilizacdo ao suporte.

Também se observa que, para a amostra de extrato bruto, os
rendimentos de imobilizagédo por atividade enzimatica e por quantificacdo de
proteinas séo ligeiramente diferentes. Nesse caso, foi detectado um maior
rendimento por quantificacéo de proteinas, um resultado esperado, visto que
foi utilizada uma mistura enzimatica, e outras proteinas presentes no extrato
bruto podem ter se imobilizado ao suporte.

Em relacdo a amostra PEC2 nota-se um alto rendimento de imobilizacédo
tanto por atividade enzimatica, quanto por quantificacdo de proteinas. Nesse
caso, os valores dos rendimentos sdo proximos, uma vez que a amostra
esta parcialmente purificada, e o conteddo proteico € em grande parte
composto pela enzima pectinase.

Verifica-se que o suporte CM também apresentou rendimentos de
imobilizacdo razoaveis, tanto para a pectinase do extrato bruto, quanto para
PEC2; no entanto, sua eficiéncia de imobilizagéo foi inferior a do suporte
MANAE. Esse resultado pode ser justificado pelo fato de que em pH7 as
pectinases, que possuem ponto isoelétrico entre 3,0 - 6,0, ndo apresentavam
uma alta densidade de cargas positivas disponiveis para interagdo com as
cargas negativas presentes no CM, culminando em baixos percentuais de
imobilizacdo. No entanto, foi detectada imobilizacdo de enzimas, ainda que
baixa, provavelmente devido a presenca de outras isoformas de pectinases
com pontos isoelétricos distintos, e pela possivel formacdo de bolsdes de
cargas na superficie das enzimas.

Chauhan e colaboradores (2015) imobilizaram uma pectinase comercial
por adsorcdo fisica no suporte celite e obtiveram um rendimento de
imobilizagcdo de 43,18%. Oliveira e colaboradores (2018) realizaram um
estudo de imobilizacdo de uma pectinase de A. aculeatus em suporte de
alginato e atingiram um rendimento de imobilizacdo de 56,71%. Como
demonstrado pela Tabela 5, os rendimentos de imobilizacdo alcancados no
presente estudo sao superiores aos relatados na literatura, indicando que o
MANAE é um potencial candidato para estudos mais detalhados.

Apoés a analise inicial das taxas de imobilizacdo da pectinase do extrato

bruto de A. terreus, foram realizados ensaios de atividade enzimatica para
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constatar se houve imobilizacdo de outras enzimas presentes no extrato. A
Tabela 5 apresenta os resultados de atividade enzimatica de holocelulases
obtidos a partir da amostra de extrato bruto ndo imobilizado (controle) e apGs

imobilizagéo.

Tabela 5 - Atividade de holocelulases do extrato bruto de A. terreus nao imobilizado e
do derivado (extrato bruto+suporte).

CMCase Mananase Pectinase Xilanase
Amostra
(Ul/mL) (Ul/mL) (Ul/mL) (Ul/mL)
Extrato bruto antes da
_ L 0,75 £ 0,006 0,24 £ 0,05 2,4+0,12 2,3+0,02
imobilizacéo
Derivado
(extrato bruto + 0,37 £ 0,06 0,09+0,01 1,67 £ 0,04 0,23 £0,04

MANAE-agarose)

Observa-se que o derivado apresentou atividades de CMCase,
mananase, Xilanase e pectinase, sendo a ultima predominante, indicando a
imobilizagdo de todas essas enzimas ao suporte. Entretanto, observa-se
uma diminuicdo significativa das atividades de CMCase, mananase, e
xilanase apo6s processo de imobilizacdo. A reducdo de atividade dessas
enzimas foi de 51, 62,5 e 90% respectivamente para CMCase, mananase e
xilanase. A partir desses dados é possivel supor duas hipbéteses para as
reducdes de atividade observadas.

A primeira hipotese seria que as enzimas se ligaram ao suporte, mas
perderam sua atividade catalitica apds a imobilizacdo. A literatura relata que
durante o processo de ligagcado ocorrem novas interacdes entre a enzima e o
suporte, e essas nhovas interacdes podem culminar na mudanca da
configuracdo do catalisador, gerando reducdo ou perda de atividade
(GARCIA-GALAN et al.,, 2011). A segunda hipGtese seria que 0 suporte
MANAE-agarose estaria atuando como matriz de imobilizacéo e purificacao
de enzimas, simultaneamente. Shah e Gupta (2008) relataram esse
fendbmeno quando realizaram um estudo de imobilizacdo de uma preparacéo

comercial de xilanase nao purificada em nanotubos de carbono.
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Para a confirmacéo desta hipotese foram realizadas analises do perfil de
proteinas, através de experimentos de eletroforese em SDS-PAGE (Figura
16).

116
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- .

18,4 — -

-

Figura 16 - Gel de eletroforese em condi¢cdes desnaturantes. (A) Marcador de massa
molecular, (B) Extrato bruto, (C) Sobrenadante da imobilizacdo do extrato bruto em
MANAE-agarose.
Apoés analise do perfil de proteinas € possivel confirmar a hipétese de
gue o MANAE-agarose estaria atuando como suporte de imobilizacédo e
purificacdo de proteinas, uma vez que é possivel notar um perfil abundante
de bandas no sobrenadante da imobilizacdo (Figura 16 C), que corresponde
as proteinas ndo imobilizadas. De certo modo, a resina promove uma
‘limpeza” da amostra, proporcionando uma purificagéo parcial, com atividade
predominante de pectinase, como corroborado pelo dados da Tabela 5.
Através da analise do perfil de proteinas por SDS-PAGE também foi
possivel reafirmar a alta eficiéncia de imobilizacdo de PEC2 ao MANAE-

agarose, conforme apresentado pela Figura 17.
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Figura 17 - Gel de eletroforese em condi¢cdes desnaturantes. (A) Marcador de massa
molecular, (B) PEC2, (C) Sobrenadante da imobilizacdo PEC2 em MANAE.
Observa-se a auséncia de bandas no sobrenadante da imobilizacéo
(Figura 17 C), indicando a auséncia de proteinas. Dessa forma, pode-se
afirmar que praticamente todas as proteinas presentes em PEC2 foram
imobilizadas ao suporte, corroborando os altos rendimentos de imobilizacao
apresentados na Tabela 4 (98 e 100%).
Considerando os resultados apresentados, o MANAE-agarose foi
selecionado como suporte de imobilizacdo para o0s experimentos de
caracterizacdo das enzimas livre e imobilizada, ja& que apresentou a melhor

eficiéncia e rendimento de imobilizacéo.

5. Conclusoes e perspectivas futuras

O screening de suportes e o estabelecimento de abordagens de ligacéo
sdo uma importante etapa do processo de imobilizacdo. Nesse capitulo foi
possivel concluir que o suporte MANAE-agarose mostrou-se um bom
candidato para imobilizagcdo da pectinase. Embora o CM tenha alcancado
consideraveis rendimentos de imobilizacdo, o MANAE apresentou melhores
resultados. Agregado a isso, o suporte MANAE pode ser facilmente
sintetizado em laboratorio, ao contrario do CM, um material comercial de alto
custo.

O MANAE também atingiu rendimentos de imobilizacdo superiores aos

relatados em outros trabalhos descritos na literatura. Adicionalmente, esse
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suporte mostrou uma capacidade de agir como agente de imobilizacdo e
purificacdo de enzimas, de maneira simultdnea, agregando valor ao
processo. Dessa forma, o MANAE-agarose foi eleito para os posteriores
estudos de caracterizacdo e aplicacdo da enzima imobilizada.
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Capitulo V: Caracterizacao das
enzimas livres e imobilizadas

92



1.

Introducao

Apdés o screening de suportes, estabelecimento do protocolo de
imobilizacdo, e andlise da eficiéncia e rendimento do método, € de suma
importancia a caracterizagdo e comparacao entre enzima livre e imobilizada.
Essa etapa do estudo é determinante para a avaliacdo da aplicabilidade das
enzimas imobilizadas na industria.

Ainda que, na teoria, a imobilizacdo possa promover inumeras
vantagens operacionais ao processo de biocatalise, € importante
compreender que fatores como a abordagem de imobilizacdo, quimica da
enzima, natureza do suporte e tipo de aplicacdo podem interferir no
comportamento apresentado pela enzima (RODRIGUES et al., 2013; WANG
et al., 2010; MATEO et al., 2007; GUISAN, 2006; KIM et al., 2006).

Nessa perspectiva, deve-se ter em mente que para cada producdo
especifica deve-se avaliar a relacdo custo vs beneficio do processo de
imobilizagdo (SHANMUGAM and SATHISHKUMAR, 2009). Se para
determinada aplicacdo é imprescindivel o controle das condicbes do meio
(pH, temperatura, termoestabilidade), para outras este controle € irrelevante,
sendo prioridade o aumento da produtividade (alta atividade catalitica e
geracao de produtos).

Dessa forma, € essencial tracar os objetivos prioritarios para cada
aplicacdo especifica, analisando sempre a relacdo custo vs beneficio que a
imobilizagdo pode proporcionar. Somente dessa maneira a aplicacdo de
enzimas imobilizadas pode se tornar uma realidade viavel para uso em
biorrefinarias (ANEXO 1), industrias téxteis, alimenticias, farmacéuticas,
biomédicas, entre outras.

Visando o potencial de aplicacdo de pectinases imobilizadas na industria
de sucos e bebidas, este capitulo focou no estudo de caracterizacdo das

enzimas livre e imobilizada, e comparacgéao entre elas.
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2. Objetivos especificos

e Caracterizar e comparar as enzimas livre e imobilizada quanto ao efeito
na atividade enzimatica frente ao pH, temperatura, termoestabilidade,
inibicdo por ions e composto fendlicos, e cinética enzimatica.

e Comparar as enzimas livre e imobilizada quanto ao potencial de
sacarificacéo através da hidrdlise da pectina.

e Realizar testes de reuso da enzima imobilizada.

e Caracterizar fisicamente o processo de imobilizagao.

e Aplicar e comparar a eficiéncia das enzimas livre e imobilizada na

reducéo da viscosidade da polpa do suco de goiaba.

3. Metodologia
3.1. Amostras

Os experimentos de caracterizagdo foram realizados tanto para as
enzimas ndo imobilizadas (livres), quanto para as enzimas imobilizadas
(derivados), para fins de comparacdo. As amostras enzimaticas utilizadas
foram o extrato bruto de A. terreus e a pectinase parcialmente purificada —
PEC2 (Capitulo 1l). O suporte utilizado para imobilizacdo foi o MANAE-

agarose.

3.2. Determinacao do efeito do pH na atividade enziméatica

Para determinacdo o efeito do pH na atividade enzimatica, as amostras
de enzimas livre e imobilizada foram avaliadas na presenca de tampdes de
diferentes valores de pH no intervalo de 3.0 - 9.0. Os tampdes utilizados
foram: acetato de sodio 50 mM (pH 3.0 - 6.0), fosfato de s6dio 50 mM (pH
6.0 - 75 e trissHCI 50 mM (pH 7.5 - 9.0). Todos os tampdes,
independentemente do pH, foram ajustados para a mesma forca iGnica, com
uso NaCl. A determinacéo do efeito do pH foi realizado através do meétodo
de DNS (MILLER, 1959). Os resultados dos ensaios de efeito do pH na
atividade enzimatica foram expressos como atividade relativa, considerando

a maior atividade da enzima como 100% de atividade.
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3.3. Determinacéo do efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para avaliagdo o efeito da temperatura na atividade enzimética foram
realizados ensaios enziméticos com as amostras de enzimas livre e
imobilizada, alterando a temperatura de incubacdo de 30°C a 80°C. A
determinacao do efeito da temperatura foi realizada através do método de
DNS (MILLER, 1959). Os resultados dos ensaios foram expressos como
atividade relativa, considerando a maior atividade da enzima como 100%.

3.4. Termoestabilidade

O estudo da termoestabilidade das enzimas livre e imobilizada foi
realizado através da pré-incubacdo das amostras a 40 e 50°C, com retirada
de aliguotas em tempos diferentes, por um periodo maximo de 48 horas. A
atividade enzimatica foi determinada da mesma forma descrita nos itens 3.2
e 3.3. Os resultados dos ensaios de termoestabilidade foram expressos

como atividade relativa.

3.5. Determinacao de parametros cinéticos

Para a determinacdo da constante de Michaelis-Mentem (K) e da
velocidade maxima de reacéo (Vmax), foram realizados ensaios de atividade
enzimatica com pectina solavel. Foram utilizadas solu¢des de pectina da
casca de frutas citricas, com concentragbes variando de 1 a 30 mg/mL. A
determinacdo dos parametros cinéticos foi realizada pelo método de
regressao nao linear Enzifitter LEATHERBARROW, 1999).

3.6. Determinacgéo do efeito de ions e compostos fendlicos

Foi investigado o efeito de fons metélicos (K*, Na*, Co**, Ca®*, Cu?*",
Fe?*, Hg**, Mg*, Mn**, zn*, Fe*), do SDS, EDTA, DDT e B-
mercaptoetanol, sobre a atividade das enzimas. As amostras foram pré-
incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos na presenca desses
compostos, em concentracdes de 1 e 10 mM. Como controle, as amostras
foram incubadas em &gua destilada. Apds o periodo de incubagéo, as

atividades enziméticas foram avaliadas, e o0s resultados expressos em
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atividade relativa, onde o valor de 100% correspondeu aos resultados
obtidos do controle.

Também foi analisado o efeito de inibicAo enzimatica causado pelos
compostos fendlicos acido ferulico, vanilina, &cido cinamico, &cido p-
cumarico, acido 4-hidroxibenzoéico e acido tanico. Para os experimentos
foram utilizadas solu¢cdes dos devidos compostos na concentracdo de 1
mg/mL. As atividades foram determinadas a partir de ensaio enzimatico de
DNS, e expressas em atividade relativa. Como controle, foram utilizadas

amostras acrescidas de agua ou etanol.

3.7.Caracterizacao fisica da amostra de enzima imobilizada

As caracterizagOes fisica e biofisica da imobilizagdo enzimatica foram
realizadas através do emprego de quatro métodos: microscopia eletrénica de
varredura (MEV), espectroscopia Raman, espalhamento dinamico de luz
(DLS) e espectroscopia de infravermelho (FTIR).

A microscopia de varredura foi realizada no Laboratorio de Microscopia e
Microanalise do Instituto de Ciéncias Biologicas, na Universidade de Brasilia,
sob a supervisdo da Profd. Dr2 Soénia Bao. As amostras de enzima
imobilizada em MANAE-agarose e do suporte MANAE-agarose livre foram
ressuspendidas em tampao fosfato 10 mM na concentragdo de 1:10,
depositadas no stub de amostras, e metalizadas em equipamento Sputter
Coater SCD 050 (Balzers, Alemanha). Posteriormente, as imagens foram
obtidas no microscoépio eletrénico de varredura modelo JMS 7001F (JEOL,

Japéao) utilizando voltagem de 15 kV.

3.8. Hidrdlise enzimética

Os experimentos de hidrolise foram realizados somente com a amostra
de extrato bruto de A. terreus, dado que, para aplicacdes industriais, 0 uso
de enzimas purificadas ou semi-purificadas ndo é justificado do ponto de
vista econdmico.

A hidrolise enzimética foi realizada em micro-tubos de 1,5 mL, com
volume final de reacdo de 1,0 mL. Aos tubos foi adicionado o substrato -

pectina de casca de frutas citricas (SigmaAldrich, EUA) - na concentracao de
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1% (m/v), e uma carga de proteinas correspondente a 2 mg/g de substrato.
As amostras foram incubadas a 40°C com agitacdo de 950 rpm. Foram
retiradas amostras nos intervalos de 1, 3, 6, 9, 24, 48 e 72 horas, para a
analise da producdo de acucares redutores pelo método de DNS (MILLER,
1959). Todo o experimento foi realizado em triplicata, tendo como controle
uma amostra enzimatica em tampao fosfato de sédio 10 mM pH 7.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico R
versdo 3.5.2. Os dados foram submetidos ao Teste t de Student, utilizando

intervalo de confianca de 95%.

3.9. Teste de reuso da enzima imobilizada

Os experimentos de reuso da enzima imobilizada seguiram a mesma
metodologia de hidrélise descrita no item 2.7, entretanto foi pré-estabelecido
um tempo fixo de 1 hora de bateria de hidrélise. Apds a primeira bateria,
foram coletadas aliquotas para quantificacdo dos acUcares redutores.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos
e 0 sobrenadante, contendo o substrato e os agUcares produzidos, foi
descartado. Em seguida, as amostras foram lavadas com tampéo fosfato de
sédio 10 mM e centrifugadas novamente. A etapa de lavagem foi repetida 3
vezes para garantir a remog¢ao do substrato e agucar remanescente. Por fim,
adicionou-se novamente o substrato & amostra de enzima imobilizada, e foi
realizada nova bateria de 1 hora de hidrélise. Esse processo foi repetido

sucessivas vezes, até ndo ser detectada a producao de acUcares redutores.

3.10. Experimento de reducéo de viscosidade de polpas de frutas

Para avaliar uma possivel aplicagcdo industrial das enzimas nao
imobilizadas e imobilizadas, foi determinado o efeito da acdo enzimatica na
reducdo de viscosidade da polpa de goiaba-vermelha (Psidium guajava L),
conforme protocolo modificado de Surajbhan e colaboradores (2012). Os
experimentos foram realizados apenas com as amostras de extrato bruto de
A. terreus, visto que, para uma possivel aplicacdo industrial ndo seria

economicamente viavel utilizar a enzima parcialmente purificada.
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A viscosidade foi determinada utilizando um viscosimetro rotacional
digital da marca Brookfield, modelo DV-E (Brookfield Engineering,
Stoughton, MA, USA) equipado com cilindros de diametros diferentes
(spindles). Para a polpa de goiaba foi utilizado um cilindro ndmero 3
(referencia RV-3) a 60 rpm.

A polpa foi produzida no laboratério utilizando um liquidificador caseiro
simples. A proporgéo utilizada foi de 1:1 (m/v) de fruta e agua destilada.
Apés a maceracdao, a polpa foi peneirada e acondicionada em frascos do tipo
erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de polpa. A cada frasco foi
adicionada as enzimas livre e imobilizada, seguindo dois padrbes de
concentracdo (por atividade e por proteina). No primeiro teste foram
utilizados 5 U da enzima pectinase para 100 mL de polpa, e no segundo, 50
pg de proteina para 100 mL de polpa. Por fim, as amostras foram incubadas
a 40°C e 180 rpm, durante 60 minutos.

Apds o periodo de incubacdo, procedeu-se a inativacdo enzimatica
aguecendo o material a 97°C por cinco minutos. Posteriormente, foi
realizado o resfriamento por imersdo em agua, até atingir 28°C e, finalmente,
foram realizadas as leituras de viscosidade. Os experimentos foram
realizados em triplicata, utilizando-se para cada repeticdo uma nova
amostra. O controle foi feito com a substituicdo da enzima pelo tampé&o
fosfato de sédio, 10 mM pH 7.0, nas mesmas condi¢des do ensaio.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote estatistico R
versdo 3.5.2. Os dados foram submetidos ao Teste t de Student pareado,
para avaliagdo da viscosidade antes e ap0s o tratamento enzimético, e a
ANOVA one-way e post-hoc Teste Tukey, para avaliacdo da diferenca entre

amostras. Todas as analises utilizaram intervalo de confianca de 95%.

. Resultados e discusséo
4.1. Determinacéo do efeito do pH na atividade enzimatica

A Figura 18 apresenta o efeito do pH sobre as atividades enzimaticas da
pectinase parcialmente purificada (PEC2) livre e imobilizada em MANAE-
agarose. E importante ressaltar que todas as vezes que for citado e termo

“enzima livre”, trata-se da sua forma nao imobilizada.
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Figura 18 - Efeito do pH na atividade de PEC2 livre (~*) e imobilizada em MANAE-
agarose (=+).

Tanto a enzima livre, quanto a imobilizada apresentaram maiores
retengbes de atividade na faixa de pH 3.5 - 6.0. Esse resultado era
esperado, uma vez que os fungos, principalmente do género Aspergillus, séo
descritos na literatura como produtores de pectinases acidas, justificando as
altas atividades enzimaticas nesta faixa de pH (HEERD et al., 2012;
KASHYAP et al., 2001). Entretanto, nota-se que a enzima livre apresentou
maior atividade relativa em pH'’s 5.5 - 6.0, enquanto a enzima imobilizada em
pH 4.0.

A alteracdo no pH de maior atividade apO6s o procedimento de
imobilizagdo é frequentemente relatado na literatura para pectinases
imobilizadas em diferentes suportes (RAJDEO et al., 2016; CHAUHAN et al.,
2015). Entretanto, no presente estudo houve um deslocamento de
aproximadamente 2.0 pontos na faixa de pH. Dai e colaboradores (2018)
realizaram um estudo de imobilizacdo de uma pectinase em suportes de
alginato de sédio e oOxido de grafeno, e analisaram o efeito do pH na
atividade enzimatica apds imobilizagdo. O pH de maior atividade da enzima
livre foi de 4.5, ja para a enzima imobilizada houve um deslocamento de
apenas 0.5 ponto, atingindo, como no presente estudo, pH 4.

A mudanca no pH de maior atividade observada para a enzima
imobilizada pode ser explicada pelo fato do suporte proporcionar a formagéo

de um arcabouco externo mais rigido para a ligacdo da enzima, além de
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propiciar a estabilizacdo fisica da estrutura molecular da proteina, fatos que
conseguentemente minimizam os efeitos da temperatura e pH extremo na
ruptura de interagbes e no desdobramento de estruturas secundarias e
terciarias da enzima (DICOSMIO et al., 2013; BALCAO et al., 1996).

Essa alteracdo no pH pdés-imobilizacdo pode implicar na utilizacdo da
enzima imobilizada em aplicacdes diversas, como na clarificacao e reducéo
da viscosidade de bebidas acidas (suco de laranja, limao e vinhos).

Os resultados em pH 3.0 e 9.0 ndo foram apresentados, pois houve a
formacdo de agregados que interferiram nas leituras de absorbancia,
tornando os dados néo confiaveis.

A Figura 19 apresenta o efeito do pH na atividade enzimatica da
pectinase do extrato bruto.
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Figura 19 - Efeito do pH na atividade da pectinase do extrato bruto livre (%) e
imobilizada em MANAE-agarose (—+).

Observa-se que, como no caso anterior, as maiores retencbes de
atividade foram detectadas em faixas mais acidas de pH. Entretanto, para
enzima livre a maior atividade enzimatica foi em pH 5, e para enzima
imobilizada nos pH’s 5.5 - 6.0. Nesse caso, a imobilizagdo nao teve um
impacto tao significativo na alteracdo dos padrdes de pH de maior atividade

da amostra.

100



4.2.Determinacéo do efeito da temperatura na atividade enziméatica

A Figura 20 apresenta o efeito da temperatura nas atividades de PEC2
livre e imobilizada em MANAE.
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Figura 20 - Efeito da temperatura nas atividades de PEC2 livre (~*) e imobilizada em
MANAE-agarose (—+).
Para a amostra de pectinase parcialmente purificada, tanto a enzima
livre, quanto a imobilizada apresentaram sua maior retencéo de atividade a
65°C, ndo havendo mudanca na temperatura de maior atividade da enzima
apos a imobilizacdo. Aléem disso, quando comparado a enzima imobilizada, o
homologo livre apresentou maiores retencdes de atividade em todas as
faixas de temperatura.
No entanto, para a amostra de pectinase do extrato bruto (Figura 21)
observa-se uma alteracdo nos padrdes de efeito da temperatura na atividade

enzimatica apo6s a imobilizacao.
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Figura 21 - Efeito da temperatura nas atividades da pectinase do extrato bruto livre
(~*) e imobilizada em MANAE-agarose ().

Embora, novamente, a enzima livre tenha apresentado maiores
retencdes de atividade em quase todas as faixas de temperatura, houve uma
alteracdo de 5°C na temperatura de maior atividade da enzima apo6s o
processo de imobilizacdo. A temperatura de maior atividade da enzima livre
foi em 60°C, enquanto que da enzima imobilizada foi em 65°C. Esse
deslocamento de 5°C pode ser relevante para a aplicacdo em processos
industriais que ocorram em altas temperaturas.

Chauhan e colaboradores (2015) relataram um aumento de 5°C na
temperatura de maior atividade de uma pectinase quando imobilizada em
suporte celite. No entanto, a pectinase imobilizada do estudo citado
apresentou maior atividade a 45°C, temperatura inferior a demonstrada pela
pectinase imobilizada em MANAE-agarose (65°C).

4.3. Termoestabilidade

Os resultados de termoestabilidade a 40°C da pectinase parcialmente

purificada livre e imobilizada sé&o apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Teste de termoestabilidade da PEC2 livre (~*) e imobilizada em MANAE-
agarose (=+), em 40°C de pré-incubacao.

Observa-se que a enzima livre atingiu seu tempo de meia-vida com 2
horas de incubacdo, enquanto a enzima imobilizada suportou 6 horas até
atingir sua meia-vida. Dessa forma, a imobilizagdo proporcionou uma
melhora de 200% na termoestabilidade da enzima a 40°C. Além disso,
observa-se que a enzima imobilizada, quando comparada a enzima livre,
apresentou maiores retencbes de atividade em funcdo do tempo de
incubacéao.

Chauhan e colaboradores (2015) realizaram um estudo de imobilizacdo
de uma pectinase comercial no suporte celite e avaliaram a
termoestabilidade da enzima a 40°C. O tempo de meia-vida da enzima livre
foi de aproximadamente 3 horas, e da enzima imobilizada aproximadamente
4 horas, havendo uma melhora de apenas 133% na termoestabilidade apos
imobilizacdo. Os resultados apresentados no presente trabalho sé&o
superiores aos relatados por Chauhan (2015).

Varios estudos sugerem que a imobilizacdo promove um aumento da
estabilidade térmica da enzima, uma vez que o suporte favorece a formacéo
de um arcabouco que protege a enzima contra 0S processos de
desdobramento da sua estrutura ocasionados pelo aumento da temperatura
e exposicdo prolongada a altas temperaturas (MATEO et al., 2007; BALCAO
et al., 1996).
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A melhoria da termoestabilidade de enzimas € muito almejada pelas
industrias de bioprocessos, pois ela proporciona a manutencao da atividade
catalitica da enzima mesmo apods longos periodos de incubacdo. A
otimizacdo dessa caracteristica gera a reducdo dos custos brutos com
enzimas, barateando o processo industrial global.

Os dados de termoestabilidade para a pectinase do extrato bruto sao

apresentados na Figura 23.
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Figura 23 - Teste de termoestabilidade da pectinase do extrato bruto livre (~*) e
imobilizada em MANAE-agarose (=+), em 40°C pré-incubacao.

Primeiramente observa-se um aumento da atividade relativa da enzima
apos a primeira hora de incubacdo. Esse aumento pode ser justificado por
uma possivel ativacdo térmica apos incubacdo, gerando aumento da
atividade enzimatica.

Novamente, nota-se que a imobilizacdo proporcionou uma melhora na
termoestabilidade da enzima. Apds 4 horas de incubagcédo a 40°C a enzima
livre apresentou apenas 28% da sua atividade catalitica, enquanto a enzima
imobilizada apresentou 55% de retencdo. Além disso, observa-se que a
enzima imobilizada apresentou maiores retencdes de atividade em funcéo

do tempo de incubag&o.

104



Os resultados obtidos sugerem uma possivel aplicacdo das enzimas
imobilizadas ao MANAE-agarose em processos industriais que necessitam
de prolongados periodos de incubacéo.

Os dados de termoestabilidade da pectinase do extrato bruto e de PEC2
a 50°C nao foram apresentados, pois tanto as enzimas livres, quanto as
enzimas imobilizadas ndo suportaram nem 5 minutos de incubacdo a essa
temperatura, perdendo toda a sua atividade catalitica, impossibilitando a
comparacao de resultados.

Analisando os resultados de determinacdo do efeito do pH, da
temperatura e termoestabilidade das amostras enzimaticas € possivel notar
diferencas nos padrdes quando se compara a pectinase parcialmente
purificada e a pectinase do extrato bruto. Essas diferencas podem ser
explicadas pelo fato de que o extrato bruto € uma amostra heterogénea, com
presenca de outras enzimas e outras proteinas que podem ter acéo
sinérgica ou antagbnica, modificando o ambiente, reacfes quimicas, e,
consequentemente o comportamento da pectinase. A amostra parcialmente
purificada, pela quase auséncia de outras proteinas e enzimas, estd menos

susceptivel a alteracfes na sua cinética e comportamento.

4.4. Determinacdo de parametros cinéticos

Os parametros cinéticos para a pectinase do extrato bruto (PECEB) e
pectinase parcialmente purificada (PEC2) livre e imobilizada sé&o

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros cinéticos de PEC2 e PECEB livre e imobilizada em MANAE-
agarose.

Enzima Km (ug/mL) Vmax (Lg/min)
PEC?2 livre 24,54 1,39
PEC2 imobilizada L
9,71e® 4,53e!°
MANAE
PECERB livre 20,77 1,17
PECEB imobilizada
1016,98 17,42
MANAE
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Observa-se que, apds o procedimento de imobilizacdo houve um
aumento drastico nos valores dos parametros cinéticos tanto para a
pectinase do extrato bruto, quanto para a pectinase parcialmente purificada.

Sabe-se que a transferéncia de massa entre o substrato e as enzimas
altera ap0s o processo de imobilizacdo, uma vez que a enzima nao se
encontra totalmente disponivel, e com sua mobilidade intacta para o
desempenho das reacdes cataliticas (RODRIGUES et al., 2013; GUISAN,
2006). Dessa forma, quando se utiliza o procedimento de imobilizacdo é
importante levar em consideracdo as alteracbes nos parametros cinéticos
geradas pela limitacao de difusdo do substrato.

Adicionalmente, outros fatores como tipo do material do suporte de
imobilizacdo e a natureza da ligacdo, também sdo determinantes para a
cinética enzimatica (COONEY et al., 2011). O emprego de matrizes porosas,
como no caso o MANAE-agarose, gera a introducdo de uma resisténcia
adicional a transferéncia de massa, afetando ainda mais os parametros
cinéticos (NEIRA et al., 2017; COONEY et al.,, 2011). Em materiais nao
porosos essa resisténcia é significativamente menor, devido a facilidade de
acesso da enzima ao substrato (NEIRA et al., 2017; COONEY et al., 2011).

A natureza da ligacdo durante a imobilizacdo também pode impactar a
cinética enzimatica, pois dependendo do tipo de ligagdo pode haver
alteracdes nas estruturas secundarias e terciarias da proteina (DICOSMIO et
al., 2013; BALCAO et al., 1996). LigacBes covalentes, apesar de mais
estaveis, tendem a gerar maiores impactos na estrutura da enzima,
enquanto intera¢des por adsor¢cdo provocam menores alteragdes (ES et al.,
2015).

Nesse contexto, o conhecimento da quimica de superficie da enzima, do
suporte e da interacdo entre enzima e suporte € extremamente importante,
pois possibilitam a previsédo e prevencao de possiveis impactos negativos na
atividade catalitica e cinética da enzima.

Como ja esperado, o K, das enzimas aumentou apds 0 processo de
imobilizagdo. O aumento do K, pode ser explicado como resultado da
limitacdo difusional e/ou por mudancas geradas na estrutura da proteina
apos a imobilizacdo, gerando uma reducdo de afinidade da enzima pelo

substrato. Resultados semelhantes sdo corriqueiramente relatados na
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literatura (CERRETI et al., 2017; SPINELLI et al., 2013, SARIOGLU et al.,
2001). Além disso, os valores de Vma também aumentaram apds a
imobilizagdo, demonstrando que a curva néo atingiu seu estado de
saturacao para as enzimas imobilizadas.

Apesar dos resultados alcancados ndo serem satisfatorios, eles séo
frequentemente relatados e explicados na literatura, além de representarem
mais um indicio de que a imobilizagdo das enzimas de fato ocorreu, visto o

aumento do valor de K, apds imobilizagdo.

4.5. Determinacao do efeito de ions na atividade enzimatica

A andlise do efeito de ativacdo ou inibicdo de ions na atividade
enzimatica auxilia a presumir as possiveis interagcbes que ocorrem no sitio
catalitico e 0 mecanismo de acao das enzimas.

A ativacdo enzimatica por ions e outros compostos ocorre devido a
mudancas na conformacdo e na estabilizacdo do sitio catalitico da enzima,
proporcionando um aumento da atividade enzimética. Além disso, alguns
cations podem agir diretamente no substrato, alterando suas propriedades,
aumentando a afinidade da enzima pelo mesmo. Os ions ativadores mais
relatados na literatura sdo Ca?*, Mg®*, Zn** e K* (LOPINA, 2016).

J& a inibicdo ocorre principalmente pela formacédo de complexos agente
inibitério/enzima que geram a modificacdo de aminoacidos fundamentais
para a atividade catalitica. Os principais ions com atividade inibitéria sé&o
Hg®, Fe*, Cu® (LOPINA, 2016).

A Tabela 7 apresenta os resultados de efeito de ions e outros compostos

na atividade enzimatica da pectinase do extrato bruto livre e imobilizada.
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Retencéo . ~

fon e atividade . Retengao | REEge

concentracio controle at|V|d_ade PECEB atividade PECEB-
(%) livre (%) MANAE (%)

1mM
FeSO, 55,06 + 1,75 69,84 £ 10,63
MgSO, 97,72 + 4,36 91,71 £ 13,58
MnCl, 103,55 + 6,58 107,04 <+ 8,98
CaCl, 65,39 = 2,79 84,79 * 942
CuSOq, 73,40 + 3,43 52,80 £ 4,45
SDS 77,46 + 2,40 74,08 £ 6,33
ZnS0Oq, 103,54 * 3,36 6522 * 194
EDTA 91,42 + 10,31 68,24 £ 9,78
B-mercapto 100 82,70 £ 257 43,76 * 12,07
DDT 85,83 + 4,779 4427 * 1,63
HgCl, 53,59 + 3,66 23,57 + 8,35
MgCl, 96,48 + 3,67 47,64 + 8,48
FeCl; 58,43 + 2,95 31,78 £ 3,39
ZnCl 79,40 + 2,86 2569 £ 9,12
NaCl 73,98 + 2,52 4351 % 6,43
CuCl, 66,37 + 2,16 14,43 + 8,89
KCI 100,27 + 9,94 58,87 * 1,86
CoCl, 8542 + 4,96 51,32 £ 12,89

10 mM
FeSO, 77,37 % 6,03 29,42 £ 9,60
MgSO, 104,86 *= 4,20 79,76 £ 1,86
MnCl, 102,27 += 5,13 67,15 £ 2,39
CacCl, 58,47 % 457 38,36 * 6,24
CuSOq, 30,66 * 8,95 5150 £ 2,98
SDS 881 £ 512 0,00 * 0,00
ZnS0Oq, 7195 £ 555 90,71 £ 10,05
EDTA 116,87 *= 7,73 73,20 £ 10,68
B-mercapto 100 9765 £ 10,29 51,84 * 282
DDT 89,05 * 331 49,79 £ 3,97
HgCl, 0,00 = 0,00 0,00 * 0,00
MgCl, 95,68 * 3,04 65,13 £ 4,89
FeCls 76,21 * 9,20 96,64 * 2,43
ZnCl 69,10 * 439 54,22 £ 5,49
NaCl 112,24 + 1344 69,92 + 594
CuCl, 4181 * 9,33 24747 = 7,25
KCI 101,66 * 3,12 63,89 £ 8,07
CoCl, 7460 * 3,80 54,70 £ 245

Tabela 7 - Efeitos de ions e outros compostos (concentracdo de 1 e 10 mM) na
atividade catalitica da pectinase do extrato bruto livre e imobilizada.
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Analisando a concentracdo de 1 mM, observa-se que tanto a enzima
livre, como a imobilizada foram inibidas pelos compostos FeSO,4, CaCls,
CuSQO,, SDS, B-mercaptoetanol, DDT, HgCl,, FeCls, ZnCl, NaCl, CuCl, e
CoCl,. O efeito inibitério de Cu?* Fe**, Co?*, Hg" sobre pectinases é relatado
em diversos trabalhos (JARAMILLO et al., 2015; RASHAD et al., 2011;
CELESTINO et al., 2006; KLUG-SANTNER et al., 2006; KASHYAP et al.,
2001; KOBAYASHI et al., 2001). No entanto, um resultado inesperado foi a
inibicdo da pectinase pelo fon Ca?*, uma vez que a literatura relata uma forte
dependéncia de calcio pelas pectato liases, e a ativacdo de pectina liases
pelo mesmo (JAYANI et al., 2005). Todavia, a enzima imobilizada
apresentou uma menor inibicdo ao Ca** e o Fe*".

A enzima imobilizada também apresentou inibicdo pelos ions Zn** e K*,
enguanto a enzima livre manteve sua atividade estavel frente aos mesmos.
Saxena e colaboradores (2008) relataram um resultado similar ao imobilizar
uma pectinase de A. niger em membranas de polietileno.

Na concentracdo de 10 mM observa-se a inibicdo de ambas as formas
(livre e imobilizada) pelos compostos FeSO,, FeCl;, CaCl,, CuSO4, SDS,
DDT, HgCl;, MgCl,, ZnCl, ZnSO, e CoCl,. Contudo, a enzima imobilizada
em MANAE-agarose apresentou uma menor inibicdo ao CuSQO4, ZnSO, e
FeCls. A enzima imobilizada também sofreu inibicdo por Mg®*, Mn?*, EDTA,
B-mercaptoetanol, Na* e K*, enquanto sua forma livre permaneceu com sua
atividade praticamente inalterada em relacdo ao controle. Chahuan e
colaboradores (2015) encontraram resultados similares ao imobilizar uma
pectinase no suporte celite, constatando uma inibicao significativa da enzima
imobilizada frente aos fons Mg®* e Mn?*, EDTA, B-mercaptoetanol e SDS.

Nota-se que a enzima imobilizada apresentou uma alta ativacdo, de
aproximadamente 147%, na presenca do fon Cu?*, enquanto a enzima livre
sofreu uma forte inibicdo, de aproximadamente 48%. De forma oposta,
Chauhan e colaboradores (2015) notaram uma alta inibicdo da pectinase
imobilizada em celite frente ao fon Cu?".

Alguns trabalhos de revisao de literatura sugerem que a imobilizagao
promove uma maior estabilidade da enzima frente as condi¢bes do meio,

inclusive frente a acdo de compostos inibitérios. Isso ocorreria, pois a
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enzima, quando imobilizada, encontra-se menos susceptivel a formacdo de
complexos com agentes de inibicdo (RODRIGUES et al., 2013; WANG et al.,
2010; MATEO et al.,, 2007; KIM et al., 2006). Entretanto, a maioria dos
trabalhos experimentais ndo constatam resultados coerentes com a teoria.

Os resultados aqui apresentados ndo revelaram um padrdo homogéneo
plausivel para discussdo. O comportamento das enzimas livre e imobilizada
foi completamente heterogéneo, impossibilitando qualquer tipo de conclusao
contundente. Dessa forma, sdo necessarios estudos avancados sobre o
mecanismo de acdo da enzima, e sobre a quimica de reacédo envolvida no
processo de imobilizacdo para que se possam ter respostas mais
conclusivas a cerca dessa analise.

Os efeitos de ions e outros compostos na atividade da pectinase
parcialmente purificada livre e imobilizada sdo apresentados na Tabela 8.

110



Tabela 8 - Efeitos de ions e outro compostos (concentracdo de 1 e 10 mM) na
atividade catalitica da pectinase parcialmente purificada livre e imobilizada.

Retencéo ~ .
fon e atividade . Retencao REEeED
concentracio controle atividade PEC2 atividade PEC2-
¢ %6) livre (%) MANAE (%)

1mM

FeSO, 57,00 * 158 62,01 * 499
MgSO, 125,49 = 1,42 225,33 * 13,65
MnCl, 127,16 * 3,89 144,72 * 8,14
CaCl, 136,65 * 4,20 185,10 * 10,43
CuSO, 108,30 £ 3,93 13853 * 9,61
SDS 9454 * 4,10 114,09 * 12,45
ZnS0O, 149,10 £ 3,00 154,34 * 10,79
EDTA 103,24 * 5,14 146,05 * 8,97
B-mercapto 105,19 £ 570 81,48 * 547

100

DDT 119,77 £ 2,82 48,45 * 7,40
HgCl, 8350 * 3,71 2851 * 551
MgCl, 119,43 * 2,83 86,43 * 5,29
FeCl; 88,92 * 4,05 8358 * 10,69
ZnCl 101,71 * 451 66,93 * 8,24
NaCl 119,77 £ 1,24 70,38 * 3,65
CuCl, 112,28 * 0,97 66,34 * 7,49
KCI 135,70 £ 4,33 99,12 * 5092
CoCl, 110,40 * 193 67,10 * 531
10 mM

FeSO, 88,16 * 3,56 103,12 * 6,94
MgSO, 121,68 £ 429 114,41 * 6,18
MnCl, 127,19 = 4,63 104,94 = 6,12
CacCl, 84,67 * 204 5821 * 4,19
CuSO, 4421 * 1,71 64,86 * 4,75
SDS 12,65 * 0,58 3290 * 5,90
ZnS0O, 115,97 £ 154 7963 * 434
EDTA 162,79 £ 7,59 92,60 * 4,88
B-mercapto 100 155,37 £ 791 8258 * 7,80
DDT 117,92 £ 163 72,92 * 8,92
HgCl, 29,48 * 278 0,00 * 0,00
MgCl, 128,05 = 1,47 8987 * 6,39
FeCl; 104,63 = 2,38 116,43 * 12,39
ZnCl 99,22 * 436 9583 * 13,28
NacCl 118,83 =+ 1,45 81,05 * 4,73
CuCl, 68,55 * 10,16 58,95 * 481
KCI 130,48 £ 1,55 98,27 * 5/10
CoCl, 113,76 * 6,64 208,46 * 13,38
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Na concentracdo de 1 mM verifica-se que as enzimas livre e imobilizada
foram inibidas por FeSO,, HgCl, e FeCls. A forma imobilizada também
apresentou inibicdo ao B-mercaptoetanol, DDT, MgCl,, ZnCl, NaCl, CuCl, e
CoCl,. Analisando o0s outros compostos, observa-se que houve uma
ativacdo de ambas as formas, livre e imobilizada, por MgSO,4, MnCl,, CaCl,,
CuSO,4, SDS, ZnSO, e EDTA. Contudo, a enzima imobilizada apresentou
uma maior taxa de ativagao por estes compostos.

Ja na concentracdo de 10 mM, as enzimas livre e imobilizada foram
inibidas por CaCl,, CuSO,4, SDS, HgCl, e CuCl,. Entretanto, a enzima
imobilizada apresentou menores taxas de inibicdo para 0s compostos
CuSO, e SDS. A forma imobilizada ainda apresentou inibicdo por ZnSQOy,
EDTA, B-mercaptoetanol, DDT, MgCl, e NaCl, enquanto a enzima livre

apresentou ativacdo frente a estes compostos. Para o fon Co?*, a enzima
imobilizada apresentou cerca de 108% de ativacédo, enquanto a enzima livre,
apenas 13%.

Novamente, ndo foi possivel estabelecer um padrdo de comportamento

das enzimas devido a heterogeneidade dos resultados.

4.6. Determinacéo do efeito de compostos fendlicos na atividade enzimatica

Sabe-se que o processo de pré-tratamento da biomassa gera compostos
fendlicos soluveis que podem interagir com as proteinas através da
formacao de ligagOes covalentes e ndo covalentes, culminando na inativagédo
ou inibicdo das enzimas (KROLL, 2003).

A Tabela 9 apresenta o efeito de compostos fendlicos na atividade da

pectinase do extrato bruto livre e imobilizada.
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Tabela 9 - Efeitos de compostos fendlicos na atividade enzimética da pectinase do
extrato bruto (PECEB) livre e imobilizada.

Retencéao
atividade Retencéo atividade Retencao atividade

Composto fenolico .10l PECEB livre (%)  PECEB-MANAE (%)

(%)
Acido tanico 136,64 + 6,73 159,30 + 5,18
Vanilina 47,43 + 5,30 597,59 + 15,05
Acido cinamico 14754 + 8,35 96,10 + 3,39
Acido fertlico 100 190,55 + 10,27 311,15 + 8,42
Acido p-cumarico 156,22 + 9,26 96,74 + 6,54
Acido 4- 10429 + 175 13571 + 727

hidroxibenzodico

Nota-se que a vanilina foi o Unico composto fendlico que inibiu a
pectinase (ndo imobilizada); todos os outros compostos ativaram a enzima.
Esses dados corroboram com os reportados por Jaramillo e colaboradores
(2015), onde se verificou inibicdo da pectinase pela vanilina e ativacao por
acido ferulico, cindmico e 4-hidroxibenzodico.

Entretanto, na literatura séo raros os relatos envolvendo a ativacdo de
pectinases por compostos fendlicos. Wu e colaboradores (2010) relatam
uma forte inibicdo da atividade de pectinase pelo composto acido ferdlico.
Gamble e colaboradores (2010) também descreveram a inibicdo de
pectinase por diferentes compostos fendlicos produzidos pelo pré-tratamento
de fibras de linho.

Quando comparado a enzima livre, a forma imobilizada apresentou uma
maior ativagcdo enzimatica para a maioria dos compostos. Esses dados
revelam um potencial de utilizacdo de enzimas imobilizadas em processos
de sacarificacdo de biomassa lignocelulosica.

Os resultados do efeito de compostos fendlicos na atividade da
pectinase parcialmente purificada (PEC2) Ilivre e imobilizada sao

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Efeitos de compostos fendlicos na atividade enzimatica da pectinase
parcialmente purificada (PEC2) livre e imobilizada.

Retencéo
atividade Retencéo atividade
controle PEC2 livre (%)

Retencéo
atividade PEC2-
MANAE (%)

Composto fenélico

(%)
Acido tanico 106,22 + 2,46 257,89 + 13,99
Vanilina 90,44 + 501 143,20 + 9,17
Af:ido cinamico 100 103,12 + 1,11 83,26 + 8,04
Acido ferulico 159,60 + 3,12 19355 + 10,58
Acido p-cumarico 130,60 + 8,55 130,22 + 8,81
Acido 4-hidroxibenzoico 123,09 + 591 99,04 =+ 547

Nota-se, novamente, que a maioria dos compostos fendlicos ocasionou
um aumento da atividade relativa das enzimas. No caso na vanilina, houve
um efeito de inibicdo na enzima livre, como ja constatado anteriormente. No
entanto para a enzima imobilizada houve uma ativacdo frente a este
composto. Para o acido cinamico, foi mantida a ativagdo da enzima livre,
mas houve uma inibicdo da enzima imobilizada. Esses resultados foram
satisfatérios quando comparado ao obtido de Chauhan e colaboradores
(2015), que verificaram a inibicdo de uma pectinase imobilizada em celite na

presenca de 4cido cumarico e ferulico.

4.7.Caracterizagéao fisica da enzima imobilizada: Microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Em imobilizacdo enzimética, as caracterizacdes fisica e biofisica da
amostra auxiliam na constatacdo e entendimento do processo de
imobilizacdo. Através de analises de microscopia é possivel verificar se a
imobilizacdo da enzima ao suporte de fato ocorreu. Ja por meio das analises
de espectroscopia é possivel avaliar quais as bases fisico-quimicas do
processo de imobilizacgéo.

Foram realizadas tentativas de andlise por espectroscopia Raman, de
infravermelho, espalhamento dindmico de luz e microscopia eletrénica de
varredura. Entretanto, a microscopia foi a Unica analise cujo foi possivel

obter-se dados, embora poucas conclusdes possam ser feitas a partir dela.
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A Figura 24 apresenta as imagens de MEV das amostras do suporte
MANAE-agarose e da enzima imobilizada ao MANAE.

Figura 24 - Microscopia eletrbnica de varredura das amostras. (A) Suporte MANAE-
agarose, (B) Extrato bruto de A. terreus imobilizado em MANAE-agarose, (C)
Pectinase parcialmente purificada imobilizada em MANAE-agarose.

Na Figura 24 A é possivel notar a presenca de estruturas esféricas,
polidispersas e com distribuicdo heterogénea de tamanho. Essas estruturas
correspondem ao suporte MANAE, cujo a base principal € uma matriz de
Sepharose organizada em forma de microesferas. J& nas Figura 24 B e C
observa-se que essas estruturas estdo organizadas de forma diferente,
formando espécies de agregados. Essas imagens correspondem as
amostras de enzima imobilizada ao suporte MANAE. Sugere-se que a nova
estrutura organizacional das particulas seja devido ao processo de
imobilizacdo, onde a interacdo de cargas entre enzimas e suporte
proporciona a formacdo espécies de agregados. Entretanto ndo € possivel

confirmar essa hipétese somente pelas micrografias.
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A literatura sugere que as enzimas, quando imobilizadas, tendem a
modificar a distribuicdo de tamanho das particulas do suporte e sua
morfologia (MOHAMAD et al., 2015). Como a microscopia eletronica de
varredura nao dispde de resolucédo suficiente para detectar a presenca de
enzimas ligadas ao suporte, a caracterizacdo da imobilizacdo €& feita
indiretamente através das analises de distribuicdo de tamanho e morfologia
do suporte de imobilizagdo. Entretanto, essas andlises ndo podem ser
aplicadas para o presente estudo, pois o proprio suporte de imobilizacao
possui uma distribuicio de tamanho e morfologia extremamente
heterogénea, tornando a metodologia inadequada para qualquer tipo de

conclusdo contundente.

4 .8. Hidrélise enzimética

A Figura 25 apresenta o perfil de hidrolise enzimatica da pectina de
casca de frutas citricas, utilizando a amostra de pectinase do extrato bruto

de A. terreus livre e imobilizada em MANAE-agarose.
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Figura 25 — Perfil de hidrélise enzimatica da pectinase do extrato bruto de A. terreus
livre () e imobilizada em MANAE-agarose (—).

Primeiramente, € possivel notar que o perfil de liberagdo de acucares

pela enzima livre e imobilizada segue um padrdo similar. Ha uma liberagéo

guase linear nas primeiras horas de hidrdlise, com posterior estabilizacdo a

partir de 24-48 horas. Malgas e colaboradores (2017) sugerem que esse
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perfil inicial de aumento linear seja devido ao alto nivel de cooperacao
sinérgica entre enzimas que ocorre nos momentos inicias da hidrélise. No
estagio final, essa sinergia tende a diminuir devido a alta disponibilidade de
locais para ligacdo das enzimas ao substrato, estabilizando a curva de
liberacdo de aguUcares.

Observa-se que a pectinase livre apresentou uma liberacdo de acglcares
redutores estatisticamente maiores que a enzima imobilizada em todos os
intervalos de tempo (p<0,05). No entanto, considerando o pico maximo de
liberacdo de acucares, nota-se que a enzima imobilizada atingiu sua
liberacdo maxima em 24 horas, com uma taxa de 0,065 mg de acucar por
hora, enquanto a enzima livre atingiu esse pico com o dobro do tempo (48
horas), e com uma taxa menor, de 0,053 mg de acucar por hora. Dessa
forma, por mais que a enzima imobilizada tenha produzido uma quantidade
total de acucares inferior, ela atingiu seu pico maximo de liberagcdo mais
rapidamente, sendo 22% mais eficiente em termos de velocidade de
producdo. Para a industria é extremamente importante a utilizacdo de
enzimas que proporcionem uma hidrélise rapida, com alto rendimento,
eficiéncia, e baixo custo (VAN DYK and PLETSCHKE, 2012; HU et al., 2011)

4.9. Teste de reuso da enzima imobilizada

O reuso de enzimas durante o procedimento de biocatélise € um dos
pontos cruciais para a ampla utilizacdo da tecnologia enzimatica na indastria.
A reciclagem das enzimas promove uma reducéo efetiva nos custos globais
do processo de catélise enzimética, tornando mais viavel a aplicacdo de
enzimas na indastria (KAWAGUTI et al., 2006).

Nesse contexto, foram realizados testes de reutilizacdo da pectinase do
extrato bruto de A. terreus imobilizada ao suporte MANAE-agarose (Figura
26).
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Figura 26 - Experimento de reuso da pectinase do extrato bruto de A. terreus
imobilizada em MANAE-agarose (—).

Nota-se que foi possivel realizar 6 ciclos de hidrélise com a enzima
imobilizada, podendo-se reutilizar a enzima até 4 vezes com efetiva
producdo de acucares redutores. A enzima nao imobilizada sé pbde ser
utiizada em um ciclo de hidrolise, ndo podendo ser recuperada
posteriormente. Como apresentado nos resultados do topico 4.8, a producao
de acucares redutores pela enzima livre apés 1 hora de hidroélise, foi de
apenas 0,50 mg/g de substrato. Somados todos os ciclos de reuso, a enzima
imobilizada foi capaz de produzir 1,71 mg de acgucares redutores por grama
de substrato. Isso representa um aumento de aproximadamente 242% na
producéo final de acucares redutores.

Oliveira e colaboradores (2018) realizaram um estudo de imobilizacdo de
uma pectinase de A. aculeatus em suportes de alginato. Eles relataram 6
ciclos de reuso da enzima imobilizada com retencdo de atividade de até
50%. Sojitra e colaboradores (2017) imobilizaram uma pectinase em
nanoparticulas magnéticas de quitosana e reportaram uma atividade residual
de até 85% apds 7 ciclos de reuso da enzima. No entanto, nenhum dos
estudos analisou e comparou a liberagdo de acucares redutores entre
enzima livre e imobilizada.

Os resultados aqui obtidos revelam um grande potencial de utilizacdo da

pectinase imobilizada em MANAE-agorose em processos industriais, uma
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vez que foi possivel reutilizar a enzima por até 6 ciclos de hidrolise com

aumento significativo na producéo de acucares redutores.

4.10. Reducéao da viscosidade de polpa de suco de goiaba

As pectinases sdo enzimas amplamente empregadas nas industrias de
alimentos. Elas sao extremamente Uteis no processamento de frutas e
vegetais, auxiliando nos processos de extracdo, maceracao, liquefacédo e
clarificacdo, promovendo a reducédo de viscosidade de polpas, sucos e
néctar (NAIDU and PANDA, 1998). A reducédo da viscosidade também pode
ser utilizada com técnica de presuncdo da atividade pectinolitica
(MAIORANO et al., 1976). A partir desse cenario, foram realizados testes de
reducao de viscosidade da polpa do suco de goiaba utilizando as enzimas
livre e imobilizada, visando uma possivel aplicacdo na inddstria de sucos e

bebidas (Tabela 11). O pH inicial da polpa de goiaba era 4,05.

Tabela 11 - Avaliacdo da reducdo da viscosidade da polpa de goiaba utilizando a
pectinase do extrato bruto de A. terreus livre (PECEB) e imobilizada em MANAE-
agarose (PECEB-MANAE) nas concentracbes de 5 U de pectinase e 50 pg de
proteinas.

Amostra Antes tratamento (Cp)  Apés tratamento (Cp)
Controle # 1016 + 8 1005+ 9
5U

PECEB® 996 + 6 669 + 10 *

PECEB-MANAE ¢ 1008 + 6 537 +6*
50 pg

PECEB *? 1003+ 8 978+ 8

PECEB-MANAE ° 1007 £ 8 740 £ 9*

* Indica a diferencga estatistica na reducao de viscosidade antes e apds o tratamento
enzimatico (teste t de Student pareado, com intervalo de confianca de 95%).

abed Indicam diferenca estatistica na reducéo de viscosidade entre as amostras. Letras
iguais significam que ndo houve diferenca estatistica, letras diferentes indicam que
houve diferenca (teste ANOVA one-way e post-hoc teste Tukey, com intervalo de

confianca de 95%).

O teste t de Student pareado revelou que apds o tratamento enzimatico

houve uma reducdo de viscosidade significativa (p<0,05) na maioria das
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amostras, exceto no controle e na amostra de pectinase do extrato bruto
utilizando 50 pg de proteina. Na amostra de controle as enzimas foram
substituidas por tampédo fosfato de sédio pH7, e desta forma pode-se
concluir que a incubacgdo a 40°C € uma variavel que ndo contribuiu para a
diminuicao da viscosidade do suco, de modo que a reducao observada para
as outras amostras foram, de fato, devido a acdo das enzimas pectinoliticas.
Resumindo, na maioria das amostras enzimaticas, livre ou imobilizada,
houve uma reducédo de viscosidade representativa, confirmando o potencial
de utilizacdo dessas enzimas na industria de sucos e bebidas.

As andlises de ANOVA one-way e post-hoc teste de Tukey revelaram se
houve diferenca estatistica na reducédo de viscosidade entre as amostras do
controle, enzima livre e imobilizada. Nao houve diferenca significativa entre o
controle e a amostra de pectinase do extrato bruto livre utilizando 50 pg de
proteinas, no entanto, essas amostras se diferiram das demais.

As amostras de PECEB livre e imobilizada utilizando 5U de enzima, e
PECEB imobilizada utilizando 50 pg de proteina também apresentaram
divergéncia estatistica entre elas. Comparando enzima livre e imobilizada, foi
possivel notar que houve uma maior reducdo de viscosidade quando
utilizada as enzimas imobilizadas (p<0,05). A partir desse dado é possivel
afirmar que a imobilizagdo proporcionou uma maior produtividade ao
processo, 0 que torna a tecnologia de imobilizagcdo uma ferramenta passivel
de aplicacdo em industrias de sucos e bebidas.

Outra andlise importante diz respeito a padronizacdo da carga de
enzima/proteina utilizada no tratamento. Nas amostras em que foi utilizada 5
unidades da pectinase houve maior reducdo de viscosidade que nas
amostras onde foi utilizada 50 pg de proteinas (p<0.05). Esse resultado é
consequéncia do fato de que quando se padroniza o tratamento por carga de
proteinas, existem outras enzimas ndo pectinoliticas na amostra, de modo
gue a proporcao de pectinases diminui, culminando numa menor reducao de
viscosidade da polpa. Dessa forma, € possivel concluir que a padronizacao
de carga por unidades de enzima é mais efetiva no processo de reduc¢éo de
viscosidade.

A amostra que gerou uma maior reducao de viscosidade da polpa foi a

pectinase do extrato bruto imobilizada em MANAE-agarose utilizando 5 U da
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enzima. Nesse caso houve uma reducdo de Vviscosidade de
aproximadamente 47%. Alzate e Vargas (2002) imobilizaram uma
preparacdo comercial a base de pectinase em suporte de quitina. Eles
analisaram o perfil de reducao de viscosidade da polpa de goiaba utilizando
enzima livre e imobilizada. Ao contrario do presente estudo, eles relataram
uma maior reducdo de viscosidade utilizando a enzima livre. Além disso,
apos 1 hora de incubacao, a enzima imobilizada proporcionou uma reducao
de apenas 40% na viscosidade da polpa.

Os resultados aqui apresentados revelam um potencial de aplicacdo das
enzimas imobilizadas em MANAE-agarose na industria de sucos e bebidas

diversas.

. Conclusdes e perspectivas futuras

Diante dos resultados apresentados e discutidos € possivel constatar
gue a imobilizacédo da pectinase em MANAE-agarose de fato proporcionou a
otimizacdo de algumas caracteristicas bioquimicas da enzima, modificando
seu comportamento. Além disso, foi possivel reutilizar a enzima imobilizada
em até 6 ciclos de hidrélise. Como perspectivas futuras propde-se otimizar o
processo de reuso do enzima, visando a promoc¢do de sistemas mais
eficientes e com menor perda de enzimas. Para isso sugere-se a realizagéo
de estudos de dessorcdo da enzima em diferentes pH’s, e a criagcdo de
sistemas mistos de imobilizacdo, utilizando o glutaraldeido, de forma a se
alcancar sistemas mais estaveis. Com relacdo aos experimentos de
aplicacdo industrial, foi possivel constatar que a plataforma de imobilizacéo
proposta obteve relativo sucesso na reducédo de viscosidade da polpa de
goiaba. Como perspectivas, sugere-se a realizacdo de testes de reuso da
enzima imobilizada na reducéo de viscosidade da polpa de goiaba. Por fim,
conclui-se que a plataforma de imobilizacdo estudada apresenta um
potencial para aplicacdo na industria. Adicionalmente, para uma real
aplicacdo industrial da plataforma de imobilizagdo, serdo necessarios

experimentos de toxicidade do suporte de imobilizacéo.
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O presente trabalho objetivou o estudo de imobilizacdo de enzimas
visando o potencial de aplicacdo dessa plataforma nas industrias. Através
dos experimentos de producéo e purificacdo parcial da enzima, e dos testes
de triagem do suporte de imobilizacéo, foi possivel eleger a pectinase e o
suporte MANAE-agarose como objetos de estudo.

A base principal do trabalho focou na comparacao das caracteristicas e
do comportamento apresentado pela enzima livre e imobilizada. Apos as
analises foi possivel constatar que o processo de imobilizacdo proporcionou
uma mudanca no comportamento da enzima frente ao pH, temperatura e
termoestabilidade.

A enzima imobilizada apresentou uma modificagdo no seu pH de maior
atividade, alterando as condi¢cbes Otimas de neutras para acidas. Esse
comportamento é muito Util para a aplicacdo das enzimas em processos que
necessitam de pH’s mais &cidos, como por exemplo na reducdo de
viscosidade e clarificacdo de bebidas &cidas, como sucos de frutas citricas e
vinhos. Ap6s o processo de imobilizacdo a enzima também alterou sua
temperatura de maior atividade em 5°C (de 60°C para 65°C), e melhorou em
até 200% sua termoestabilidade a 40°C, caracteristicas que podem ser
primordiais para procedimentos que necessitem de alta temperatura e
prolongado tempo de reagao.

Por fim, os estudos de aplicacdo industrial revelaram um potencial de
utilizacdo da enzima imobilizada na reducdo de viscosidade de polpas e
sucos de frutas. A enzima imobilizada proporcionou uma reducdo da
viscosidade da polpa de goiaba em aproximadamente 47%, além de ter sido
estatisticamente mais eficiente que seu homaologo livre.

De fato, a tecnologia de imobilizacdo parece ser muito promissora para
aplicacdo na industria, entretanto para um cenario mais realistico séo
necesséarios estudos adicionais que possam avaliar a eficiéncia da
plataforma em escala industrial, além de testes de avaliacdo da toxicidade

do suporte de imobilizag&o.
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O Anexo | apresenta um artigo de revisao publicado em 2018, na revista
Biofuels, Bioproducts and Biorefining, fator de impacto 3,69 (Qualis A2). A
revisdo aborda o conceito de biorrefinaria, focando principalmente nas que
utilizam a biomassa e empregam a tecnologia enzimética em sua planta. O
artigo apresenta um panorama global e o status das atuais biorrefinarias no
mundo. S&o discutidos os principais desafios enfrentados para o amplo
emprego da tecnologia enzimética nessas industrias, e sdo apresentadas as
mais promissoras abordagens para superacdo dos mesmos. Nesse
contexto, a imobilizacdo enzimatica € proposta como uma potencial
ferramenta para aumento da produtividade e diminuicdo dos custos globais
dos processos em biorrefinaria. Por fim, é proposto um modelo ideal de

biorrefinaria integrada, dentro do conceito de economia circular.
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Abstract: Recent decades have seen the growth of immense interest in lignocellulosic biomass
conversion technologies. This interest is motivated by their huge potential for energy and bioproduct
generation and reduced dependency on non-renewable feedstocks, leading to improved air quality
and reduced emission of greenhouse gases. It is in this context that the lignocellulose biorefinery
concept arises. Among the lignocellulose conversion technologies available, enzymatic conver-

sion has emerged as a promising candidate, since it represents a biomass management approach
that integrates recycling and remediation in an environmentally friendly manner. Although already in
existence, biorefineries employing enzymatic conversion of lignocellulose are at an incipient stage.
There remain many operational difficulties, resulting in a very costly overall process that is reflected in
product price, reducing market competitiveness. Therefore, much research is still needed to improve
the operational and financial feasibility of this process. This paper covers general biorefinery con-
cepts, as well as new and associated concepts, such as the circular economy, bioeconomy, and waste
biorefinery. Subsequently, the global outlook, including examples of currently existing enzyme-based
lignocellulose biorefineries and their status, is described. The main technical and economic chal-
lenges are also discussed, and various potential tools for the optimization of biomass degradation in
enzyme-based biorefineries are presented. Finally, the future perspectives for the sector are consid-
ered, and models of the ideal biorefinery and globally integrated biorefinery hubs are proposed. These
models may contribute to the future establishment of such biorefineries as competitive industries,
consistent with the sustainable bioelectro economy paradigm. © 2017 Society of Chemical Industry
and John Wiley & Sons, Ltd
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Introduction

alternative approach for the effective conversion of

biomass feedstock.! Enzyme action is essential in this
process, and the enzymatic conversion of renewable lig-
nocellulosic biomass to biofuel and value-added products
entails a number of challenges, including the improvement
of enzymatic hydrolysis via enzyme efficiency, the reduc-
tion of enzyme production cost, and the use of novel sub-
strate handling technology.!” A consortium of enzymes
with different specificities (lytic polysaccharide monooxy-
genases [LPMOs], ligninases, cellobiose dehydrogenases
[CDHs], hemicellulases, and cellulases) and other proteins
(swollenins and expansins) is required to completely break
down the lignocellulosic structure of the plant cell wall.*

This enzymatic method is also consistent with the
new paradigm of a sustainable bioelectro economy.”
Analogous to the waste biorefinery concept, enzymes can
be employed in a holistic approach to lignocellulosic bio-
mass management, integrating remediation and resource
recovery (bioproducts and biofuels) through a closed-loop
bioprocess cascade, enabling the shift towards a circular,
low-carbon bioeconomy. In this circular economy model,
lignocellulosic materials are recovered and recycled for
repeated use.® This holistic perspective necessitates the
management of several parameters, such as feedstock
storage and handling; pre-treatment; saccharification and
fermentation; recovery of ethanol, water, and solids; and
waste-water treatment. According to Cheng ef al.’ the
optimal design of the lignocellulose conversion process
is achieved by choosing an effective technology for each
step based on a specific objective. Within this context,
several factors affect the enzymatic step of lignocellulose
conversion, including enzyme ratios, synergistic coopera-
tion between enzymes, substrate loading, enzyme loading,
inhibitors, adsorption, and surfactants. 4 In addition, pre-
treatment of lignocellulose is key to the enhancement of
substrate accessibility and enzyme hydrolytic action dur-
ing saccharification.®
Interests in the conversion of lignocellulosic biomass

have been triggered by the demand for sustainable and
environmentally sound sources of fuel and energy. In
this review, we describe the technical and systematic
approaches by which enzyme-based lignocellulose biore-
fining can overcome the challenges it faces, including
making it economically viable for optimization at small
and large scales. Our coverage of this subject incorporates
several potential tools for optimizing biomass degradation
in enzyme-based biorefineries and the overall prospects

The lignocellulosic biorefinery concept is a viable

Review: Bringing lignocellulolytic enzymes into the biorefinery concept

for this industry. Finally, a model of biorefinery is pro-
posed, along with an outline of the global biorefinery hub.

The biorefinery

Although the term ‘biorefinery’ has only begun to be used
in recent decades, it is not an entirely new concept. Many
traditional biomass conversion technologies can be con-
sidered biorefineries, at least in part.9 However, environ-
mental and economic factors (e.g. global warming, scarcity
of fossil resources, and energy crises) have led to the more
specific use of this term, in a manner emphasizing the sus-
tainability aspect.

Although the biorefinery concept seems broad, it is
in fact relatively simple. According to IEA Bioenergy,'®
biorefining is the sustainable processing of biomass into a
wide spectrum of marketable products and energy. Thus,
a biorefinery can be an installation, a process, a plant, or a
set of facilities; however, all must take a holistic approach
to environmental, economic, and social sustainability.11

Lignocellulosic feedstock
biorefinery

The lignocellulosic feedstock biorefinery refines lignocel-
lulosic biomass into intermediates (cellulose, hemicellulose,
and lignin) and subsequently processes these into value-
added products and energy.!>™ The lignocellulosic biomass
conversion process involves five important steps: choice
of appropriate biomass, choice of pre-treatment approach,
biomass conversion into pentoses and hexoses, sugar fer-
mentation, and downstream processing.® All steps should be
planned and optimized according to the specific process goal.
Essentially, biomass is pre-treated with agents that
result in the release of cellulose, hemicellulose, and lignin.
Cellulose and hemicellulose are then converted primarily
into glucose (C6), mannose (C6), xylose (C5), arabinose
(C5), and galactose (C6). These sugars may be the end
product or can be used as raw material in fermentation
for the synthesis of biofuels (e.g. ethanol, butanol, and
hydrogen) and chemicals (e.g. alcohol, fatty and organic
acids, and amino acids). Lignin and its by-products can be
utilized for the production of heat, electricity, and chemi-
cals, including phenolic compounds and polymers, among
others. 16 Thus, lignocellulosic feedstock biorefining has
the potential to integrate several bioprocesses for simul-
taneous production of energy and various products. This
optimized process is therefore socially, economically, and
environmentally sustainable.

2 © 2017 Society of Chemical Industry and John Wiley & Sons, Ltd | Biofuels, Bioprod. Bioref. (2017); DOI: 10.1002/bbb

131



Review: Bringing lignocellulolytic enzymes into the biorefinery concept

Enzyme-based lignocellulose
biorefineries

Enzymatic hydrolysis of lignocellulose into sugar mono-
mers has emerged as the most efficient biomass conversion
technology. Synergistic degradation of lignocellulosic bio-
mass components is achieved using an enzyme consortium
incorporating different specificities (i.e., cellulases, hemi-
cellulases, LPMOs, ligninases, and CDHs), in combination
with other proteins (swollenins and expansins).*

The results of enzymatic hydrolysis can serve as value-
added products or may be subjected to subsequent microbial
fermentation. ' This stage of the process fits within the
concept of white biotechnology, which employs micro-
organisms and enzymes to convert bioresources into indus-
trial products with minimal energy expenditure and waste.”
Several processes can be used for lignocellulose bioconver-
sion and fermentation, including consolidated bioprocessing
(CBP), separate hydrolysis and fermentation, simultaneous
saccharification and fermentation. CBP is considered the
most efficient technique and economically viable, since it
avoids the substantial costs due to the addition of enzymes.
However, for CBP to be a cost-competitive process, it is nec-
essary to develop optimized micro-organisms, which repre-
sents a challenge for metabolic engineering, %

Global overview of lignocellulose
enzymatic conversion biorefineries

Biorefineries demonstrate great potential to increase the
competitiveness and wealth of industrialized and devel-
oping countries, while meeting the need for sustainable
energy and product supply. New job opportunities, skills,
markets, policies, and initiatives may result from the
development of this industry.'®

Table 1 displays several global examples of biorefineries
based on enzymatic conversion of lignocellulose, show-
ing feedstock type, products, and scale. The majority of
these data have been published in IEA Bioenergy coun-
try reports.”! From the information in Table 1 and these
sources, it is possible to make some pertinent observations
concerning the current worldwide array of biorefineries.
Although many biorefineries are in operation, most are
situated within Europe. A large number of developing
countries are potentially highly suited to the installation
and operation of biorefineries due to the large availability
of lignocellulose feedstocks, but they do not have technol-
ogy and investments sufficient for development of such
projects. It is also noteworthy that the majority of biore-
fineries in operation focus on the generation of a single

COG Silva, Vaz RP, Filho EXF

product, bioethanol, with few creating other bioproducts
or exploiting the full energy potential of lignocellulose.
In addition, most biorefineries still operate far from their
maximum production capacity. Concerning conversion
technology, all of the biorefineries under discussion
employ enzymatic conversion, and the majority are sup-
plied with enzymes by Novozymes.

Biorefineries employing enzymatic conversion of ligno-
cellulose are thus already a reality and demonstrate great
potential. One successful example is the Beta Renewables
commercial-scale cellulosic ethanol plant in Crescentino,
Italy, which is currently the largest cellulosic ethanol
refinery in the world, producing 75 million liters of cel-
lulosic ethanol per year. This plant is based on the pat-
ented PROESA™ process and uses enzymes provided by
Novozymes for conversion of wheat straw, rice straw, and
Arundo donax L. to ethanol. The process also involves the
use of lignin in a connected electric power plant, that gen-
erates energy for biorefinery installations, with any excess
being sold to the local grid (the circular economy concept).

The current status of biorefineries in operation in Brazil is
exemplified by two large facilities, the GranBio and Raizen/
logen cellulosic ethanol plants in Alagoas and Sdo Paulo,
respectively. The GranBio plant was the first Brazilian cellu-
losic ethanol plant to start operations, in September 2014. It
uses bagasse and sugarcane straw as feedstock and employs
Beta Renewables/ Biochemtex PROESA™ technology and
Novozymes enzymes, for a current production capacity of
83.3 million liters of ethanol per year. A few months after
the launch of GranBio’s operation, the Raizen/logen plant
began production, in December 2014. This plant uses Iogen
Energy technology to convert sugarcane bagasse into etha-
nol and the enzymes also being supplied by Novozymes.
Raizen plans to produce up to 1 billion liters of cellulosic
biofuel from bagasse and straw by 2024, **

Challenges in lignocellulose
enzymatic conversion biorefining

Although lignocellulosic biomass has immense potential,
the reality of lignocellulosic biorefinery operation involves
many challenges. Recently, several technologies have been
developed to improve conversion processes; however, the
current goal is to make this system cost-competitive, 2
The first major challenge is overcoming biomass recalci-
trance, a consequence of the properties of plant tissue that
represents the major cost of conversion process. Obstacles
related to biomass recalcitrance primarily concern the
separation and removal of lignin, breakdown of lignin’s
structure and its strong bond with other biomass compo-

© 2017 Society of Chemical Industry and John Wiley & Sons, Ltd | Biofuels, Bioprod. Bioref. (2017); DOI: 10.1002/bbb 8
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Table 1. Examples of lignocellulose biorefineries based on enzymatic conversion.

Company/Organization Feedstock Products Location Scale Reference
BioGasol and Estibio Straw and agricultural Bioethanol, biomethane Ballerup, Pilot plant IEA?
residues Denmark
Dong Energy (Inbicon) Straw, corn stover, Bioethanol, animal feed, Kalundborg, Demonstration IEA®!
bagasse electricity, heat Denmark plant
REnescience Municipal waste Biogas, heat, power, Copenhagen, Pilot plant IEA?T
fertilizer Denmark
Cometha Project Lignocellulose Bioethanol Porto Industrial-scale Biofuels?
Marghera, Italy pre-commer-
cial plant
DuPont Corn stover Bioethanol lowa, USA Commercial Biofuels?
scale and pilot
plant
Clariant Wheat straw Bioethanol, energy Switzerland Demonstration Biofuels?
plant
Futurol (Pomacle Agricultural and forest Bioethanol France Pre-industrial Biofuels®
Bazancourt Biorefinery) residues, straws pilot plant
Raizen Sugarcane bagasse and Bioethanol Piracicaba, Commercial Biofuels?
straw Brazil scale
Beta Renewables Arundo donax, agricultural  Bioethanol, energy Crescentino, Industrial IEAZ
{Crescentino Project) residues, wood biomass, ltaly demonstration
bagasse plant
NEDO Sugarcane bagasse Bioethanol Thailand Demonstration IEA®!
and pilot plant
GranBio (Bioflex 1) Sugarcane straw Bioethanol, Alagoas, Brazil Commercial Biofuels®
biochemicals scale
POET-DSM Advanced Corn stover Bioethanol lowa, USA Commercial IEA?!
Biofuels (Project Liberty) scale
Suomen Bioetanoli Oy Lignocellulose Bioethanol Myllykoski, - Biofuels??
Finland
Chempolis Biorefinery Straw and bagasse Bioethanol Finland Commercial Biofuels?
scale
NREL Biochemical Wide range of lignocel- Biofuels, chemicals, Colorado, USA Pilot plant National
Pilot Plant lulosic biomass materials Renewable Energy
Laboratory®®
Stan Mayfield Biorefinery Wide range of lignocel- Biofuels, organic acids Florida, USA Pilot plant Florida Center

Pilot Plant lulosic biomass

nents, removal and breakdown of hemicellulose, reduction
of cellulose crystallinity and polymerization, and reduction
of particle size. *'? All such barriers can be minimized with
the use of pre-treatment processes. However, in order to
select the most appropriate approach, it is necessary to con-
sider feedstock type, economic viability, and environmental
impact. Pre-treatment itself is highly costly, and attendant
pre- and post-pre-treatment operations (such as treatment
of solid waste and wastewater, and handling and disposal of
by-products) exponentially increase cost.”

for Renewable
Chemicals and
Fuels %

The second key challenge in lignocellulose biorefining
is the need for more efficient, robust, and low-cost enzy-
matic conversion processes.'” It is estimated that in the
case of second-generation ethanol biorefineries, enzyme
represents approximately 28% of the overall cost of gen-
erating cellulosic ethanol.? This expense is extremely
high and compromises market competitiveness; therefore,
natural enzyme properties need to be modulated in order
to increase productivity and reduce costs.?” The develop-
ment of mechanisms that allow low loading and reuse
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of enzymes should also be considered, always with cost
reduction in mind.”®

Omics approaches for the
screening of lignocellulolytic
micro-organisms and enzymes

The economic feasibility of enzyme-based lignocellulose
biorefineries requires, among other things, the develop-
ment of more efficient and optimized enzyme cocktails,
diminishing reliance on expensive biomass pre-treatment
and the high protein loadings currently used for biomass
hydrolysis. A key strategy in the development of effective
enzyme cocktails involves deeper exploration of natural
biomass utilization systems, comprising individual micro-
organisms and microbial consortia that have evolved the
ability to overcome lignocellulose recalcitrance through
cooperative enzyme action. %

Lignocellulolytic microbial communities, both from
aerobic and anaerobic environments, such as those found
in soil, compost, rumen, manure, insect guts, mammal
guts, and biogas reactors, represent an inter-taxonomic
effort to degrade lignocellulose, and harbor a vast set
of genes responsible for biomass utilization. Micro-
organisms are regarded as reservoirs of plant cell wall-
degrading enzymes with great potential in biorefining
applications and possible sources of novel strategies and
mechanisms for efficient biomass conversion.*® Multi-
omics approaches, including genomics, transcriptomics,
and proteomics, enable the high-throughput characteri-
zation of lignocellulolytic systems, whether isolated spe-
cies or complex environmental microbial communities,
and increase our understanding of the diverse molecular
mechanisms underlying lignocellulose breakdown, which
is fundamental for the development of enzyme platforms
for biorefineries. >

Genomics and metagenomics

High-throughput technologies have enabled sequencing
of the whole genomes of individual species and, more
interestingly, environmental microbial DNA in a method
known as metagenomics.™ Genomes and metagenomes
reveal the potential of individual species, taxonomic
groups, and microbial communities to perform particular
physiological functions of interest to biorefining, such as
holocellulose and lignin breakdown, detoxification of pre-
treatment-derived by-products, uptake and metaboliza-
tion of carbohydrates other than glucose (such as pentoses
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and uronic acids), and biosynthesis of value-added prod-
ucts.**** Once correctly annotated using bioinformatic
tools, genomic and metagenomic sequence data include

a vast catalog of genes involved in lignocellulose break-
down, along with their taxonomic origins, available for the
development of enzyme cocktails.”® In addition, adapting
amicrobial consortium isolated from the environment to
a biorefinery setting, for example, by using culture media
containing raw or pre-treated lignocellulosic feedstocks,
may be used to identify taxons and enzymes better suited
for the breakdown of such materials.

For instance, a metagenomic approach was used to
assess the taxonomic structure of a corn-stover-adapted
microbial consortium isolated from a compost ecosystem.
Members of the bacterial phyla Proteobacteria, Firmicutes,
and Bacteroidetes were found to be prevalent, and each
was associated with a metabolic niche within the con-
sortium. Due to greater assignment of (hemi)cellulolytic
GHs to members of Firmicutes and Bacteroidetes, it was
concluded that such bacteria act mainly on corn stover
holocellulose, while Proteobacteria genes were primarily
associated with lignin degradation.®® Similarly, an anaero-
bic biogas fermenter fed with agricultural wastes was also
shown to be populated by Firmicutes and Bacteroidetes,
with the former predominating.®® As demonstrated in
several previous reports, microbial consortia associated
with biogas digesters often exhibit a lower lignocellulolytic
capacity than natural biomass utilization communities,
such as those found in rumen or manure. It was proposed
that this reduced hydrolytic potential is due to the rela-
tively low abundance of Bacteroidetes bacteria, which are
outcompeted by Firmicutes species in biogas fermenters,
in contrast to the more balanced ratio present in environ-
mental samples. *¢

A new strategy for polysaccharide breakdown and uti-
lization employed by anaerobic gram-negative bacteria
of the phylum Bacteroidetes has recently come to light
from (meta)genome sequencing. Polysaccharide utiliza-
tion loci (PULs) are clusters of tandem, co-regulated,
functionally related genes encoding enzymatic systems
that act synergistically in the recognition, binding,
hydrolysis, and utilization of specific polysaccharides. In
this proposed mechanism, glycoside hydrolases (GHs)
lipo-anchored to the outer bacterial membrane bind and
hydrolyze polysaccharides into oligomers, which are
imported into the periplasmic space by TonB-dependent
transporters, where final enzymatic saccharification
takes place. Monosaccharides are then recognized by
regulatory PUL components that modulate PUL expres-
sion.”” An interesting example are the three PUL systems
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found in the gut bacterium Bacteroides thetaiotaomicron,
which enables this organism to degrade nature’s most
complex polysaccharide, rhamnogalacturonan-II, by
encoding co-regulated enzymes that non-redundantly
cleave 20 of its 21 main-chain and side-chain distinct
types of glycosidic linkages. Novel glycoside hydrolase
and esterase families with catalytic functions never
reported before were unraveled during the dissection of
this elaborate pectin catabolic system.’® These new find-
ings open new possibilities for biorefineries employing
feedstocks with high rhamnogalacturonan-II content.
Even though PULs targeting pectins, starch, xyloglucan,
and algae-derived polysaccharides have been described,
PUL-catalyzed cellulose conversion is yet to be con-
firmed. 3940

Comparative genomics approach has also recently
shed light into the exciting topic of cellulosomes from
anaerobic fungi. For decades, fungal cellulosomes could
not be studied as thoroughly as their bacterial counter-
parts because sequencing of anaerobic fungi genomes
was precluded by their low GC content. Advances in
DNA sequencing enabled the complete genome sequenc-
ing of three anaerobic fungi derived from the intes-
tines of herbivores belonging to the early branching
Neocallimastigomycota group. Large fungal scaffoldin
proteins were identified, displaying various repeated
motifs that likely function as cohesins, showing con-
served amino acid sequence between the anaerobic fungi
species. Moreover, hundreds of CAZymes bearing non-
catalytic dockerin domains (NCDDs) have also been
identified. Biologically significant interaction between
dockerin modules and cohesion motifs within scaffoldin
protein was experimentally confirmed, endorsing their
role in tethering enzymatic complexes for the biomass
degradation. Although several of the enzymes catalytic
domains apparently originated from prokaryotes by
horizontal gene transfer, fungal dockerins and scaffol-
dins show no sequence similarity with their bacterial
homologues, indicating that cellulosome-based strategy
evolved independently in these two groups of micro-
organisms.*! New insights into this novel lignocellulose
utilization system open the way for the exploration of the
modular structure of fungal cellulosomes in the degra-
dation of biomass, like is being made for bacterial cellu-
losomes, as discussed in the section, Enzyme synergy and
cocktail design.

Multimodular enzymes from the thermophilic anaerobic
gram-positive bacterium Caldicellulosiruptor bescii bear
multiple tandemly linked catalytic and carbohydrate-
binding domains and are regarded as a new paradigm
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among the plant cell wall-degrading enzymes. They repre-
sent an intermediate strategy between free enzymes show-
ing single catalytic domain and large multi-enzymatic
assemblies (cellulosomes). Cellulase CelA, the main
enzyme from C. bescii secretome, comprises two catalytic
domains (GH9 endoglucanase and GH48 exoglucanase)
in a single peptide chain, interspaced by three CBM3b
modules. The synergism conferred by the proximity of
endoglucanase and exoglucanase modules in Cel A makes
the hydrolysis of crystalline cellulose more efficient than
standard mixtures of free endoglucanases and exoglu-
canases. Moreover, CelA shows a distinctive, previously
unknown mode of action. While fungal exoglucanases and
cellulosomes seem to act only on the surface of cellulose
microfibrils by an ablation mechanism and by spreading
apart cellulose microfibrils at fiber edges, respectively,
CelA hydrolyses internal layers of cellulose microfibrils
by an excavation mechanism, forming cavities that can be
observed by electron microscopy and whose dimensions
are compatible with the enzyme size. These three distinct
cellulose hydrolysis mechanisms can possibly synergize
ifapplied in conjunction with the saccharification of
biomass.*>43

Transcriptomics and metatranscriptomics

As a complement to genomic studies, investigating the
transcriptomes of biomass-degrading organisms and
communities reveals the smaller set of genes thatare
actively expressed during lignocellulose decomposition.
The nature of the pool of genes utilized for degradation,
along with their transcription levels and expression
in response to substrate replacement or modifications
over time, may be obtained from transcriptomic and
metatranscriptomic studies, as opposed to the static data
gleaned from genomic surveys. This valuable informa-
tion can guide the design of enzyme cocktails, enabling
estimation of the enzymes required and their concentra-
tions for the hydrolysis of specific lignocellulosic sub-
strates. ¥

A DNA microarray platform called the CAZyChip was
developed by Abot ef al.*! to profile the expression of
CAZymes in microbial systems. This technology enables
the investigation of biomass degradation at transcrip-
tomic level without directly depending on RNA sequenc-
ing technologies. This biochip allows the simultaneous
identification and quantification of transcripts of up to 55
220 bacterial GH genes deposited in the CAZy database.
Currently, the CAZyChip does not allow detection of fun-
gal genes; however, the authors forecast their inclusion in
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the platform, given the role of fungal enzymes in biomass
degradation and their synergistic action with prokaryotic
enzymes.’** The development of the CAZyChip exempli-
fies the current trend of valorizing bacteria as key actors
in lignocellulose degradation with biorefining potential.
Filamentous fungi have traditionally received more atten-
tion as biomass decomposers, but recent studies have
exposed the capacity of bacteria to produce plant cell wall-
degrading enzymes and metabolize biomass degradation
products, including lignin.**** Within this context, the
ligninolytic bacterium Sphingobium sp. SYK-6 has been
considered as a potential lignin-valorization platform

or source of lignin catabolism genes for its ability to use
lignin-derived monomers and oligomers as sole carbon
source, being simultaneously unable to metabolize carbo-
hydrates from lignocellulose.*®

Proteomics

Due to differences in protein turnover and mRNA
translation rates, transcript expression does not neces-
sarily correlate with enzyme level. Therefore, proteomic
methods, via mass spectrometry-based analysis, are of
great importance in quantifying the ultimate products of
gene expression (i.e., enzymes) involved in lignocellulose
breakdown. Thus, proteomic analyses are frequently used
to validate genomic and transcriptomic data. With prot-
eomics, it is possible to identify and quantify (in relative
or absolute terms) in a high-throughput manner a large
number of the proteins comprising microbial secretomes
during lignocellulose breakdown, and detect changes in
the levels of particular proteins during biomass utilization.
Quantitative proteomics offers important insights appli-
cable in the design of ideal enzyme mixtures for biomass
hydrolysis.***

Proteomics can also be employed for the identification of
the major ‘active’ enzymes in a secretome, as proposed by
Ma et al. *® The activity-correlated quantitative proteom-
ics platform (ACPP) may be used to correlate the activity
levels of a complex microbial secretome on a particular
plant cell wall polysaccharide with the abundance of spe-
cific enzymes in the secretome. This method begins with
fractionation of complex secretomes by high-performance
chromatography under native conditions to preserve
enzyme activity. The chromatographic fractions are then
subjected to multiple enzyme activity assays and ana-
lyzed in parallel with a label-free quantitative proteomics
approach. Based on the notion that enzyme concentra-
tions are proportional to their activities, pattern-matching
algorithms are used to cross-correlate the detected activity
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patterns with the identified and quantified proteins from
the eluted chromatographic fractions. For validation of
the method, the ACPP was employed to detect biomass-
degrading enzymes in the Aspergillus niger secretome.
Among the 25 GHs identified in fractions exhibiting
starch hydrolysis activity, 1,4-a-glucosidase elution pro-
file correlated most closely with the pattern of amylolytic
activity. The ACPP enables high-throughput measure-
ment of the activity of each secretome protein identified.
Its application to the vast set of biomass polysaccharide
substrates will facilitate the discovery and evaluation of
candidate lignocellulolytic enzymes from complex micro-
bial secretomes.

Enzyme engineering

In addition to investigating natural biomass utilization
systems in search of new and more efficient lignocellulose
degradation mechanisms, enzyme engineering can also
contribute to the development of enhanced enzymes and
complexes for use in biorefining. Enzyme engineering
aims to improve the performance of natural enzymes,
such as increasing their activity level, thermal stability, or
tolerance to inhibitors, with the aid of recombinant DNA
techniques, such as point mutations in substrate-docking
or active sites.”

For example, directed evolution (insertion of random
mutations in genes coupled with functional screening
for desired traits) was successfully used to increase the
hydrolytic activity of B-glucosidase BGL1 from A. niger
by reducing the rate of the transglycosidation side-reac-
tion and increasing the enzyme’s tolerance of glucose.*®
Directed evolution has also been applied to create ionic
liquid (IL)-tolerant enzymes, with the aim of making
IL pre-treatment feasible. Wolski ef al.*’ isolated several
randomly-mutated Talaromyces emersonii Stolk Cel7A cel-
lulase variants exhibiting increased activity and thermal
stability in the presence of high concentrations of imida-
zolium-based ILs, which are generally regarded as being
incompatible with lignocellulolytic enzymes.

The construction of designer bacterial cellulosomes
also highlights the relevance of protein engineering to
biomass degradation efficiency. Bacterial cellulosomes are
highly organized enzyme complexes that self-assemble
onto structural proteins (termed scaffoldins) via specific,
non-covalent cohesin-dockerin pairing. All cohesin motifs
within a scaffoldin protein are able to bind any catalytic
subunit bearing the dockerin domain of the same speci-
ficity. Protein engineering has been applied to precisely
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control enzyme subunit assembly onto scaffoldin, enabling
creation of designer cellulosomes and minicellulosomes
(smaller and simpler assemblies) with increased perfor-
mance tailored to specific lignocellulosic materials. The
construction of chimeric scaffoldins containing cohesin
motifs from various cellulosome-producing bacterial
species enables the controlled attachment of different
types of CAZymes, provided that they are fused with a
corresponding dockerin module. Enhanced cellulosome
activity has been achieved by incorporating accessory
enzymes and proteins such as f-glucosidases, LPMOs,
and expansins.so’51 Moreover, the inclusion of a laccase
in a designer cellulosome bearing endoglucanase, exoglu-
canase, and xylanase subunits has been shown to have a
synergistic effect on wheat straw decomposition, combin-
ing holocellulose and lignin breakdown.>

Enzyme synergy and cocktail
design

Ideally, enzyme cocktails comprise a minimal number
of enzyme types at the lowest possible concentrations
and in optimal proportions. The rational design of mini-
mal enzyme cocktails requires precise knowledge of the
synergy between each member of the enzyme interac-
tome.**>** Bioprocess conditions should also be config-
ured to optimize enzyme synergism, especially after the
inclusion of LPMOs in enzymatic preparations.®

The discovery and use of LPMOs have substantially
increased biomass saccharification yields due to synergism
with canonical cellulases (endoglucanases and cellobiohy-
drolases), allowing reductions in the total enzyme loadings
required for cellulose breakdown.> Despite the current
debate on the identity of the co-substrate — molecular oxy-
gen or hydrogen peroxide — for LPMO activity, previous
discussions on the application of these enzymes in biore-
fineries assumed that LPMOs are only active in the pres-
ence of molecular oxygen (O,). The requirement of aerobic
hydrolysis steps makes unfeasible the use of Simultaneous
Saccharification and Fermentation (§SF) strategy due to
oxygen consumption by yeast, making Separate Hydrolysis
and Fermentation (SHF) or pre-saccharification SSF
schemes more efficient if cocktails containing LPMOs are
used.”® Excessive oxygen during saccharification, however,
led to unwanted enzyme inactivation by oxidation, and
the addition of catalases in enzyme preparations increase
sugar yields by protecting cellulolytic enzymes from
oxidation. In addition to the co-substrate, LPMOs also
require electron donors, which may be enzymes (cellobiose
dehydrogenases, glucose dehydrogenases, and aryl-alcohol
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quinone oxireductases), plant-derived molecules (such

as lignin, phenolic compounds, and light-harvesting pig-
ments), among others. In contrast to the inhibitory effect
on holocellulases, lignin and its pre-treatment-derived
soluble fragments can actually act as activators of LPMOs,
avoiding the need for the addition of external electron
donors.””>?

Other non-hydrolytic, disruptive proteins such as swol-
lenins, loosenins, and expansins also act in synergy with
cellulases by promoting cellulose amorphogenesis through
swelling, loosening, or dispersing cellulose microfibrils,
and have important role in cocktail design.**®! Due to the
complexity of hemicellulose, a broader range of enzymes
is required for its complete breakdown; however, efficient
cocktail development is limited by the lack of a detailed
understanding of the synergy between main-chain-
cleaving and debranching enzymes and their interaction
with cellulases.* The role of hemicellulose-active LPMOs
in enzyme consortia should also be investigated in this
respect.®"** Furthermore, enzyme cocktails should be
designed with the chemical composition of the substrate
and the chosen pre-treatment method in mind, enabling
customized consortia for each biorefinery application. This
would avoid dependence on current commercial enzyme
preparations, which are able to hydrolyze a broad spec-
trum of substrates of varying compositions, but achieve
suboptimal yields. *2¢

Enzyme immobilization

Currently, the main goals in biocatalysis-based industries
are to increase enzyme productivity, stability, and half-
life.®® Such improvements are essential to the realization of
large-scale production and cost-effective enzyme formula-
tion. In addition, enzymes reuse is extremely relevant to
the widespread use of enzymatic conversion, and repre-
sents a great technical and economic challenge. 5%
Enzymatic immobilization is one method by which the
above goals may be achieved. Immobilization is the con-
finement of an enzyme to a phase (a matrix or carrier)
other than its substrate.”” Immobilized enzymes demon-
strate greater stability, sensitivity, and catalytic activity
than free enzymes, and can be recycled and reused.®
Many previous studies have described the use of differ-
ent CAZymes and supports for immobilization. Some
have reported an optimum temperature increase of 5°C,”!
an 80% increase in catalytic activity,”> a 22% increase
in product yield,” a 4-fold increase in enzyme half-life,
and a retention of 92% of activity after 17 cycles of use.”*
Therefore, enzyme immobilization may prove to be of
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some significance in biorefining, given its implications
for reduced enzyme loading, making for a more efficient,
robust, inexpensive, and market-competitive process.

Future perspectives

From the Kyoto Protocol (1997) to the Paris Agreement
(2015), nations have substantially increased their com-
mitments to reduce greenhouse gas emissions and restrict
global warming to below the proposed limit of 2°C above
pre-industrial levels. Pledges involving 185 countries are
expected to be translated into bioeconomy strategies in the
form of national policies and legislation, to support a shift
from fossil- to bio-based economies, in which biorefineries
will play an important role.” Such strategies are expected
to drive biorefining as an industry by creating markets for
bioproducts and enabling competitive pricing in relation
to products of fossil fuel origin. Mandates and subsidies
for biofuels are a reality in Brazil, the USA, and EU mem-
ber states, among other countries, but bio-based chemicals
and materials are not typically included in government
incentives, slowing the pace of their introduction to the
market.!*"®

Considering these conditions, the World Economic
Forum foresees strong growth in the demand for bio-
mass, biofuels, and bio-based chemicals in future decades.
This represents a great opportunity for those regions of
the world producing substantial quantities of biomass,
including developing countries with large agricultural
industries, such as Brazil, to become centers for the supply
of biomass and valuable associated bioproducts. The free
availability of raw lignocellulosic wastes in such countries
would make them important players in this emerging
market. Surplus biorefinery products could be supplied
to meet increasing global demand, particularly that from
countries of minimal biomass production, such as the
Netherlands.'” Rotterdam Bioport exemplifies this new
demand. It has become a large European hub of bio-based
activities, encompassing biomass importation and storage
and its processing into bioelectricity, heat, biofuels, and
bio-based chemicals. This facility provided the foundation
on which a bio-based industrial cluster was established,
which currently includes five biofuel plants and two bio-
chemical companies.”

Despite their potential to act as suppliers of affordable
raw lignocellulosic biomass for the international market,
it would be of much greater interest to countries such as
Brazil to refine biomass domestically, develop their own
biorefinery system, attract bio-based companies, and
consolidate themselves as biorefinery hubs (Fig. 1), as has
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Figure 1. Proposition of Brazil as a biorefinery hub.

the Netherlands. Brazil is already regarded as a center

of biofuel and bioplastic production and exportation,

a status attained after decades of research dedicated to
sugarcane breeding and yeast fermentation. Brazil pro-
duced 28.2 billion liters of fuel ethanol from the 2015/2016
sugarcane harvest,” of which approximately 7.5% was
exported to countries having to comply with biofuel
mandates.” Green polyethylene produced from sugar-
cane ethanol, the first commodity chemical made from a
renewable resource, has also been exported from Brazil to
South and North America, Europe, Asia, and Oceania.?’
In addition, Brazil is a potential exporter of bioelectric-
ity to neighboring countries, given its established system
of electricity generation from several biomass residues,
principally sugarcane bagasse in ethanol/sugar plants.
Brazil stands out for traditionally having had an energy
matrix largely based on renewable resources. Advances in
enzyme-based lignocellulose biorefinery technologies and
their implementation could firmly establish this country
as a center and driver of the global bioeconomy, reducing
the dependence of other countries on fossil-based energy,
fuels, chemicals, and materials.

However, Brazil’s emergence as a major bioeconomy
depends on progress in biorefinery design and paradigm
change. Despite recent advances, enzymatic conversion-
based lignocellulose biorefining is far from being an eco-
nomically viable and sustainable model. Given the many
remaining difficulties discussed above, further research
into the development of integrated biorefinery systems is
needed.
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Figure 2. Biorefinery model.

In this context, it is possible to propose a model of the
ideal biorefinery (Fig. 2). In this model, biorefineries
would be hubs strategically located in regions of intense
agricultural activity and integrated with the largest
agricultural producers, minimizing the cost of acquir-
ing, transporting, and storing lignocellulosic waste."'
Supplying a broad spectrum of marketable products and
energy is also key. Use and recovery of all lignocellulose
components permits a self-sufficient and economical
system. For example, sugars from cellulose and hemicel-
lulose components can be used to generate biofuels and
bioproducts (such as chemicals, fatty acids, and amino
acids), while lignin components can be employed in the
synthesis of other bioproducts (such as phenolic compo-
nents and polymers) and heat and energy generation. The
green energy produced can be used in the biorefinery itself
(energetic sustainability) and any surplus can be provided
to the local community at affordable prices. In addition,
any waste generated in the process may serve as a source

of new products and energy. Waste may be recovered and
residual energy content extracted using technologies based
on acidogenesis, bioelectrogenesis, photosynthesis, and
photofermentation.” The full exploitation of this system’s
bioprocessing capacity will make it productive and envi-
ronmentally sound, encompassing bioelectro and circular
economy concepts.

Considering the obstacles faced in the biochemical con-
version process, it is interesting to imagine a biorefinery
model that includes specific sectors responsible for enzy-
matic conversion/fermentation technologies, including
micro-organism screening, production of enzymes and
enzyme cocktails, and optimization of enzyme and micro-
organism properties, aimed at fostering a more robust
and productive system. There are three principal routes
by which enzymes are obtained for a production plant.

The first, and most common, is by purchasing them from
a supplier (off-site production). Currently, the largest such
supplier in the world is Novozymes, which enjoys a market
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