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Resumo — Os acidos aldénicos — gliconico e xilénico — estédo entre as mo-
léculas de alto valor agregado que podem ser obtidas a partir de biomassa
lignoceluldsica e apresentam elevado potencial de aplicagdo comercial em
diferentes campos. A sintese de acidos aldonicos é possivel por meio de di-
ferentes processos, como: quimico, eletroquimico, microbiano e enzimatico.
Porém, independentemente da opgéo escolhida, ainda existem varios obs-
taculos para que a produgdo em larga escala seja bem estabelecida. Entre
esses obstaculos, estd o desenvolvimento de um catalisador eficaz e estavel
para a sintese dos acidos aldénicos a partir de hidrolisados de biomassa
lignoceluldsica, cuja composicao apresenta, além dos mondmeros de inte-
resse (glicose e xilose), um grande numero de inibidores. Neste estudo, um
biocatalisador estavel foi obtido pela imobilizagdo de glicose oxidase (GOX)
em esferas de agarose e alginato ativadas com glutaraldeido (GOX-AA). O
desempenho desse biocatalisador foi avaliado com o uso de glicose e xilose
como substratos, em reatores do tipo tanque agitado e leito fixo. GOX-AA
apresentou melhor desempenho em reator de leito fixo, onde foi possivel
converter xilose/glicose (presente em hidrolisado de bagago de cana-de-agu-
car) em acido xildnico/gliconico a uma taxa de 33% no estado estacionario.
Esse sistema passou por trocas sequenciais de solugado de substratos, em
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diferentes concentragdes, e ainda assim continuou funcionando por 18 dias
seguidos, sem perda de atividade catalitica.

Termos para indexagao: biocatalise, imobilizagao, reator de leito fixo, qui-
mica verde.



Glucose Oxidase Immobilization
for Aldonic Acids Synthesis

Abstract — Aldonic acids (gluconic and xylonic) are among the high val-
ue-added molecules that can be obtained from lignocellulosic biomass and
has a high potential for commercial application in different fields. The synthe-
sis of aldonic acids is possible by chemical, electrochemical, microbial and
enzymatic route and each of these processes still face several challenges to
have a well-stablished large-scale production. Among these obstacles is the
development of an effective and stable catalyst for aldonic acids synthesis
from hydrolyzate of biomass, which contains a large number of inhibitors. In
this work, a stable biocatalyst was obtained by the immobilization of glucose
oxidase (GOX) in agarose and alginate beads activated with glutaraldehyde
(GOX-AA). The performance of this biocatalyst was evaluated in stirred tank
and fixed bed type reactors. Glucose and xylose were used as substrate.
The GOX-AA showed better performance in the fixed bed reactor, where it
was possible to convert xylose/glucose (present in hydrolyzate of sugarcane
bagasse) to xylonic/gluconic acid at a steady state rate of 33%. This system
underwent sequential substrate solution changes at different concentrations
and ran for 18 consecutive days without loss of its catalytic activity.

Index terms: biocatalysis, immobilization, fixed bed reactor, green chemistry.
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Introducao

Os acidos aldoénicos, ou seja, o acido xildnico e o acido glicbnico, estao
entre as principais moléculas de alto valor agregado que podem ser obtidas
a partir de biomassa lignocelulésica (Werpy; Petersen, 2004). A estrutura qui-
mica dessas moléculas é apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Estruturas moleculares do acido xildnico (A) e do acido gliconico (B).
Fonte: PubChem (2019).

Entre as principais possiveis aplica¢gdes do acido xilénico, destaca-se o
seu uso como dispersante em cimento (Chun et al., 2006), como substituto
do acido glicénico em produtos ndo alimenticios (Toivari et al., 2013), como
precursor para a sintese de 1,2,4-butanotriol, utilizado para a fabricacédo de
espuma de poliuretana, como aditivo em tintas, como precursor para a sinte-
se de farmacos ou como precursor para a sintese de trinitrato butanotriol, um
plastificante (Niu et al., 2003; Cao et al., 2015).

Para o acido glicénico e seus derivados, as principais aplicagbes séo
como aditivo para evitar a formagéo de pedra do leite, limpar latas de alumi-
nio, acidulante em alimentos, coagulante de proteina de soja para a produgao
de tofu, coagulante na produgéo de coalhada, detergente para lavagem de
garrafas, aditivo na industria de papel, téxtil e metalurgica, aditivo na alimen-
tacdo humana e animal, entre outras (Ramachandran et al., 2006).

A sintese de acidos alddnicos pode ser realizada a partir de glicose e
xilose obtidas de biomassa lignoceluldsica. Dependendo do processo de ob-
tencao desses mondémeros, uma elevada quantidade de contaminantes pode
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estar presente durante a produc¢ao dos acidos aldénicos e causar a redugao
da produtividade e rendimento destes por afetar o desempenho dos catalisa-
dores (Zhou et al., 2015). Etapas prévias de purificagdo dos mondémeros po-
dem ser utilizadas para minimizar o efeito dos contaminantes (Lu, 2013), mas
isso eleva o custo de producgéo dos acidos (Zhu et al., 2015). A complexidade
da composig¢édo quimica da biomassa associada ao processo de obtengao de
glicose e xilose torna imprescindivel o uso de catalisadores especificos e es-
taveis em meios reacionais contaminados e relativamente acidos (valores do
pH compreendidos entre 2 e 5) para viabilizar economicamente o processo
(Toivari et al., 2013).

Os processos catalisados por enzimas estdo entre os mais promissores
para a sintese de acidos aldénicos, pois podem ocorrer em condigdes ope-
racionais brandas, requerem baixo consumo de energia, geram pouco resi-
duo, apresentam elevada especificidade na obtengéo de produto e, quando a
enzima é usada na forma imobilizada, ha também a possibilidade do uso de
reator continuo (Tomotani; Vitolo, 2007; Liu; Wang, 2007). Ademais, esse tipo
de catalise para a conversdo de acgucares (hexoses e pentoses) derivados
da biomassa lignocelulésica esta diretamente relacionado aos principios 7 e
9 da quimica verde, respectivamente: uso de matérias-primas renovaveis e
uso de catalisadores, pois esses se apresentam superiores as reagdes este-
quiométricas (Vaz Jr., 2018).

Entre as enzimas que podem ser usadas para a sintese de acidos al-
ddnicos, sao destacadas na literatura: aldose-aldose oxidorredutase, xilo-
se desidrogenase ou oxidase (Lyr, 1962; Wiebe et al., 2015; Richard et al.,
2012), glicose desidrogenase (Toivari et al., 2012) e glicose oxidase (Pezzotti;
Therisod, 2006).

Devido a disponibilidade comercial e facilidade no uso e regeneragéo de
seu cofator, a glicose oxidase (GOX), B-D-glicose: oxigénio 1-oxidorreduta-
se, EC 1.1.3.4, tem sido uma das enzimas mais aplicadas comercialmente e
vem sendo bastante utilizada para estudos na producao de acidos aldénicos
(Bankar et al., 2009; Pezzotti; Therisod, 2006).

As oxidases podem utilizar oxigénio como aceptor externo de elétrons, e no
caso da glicose oxidase, isso favorece a regeneragéo do cofator FAD+/FADH
(Ferri et al., 2011; Bankar et al., 2009). Por exemplo, quando glicose oxidase é
utilizada para catalisar a oxidacao de xilose, ocorre a liberagao de xilonolactona
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e peroxido de hidrogénio, e a presencga deste ultimo indica o consumo de oxigé-
nio para a regeneragao do cofator (Pezzotti; Therisod, 2006).

Um dos gargalos na utilizagdo de GOX na catalise oxidativa de xilose
deve-se ao fato de que, por se tratar de uma enzima especifica para a utili-
zagao de glicose, em determinadas condi¢des de temperatura e valores de
pH, a taxa de conversédo de outros acucares é muito baixa (Mislovi¢ova et al.,
2010). Entretanto, a aplicagao dessa enzima na forma imobilizada pode viabi-
lizar seu uso tanto na sintese de acido glicbnico quanto na de acido xilénico,
pois, com o0 aumento da estabilidade e com possibilidade de reuso da enzima
imobilizada, o custo global do processo pode ser reduzido, mesmo que seja
necessaria elevada concentragao da enzima no reator.

A aplicacado de glicose oxidase na forma imobilizada é desejavel porque
possibilita a recuperagéo da enzima ao final do processo, possibilitando seu
reciclo, além de promover maior estabilidade operacional, especialmente
frente aos valores de pH e temperatura utilizados no processo de produgéo
de acidos aldénicos, aumentando, em ultima instancia, seu tempo de pratelei-
ra. (Mateo et al., 2007; Mislovi€ova et al., 2010, Yang et al., 2016).

Algumas das estratégias descritas para a imobilizagdo de GOX fazem
uso de suportes como membrana de troca iénica (Godjevargova et al., 2004;
Tomotani; Vitolo, 2007), membrana de acetado de celulose-polimetilmetacri-
lato (Rauf et al., 2006), celulose (Mislovicova et al., 2010), silica (Balistreria
et al., 2016), nanotubo de carbono (Wang et al., 2011), nanoparticulas mag-
néticas (Abbasi et al., 2016; Aber et al., 2016; Yang et al., 2016), entre outras.

Neste estudo, sete estratégias de imobilizagéo foram investigadas para a
imobilizagdo de GOX. Duas dessas estratégias levaram a biocatalisadores
ativos: imobilizagdo por encapsulamento de agregados em alginato (AGR-
GOX-ALG) e imobilizagdo covalente em um suporte hibrido de agarose e
alginato (GOX-AA). Dois biocatalisadores ativos foram obtidos, mas somente
GOX-AA apresentou estabilidade mecénica e quimica satisfatoria para a pro-
dugao dos acidos aldénicos.

O objetivo do estudo foi implementar metodologias de imobilizagdo que
possam garantir a elevada estabilidade operacional da enzima glicose oxi-
dase para a conversao de glicose e xilose a acido gliconico e acido xilénico,
respectivamente.
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Material e Métodos

Quantificagado do acido xilénico pelo
método da hidroxilamina

Para a quantificagao de acido xilénico, foi utilizada a metodologia desen-
volvida por Lien (1959) e descrita em Liu et al. (2012), com algumas modifi-
cagdes. Os ensaios foram realizados em microplaca, reduzindo proporcional-
mente o volume de reagente aplicado em cada ensaio, sendo esta uma das
modificagdes. Em cada pocgo, foram adicionados 25 uL da solu¢gdo amostra
com concentragao do analito desconhecida, ou da solu¢do padrdo do ana-
lito, cuja concentragdo é conhecida, e 25 yL de acido cloridrico 0,7 mol L.
A mistura foi homogeneizada, a microplaca foi tampada com filme adesivo
e incubada em termociclador por 15 minutos a 95 °C. Em seguida, foram
adicionados a cada pogo 100 uL de hidroxilamina a 2 mol L' (preparada em
hidréxido de sédio a 2 mol L), 65 uL de acido cloridrico 3,2 mol L' e 50 pyL de
cloreto de ferro 100 g L' (preparado em &cido cloridrico a 0,1 mol L"). Apds
a adigdo de cada solugao, a mistura foi homogeneizada. Apés a homoge-
neizagao, amostras foram transferidas para uma microplaca adequada para
leitura a 550 nm em espectrofotdbmetro (modelo Spectramax M3, Molecular
Devices). A curva de calibragdo [Abs=0,0974x%(Concentragao de acido xiloni-
co) + 0,0427] foi construida com padrdes de xilose (Sigma-Aldrich) e acido
xilénico (Carbosynth), ambos de grau analitico, numa mesma solugao, e esta
foi outra modificagéo em relagéo a metodologia descrita por Lien (1959). Isso
foi realizado porque se observou que xilose também é detectada por esse
método e, portanto, atuaria como um interferente. No procedimento apresen-
tado em Liu et al, 2012, a xilose n&o foi adicionada as solug¢des padrao de
acido xilénico. Uma curva de calibragao simulando o avango de uma reagao
cuja concentragéo inicial de xilose foi de 10 g L™ foi preparada. Assim, quando
a concentragao de xilose era 10 g L', ndo havia a presenca de acido xilénico;
com o avango da reagao, supondo que a concentragdo de xilose diminuiu
para 8 g L, foi adicionado acido xil6nico a essa solugdo padrdo para uma
concentracao final de 2,21 g L". Para o terceiro ponto da curva, considerou-
se que a concentragdo de xilose havia diminuido para 6 g L; e, neste ponto,
a concentracdo de acido xilénico era 4,43 g L. As solugdes padrao foram
preparadas com as seguintes concentragdes, em g L, de xilose/acido xil6-
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nico: 10/0; 8/2,21; 6/4,43; 4/6,64; 2/8,85; 0/11,06. Para a proposi¢do desses
valores, foi considerado que, para cada 150 g de xilose consumida, 166 g de
acido xilénico foram formados. Em massa, a relagao entre o acido glicénico
ou xilénico produzidos e a glicose ou xilose consumidas, respectivamente,
€ equivalente a 1,1, com base na conversao estequiométrica. Essa curva
de calibragao foi utilizada somente em ensaios cuja concentragdo inicial de
xilose erade 10 g L.

Quantificagao de acido glicénico ou
xildnico por método titulométrico

A quantificacao de acido glicdnico ou xilénico produzido em reator batelada
foi realizada com titulador automatico (modelo Titrando Stat 902, Metrohm). A
solugéo utilizada como titulante foi hidroxido de sédio 0,020 mol L.

Quantificagao de glicose ou xilose pelo
método do acido dinitrosalicilico

Os substratos glicose ou xilose foram quantificados pelo método colorimé-
trico do acido 3,5-dinitrosalicilico (Xiao et al., 2004; Miller, 1959). Tanto a xilose
quanto a glicose utilizadas para o preparo de solugbes de substratos puras
foram adquiridas comercialmente da marca Dindmica. Além da glicose e da
xilose puras adquiridas comercialmente, foi utilizada uma mistura de glicose e
xilose, ambas presentes em hidrolisado de bagago de cana-de-agucar. O hidro-
lisado, doado pelo Laboratdrio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE), apresentou a seguinte composicdo: 6,0 g L' de celobiose, 40,9 g L™
de glicose, 149,4 g L' de xilose, 4,1 g L' de acido acético e outras substancias
nao avaliadas. Acido gliconico ou xilénico ndo s&o interferentes para o método
do acido dinitrosalicilico, permitindo que as reagbes fossem monitoradas tam-
bém pela diminuigdo da concentragdo de agucar redutor do meio.

Dosagem de proteina

A determinagao de proteina foi realizada pelo método do acido bicinconi-
nico (BCA), usando o kit BCA1-1KT da Sigma Aldrich (Lowry et al., 1951;
Jablonski et al., 2010).
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Estratégias para imobilizagdo da enzima

A enzima desse estudo foi a glicose oxidase (GOX) de Aspergillus niger
(Sigma) na forma liofilizada (0,53 g de proteina por grama de material liofili-
zado, ou produto enzimatico). Sete estratégias para a imobilizacdo de GOX
foram investigadas visando a obtencdo de um biocatalisador estavel e ativo.
Uma representacao esquematica dos biocatalisadores obtidos pode ser vista
na Figura 2.

X GOX V) Brago espagador 4
\_~ Enzima desnaturada wj, govalentementg curto o r
ligada em cadeia de ”
quitosana Brago espagador N
(cadeia carbonica Agregados
‘_f' Glutaraldeido (\f . Enzima ativa (GOX) entre enzima e de enzima

suporte) longo

Figura 2. Representacao esquematica dos sete biocatalisadores produzidos por meio
de diferentes técnicas de imobilizagdo: (A) Aprisionamento fisico de GOX em esferas
de quitosana; (B) aprisionamento de GOX em esferas de quitosana na presenca de
glutaraldeido; (C) aprisionamento fisico de GOX em esferas de alginato; (D) aprisio-
namento de GOX quimicamente modificada com cadeias de quitosana em esferas
de alginato; (E) aprisionamento fisico de agregados de GOX em esferas de alginato;
(F) ligacédo covalente de GOX em particulas de quitosana; (G) ligacdo covalente de
GOX em esferas de agarose-alginato. Esferas cinzas indicam que o polimero utilizado
para o preparo do suporte foi quitosana, esferas lilases indicam o uso de alginato e
a esfera verde indica o uso de agarose. Abaixo da ilustragdo dos biocatalisadores,
encontra-se uma legenda dos simbolos utilizados para a composi¢ao deles.

llustragdo: Maria Goreti Braga dos Santos

Aprisionamento fisico de GOX

O primeiro passo para o aprisionamento fisico da glicose oxidase a partir da
sua forma soluvel foi o preparo de uma solugao enzimatica que contém 0,5 g do
produto enzimatico liofilizado em 0,5 mL de solug&o de glicose 100 g L.
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» Aprisionamento fisico de GOX em esferas de alginato (Figura 2C)

Para o aprisionamento de GOX em esferas de alginato, foi utilizado como
suporte para a enzima o hidrogel comercial Dersani (hidrogel com alginato,
da Daudt). A mistura que contém o hidrogel e a solugdo da enzima, prepa-
rada como descrito no item “Aprisionamento fisico de GOX”, foi gotejada em
100 mL de uma solugéo de cloreto de calcio a 0,5 mol L (Blandino et al.,
2001). As esferas obtidas no processo de gelificacao foram mantidas sob
agitacdo magnética por 2 horas a temperatura ambiente e armazenadas na
mesma solugéo de gelificacdo a 4 °C, até o seu uso, a fim de evitar degrada-
¢ao quimica das esferas. Antes do uso, foi avaliada a presenga de proteina
na solucao de gelificacdo para verificar se houve escape da enzima a partir
das esferas de alginato.

» Aprisionamento fisico de GOX em esferas de quitosana (Figura 2A)

Para o preparo do suporte de imobilizagéo, a quitosana em pé (Sigma-
Aldrich) foi dissolvida em uma solugao de acido acético 2% vlv, até atingir
uma concentragéo de 2% m/v. Para completa dissolugédo da quitosana, a mis-
tura foi mantida sob agitagéo por 30 minutos a 50 °C. Antes da adigéo da
solugcdo de enzima a solugdo de quitosana, o valor do pH desta ultima foi
ajustado para 4,0, e a solugédo de quitosana foi resfriada até atingir a tempe-
ratura ambiente, para evitar inativagdo da enzima. A mistura com a quitosana
e a enzima foi homogeneizada e, em seguida, gotejada em 100 mL de uma
solugdo de hidroxido de sédio a 2 mol L. A mistura foi mantida sob agitacdo
magnética por 15 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, as esfe-
ras formadas foram filtradas e exaustivamente lavadas com agua destilada e
tampéao fosfato 0,1 mol L', em pH 7,0. O biocatalisador foi armazenado em
tampao fosfato a 4 °C até o seu uso.

Aprisionamento fisico e quimico de GOX

Um processo de imobilizagdo envolvendo interagdes quimicas e fisicas
foi utilizado visando aumentar a estabilidade fisica do biocatalisador. Para
realizar este procedimento, o glutaraldeido, um agente de entrecruzamento,
foi utilizado. As duas estratégias investigadas para o aprisionamento fisico e
quimico sao descritas nos subitens a seguir.
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» Aprisionamento de GOX em esferas de quitosana na presenga de
glutaraldeido (Figura 2B)

Em um volume de 10 mL da solugao de quitosana, preparada como des-
crito no subitem “Aprisionamento fisico de GOX em esferas de quitosana”,
foi adicionado 0,5 mL da solugédo de enzima, cujo preparo esta descrito no
subitem “Aprisionamento fisico de GOX”. Essa mistura foi homogeneizada e
gotejada em 100 mL de uma solugao de hidréxido de sédio a 0,5 mol L', com
glutaraldeido a 0,25% m/v. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética por
15 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, as esferas formadas fo-
ram filtradas e exaustivamente lavadas com agua destilada e tampao fosfato
a 0,1 mol L, pH 7,0. O biocatalisador foi armazenado em tampao fosfato a
4 °C até o seu uso.

» Aprisionamento de GOX quimicamente modificada com cadeias de
quitosana em esferas de alginato (Figura 2D)

A fim de manter a enzima fisicamente presa no interior das esferas de al-
ginato, cadeias poliméricas da quitosana solubilizada foram covalentemente
ligadas a estrutura da enzima por meio do agente bifuncional, glutaraldeido.
Inicialmente, foi preparada uma solug¢do enzimatica adicionando-se 0,5 g do
produto enzimatico liofilizado (GOX) a 0,5 mL de solugédo de acido acético
2% vlv, com o valor do pH previamente ajustado para 5,0 utilizando solugao
de hidréxido de sédio a 0,1 mol L. A essa mistura, foram adicionados 60 L
de glutaraldeido 25% m/v. Em seguida, foi adicionado a solugdo enzimati-
ca 1 mL da solugdo de quitosana, preparada segundo descricdo no subitem
“Aprisionamento fisico de GOX em esferas de quitosana”. A solugdo com en-
zima ligada ao glutaraldeido e quitosana foi homogeneizada por 5 minutos e
adicionada a 9 mL do hidrogel Dersani. Em seguida, a mistura foi gotejada
em 100 mL da solugéo de cloreto de calcio 0,5 mol L. As esferas obtidas no
processo de gelificagdo foram mantidas sob agitagao magnética por 2 horas
a temperatura ambiente e armazenadas na mesma solugédo de gelificagao
a 4 °C até o seu uso, para evitar sua degradagéo quimica. Antes do uso, foi
avaliada a presencga de proteina na solugéo de gelificagcao para verificar se
houve escape de enzimas a partir das esferas de alginato.
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Aprisionamento fisico de agregados de GOX
em esferas de alginato (Figura 2E)

Uma nova tentativa para evitar o escape de enzimas apoés a imobilizagao
foi feita utilizando a técnica por aprisionamento fisico. Essa técnica foi reali-
zada promovendo a formacgao de agregados enzimaticos antes do aprisiona-
mento em gel. Inicialmente, foi preparado 0,5 mL de uma solugéo enzimatica
com 0,25 g do material liofilizado e 0,025 g de glicose. Em seguida, essa
solucao foi mantida em banho de gelo enquanto alcool isopropilico foi gote-
jado até que a solugédo enzimatica se tornasse turva, indicando a formacao
dos aglomerados (0,5 mL do alcool foram necessarios). Imediatamente apds
a formacgao dos aglomerados, 5 g de hidrogel de alginato foram adicionados
a suspensao dos aglomerados da enzima, e a mistura foi homogeneizada e
gotejada em 100 mL de uma solugéo de cloreto de calcio a 0,5 mol L, usan-
do uma seringa. As esferas de gel foram mantidas na solugéo de cloreto de
calcio sob agitagdo magnética por 2 horas. As esferas obtidas foram arma-
zenadas na mesma solugéo de gelificagao a 4 °C até o seu uso, para evitar
degradacgédo quimica das esferas. Antes do uso, foi avaliada a presenca de
proteina na solugéo de gelificagédo para verificar se houve escape de enzimas
a partir das esferas de alginato.

Imobilizagao covalente de GOX)

A imobilizacdo de GOX por meio de ligagdo covalente foi realizada em
dois suportes diferentes: quitosana e agarose-alginato. Detalhes dos proce-
dimentos de ativagédo do suporte e imobilizagao da enzima sao apresentados
nos subitens a seguir.

» Ligagao covalente de GOX em particulas de quitosana (Figura 2F)

A imobilizacdo de GOX foi realizada em particulas de quitosana ativadas
com glutaraldeido. A preparagao e ativagao do suporte foi realizada com base
na metodologia desenvolvida por Budriene et al. (2005), ligeiramente modifi-
cada. Uma solucao de quitosana 2% m/v foi preparada com uma solugéo de
acido acético 2% v/v como solvente. Essa solugéo foi mantida sob agitacao
por 30 minutos a 50 °C. Em seguida, 225 mL de solugéo de hidréxido de
potassio a 0,5 mol L' foram adicionados a 150 mL da solugdo de quitosana.
A mistura foi mantida sob agitagdo mecanica por 30 minutos a 50 °C. Apds
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gelificacéo, foram adicionados 0,5 mL de glutaraldeido 25% m/v ao meio rea-
cional com as particulas de quitosana, e a mistura foi mantida sob agitacao
por 30 minutos. As particulas de quitosana ativadas com glutaraldeido foram
filtradas e lavadas exaustivamente com agua destilada para remocgao do glu-
taraldeido que nédo reagiu e hidréxido de sddio. Imediatamente apds a lava-
gem, uma solugdo de glicose oxidase em tampao borato 0,1 mol L' pH 8,0
foi adicionada as particulas ativadas de quitosana. Foram oferecidas para
imobilizagéo 6 mg de proteina g do suporte ativado (base umida). O sistema
de imobilizagdo da enzima foi mantido sob agitagdo mecanica por 12 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, as particulas de quitosana com glicose
oxidase imobilizada foram lavadas com tampé&o fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 e
armazenadas nesse mesmo tampéao a 4 °C até o uso.

» Ligagao covalente de GOX em esferas de agarose-alginato (Figura 2G)

As esferas de agarose-alginato foram preparadas pela dissolugdo de 1 g
de agarose D5 (Pronadisa) em 50 mL de agua destilada, a 95 °C sob agitacao
magnética. Apés completa dissolugdo da agarose, 5 g do hidrogel Dersani
foram adicionados a solugéo, e a mistura foi mantida sob agitacéo e aqueci-
mento para evitar gelificacdo antes da formagéo das esferas, por gotejamen-
to em solugao de cloreto de calcio 0,5 mol L. As esferas obtidas foram lava-
das exaustivamente com agua destilada e submetidas a ativagédo, segundo
metodologias descritas por Guisan et al. (1988) e Lafuente et al. (1993), ligei-
ramente modificadas. Em um béquer de vidro com capacidade para 250 mL,
imerso em um banho de gelo, foram adicionados 50 g das esferas de agaro-
se-alginato e 50 mL de hidréxido de sédio a 0,2 mol L. Em seguida, sob agi-
tagdo mecanica e mantendo o banho de gelo, foi adicionado ao béquer 0,3 g
de boroidreto de sodio e 12 mL de glicidol. Este ultimo foi adicionado gota a
gota, evitando o aquecimento da mistura. Apés completa adi¢cdo do glicidol,
o sistema foi mantido sob agitagdo por 12 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as esferas com os grupos gliceril foram lavadas com agua
destilada até atingir pH 7,0 e, em seguida, foram imersas em 500 mL de uma
solugédo aquosa de periodato de sédio a 0,1 mol L' e mantidas sob agitagao
mecanica por 2 horas a temperatura ambiente. As esferas, com grupos glio-
xil, foram lavadas com agua destilada e imersas em 500 mL de uma solugéo
de etilenodiamino a 2 mol L, pH 10,0, e mantida sob agitagdo por 2 horas
a temperatura ambiente. Apds essa etapa, 5 g de boroidreto de sédio foram
adicionados a mistura que foi mantida sob agitacéo por 2 horas. As esferas,
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com 0s grupos amino na extremidade da cadeia carbdnica, foram lavadas,
primeiramente, com tampao borato a 0,1 mol L, pH 9,0 e, em seguida, com
tampéao acetato a 0,1 mol L, pH 4,0, ambos com cloreto de sédio a 1 mol L.
A Ultima etapa de lavagem foi realizada com agua destilada. Nesta etapa, as
esferas ativadas com grupo amino puderam ser armazenadas a 4 °C para
posterior ativagao com glutaraldeido.

Para a ativagdo com glutaraldeido, foram utilizados 26,8 g das esferas ati-
vadas com grupos amino, glutaraldeido 25% m/v (44,8 mL) e tamp&o fosfato
a 0,2 mol L' (44,8 mL), pH 7,0. A mistura foi mantida sob agitagdo mecanica
por 2 horas a temperatura ambiente, quando foi submetida a lavagem exaus-
tiva com agua destilada, seguida por tampao fosfato. As esferas ativadas com
glicidol-etilenodiamino-glutaraldeido foram imediatamente utilizadas para a
imobilizagdo da enzima, sendo oferecida uma carga enzimatica para obten-
cdo de 5 mg de proteina g de esferas ativadas. A imobilizacdo da enzima
foi realizada na presenca de tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7, a uma razéo
de 1 g de suporte ativado (esferas) para 10 mL de solugao enzimatica. A mis-
tura foi mantida sob agitagéo por 12 horas e, em seguida, armazenada em
geladeira a 4 °C até o seu uso. Antes do uso, as esferas com glicose oxidase
imobilizada foram lavadas com agua para remover enzimas que néo estavam
covalentemente ligadas ao suporte.

Ensaios de sintese em reator batelada

Ensaios em batelada para reagéo de oxidagao de glicose ou xilose foram
realizados em reator de vidro encamisado com capacidade para 100 mL,
acoplado a banho termostatico. Em cada ensaio, 20 mL da solu¢do de subs-
tratos, preparados em tampao fosfato a 0,002 mol L, e pH 7,0, foram adi-
cionados ao reator juntamente com o biocatalisador e o sistema foi mantido
a 37 °C, sob agitacdo magnética. O produto formado, apds determinado
intervalo de tempo, foi quantificado por método titulométrico, hidroxilamina e/
ou dinitrosalisilico (DNS).
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Ensaios de sintese em reator continuo do tipo tanque
agitado (CSTR, continuous stirred tank type reactor)

Para o ensaio de oxidagao de glicose em CSTR, foi utilizado o biocatalisa-
dor preparado pela ligagéo covalente de GOX em agarose-alginato, como des-
crito no item “Ligagao covalente de GOX em esferas de agarose-alginato”. Um
volume inicial de 25 mL de solucdo de glicose a 5 g L™, preparada em tampao
fosfato a 0,05 mol L, foi utilizado como substrato. Apods ajuste da temperatura
do meio reacional para 37 °C, foi adicionado ao reator 0,5 g do biocatalisador.
O avanco da reagao nesse sistema foi monitorado por 192 horas, por meio da
quantificagdo de glicose consumida, utilizando o método do DNS.

Ensaios de sintese em reator de leito fixo

Para o ensaio de oxidagao de glicose ou xilose em reator de leito fixo, foram
utilizadas duas formas do biocatalisador imobilizado: i) GOX ligada covalen-
temente a agarose-alginato, preparado como descrito no item “Ligagéo cova-
lente de GOX em esferas de agarose-alginato”; ii) agregados de GOX apri-
sionados em alginato, preparado como descrito no subitem “Aprisionamento
fisico de agregados de GOX em esferas de alginato”. Solugbes de glicose,
xilose e hidrolisado de biomassa lignocelulésica foram preparadas em tam-
pao fosfato a 0,05 mol L' e utilizadas como substrato para alimentagao do
reator. Uma massa de 15 g do biocatalisador, ou seja, 25,35 mg de GOX, foi
introduzida no reator encamisado com temperatura ajustada para 37 °C. O
leito foi ajustado de maneira a nao se fluidizar com a vazao de alimentagao,
mas sem que houvesse compactacéo do recheio. Nessa configuragéo, o rea-
tor apresentava volume total de 25 mL e volume util de 3,5 mL (a diferenga
foi ocupada pelo biocatalisador). Foi utilizada uma vazao de alimentagéo as-
cendente. Apds fechamento do reator, a solugdo de substrato foi bombeada
nele, em vazbes determinadas para cada ensaio. O reator foi operado por
18 dias sem interrupgao, apenas com alteragdo da solucéo e da vazao de
alimentagao. O avango da reacgéo nesse sistema foi monitorado por meio da
quantificagdo de glicose ou xilose consumida, com utilizagdo do método do
DNS, descrito no item “Quantificacdo de glicose ou xilose pelo método do
acido dinitrosalicilico”.
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Resultados e Discussao

Imobilizagao de glicose oxidase

Para definigdo da melhor técnica de imobilizagdo para GOX, de modo a se
obter um biocatalisador estavel e ativo, sete estratégias de imobilizagdo de
enzimas foram utilizadas, as quais sao discutidas a seguir.

Aprisionamento fisico em esferas de quitosana (T3)

O aprisionamento de GOX em esfera de quitosana foi conduzido conforme
descrito no subitem “Aprisionamento fisico de GOX em esferas de quitosa-
na”. Nesse sistema, observou-se um lento processo de gelificacao, o que le-
vou ao escape de quase toda a carga enzimatica oferecida ao suporte (Figura
2A). Além disso, as enzimas que permaneceram no interior das esferas nao
apresentaram atividade catalitica. O elevado valor do pH da solugéo de hi-
dréxido de sédio e o longo tempo (15 minutos) necessario para a gelificacao
das cadeias de quitosana, associados a instabilidade da enzima nesse meio,
inviabilizaram o uso dessa técnica para a imobilizagdo de glicose oxidase.

Aprisionamento em esferas de quitosana na presenca de glutaraldeido

Visando reduzir o escape de enzimas durante o processo de gelificacéo
das esferas de quitosana, foi adicionado a solugado de gelificacédo o agen-
te bifuncional glutaraldeido, de acordo com procedimento descrito no item
“Aprisionamento de GOX em esferas de quitosana na presenca de gluta-
raldeido”. Esse composto reage instantaneamente com grupos amino e foi
utilizado para promover o rapido entrecruzamento das cadeias de quitosana
e enzimas na periferia da esfera. Comparado ao procedimento de imobiliza-
¢ao descrito no subitem “Aprisionamento fisico de GOX em esferas de qui-
tosana”, cujo resultado esta descrito no subitem “Aprisionamento fisico em
esferas de quitosana”, a concentragdo de hidroxido de sodio foi reduzida de
2 mol L' para 0,5 mol L, visando desacelerar a chegada do hidréxido de
sédio ao interior da esfera, promovendo somente a gelificagéo na periferia
desta. Esse procedimento foi realizado para evitar o escape e a inativagao da
enzima durante o processo de gelificagao. A esfera obtida com esse proce-
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dimento era semelhante ao ovo poché, rigida na periferia e mole no interior
(Figura 2B). Apesar de apresentar elevada estabilidade quimica, durante a
aplicagéo desse biocatalisador na sintese de acidos aldbnicos, as esferas fo-
ram fragmentadas pelo sistema de agitacao, liberando a enzima para o meio
reacional. A estrutura rigida e quebradica na periferia da esfera é consequén-
cia do tipo e da quantidade do agente de entrecruzamento utilizado. E prova-
vel que um reagente bifuncional com cadeia carbénica mais longa levasse a
uma estrutura mais estavel e flexivel do biocatalisador, viabilizando, assim, a
imobilizagédo de glicose oxidase por essa técnica.

Quitosana € um biopolimero de baixo custo e com caracteristicas qui-
micas interessantes para uso como suporte para imobilizagdo de enzimas.
Entretanto, para a glicose oxidase, o lento processo de gelificagdo com hidro-
xido de sédio ndo permitiu o alcance de elevado rendimento de imobilizagao
da forma ativa da enzima. Uma alternativa ao uso de hidréxido de sodio é o
uso de tripolifosfato como agente de gelificagéo (ilgi et al., 2011), o que evita-
ria a inativagcdo da enzima, mas ainda assim poderia haver escape da enzima
devido a lentiddo no processo de gelificagao.

Uma alternativa para promover o rapido aprisionamento de GOX em con-
digbes brandas foi alcangada pela substituigdo da quitosana por alginato de
célcio. Os resultados obtidos s&o descritos a seguir.

Aprisionamento fisico em esferas de alginato

Para o aprisionamento da glicose oxidase em esferas de alginato, foi utili-
zado o procedimento descrito no subitem “Aprisionamento fisico de GOX em
esferas de alginato”. Um esquema do biocatalisador obtido pode ser visto na
Figura 2C. Por meio da quantificacdo de proteina na solugao de gelificagéo,
apo6s a imobilizacdo da enzima, observou-se um escape de aproximadamen-
te 30% da enzima oferecida. A solugao de gelificagao foi substituida por uma
nova solugdo de cloreto de calcio a 0,5 mol L' para verificar se o escape
havia cessado e, apdés 12 horas a 4 °C, sem agitacdo, ainda se observou
escape de 2% em relagéo a quantidade inicial oferecida.

Durante o uso do biocatalisador na sintese de acido xilénico em reator ba-
telada, observou-se, por dosagem de proteina no meio reacional, que ainda
houve escape da enzima. Isso ocorreu porque os ions calcio, responsaveis por
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manter as cadeias de alginato unidas, migraram para a fase aquosa, dissolven-
do assim a esfera de alginato no meio reacional e liberando as enzimas.

Nesse procedimento, nao foi possivel evitar o escape da enzima a partir
da esfera de alginato, mesmo quando a concentragao de cloreto de calcio
no meio reacional foi mantida a 0,5 mol L. Devido a abertura entre as
cadeias de alginato no meio reacional, houve migracado das enzimas para
a fase aquosa. Isso ocorreu, provavelmente, porque no meio reacional a
solubilidade do cloreto de calcio era de apenas 0,01 mol L' e, sob esta con-
dicdo, um maior afrouxamento das cadeias de alginato ocorreu, facilitando
0 escape das enzimas.

Ligacao covalente da enzima a cadeias soluveis de quitosana
e aprisionamento deste composto em esferas de alginato

Para evitar o escape de GOX das esferas de alginato, foram inseridas
em sua estrutura, antes do seu aprisionamento fisico, por meio de ligacao
covalente, cadeias de quitosana, conforme procedimento descrito no subi-
tem “Aprisionamento de GOX quimicamente modificada com cadeias de
quitosana em esferas de alginato”. O glutaraldeido funcionou como uma
ponte ligando grupos amino na superficie da enzima a grupos aminos na
cadeia de quitosana.

A quitosana utilizada neste estudo possui massa molecular média, entre
50 kDa e 150 kDa. Por se tratar de um polimero linear, é possivel que uma
ou mais enzimas, previamente ativadas com glutaraldeido, tenham sido liga-
das a uma mesma cadeia de quitosana ou, ainda, que mais de uma cadeia
de quitosana tenha se ligado a uma mesma enzima (Figura 2D). As liga¢des
entre as enzimas e as cadeias de quitosana sao irreversiveis e a estrutura tri-
dimensional desse arranjo de moléculas € muito maior que a estrutura da en-
zima individualmente. Acredita-se que esse arranjo da enzima com cadeias
de quitosana seja mais fortemente retido entre as cadeias de alginato.

Quando a solugdo que contém enzima ligada a cadeia de quitosana foi
adicionada a solugéo de alginato, nao foi possivel homogeneizar a mistura,
o que dificultou a confecgao das esferas, pois isso levou ao entupimento do
sistema de gotejamento, gerando esferas sem nenhum gel de quitosana e,
consequentemente, sem enzima ou esferas com excesso do gel de quitosana
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e pouco alginato. Além disso, também foi observado escape de enzimas para
a solucao de gelificacao.

Acredita-se que essa estratégia tenha potencial de uso desde que sejam
realizados ajustes na quantidade de quitosana em relagdo a enzima, o que
facilitaria a homogeneizagdo com as cadeias de alginato. Também poderia
ser aumentado o tempo de contato da enzima com o glutaraldeido, pois em
valor de pH 5,0 essa molécula torna-se menos reativa. Da mesma maneira,
o tempo de contato da enzima ativada com solugdo de quitosana poderia
ser aumentado, visto que n&o é possivel elevar o valor do pH do meio, pois
isso levaria a gelificacdo da quitosana antes de sua homogeneizagdo com
cadeias de alginato.

Devido ao elevado numero de variaveis e a complexidade da estratégia de
imobilizagéo descrita acima, buscou-se uma estratégia mais simples e rapida,
com menor numero de etapas. Essa nova estratégia envolveu a formagao
de agregados da enzima e seu aprisionamento em esferas de alginato. Os
resultados obtidos podem ser vistos no subitem a seguir.

Aprisionamento de agregados da enzima em esferas de alginato

O procedimento para o aprisionamento de GOX na forma de agregados
(AGR) em alginato (ALG) esta descrito no subitem “Aprisionamento fisico
de agregados de GOX em esferas de alginato”. Ao utilizar essa estratégia de
imobilizagéo, foi possivel evitar o escape da enzima durante e apds o proce-
dimento de imobilizagdo. Um esquema do biocatalisador produzido pode ser
visto na Figura 2E.

O desempenho do biocatalisador formado pelo aprisionamento de agre-
gados de GOX em esferas de alginato (AGR-GOX-ALG) em diferentes condi-
¢oes de reagao é apresentado a seguir.

- Efeito do valor do pH na oxidagdo de glicose catalisada por
AGR-GOX-ALG

Para avaliar se as enzimas imobilizadas haviam mantido a atividade apds
o processo de imobilizagéo, os primeiros ensaios foram realizados com a uti-
lizacdo apenas de glicose como substrato, visto que GOX apresenta elevada
afinidade por esse substrato, comparado a xilose, e isso implica maior sensi-
bilidade da metodologia analitica utilizada para medir sua atividade.
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Dados da literatura sobre glicose oxidase livre indicam que o valor do
pH 6timo para a reagao catalisada por essa enzima esta entre 4,5 e 5,5.
Entretanto, a enzima é capaz de atuar bem numa faixa de valores de 4,0 a
7,0 (Pazur et al., 1964). Os ensaios de oxidacao de glicose a pH 5,0e pH 7,0
com utilizagdo de AGR-GOX-ALG indicaram melhor desempenho da enzima
imobilizada em pH 7,0 (Figura 3), quando o avango da reagao € monitorado
por titulador automatico. A taxa de converséao a pH 7,0 foi, aproximadamente,
quatro vezes maior que a taxa de conversao em pH 5. Portanto, ficou esta-
belecido o valor de pH 7 como o valor 6timo para os proximos ensaios de
avaliagao do biocatalisador.

0327 .pH:50
- pH: 7,0
024 | 2
0,16 - AG = 0,0139,¢ + 0,0168

0,08 -

Acido Gliconico (AG), g/L

AG = 0,0038.t - 0,0059

0 3 6 9 12 15 18 21

Tempo (t), min

Figura 3. Efeito do valor do pH na sintese de acido gliconico catalisada por AGR-GOX-
-ALG em reator encamisado, com temperatura controlada a 37 °C. O meio reacional
foi composto por 20 mL de uma solugdo de glicose (10 g L") e 0,25 g do biocatalisador.
A linha azul é referente aos dados do ensaio realizado em pH 5,0; a linha vermelha,
ao ensaio realizado em pH 7.

Nao foi observado escape da enzima para o meio reacional durante os
ensaios realizados para definir o valor étimo do pH da reacao. Isso indica
que o tamanho dos agregados enzimaticos impediu a saida das enzimas
das esferas de alginato, mesmo apdés o afrouxamento da estrutura das es-
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feras de alginato devido a mudanca de um ambiente com cloreto de calcio a
0,5 mol L' para um ambiente com menor concentragao de cloreto de calcio,
ou seja, 0,01 mol L.

- Efeito da concentragcao de glicose sobre o desempenho de GOX
soluvel ou imobilizada (AGR-GOX-ALG)

O efeito da concentragéo inicial de glicose sobre a producao de acido gli-
conico foi avaliado com utilizagdo de GOX na forma livre e imobilizada (AGR-
GOX-ALG). Os resultados obtidos séo apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Efeito da concentracéo inicial de glicose sobre a produgéo de acido glico-
nico catalisada por GOX soluvel (colunas vermelhas) e imobilizada (coluna azul). Os
ensaios foram realizados por 15 minutos, em 20 mL de solug¢édo do substrato a 37 °C
sob agitacao magnética.

Tanto para a enzima soluvel quanto para a enzima imobilizada (AGR-GOX-
ALG), observou-se maior velocidade de formacao de acido glicbnico quando
a concentracao inicial de glicose foi de 5 g L"ou 10 g L. Acredita-se que
isso ocorreu porque, em concentragdes abaixo de 5 g L', ocorre escassez do
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substrato, o que limita a velocidade maxima do processo, ja concentragbes
muito acima de 10 g L, por exemplo, 100 g L', podem inibir a enzima. Além
disso, 0 aumento da viscosidade do meio devido ao aumento da concentra-
¢ao de glicose também dificulta a homogeneizagédo do meio reacional e, con-
sequentemente, retarda a leitura do valor de pH no meio reacional e dificulta
0 acesso do substrato a enzima.

Esse resultado indicou que a escolha do reator e os ajustes na alimen-
tacdo do substrato devem ser considerados para maximizar a produtividade
do processo de sintese de acidos aldénicos catalisada por GOX imobilizada.

» Efeito da concentragao do biocatalisador (AGR-GOX-ALG) sobre a
oxidagao de glicose

Sabendo-se que a velocidade da oxidagdo de glicose catalisada por
AGR-GOX-ALG ¢é favorecida em pH 7,0 e concentracao inicial do substra-
to de 10 g L', uma avaliagdo da sensibilidade do método titulométrico foi
realizada. Neste ensaio, a concentracao inicial do substrato foi fixada e a
guantidade de enzima imobilizada variou de 3,1 gL' a 50 g L. O aumento
da concentragéo de acido gliconico em fungéo do tempo para cada ensaio
pode ser visto na Figura 5.

Ao aumentar em 8 vezes a concentragao do catalisador no meio reacio-
nal, de 0,6 (6,2 g L") para 5% m/v (50,0 g L"), foi observado um aumento
da taxa de producéo de acido glicdnico de apenas 3,7 vezes. Uma carga de
enzima relativamente baixa foi oferecida para o preparo de AGR-GOX-ALG,
ou seja, 26 mg de enzima por grama do gel. Acredita-se que seria possivel
aumentar em pelo menos 10 vezes essa carga enzimatica, visando reduzir
a quantidade do biocatalisador e consequentemente o volume ocupado por
este no reator, além de aumentar a produtividade de acido glicénico, ou seja,
a quantidade de &cido gliconico produzida por minuto por litro de reator. Por
outro lado, o aparato utilizado no preparo das esferas de alginato neste tra-
balho s6 permite a produgao de esferas com didmetro de 1 mm em média.
Embora uma alta carga de enzimas fosse imobilizada por grama do suporte,
a dificuldade de acesso do substrato a enzima devido ao grande didmetro da
esfera poderia ser um fator limitante para aumentar a velocidade de oxidagcao
da glicose e consequentemente a produtividade. Essa hipotese é reforgada,
de acordo com os dados da Figura 5, visto que, ao aumentar a carga do
catalisador em 8 vezes, a velocidade de producgéo de acido gliconico s6 &
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Figura 5. Efeito da concentragao do biocatalisador AGR-GOX-ALG sobre a velocidade
de oxidacgdo da glicose. Neste ensaio, foram utilizados 20 mL de uma solugéo de glicose
(10 g L") como substrato. A reagdo ocorreu a 37 °C e pH 7, sob agitagdo magnética.

aumentada em aproximadamente 4 vezes, mesmo com a utilizagcdo de um
biocatalisador com baixa carga enzimatica por grama do suporte. Isso ocorre
porque algumas enzimas, especialmente as que estéo localizadas no centro
da esfera, ndo séo alcangadas pelo substrato; ou seja, existe uma limitacao
na transferéncia de massa para esse sistema.

O aprimoramento desse biocatalisador envolve, portanto, o aumento da
carga enzimatica por grama do gel e a reducdo do didmetro das esferas.
Assim, concentragdes em torno de 1% m/v do biocatalisador no reator pode-
riam ser utilizadas, com elevadas taxas de converséo.

* Avaliagcao de AGR-GOX-ALG na sintese de acido xilénico

Para avaliar o desempenho de AGR-GOX-ALG na sintese de acido xiloni-
co, um ensaio com utilizacdo de 20 mL de solugdo de xilose com concentra-
¢ao inicial de 10 g L™ foi realizado a 37 °C e pH 7,0, sob agitacdo magnética.
A reacgdo foi monitorada por 2 horas, utilizando-se o método titulométrico.



28 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 21

Durante a primeira hora de reacao, aliquotas foram retiradas para que o mo-
nitoramento do avango da reacao fosse realizado também pelo método da
hidroxilamina. Como controle para essa reagéo, um ensaio foi realizado com
todos os componentes no reator, exceto xilose. Os graficos produzidos a par-
tir deste ensaio sdo apresentados na Figura 6.

A produtividade média estimada quando o acido xilénico foi quantificado
pelo método da hidroxilamina foi de 0,29 g L' h'. Ao quantificar o mesmo
acido por titulador automatico, o valor de produtividade foi de 0,05 g L' h'.
sendo medido um valor de 0,038 g L' h"' no controle da reacdo. Ou seja, a
produtividade real de acido xilébnico determinada pelo método titulométrico
foi, aproximadamente, 0,01 g L' h™'. A elevada interferéncia no método titu-
lométrico deveu-se, provavelmente, a presenca de acidos graxos no hidrogel
de alginato utilizado como suporte para a imobilizagdo da enzima. Foi obser-
vado que, em tempos longos de reagao, a produtividade do acido xilébnico no
meio reacional com xilose € mantida, enquanto a produtividade da reagao
controle é gradativamente reduzida no inicio do ensaio e praticamente nula
apos longo tempo de reacao, suportando a hipétese de que a acidez medida
inicialmente no sistema controle pode ser o acido graxo presente no suporte
usado para imobilizagao da enzima.

Quanto a diferenga das produtividades com utilizagdo do método da
hidroxilamina e titulométrico, é provavel que neste ultimo somente acido
xilénico tenha sido quantificado, enquanto que no método da hidroxilami-
na tenha sido detectado tanto o acido xilénico quanto a xilonolactona, um
intermediario da reacdo. Portanto, nessa condigdo operacional, & possivel
que o produto da oxidacao da xilose (xilonolactona) tenha sido acumulado
no meio reacional. A baixa produtividade em ambos os casos se deve a
reduzida quantidade de enzima utilizada neste ensaio, que foi de 0,25 g de
esferas de alginato por ensaio.

Para solucionar o problema da baixa produtividade, o biocatalisador pode-
ria ser preparado com maior quantidade de enzima por grama de hidrogel e
menor didmetro da esfera. Entretanto, antes de iniciar o preparo de um novo
biocatalisador com carga enzimatica mais elevada, foi feita uma avaliagéo da
estabilidade operacional desse biocatalisador com baixa carga enzimatica
em reator batelada.
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Figura 6. Sintese de acido xilébnico monitorada pelos métodos da hidroxilamina (A) e
titulométrico (B). Foi utilizado como meio reacional 20 mL de uma solugdo de xilose
(10 g L"). Areagdo ocorreu a 37 °C em valor de pH de 7,0, sob agitagdo magnética.

Um ensaio longo de oxidagao de glicose (1.400 min de reagéo) foi realizado
para avaliar a estabilidade quimica da enzima imobilizada no meio reacional.
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Considerando a curva na Figura 7A, foi possivel concluir que ndo houve uma
reducao significativa da taxa de conversao apds quase 24 horas de reagao.
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Figura 7. Sintese de acido glicbnico monitorada pelo método titulométrico em ensaio
longo, 1.400 min (A) e ensaios curtos com reciclo, 24 min (B). Foi utilizado como meio
reacional 20 mL de uma solugéo de glicose (10 g L'). A reagdo ocorreu a 37 °C e pH
de 7,0, sob agitagdo magnética.
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Para avaliar o potencial de reuso de AGR-GOX-ALG, foram realizadas rea-
¢Oes sucessivas de sintese de acido gliconico. A cada ciclo, o biocatalisador
foi lavado com tampéao para remover produtos da etapa anterior. Os resulta-
dos sdo apresentados na Figura 7B. No primeiro ciclo a taxa de conversao foi
de 1,44 pmol min™, no segundo ciclo essa taxa foi quase cinco vezes menor
(0,30 umol min') e no terceiro ciclo quase 20 vezes menor que a taxa inicial.
Essa perda brusca da atividade da enzima em sucessivos ciclos deveu-se a
instabilidade fisica das esferas de hidrogel, as quais foram maceradas no sis-
tema com agitagdo magnética, levando a liberagdo dos agregados imobiliza-
dos para o meio reacional e a perda da enzima durante a etapa de lavagem.
Certamente, a lavagem das esferas com tamp&o promoveu a remogao de cal-
cio, 0 que as tornou mais susceptiveis a degradagéo no ciclo seguinte.

Para contornar o problema da instabilidade fisica observado em reator
do tipo tanque agitado, o biocatalisador imobilizado foi aplicado em reator
de leito fixo, onde nao ha agitagéo e, provavelmente, as esferas de hidrogel
manteriam sua integridade fisica. O reator com o biocatalisador pode ser vi-
sualizado na Figura 8.

Os ensaios anteriores ja ha-
viam confirmado que a enzima
estava imobilizada em sua forma
ativa. Entretanto, o biocatalisador
nao apresentou estabilidade me-
cénica satisfatoria em reator do
tipo tanque agitado, como pode
ser visto nos graficos da Figura 7
por meio da drastica redugédo na
taxa de producao de acido glicé-
nico a cada ciclo de reacéo.

Para os testes do biocatalisa-
dor AGR-GOX-ALG em reator de
leito fixo, utilizou-se xilose como
substrato, apesar da menor afini-
dade de GOX por esse composto.
Isso foi feito porque, para qual-

Figura 8. Foto do reator de leito fixorecheado ~ quer resultado alcangado para xi-
com o biocatalisador AGR-GOX-ALG.



32 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 21

lose, seria esperado que fossem melhores os resultados nessa mesma con-
dicdo de ensaio, mas com utilizacédo de glicose em vez de xilose.

As taxas de conversao de xilose em reator de leito fixo com utilizagdo do
biocatalisador AGR-GOX-ALG foram despreziveis e, além disso, o biocata-
lisador sofreu degradacdo durante o uso, provavelmente pelo fato de que
as esferas de alginato foram preparadas em cloreto de célcio a 0,5 mol L™
e usadas em um meio reacional com concentracao de cloreto de calcio de
0,01 mol L. Essa instabilidade quimica ndo foi percebida no reator do tipo
tanque agitado (batelada) porque a solugéo do substrato, preparada em clo-
reto de calcio 0,01 mol L', ndo era continuamente trocada ao longo da rea-
¢a0, como ocorre no reator de leito fixo. E possivel que parte do célcio tenha
sido sequestrada no reator tanque agitado (batelada), mas a concentragcao
de equilibrio foi suficiente para manter a integridade das esferas. No reator
de leito fixo, as esferas estavam sendo continuamente lavadas com a solu-
cao de cloreto de calcio, cuja concentragédo era de 0,01 mol L', que € uma
concentracdo menor que aquela utilizada no preparo das esferas. Isso pro-
vavelmente promoveu maior remog¢ao de ions calcio da estrutura do hidrogel,
causando a degradacéao do biocatalisador.

Apesar das vantagens da técnica de aprisionamento, como possibilida-
de de imobilizar elevadas cargas enzimaticas de maneira rapida e simples,
os problemas relacionados a transferéncia de massa e instabilidade quimi-
ca, no caso da imobilizagdo em alginato, levaram a busca de estratégias de
imobilizagdo covalente de GOX em suporte sélido. Os resultados obtidos da
aplicacédo de duas estratégias de imobilizagao covalente em suporte sélido,
utilizadas neste trabalho, sédo descritos nos subitens a seguir.

Ligagao covalente de GOX em particulas de quitosana

A glicose oxidase foi imobilizada em gel de quitosana previamente ativado
com glutaraldeido, segundo procedimento descrito no subitem “Ligagao co-
valente de GOX em particulas de quitosana”. Um esquema desse biocatalisa-
dor pode ser visualizado na Figura 2F. A imobilizagdo da enzima foi avaliada
em dois valores de pH, 8,0 e 10,0. A imobilizagdo da enzima ocorreu rapi-
damente em pH 10,0, porque os grupos aminos da enzima encontravam-se
quase que totalmente desprotonados. Entretanto, nesse valor de pH ocorreu
completa inativagdo da enzima.
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Para o biocatalisador preparado em pH 8,0, era esperado que a reagao de
ligacdo da enzima ao suporte fosse mais lenta, sem ocorrer uma inativagao
drastica das enzimas. Ao testar esse biocatalisador na oxidacédo de xilose,
observou-se que, apos 24 horas de reagao, a producao de acido xilénico atin-
giu uma concentragdo de 8,3 g L, equivalente a aproximadamente 70% de
rendimento. Ao recuperar esse biocatalisador, submeté-lo a lavagem e utiliza-
-lo em um novo ciclo de oxidagao de xilose, a concentragao de acido xilébnico
foi somente 0,2 g L, aproximadamente 2% de rendimento. Isso indicou que
a maior parte das enzimas estava somente adsorvida ao suporte, que elas
atuaram na forma soluvel no primeiro ciclo de oxidagéo, levando a elevados
valores de rendimento, e que foram removidas na etapa de lavagem, realiza-
da antes do segundo ciclo de reagao.

Neste estudo, as modificagbes no método descrito por Budriene et al.,
2005 para o preparo e ativagdo do gel de quitosana foram: o aumento da
concentracdo de quitosana e a redugdo na quantidade de glutaraldeido.
Essas modificagbes podem ter levado a um menor grau de ativagdo do su-
porte e, consequentemente, GOX foi imobilizada preferencialmente por ad-
sorgao. Além disso, foi observado que a auséncia de forma bem definida e
a excessiva flexibilidade das particulas de quitosana levariam a problemas
de empacotamento em reator de leito fixo, gerando caminhos preferenciais
para a solugao de substrato ou mesmo o entupimento e aumento de pressao.
Considerando isso, uma nova estratégia foi utilizada para a imobilizagao de
GOX, a qual é discutida a seguir.

Ligacao covalente de GOX em esferas de agarose e alginato

Ao contrario do processo de gelificacdo de quitosana e alginato, que é
alcancado pelo uso de um agente quimico, hidroxido de sédio ou cloreto de
calcio, respectivamente, a gelificagdo de agarose ocorre por resfriamento.

Nesta etapa do estudo, esferas de agarose com alginato foram prepara-
das em um processo de cogelificagdo, como descrito no subitem “Ligacao
covalente de GOX em esferas de agarose-alginato”. Como a integridade do
gel de alginato depende da presenca de ions calcio, era esperado que, ao
lavar as esferas de agarose e alginato com agua, o gel de alginato fosse dis-
solvido e fosse obtida uma estrutura esférica altamente porosa com apenas
o gel de agarose. Isso favoreceria 0 aumento de area superficial, o que é
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desejado para aumentar a carga de enzima imobilizada. Entretanto, apds a
lavagem dessas esferas de agarose e alginato com agua, ndo se observou
perda significativa de massa, indicando que o alginato nao foi removido, pro-
vavelmente devido a uma forte interagédo entre os dois polimeros.

Apds o preparo das esferas de agarose, as mesmas passaram por um
processo de ativagcdo que consistiu em inserir grupos reativos na superficie
das esferas, para posterior ligagao da enzima a esse suporte. O processo de
ativacado aplicado as esferas de agarose-alginato envolveu a insergdo de um
brago espacador mais longo (glicidol-etilenodiamino-glutaraldeido) do que
aquele descrito para a ativagao de esferas de quitosana (glutaraldeido). Um
brago espacador — ou seja, uma estrutura quimica linear entre a enzima e o
suporte — mais longo pode favorecer a imobilizagao, por minimizar provaveis
problemas de impedimento estérico. Além disso, a metodologia de ativagao
utilizada permitiu a imobilizagdo da enzima em pH 7,0, o que favoreceu a in-
tegridade da enzima e, consequentemente, manteve sua atividade catalitica.

A carga enzimatica oferecida para a imobilizagdo nos processos por en-
capsulamento foi de 25 mg de proteina por grama de suporte (esferas). No
caso da imobilizagdo covalente em esferas de agarose e alginato, somente
5 mg de proteina por grama de suporte foram utilizados, pois sabe-se que a
enzima imobiliza-se somente na area superficial e apenas em regidées onde
seja possivel uma interagdo dos grupos aminos da enzima com 0s grupos
aldeidos do suporte. Dessa maneira, uma carga enzimatica muito menor de
enzima foi imobilizada nas esferas de agarose-alginato quando comparada a
carga enzimatica imobilizada por aprisionamento fisico. Contudo, a escolha
dessa técnica para a imobilizagdo de GOX se justifica pelo fato de a enzima
adquirir elevada estabilidade operacional apés a imobilizagdo. Um esquema
do biocatalisador obtido por essa técnica pode ser visualizado na Figura 2G.

Dos 5 mg de proteina oferecidos por grama de suporte durante o processo
de imobilizagéo, 23,5% foram imobilizados, de acordo com a dosagem de
proteina feita no sobrenadante apds a imobilizagdo e na solugao inicial da
enzima utilizada para a imobilizagao.

Apesar da baixa carga enzimatica imobilizada por grama do suporte, o
biocatalisador obtido pela ligagao covalente de GOX em esferas de agarose-
-alginato ativadas com glicidol-etilenodiamino-glutaraldeido (GOX-agarose)
mostrou-se muito estavel e foi utilizado para testes em dois tipos de reatores,
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com utilizagdo de trés substratos diferentes (glicose, xilose e fragdo hemice-
lulésica de bagaco de cana).

Os primeiros testes para avaliagao de GOX-agarose foram realizados em
ensaios de oxidacdo de glicose com diferentes concentragbes desse subs-
trato, como 1, 5, 10 e 100 g L™, e utilizagdo do método titulométrico para mo-
nitorar o avango da reagao em um reator batelada. Plotando-se a velocidade
inicial das reagbes (Figura 9), em cada uma das concentragbes avaliadas,
observou-se que a enzima imobilizada apresentou comportamento michae-
liano. Pode-se perceber que ndo houve aumento da velocidade de reacao
com o aumento da concentragdo de substrato de 10 para 100 g L, o que
sugere que a enzima atingiu sua condigao de saturagéo, ou seja, todas as
moléculas de enzima ja estariam ligadas as moléculas de substrato.

Velocidade Inicial 1 10-%, mol m3s!

0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentragio inicial de glicose i 103, mol m=

Figura 9. Velocidade inicial de sintese de acido glicénico catalisada por GOX-agarose
em fung&o da concentracao inicial de glicose.

A utilizagcdo adequada da Equacdo de Michaelis-Menten pode ser con-
firmada pelo fato de que ela é mais eficiente na descricdo de processo no
qual a concentragdo de enzima € pequena se comparada a concentragao
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do substrato, bem como para casos em que n&o ha inibicdo da enzima pelo
substrato. Para casos diferentes dos apresentados, a utilizagdo de modelos
mais elaborados faz-se necessaria (Ribeiro, 1989).

Ao empregar-se a linearizagdo de Lineweaver-Burk, obteve-se, en-
tdo, os parametros cinéticos para o GOX-agarose, considerando-se uma
cinética michaeliana. Foi determinado um V_, de 0,008 g L' h" e K _ de
1,10 g L' (dados ajustados com coeficiente de correlagdo de 0,98). Apds
obtencgéo desses dados, o biocatalisador produzido foi avaliado em outros
dois tipos de reator: reator continuo do tipo tanque agitado (CSTR) e reator
de leito fixo (PFR).

O reator de leito fixo (PFR), preferencialmente de fluxo ascendente para
evitar empacotamento do leito, € o mais utilizado na catalise com emprego
de enzimas imobilizadas, por apresentar alta eficiéncia, baixo custo e fa-
cilidade de construcao e operagéo. Além disso, sabe-se que reagdes que
obedecem a cinética de Michaelis-Menten apresentam maiores rendimen-
tos em reatores de leito fixo ou fluidizado do que em reatores de mistura
(Coelho et al., 2008). As principais desvantagens dessa configuragao de
reator sdo possibilidade de empacotamento do leito, criagdo de caminhos
preferenciais e transferéncias insuficientes de calor e massa (Fernandes,
2010; Simdes, 2011).

O reator CSTR, do tipo tanque agitado, apresenta a vantagem de garan-
tir o melhor contato entre a enzima e o substrato, em funcédo da agitagao,
maior versatilidade, inexisténcia de gradientes de temperatura e concentra-
¢ao, quando comparado a outros tipos de reatores, como, por exemplo, 0s
reatores de leito fixo. No entanto, reatores de mistura, tipo CSTR, ndo séo
indicados para suportes frageis (Chibata, 1978; Fogler, 2009). Na avaliagéo
do processo de produgao do acido glicénico em CSTR, como era esperado,
houve a gradual reducéo da conversao em fungado da cominui¢ao das parti-
culas imobilizadas e consequente arraste delas na vazao de saida. Apos 72
horas de operagao, a conversao havia sido reduzida a 16,7%, as particu-
las haviam se fragmentado e a avaliacédo do reator foi interrompida (Dados
ndo mostrados). Para o biocatalisador GOX-agarose, o reator CSTR né&o se
mostrou adequado, como previsto.

Para estimativa da influéncia da taxa de dilui¢do (D) e da concentragéo
de substrato na alimentagdo (S;) sobre o grau de converséo da glicose ou
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xilose empregada, foram utilizados os parametros cinéticos determinados
anteriormente, combinados com a equacéao de projeto do reator, em estado
estacionario, resultando na Equacgao 1.

X.S0 = Km.In(1-X) = Vmax/Q (1)

Em que: X € a conversdo do substrato (%), S, € concentragéo inicial do
substrato (g L"), K_e V__ s&o os pardmetros cinéticos e Q é a vazéo de ali-
mentacao (L h).

Na Figura 10, pode-se observar a influéncia da concentragéo inicial de
glicose na alimentagéo do reator (S,) sobre a converséo em acido gliconico,
para diferentes valores de taxa de diluicdo. Esses perfis foram simulados com
base nas condigcbes mencionadas para o reator e no modelo cinético pro-
posto. Nesta figura, observa-se que o aumento da concentracéo de glicose
alimentada no reator promove uma expressiva queda da conversao. Quanto
maior a taxa de diluicdo, maior esse efeito e, consequentemente, menor a
conversdo. Taxas de diluicdo maiores que 2,86 h™' indicaram condi¢do de
lavagem do reator, para 0s quais a conversao se aproximou de zero.

Os pontos apresentados na Figura 10, com seus respectivos desvios pa-
drdo em torno do ponto de estado estacionario, sdo dados experimentais que
utilizam a mesma taxa de diluigdo da cor da linha. Pode-se observar que os
dados experimentais estdo em concordancia com a simulagao para as taxas
de diluicao avaliadas.

Diferengas entre os perfis simulados e pontos experimentais podem ser
atribuidos a fatores como a existéncia de canais preferenciais no reator, inte-
ragdo enzima substrato deficiente, formagéo de pelicula sobre as particulas
de suporte, ndo consideragéo de efeitos de transferéncia de massa na simu-
lagéo, perda de atividade ao longo da operacgéao do reator (desnaturagéo, de-
gradagao microbiana), imprecisdo na estimativa dos parametros e pequena
oscilagdo na vazao de alimentagao do reator.

Apos os testes do biocatalisador GOX-agarose em reator CSTR, o desem-
penho deste também foi avaliado em reator PFR, empregando-se solugbes
de glicose, xilose e hidrolisado de biomasa como substrato e em uma mesma
vazao de alimentagdo (2,1 mL h™'). Os resultados desses ensaios confirmam
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Figura 10. Efeito da concentragéo inicial de glicose na alimentacéo do reator (S))
sobre a conversao de glicose em diferentes taxas de diluigéo.

a menor afinidade da enzima pela xilose. Apds atingir estado estacionario, a
reacao com solugao de glicose 5 g L™ atingiu conversao de 55,5%, resultando
em 3,05 g L' de acido gliconico. A solugdo de xilose numa mesma concen-
tracdo atingiu, apds estabelecimento do estado estacionario, conversédo de
10,5%, ou seja, 0,58 g L' de acido xilénico produzido. A fragdo hemiceluldsica
de pré-tratamento por hidrolise acida (solugdo com 1,08 g L' de glicose e
3,92 g L' de xilose), ou seja, o hidrolisado de biomassa, resultou na produ-
¢ao de 1,81 g L de acidos gliconico e xildénico combinados, corresponden-
te a conversao de 32,9% dos acucares redutores alimentados. Essa menor
afinidade de GOX por xilose também pode ser observada na Figura 11, que
mostra as produtividades, em g de acido L' h”', em fungdo da variagdo da
concentracao de substrato (glicose, hidrolisado de biomassa ou xilose), para
uma vazao fixa de 2,1 mL h*', em condicdo de estado estacionario.

A completa manutengéo da atividade foi comprovada pela alimentacao, no
18° dia, de uma solugdo com mesma concentragdo da alimentada no inicio
da operagéao do reator, garantindo-se a mesma conversao.

A maxima converséao de glicose/xilose em acidos aldbnicos atingida neste
estudo foi de 33%. Esse valor pode ser sensivelmente aumentado por meio
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de melhorias no processo de imobilizagdo, como, por exemplo, pelo aumento
da carga de enzima imobilizada por grama de suporte, pelo preparo de par-
ticulas do suporte menores a fim de promover maior contato entre enzima e
substrato e pela utilizagao de reciclo de parte da vazéo de saida.

2.50
—o— Glicose
—e— Hidrolisado de biomassa
= 200 - -
= 7 e—Xilose
= ¥
ol P
&
2 150
e
= 1,00 -
= L 4
Sy
-»
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0 2 4 6 8 10 12
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Figura 11. Dados da produtividade de acido glicénico e xildnico em fungéo do tipo e
da concentragdo inicial de substrato para uma vazao fixa de 2,1 mL h*', em condigéo
de estado estacionario.

Conclusoes

A producgéo continua de acidos aldénicos a partir de hidrolisado de bio-
massa lignoceluldsica é possivel por meio do uso de glicose oxidase imobili-
zada. Aligagao covalente de glicose oxidase em esferas de agarose-alginato,
previamente ativadas com glicidol, etilenodiamino e glutaraldeido, permitiu a
obtencao de um biocatalisador estavel e ativo. O biocatalisador obtido pode
ser utilizado por, no minimo, 18 dias sem perda de atividade catalitica, man-
tendo uma taxa de conversao de 33% de acucares em acidos aldénicos.
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