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RESUMO - O aproveitamento da fracdo hemicelulésica da biomassa é essencial para a
viabilidade da utilizacdo de materiais lignoceluldsicos em bioprocessos. As xilanases
hidrolisam ligacdes glicosidicas entre unidades de xilose da hemicelulose, podendo ser
aplicadas na etapa de pré-tratamento para liberacdo de acglcares fermentesciveis. A
imobilizacdo de xilanase é uma alternativa interessante, pois pode reduzir o custo da etapa
de pré-tratamento. A quitosana-glioxil € um suporte de imobilizacdo promissor devido ao
seu baixo custo e por permitir a imobilizacdo de enzimas por interagdes covalentes
multipontuais. Neste contexto, o presente trabalho utilizou quitosana-glioxil para
imobilizar endoxilanase recombinante de B. subtilis expressa em E. coli DH5a. A
imobilizacéo foi realizada a pH 10.0 e 25 °C. O rendimento de imobilizacdo foi de 76%
com uma atividade recuperada de 53.6%. A enzima imobilizada apresentou meia vida de
5.9ha56°CepH 5.5, sendo 75x mais estavel que a enzima soluvel.

1. INTRODUCAO

Os materiais lignocelulésicos vém ganhando destaque como matéria prima em bioprocessos
devido a sua grande disponibilidade, baixo custo e por ndo competir com a producdo de alimentos
(Nigam; Singh, 2011). Seu potencial como fonte de carbono sustentavel esta diretamente relacionado
com sua composicao, uma vez que sdo compostos principalmente por 40-50% de celulose, 20-25% de
hemicelulose e 20-30% de lignina, dependendo do material (Fengel; Wegener, 1983).

A hemicelulose é um heteropolissacarideo constituido principalmente de xilose (Carvalho et al.,
2013). A partir de uma etapa de pré-tratamento, termoquimico ou enzimatico, a matriz fibrosa da
biomassa pode ser rompida e os agucares fermentesciveis liberados (Mosier et al., 2005). Entretanto,
esta etapa acarreta custos adicionais significativos ao processo e ainda estd em fase de pesquisa e
implantacdo em escala industrial (Mussato et al., 2010).

As xilanases (B-1,4-D-xilanase) sdo enzimas que catalisam a hidrolise das ligacdes glicosidicas
entre as unidades de xilose da fracdo hemicelul6sica, podendo ser divididas em dois grandes grupos:
as endoxilanases ¢ as B-D-xilosidases (Carvalho et al., 2013). As endoxilanases hidrolisam
aleatoriamente a cadeia principal do polimero de hemicelulose, enquanto as B-D-xilosidases agem na
extremidade ndo redutora da cadeia, liberando xilose (Manrich, 2012). Estas enzimas sdo produzidas,
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em sua forma nativa, por diferentes microrganismos (fungos filamentosos, leveduras e bactérias) entre
eles podemos citar os géneros Aspergillus, Trichoderma, Fibrobacter, Clostridium e Bacillus
(Carvalho et al., 2013).

As xilanases sdo extensivamente utilizadas nas industrias de papel e alimentos; devido a sua
capacidade catalitica estas enzimas xilanoliticas apresentam também grande potencial para aplicacao
na bioconversdo de lignoceluldsicos em acucares fermentesciveis (Carvalho et al., 2013). Entretanto,
a utilizacdo de xilanases na degradacdo de materiais lignoceluldsicos é limitadada por sua
instabilidade em determinadas condic¢des de processo e principalmente por seu alto custo de obtengéo.

A xilanase de B. subtilis possui pH e temperaturas Otimos préximos a 5.0 e 50°C,
respectivamente, e apresentam maior concentracdo de aminoacidos bésicos do que xilanases de
fungos (Bernier et al., 1983). A xilanase utilizada neste trabalho apresenta predominantemente
atividade de endoxilanase e foi expressa em E. coli DH5a.

A conducdo do processo de hidrolise a elevadas temperaturas pode evitar a contaminagédo do
meio extremamente rico em monossacarideos e aumentar a velocidade da reacdo (Aragon et al.,
2013). Porém, Rojas et al. (2013) observaram que a endoxilanase recombinante de Bacillus subtilis
apresentou um tempo de meia-vida de apenas 2,7 minutos a 60 °C. Desta maneira, uma estratégia para
contornar esta instabilidade frente as condicGes de processo € a utilizacdo da enzima imobilizada o
que também permitiria a recuperacéo e reutilizacdo do biocatalisador diminuindo consideravelmente o
custo global do processo.

A imobilizacéo de enzimas confere diversas vantagens ao biocatalisador, como a facilidade de
separacdo e recuperacdo do produto e maior estabilidade térmica e frente ao pH. A imobilizacdo
covalente multipontual de enzimas em suportes ativados com grupos glioxil pode ainda aumentar a
estabilidade do derivado enziméatico uma vez que diminui a ocorréncia de distor¢@es tridimensionais
na estrutura da proteina (Lopez et al., 2005). Além disso, a facilidade de separacdo do sistema
imobilizado do meio permite sua reutilizacdo, resultando na redu¢do do custo da etapa de hidrolise da
hemicelulose (Sheldon, 2007).

A quitosana é um biopolimero obtido a partir da desacetilacdo da quitina de fungos ou
crustaceos que apresenta grande potencial como suporte para a imobilizacdo de enzimas por ser um
polissacarideo abundante e barato (Silva et al., 2012). A quitosana é biocompativel, biodegradavel e
possui uma elevada densidade de grupos amina primaria que podem ser modificados quimicamente
formando grupos glioxil extremamente reativos (Kumar, 2000).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de um derivado de xilanase
recombinante de Bacillus subtilis (BsXA) imobilizado em gel de quitosana-glioxil visando sua
estabilizacéo térmica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Xilanase recombinante de Bacillus subtilis (BsXA) produzida pela Verdartis (Brasil), quitosana
com 85% de desacetilacdo adquirida da Polymar S. A. (Ceard, Brasil), borohidreto de sodio e xilana
de bétula adquiridas da Sigma-Aldrich SA (St. Louis, MO, EUA). Outros reagentes de grau analitico
também foram utilizados.

2.1. Métodos

Preparo da Quitosana: O gel de quitosana foi preparado de acordo com metodologia de Silva
(2013). Quitosana em po6 4% (m/m) foi solubilizada em &cido acético 2% (v/v) e homogeneizada por
30 minutos a temperatura ambiente. A solucdo homogénea foi entdo aquecida e mantida a 50 °C.
KOH 0.5 M foi adicionado na proporgao 3:2 (v/v) (volume de KOH/volume de solugéo) e a solucgéo
foi mantida sob agitacao por 1 hora.

Ativacdo Suporte Quitosana-Glioxil: Quitosana ativada com grupos glioxil foi preparada por
uma nova metodologia. Primeiramente, grupos epdxidos foram introduzidos na superficie do suporte
pela reacédo de 10 g do gel de quitosana com o reagente epicloridrina em meio alcalino e na presenca
de acetona (4.4 mL de NaOH 20 M, 1.6 mL de acetona e 1.1 mL de epicloridrina). A reacdo foi
mantida sob agitacdo mecénica constante por 16 horas em temperatura ambiente. Em seguida, 0s
grupos epoxidos introduzidos na superficie do suporte foram hidrolisados a grupos gliceril através da
incubacdo do suporte em écido sulfarico 0.5 M durante uma hora. Ao final, os grupos gliceril foram
oxidados a grupos glioxil empregando uma solucdo de periodato de sédio 0.1 M na proporcéo de 2
mL de periodato/g de gel. Entre cada etapa da ativagéo o suporte foi filtrado e exaustivamente lavado
com agua destilada.

Determinacdo de Proteinas Totais: A quantificacdo da concentracdo de proteinas dos extratos
enzimaticos foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Determinacdo da Atividade Enzimatica de BsXA: A atividade de xilanase foi medida de acordo
com metodologia utilizada por Manrich (2012) na qual a liberacdo de agucares redutores ao longo do
processo de hidrolise de xilana de bétula (1% m/v), catalisada pela enzima, foi quantificada. O
substrato foi constituido de xilana de bétula em tampdo citrato 50 mM pH 5.5. Enzima livre ou
imobilizada foram adicionadas ao substrato e incubadas a 50 °C por 10 min. Aliquotas foram retiradas
em intervalos de 2 minutos e os agucares redutores liberados foram quantificados pelo método do
acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Uma unidade de atividade (UI) foi considerada como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pumol de xilose por minuto nas condi¢des de ensaio.

Imobilizacdo de BsXA: Os procedimentos de imobilizacdo foram realizados a baixa carga de
proteina visando evitar problemas com limitagdo de transferéncia de massa intraparticula. Quitosana-
glioxil foi suspensa na solucdo enzimatica (0.25 mg/mL e 11.48 Ul/mL) na proporcdo 1:10
Vgel/Vsolugdo em tampéo bicarbonato de sodio (100 mM e pH 10.0). A suspensdo foi mantida a 25
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°C sob agitacdo constante, amostras foram retiradas em intervalos periddicos e a atividade enzimatica
e concentracdo de proteinas totais foram medidas. Ao final do processo as bases de Schiff formadas e
0s grupos aldeido remanescentes no suporte foram reduzidos com borohidreto de sédio (1 mg/mL, 4
°C, 30 min). Posteriormente, o derivado foi exaustivamente lavado com tamp&o citrato 50mM pH 4.8
€ Seco por sucgdo a vacuo.

Estabilidade Térmica da BsXA: A estabilidade térmica das enzimas livre e imobilizada foi
realizada a 56 °C, incubando-se as enzimas em tampéo citrato 50 mM pH 5.5. Durante o ensaio,
aliquotas da solucéo de enzima livre ou uma massa conhecida da enzima imobilizada foram coletadas
para quantificacdo da atividade residual e estimativa do tempo de meia-vida.

3. RESULTADOS

A quitosana é um material abundante e de baixo custo utilizado em estudos para imobilizacéo
de diversas enzimas (Silva et al., 2012; Mendes et al, 2011; Kumar, 2000). Além de suas
caracteristicas vantajosas e de seu baixo custo, sua utilizacdo pode ainda significar uma alternativa
interessante para o aproveitamento dos residuos das industrias de frutos do mar (Rodrigues et al.,
2008). Sua aplicacdo como suporte para a imobilizacdo de enzimas através da ativacdo com grupos
glioxil utilizando epicloridrina como agente ativador € um método novo e promissor, uma vez que a
epicloridrina permite a ativacao e o entrecruzamento do suporte em uma Unica etapa.

Xilanase recombinante de Bacillus subtilis foi imobilizada em gel de quitosana-glioxil visando
obtengcdo de um derivado de elevada atividade e estabilidade. O acompanhamento do ensaio de
imobilizacdo pode ser observado na Figura 1. N&do foi possivel acompanhar a atividade na suspensao
devido a baixa dispersibilidade das particulas de quitosana em pH 10.0, ocasionada pela forte
interacdo idnica do polimero em valores de pH alcalinos.
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Figura 1 — Cinética de imobilizacdo da xilanase recombinante de Bacillus subtilis (BsXA) em
quitosana-glioxil.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

O processo de imobilizacdo aconteceu rapidamente, com 30 minutos de processo apenas
27.08% da atividade inicial oferecida foi observada no sobrenadante. A rapida cinética de
imobilizacdo observada se deve, provavelmente, a elevada concentracdo de grupos glioxil na
superficie do suporte. A imobilizagdo por ligaces covalentes multipontuais em suportes ativados com
grupos glioxil ocorre em duas etapas, primeiramente ligacfes unipontuais sdo formadas entre a
enzima e o suporte (bases de shiff), estas ligacdes sdo reversiveis de forma que a enzima alterna entre
a forma livre e imobilizada obedecendo um equilibrio quimico. Em uma segunda etapa duas ou mais
bases de shiff sdo formadas a0 mesmo tempo entre a enzima e 0 suporte evitando assim a dessor¢édo
da enzima. A encubacédo do sistema enzima-suporte por tempos maiores favorece a formacdo de um
maior numero de ligacBes covalentes entre a enzima e o suporte, sendo 0 que caracteriza a técnica de
imobilizacdo multipontual. Geralmente quanto maior o nimero de unides covalentes entre a enzima e
0 suporte maior sera o incremento observado na estabilidade térmica e operacional da enzima
(Guisan, 1988).

Assim sendo, considerando o mecanismo de imobilizacdo multipontual, o ensaio foi estendido
até 24 horas uma vez que a enzima solivel mostrou-se estavel por todo o tempo de processo nas
condicGes de estudo. Tal estratégia foi aplicada visando aumentar a estabilidade e garantir uma boa
imobilizacdo enzimatica, uma vez que de acordo com Lopez et al. (2005), quanto maior o tempo de
imobilizacdo, maior a concentracdo de ligagcbes multipontuais formadas, garantindo assim uma maior
estabilidade. De fato, Rodrigues et al. (2008) estudando a imobilizacdo de lipase de Candida
antarctica em suportes quitosana e agarose, observaram que derivados mais estaveis foram obtidos
utilizando-se tempos de imobilizacdo mais longos devido ao aumento no numero de ligacbes
covalentes multipontuais enzima-suporte.

Apbs 24 horas de imobilizacdo ainda se observava 23.85% de atividade no sobrenadante,
indicando que os grupos glioxil disponiveis no suporte provavelmente estavam saturados. Esta
atividade residual pode-se ainda ser atribuida a presenca de proteinas contaminantes no derivado, as
quais podem ocupar sitios de ligacdo no suporte e prejudicar a imobilizacdo, porém a cinética de
imobilizacdo em termos de proteinas totais observada indica que a maioria das proteinas
contaminantes presentes no sobrenadante ndo foram imobilizadas no suporte. Os parametros
relacionados ao processo de imobiliza¢do encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros de imobilizacéo de xilanase recombinante de Bacillus subtilis (BsXA) em
quitosana-glioxil (onde Aof= atividade oferecida na imobilizacdo; Ry = rendimento de imobilizacao;
A: = atividade teorica do derivado; Ader = atividade medida do derivado; AR= atividade recuperada)

Parametros de Imobilizagdo Valores
Aot (Ul/gger) 180.1+7.6
Riu (%) 76.2+0.0
At (U'/ggel) 137.2+5.8
Ader (Ul/g) 724+ 34
AR (%) 53.6 1.7

A atividade recuperada (AR) do processo foi de 53.6%, mostrando uma provavel inativacdo da
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xilanase na etapa de reducdo com borohidreto de sodio. Este comportamento também foi observado
por outros autores, Mendes et al. (2011) estudando a imobilizagdo de diferentes lipases em quitosana
ativada com diferentes grupos reativos verificaram que, para todos os suportes testados, entre 11 e
23% da atividade era perdida na etapa de reducdo. De acordo com os autores, a perda de atividade
durante a reducdo com borohidreto de sodio esta relacionada com uma possivel reducdo das pontes
dissulfeto da enzima.

A presenca de proteina residual no sobrenadante, a qual manteve-se constante durante todo o
processo, deve-se a presenca de proteinas contaminantes no extrato enzimatico que ndo imobilizam
no suporte quitosana-glioxil devido a auséncia ou ao reduzido nimero de grupos lisinas em sua
superficie. Este comportamento indica a ocorréncia de uma imobilizagdo seletiva, na qual somente as
enzimas que possuem um numero significativo de residuos de lisina sdo imobilizadas, que é o caso da
enzima de interesse (BsXA).

A Figura 2 apresenta o perfil de inativacdo da xilanase livre e imobilizada a 56 °C em tampé&o
citrato 50 mM pH 5.5. Observa-se que a xilanase imobilizada foi significativamente mais estavel que
a solavel, ap6s 15 minutos de incubacdo o derivado conservou 92.6% de sua atividade inicial,
enquanto a forma solUvel estava totalmente inativa. Os tempos de meia vida estimados sdo de 4.7 e
357.0 minutos para as enzimas livre e imobilizada, respectivamente. Desta maneira, a enzima
imobilizada mostrou-se 75x vezes mais estavel que a enzima sollvel, este aumento na estabilidade se
deve, provavelmente, as ligacbes multipontuais formada entre a enzima e o suporte.

T T T B T A T T 10

T T T T
1004 A : : - N

¢ A Xilanase soluvel 100 A & Xilanase imobilizada
804 T
80 - A

604 ey 704 4 i

60 5
40 :

Atividade(%)

50 -

Atividade (%)

204 - 404
30+

R R 20

T v T ¥ T \d T T T T T

00 02 04 06 0 10 20 30
Tempo(h) Tempo (h)

(A) (B)

Figura 2 — Inativacdo térmica (56 °C e pH 5.5) de xilanase recombinante de Bacillus subtilis
(BsXA) solavel (A) e imobilizada em quitosana glioxil (B).

A hidrolise da hemicelulose é geralmente realizada em temperaturas mais amenas que 56°C,
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geralmente sdo utilizadas temperaturas entre 40-50°C (Carvalho et al., 2013), desta maneira,
considerando que a estabilidade enzimatica diminui com o aumento da temperatura, o derivado de
xilanase de B. subtilis obtido sera ainda mais estavel nas condi¢cfes de processo, ou seja, apresentara
tempo de meia vida consideravelmente superior ao observado a 56°C.

Desta maneira, apesar do rendimento e atividade recuperada observados, a técnica proposta €
interessante uma vez que a quitosana € um suporte barato com diversas vantagens e de facil obtengéo
e 0 processo de ativacdo com grupos glioxil proposto além de novo mostrou-se efetivo e aumentou a
estabilidade do derivado, compensando assim o baixo rendimento de imobilizagéo

4. CONCLUSAO

Foi possivel ativar o suporte de quitosana com grupos glioxil utilizando epicloridrina como
reagente de partida, a epicloridrina permitiu também o entrecruzamento do gel de quitosana
aumentando sua estabilidade operacional e evitando sua dissolucdo quando empregado em valores
acidos de pH. A técnica de imobilizagdo de enzimas por ligacdo covalente multipontual em quitosana-
glioxil se mostrou eficiente para a imobilizacdo da xilanase recombinante de Bacillus subtilis (BsXA).
O processo apresentou rendimento de imobilizagdo de 76.2% e atividade recuperada de 53.6%. A
perda de atividade e rendimento de imobilizacdo observados podem ser justificados considerando-se
gue a quitosana € um suporte de baixo custo e o derivado obtido é significativamente mais estavel que
a enzima soltvel (75x mais estavel a pH 5.5 e 56 °C).
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