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RESUMO

A lignina € um polimero natural aromatico fenilpropandide, encontrado nos
vegetais. Apesar de possuir caracteristicas unicas, a maior parte da lignina é
queimada para gerar energia. Para potencializar as aplicagdes da lignina &
necessario superar a sua heterogeneidade gerando modificagbes estruturais.
Uma opg¢ao é uma rota biotecnoldgica utilizando a enzima lacase. A enzima gera
radicais que aumentam a reatividade das moléculas de lignina. Como resultado,
uma grande variedade de novos compostos com propriedades distintas podem
ser obtidos. Um entrave para o emprego das enzimas € o seu alto custo, assim,
a imobilizacdo em um substrato € uma melhoria significativa, que permite a
reutilizacdo da enzima. A celulose nanoestruturada € uma opcéo de substrato
com baixo custo, facilidade de producado, renovavel e biodegradavel. Nesse
contexto, o presente trabalho apresenta processos de modificagées de lignina
via catalise enzimatica com a enzima lacase comercial de Myceliophthora
thermophila, em meios reacionais com até 60% de etanol, visando a geracao de
novos produtos de alto valor a base de lignina kraft. Além disso propde a
imobilizacdo de lacase em nanofibrilas de celulose em suspensao obtidas por
desfibrilagdo mecanica, visando a recuperagao da enzima do meio reacional
catalitico, diminuindo os custos de produgao em processos envolvendo enzimas.
Os principais resultados mostraram maior processo de oligomerizagao da lignina
em meios reacionais com maior teor de alcool etilico, apesar da menor atividade
enzimatica. A maior solubilizagdo do substrato no meio reacional intensificou a
acao da enzima. A amostra obtida em meio reacional com 60% de etanol teve
um aumento da média ponderada das massas moleculares de 5,8 vezes em
relacdo a lignina soluvel em etanol, além de apresentar redugédo na atividade
antioxidante, e redugao na propor¢ao de unidades siringil. As amostras de lignina
obtidas em meio reacional com tampéao acetato de sédio pH 4,5 e com 60% de
etanol ndo apresentaram resultados de irritagao cutanea, no teste de viabilidade
celular, podendo ser utilizadas em produtos de saude humana. As amostras de
lignina apresentaram fator de protegao solar de até 30, podendo ser aplicadas
como protetores solares, ou adicionadas em fotoprotetores comerciais. A
imobilizacdo da enzima lacase em suspensao de nanofibrilas de celulose
apresentou rendimento de até 88 %, sendo viavel para recuperagado da enzima
no meio reacional. Entretanto, a analise de reuso e o estudo cinético sugerem
que o processo nao conferiu satisfatoria estabilidade operacional. A lacase
imobilizada em nanocelulose apesar da reducdo da atividade pode ser
recuperada e reutilizada até 4 vezes com a devida correcdo da massa aplicada
na reagao a partir da atividade apresentada.

Palavras-chave: Oligomerizacdo. Lignina Kraft. Catalise Enzimatica. Lacase.
Imobilizagdo. Nanocelulose.



ABSTRACT

Lignin is a natural aromatic phenylpropanoid polymer found in vegetables.
Despite its unique characteristics, most of the lignin is burned to generate energy.
To enhance lignin applications, it is necessary to overcome its heterogeneity by
generating structural changes. One option is a biotechnological route using the
laccase enzyme. The enzyme generates radicals that increase the reactivity of
lignin molecules. As a result, a wide variety of new compounds with distinct
properties can be obtained. An obstacle to the use of laccase enzymes is their
high cost, so immobilization on a substrate is a desirable development as it would
allow the enzyme to be reused several times. Nanostructured cellulose is a
substrate option due to its low cost, ease of production by mechanical
defibrillation, renewable and biodegradable. In this context, the present work
presents processes of lignin modifications via enzymatic catalysis with the
Myceliophthora thermophila laccase enzyme, in reaction media with up to 60%
ethanol, aiming at the generation of new high-value products based on kraft
lignin. Furthermore, it proposes the immobilization of laccases in suspended
cellulose nanofibrils obtained by mechanical defibrillation, aiming at their
recovery from the catalytic reaction medium, reducing production costs in
processes involving enzymes. The main results showed a higher lignin
oligomerization process in reaction media with higher ethyl alcohol content,
despite the lower enzymatic activity. The greater solubilization of the substrate in
the reaction medium intensified the action of the enzyme. The sample in reaction
medium with 60% ethanol had an increase in the weighted average of the
molecular masses of 5.8 times compared to soluble lignin in ethanol, in addition
to showing a reduction in antioxidant activity, and a reduction in the proportion of
siringil units. The samples did not present skin irritation results in the cell viability
test and can be used in human health products. The lignin samples showed a
sun protection factor of up to 30, which can be applied as sunscreens, or added
to commercial sunscreens. The immobilization of the laccase enzyme in
suspension of vegetable cellulose nanofibrils showed a yield of up to 88%, being
viable for recovery of the enzyme in the reaction medium. However, the reuse
analysis and the kinetic study suggest that the process did not provide
satisfactory operational stability. The laccase immobilized on nanocellulose,
despite the reduction in activity, can be recovered and reused up to 4 times with
due correction of the mass applied in the reaction from the activity presented.

Keywords: Oligomerization. Kraft Lignin. Enzymatic Catalysis. Laccase.
Immobilization. Nanocellulose.
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CAPITULO | - ASPECTOS GERAIS

1.1. INTRODUGAO GERAL

A lignina é a fonte de carbono mais abundante na Terra apés a celulose,
presente na parede celular das plantas e, portanto, na biomassa lignoceluldsica,
compondo entre 20 — 32% em massa da biomassa (LAURICHESSE; AVEROUS,
2014; SILVA et al., 2012). Polimero fenilpropandide (CsC3s) altamente complexo
sintetizado principalmente a partir de trés monémeros precursores, p-hidroxifenil,
guaiacil e siringil. A estrutura apresenta uma alta heterogeneidade, causada por
variacdes na composi¢ao, tamanho e grupos funcionais devido a diferencas na
matéria-prima e condicbes de isolamento, ndo sendo possivel definir
precisamente a estrutura da lignina como uma molécula. Todavia, uma definigao
comum € uma rede polimérica ramificada formada por unidades basicas de
fenilpropano (SENA-MARTINS; ALMEIDA-VARA; DUARTE, 2008).

Em todo o mundo, cerca de 70 milhdes de toneladas de lignina s&o
produzidas anualmente como um subproduto em processos de produgao de
papel e celulose na polpacédo da madeira. Apesar de suas caracteristicas unicas,
a maior parte da lignina é queimada para geragao de energia (GOSSELINK et
al., 2004; SENA-MARTINS; ALMEIDA-VARA; DUARTE, 2008).

No entanto, pesquisas tém mostrado que a lignina apresenta um alto
potencial muito além de combustivel de baixo valor. Alguns exemplos dessas
aplicagbes em potencial sao: dispersante para a industria quimica,
aditivo/substituinte de resinas fendlicas utilizadas na fabricagcao de painéis de
fibras, fabricacdo de fibras de carbono, fonte de compostos quimicos, com
potencial de substituicdo de produtos oriundos de substancias petroquimicas
com as vantagens de ser baixo custo, biodegradavel e renovavel (NORBERG et
al., 2013; STIEFEL et al., 2016).

Para potencializar as aplicagdes da lignina é necessario superar a sua
heterogeneidade por meio de processos de fragmentagdo, purificagcdo ou

modificagdo da estrutura, produzindo idealmente a lignina certa para cada
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potencial aplicagdo (LOURENCON et al., 2015; STIEFEL et al.,, 2016). Os
processos fisico-quimicos para modificagdo da lignina sdo os mais comumente
abordados. Alguns aplicam o fracionamento, incluindo a utilizacdo de reagentes
quimicos e/ou membranas de filtracdo (LINDBERG; TYLLI; MAJANI, 1964;
LOURENCON et al., 2015; WALLBERG; JONSSON, A. S. WIMMERSTEDT,
2003). Esta modificagao pode ser realizada também por uma rota biotecnoldgica
a partir de enzimas como as lacases, atuando como biocatalisador agregando
valor a produtos de lignina, especialmente a lignina Kraft (FITIGAU; PETER;
BOERIU, 2013; MATE; ALCALDE, 2015; ORTNER et al., 2015).

As lacases sao enzimas que por abstragcdo de um elétron, catalisam
reacdes de uma grande variedade de substratos orgénicos e inorganicos
incluindo mono-, di- e polifendis, aminofendis, metoxifendis e aminas aromaticas,
com concomitante reducao de oxigénio para agua. Sao encontradas em plantas,
insetos, bactérias e fungos principalmente nos fungos da podriddo branca da
madeira (PACHECO; SOARES, 2014; SILVA et al., 2012).

O tratamento com enzima lacase é frequentemente utilizado para
promover a polimerizagdo oxidativa de unidades fragmentadas e dissolvidas da
lignina apds os processos de polpagdo (FITIGAU; PETER; BOERIU, 2013;
ORTNER et al., 2015).

Dentre as enzimas mais importantes, a lacase é de interesse industrial
pois utiliza O2 como receptor de elétron catalisando a oxidagao de hidroxilas de
difenol e compostos relacionados, ndo necessitando da presenca de H202 como

as enzimas peroxidases e manganés peroxidases (MUNK et al., 2015).

A enzima lacase gera radicais que aumentam a reatividade das moléculas
de lignina, gerando reacbes de forma aleatéria formando polimeros
tridimensionais de maior ou menor massa molecular e com uma variedade de
novas ligagdes. Como resultado, uma grande variedade de novos compostos
com propriedades distintas podem ser obtidos (SENA-MARTINS; ALMEIDA-
VARA; DUARTE, 2008).

No entanto seu uso na forma livre possui menor viabilidade devido as
mesmas estarem sujeitas a fatores quimicos, fisicos e biolégicos que limitam sua

vida util durante uso ou estocagem tornando-a um produto de alto custo. Muitas
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destas caracteristicas indesejaveis podem ser removidas ou amenizadas com o
uso das enzimas na forma imobilizada. O confinamento das enzimas em
suportes soélidos proporciona diversas vantagens sobre as enzimas livres, tais
como promover maior estabilidade operacional, aumentar a vida util da enzima
e facilitar a separagdo do produto do catalisador (PACHECO; SOARES, 2014;
SOUZA et al., 2017).

Na busca por materiais para aplicagdo como suportes soélidos destaca-se
a celulose por ser biodegradavel e renovavel, além de poder ser obtida em
industrias de papel e celulose, mesmo setor de obtencao da lignina (SAMPAIO
et al., 2016; SATHISHKUMAR et al., 2014). Uma alternativa promissora é o uso
das nanofibrilas de celulose, que além de apresentarem maior area superficial
possuem baixo custo de obtencdo e facilidade de producao por desfibrilagao
mecanica (CLARO et al., 2020; MAGALHAES et al., 2017).

Apesar de todas as solugdes biotecnoldgicas apontadas para a lignina,
até o momento ndo ha nenhuma plataforma que proporcione a valorizagao € a
utilizagdo da lignina para novos produtos. Uma das principais razdes € a
necessidade de uma abordagem multidisciplinar dada a sua complexidade
estrutural. Métodos para a conversao e aplicagéo de lignina, além da geracéo de
energia, ainda sdo escassos. E necessario desenvolver novas tecnologias para

valorizag&o deste material, convertendo-o em produtos de maior valor agregado.

Assim, o objetivo deste projeto € o desenvolvimento de novos produtos a
partir de reagdes enzimaticas com lignina utilizando lacase livre. Além de propor
a imobilizagdo da enzima lacase em nanocelulose, visando a reutilizagdo da

enzima.
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1.2. HIPOTESE E OBJETIVOS

1.2.1. HIPOTESE

“A lignina Kraft pode sofrer modificagdo quimica via catalise enzimatica,
que resultara em produtos oligomerizados, o que influencia diretamente a agéo

biolégica do composto.”

1.2.2. OBJETIVO GERAL

. Obter novos produtos a partir da modificagdo da lignina Kraft por rota

enzimatica.

1.2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizagao do processo de oligomerizagao e/ou polimerizagao da lignina
por rota enzimatica;

e Caracterizagao das fragdes de lignina Kraft modificadas enzimaticamente;

¢ Avaliacido da atividade biologica de fragdes de lignina modificadas;

e Desenvolver novos produtos a partir da lignina oligomerizada;

e Imobilizagdo da enzima lacase em nanofibrilas de celulose obtidas por

desfibrilagdo mecanica.
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1.3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1. LIGNINA

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira (FENGEL,
WEGENER, 1984). A lignina € o material renovavel aromatico mais disponivel
na natureza e a segunda fonte de carbono mais abundante apds a celulose
(HATAKKA, 2001; LAURICHESSE; AVEROUS, 2014; SILVA et al., 2012).
Encontrada na parede celular dos vegetais e na lamela média, compde entre 20
— 32% em massa da biomassa lignocelulésica (FENGEL; WEGENER, 1984;
SILVA et al., 2012). Confere rigidez a planta fortalecendo o tecido vegetal, além
de inibir degradacdes enzimaticas e ter um importante papel no transporte de
agua, nutrientes e metabdlitos (FENGEL; WEGENER, 1984; GRABBER, 2005).

E um polimero fenilpropandide (CsCs) altamente complexo sintetizado
principalmente a partir de trés monémeros precursores: p-hidroxifenil (a partir do
alcool p-cumarilico), guaiacil (do alcool coniferilico) e siringil (do alcool sinapilico)
(FIGURA 1) (SALIBA et al., 2001).

FIGURA 1 - ESTRUTURA DOS PRECURSORES DOS MONOMEROS DA LIGNINA
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p-hidroxifenil guaiacil siringil

FONTE: Adaptado de LAURICHESSE; AVEROUS (2014).
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A unidade basica de fenilpropano (FIGURA 2) consiste em um anel
aromatico e uma cadeia lateral alifatica de trés atomos de carbono, denominados
a, B e y. As unidades fenilpropano apresentam uma série de ligacdes
caracteristicas (FIGURA 3) entre si sendo a mais abundante do tipo B-O-4
(SALIBA et al., 2001).

FIGURA 2 - UNIDADE DE FENILPROPANO
¥
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FONTE: BONFATTI JUNIOR (2020).
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FIGURA 3 - LIGAGOES COMUNS ENTRE UNIDADES DE FENILPROPANO NA LIGNINA
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FONTE: CHAKAR; RAGAUSKAS (2004).

Foi descoberta inicialmente por Anselme Payen em 1838, as primeiras

tentativas de proposicdo de uma estrutura para a lignina foram feitas por

Freudenberg e Neish (1968), combinando resultados da reacao de polimerizagao

desidrogenativa do alcool coniferilico com dados analiticos (SALIBA et al., 2001;

SJOSTROM, 1993).

Como resultado da unido de unidades monoméricas de lignina, forma-se

um composto aromatico, complexo, tridimensional, amorfo e altamente irregular

em sua constituicdo e estrutura molecular (FIGURA 4). Entre as liga¢des

distribuidas aleatoriamente no polimero de lignina, aproximadamente dois tergos

sdo ligacdes éter e um terco sao ligagbes carbono-carbono (HENRIKSSON,

2010).



FIGURA 4 - MODELO ESTRUTURAL PROPOSTO PARA LIGNINA
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Os anéis aromaticos e os grupos hidroxilas da lignina permitem a

formagao de ligagbes com hemicelulose e pectinas, formando o complexo lignina
- carboidrato, conhecido por ser responsavel pela fraca deslignificagdo durante
o cozimento (BALAKSHIN, M. Y. CAPANEMA; CHANG, 2007).

Na composi¢cdo quimica elementar da lignina ocorrem exclusivamente

Classificagao geral das ligninas:

carbono, hidrogénio e oxigénio. Entretanto a composigcdo quimica e as
caracteristicas da lignina sdo influenciadas pela espécie vegetal, origem
citolégica, condigdes de crescimento (solo e clima) e estagio de desenvolvimento
da planta (FENGEL; WEGENER, 1984; MORAIS, 1987, 1992).
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1. Lignina guaiacila (G): Presente nas coniferas, como o pinus, a estrutura
€ composta pelo grupo G, da polimerizag&o do alcool coniferilico, com menores
quantidades de grupos H (LIN; DENCE, 1992).

2. Lignina guaiacila-siringila (G-S): Presente nas folhosas, como o
eucalipto, estdo presentes em torno de S 50-75% e G unidades 25-50%, com
alguns tragos do grupo H (GELLERSTEDT; HENRIKSSON, 2008).

3. Lignina 4-hidroxifenil-guaiacila-siringila (H-G-S): Presente nas
gramineas com niveis semelhantes de S e G e maiores concentragdes de H (5-
35%) (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).

Diferentes relagdes S/G podem ser encontradas na parede celular vegetal
por diversas causas, como exemplo a lignina G possuir maior massa molar e
maior estabilidade térmica, degradando-se em temperaturas mais altas que a
lignina S (DEL RiO; GUTIERREZ; HERNANDO, 2005).

O termo protolignina ou lignina in situ refere-se a lignina associada ao
tecido da planta, uma vez que para a extragcdo da lignina da sua associagao
natural na parede celular ocorre a ruptura das ligagdes lignina-polissacarideos e
uma redugdo na massa molecular (FENGEL; WEGENER, 1984). As massas
moleculares dos derivados soluveis de lignina situam-se numa ampla faixa
(YOSHIDA; MORCK; KRINGSTAD, 1987).

A lignina € um coproduto na industria de celulose ou um subproduto de
pré-tratamento e sacarificacdo de biomassa, raramente é extraida como
componente de interesse (CARVAJAL; GOMEZ; CARDONA, 2016).

Cerca de 70 milhdes de toneladas de lignina sdo obtidas anualmente
como um subproduto em processos de produgdo de papel. Apesar de suas
caracteristicas unicas, a maioria da lignina € queimada para geragao de energia
(menos de 10% da lignina disponivel na industria de celulose e papel é
comercializada) (GOSSELINK et al., 2004; LAURICHESSE; AVEROUS, 2014).
A quantidade total de lignina produzida por industrias modernas de celulose é
60% maior do que a necessaria para o fornecimento interno de energia
(SANNIGRAHI; PU; RAGAUSKAS, 2010).
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As industrias de papel e celulose estdo em busca de novos produtos além
do papel, devido a queda na demanda por produtos tradicionais de celulose, a
competicao entre economias emergentes, o fornecimento limitado de petréleo e
o incentivo a produtos verdes (HEININGEN, 2006).

Pesquisas tém mostrado que a lignina apresenta um alto potencial muito
além de combustivel de baixo valor (KIM; DALE, 2004; RAGAUSKAS et al.,
2014). Alguns exemplos dessas aplicagdes em potencial sdo: dispersante para
a industria quimica, aditivo/substituinte de resinas fendlicas utilizadas na
fabricacao de painéis de fibras, fabricacao de fibras de carbono, fonte de varios
compostos quimicos, com potencial de substituicdo de produtos oriundos de
substancias petroquimicas com a vantagem de ter baixo custo, ser natural e
renovavel (FIGURA 5) (SANNIGRAHI; PU; RAGAUSKAS, 2010).

FIGURA 5 - POTENCIAL DE VALOR DE MERCADO PARA PRODUTOS A BASE DE LIGNINA

Lignina kraft tem ampla variedade de aplicacoes potenciais, inclusive
algumas com alto valor agregado
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FONTE: “A lignina da Suzano” (2016).

A lignina pode ser isolada de madeira, plantas ou residuos por diferentes
processos de extracdo. Os principais processos sdo extragdes comerciais da

industria de celulose e papel que recuperam a lignina através de processos de
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enxofre (sulfito e kraft) e livres de enxofre (organossolve e soda) (FIGURA 6).
Nas ligninas de processos de enxofre a recuperacao é baseada nas acidificagdes
do licor negro produzido (LAURICHESSE; AVEROUS, 2014). A lignina kraft
representa a maior quantidade de ligninas técnicas produzidas (HADDAD et al.,
2016; NORGREN; EDLUND, 2014). O processo de polpagao kraft € o mais
utilizado para a producao de polpa celuldsica no Brasil, sendo mais de 95% da
producdo de polpa celuldsica obtida por esse processo (DARE ALVES et al.,
2015).

FIGURA 6 - ESQUEMA DOS PROCESSOS DE EXTRAGAO DA LIGNINA DA BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA E AS CORRESPONDENTES PRODUGCOES DE LIGNINAS TECNICAS

Processo de extragao

Processos de Processos livres
enxofre de enxofre

Sulfito Kraft Organossolve Soda

Lignina - Lignina L.
H Sulfonada H Lignina Kraft HOrganossolve H Lignina Soda

FONTE: Adaptado de LAURICHESSE; AVEROUS (2014).

No processo Kraft na etapa de cozimento sdo empregados o hidréxido de
sédio (NaOH) e o sulfeto de sédio (Naz2S) como agentes ativos na reagao de
deslignificagdo da madeira (CHAKAR; RAGAUSKAS, 2004). A despolimerizagéo
da lignina durante o cozimento Kraft ocorre principalmente pela clivagem das
ligagbes a e B aril éter (SJOSTROM, 1993).

A lignina é recuperada do licor negro pelo processo de acidificagéo e
reduzindo a solubilidade da lignina em agua. Primeiro adiciona-se dioxido de
carbono gasoso a pH 9-10 para precipitar a lignina (cerca de 75%) na forma de
sal de sédio. Em seguida é realizado aquecimento, formando um material mais
facilmente filtravel, o qual suspenso em agua é purificado pela adi¢ao de acido
sulfurico (VISHTAL; KRASLAWSKI, 2011). Outros componentes do licor negro
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como carboidratos, seus produtos e inorganicos sao soluveis em agua em uma
ampla faixa de pH, possibilitando a recuperagéo de lignina com relativamente
baixo teor de cinzas e carboidratos (LORA, 2008).

As ligninas técnicas apresentam estruturas quimicas variadas, diferentes
solubilidades e reatividades. A presengca de impurezas (como compostos
inorganicos e tracos de holocelulose) na lignina recuperada podem restringir sua
utilizagdo como produtos de alto valor agregado. Entretanto, as ligninas técnicas
estdo prontamente disponiveis em grandes quantidades (VISHTAL;
KRASLAWSKI, 2011).

A obtencgao de fragdes de lignina purificadas com propriedades definidas
permite potencializar sua aplicacdo em diversos campos. A lignina em sua forma
macromolecular apresenta propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antiviral (GOSSELINK et al., 2004; LIU; YANG, 2014). Tais propriedades também
sugerem que este material apresenta caracteristicas antifungicas, podendo ser
utilizado para prolongar a vida util de alimentos durante o armazenamento,
conforme ja apresentado na literatura por Jonglertjunya et al., (2014). Nesse
sentido, a lignina tem sido amplamente estudada no campo do bioplastico
(ZHANG et al., 2017), embalagens (YANG; OWCZAREK, J. S.; FORTUNATI,
2016), cosméticos como bloqueadores solares (QIAN et al., 2017; QIAN; QIU;
ZHU, 2015; SAJINCIC et al.,, 2021) e painéis solares (GONG; IMBAULT;
FARNOOQOD, 2017).

Cresce também o interesse da lignina para uso na agricultura, na
composicao de herbicidas, fertilizantes e biocidas (WANG; ZHAO, 2013), como
também no desenvolvimento de compostos bioativos naturais para produtos de
saude humana (FIGUEIREDO; LINTINEN; KIRIAZIS, 2017; UGARTONDO;
MITJANS; VINARDELL, 2008).

O interesse no papel fisiologico de compostos bioativos presentes em
plantas aumentou ao longo dos ultimos anos, particularmente, com foco no
desenvolvimento de produtos para a saude humana (UGARTONDO; MITJANS;
VINARDELL, 2008). Foram relatadas atividades da lignina atribuidas a
potenciais beneficios a saude humana: atividade antitumoral; antiviral, atividade

imunopotencializadora; agao antibacteriana, antiparasitaria; antioxidante e
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agentes antimutagénicos (KOSIKOVA et al., 2002; MIKULASOVA; KOSIKIVA,
2003; THA et al., 2021; UGARTONDO; MITJANS; VINARDELL, 2008;
VINARDELL; UGARTONDO; MITJANS, 2008).

Recentemente, duas patentes depositadas por instituicbes médicas
chinesas (CN104173328-A, e CN104072515-A) foram desenvolvidas para o
tratamento e prevencdo de doengas relacionadas com angiogénese (tumor,
esclerose multipla, diabetes, doenca de pele, psoriase, aterosclerose e
hipertensado) utilizando piranos derivados da lignina de carnauba (DU et al.,
2013a) e para o preparo de drogas antitumorais utilizando lignina de amargoseira
indiana (LIU; YANG, 2014).

A aplicagdo da lignina na industria de cosmético encontra-se bem
estabelecida, ou seja, amplamente utilizada devido a sua alta capacidade
antioxidante e auséncia de efeitos adversos a saude humana (UGARTONDO;
MITJANS; VINARDELL, 2008).

1.3.2. ENZIMA LACASE

Diferentemente dos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas
sao catalisadores naturais altamente especificos e, portanto, capazes de
discriminar ndo somente as reagdes, como também os substratos (SOUZA et al.,
2017).

Os reagentes envolvidos em uma reacao catalisada por uma enzima sao
chamados de substratos. Como todos os catalisadores, a enzima diminui a
energia de ativagao para uma reagao, ou seja, encontra um mecanismo de
reacao distinto entre substratos e produtos, com uma energia de ativagao inferior
a da rota reacional inicial. A enzima nao € consumida na reagao e nao altera o
equilibrio da reacdo. Ha, no entanto, uma caracteristica que torna as enzimas
diferentes de outros catalisadores: as enzimas sao altamente especificas para
seus substratos (PACHECO; SOARES, 2014; SOUZA et al., 2017).
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As lacases (EC 1.10.3.2) fazem parte de um grupo de enzimas
denominadas enzimas multicobre. E uma polifenol oxidase que atua sobre uma
variedade de doadores de hidrogénio aromaticos, e catalisam a oxidagao , por
abstragcao de um elétron, substratos orgéanicos e inorganicos incluindo mono-, di-
e polifendis, aminofendis, metoxifenodis e aminas aromaticas gerando um radical
fenoxila (MAYER; STAPLES, 2002).

A enzima lacase foi descrita primeiramente por Yoshida em 1883 e
caracterizada como uma oxidase contendo metal por Bertrand em 1985. Sao
classificadas em dois grupos principais as extraidas de plantas e as sintetizadas
por fungos. Apesar de varios estudos realizados as fung¢des bioldgicas das
lacases nos organismos produtores ainda ndo séo bem estabelecidas (HARVEY;
WALKER, 1999; MAYER; STAPLES, 2002).

Possuem quatro atomos de cobre nos sitios ativos, os quais séo
distribuidos em dois centros de cobre responsaveis pela transferéncia de
elétrons durante as reacgdes redox (FIGURA 7). Um dos centros € mononuclear
e possui o cobre tipo1 (T1), responsavel pela coloragao azul da enzima e pela
oxidacdo do substrato e a partir do qual ocorrem as transferéncias de elétrons
para o centro tri-nuclear. O outro centro € tri-nuclear e possui um cobre tipo 2
(T2) e dois tipo 3 (T3a e T3b). O cobre tipo 2 atua na atividade catalitica e redox
em conjunto com moléculas de histonas. O cobre tipo 3 € responsavel pela
ativacao do O2 para transporte e oxigenagao (LEONOWICZ et al., 2001). As
lacases possuem trés dominios (D1, D2 e D3) caracteristicos das cupredoxinas
(proteinas de cobre azul devido a presenga de cobre mononuclear tipo 1 (MATE;
ALCALDE, 2015).
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FIGURA 7 - ESTRUTURA DA LACASE E SITIO ATIVO

FONTE: MATE; ALCALDE (2015).

A medida que a enzima vai promovendo a oxidacdo de seus substratos,
os atomos de cobre vao se reduzindo e transferindo seus elétrons, de forma que
o sitio 1 sempre esteja pronto para promover a oxidagédo de um substrato, até a
completa reducdo de todos os sitios e sua reoxidagdo formando agua para
retomar novamente o ciclo (FIGURA 8) (MATE; ALCALDE, 2015).
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FIGURA 8 - CICLO CATALITICO DA LACASE
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FONTE: VILLELA (2006).

A mudanca na estrutura da lignina € iniciada quando a lignina € oxidada
pela lacase pela abstragao de um elétron de uma subunidade fenilpropanoide. A
abstracdo de um elétron ativa a superficie da lignina, criando um radical ativo. A
ativagao da estrutura da lignina pode induzir diferentes eventos reativos, como
clivagem de ligagdo, modificacdo e / ou acoplamento. A maioria dos estudos
demonstram que o tratamento com apenas lacase resulta na polimerizagao da
lignina. No caso de modificagbes de polimeros de lignina com altas taxas
fendlicas ou ligados a carboidratos, a lacase diminui a massa molecular do
polimero (MUNK et al., 2015).

Pesquisas sugerem que existe concorréncia entre despolimerizagéo,
acoplamento oxidativo de mediadores ou polimerizacdo. Li; Henriksson;
Gellerstedt, (2007) sugeriram que uma competicdo entre despolimerizagao e
polimerizagao ocorre quando a ligagcao 3-O-4 ' € quebrada durante a explosao
de vapor de madeira. O tipo de radical criado, as condicbes de reacdo e a
presenca de mediadores podem influenciar o curso da reacdo para a
despolimerizagao ou polimerizagédo (CRESTINI; JURASEK; ARGYROPOULOS,
2003). A sugestao de competicao entre rotas de reacédo € uma explicacao para
os resultados inconsistentes em relagdo a polimerizacdo e despolimerizagao
(MUNK et al., 2015).

Se as unidades fenilpropandides ativadas resultarem em clivagem da
lignina, € provavel que um numero de clivagens consecutivas facilitara a

fragmentacao da lignina, resultando em uma redu¢do na massa molecular média
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da lignina, isto é, despolimerizagdo. A despolimerizagcéo é a fragmentacao da
lignina associada a clivagem de ligagdo, produzindo lignina de menor massa
(MUNK et al., 2015).

Estudos realizados por Bourbonnais; Paice, (1990) demonstraram que a
atividade polimerizante das lacases sobre a lignina foi detectada quando a
reagcdo ocorria na presenga de 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico (ABTS) e Remazol Blue. Essas substancias atuam como mediadores,
que permitem a lacase catalisar a oxidagdo e clivagem de substratos nao

fendlicos.

As lacases vém sendo estudadas para varias aplicagdes biotecnoldgicas,
tais como a biotransformacdo de xenobiodticos e efluentes industriais,
descoloragao de corantes, biorremediacédo de solos contaminados, produgao de
bioetanol e a producéo de biossensores (GARCIA, 2006; PACHECO; SOARES,
2014).

As aplicacbes citadas para as lacases possuem menor viabilidade com a
utilizacdo das mesmas na forma livre, ou seja, seu uso efetivo é normalmente
dificultado devido as mesmas estarem sujeitas a fatores quimicos, fisicos e
biolégicos que limitam sua vida util durante uso ou estocagem. Muitas destas
caracteristicas indesejaveis podem ser removidas ou amenizadas com o uso das
enzimas na forma imobilizada (PACHECO; SOARES, 2014; SOUZA et al., 2017).

1.3.3. IMOBILIZAGAO ENZIMATICA

A imobilizagdo é um termo genérico empregado para descrever a
retencao de uma biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico.
Enzimas imobilizadas ou sistemas enzimaticos sao fisicamente confinados ou
localizados em uma certa regido definida no espago com retencao de suas
atividades cataliticas e que podem ser usadas repetida e continuamente
(SOUZA et al., 2017).
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A imobilizagdo enzimatica tem sido considerada a técnica mais
promissora para tornar competitiva a aplicagdo de enzimas em larga escala
(PACHECO; SOARES, 2014; SOUZA et al., 2017).

Existem diferentes protocolos de imobilizagado que se diferenciam quanto
ao tipo de suporte e eficiéncia. Apesar da grande diversidade de métodos
desenvolvidos, ndo ha um método aplicavel para todas as enzimas conhecidas,
sendo indispensavel o conhecimento prévio das caracteristicas do suporte e do
efeito dos métodos empregados para selecionar a técnica de imobilizagao a ser
utilizada para uma determinada finalidade (DURAN; ROSA; D’ANNIBALE, A.,
GIANFREDA, 2002; SOUZA et al., 2017).

As lacases, assim como quaisquer enzimas, estdo sujeitas a inativagao
por diversos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos, podendo estes ocorrer
quando estocadas ou durante o uso (SAID; PIETRO, 2004).

Por razdes praticas e econbmicas o confinamento das enzimas em
suportes solidos proporciona diversas vantagens em relagdo as enzimas livres,
tais como promover maior estabilidade operacional, aumentar a vida util da
enzima e facilitar a separac¢ao do produto do catalisador, em processos analiticos
e em reatores de fluxo continuo (JESUS, 1998; NASCIMENTO; SOLDI; DALLA-
VECCHIA, 2004).

As enzimas podem ser imobilizadas por diferentes métodos, tais como:
encapsulacdo em membranas poliméricas; confinamento em matrizes
poliméricas; adsorcdo em materiais insoluveis hidrofobicos ou em resinas de
troca idnica; encapsulacao; ligacdo covalente a uma matriz insoluvel ou por
reticulagdo (FIGURA 9) (NASCIMENTO; SOLDI; DALLA-VECCHIA, 2004;
SOUZA et al., 2017).
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FIGURA 9 - METODOS DE IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS: CONFINAMENTO;
ENCAPSULACAO; ADSORCAO; LIGAGAO COVALENTE E RETICULAGAO

Confinamento Encapsulagao

Adsorg¢do

FONTE: SOUZA et al. (2017).

A selecao do método de imobilizagdo deve ser baseada em parametros
como: atividade global do biocatalisador, caracteristicas de regeneragao e
inativagao, custo do procedimento de imobilizagéo, toxicidade dos reagentes de
imobilizacdo, estabilidade operacional, propriedades hidrodinamicas e
caracteristicas finais desejadas para a enzima imobilizada (ILLANES et al., 2012;
PACHECO; SOARES, 2014; SOUZA et al., 2017).

Varios tipos de suportes vém sendo estudados para a imobilizagdo das
enzimas, dentre estes encontram-se: celulose (CHEN; ZOU; HONG, 2015;
DROZD et al., 2018; FRAZAO et al., 2014; GHODAKE et al., 2018;
SATHISHKUMAR et al., 2014; SONG et al., 2018), nanoparticulas de titanio
(HOU et al., 2014; LI et al., 2017), membranas com PVA (TANG et al., 2015;
WANG; HSIEH, 2008), quitosana (SINHA et al., 2012; SKORONSKI et al., 2014)

e diversos outros.
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1.3.4. CELULOSE

A celulose € o polimero natural mais abundante na Terra, com uma
elevada taxa de regeneragao via fotossintese, sendo o principal componente
estrutural das plantas. Polissacarideo de férmula molecular (CeH1005)n €
composto pela unido de moléculas de D - glicopiranose através das ligagdes [3-
1,4-glicosidicas (FIGURA 10), com caracteristica fibrosa (HOENICH, 2006;
VIERA, 2013). A unidade de repeticdo € um dimero de glicose conhecido como
celobiose (GRACA, 2009; ZHU et al., 2014).

FIGURA 10 - ESTRUTURA MOLECULAR DA CELULOSE
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FONTE: NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS (2016).

A celulose pode ser encontrada em uma ampla variedade de plantas,
algas e bactérias. No caso da madeira compde de 40 - 45% das fibras, associada
a hemicelulose e a lignina na parede celular. Uma vasta gama de estruturas de
celulose (fibras, nanofibrilas, cristais, entre outras) estdo sendo estudadas para
inumeras aplicagbes comerciais (HOENICH, 2006; IOELOVICH, 2008; VIERA,
2013).

A celulose € muito aplicada como suporte na imobilizagdo de enzimas,
sendo encontrada de varias maneiras como: celulose bacteriana (CHEN; ZOU;
HONG, 2015; DROZD et al., 2018; FRAZAO et al., 2014; SONG et al., 2018),
celulose modificada (LI et al., 2018), compdsitos de celulose (GHODAKE et al.,
2018; YAOHUA et al., 2019) e filmes de nanocelulose (SATHISHKUMAR et al.,
2014).
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1.3.5. NANOCELULOSE

O interesse das industrias de papel e celulose pela nanotecnologia na
busca por novos materiais tém crescido (HEININGEN, 2006). O principal
diferencial na escala nanométrica € a potencializagao das propriedades fisicas e
quimicas, resultante de uma area superficial elevada, maior grau de dispersao e
funcionalidades (KAMEL, 2007).

A nanocelulose possui ao menos uma dimensao na escala nanométrica
entre 1 — 100 nm. Dependendo das condi¢cdes da producdo, das dimensdes e
propriedades pode ser dividida em nanocristais de celulose, nanofibrilas de
celulose e celulose bacteriana, ocorrendo naturalmente na estrutura da parede
celular vegetal ou na sintese bacteriana. Podem ser obtidas por diversos
processos mecanicos ou quimicos que abram a estrutura da fibra expondo as
microfibrilas (NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2016).

A desfibrilagdo ¢é feita principalmente por tratamentos mecanicos
utilizando homogeneizacdo, moagem, refinagéo e cryocrushing. As nanofibrilas
podem ser obtidas por desintegragéo da celulose através de processo mecanico
de homogeneizagdo, promovendo a exposi¢ao das fibrilas (ABDUL KHALIL et
al., 2014).

Os nanomateriais celulésicos possuem grande area superficial e a
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio, o que permite criar uma rede forte
e densa (FERRER; PAL; HUBBE, 2017). As propriedades da estrutura da
nanocelulose dependem principalmente da origem da celulose e do processo de
extracao (MAITI et al., 2013).

A nanocelulose possui ampla variedade de aplicacbes devido a
propriedades uUnicas como baixa expansdo térmica, transparéncia oOptica,
biodegradabilidade, baixo custo e baixa toxicidade (SACUI et al., 2014). E
utilizada em nanocompdsitos, fabricacdo de papel, farmacos, cosmeéticos,
aditivos de revestimento, embalagens de alimentos, barreira para gases e na

area biomédica (ABDUL KHALIL et al., 2014).
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A celulose nanoestruturada € uma boa opc¢éo de suporte solido devido a
facilidade de produgdo e a elevada area superficial, sendo biodegradavel e
renovavel e podendo ser obtida em industrias de papel e celulose (SOUZA et al.,
2017).

Sathishkumar et al. (2014) imobilizaram a enzima lacase em filmes de
nanocelulose. A celulose usada por estes autores foi obtida pelo método da
eletrofiagéo. A eletrofiagdo é uma técnica que emprega elevado campo elétrico
para puxamento das nanofibras a partir de uma gota de solugcédo de celulose
dissolvida (NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2016; WAN; GUO; PAN,
2004). Para a dissolugao da celulose é necessario um solvente especifico, em
geral o N-6xido de N-metiimorfolina (NMMO) ou o LiCI/DMAc (cloreto de
litio/N,N-dimetilacetamida) (NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2016).

O método de moagem ou desfibrilagdo mecanica ocorre pelo processo
mecanico de compressao e forgas de cisalhamento. Comumente € utilizado um
moinho de pedras MasukoSangyo. Quando a polpa € forgcada pela abertura entre
as pedras de moagem, disco superior estatico e disco inferior rotativo ocorre o
processo de desfibrilagdo, sendo utilizada agua e energia, obtendo nanofibrilas
em suspensdo (ABDUL KHALIL et al., 2016; MAGALHAES et al., 2017;
NECHYPORCHUK; BELGACEM; BRAS, 2016). A nanocelulose obtida por
desfibrilacdo mecanica apresenta menor custo e maior facilidade de producao

em relagao a técnica sofisticada de eletrofiagao.
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CAPITULO Il - MODIFICAGOES DE FRAGOES DE LIGNINA KRAFT VIA
CATALISE ENZIMATICA

II1. INTRODUGAO

A estrutura da lignina apresenta caracteristicas unicas, porém a maior
parte deste composto é queimado para geragao de energia(LAURICHESSE;
AVEROUS, 2014). Nos ultimos anos, esta estrutura tem despertado o interesse
da biorrefinaria. Pesquisas tém mostrado que a lignina apresenta um alto
potencial muito além de combustivel de baixo valor, com potencial de
substituicdo de produtos oriundos de substancias petroquimicas com as

vantagens de baixo custo, biodegradavel e renovavel (STIEFEL et al., 2016).

Entretanto devido a heterogeneidade da estrutura da lignina, resultado
dos diferentes métodos de extracao, torna-se necessario aplicar processos de
modificagdes para produzir idealmente a lignina para cada potencial aplicagao.
Esta modificagcdo pode ser realizada por uma rota biotecnoldgica a partir de
enzimas como a lacase (FITIGAU; PETER; BOERIU, 2013; MATE; ALCALDE,
2015; ORTNER et al., 2015).

Como resultado da reagao com enzima lacase, formam-se radicais sendo
que estes aumentam a reatividade das moléculas de lignina. O aumento da
reatividade gera reacdes de forma aleatéria formando polimeros tridimensionais
de maior ou menor massa molecular e com uma variedade de novas ligagoes.
Assim uma grande variedade de novos compostos com propriedades distintas
podem ser obtidos (SENA-MARTINS; ALMEIDA-VARA; DUARTE, 2008).

O objetivo deste capitulo é apresentar a modificacao de fragcdes de lignina
Kraft via catélise enzimatica utilizando lacase livre para obtencdo de novos

produtos da lignina.
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I.2. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi utilizado um preparado enzimatico comercial fornecido
pela Buckman — NZ51003, lacase de Myceliophthora thermophila. Aspecto —

liguido marrom. Temperatura recomendada de armazenagem 2 °C - 8 °C.

Para o processo de oligomerizacao, a fragdo soluvel em etanol da lignina
(LE) foi utilizada como substrato inicial. A LE foi obtida a partir da lignina de
eucalipto resultante do processo kraft (LK), cedida por industria de papel e
celulose da regidao de Sao Paulo, apds processo industrial de precipitacao acida

do licor negro, referente a fragéo pH 9.

I.2.1. CARACTERIZAGAO DA LIGNINA KRAFT

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, o material
foi mantido a 100°C até atingir massa constante (KLOCK et al., 2005).

Para 1 g de amostra foram adicionados 15 mL de acido sulfurico (H2SO4)
72% e mantido 2 h em repouso. Em seguida foram adicionados 560 mL de agua
destilada e levado para ebuligdo em condensador por 4 h. Apds resfriar, o material
foi filtrado e o teor de lignina determinado pelo método gravimétrico (KLOCK et al.,
2005).

A amostra foi calcinada em mufla a 525 °C por 1 h. O teor de cinzas foi

determinado pelo método gravimétrico (KLOCK et al., 2005).

1.2.1.2 FRAGAO SOLUVEL EM ETANOL DA LIGNINA KRAFT

Para obter a lignina Kraft soluvel em etanol foram pesadas 10 g de lignina
previamente seca e realizada a extragao em equipamento Soxhlet utilizando 200

mL de alcool etilico absoluto P.A. Pelo método gravimétrico foi quantificada o
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teor de lignina Kraft soluvel em etanol, pela diferenga de massa do filtro apos o

processo de extracio.

1.2.2. CARACTERIZAGAO DA ENZIMA LACASE

1.2.2.1. ATIVIDADE ENZIMATICA

Para aplicacdo da lacase foi necessaria quantificar atividade enzimatica
do preparado enzimatico comercial, utilizando ABTS 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) como substrato, leitura em

espectrofotdmetro a 420 nm e 5 min de tempo de reacao.

A atividade enzimatica foi determinada em diferentes valores de pHs e

temperaturas pelo calculo da equagao (A) em U.mL"":

Atividade (l) =

mL

Volume final (mL) xAbsorbancia xFator diluigio ( )
& (mM~1 cm~1)x Caminho 6ptico(cm) xVolume de amostra (mL)xTempo de reagio (min)

Considerando o coeficiente de extingdo molar (¢) do ABTS a 420 nm = 36
mM-' cm~'. Sendo (U) a unidade de atividade enzimatica, definida como a
quantidade de enzima que catalisa a reacdo de 1 pymol de substrato em um

minuto, neste caso o substrato ABTS.

A influéncia do pH e da temperatura na atividade enzimatica foi avaliada
variando os meios reacionais entre pH 4,5 e 7,5 e faixa de temperatura de 30 °C
a 80 °C. Em cada combinacdo de pH e temperatura foram determinadas as
atividades enzimaticas por leitura em espectrofotdmetro a 420 nm e 5 min de
tempo de reacao, conforme calculo da equacao (A). Apos determinagao do pH e
da temperatura de atividade maxima nas condicbes estudadas, foram
selecionados os parametros ideais e realizada a determinacdo da atividade

adicionando ao meio entre 10 e 80% (v/v) etanol.
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I.2.2.2. ESTUDO CINETICO

Os parametros cinéticos da equagao (B) de Michaelis-Menten (Km € Vmax),
que descrevem a taxa de reacdo enzimatica relacionando a velocidade da
reacao e a concentracao do substrato para enzimas, foram determinados a partir
das atividades enzimaticas usando ABTS como substrato na faixa de 0,025 —1
mM a 40 °C, em meio reacional de tampé&o acetato de sddio pH 4,5 e tampao
acetato de sodio pH 4,5:etanol (40:60) (v/v). Os parametros cinéticos foram
calculados usando o grafico de Lineweaver-Burk, que lineariza a equagao B, ou
seja, um grafico de 1/Vo versus 1/[S] produz uma linha que possui inclinagéo de
Km/Vméax € interseccdo de -1/Km (LAURICHESSE; AVEROUS, 2014;
SATHISHKUMAR et al., 2014).

__ Vmax [S]
VO = Gmeisy B)

Vo — Velocidade inicial da reagdo (UM min-")
Vmax — Velocidade maxima da reagao (UM min-')
Km — Constante de Michaelis-Menten (mM)

[S] — Concentragao do substrato (mM)

1.2.3. REAGAO PARA MODIFICAGAO DA LIGNINA KRAFT

As reagdes foram realizadas adicionando-se 1,5 g da fracdo de lignina
soluvel em etanol (LE) em 1 L do meio reacional (GOUVEIA et al., 2012), os

meios testados foram:

e Tampao acetato de sodio pH 4,5 100 mM
e Tampao acetato de sodio pH 5,5 100 mM
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e Tampao fosfato de potassio pH 7,5 100 mM

e Tampao acetato de sodio pH 4,5: alcool etilico; nas proporcdes de
10 — 60% etanol (v/v).

A enzima lacase foi adicionada ao meio reacional atingindo uma atividade
final de 2 U mL"' (GOUVEIA et al., 2012), o volume de enzima necessario foi
determinado a partir da atividade enzimatica no meio reacional calculada
anteriormente no tépico 11.2.2.1. ATIVIDADE ENZIMATICA. A reac&o foi mantida
sob agitacdo em banho a temperatura de 40 °C, por 2 horas. Para avaliagéo da
influéncia do tempo foi realizada uma reacdo com tampao pH 4,5 por 4h a 40 °C.
Para finalizar a reagcdo, a amostra foi transferida para banho-maria com
temperatura de 100 °C, por 10 minutos, seguida da adi¢ao de acido cloridrico
fumegante até atingir pH 2,0. Para obteng¢ao do produto da reagéo, a amostra foi
filtrada em membrana de nylon 0,22 um e lavada duas vezes com solugao de
acido cloridrico pH 2,0. Em seguida o filtrado foi seco em estufa, na temperatura
de 60 °C, por 12 horas. Para caracterizacdo da reacdo a solucao filtrada foi

coletada e armazenada em refrigerador a 4°C.

Foram realizados experimentos controles para garantir que os produtos
obtidos fossem resultantes da atividade enzimatica. O controle negativo foi
realizado sem a presenca de enzima, onde o volume da enzima foi substituido
pelo volume do meio reacional. O controle positivo foi realizado na presenca de
enzima desnaturada. Para desnaturacdo a enzima foi mantida por 1 h a
temperatura de 100 °C em seguida da reducao do pH para 2. As reacbes de
controle foram realizadas nas mesmas condi¢des das reagdes com enzima ativa,
para 0s meios reacionais tampao acetato de sodio pH 4,5 e tampé&o acetato de
sodio pH 4,5: alcool etilico (40:60) (v/v).

I.2.4. CARACTERIZAGAO DAS FRAGOES DE LIGNINA MODIFICADAS
ENZIMATICAMENTE

Na TABELA 1 esta apresentada a relagdo das amostras de lignina e os
codigos para identificagdo nos resultados de caracterizagdo das fragdes de

lignina modificadas enzimaticamente
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TABELA 1 - AMOSTRAS DE LIGNINAS CARACTERIZADAS E RESPECTIVAS SIGLAS

Amostra Cédigo
Lignina Kraft LK
Fracao da lignina Kraft soluvel em etanol LE
Lignina apds reagdo em meio pH 4,5 por 2h R1
Lignina ap6s reagdo em meio pH 4,5 por 4h R2
Lignina apos reagdo em meio pH 5,5 por 2h R3
Lignina apos reagdo em meio pH 7,5 por 2h R4
Lignina apos reagdo em meio pH 4,5:etanol E10
(90:10) por 2h
Lignina apds reacdo em meio pH 4,5:etanol E20
(80:20) por 2h
Lignina apds reacdo em meio pH 4,5:etanol E30
(70:30) por 2h
Lignina apos reagdo em meio pH 4,5:etanol E40
(60:40) por 2h
Lignina apos reagdo em meio pH 4,5:etanol E50
(50:50) por 2h
Lignina apos reagdo em meio pH 4,5:etanol E60
(40:60) por 2h
Controle lignina em meio pH 4,5 por 2h sem R1SE

presencga de enzima
Controle lignina em meio pH 4,5 por 2h R1DE
enzima desnaturada
Controle lignina em meio pH 4,5:etanol E60SE
(40:60) por 2h sem presencga de enzima
Controle lignina em meio pH 4,5: etanol EGODE
(40:60) por 2h enzima desnaturada
Controle filtrado da reagdo em meio pH 4,5: FEG60
etanol (40:60) por 2h

1.2.4.1. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHO

A metodologia de cromatografia por exclusdo de tamanho no
equipamento Akta Pure, foi adaptada a partir da técnica de purificacao de

proteinas, técnica originalmente desenvolvida para uso do equipamento. A
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técnica foi aplicada qualitativamente para pré-selecdo das amostras a serem
encaminhadas para a cromatografia de permeacdo em gel (GPC) em
equipamento Shimadzu LC-20AD, sendo este método quantitativo.

A cromatografia por exclusdo de tamanho foi realizada em coluna
Superdex Peptide 10/300 GL (100 — 7000 Da) e eluigao isocratica com o eluente
NaOH 0,170 M e NaCl 0,15 M, pH 13, e fluxo 0,5 mL min-!, com a detecg&o por
UV a 280 nm, em cromatégrafo Akta Pure da marca GE. As amostras de lignina
foram solubilizadas no eluente NaOH 0,10 M e NaCl 0,15 M, pH 13, na

concentracdo de 1 mg mL™" para inje¢éo no sistema.

1.2.4.2 CROMATOGRAFIA DE PERMEAGAO EM GEL (GPC)

Pelos diferentes tamanhos dos poros da fase estacionaria da coluna o
sistema de cromatografia de permeacdao em gel realiza a distribuicdo das
moléculas presente na amostra, o que permite determinar a distribuicdo de
massas moleculares de uma amostra em solugdo. Moléculas menores sao
retidas na fase estacionaria da coluna, pois penetram nos poros e eluem por
ultimo. Moléculas com maior massa molar ndo penetram nos poros,
consequentemente eluindo primeiro (AMORIM, 2019). Para determinacao da
massa molecular das amostras foi realizada a analise de cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) em equipamento Shimadzu LC-20AD a 40 °C
utilizando duas colunas analiticas de GPC em série (Phenogel 5 um 50 A e
Phenogel 5 um 103 A 7,38 mm x 300 mm, Phenomenex, Torrance, CA, EUA) e
tetraidrofurano (THF) como fase moével. As amostras foram monitoradas por
detector UV-Vis (Shimadzu SPD-M20A) a 280 nm. A calibracdo padrao foi
realizada com poliestireno. A polidispersividade (PDI) foi determinada pela razao
da média ponderada das massas moleculares (Mw) e da média aritmética das
massas moleculares (Mn). Para o preparo das amostras, a lignina foi dissolvida
em THF e filtrada utilizando filtro de PTFE de 0,22 ym. As amostras E30 a E60
nao solubilizaram totalmente em THF, portanto somente a fracdo soluvel destas
amostras foram injetadas. Para quantificagdo da fragdo soluvel em THF, 1 mg

de cada amostra foi adicionado a 1 mL de THF e mantido sob agitagcao 24 h.
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Ap0s centrifugacédo a fragao soluvel foi determinada por método gravimétrico. As

analises foram realizadas na Universidade Federal do Ceara.

I.2.4.3. ANALISE TERMICA POR TERMOGRAVIMETRIA (TGA) E
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As analises térmicas foram conduzidas em analisador térmico modelo
Q600 SDT com uma taxa de aquecimento de 10 °C min-' em atmosfera inerte de

N2 da temperatura ambiente até 800 °C.

I.2.4.4. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros foram coletados utilizando o espectrofotbmetro Bruker
Tensor 37, em modo de absorbancia com 64 varreduras (scans) e resolugao de

4 cm™', com varredura de 400 a 4000 cm™".

As amostras foram previamente secas a 60 °C e incorporadas ao KBr na

proporgao de 1:100 (m:m), maceradas, homogeneizadas e pastilhadas.

I.2.4.5. AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DAS FRAGOES
MODIFICADAS- METODO ABTS

Para determinacdo do potencial antioxidante das amostras de lignina foi
aplicado o método ABTS. Foi pipetado 88 uL de persulfato de potassio (140
mmol L") a 5 mL de ABTS (7 mmol L"). A mistura foi armazenada no escuro e
a temperatura ambiente durante 16 h. Apds 16 h foi adicionado 1 mL da solugéo
ABTS em 100 mL de tampao acetato de sodio 20 mmol L', e ajustada a
absorbancia da mistura para 0,70 + 0,05 a A = 734 nm. Em seguida, 30 pL da
amostras de lignina diluidas em dioxano (90%) foram adicionados a 3 mL da

solugdo ABTS. A solugdo permaneceu no escuro por 2 h, em seguida foi



47

realizada a leitura em espectrofotdbmetro a 734 nm. Os resultados foram
expressos em equivalente Trolox, calculados a partir da curva de calibragao (RE
et al., 1999).

1.2.4.6. TEOR DE HIDROXILAS FENOLICAS

Para determinacdo das hidroxilas fendlicas, foi utilizado o método de
espectrometria diferencial na regido do ultravioleta, que consiste na obtencao de
espectros em diferentes condigoes de pH. Para obtencao dos espectros foram
preparadas solugdes das amostras de lignina (0,001 g mL ' em dioxano). Foram

trabalhados com duas condi¢ées de pH:

e Meio acido — HCI 1 mol L™

e Meio basico — NaOH 1 mol L'

Foram adicionados 100 uL da solugdo amostra de lignina, em 1 mL do meio
acido e 100 pyL da solugédo de lignina em 1 mL do meio basico, em bal&o
volumétrico de 10 mL e completado o volume final com agua destilada. Em
seguida foram coletados os espectros de absor¢ao entre 220 nm -350 nm para
as amostras em cada condigdo de pH, meio basico e meio acido. O percentual

de hidroxilas fendlicas foi calculado pela equagéao (C):

% = (4254.0,192)/C (C)

Onde A 254 é a absorbancia em 254 nm resultante da subtragdo do
espectro de absor¢do em meio acido do espectro de absorcido do meio basico
de cada amostra, conforme resultado modelo apresentado na FIGURA 11 e C a

concentragédo da amostra de lignina em g L' (WEXLER, 1964).
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FIGURA 11 - MODELO DO ESPECTRO DE ABSORGAO PARA O CALCULO DE
HIDROXILAS FENOLICAS
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I.2.4.7. PIROLISE ANALITICA ACOPLADA COM CROMATOGRAFIA
GASOSA E ESPECTROMETRIA DE MASSA (PY-GC-MS)

Py-GC/MS é uma técnica altamente sensivel para caracterizar a estrutura
quimica da lignina. O uso de pirélise em combinagdo com espectrometria de
massa € de grande interesse no estudo da modificagdo da lignina. Permite
realizar medigdes quantitativas da lignina baseadas em unidades estruturais
(MUNK et al., 2015).

Foram realizadas as analises de PY-GC/MS das amostras selecionadas,
que apresentaram maior Mw apds reacdo com lacase, e 0s seus controles. A
analise foi realizada em pirolisador de filamento aquecido com tubo de amostra
de bobina e quartzo. As amostras foram sililadas com 15 uL da solugao N-metil-
N- (trimetilsilil) -trifluoroacetamida (MSTFA) com 5 % (v/v) de piridina. A pirdlise
foi realizada a 550 °C por 30 s com o aquecedor do filamento da bobina ajustado
para 15 °C m s ~'. Temperatura programada: 50 — 280 °C (100 °C min"), 280
°C mantido por 120 s; a linha de transferéncia também foi aquecida a 280 °C. O
cromatégrafo gasoso foi combinado com espectrometro de massa Polaris Q
(Thermo, Waltham, EUA). As temperaturas da interface GC-MS e da fonte de
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ions foram 250 °C e 200 °C, respectivamente. O espectrometro de massa foi
operado a 70 eV, e o tempo total de varredura foi de 0,58 s para o intervalo m /
z 50-650; emissao corrente: 250 mA. A deconvolugao espectral de massa e os
célculos de indices de retencao (RI) foram realizados usando o sistema AMDIS.
Alcanos lineares de produtos de pirdlise de polietileno foram usados para a
calibracéo do indice de retencéo de Kovats (RI).

Os compostos foram identificados a partir dos espectros de massa
deconvoluidos em comparagao com dados da literatura. Os picos integrados
foram normalizados e os rendimentos foram expressos em porcentagem dos
picos detectados, sendo que apenas compostos com porcentagem superior a
0,5% foram identificados (MELO et al., 2018).
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I.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. CARACTERIZAGAO DA LIGNINA KRAFT

A lignina kraft (LK), cedida por industria de papel e celulose da regido de
Sao Paulo, apds o processo de precipitacdo acida do licor negro - pH 9
apresentou umidade média de 5%, teor médio de 86% de lignina insoluvel em

acido, 8% de lignina soluvel em acido e 1% de cinzas (em base seca).

11.3.1.2. LIGNINA KRAFT - FRAGAO SOLUVEL EM ETANOL

Um dos grandes problemas que as ligninas industriais apresentam para
sua aplicacédo em determinados campos € sua heterogeneidade. Uma possivel
maneira de reduzir a complexidade da lignina poderia ser por fracionamento.
Fracionamento € o processo pelo qual a lignina é dividida em porgdes, fracoes
com diferentes pesos moleculares. Espera-se que as fragdes isoladas tenham
uma maior homogeneidade de seus grupos funcionais, bem como uma maior
uniformidade quanto ao seu tamanho e, consequentemente, um indice de
polidispersividade menor. Para as reagbes de modificacbes da lignina via
catalise enzimatica foi utilizada a fragao soluvel em etanol da lignina kraft obtida
da precipitacao acida do licor negro. A lignina apresenta alta heterogeneidade
estrutural, portanto para maior controle reacional e melhor caracterizagao dos
produtos obtidos apds reagcao com enzima lacase, foi utilizada uma fracdo mais
homogénea, a fracdo soluvel em alcool etilico (LE). A fracdo obtida apds

extracdo em soxhlet utilizando alcool etilico apresentou rendimento de 50%.

1.3.2. CARACTERIZAGAO DA ENZIMA LACASE

1.3.2.1. ATIVIDADE ENZIMATICA MAXIMA
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Devido a desnaturacéo da lacase, que esta relacionada a temperatura e
pH, a caracterizagédo da lacase € essencial para que a enzima seja usada para
uma aplicagao pratica. A atividade do preparado enzimatico comercial fornecido
pela Buckman — NZ51003, lacase de Myceliophthora thermophila, foi
determinada em diferentes condi¢des reacionais (pH e temperatura), a fim de
determinar as condi¢des ideais de atuagdo da enzima. Uma unidade de atividade
(V) foi definida como a quantidade de enzima que oxidou 1 ymol de substrato
ABTS por min. Os valores de pH e temperatura avaliados foram determinados
com base em valores indicados por fornecedores para diferentes lacases. As
condigbes experimentais e as atividades de lacase obtidas em cada

experimento, sdo mostradas na FIGURA 12.

FIGURA 12 - ATIVIDADE RELATIVA DA LACASE EM DIFERENTES VALORES DE pH E
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A atividade enzimatica maxima da lacase de Myceliophthora thermophila
dentre as condicbes avaliadas, ocorreu de pH 4,5 e 40 °C. Mantendo as
condigdes otimas encontradas (tampé&o acetato de sodio pH 4,5 e temperatura
40 °C) foram analisadas as atividades enzimaticas substituindo parte do tampéo

por alcool etilico ao meio reacional, variando de 10 a 80%. As condi¢des
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experimentais e as atividades de lacase obtidas com a substituicao por alcool

etilico, sdo mostradas na FIGURA 13.

FIGURA 13 - ATIVIDADE RELATIVA DA ENZIMA LACASE LIVRE EM DIFERENTES
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A atividade enzimatica maxima da lacase de Myceliophthora thermophila

na presencga de alcool etilico ocorreu no meio reacional com adigdo de 20% de

etanol, atingindo inativagdo com 80% etanol. A enzima lacase apresentou

reducao de atividade enzimatica na presencga de etanol quando comparada a do

meio reacional apenas com tampao acetato de sddio. Entretanto a adigao de

etanol ao meio reacional aumentou a solubilidade da LE, uma vez que a LE foi

obtida por extracdo em etanol, favorecendo a cinética enzimatica. De acordo com

a literatura, um teor crescente de solvente organico na reagao inativa a lacase

gradualmente, embora a perda de reatividade possa ser parcialmente

compensada pelo aumento da reatividade do substrato (FITIGAU; PETER;

BOERIU, 2013).

1.3.2.2. ESTUDO CINETICO
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Os parametros cinéticos da equacado de Michaelis-Menten (Km € Vmax)
para lacases foram determinados usando ABTS como substrato na faixa de
0,025 -1 mM a 40 °C, tampao acetato de sddio pH de 4,5 e tampao acetato de
sodio:etanol (40:60) (SATHISHKUMAR et al., 2014). Os graficos Lineweaver-
Burk (FIGURA 14 e FIGURA 15) foram usados para determinar os parametros

cinéticos.

FIGURA 14 — GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK DA LACASE EM SOLUCAO TAMPAO
ACETATO DE SODIO PH 4,5
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FIGURA 15 - GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK DA LACASE EM TAMPAO ACETATO DE
SODIO:ETANOL (40:60)
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A atividade catalitica da lacase ao interagir com um substrato pode ser
explicada pelos paréametros cinéticos Km € Vmax. A TABELA 2 mostra os valores
dos parametros cinéticos conforme determinados pela FIGURA 14 e FIGURA 15
para lacase em meio reacional solugdo tampao acetato de sédio e solucéo
tampao acetato de sédio:etanol (40:60). O valor de Km para a lacase encontrado
em meio reacional com 60% de etanol foi de 7,20 .102 mM, cerca de 2,5 vezes
maior que o da lacase em meio tamp3ao acetato de sédio (2,90.102 mM). O Vimax
da lacase na presenga de etanol foi inferior ao da lacase apenas em solugao
tampao acetato de sédio. Os resultados mostraram um aumento no valor de Km
no meio reacional com etanol, o que indicou uma menor afinidade pelo substrato
(IBRAHIM et al.,, 2011; SIQUEIRA et al., 2011). Os valores de Km € Vmax
corroboram com a redugao dos teores da atividade enzimatica determinada em
meios contendo etanol. Entretanto, os valores determinados sdo calculados
utilizando ABTS como substrato modelo, sendo que para a reacdo de
modificagao da lignina os parametros cinéticos podem sofrer alteragcao devido as

diferencas nas condicdes reacionais.
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TABELA 2- PARAMETROS CINETICOS DA LACASE EM DIFERENTES MEIOS REACIONAIS

Meio reacional Km (mM) Vmax (MM min-')
Tampao acetato de
o 2,90.102 17730,50
sodio pH 4,5
Tampao acetato de
7,20.102 2865,33

sédio:etanol (40:60)

I.3.3. CARACTERIZAGAO DAS FRAGOES DE LIGNINA MODIFICADAS
ENZIMATICAMENTE

As ligninas modificadas enzimaticamente seguem nomenclatura definida
na TABELA 1.

As amostras das reacdes com lacase sao referentes aos produtos retidos
na etapa de filtracdo e lavagem, o mesmo ocorreu para os controles em meio
reacional tampao acetato de sédio pH 4,5 (R1SE e R1DE). Entretanto, nos
procedimentos controles em meio reacional contendo etanol (EGOSE e EGODE)
a lignina foi soluvel e nao foi possivel coletar material retido na filtragdo, portanto
essas amostras foram caracterizadas pelo material seco da solugao resultante

dos processos.

1.3.3.1 CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHO

A amostra de lignina ndo modificada (LE) apresentou valor maximo de
tempo de retencao na coluna cromatografica (19,84 minutos) maior em relagao
as amostras modificadas pela lacase em R1 (19,51 min), R2 (19,61 min), R3
(19,62 min) e R4 (19,68 min), conforme FIGURA 16. Entretanto a variagao foi
pequena para todas as reagdes em tampao acetato de sddio pH 4,5, o que pode

ter ocorrido devido a baixa solubilidade da lignina em meio acido.
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FIGURA 16 - CROMATOGRAMA POR EXCLUSAO DE TAMANHO NORMALIZADO DAS
AMOSTRAS LE, R1, R2, R3 E R4 EM FUNGAO DO TEMPO
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Para avaliar a agcdo da enzima lacase no grau de polimerizagdo, foram
realizados experimentos controles em relacdo a reagao de maior variagcao de
tempo de eluicédo (R1) no meio reacional tampao acetato de sodio pH 4,5. Os
experimentos R1SE e R1DE foram realizados sem a presencga da enzima lacase
e na presenca da enzima desnaturada respectivamente. Os controles R1SE
(19,76 min) e R1DE (19,75 min) aparentam sobreposigcdo a amostra LE,
conforme obervado na FIGURA 17. A auséncia de variagcdo nos controles,

certifica a acdo da enzima lacase.
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA POR EXCLUSAO DE TAMANHO NORMALIZADO DAS
AMOSTRAS LE, R1, R1DE E R1SE EM FUNCAO DO TEMPO
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Para estabelecer a influéncia do tempo de reagdo no grau de
polimerizagao, os experimentos R1 e R2 foram realizados por 2 e 4h de reacéao,
respectivamente. A principal mudanga no tempo de retenc&o ocorreu durante as
primeiras 2h, ou seja, na amostra R1 (19,51 min) enquanto em R2 (19,61 min) a
amostra retornou a apresentar aumento no tempo de eluigdo conforme FIGURA
18. Mattinen et al. (2008), observaram que a lignina era oxidada 2h ap6s a adicao
da enzima, empregando lacase de Trametes hirsuta para polimerizar uma lignina
de Eucalyptus globulus. Uma vez que a polimerizagdo da lignina é iniciada pela
acao da enzima lacase na oxidacao de terminais fendlicos, o valor 6timo para o
tempo de tratamento (2h) esta de acordo com a literatura de estabilidade
enzimatica. Em reagbes mais longas, apés um aumento da massa molecular, o
impedimento estérico também pode reduzir a continuidade da polimerizacao
(GOUVEIA, 2014).
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FIGURA 18 - CROMATOGRAMA POR EXCLUSAO DE TAMANHO NORMALIZADO DAS
AMOSTRAS LE, R1 E R2 EM FUNGAO DO TEMPO
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Para avaliar a eficiéncia da polimerizacdo em relagdo a solubilidade da
lignina no meio reacional foram realizadas reagbes com a adigdo de etanol
variando de 10 a 60 %. Conforme observado na FIGURA 19, com o aumento do
teor de etanol ao meio reacional ocorre gradativamente redugdo no tempo de
eluicdo das amostras, ou seja, aumento da massa molecular. Enquanto LE
apresentou tempo de 19,84 min, as amostras apresentaram tempo de eluicdo
E10 (19,40 min), E20 (18,10 min), E30 (17,83 min), E40 (17,54 min), E50 (16,72
min) e EG0 (15,37 min). Apesar da menor atividade enzimatica da lacase em
meio contendo etanol quando comparada a dos meios de apenas tampao, as
modificagdes mais significativas ocorreram no meio etandlico. A solubilidade da

lignina no meio reacional é um critério importante para reatividade da enzima.
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FIGURA 19- CROMATROGRAMA POR EXCLUSAO DE TAMANHO NORMALIZADO DAS
AMOSTRAS LE, E10 A E60 EM FUNCAO DO TEMPO
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A amostra LE apresentou pico maior que os cromatogramas das ligninas
apos reagéo com lacase. Para picos de base mais larga a distribuigdo de massas

moleculares é mais heterogénea.

O pico menor em torno de 30 min apresentou uma redugao gradativa na
intensidade apos a reacdo com a lacase nos meios etandlicos. A reducédo no
segundo pico acoplado ao aumento da massa molecular referente ao
deslocamento no tempo do primeiro pico, sugere que houve oligomerizagéo de
parte das moléculas menores para formar estruturas de maior massa molecular
(MAGALHAES et al., 2020).
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FIGURA 20 - CROMATOGRAMA POR EXCLUSAO DE TAMANHO NORMALIZADO DAS
AMOSTRAS LE, E60 E E60SE EM FUNCAO DO TEMPO
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Para avaliar a acado da enzima lacase no meio reacional contendo adigao
de etanol, que apresentou maior variagao de tempo de eluicdo, foi realizado o
experimento E60SE sem a presencga da enzima lacase. Enquanto a reagao E60
(15,37 min) apresentou variagao acentuada no tempo de eluicdo em relagéo a
LE (19,84 min), o controle E6O0SE (19,55 min) aparentou quase sobreposi¢ao a
amostra LE, conforme obervado na FIGURA 20. A discreta variagéo entre LE e
EGOSE deve-se a solubilizacdo da LE no processo de obtencdo da E60SE.
Entretanto, a alteracdo acentuada do comportamento do pico da E60 comprova

a acao da enzima lacase no processo de oligomerizagao.

A anadlise qualitativa da cromatografia por exclusdo de tamanho,
indicaram que houve o aumento da massa molecular da lignina apds a reagao
com a enzima lacase. Para comprovar o perfil dos picos obtidos foi realizada a

analise de cromatografia de permeagao em gel.
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1.3.3.2. CROMATOGRAFIA DE PERMEAGCAO EM GEL (GPC)

Com intuito de quantificar a modificagdo das massas moleculares das
amostras de lignina, observadas pelos resultados na cromatografia por excluséo
de tamanho, foi realizada a cromatografia de permeagdo em gel com curva de
calibragao de poliestireno. O perfil das modificagcbes na média ponderada das

massas moleculares (Mw) sdo mostradas na FIGURA 21.

FIGURA 21 - DISTRIBUIGAO DA MASSA MOLAR PONDERAL DAS AMOSTRAS DE LIGNINA

dW/d(log My,)

log My,

Os valores calculados para média aritmética das massas moleculares
(Mn), média ponderada das massas moleculares (Mw) e polidispersividade (PDI)

sao apresentados na TABELA 3.
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TABELA 3 — Mn, Mw E PDI DAS LIGNINAS

Amostra M, (g mol) M (g mol) PDI
LK 811 1806 2,227
LE 770 1365 1,772
R1 871 1978 2,271
R2 867 1777 2,049
R3 846 1735 2,050
R4 845 1668 1,972

R1DE 648 1197 1,848
R1SE 803 1427 1,778
E10 795 1632 2,054
E20 887 1794 2,023
E302 910 2325 2,556
E402 1281 5335 4,163
ES502 953 3666 3,848
E602 1350 7859 5,821
E60DE 1052 2812 2,672
E60SE 916 2158 2,355

alignina parcialmente solubilizada em THF

A LK pode ser fracionada em diferentes faixas de massa molar por
extracdo com solvente em condigbes moderadas (YOSHIDA; MORCK;
KRINGSTAD, 1987). Como mencionado, foi obtida a LE para menor
heterogeneidade das estruturas, e maior homogeneidade nas reacgdes
realizadas. A LE apresenta PDI de 1,772 enquanto a LK de 2,227.

Para todos os experimentos com lacase ativa, ocorreu um aumento do Mw
e da PDI das ligninas polimerizadas, em comparagao com a LE. O aumento da
PDI esta ligado com o aumento da Mw, devido a natureza ndo seletiva do radical
formado nos grupos terminais fendlicos da lignina apds a agdo da enzima lacase.
Reacdes de acoplamento, ocorrem espontaneamente com pouco ou nenhum

controle e o aumento na Mw leva a uma PDI mais alta devido a relagcao (Mw / Mn).

Apos o preparo das amostras em THF para injecdo no cromatografo as
ligninas obtidas entre E30 a E60 permaneceram parcialmente soluveis. A
solubilidade de cada fragao foi de 85 % da E30, 83 % da E40, 82 % da E50 e 58
% da E60. Por este motivo, os resultados obtidos pelo GPC, tanto Mn quanto M,
s6 podem ser atribuidos as fragdes soluveis, que consistem dos polimeros com
o menor Mw da fragdo de lignina polimerizada em cada amostra (GOUVEIA,
2014).

Enquanto a lacase apresentou atividade maxima em pH 4,5 para o

tampéao acetato de soédio, 0 meio reacional que produziu o maior aumento na Mw
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foi a E60. Isto ocorreu devido ao meio reacional com etanol favorecer a
solubilizacdo da LE e consequentemente, facilitando a agdo da enzima no

substrato. A amostra E60 teve um aumento da Mw de 5,8 vezes em relacédo a
LE.

1.3.3.3. ANALISE TERMICA POR TERMOGRAVIMETRIA (TGA) E
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

Nos polimeros, a distribuicdo da massa molecular tem grande influéncia
nas propriedades e consequentemente na aplicacdo do material, o
comportamento térmico € um dos pontos criticos quanto a aplicacdo de um
material. O comportamento térmico das amostras de ligninas foi avaliado por
TGA e DSC.

O comportamento de perda de massa em funcdo da temperatura das
amostras pode ser observado na FIGURA 22.

FIGURA 22 - TGA DAS AMOSTRAS DE LIGNINA
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Para a determinagéo das temperaturas maximas de degradacao térmica
das amostras a diferencial DTG foi obtida das curvas de TGA. Os valores

encontrados podem ser observados na TABELA 4.

TABELA 4- Tonser, DTGmax E TEOR DE RESIDUO A 800 °C DAS AMOSTRAS DE LIGNINA

Amostra T onset (oC) DTG max Residuo

(°C) (%)

LE 303,4 356,1 39,4
LK 292,8 351,9 43,9
R1 292,8 352,4 41,3
R2 303,2 367,7 39,7
R3 310,4 369,3 38,3
R4 306,6 364,4 39,5
E10 298,3 360,9 42,7
E20 2774 343,0 44,7
E30 280,0 353,3 44,0
E40 2701 387,9 38,6
E50 2649 337,3 38,9
E6GO 281,2 343,3 48,6
E60SE 2871 333,3 69,8

EGODE 202,0 2234 52,0

Os teores elevados de residuo obtidos nas amostras controles E60DE e
E60SE sao devidos exclusivamente ao fato de as amostras serem provenientes
da solucéo filtrada do procedimento da reacdo com lacase, o material mesmo
seco possui os inorganicos da solugdo tampao e solugdo de lavagem. As
amostras dos controles foram totalmente soluveis no meio reacional e para
caracterizagao das mesmas, foi utilizada a solugdo da reacdo. A fragcdo nao
volatil de lignina, € composta por estruturas aromaticas altamente condensadas

que permanecem estaveis apos o aquecimento a 800 ° C (TEJADO et al., 2007).

O comportamento esperado para as amostras de maior massa molecular
era um aumento na estabilidade térmica, ou seja, maior temperatura de
degradagdo maxima. Entretanto a amostra E60 apresentou temperatura de
degradagdo maxima inferior a LE, sendo que este comportamento também foi
observado por Gouveia (2014). A lignina apresentou ampla faixa de degradagéo
térmica, podendo se estender de 200 a 500 °C, devido a existéncia de diferentes

grupos funcionais oxigenados que possuem diferentes estabilidades térmicas,
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assim como pela existéncia de fragmentos de massas moleculares diferentes e
também pela presenca de agucares residuais provenientes das hemiceluloses.
Além disso, ha variagdo da composigéo da lignina em relagao as unidades S e
G (TEJADO et al., 2007). Como visto nos resultados de GPC a amostra E60
possui maior PDI, portanto a presenca de moléculas de massa menores e a
presenca de acucares residuais podem reduzir a temperatura de degradacéo. A

composicao das amostras sera discutida nos topicos de FTIR e PY-GC/MS.

Para obter mais informacgdes, a técnica de TGA é combinada com outras
técnicas, como DSC. Os valores de transicao vitrea (Tg) das amostras foram
obtidas pelo ponto de intersecgao dos segmentos das retas nas curvas de DSC,

os resultados podem ser observados na TABELA 5.

TABELA 5 - Tg DAS AMOSTRAS DE LIGNINA

Tg

Ponto médio

Amostra T onset (OC) (oC)

LE 122,7 127,7
R1 110,8 120,6
R2 119,1 123,7
R3 134,6 138,8
R4 - -
R1SE 124,4 122,2
R1DE 125,3 124,7
E10 200,9 200,7
E20 206,7 206,7
E30 - -
E40 -—-- -
E50 - -
E60 -—-- -
E60SE 146,9 153,8
E6ODE - e

Na amostra R4 nao foi possivel detectar o valor de Tg. A temperatura de
transicdo vitrea (Tg) em ligninas costuma ser quase imperceptivel. Alguns
autores justificam este fato pelas fortes interagdes eletrostaticas entre moléculas
de lignina. Outra razdo pode ser a origem heterogénea de amostras de lignina

onde a mistura de polimeros distintos, cada um com um valor de Tg discreto,
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tornaria dificil apontar uma Gnica temperatura de transicéo vitrea (GARCIA et al.,
2009). A partir da amostra E30 nao foi possivel determinar a Tg, sendo essas as
amostras de maior massa, o0 que indica um comportamento de estrutura

condensada.

No caso das amostras controles as Tg foram determinadas em R1SE,
R1DE e E60SE. O controle EG0SE apresentou valor de Tg, diferentemente da
amostra E60, a qual ndo foi possivel determinar o valor de Tg4. Portanto as
alteracbes nas propriedades nao ocorrem somente devido ao processo de
solubilizagdo no meio reacional, assim podemos comprovar a agao da enzima
na amostra resultante. Entretanto, ndo é possivel observar a Tg na EGODE. Como
ocorreu aumento da Mw nesta amostra, pode ter ocorrido uma acéao residual da

enzima, ou seja, a enzima nao estava totalmente desnaturada.

Apesar das amostras apresentarem alteracdo da Tg, a mudancga
significativa ocorreu nas amostras acima da E30, onde n&o ocorre a transicao
vitrea na mesma regido da LE (VURAL; SMITH; PETRIDIS, 2018).

1.3.3.4. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

FTIR € um método ndo destrutivo de alta sensibilidade com um curto
tempo de analise. O espectro de FTIR apresenta os principais grupos funcionais
e as alteragdes da estrutura da lignina. Os espectros das amostras de lignina em

meio etanol sdo apresentados na FIGURA 23.
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE FTIR DAS AMOSTRAS DE LIGNINA EM MEIO ETANOL
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As amostras apresentam bandas caracteristicas de ligagbes quimicas
pertencentes a lignina. Destacam-se as bandas na regido de 1593 e 1510 cm™,
referentes ao estiramento C=C de anel aromatico. Bandas de absorgao
referentes a ligacdo C-H de aromaticos podem ser observadas em 1459 e 1420
cm!, C-H alifatico de grupos metila em 1327 cm',estiramento de C=0 em 1214
cm™' e alongamento de C=0 em 1600 cm" (GARCIA et al., 2009; GOUVEIA et
al., 2012; MUNK et al., 2015). Embora os espectros obtidos sejam semelhantes,
sugerindo uma estrutura similar, a modificagdo na regido entre 1.700 cm-! —
1.600 cm™", tipica de carbonilas, ocorreu apenas nas amostras em meio etanol,
sendo que a modificagao fica mais intensa com o aumento no teor de etanol no

meio reacional, consequentemente com o aumento da Mw (MAGALHAES et al.,
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2020). Além disso, duas novas bandas foram formadas na amostra EG0 a
primeira em 1513 cm™! correspondendo a vibragdo aromatica e em 1100 cm-’
referente a deformagdo C-O de alcoois secundarios (RASHID; KAIT;
MURUGESAN, 2016).

FIGURA 24 - ESPECTRO FTIR DAS AMOSTRAS LE, R1 E60 E CONTROLES SEM ENZIMA
R1SE E EG0SE
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Como observado na FIGURA 24, a amostra R1 de maior Mw em meio
tampéao acetato de sodio, n&o apresentou alteragao na regido de carbonilas. Os
controles sem enzima R1SE e E60SE também nao apresentam modificacdo na
regidao comparada a LE (MUNK et al., 2015). Isto comprova a atividade
enzimatica da lacase gerando oxidagdo das hidroxilas fendlicas e,

consequentemente, a modificagao da estrutura da lignina.

As bandas observadas em 620 cm™' e 1030 cm™ sdo atribuidas a
hemiceluloses ligadas a lignina, entretanto em todos os espectros ndo foram

observadas modificacdes nessa regido (GARCIA et al., 2009).
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1.3.3.5. AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DAS FRAGCOES
MODIFICADAS- METODO ABTS

O método ABTS é utilizado para a triagem da atividade antioxidante sendo
relatado como um ensaio de descoloragcédo, em funcédo da concentracéo e tempo,
cujo resultado é calculado em relagéo a reatividade de Trolox como padrao, nas

mesmas condigdes (RE et al., 1999).

O potencial antioxidante das amostras de lignina das reagdes com lacase

sao apresentadas na FIGURA 25.

FIGURA 25 - POTENCIAL ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS DE LIGNINA
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A atividade antioxidante das ligninas € atribuida principalmente as
fungdes hidroxilas fendlicas, sendo que ligninas com menor massa molecular
tendem a ter maior atividade antioxidante (THA et al., 2021). Portanto, fracdes
com alto teor de fendlicos apresentam alto potencial antioxidante (LOURENCON
et al., 2021). Com o processo de polimerizagdo da lignina tende a ocorrer a
reducdo no teor de hidroxilas fendlicas, consequentemente a redugdo no
potencial antioxidante, como pode ser observado na amostra E60 em relagao a

amostra LE. A amostra FE60 é composta pela lignina soluvel no meio reacional,
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0s agucares do complexo lignina e a estrutura da enzima desnaturada da reagéo
E60, por isso encontramos um teor antioxidante baixo. Novamente a amostra
EGODE apresenta comportamento da amostra parcialmente polimerizada
comparada a E60, o que demonstra uma atividade residual da enzima lacase.
As composicdo da lignina também pode influenciar, as unidades S tendem a ser
mais antioxidantes do que unidades G, que, por sua vez, tendem a ser mais
antioxidantes do que unidades H (MATOS et al., 2021). Para certificagdo dos
resultados do potencial antioxidante, foi realizada a determinagéo de hidroxilas

fendlicas.

11.3.3.6. TEOR DE HIDROXILAS FENOLICAS

A partir dos valores obtidos pelas subtragdes das curvas de absorcao
(WEXLER, 1964), calculamos o teor de hidroxilas fendlicas de cada amostra

conforme apresentado na FIGURA 26.

FIGURA 26 - TEOR DE HIDROXILAS FENOLICAS
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A maior quantidade de OH fendlicas esta relacionada a uma alta atividade
antioxidante. Compostos aromaticos derivados de lignina, sem a presencga deste
grupamento nao apresentam atividade antioxidante (MATOS et al., 2021). As
hidroxilas fendlicas determinadas das amostras de lignina sdo condizentes com
os resultados de atividade antioxidante apresentados na FIGURA 25. Cabe
ressaltar, que as amostras E50 e E60 foram parcialmente soluveis, sendo que a
amostra E50 apresentou teor de hidroxilas enquanto na E60 nao foi possivel
identificar o grupamento. Portanto os resultados apresentados destas amostras
sao referentes as fragcdes soluveis. Nao foi possivel determinar as hidroxilas
fendlicas da amostra EG60DE pelo método espectrofotométrico, indicando

novamente acao residual da enzima.

11.3.3.7. PY-GC/MS

Foram realizadas as analises de PY-GC/MS das amostras LE, E60 e os
seus controles E60SE e E60DE. A quantificagcdo dos compostos referentes a
lignina e aos polissacarideos determinados nestas amostras é apresentada na
FIGURA 27.
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FIGURA 27 - TEOR DE LIGNINA E POLISSACARIDEOS
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E possivel observar que as amostras LE, EGOSE e E60DE apresentam
teor de polissacarideos semelhantes. Entretanto a amostra E60 apresenta
reducdo acentuada no teor de lignina e aumento dos compostos referentes a
polissacarideos, o que pode indicar a agao enzimatica comparada as outras

amostras.

Podemos observar a relagdo das unidades monoméricas das amostras
na FIGURA 28.
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FIGURA 28 - RELACAO DAS UNIDADES MONOMERICAS DA LIGNINA
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As trés unidades fendlicas de lignina foram detectadas (hidroxifenil,
guaiacil e siringil), com predominio de unidades siringil e guaiacil, conforme o

esperado uma vez que as ligninas sao obtidas de folhosas.

Observamos novamente que as amostras LE e os controles apresentam
comportamento semelhante, enquanto a amostra EG0 apresentou uma redugao
na unidade estrutural siringil (S) e um aumento em hidroxifenil (H). A relacéo S/G

esta apresentada na TABELA 6.

TABELA 6 - RELACAO S/G

LE EGO EG60SE EGODE
S/G 2,02 1,45 1,83 1,85

A lignina G possui maior massa molar e maior estabilidade térmica,
degradando-se em temperaturas mais altas que a lignina S. A amostra E60
possui proporcionalmente maior quantidade da unidade G e, consequentemente,
apresenta maior Mw (DEL RiO; GUTIERREZ; HERNANDO, 2005). Entretanto a
amostra E60 apresentou reducao na estabilidade térmica comparada a amostra

LE, o que poderia estar relacionado a maior quantidade de polissacarideos
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presentes na E60, ja que estes compostos possuem menor estabilidade térmica

e causam um deslocamento no pico maximo da degradacéao térmica da E60.

A amostra E60 apresentou menor relagdo S/G (1,45). Lourencon et al.
(2021) encontrou valores menores para a razdo S/G nas fragées de maiores Mw.
Uma quantidade maior de unidade G permite a ligagdo quimica no carbono C5
da lignina, indicando uma estrutura mais condensada e estavel. Wang et al.

(2021) também encontrou uma redugao da relagdo S/G com o aumento da Mw.

Rico et al. (2014), ao tratar madeira de eucalipto na presenca de lacase
Myceliophthora thermophila e um mediador, observaram uma redugao nas
unidades de G com relagao as unidades de S, resultando em um aumento de
S/G para 4,9. Du et al. (2013b) encontraram resultados semelhantes ao tratar
polpa kraft, sendo que buscavam a degradacao da lignina. Diferentemente
destes autores, ao aplicarmos a lacase de Myceliophthora thermophila, em uma
fracdo da lignina Kraft em meio etandlico, reduzimos a relacdo S/G, com

aumento da unidade G e, consequentemente, aumentando a Mw.

Substituintes tais como grupos metoxil, estabilizam radicais fenoxil por
ressonancia. Portanto, as unidades S tendem a ser mais antioxidantes do que
unidades G, que, por sua vez, tendem a ser mais antioxidantes do que unidades
H, devido ao maior numero de estruturas ressonantes quando ha substituintes
no anel (MATOS et al., 2021). A amostra E60 apresenta redugdo na atividade

antioxidante, e também a redugao na proporcéo de unidades S.

Vale ressaltar que o aumento da Mw n&o ocorreu apenas pela redugéo
das unidades S, e consequente aumento da proporgcao das unidades G. Uma
vez que os controles E60SE e E60DE ndo apresentarem solidos retidos na etapa
de filtragdo, enquanto a amostra E60 foi recuperada do filtro na etapa de lavagem

da reacao, portanto indicando a agao enzimatica.
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I.4. CONCLUSAO

A lacase apresentou menor atividade enzimatica na presenga de etanol,
ndo apresentou atividade em meio com 80 % de etanol. Entretanto os resultados
de maior Mw obtidos foram nos meios reacionais etandlicos. Este comportamento
foi observado devido a maior solubilizacdo do substrato no meio reacional,

consequentemente facilitando a agdo enzimatica.

As ligninas de maior Mw obtidas n&o solubilizaram em diversos solventes
dificultando a caracterizacdo do material, sendo necessaria a aplicacdo de
técnicas combinadas como GPC, TGA, DSC e PY-GC/MS.

Os resultados dos controles sem enzima indicaram a agcao enzimatica da
lacase nas amostras obtidas em presenca da enzima ativa. O controle de enzima
desnaturada apresentou variagcdo nas propriedades o que pode indicar uma

atividade residual nestas amostras.

Em resumo, o processo de oligomerizagao da lignina Kraft, por meio da
catalise enzimatica em meio etandlico, é capaz de transformar a lignina, gerando
um conjunto de moléculas de maior massa molar que o material de origem,
apresentando maior propor¢cao de unidades G. A variagao na estrutura quimica
pode gerar novas possibilidades de aplicagdo de acordo com as novas

caracteristicas do composto.
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CAPITULO Il AVALIAGAO DA APLICAGAO COMO PROTETOR SOLAR DE
FRAGOES DE LIGNINA MODIFICADAS ENZIMATICAMENTE

.1 INTRODUGAO

A obtencéao de fragbes de lignina purificadas com propriedades definidas
permite potencializar sua aplicagdo em diversos campos. O interesse no papel
fisiolégico de compostos bioativos presentes em plantas aumentou
drasticamente ao longo dos ultimos anos, particularmente, com foco no
desenvolvimento de produtos para a saude humana (LOURENCON et al., 2021;
THA et al., 2021).

Tem se levantado uma preocupacao do ponto de vista ambiental e de
saude em relacao a ativos quimicos em produtos de cuidados com a pele. Por
exemplo, alguns conservantes, antioxidantes e filtros UV demonstraram
bioacumular em ambientes aquaticos, ecossistemas e organismos Vivos.
Portanto, existe uma necessidade de desenvolver alternativas inovadoras,
ecologicamente corretas e saudaveis para as formulagbes de cuidados com a
pele. Pesquisas estdo sendo desenvolvidas para substituir aditivos de base fossil
por alternativas de base biolégica, considerando fitoquimicos como polifendis e
pigmentos naturais (SAJINCIC et al., 2021).

A biomassa lignoceluldsica foi reconhecida como fonte de ingredientes de
base biologica. Foram relatadas em pesquisas a atividade da lignina em sua
forma macromolecular atribuidas a potenciais beneficios a saude humana:
atividade antitumoral; antiviral; bloqueadores solares; agao antibacteriana,
antiparasitaria; antioxidante e como agentes antimutagénicos (LOURENCON et
al., 2021; QIAN; QIU; ZHU, 2015; THA et al., 2021).

Com a polimerizagao da lignina, apresentada no capitulo anterior,
buscamos uma aplicagdo adequada para este material, melhorando as
atividades biologicas, como o fator de protegéo solar, uma vez que esse efeito
da lignina esta relacionado aos compostos aromaticos. Para isso foi avaliado o

teste de irritagcdo cutanea, histologia e fator de protegcéo solar da lignina.
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Il.2. MATERIAIS E METODOS

l1.2.1. TESTE DE IRRITAGAO CUTANEA

Os modelos de Reconstructed Human Epidermis (RHE) utilizados para
realizacdo do teste de irritacdo cutdnea in vitro foram desenvolvidos pelo

Laboratério de (Eco)Toxicologia in vitro, da Universidade Federal do Parana.

Para a construgcéo do modelo SkinVitro-RHE, os queratindcitos neonatais
(HEKn) foram isolados de amostras de prepucio (doadores de 1 a 4 anos),
segundo protocolo de Aasen e Belmonte (2010), apds consentimento informado
e aprovacdo do comité de ética (Aprovacédo do Comité de Etica Local - CAAE:
84000016.9.3001.0097).

Para a construgcao das RHEs, primeiramente os HEKn foram cultivados
em monocamada, em meio EpiLife suplementado com HKGS (Human
Keratinocytes Growth Supplement), a 37 °C e atmosfera umidificada contendo 5
% de COz2, onde foram mantidos em cultura por no maximo duas passagens,
para a obtencédo de HEKn proliferativos. Apos atingirem 80% de confluéncia em
garrafas de cultura, as reconstrugdes epidérmicas foram feitas, onde 4x10°
HEKnN foram semeados em cada inserto (Thermo Scientific ™ Nunc ™, 141002),
previamente revestido com colageno IV, em uma placa Deep Well (Thermo
Scientific ™ Nunc ™, 141002). As células foram mantidas em condigcédo
submersa, em uma mistura de meios na proporcao de 3:1, DMEM e Ham's F12,
respectivamente, suplementado com fatores de crescimento, durante 96 h. Em
seguida, as células foram expostas a interface ar-liquido por meio da remocéao
do meio de cultura do compartimento superior do inserto. As células foram entao
cultivadas sob condi¢cao de ALl por dez dias, substituindo o meio de cultura a
cada dois dias (GAGOSIAN, 2021).

O teste de irritagao cutanea foi realizado utilizado modelos da SkinVitro-
RHE, conforme a norma OECD TG 439, seguindo valores de referéncia da
SkinEthic™ RHE.
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Apo6s a construcao do SkinVitro-RHE, os modelos passaram por pré-
incubacgao de 2 h em meio de manutengao (meio DMEM e Ham’s F-12 (3:1) sem

suplementagao). Posteriormente foram expostos por 42 min a:

e 16 pL de solugao salina tamponada com fosfato (PBS) onde este foi o
controle negativo (CN);

e 16 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 5 % -v/iv em PBS, sendo o
controle positivo (CP);

e 16 mg das ligninas LE, R1 e E6O.

Apos a exposigcdo, as RHE foram lavadas com 25 jatos de PBS e
transferidas para placa de 6 pogos para pés—incubacgao de 42 h, contendo 2 mL
de meio de crescimento. Apos 42 h foi realizado o teste de viabilidade celular,
através do teste de MTT (OECD, 2013).

A viabilidade celular foi realizada pelo teste de MTT, onde as RHEs foram
incubadas com 1 mg mL-' de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina - Sigma Aldrich, por 3 h a 37 °C, na auséncia de luz (MOSMANN,
1983). Em seguida, as RHE foram incubadas em isopropanol P.A. (solugéo
extratora dos cristais de formazan) por 2 h, sob agitacdo orbital. Da solug&o
extratora foram transferidos 200 pL para uma placa de 96 pogos, em ftriplicata, e
realizada a leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 570 nm
(OECD, 2013).

A analise foi realizada considerando o CN sendo 100% viavel, na
condicido de que o valor de densidade O6ptica estivesse dentro dos valores
recomendados pela OECD 439 (DO 0,6 < X < 3,0). A viabilidade de cada
condicao analisada foi entdo calculada (em %) proporcionalmente CN. Sao
considerados irritantes, valores inferiores a 50% e nao irritantes, valores

superiores a 50% de viabilidade celular em relagdo ao CN.

ll1.2.2. HISTOLOGIA
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Apo6s o teste de irritagcdo cutdnea, os tecidos foram coletados para
realizacdo de histologia e verificagdo de penetrabilidade das amostras de

ligninas na RHE.

Os tecidos foram coletados para realizagdo da histologia, fixados em
paraformaldeido (PFA) 2%/ PBS (v/v), por 24h, e transferidos subsequentemente
para a solucdo de 15 % de sacarose e 30% de PBS, por 2h em cada solucgao,

para crioprotecdo do material.

Concluida a etapa de fixagao, as RHEs foram incluidas em resina Tissue-
tek e foram realizados cortes de 5-7 ym de espessura com auxilio de um
criostato. Os cortes foram inseridos em laminas cobertas com Biobond Tissue
Section Adhesive (EMS™), para que ocorresse uma interagao eletrostatica entre

a lamina e o material.

Em seguida, foi realizado o processo de coloragao das laminas com
hematoxilina e Eosina (H&E). Para isso, as laminas foram incubadas em
Hematoxilina de Harris por 1 min, lavadas 2 vezes com agua destilada, coradas
com eosina por 1 min e lavadas novamente com agua destilada para remogéo

do corante nao fixado.

Na sequéncia, foi iniciada a desidratacdo das amostras através de uma
série alcodlica, a partir do alcool 70%, 80%, 90%, 100% (2 x), solugao alcool:

xilol 1:1 (v/v) e em xilol P.A. (2x) (todas as lavagens de 1 min).

Para finalizar as laminas foram montadas em resina Entellan® (Merck™)

e analisadas em microscopio de luz, utilizando a objetiva de 40x.

I1.2.3. DETERMINAGAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR (FPS) POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para a determinacdo do FPS para filtro quimico utilizou-se o método
espectrofotométrico in vitro desenvolvido por Mansur et al. (1986). A analise foi
realizada em triplicata, a partir da solubilizagdo das amostras de ligninas em

etanol, obtendo concentragdo final de 0,02 mg mL"', e as absorbancias das
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amostras foram medidas em espectrofotdmetro no intervalo de 290 — 320 nm,
faixa correspondente a radiacao UVB responsavel por causar eritema na pele, a
cada 5 nm, logo ap6s a diluicdo de cada amostra. Para o calculo do FPS foi

utilizada a expressdo matematica descrita por Mansur et al (1986), equacao (D):

FPS = FC.¥330EE (1).1(1).ABS(1) (D)

Em que:

FC = Fator de correcao igual a 10, determinado de acordo com dois filtros solares
de FPS conhecidos, de tal forma que um creme contendo 8 % de homossalato
obtivesse FPS = 4;

EE (A) = efeito erimatogénico da radiagdo em cada comprimento de onda A;
| (A) = intensidade da radiag&o solar em cada A;

ABS (A) = Absorbancia em cada A.

A relacdo entre o efeito erimatogénico (EE) e a intensidade (l) da luz de
cada comprimento de onda, foi considerada conforme TABELA 7, calculada por
Sayre et al. (1979).

TABELA 7 - PONDERACAO EMPREGADA NO CALCULO DO FATOR DE PROTEGCAO
SOLAR POR ESPECTROFOTOMETRIA

Comprimento de onda (nm) EE x | (normalizado)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839

320 0,0180
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TOTAL 1

Valores calculados por SAYRE et al. (1979).

Os resultados foram dados como média aritmética = o valor do erro e

comparados através de anadlise de variancia (ANOVA), seguido do teste de

Tukey, considerando valores de p < 0,05 como significativos.

A amostra E60 nao solubilizou em etanol portanto a determinac¢ao do FPS
foi realizada considerando filtros fisicos, pelo método de transmitancia difusa em
espectrofotobmetro no intervalo de 290 — 320 nm (VELASCO et al., 2011). Os
dados da transmitancia difusa obtidos foram convertidos para valores de
absorbancia monocromatica conforme equacao (E) (MCCORMICK; TSUZUKI,
2012):

ABS) = ~log (5)  (E)

Onde:
ABS (A) = Absorbancia em cada A
T (A) = Transmiténcia difusa em % em cada A

Em seguida utilizando os valores de ABS (A) foi calculado o FPS a partir

da expressao matematica descrita por Mansur et al (1986).
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I11.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

l11.3.1. TESTE DE IRRITAGAO CUTANEA

Embora a lignina possa ter varias aplicagbes de maior valor para a
industria, o perfil toxicolégico da lignina deve ser investigado para buscar a
aplicagao adequada. Portanto, para promover o uso de ligninas em produtos de
consumo, avaliacbes de eficacia (capacidade antioxidante, fator de protecéo
solar, efeito bactericida) e seguranga (viabilidade celular) precisam ser
consideradas. Também ¢é importante avaliar a seguranga para cada tipo de
lignina, uma vez que as ligninas variam em sua composi¢cao dependendo de sua
origem, método de extracdo e /ou modificagdo (LOURENCON et al., 2021;
MAGALHAES; THA; LEME, 2018; THA et al., 2021).

Para analise de irritacdo dérmica, foi realizado o teste de viabilidade
celular nas amostras LE (como controle da agcdo da enzima), R1 (lignina obtida
de maior massa em meio reacional contendo apenas tampao de acetato de

sodio) e E6GO (lignina obtida de maior massa em meio reacional contendo etanol).

A viabilidade celular de cada amostra de lignina analisada foi determinada
(em %) proporcionalmente ao controle negativo (OECD, 2013). S&o
considerados irritantes valores inferiores a 50% e nao irritantes, valores
superiores a 50 % de viabilidade celular em relacdo ao CN. Os resultados
preliminares para o teste de irritagao cutanea, das ligninas testadas na SkinVitro-
RHE, demonstram que as ligninas LE, R1 e E60, ndo causam irritagcéo cutanea,
por apresentarem valores de viabilidade celular de 88,8%, 89,5% e 92,2%
respectivamente, conforme FIGURA 29, valores estes que sugerem que as

ligninas LE, R1 e E60 sdo seguras para uso dérmico.
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FIGURA 29 VIABILIDADE CELULAR DAS LIGNINAS LE, R1 e E60
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A lignina antes de passar por reagao com lacase (LE) também apresentou
alta viabilidade celular, portanto mesmo a fragao soluvel em etanol pode ser
aplicada em uso dérmico. Para buscar o uso adequado das fracbes R1 e E6O,
de maior massa molecular, outras analises sdo necessarias como analise de
fator de protegéo solar, para as quais ligninas de maiores massas podem se
mostrar mais promissoras (LOURENCON et al., 2021; THA et al., 2021).

l11.3.2. HISTOLOGIA

Para sugerir a aplicagdo de um material na area da saude sao necessarios
testes de seguranga complementares, como a analise de histologia além do teste
de irritagdo cutanea. A histologia tem o objetivo de detecgdo de possiveis
alteracbes ou lesbdes no tecido, neste caso foi utilizada para verificacdo da
penetrabilidade das amostras de lignina na RHE. As microscopias das anatomias
observadas apos aplicacao das amostras de lignina (LE, R1 e E60) podem ser
observadas na FIGURA 30.
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FIGURA 30 — HISTOLOGIA DAS RHE DO CN, R1, LE E E60. AUMENTO DE 40X.
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Nao foi observada a presenca de corpo estranho, ou seja, pontos de
lignina absorvidas nas laminas da histologia em nenhuma das camadas da
epiderme (camada basal, camada espinhosa, camada granulosa e camada
cérnea), indicando que as amostras de ligninas ndo penetraram na pele. A
auséncia da penetrabilidade da lignina na derme é uma vantagem para o uso
dérmico, uma vez que o produto ndo ira entrar em contato com fluidos corporais
que poderiam causar inflamacéo. Visando uso como filtro solar, na aplicacao
ideal o composto deve permear o minimo possivel para a circulagdo sanguinea,
visto que a foto protecao € perdida se o filtro € absorvido (SECCO; BELTRAME;
SCHWANZ, 2019).

I1.3.3 DETERMINAGCAO DO FATOR DE PROTEGAO SOLAR (FPS) POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Os danos cumulativos causados pelas radiagbes UVA e UVB podem
causar lesdes no DNA, relacionadas ao envelhecimento cuténeo, além de levar
ao desenvolvimento de cancer de pele (SECCO; BELTRAME; SCHWANZ,

2019). O uso de fotoprotetores, substancias com propriedades de absorver,
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refletir e dispersar a radiacéo que incide sobre a pele, € uma questao relevante
tanto do ponto de vista cosmético como da saude publica. A eficacia de um filtro
solar é geralmente expressa pelo fator de protegao solar (FPS), definido como a
energia UV necessaria para produzir uma dose minima de eritema (MED) na
pele protegida, dividida pela energia UV necessaria para produzir um MED na
pele desprotegida (DUTRA et al., 2004; MANSUR et al., 1986a; SAYRE et al.,
1979). Os métodos mais aceitos para comercializagdo de um produto séo os
testes in vivo, porém correlagdes entre as metodologias de eficacia fotoprotetora
in vivo e in vitro sao utilizadas na seleg¢ao para estudo com voluntarios para fins
de registro do produto visando oferecer um produto de eficacia fotoprotetora
comprovada (MANSUR et al., 1986b; SAYRE et al., 1979; SECCO; BELTRAME;
SCHWANZ, 2019).

O método de (MANSUR et al., 1986b), determina o FPS in vitro de filtros
quimicos por meio da leitura espectrofotométrica das solug¢des diluidas. Os

resultados de FPS das ligninas analisadas sdo apresentados na TABELA 8.

TABELA 8 - FATOR DE PROTEGAO SOLAR DA LIGNINA

Amostra FPS

LK 27,52+ 0,05
LE 33,8°+ 0,02

R1 22,7+ 0,04
E60 2,19+ 0,06
E60DE 4,8° £ 0,06
E60SE 11,77+ 0,05
FE60 1,99 £ 0,03

Os filtros sdo essencialmente compostos aromaticos formados por
moléculas organicas que apresentam um grupo doador de elétrons, como uma
amina ou um grupo metoxila, na posigao orto ou para. S4o moléculas capazes
de absorver a radiacdo UV (alta energia) e transforma-la em radiacbes com
energias menores e inofensivas ao ser humano. Quanto maior o FPS maior sera
a protegao, ou seja, maior sera o tempo em que a pele ficara protegida frente a
radiacao UVB (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007).
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A lignina é o material renovavel aromatico mais abundante disponivel na
natureza, contém grupos funcionais de absorgéo no UV, como fendlicos, cetonas
e outros cromoforos (QIAN; QIU; ZHU, 2015). A lignina € um bloqueador solar
natural de amplo espectro e os resultados preliminares de viabilidade celular
corroboram com a aplicag&o para uso dérmico (HATAKKA, 2001). Os resultados
da TABELA 8 mostram um maior resultado de fator de protecdo solar das
amostras LE, LK e R1, respectivamente. Foram determinados fatores de
protecao entre 20 e 30, valor utilizado em cosméticos, portanto uma alternativa
de aplicagao para estas ligninas (MANSUR et al., 1986a; VELASCO et al., 2011).
Qian et al. (2015) cita que a adicao de lignina a logbes de protecdo solar

comerciais aumenta o desempenho do protetor em até duas vezes o FPS.

Entretanto, a amostra E60 nao solubilizou no etanol, ou seja, nao
apresenta resultado real pela metodologia de Mansur et al., (1986a), para qual é
necessaria a diluicdo do filtro quimico no solvente. Por essa razdo pode-se
estimar que o valor de fator de protecao da amostra E60 pode ser superior ao
calculado na TABELA 8, como esperado devido a maior massa molecular. O que
pode justificar o maior valor de FPS encontrado para LE, uma vez que esta
lignina é a frac&o soluvel em etanol da LK e o solvente utilizado na determinacao
€ o etanol. A obtencdo de uma suspensao com amostra E60 poderia classificar
a amostra como filtro fisico (VELASCO et al., 2011). No caso de filtros fisicos, os
pigmentos precisam estar adequadamente dispersos no veiculo, normalmente
uma emulsdo, para que se tenha a eficacia adequada (SAYRE et al., 1979). A
E60 permanece em suspensao no solvente como mostra a FIGURA 31.

FIGURA 31 - SUSPENSAO DA AMOSTRA E60 EM ETANOL PARA TESTE FPS
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Pelas caracteristicas da amostra, o material foi testado como filtro fisico,
pelo método de transmitancia difusa recomendado para este tipo de filtro
(VELASCO et al., 2011). Os dados da transmitancia difusa foram obtidos e
convertidos para valores de absorbancia monocromatica, em seguida calculado
o FPS para a amostra E60, conforme resultado apresentado na TABELA 9
(DIFFEY; ROBSON, 1989; MCCORMICK; TSUZUKI, 2012).

TABELA 9 - FPS DA AMOSTRA E60 DETERMINADO PARA FILTRO FiSICO

Amostra FPS (filtro fisico)
E60 22,4 +0,19

O resultado encontrado para o fator de protecédo solar em torno de 22 é
um valor encontrado em cosméticos comerciais, portanto uma alternativa de
aplicagao para esta lignina, como filtro fisico (QIAN; QIU; ZHU, 2015; VELASCO
et al.,, 2011).

Os filtros fisicos comumente utilizados s&o o oxido de zinco e dioxido de
titdnio, que funcionam como uma barreira na protecdo da pele (CABRAL,;
PEREIRA; PARTATA, 2013). A legislacao brasileira estabelece que o uso de
alguns metais na fabricagdo de cosméticos ndo € permitido ou possui um limite
de concentragdo, o que limita o uso deste filtros (MCCORMICK; TSUZUKI,
2012). Este tipo de filtro possui baixo potencial alergénico especialmente
importante para formulacdo de produtos infantis, entretanto apresenta
caracteristica branca, opaca e de dificil aplicagdo (CABRAL; PEREIRA;
PARTATA, 2013).

Ao aplicar a lignina como filtro fisico, 0 composto ndo estaria sujeito aos
limites de concentragéo aplicados aos metais e ndo apresentaria a desvantagem
da textura branca e opaca, uma vez que a coloracdo marrom da lignina poderia
ser utilizada na formulagao de protetor solar com cor. A lignina ndo é apenas um
bloqueador solar natural, mas também €& conhecido por suas atividades

antioxidantes devido a presenca dos grupos hidroxila fendlicas. Portanto, uma
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alternativa para o uso também é o reforgo de filtros solares comerciais com
adicao de lignina (QIAN; QIU; ZHU, 2015).
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l.4. CONCLUSAO

As amostras de ligninas testadas para viabilidade celular, ndo resultaram
em irritagcdo cutanea. Na avaliagdo da histologia das amostras testadas, néo
houve absor¢do das ligninas em nenhuma das camadas da epiderme. Assim,
apresentou potencial para aplicagdes com foco em produtos para a saude

humana.

Uma das aplicagdes propostas para as ligninas de maiores massas
moleculares foi como fotoprotetoras. As amostras mais promissoras
apresentaram FPS entre 20 e 30, resultado potencial das amostras para uso em
produtos fotoprotetores. Entretanto a amostra de maior massa (E60) nao
solubilizou no solvente para o teste de FPS como filtro quimico, portanto foi
aplicado o teste de filtro fisico para suspensado da amostra E60. Como potencial
aplicagdo como filtro fisico, a coloragdo marrom da lignina poderia ser utilizada

na formulagcao de protetor solar com cor.

Uma alternativa para o uso da lignina € o reforco de filtros solares
comerciais com lignina, que além da agdo como bloqueador solar natural,

apresenta atividade antioxidante.
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CAPITULO IV. IMOBILIZAGAO DA ENZIMA LACASE EM NANOFIBRILAS DE
CELULOSE OBTIDAS POR DESFIBRILAGAO MECANICA

IV.1. INTRODUGAO

Processos de modificagdes da lignina Kraft podem ser realizados por uma
rota biotecnolégica a partir de enzimas como a lacase, atuando como
biocatalisador produzindo valor agregado a produtos de lignina (FITIGAU:;
PETER; BOERIU, 2013; MATE; ALCALDE, 2015; ORTNER et al., 2015).

No entanto o uso da enzima na forma livre possui menor viabilidade
devido ao fato de a mesma estar sujeita a fatores quimicos, fisicos e biolégicos
que limitam sua vida util durante uso ou estocagem tornando-a um produto de
alto custo. Muitas destas caracteristicas indesejaveis podem ser removidas ou
amenizadas com o uso das enzimas na forma imobilizada. O confinamento das
enzimas em suportes solidos proporciona diversas vantagens sobre as enzimas
livres, tais como promover maior estabilidade operacional, aumentar a vida util
da enzima e facilitar a separacdo do produto do catalisador (PACHECO;
SOARES, 2014; SOUZA et al., 2017).

Varios tipos de suportes vém sendo estudados para a imobilizacao das
enzimas, dentre estes encontram-se: celulose, por ser biodegradavel e
renovavel, além de poder ser obtida em industrias de papel e celulose, mesmo
setor de obtencgao da lignina. Uma alternativa promissora é o uso das nanofibrilas
de celulose, que além de apresentarem maior area superficial possuem baixo
custo de obtencao e facilidade de producgao por desfibrilagdo mecéanica (CLARO
et al., 2020; MAGALHAES et al., 2017).

Neste contexto este capitulo propde a imobilizacdo da enzima lacase em
nanofibrilas de celulose obtidas por desfibrilagdo mecanica, visando a

reutilizagdo da enzima no processo de modificagao da lignina Kraft.
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IV.2 MATERIAIS E METODOS

IV.2.1 MATERIAIS

Neste estudo foi utilizada a polpa branqueada obtida pelo processo Kraft
da madeira do género Eucalyptus, cedida por uma empresa de papel e celulose

da regiao de Sao Paulo.

A enzima utilizada foi um preparado enzimatico comercial fornecido pela
Buckman — NZ51003, lacase de Myceliophthora thermophila. Aspecto: liquido

marrom. Temperatura recomendada de armazenagem 2 °C - 8 °C.

Estudos preliminares de imobilizagdo foram realizados com uma lacase
cedida por uma empresa da regido de Sao Paulo, entretanto este material estava
envolvido em processo de analise de patenteabilidade, sendo necessario
preservar as informagdes. Nao foram fornecidos dados sobre o microrganismo
de obtengdo e parametros de atividade enzimatica. Portanto, esta lacase foi

denominada lacase azul (LAA), e foi utilizada em testes preliminares.

IV.2.2. CARACTERIZAGAO DA POLPA CELULOSICA BRANQUEADA

A polpa celulésica branqueada do processo Kraft, utilizada na obtengao
das nanofibrilas aplicadas como suporte sélido para imobilizacdo da enzima
lacase, foi caracterizada através das analises de teor de lignina insoluvel em

acido, teor de cinzas e teor de agucares.

Para determinacao do teor de lignina insoluvel foi pesada 1 g de amostra
em 15 mL de &cido sulfurico (H2SO4) 72%. A amostra foi mantida por 2 h em
repouso. Em seguida foi adicionado 560 mL de agua destilada e levado para
ebulicdo em condensador por 4 h. Apos resfriar, o material foi filtrado em cadinho
sinterizado previamente seco e pesado. O teor de lignina foi determinado pelo
método gravimétrico, pela diferenca de massa do cadinho apéds a filtragao
(TECHNICAL ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 2002a).
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Para determinacao do teor de cinzas a amostra foi calcinada em mufla a
525 °C por 1 h. O teor de cinzas foi determinado pelo método gravimétrico, ou
seja, pela diferenga de massa da amostra apés a calcinagdo (TECHNICAL
ASSOCIATION OF THE PULP AND PAPER INDUSTRY, 2002b).

O teor de agucares da polpa de celulose foi quantificado por cromatografia
de troca ibnica em HPAEC/PAD da Thermo. A separacéao foi feita em coluna
CarboPac PA 20 (4 mm x 250 mm, 5 uL looping, taxa de fluxo 0,5 mL min-' e
temperatura 30 °C). A quantificagao dos agucares foi realizada por uma curva
externa com padrdes de arabinose (0,4 — 9,9 mg L"), galactose (0,4 — 10,1 mg
L"), glicose (3,8 — 95,3 mg L"), xilose (0,98 — 24,6 mg L-'), manose (0,4 — 10,0
mg L") e celobiose (0,65 — 16,2mg L"). O preparo da amostra foi realizado por
hidrélise acida total (H2SO4 12 M) da polpa de celulose previamente seca em
estufa a 60 °C (SCHROEDER et al., 2017).

IV.2.3. OBTENGCAO DAS NANOFIBRILAS DE CELULOSE

As nanofibrilas de celulose foram obtidas a partir da polpa celuldsica
branqueada de eucalipto pelo método de desfibrilagdo mecanica em moinho
coloidal Super Masscoloider Masuko Sangyo (FIGURA 32A).

O processo de desfibrilagdo mecanica da polpa ocorre por forgas de
compressao e cisalhamento quando a celulose é forcada pela abertura entre os
discos de pedra que compdem o moinho (FIGURA 32B), sendo um disco de

pedra rotativo e um disco de pedra estatico, com uma abertura ajustavel.

Para obtencéo da celulose nanofibrilada a polpa celuldsica branqueada
foi dispersa em agua destilada e homogeneizada em liquidificador laboratorial
para obtencao de uma pasta. Para o processo mecanico de desfibrilacdo a pasta,
na concentracdo de 3% em base seca, foi inserida no moinho Super
Masscoloider Masuko Sangyo, sob rotacdo de 1500 rpm e 20 passes, sendo o
passe um ciclo completo de moagem da amostra (MAGALHAES et al., 2017).

Apobs o processo de desfibrilagdo mecanica foi determinado o teor de umidade
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da amostra, pelo método gravimétrico (TECHNICAL ASSOCIATION OF THE
PULP AND PAPER INDUSTRY, 2002c).

FIGURA 32 A) MOINHO SUPER MASSCOLOIDER MASUKO SANGYO B) DISCO DE PEDRA
MOVEL

FONTE: O autor

IV.2.4 OBTENGAO DE FILMES DE NANOCELULOSE

Testes preliminares de imobilizagcdo enzimatica foram realizados em

filmes de nanocelulose.

Com base no valor da umidade de cada suspensao nanocelulésica foram
calculadas as massas necessarias para a produgao dos filmes com gramatura

objetivada de 20 g m?, considerando a area de cada filme sendo 0,0294 m?2.

Os filmes foram produzidos por meio de filtragdo com membranas de
nylon de abertura de 22 ym. As massas de suspensao necessaria para obter
cada filme foram diluidas em agua destilada até concentragdo de 3 x 103 g mL"
', as misturas foram agitadas com bastdo de vidro por 1 min até completa
homogeneizacio. Apos foram filtradas em membrana de nylon 22 uym suportada
em peneira de 60 Mesh. As suspensdes foram prensadas com placa de vidro
para a retirada do excesso de agua, em seguida o conjunto de peneira, material
e placa de vidro foram colocados em estufa a 60 °C para secagem por 24 h
(CLARO et al., 2020; MAGALHAES; CLARO, 2018).
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IV.2.5. OXIDAGAO DA NANOFIBRILAS DE CELULOSE

As nanofibrilas foram oxidadas pelo processo adaptado de Huang et al.,
(2011), com o objetivo de gerar grupos aldeidos que atuam como local de ligagcao
para a lacase. Um grama de nanofibrilas de celulose (base seca) foi adicionada
em 100 mL de solugdo 4,2 mg mL™" de periodato de sédio (NalOs; pH 6,1), e
mantida sob agitacdo, em banho-maria a 30 °C, durante 7 horas. Em seguida, a
celulose nanofibrilada foi lavada com 100 mL de &agua deionizada por

centrifugacao, a 5000 rpm e 15 minutos, por trés vezes.

IV.2.6. TEOR DE GRUPOS ALDEIDO GERADOS APOS OXIDAGAO

O teor de aldeido das fibras oxidadas foi determinado pela titulagao de
hidréxido sodio(NaOH) (WEI et al., 2016). Foi preparada 25 g de uma solugéo
de fibras oxidadas a 1% (massa), e uma solugdo de NaOH 0,1 M foi usada para
ajustar o pH a 5,0. Uma solugao de cloridrato de hidroxilamina (NH20H HCI) 0,05
g mL-" foi preparada e também ajustada para pH 5,0 usando NaOH 0,1 M. Em
seguida, 10 mL de solugdo de NH20H HCI foram adicionados a solugéo de fibras
oxidada, que foi colocada em um banho maria a 40 °C durante 4 h. A titulagéo
foi realizada usando NaOH 0,1 M, e o volume de NaOH consumido até atingir

pH 5,0 foi registrado. O teor de aldeidos foi calculado pela equagéao (F):

c.(Vv1-v2).162

Teor de aldeido (%) = M.1000

x100 (F)

Onde: C = concentragdo da solugdo de NaOH (mol L")
V1 = volume em mL da solugdo de NaOH gastos nas fibras oxidadas
V2 = volume em mL da solugdo de NaOH gastos nas fibras nao oxidadas

M = massa em g das fibras em base seca
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IV.2.7. IMOBILIZAGAO DE LACASE EM NANOFIBRILAS DE CELULOSE

Neste estudo a enzima lacase foi imobilizada em nanofibrilas de celulose
obtidas por desfibrilagdo mecanica, testes de imobilizacdo foram realizados em
suspensao e filmes de nanofibrilas, adaptando o método desenvolvido por
Sathishkumar et al., (2014) para de nanofibras de celulose obtidas por

eletrofiagéo.

Para os testes com suspensao de nanocelulose foi determinado o teor de
umidade da amostra e calculada uma massa de suspensao que continha 0,5 g
de nanocelulose em base seca. Para amostras de filmes foi utilizada uma area

de amostra que continha 0,5 g, apés secagem do filme a 60°C.

Um volume de lacase para 250 U foi determinado a partir da atividade

enzimatica determinada anteriormente.

O processo de imobilizagao da lacase (FIGURA 33) foi realizado pela
imersédo 0,5 g de nanofibrilas de celulose oxidadas em 25 mL de tampé&o de
acetato de sodio (100 mM; pH 5,5) contendo 250 U de lacase (solugéo inicial), a

mistura foi mantida a 30 °C e agitagao de 150 rpm por 30 min.

Apds 30 min, a mistura foi resfriada a 4 °C em refrigerador, por 2 h. Para
fixacdo da enzima foi realizada a adicao de 0,5 % (m/v) de glutaraldeido e a
amostra foi mantida por 12 h a 4 °C. Apds as 12h uma aliquota da solugéo final

da mistura foi coletada.

Para o processo de imobilizacdo em suspensdo de nanofibrilas foi
realizada trés lavagens do material imobilizado com tamp&o de acetato de sédio

(100 mM; pH 5,5) por centrifugacao a 5000 rpm por 15 min.

Para o processo de imobilizacao realizado em filmes as amostras foram

lavadas com jatos de tampéao de acetato de sodio (100 mM; pH 5,5).

Para recobrir os grupos aldeidos gerados na oxidagao que n&o reagiram
durante a imobilizag&o, foi realizada a imers&o da amostra em Tris-HCI (100 mM

pH 7) por 100 min. Na sequéncia o material imobilizado foi lavado novamente
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trés vezes com solugdo tampao de acetato de sodio (100 mM; pH 5,5) e estocado
em solugdo tampao a 4 °C para uso futuro (MAGALHAES et al., 2018).

Para caracterizagédo do processo de imobilizagdo uma aliquota da solugao
inicial (usada para a imobilizagdo) e uma aliquota da solugéo final (antes da
etapa de lavagem e imersdo em TrisHCI) foram coletadas e armazenadas a 4
°C

FIGURA 33 - PROCESSO DE IMOBILIZACAO DE LACASE EM NANOFIBRILAS DE
CELULOSE

y N,

0,5 g nanocelulose
25 mL tampdo
acetato de sodio

250 U lacase
9 comercial

* 30 minutos a 30°C 150 rpm
* 2horasa4°C

>
./V B
Adicdode 0,5% . gvernight a 4 °C
(m/v) de
glutaraldeido
b S

-
f

Lavagem com 1
tampdo acetatode - 3 x a 5.000 rpm por 15 minutos
sédio por
centrifugacio
SR = Bl _ _d

<
+ 100 mM
Imersioem Tris-HCl ¢+ pH7Y
* 100 minutos

- -
'/777\.
Lavageme = Centrifugagdo 3 x
armazenamento com 5.000 rpm 15 minutos
tampdo acetato de
sodio +  Armazenara4°C

4

FONTE: MAGALHAES et al. 2018

IV.2.8. CARACTERIZAGAO DA ENZIMA LACASE IMOBILIZADA

IV.2.8.1. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica da lacase nas solugbes de enzima livre (antes da
imobilizagdo) e nas imobilizadas, foi determinada utilizando ABTS 2,2’-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) 10 mM como substrato, a 30 °C, leitura
em espectrofotdmetro a 420 nm e 5 min de tempo de reagdo (MAGALHAES et

al.,, 2018). Para a amostra imobilizada em suspensdao de nanocelulose, as
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nanofibrilas foram diluidas em solugao tamp&o de acetato de sédio até o material
atingir fluidez adequada para ser pipetado, com concentragdo conhecida. Para
a imobilizagao realizada em filmes, a amostra foi cortada com area e massa

conhecida.

A atividade de lacase livre, tanto para solugao inicial quanto na solugao

final, foram determinadas pelo calculo da equagéo (A) em U.mL™":

mL

Atividade (l) =

Volume final (mL) xAbsorbancia xFator dilui¢io ( )

& (mM~1 cm~1)x Caminho 6ptico(cm) xVolume de amostra (mL)xTempo de reagio (min)

Onde volume final € o volume em mL preparado para leitura em

espectrofotdmetro.

O volume de amostra € o volume em mL da lacase livre utilizada para

leitura em espectrofotémetro.

O fator de diluicao € referente a diluicdo da lacase livre utilizada para

leitura em espectrofotébmetro.

Sendo o coeficiente de extingdo molar (¢) do ABTS a 420 nm = 36 mM-"

cm.

A atividade da lacase imobilizada em relagdo a massa de nanofibrilas de

celulose foi determinada a partir do calculo da equacgéo (G) em U.mg™":

Atividade (mlg) =

Volume final (mL)XAbsorbancia ( )
& (mM~1cm™1) xCaminho 6ptico (cm)XTempo de reagdo (min) X Massa de nanocelulose (mg)

Onde volume final € o volume em mL preparado para leitura em

espectrofotdmetro.
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Sendo o coeficiente de extingdo molar (¢) do ABTS a 420 nm = 36 mM—1

cm-1.

A massa de nanocelulose é referente a massa em mg de material

imobilizado utilizada na leitura em espectrofotémetro.

A atividade total disponivel para o procedimento de imobilizacdo em

fungdo da massa de nanocelulose utilizada foi calculada pela equagao (H):

Atividade lacase livre (%)XVolume de enzima (mL)

(H)

Atividade total disponivel =
Massa de nanocelulose (mg)

O volume de enzima é o volume total e, mL da enzima diluida em tampao

acetato de sddio utilizada no procedimento de imobilizagao.

A massa de nanocelulose é a massa em mg de nanofibrilas utilizada, tanto

no procedimento em suspensao como na imobilizagdo em filme.

O rendimento do processo de imobilizagéo foi calculado pela equagao (1)
(PEZZELLA et al., 2014; SOUZA et al., 2017):

Atividade imobilizada (mig)xmo (%)

Rendimento da imobilizagio (%) = T
Atividade total disponivel ( )

mg

O rendimento da imobilizacéo é razao da equacgao G e da equacéao H.

IV.2.8.2. TESTE DE VAZAMENTO

Para o teste de vazamento da enzima imobilizada em nanofibrilas, as
amostras foram mantidas em tampéao acetato de sodio pH 5,5 por 15 min a 30
°C sob agitagdo, em seguida a amostra foi filtrada em filtro (0,22 ym). Foi

determinada a atividade enzimatica presente na solugdo apés a filtragao, por
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método espectrofotométrico, conforme procedimento de determinacdo da

atividade enzimatica.

IV.2.8.3 CONCENTRAGAO DE PROTEINAS TOTAIS POR BRADFORD

A diferenga de proteinas totais nas solugdes iniciais e finais do processo
de imobilizagdo da enzima lacase em nanofibrilas permite quantificar as
proteinas imobilizadas e consequentemente a concentragcdo de enzima lacase

imobilizada.

Para quantificar as proteinas nas amostras de solucao inicial e solugao
final do processo de imobilizagao, foram adicionados em tubos de ensaio 0,25
mL de amostra e 2,5 mL do reagente de Bradford (Sigma-Aldrich). As
absorbancias das amostras foram determinadas no quinto minuto de incubacao
a 595 nm em espectrofotdmetro. Foi preparada uma curva analitica de albumina
bovina em seis concentragbes compreendidas entre 10 e 100 yg mL™", nas
mesmas condicbes do ensaio para as amostras (BRADFORD, 1976). As
concentragdes de proteinas foram calculadas a partir da curva analitica de

albumina.

IV.2.8. ESTUDO CINETICO

Os parametros cinéticos da equagao (B) de Michaelis-Menten (Km € Vmax),
foram determinados a partir das atividades enzimaticas da enzima imobilizada
usando ABTS como substrato na faixa de 0,025 -1 mM a 40 °C, em meio
reacional de tampao acetato de sédio pH 4,5. Os parametros cinéticos foram
calculados usando o gréfico de Lineweaver-Burk (LAURICHESSE; AVEROUS,
2014; SATHISHKUMAR et al., 2014).

__ Vmax [S]
V0= Gmish

(B)
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Vo — Velocidade inicial da reagao
Vmax — Velocidade maxima da reagéo (U mg™)
Km — Constante de Michaelis-Menten (mM)

[S] — Concentragao de substrato (mM)

IV.2.8.4. ESTABILIDADE OPERACIONAL DA ENZIMA IMOBILIZADA

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi avaliada pela
influéncia do pH e da temperatura na atividade enzimatica. Em cada combinacao
de pH e temperatura foram determinadas as atividades enzimaticas por leitura
em espectrofotdmetro a 420 nm e 5 min de tempo de reacéo, conforme calculo
da equacao (A). Foram calculadas as atividades enzimaticas variando os meios

reacionais entre pH 4,5 e 7,5 e faixa de temperatura de 40 °C a 80 °C.

A estabilidade operacional também foi avaliada pelo tempo apds o
procedimento de imobilizagdo. A atividade enzimatica foi acompanhada em 40

dias apo6s a imobilizagao.

IvV.2.8.5. CICLOS DE USO DA ENZIMA

Um dos principais objetivos da imobilizagdo enzimatica € poder recuperar

a enzima do meio reacional apds o processo de catalise (SOUZA et al., 2017).

Para avaliar o numero de repeticdes que o substrato celulésico contendo
lacase poderia ser reutilizado, foi avaliada a atividade da enzima apds cada ciclo
de reacgao. A atividade enzimatica foi determinada em meio reacional tampao
acetato de sédio pH 4,5, temperatura de 40 °C e 5 min de reagdo com substrato
ABTS e leitura em espectrofotometro a 420 nm. Apos cada leitura a nanocelulose

foi lavada trés vezes com 5 mL de tampao acetato de sodio pH 4,5 e 0 mesmo
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meétodo para realizacdo do ensaio de determinacdo da atividade enzimatica foi
repetido por 10 vezes (VILLELA, 2006).
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IV.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagcdo do preparado enzimatico comercial fornecido pela
Buckman — NZ51003, lacase de Myceliophthora thermophila, utilizado na
imobilizagao enzimatica, foi descrita no capitulo Il em 11.3.2. CARACTERIZACAO
DA ENZIMA LACASE.

IV.3.1. CARACTERIZAGAO DA POLPA CELULOSICA BRANQUEADA

A polpa celuldésica branqueada de eucalipto utilizada no processo de
obtencdo de nancfibrilas para imobilizacdo enzimatica apresentou umidade
média de 8,2%, e teor médio de 0,7% de lignina insoluvel em acido e 0,5% de

cinzas ambos em base seca.

O teor médio de acucares da polpa é apresentado na TABELA 10.

TABELA 10 TEOR MEDIO DE AGUCARES DA POLPA CELULOSICA UTILIZADA NA
IMOBILIZAGAO DA ENZIMA LACASE

Glucana (mg g') Xilana (mg g”)

Polpa celuldsica de
774122 159+1
eucalipto

Por se tratar de uma polpa celulésica proveniente de uma folhosa as
heteroxilanas foram as fragdes tipicas de hemiceluloses encontradas. O alto teor
de glucanas deve-se principalmente a hidrélise da celulose (CARVALHO et al.,
2009).

IV.3.2. OBTENGCAO DE NANOFIBRILAS DE CELULOSE
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As nanofibrilas de celulose vegetal utilizadas como substrato no processo
de imobilizagdo enzimatica foram obtidas pelo método de desfibrilacdo mecanica
em moinho Super Masscoloider Masuko Sangyo (FIGURA 32), onde se obteve

uma suspenséao de nanofibrilas com teor de 3 % (FIGURA 34).

FIGURA 34 SUSPENSAO DE NANOFIBRILAS DE CELULOSE

FONTE: MAGALHAES et al. 2018.

De modo geral, um suporte ideal para imobilizacdo deve apresentar:
elevada area superficial, permeabilidade, estabilidade quimica e mecanica sob
as condi¢des operacionais, custo viavel, morfologia e composi¢cdo adequadas,
resisténcia ao ataque microbiano, alta densidade de grupos reativos presentes
em sua superficie. Polimeros naturais vém se destacando no campo da
imobilizacdo de biocatalisadores, pelo baixo custo e por serem facilmente
degradaveis, ndo causando danos ao meio ambiente (SOUZA et al., 2017).
Neste contexto a nanocelulose apresenta alto potencial como suporte para

imobilizagdo enzimatica.

IV.3.3. OXIDAGAO DAS NANOFIBRILAS DE CELULOSE

Devido a sua estrutura a celulose é sensivel a varios reagentes oxidantes.
A estrutura quimica da celulose ¢ alterada de modo que os grupos hidroxila sdo
oxidados na estrutura para aldeido. Os periodatos, como oxidantes especificos,

oxidam os grupos hidroxila em C-2 e C-3 em uma unidade de anidroglucose de
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celulose, formando assim dois grupos aldeido, como mostrado na FIGURA 35
(WEl et al., 2016).

FIGURA 35- CELULOSE OXIDADA POR PERIODATO

OH OH OH
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FONTE: WEI et al.(2016).

O teor de aldeidos da suspensdao de nanocelulose oxidada foi
determinado conforme a equacdo de Wei et al. (2016), sendo que o valor
encontrado foi de 19,6%. Com a oxidacdo da nanocelulose e a formacao de
grupos aldeidos, a imobilizagado da enzima ocorre por ligagao covalente, onde o
grupamento amina da enzima liga-se ao carbono do aldeido, conforme FIGURA
36 (LEE et al., 2010; SOUZA et al., 2017).
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FIGURA 36 - LIGACAO COVALENTE DA ENZIMA LACASE COM O GRUPO ALDEIDO DA
CELULOSE

s

NH, -als— NH;

NANOFIBRILA
DE CELULOSE

FONTE: Adaptado de LEE et al. (2010).

A ligacéo covalente é o método de imobilizagdo mais efetivo em termos
de estabilizagdo térmica e operacional das enzimas. As principais vantagens
desse método residem em maior resisténcia do biocatalisador quanto a variagao

de pH, temperatura e incubagdo em solventes organicos (SOUZA et al., 2017).

IV.3.4. TESTES PRELIMINARES DE IMOBILIZAGAO COM A LACASE AZUL

Testes preliminares de imobilizacado foram realizados com a LAA, cedida
por empresa biotecnoldgica. O teste inicial de imobilizagcdo foi realizado em
filmes de nanocelulose obtidos por filtragdo conforme descrito no tépico IV.2.4
OBTENCAO DE FILMES DE NANOCELULOSE, mostrado na FIGURA 37A.
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FIGURA 37 - A) FILME DE NANOCELULOSE B) MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA DO FILME DE NANOCELULOSE

FONTE: A) O autor B) Adaptado de Magalhaes et al. (2018)

A LAA com atividade enzimatica de 913 U mL"' em pH 5,5 e 30 °C, foi
imobilizada em filmes de nanocelulose de eucalipto, porém o rendimento obtido
foi de 4,2%. Acredita-se que baixo rendimento é devido a falta de porosidade do
filme (FIGURA 37B) e consequentemente menor area superficial para

imobilizacdo da enzima.

Posteriormente foram realizados testes de imobilizagdo da enzima LAA
na suspensdo de nanocelulose, os quais resultaram em rendimentos

satisfatorios conforme TABELA 11.

TABELA 11- ATIVIDADE ENZIMATICA E RENDIMENTO DOS TESTES PRELIMINARES COM
LAA EM SUSPENSAO DE NANOCELULOSE

Amostra Resultado

ST »
Solugéo inicial 76U mL

. e 4
Solugao final 08U mL

Lacase imobilizada -1
em nanofibrilas 0,27 U mg

Rendimento da

} e 83 %
imobilizacao

Os resultados de imobilizagdo na suspensdo de nanocelulose

apresentaram rendimentos acima de 80 %, valor superior ao encontrado para
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imobilizagdo nos filmes de nanocelulose. A maior area superficial das
nanofibrilas dispersas na suspensdo permite uma maior area para ligagao
covalente com a enzima. Baseado nos testes preliminares os testes de
imobilizagdo foram padronizados para serem realizados na suspensao de
nanofibras. Por se tratar de preparado enzimatico (LAA) envolvido em processo
de analise de patenteabilidade, ndo possuirmos informagdes deste produto e ndo
estar disponivel para comercializagdo os testes seguiram com preparado
enzimatico comercial da Buckman - NZ51003, lacase de Myceliophthora

thermophila.

IV.3.5. IMOBILIZAGAO DA ENZIMA LACASE EM NANOFIBRILAS DE
CELULOSE

A adaptagao na metodologia de imobilizagdo baseada em Sathishkumar
et al. (2014) ocorre na mudanca da celulose utilizada. A literatura utiliza a
celulose obtida por eletrofiagdo e no projeto empregamos a celulose desfibrilada
por processo mecanico. A celulose utilizada é do tipo | (nativa) e a da literatura
€ do polimorfo do tipo Il. A celulose nativa quando submetida a tratamentos
térmicos ou quimicos pode resultar em diferentes polimorfos de celulose (1, 1, IlI,
V), ou seja, ocorrem alteragcbes nas dimensbes da cela unitaria e
consequentemente na estrutura cristalina (DE JESUS SILVA; D’ALMEIDA,
2009). Todavia, a morfologia de ambos os tipos de celulose, analisadas por

microscopia eletrénica de varredura e transmissao sao similares.

Para analisar o processo de imobilizacgdo em nanofibrilas foram
determinadas as atividades das solugbes iniciais (antes da imobilizagdo),
solugdes finais (apds imobilizacdo) e da enzima imobilizada em celulose,
conforme TABELA 12.

TABELA 12- ATIVIDADE ENZIMATICA E RENDIMENTO DURANTE O PROCESSO DE
IMOBILIZACAO DA LACASE

Amostra Resultado
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Solugéo inicial 215+ 3 U mL™*
Solucgao final 37 +£0,4 U mL"
Atividade total disponivel 0,43 +£0,12 U mg"*
Lacase imobilizada em nanocelulose 0,38 £ 0,10 U mg™*
Rendimento da imobilizac&o 88+2%
Rendimento tedrico pela diferenga da 83+1,82%

solugéo inicial e solugéo final

A reducéao na atividade apresentada pela solucao final indica a auséncia
da enzima comparada a solugéo inicial, ou seja, durante o processo a lacase
permaneceu imobilizada nas nanofibrilas de celulose, o que é confirmado pela

atividade apresentada na amostra de celulose.

Analisando a lacase imobilizada em celulose nanoestruturada (FIGURA
38), foi calculada a atividade enzimatica em 0,38 U mg' de substrato,
considerando a massa de nanocelulose utilizada no processo. O rendimento da
imobilizagdo determinado a partir da atividade total disponivel foi de 88 %
semelhante ao rendimento de 88 % encontrado por Sathishkumar et al., (2014),
para filmes de nanofibrilas de celulose obtidas por eletrofiagdo imobilizados com
lacase de Pleurotus florida. Considerando a diferenca das atividades medidas
para a solucao de lacase livre antes e apds a imobilizagao, foi possivel estimar
o rendimento de imobilizacdo de 83 * 1,82%. A diferenga nos valores de
rendimento encontrados deve-se aos erros analiticos do procedimento
considerando a diluicdo de nanoestruturas, a determinagéo de atividade de um
catalisador bioldgico o qual apresenta alta sensibilidade além da possivel perda
de atividade da enzima durante o processo. Para confirmar a imobilizacdo da

estrutura da enzima o teste de proteinas Bradford foi realizado.
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FIGURA 38 LACASE IMOBILIZADA EM NANOFIBRILAS DE CELULOSE

FONTE: MAGALHAES et al. 2018

A eficiéncia da imobilizagdo depende principalmente da natureza do
suporte, das técnicas utilizadas para imobilizagdo, e a interagédo de ligagao entre
a enzima e o suporte (SATHISHKUMAR et al., 2014).

IV.3.6. CONCENTRAGAO DE PROTEINAS TOTAIS - BRADFORD

A quantificagcdo da diferenca de proteinas totais nas solug¢des iniciais e
finais do processo de imobilizacdo da enzima lacase em nanofibrilas permite
determinar a atividade enzimatica imobilizada, uma vez que a estrutura da
enzima é uma proteina (SOUZA et al., 2017). Para isso obteve-se uma curva
analitica de proteina padrao utilizando o reagente de Bradford, apresentada na
FIGURA 39 (BRADFORD, 1976).
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FIGURA 39 - CURVA ANALITICA DE PROTEINAS TOTAIS POR BRADFORD

0,9+

] = Curva analitica y =0,0025x + 0,526
0,8 — Equacéo linear R% = 0,9451

1 ]
0,7 1

0,6

Abs

0,2

0,1+

0,0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Concentragéo (ug.mL™)

A partir da curva de calibragéo por regressao linear foi possivel calcular a
concentracdo de proteinas nas solugdes iniciais e finais do processo de
imobilizagdo e assim determinar o rendimento de proteinas imobilizadas,

conforme apresentado na TABELA 13.

TABELA 13 - CONCENTRAGAO DE PROTEiNAS TOTAIS DAS SOLUGCOES DO PROCESSO
DE IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Amostra Concentracao de proteinas
Solugéo inicial 208 £ 10 pg mL-!
Solucgao final 22 +7 ug mL!
Rendimento 8516 %

A diferenca determinada nos valores de concentragao de proteinas nas
solugdes iniciais e finais comprova a imobilizagdo da enzima na estrutura de
celulose, uma vez que a estrutura possui ligagbes peptidicas. Assim o
rendimento da imobilizacao calculado pela concentragao de proteina foi de 85 *

6%, valor proximo ao rendimento determinado pela atividade enzimatica de 88 +
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2%. Ou seja, este resultado corrobora com os resultados positivos de

imobilizagdo determinados pelo método da atividade enzimatica.

IV.3.7. ESTUDO CINETICO

O efeito da concentragdo do substrato sobre a atividade enzimatica
imobilizada foi avaliado sob as mesmas condi¢gdes de reacdes da lacase livre,
variando a concentracdo do substrato ABTS. O grafico de Lineweaver-Burk
(FIGURA 40), foi usado para determinar os parametros cinéticos Km € Vmax
(TABELA 14).

FIGURA 40 - GRAFICO DE LINEWEAVER-BURK DA ENZIMA IMOBILIZADA
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TABELA 14 - PARAMETROS CINETICOS DA LACASE IMOBILIZADA

Amostra Km (mM) Vmax (U mg™)

Lacase imobilizada 0,07 0,01
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A atividade catalitica da lacase ao interagir com um substrato pode ser
explicada pelos parametros cinéticos Km € Vmax. O valor de Km da enzima
imobilizada foi maior que o Km da enzima livre (0,3 mM), indicando menor
afinidade da enzima imobilizada em relagao a lacase livre em meio reacional
contendo apenas tampéao acetato de sddio pH 4,5. Uma menor afinidade com o
substrato em uma enzima imobilizada pode ser causada por limitagbes como
menor acessibilidade do substrato ao local ativo (SAMPAIO et al., 2016). Além
disso, a velocidade maxima da reacéao foi determinada em relacédo a massa de
nanocelulose contendo enzima imobilizada, obtendo um valor de 0,01 U mg-,
sendo menor em relagao a lacase livre sugerindo também uma menor afinidade

pelo substrato.

IV.3.8. TESTE DE VAZAMENTO

Para verificar a eficiéncia da imobilizacdo, alguns testes de vazamento
foram realizados para verificar se a atividade deerminada era de fato proveniente
da enzima imobilizada e ndo de um arraste da solugdo enzimatica. As
nanofibrilas foram incubadas em tampao acetato de sodio e, apds foi adicionado
ABTS nas solugdes e a atividade enzimatica foi determinada por espectrometria.
As amostras filtradas para o teste de vazamento ndo apresentaram valores de
absorbancia, portanto foi possivel concluir que a enzima foi imobilizada nas
nanofibrilas de celulose, descartando resultados devido arraste de solugao

enzimatica.

IV.3.9. ESTABILIDADE OPERACIONAL

A estabilidade operacional foi determinada através da atividade
enzimatica calculada pelo método espectrométrico com ABTS, em diferentes

temperaturas e pHs, conforme apresentada na FIGURA 41.
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FIGURA 41 - ATIVIDADE RELATIVA DA ENZIMA IMOBILIZADA EM DIFERENTES MEIOS DE
pH E TEMPERATURA
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A enzima imobilizada apresentou maior atividade em pH 4,5 e
temperatura de 40 °C, entretanto a maior variagdo da atividade enzimatica
acontece no mesmo pH na temperatura de 60 °C, onde a atividade reduz para
5%. Comparada a enzima livre a estabilidade operacional da enzima imobilizada
€ menor nos pHs 4,5 e 5,5. Entretanto no pH 7,5 ocorreu um aumento da
atividade relativa em relacdo a enzima livre, ou seja, a imobilizagado conferiu

maior estabilidade a enzima em pH alcalino.

A estabilidade também foi avaliada pelo fator tempo apés o processo de
imobilizagdo. O acompanhamento foi realizado até 40 dias apds o procedimento

de imobilizacdo, conforme curva apresentada na FIGURA 42.
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FIGURA 42 - ATIVIDADE RELATIVA DA ENZIMA IMOBILIZADA AO LONGO DO TEMPO
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Apds o 5° dia do processo da imobilizagao a atividade enzimatica reduz
para 56% da atividade inicial. Portanto a utilizagdo e reutilizacdo da enzima
imobilizada torna-se mais indicada nos primeiros cinco dias para maior eficiéncia
do processo. Entretanto, até o 40° dia a enzima imobilizada ainda apresentou
17% da atividade inicial. Apesar da reducao da atividade, pode ser utilizada para
catalises enzimaticas, neste caso sendo necessaria a corregdo da massa

aplicada em relagao a atividade enzimatica apresentada.

IV.3.10. CICLOS DE USO DA ENZIMA

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi avaliada em ciclos
oxidativos consecutivos utilizando o ABTS como substrato. A atividade relativa

da enzima foi calculada para cada ciclo de uso conforme FIGURA 43.
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FIGURA 43 - ATIVIDADE RELATIVA DA ENZIMA IMOBILIZADA EM CICLOS DE USO
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Apos cinco ciclos de uso a atividade relativa da enzima foi de apenas 8%
em relagao a atividade inicial. Sathishkumar et al. (2014) determinou atividade
relativa de 67% apo6s 10 ciclos consecutivos, para imobilizagcdo da lacase em
nanofibras de celulose obtidas por eletrofiacdo. O que sugere que o processo de
imobilizagdo conferiu baixo valor de estabilidade operacional a lacase
imobilizada. Resultados semelhantes foram obtidos por Pacheco e Soares
(2014), que encontraram atividade relativa de 2,25% apds cinco ciclos de uso da
lacase imobilizada em quitosana. Os fatores que podem limitar a atividade da
enzima em reciclos sdo o desprendimento da enzima da nanocelulose, perda do
suporte no processo de reciclo ou desnaturacdo da enzima (PACHECO;
SOARES, 2014). Entretanto, em relagdo a lacase livre, a qual é utilizada apenas
uma vez e nao pode ser recuperada do meio reacional, a lacase imobilizada em
nanocelulose apesar da reducédo da atividade relativa pode ser recuperada e
reutilizada até 4 vezes (22 % de atividade relativa) com a devida corregéo da

massa aplicada na reagao a partir da atividade apresentada.
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IV.4. CONCLUSAO

Neste capitulo avaliamos a eficiéncia da imobilizagdo da enzima lacase
em nanofibrilas de celulose obtidas por desfibrilagdo mecanica. Os testes
preliminares mostraram que a eficiéncia de imobilizagdo em filmes de celulose é
baixa, provavelmente devido a falta de porosidade dos filmes. Ja a imobilizagao

direta nas nanofibrilas em suspensao apresenta rendimento acima de 80%.

Os testes de quantificacdo de proteina corroboram com os valores de
imobilizagdo encontrados pelo método da atividade enzimatica. Os resultados
das anadlises de vazamento garantem o processo de imobilizagdo da enzima,

descartando falsos positivos por arraste da enzima.

Nos testes de estabilidade operacional apds o quinto dia do processo da
imobilizagdo a atividade enzimatica reduziu para 56 % da atividade inicial. No
estudo cinético, concluimos que a enzima imobilizada apresentou menor
afinidade pelo substrato em relagéo a lacase livre no meio reacional contendo
apenas tampao acetato de sodio pH 4,5. Sugerindo que o processo de

imobilizagdo nado conferiu satisfatoria estabilidade operacional a lacase

imobilizada.

Em relacdo ao reuso da enzima imobilizada, apds cinco ciclos de uso a
atividade relativa da enzima foi quase nula. Entretanto, em relac&o a lacase livre,
a qual é utilizada apenas uma vez e nao pode ser recuperada do meio reacional,
a lacase imobilizada em nanocelulose apesar da reducao da atividade pode ser
recuperada e reutilizada até 4 vezes com a devida correcdo da massa aplicada

na reagao a partir da atividade apresentada.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Em resumo, o processo de oligomerizagédo da lignina Kraft, por meio da
catalise enzimatica em meio etandlico, € capaz de gerar um conjunto de
moléculas de maior massa molar que o material de origem, apresentando maior
propor¢gdo de unidades G. A variagcdo na estrutura quimica gera novas
possibilidades de aplicagdo de acordo com as novas caracteristicas. Uma das
aplicagdes propostas para as ligninas de maiores massas moleculares foi como
fotoprotetoras. As amostras de ligninas testadas para viabilidade celular, n&o
resultaram em irritacdo cutdnea e ndo houve absorgéo das ligninas em nenhuma
das camadas da epiderme. Assim, apresentando potencial para aplicagdes com
foco em produtos para a saude humana. Entretanto, as ligninas de maior Mw
obtidas nao solubilizaram em diversos solventes dificultando a caracterizacéo do
material, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas combinadas como GPC,
TGA, DSC e PY-GC/MS.

A imobilizagdo da enzima lacase em filmes de celulose apresentou baixo
rendimento, provavelmente devido a falta de porosidade dos filmes. Ja a
imobilizagao direta nas nanofibrilas em suspensao apresentou rendimento acima
de 80%. No entanto, avaliando o estudo cinético, concluimos que a enzima
imobilizada apresentou menor afinidade pelo substrato em relacéo a lacase livre,
sugerindo que o processo de imobilizacdo ndo conferiu satisfatoria estabilidade
operacional a lacase imobilizada. A enzima imobilizada apresentou atividade
relativa quase nula apds cinco ciclos de uso. Apesar do pequeno numero de
ciclos, a enzima imobilizada ainda apresenta a vantagem do reuso em relacéo a
lacase livre, a qual € utilizada apenas uma vez e nédo pode ser recuperada do

meio reacional.

Baseado nesse estudo e na literatura recente, faz-se necessario dar
continuidade ao estudo da acido da enzima lacase na estrutura da lignina e seus
produtos obtidos, especialmente por se tratar de um composto biolégico e uma
estrutura altamente complexa (lignina) que ndo possuem uma cinética de reagéo

bem consolidada.
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