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INTRODUGAO:

Diante das condigbes ambientais globais cada vez mais degradantes, € extremamente desejavel avangos em
reagOes de sintese organica, como a substituicdo de catalisadores quimicos pelos bioquimicos (no caso, as enzimas), que
conferem maior eficiéncia e seletividade, e podem atuar na sintese de medicamentos, compostos da quimica fina e
biocombustiveis, como o biodiesel (Bell et al., 2021). As enzimas também sZo importantes na industria alimenticia em
processos como a producgdo de ésteres de aroma e sabor, produzindo compostos de maior pureza e rendimento (Garlapati;
Banerjee, 2013).

A lipase possui grande versatilidade e pode atuar em reagdes de hidrélise, esterificagéo, transesterificacédo, entre
outras. A lipase Eversa® Transform 2.0 possui a vantagem de ser de baixo custo e apresentar boa atividade catalitica, em
comparagdo com outras lipases comerciais (Almeida et al., 2021). A imobilizacdo da enzima possui as vantagens de
aumentar a atividade enzimatica, a estabilidade, e também permitir a sua reutilizagdo (Ismail; Baek, 2020). A técnica de
encapsulamento é simples e eficiente, e torna possivel a incorporagdo de aditivos ao material de suporte, para melhorar
propriedades especificas. Alguns liquidos iénicos (Lis) podem aumentar a atividade e estabilidade de enzimas, enquanto que
a lignina (lig) pode aumentar a atividade, resisténcia mecanica e estabilidade térmica (Badgujar et al., 2022; Park et al., 2015).

Tendo em vista a importancia de novos estudos sobre processos ecologicamente corretos e a escassez de
pesquisas envolvendo liquido idnico e lignina em conjunto e seus efeitos na atividade, estabilidade e influéncia na matriz de
imobilizacdo, o projeto se propde a investigar o efeito da imobilizagdo por encapsulagéo em alginato de calcio acompanhada
de trés diferentes matrizes nessa formulagéo: LI + lig. e licor (contendo ambas as fragdes) resultante do pré-tratamento da
palha de cana-de-agucar, sobre a atividade catalitica e estabilidade da Eversa® Transform 2.0. Além disso as particulas
produzidas em suas diferentes formulagdes serdo avaliadas quanto a sua estabilidade térmica, bem como caracterizadas por
meio de analise de resisténcia mecanica, termogravimétrica (TGA), microscopia eletronica de varredura (MEV), ensaio de
area superficial (SBET), e picnometria de gas hélio (He).

METODOLOGIA:

A pesquisa foi majoritariamente conduzida no Laboratério de Engenharia Metabdlica e Bioprocessos — LEMeB do
Departamento de Engenharia de Alimentos/Faculdade de Engenharia de Alimentos/Universidade Estadual de Campinas.
Algumas analises foram realizadas em laboratérios parceiros da universidade.

¢ Imobilizagao da lipase Eversa® Transform 2.0

A produgao das particulas contendo lipase foi realizada com as solu¢des de alginato de sédio (concentracéo de 2%
m/m) e lipase Eversa® Transform 2.0 (10% m/m), com os aditivos: LI ([Mea][Ac]) + Lig. (Sigma Aldrich) e licor resultante de
pré-tratamento da palha da cana-de-agucar rico em LI e lig. (filtrado em papel filtro). As propor¢des estdo detalhadas na
Tabela 1. Apds o processo de produgdo, as esferas foram divididas em duas fragdes. Uma das fragbes de esferas, o
sobrenadante (solugdo residual) e a agua de lavagem foram armazenados sob refrigeragcdo a 5 °C. A outra fragdo de esferas
foi liofilizada (Enterprise, Terroni, Sdo Paulo, Brasil) por 48 horas e armazenada em um dessecador, resultando nos derivados
imobilizados.

Tabela 1. Formulagao das particulas selecionadas.

Particulas Concentragao de aditivos
P1 Controle sem aditivos
P2 0,5% LI + 0,05% Lig. (comercial)
PL2 0,5% LI + 0,05% Lig. (licor)
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* Determinagao do teor de proteina

No processo de imobilizagéo foi contabilizado as proteinas sobrenadantes através do método Bradford (Bradford,
1976), com a utilizagdo da curva padrdo de albumina bovina. A absorbancia foi medida em espectofotdmetro (Genesys 20,
Thermo Fisher Scientific, EUA) a 595 nm, para obter as concentragdes proteicas.

* Determinagao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da lipase (AE) foi medida através da hidrélise do palmitato de p-nitrofenil (pPNPP) em p-
nitrofenil (p-NP) (Almeida et al., 2023), em espectrofotdmetro (Genesys 20, Thermo Fisher Scientific, EUA) a 410 nm. O
rendimento de imobilizagdo e a atividade recuperada do processo foram calculados de acordo com as equagdes (1) e (2):

AElivre— AEsobrenadante

AElivre
AFEsuporte
AElivre— AEsobrenadante

)-100 (1)

Rendimento de imobilizag&o (%) = (

Atividade recuperada (%) = ( ) 100 (2)

» Efeito da temperatura na estabilidade da lipase

Amostras contendo as particulas submersas em solucdo tampédo fosfato (0,1M a pH 7) foram incubadas nas
temperaturas de 60 e 70 °C em banho seco (DB-HCS - Loccus). A atividade enzimatica foi determinada em intervalos de
tempo de 15 minutos até a perda de 50% da atividade enzimatica inicial. A constante de inativagao térmica (Kd) foi calculada
a partir da inclinagao da curva do grafico semilogaritmico da razdo entre a atividade residual e a atividade inicial em fungéo do
tempo. O tempo de meia-vida (t1/2, tempo para a enzima diminuir sua atividade pela metade) e o tempo de redugéo decimal
(valor D) foram determinados pelas equagdes 3 e 4, respectivamente.

/2 = In™ 3) p - 1010
Kd Kd

(4)

Caracterizagao das particulas
* Resisténcia mecanica

A resisténcia das esferas Umidas a compressao foi determinada utilizando um analisador de textura TA.XTplus
(Extralab, Brasil). Em resumo, uma forca foi aplicada as esferas e sua resisténcia a deformacgéo de 50% foi medida.

*  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia superficial das esferas liofilizadas carregadas e descarregadas foi avaliada utilizando um microscépio
eletrénico de varredura equipado com um detector de raios X por dispersdo de energia (Quattro S, Thermo Fisher Scientific,
Republica Tcheca), operando a 15kV e 62 pA.

* Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada utilizando um calorimetro Shimadzu TGA-50 (Japdo) em atmosfera de
nitrogénio, com vazao de 50 mL min™, rampa de aquecimento de 10 °C min™ e faixa de temperatura de 27 a 800 °C.

+  Area de Superficie Especifica (SBET)

A area superficial especifica das esferas liofilizadas foi medida por adsorcdo de N, (Anton Paar, Quantachrome
NOVA 1200e, Alemanha) a 77 K e calculada utilizando o método BET.

* Picnometria de gas hélio
A picnometria a gas hélio foi utilizada para determinar a densidade real das esferas, usando um aparelho
(Micromeritics Instrument Corporation, AccuPyc Il 1340, Norcross, Geodrgia, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Ao analisar a Tabela 2, infere-se que as particulas apresentam rendimento de imobilizacao e atividade recuperada
semelhantes. A atividade recuperada relativamente baixa verificada pode ser atribuida a problemas de difusdo causados pela
matriz polimérica (Liu e Shi, 2024). No entanto, sabe-se que a imobilizagdo oferece diversas vantagens, particularmente no
que diz respeito a estabilidade enzimatica, conforme observado em diversos estudos. Verificou-se ainda, que a particula
contendo o licor (PL2) apresentou leve acréscimo da atividade hidrolitica se comparado as demais formulagdes.
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Tabela 2. Resultados das determinagbes de atividade enzimatica e respectivos rendimentos e atividade recuperada das imobilizagdes para
cada formulagao de particulas.

Amostras Atividade enzinrlética (U/g de Rentfli.men~to da Atividade recuperada
proteina) Imobilizagao (%) (%)
P1 924,62 + 31,56 79,95+ 1,37 21,39+14
P2 956,18 + 68,7 74,73 +4,38 26,78 £ 4,58
PL2 1152,99 + 16,09 76,84 £ 0,32 24,37 £ 0,33

As particulas umidas foram avaliadas quanto a resisténcia mecanica (tabela 3), dado o papel critico deste parametro,
especialmente em bioprocessos que requerem agitagdo intensa. As particulas produzidas com licor (PL2) apresentaram
resisténcia mecanica mais elevada em comparagao aos demais. Isso pode estar relacionado ao estagio de despolimerizagao
da lignina ou outro componente estrutural remanescente no licor.

Tabela 3. Resisténcia mecanica das particulas.

Particulas Resisténcia mecéanica (N)
P1 5,98 + 0,11
P2 5,50 £ 0,25
PL2 7,98 +0,73

A analise da superficie das particulas verificadas através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (Figura 1)
revelou que as particulas sem enzima (& esquerda) apresentam um aspecto mais liso, com menor incidéncia de poros e
rachaduras, enquanto que as particulas contendo a lipase imobilizada (a direita) aparentam possuir uma superficie mais
aspera e quebradica, como também observado no estudo de Almeida et al. (2023). De uma forma geral, as capsulas
apresentam uma estrutura superficial colapsada e heterogénea, com numerosas microcavidades, resultado do processo de
liofilizagao.

Figura 1. Andlise das superficies das particulas pela Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), na qual a) e b) séo as particulas
de controle, sem e com enzima; c) e d) s&o as particulas com liquido iénico e lignina comercial, sem e com enzima; e) e f) sdo as particulas
com liquido i6nico e lignina de pré-tratamento, sem e com enzima, respectivamente.

Analise termogravimétrica (figura 2) revelou que a perda de massa das particulas com aditivos foi maior que a
controle. A primeira perda de massa, em torno de 200 °C, estd associada com a evaporagdo de agua. A perda de massa
entre 200 e 300 °C pode ser associada com a despolimerizagdo do alginato e a decomposi¢cdo de componentes organicos
(Ferreira et al., 2017). Acima de 300 °C ha a decomposigdo dos polissacarideos (Chen et al., 2022), e entre 600 e 700 °C a
perda de massa pode ser explicada pela carbonizagao.
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Figura 2. Analise térmogravimétrica das particulas P1, P2 e PL2.
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As isotermas de Nz para avaliar a superficie e a porosidade obtidas pelo método BET (Fig. 3) revelaram um grande
volume de gas adsorvido por particula. Este efeito foi evidenciado pelo ligeiro aumento na area superficial (areas de P2 e
PL2) em comparagéo com P1 (12,46 m2/g), tal aumento pode estar relacionado a incorporagéo dos aditivos, especialmente a
lignina (presente em ambas formulagdes P2 e PL2).

Figura 3. Isotermas de adsorgé@o/dessorgéo de N2 das particulas P1 (a), P2 (b) e PL2 (c).
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A tabela 4 redne os parametros Kd, t12 e valor D para as particulas, inclusive para a enzima livre (EL). Percebe-se
que a resisténcia térmica de cada particula € menor para a enzima livre, e maior para a particula que tem em sua composicao
liquido i6nico e lignina comercial. Infere-se que a imobilizagdo melhora a resisténcia térmica das particulas, e o tempo de
meia vida possui um acréscimo ainda maior quando compara-se a diferenga entre as particulas P2 e P1, e a P1 com a
enzima livre. Ou seja, aparentemente € mais significativa a diferenga quando junto a imobilizagdo da enzima s&o utilizados

aditivos como liquido iénico e lignina (principalmente a comercial).

Tabela 4. Resultados para a estabilidade em diferentes temperaturas, incluindo o Kd e o tempo de meia vida para cada formulagéo de
particulas e para a enzima livre.

Parametros 60°c 70°C
P1 P2 PL2 FE P1 P2 PL2 FE
Kd (min/-1) 0,0067 0,0034 0,0054 0,0083 0,0171 0,0098 0,0161 0,0343
RN2 0,957 0,953 0,9975 0,9129 0,9024 0,999 0,8509 0,901
ti2 (min) 103,45 203,87 128,36 83,51 40,5300 70,73 43,05 20,21
Valor D (min) 343,67 677,23 426,4 277,42 134,65 234,96 143,02 67,13
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CONCLUSOES:

A partir da caracterizagdo das particulas, é possivel fazer previsdes sobre o seu comportamento e quais seriam as
melhores condigbes do meio reacional para a sua utilizagdo. As particulas mostraram-se satisfatérias em termos de
resisténcia mecanica, estabilidade térmica e a pH, além do bom potencial para transferéncia de massa. Isso sera estudado
em estudos posteriores para a produgdo de biodiesel e citronela. Além disso, através dos experimentos observou-se
acréscimos de qualidades positivas nas particulas com aditivos como o liquido ibnico e a lignina, em comparagcdo com as
particulas imobilizadas contendo apenas enzima, principalmente no quesito resisténcia a temperatura. Ademais, as
qualidades das particulas com a lignina proveniente do licor de pré-tratamento também apresentaram melhorias significativas
em comparagdo com as que possuem apenas enzima imobilizada, mostrando que esse uso pode ser promissor,
principalmente no quesito sustentabilidade, ao utilizar residuos de outros processos.
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