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RESUMO - Este trabalho objetiva utilizar residuo de abacaxi (Ananas comosus) como
suporte de imobilizacéo de lipase. Para isso foi caracterizado quimicamente (NREL) e
morfologicamente (MEV e DRX). A biomassa "in natura" e submetida a diferentes
tratamentos, alcalino e organosolv, foram avaliadas para imobilizacdo da enzima lipase
por adsorgéo fisica. O residuo apresenta 35% de celulose, 25% de hemicelulose, 5% de
lignina, 19% de extrativos e 4% de cinzas. A morfologia demostrou exposi¢io dos poros
no material tratado, e aumento no indice de Cristalinidade (Ic). Seu melhor
carregamento foi de 0,35 g de enzima com melhor atividade relativa (110U/g.enzima
imobilizada) a pH 7 em 50°C para a biomassa in natura e 60°C para a biomassa tratada.
Os valores dos parametros cinéticos de Michaelis-Menten para os biocatalizadores
imobilizados foram Km = 158 mM e Vmax = 3333,3 U/g (in natura); Km = 169,8 mM e
Vmax = 1111,1 U/g (extracdo alcalina); e, Km = 222 mM e Vmax = 2500 U/g
(organosolv).

1. INTRODUCAO

Utilizando-se de diferentes técnicas, as refinarias de lignocelulose se destacam por fracionar a
biomassa rica em lignoceluldsicos para a producdo de correntes intermediarias de celulose,
hemicelulose e lignina (Cherubini & Stromman, 2011). Neste contexto o Brasil se encontra em uma
posicdo privilegiada para assumir a lideranca no aproveitamento integral das biomassas pelo fato de
possuir a maior biodiversidade do planeta (Quimica Verde do Brasil, 2010). Uma das industrias
produtora de biomassa lignocelulosica, € a de processamento de fruta, onde o Brasil se destaca por ter
sido o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas. Nesse cenario, a Regido Nordeste vem se
destacando, apresentando um aumento no numero de agroindustrias instaladas por toda a regido,
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gerando um incremento na producdo de residuos agroindustriais. Dentre os Estado nordestinos,
Sergipe, assume um importante papel por ser o maior produtor de frutas do pais, sendo destaque os
municipios de Indiaroba, Barra dos Coqueiros, Pirambu, Itaporanga e Estancia (Silva Junior, 2004;
IBRAF, 2015).

A biomassa lignocelulésica, pode ser usada como suporte para imobilizacdo enzimatica.
Embora as enzimas tém excelentes caracteristicas para a concepcao de processos de sintese, 0s seus
pedidos de processos de producdo industrial foram amplamente negligenciados até surgirem os
recentes avangos na biotecnologia moderna (Miletic et al., 2012). Dentro desse contexto, as demandas
atuais das industrias de biotecnologia do mundo estdo na busca de novas técnicas tendo em vista, o
aumento da vida util enzimatica uma vez que, esses requisitos sdo essenciais para facilitar a
preparacdo em grande escala de forma econémica. A Imobilizacdo da enzima proporciona uma
excelente base para o aumento da disponibilidade da mesma para o substrato com maior volume ao
longo de um periodo de tempo consideravel (Datta et al., 2013). Por isso, torna-se importante destacar
a utilizacdo dos materiais lignocelulésicos como suporte para imobilizacdo de enzimas, 0s quais
constituem uma das classes mais amplamente utilizadas de suportes naturais (D’Souza & Godbole,
2012). Alguns trabalhos relatam a possibilidade da utilizacdo de residuo de algodao, girassol, milho,
cana-de-acuUcar, entre outros para este fim. Lv et al. (2013), estudando as caracteristicas do centro do
talo do milho (CAM) tratados com glicol e hidréxido de sédio (NaOH) a 2% (p/p), concluiram, que
CAM tem uma melhor atividade relativa ap6s imobilizacéo.

Dessa forma, em virtude da importancia biotecnolégica atribuida a enzimas imobilizadas
em suportes lignocelulésicos, este trabalho propde a utilizacdo de residuo de abacaxi (Ananas
comosus L. Merril) para elaboragdo de suporte para imobilizacdo de lipase.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Residuo do processamento de Abacaxi (Ananas comosus L. Merril) e
Enzima.

As amostras da coroa do abacaxi (A. comosus) usadas como matéria-prima neste trabalho
foram obtidas de processamento da fruta na Central de Abastecimento S.A. (CEASA) do estado
de Sergipe. Os residuos foram moidos e posteriormente, peneirados obtencdo e controle de
granulometria.

As enzimas lipase de Burkholderia cepacia - LPS (30.000 U/g), comercializadas pela
Amano (Amano Europe Enzyme Ltda., UK), foram utilizadas como agente enzimatico.

Caracterizacdo Quimica do Residuo In Natura: A composi¢ao da matéria-prima ndo tratada
e tratada foi determinada de acordo com os métodos analiticos preconizados pela National
Renewable Energy Laboratory (NREL) para caracterizagdo de biomassa quanto ao teor de
carboidratos e lignina. O liquido de hidrolise foi analisadas quanto ao teor de agicar e em
um cromatoégrafo liquido acoplado ao detector de indice de refracdo (RID-10A).
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Caracterizacdo Morfologica do Residuo In Natura: Para a caracterizagdo da morfologia,
microfotografias foram tiradas em um microscépio eletrénico de varredura modelo (MEV)
JEOL JSM5310 utilizando elétrons secundarios, sendo coberta por uma fina camada de ouro.
Caracterizacdo Estrutural do Residuo In Natura: Para observar as regides amorfas e
cristalinas do material lignocelulosico in natura, bem como depois do tratamento, as
amostras foram caracterizadas por Difracdo de Raio X (DRX), em difratdbmetro Shimadzu
modelo XDR-6000, com a fonte de radiacdo CukK, Tensdao 40 kV, corrente de 40 mA,
digitalizacao 0,05 (26/5s) com radiacdo fonte CuK variando 26 entre 10 e 90°. Os indices de
cristalinidade foram calculados a partir do grau de cristalinidade obtida a partir da analise
de DRX de acordo com o modelo empirico de Segal et al. 1959).

2.2. Tratamentos dos Residuos

Pré-tratamentos, extracdo alcalina e organosolv, foram avaliados visando a extracdo
da lignina e hemiceluloses do residuo de abacaxi, visando o preparo de suportes alternativos
para a imobilizacdo enzimatica.

Extracdo Alcalina: Amostras de 2 g de residuo seco e moido, foram tratadas com 100 mL de
solucdo NaOH (0,25 — 1,0 mol/L) a temperatura de 55°C por 1h. Apos esse tempo, a amostra foi
acidificada para pH igual a 7,0 (pela adicdo de &cido acético), filtrada e guardada para analise
posterior

Organosolv: Inicialmente, pesou-se 1,0 g da amostra seca em um cartucho de extracdo, o qual foi
inserido no tubo de extracdo do soxhlet. A amostra foi submetida a extracdo, utilizando
aproximadamente 200 mL de &lcool etilico EtOH em cada baldo. A extracdo foi mantida até
desaparecimento total da coloracdo. Finalizada a extracdo, os solidos foram transferidos, tdo
guantitativamente quanto possivel, para um funil de Buchner, lavados com aproximadamente 100
mL de etanol, filtrados a vacuo e secos em estufa a 105°C até massa constante.

2.3. ImobilizacGes da Lipase por Adsorcdo Fisica em Residuo de Abacaxi

O procedimento de imobilizacdo da lipase Burkholderia cepacia por adsor¢do fisica no
suporte consistiu do contato de 10mL da solucdo enzimatica aquosa com 1g de suporte, por um
periodo de 24 h a 4°C em meio organico. Para determinar a quantidade o6tima da lipase
Burkholderia cepacia para a imobilizacao, estudou-se o efeito de vérias proporcGes de enzima
(0,10, 0,15, 0,225, 0,3, 0,375, e 0,45 g) na preparacdo da solucdo enzimaética.

Determinacdo da Atividade Hidrolitica: A atividade hidrolitica da enzima livre e imobilizada foi
determinada por meio de hidrolise descrito por Soares et al., (1999). O substrato foi preparado
pela emulsdo de 50mL de azeite de oliva e 50mL de goma ardbica a 7% (p/v). A reacdo
enzimatica é formada por 5mL de substrato, 2 mL de solucdo tampé&o fosfato de sodio (0,1M, pH
7,0) e 1 mL da solugéo enzimética diluida em tampdo (0,1 g/mL) ou 0,1 g de enzima imobilizada.
A temperatura da reagdo foi mantida a 50°C em banho termostatico por 10min para o
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biocatalisador imobilizado ou 5 min para enzima livre, sob agitacdo constante de cerca de 80
rpm. Apds esse periodo, a reacdo foi interrompida para determinacdo da atividade lipolitica. Os
acidos graxos liberados foram titulados com solucdo de KOH 0,03 M, utilizando fenolftaleina
como indicador.

Rendimento de imobilizacdo e Atividade recuperada

Rendimento de imobilizacdo (R) pode ser definido como a quantidade de enzima
teoricamente imobilizada. Enquanto que, a atividade recuperada é a relagcdo que mostra quanto
das enzimas teoricamente imobilizadas, permanecem ativas. E uma avaliacio desses parametros
que indicara quais as melhores condicdes de imobilizacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo Quimica do Residuo In Natura

Apds caracterizacdo observou-se que os agucares hemiceluldsicos representam cerca de 25,4%
+ 1,3 do residuo, sendo a galactose o principal aglcar (44%). Celulose (como glicose) e o teor de
lignina (34,6% £ 0,9 e 5,14% =+ 0,03, respectivamente) estdo na faixa relatada por outros autores, em
estudos realizados com residuos (RAUL et al., 2013).

A soma dos componentes atingiu cerca de 90% para o residuo, o que se deve a nao
quantificacdo de outros compostos presentes no material, tais como os &cidos urbnicos e
compostos inibidores fruto da alta temperatura e da acidificacdo no processo de hidrolise.

E importante ressaltar, que diferencas na composicdo podem ser parcialmente atribuidas a
diferencas na variedade da planta, clima, solo, disponibilidade de agua, métodos de plantio entre
outros fatores, que acabam por fazer com que, plantas da mesma espécie apresentem
composicdes diferentes (RAUL et al., 2013).

3.2. Tratamentos dos Residuos

Visando a remocéo das hemiceluloses para obtencdo de um suporte organico natural que
propicie melhores condi¢cdes para a imobilizacdo de enzimas, os residuos de caule do abacaxi
foram tratados por extracdo alcalina e organosolv como podem ser visualizados nas figuras 1 e 2
para remocao parcial das hemiceluloses.
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Figura 1 —percentual de celulose e Figura 2 — percentual de celulose e hemicelulose
hemicelulose removidos apds o tratamento removidos apds o tratamento organosolv.
extracdo alcalina.

Analisando os resultados obtidos é possivel observar um comportamento de extracdo de
hemiceluloses bastante associado ao aumento da concentracdo alcalina no processo no tempo
estudado, ou seja, com o aumento da concentracdo de NaOH ocorreu também um aumento na
extracdo das hemiceluloses chegando a de 88% no tempo estudado (1h).

Estes resultados, perfis de comportamento, estdo de acordo com os descritos na literatura
(MCINTOSH E VANCOV, 2010; ASGHER et al., 2013).

Kataria e Ghosh et al. (2014), avaliaram o efeito do pré-tratamento alcalino com NaOH
0,5, 1,0, 1,5, e 2% m/v) em diferentes tempos (30, 60, 90 e 120 min) a 121°C, na producdo de
acucares redutores e observaram que a alta concentracdo de NaOH ¢ favoravel para a
solubilizacdo méaxima de holoceluloses. O melhor resultado foi obtido com solu¢do de NaOH
(2,0%) durante 90 min a 121 °C, que resultou em aproximadamente 70 % remocdo de
holocelulose.

Além da remocdo de hemicelulose, neste estudo, foi possivel observar que houve,
também, remoc&o de celulose o que indica uma provavel degradacgdo da celulose. Contudo, estes
valores ficaram na faixa de 6%, indicando, portanto, baixa. Esta informacédo precisa ser levada
em consideracdo ao escolher a melhor condicdo de processo em virtude da necessidade da
celulose para a imobilizacdo da enzima.

O percentual de deslignificagdo do residuo oriundo de material lignocelulésico, pelo
método organosolv pode ser visualizado na figura 2. Observou-se que ap0s a exposicdo do
material in natura aos dois solventes utilizados, o etanol (EtOH) se mostrou mais eficiente na
retirada da lignina do material. Esse perfil se deve a polaridade do solvente, devido a natureza do
material lignoceluldsico favorecer a acdo de um solvente de menor polaridade. Alguns autores
relatam a eficiéncia do método organosolv no processo de deslignificacdo de material
lignoceluldsico. Yanez et al., 2014 estudou o efeito de diversos solventes de diferentes
polaridades na lignina de Eucalyptus globulus, e constatou o efeito desorganizador da fibra
através de técnicas de microscopia eletronica, Infra Vermelho por Transformadora de Fourrier e
Ressonancia Magnética Nuclear.

Caracterizacdo Morfoldgica do Residuo In Natura

A microscopia eletrdnica de varredura é uma técnica capaz de produzir imagens da
superficie da amostra com alta resolugdo. Logo, essa técnica foi empregada com o intuito de
verificar as alteracfes morfologicas causadas pelos tratamentos aplicados (organosolv e extragdo
alcalina) (Figura 3).

A superficie da matéria-prima in natura é homogénea, lisa e uniforme sem qualquer
estrutura porosa (Figura 3A). Entretanto, nos materiais tratados seja por organosolv (Figura 3B)
ou extracdo alcalina (Figura 3C), observa-se uma superficie irregular, com cavidades completas o
que indica que a superficie das fibras individuais foi drasticamente alterada. Acredita-se que esse
tipo de ruptura da superficie da parede celular ou um aumento visivel de porosidade, aumenta a
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area superficial especifica do suporte, o que contribuiu para a imobilizacdo de enzimas (YAN et.
al., 2012).

Figura 3 - Microscopia eletrénica de varredura do residuo de caule do abacaxi in natura (A),
tratado pelo método organosolv (B) e por extracdo alcalina (C) (magnitude 500X).

Além disso, é possivel observar, tal como descrito na literatura, que o tratamento, causa
desorganizacdo no complexo lignoceluldsico alterando a resisténcia do material, por conta da
quebra da estrutura da lignina (Figura 3B e C) (MOOD et al., 2013; BEHERA et al., 2014).

Caracterizacdo Estrutural do Residuo In Natura:

O Indice de Cristalinidade (Ic) das amostras in natura, tratadas e da celulose pode ser visto
na figura 4, onde observa-se que os tratamentos organosolv sdo mais eficientes que os extracao
alcalina, pois sdo 0s que apresentam maiores indices de cristalinidade. Dentre os solventes
utilizados o etanol (EtOH) foi o que obteve o maior indice de cristalinidade (60%) comparado aos
outros demonstrando ser o mais eficiente dentre todos os solventes testados. Este resultado sugere
que o tratamento organosolv conserva melhor a organizagdo das fibras de celulose. Quando
calcula-se os Ic para o tratamento extracdo alcalina observa-se que quanto maior a concentracdo
do hidréxido de sédio menor o Ic sugerindo uma maior desorganizacdo da fibra.
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Figura 4 — Indice de cristalinidade da celulose e do residuo in natura e tratado pelos
diferentes processos.
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Enzinne et al., (2014) relataram experiéncias realizadas com celulose confirmou que a
celulose recuperada mantém largamente a sua estrutura de cristal de celulose-I devido a baixa
solubilidade da celulose.

3.3. Imobilizacdes da Lipase por Adsorcdo Fisica em Residuo de Abacaxi

Determinacdo da Atividade Hidrolitica

Neste trabalho o carregamento de enzima foi analisado variando a relagdo enzima/suporte e
verificando a atividade relativa e o rendimento de imobilizacdo baseados na atividade por grama
de enzima imobilizada.

Observou-se que 0 aumento da carga de enzima teve efeito positivo somente nas trés
primeiras razdes enzima/suporte, causando aumento na atividade relativa, sendo a maior
atividade no carregamento de 0,35g de enzima/g suporte. Deste modo, a condicdo de
carregamento 0,35, foi selecionada como condi¢édo para realizacdo de todos 0s experimentos e em
ambos tratamentos. Em relacdo ao rendimento (120%) ocorreu um alto rendimento com
carregamento de 0,35g¢/g. Sugerindo que esse carregamento € o melhor para a atividade da
enzima. Em relacdo as propriedades bioquimicas a lipase imobilizada com material
lignocelulésico in natura e tratados, apresentaram atividade maxima em pH 7,0, indicando que
este método de imobilizacdo ndo alterou o pH 6timo da enzima. Quando o parametro analisado
foi a temperatura, verificou-se que o valor 6timo de atividade hidrolitica para a enzima foi de
50°C para 0 in natura e nos outros tratamentos foi de 60°C respectivamente. A estabilidade
térmica foi analisada nas temperaturas 40°C, 50°C e 60°C e obteve maior estabilidade para lipase
de BC imobilizadas por ADS na temperatura de 60°C em ambos materiais. No estudo de cinética
os valores para os imobilizados por ADS foram in natura (K, = 158 mM e Vmax = 3333,3U/Q),
extracdo alcalina (K = 169,8 mM e Vi = 1111,1U/g) e organosolv (K = 222 MM € Viax =
2500 U/qg) utilizando azeite de oliva como substrato.

4. CONCLUSAO

A partir das caracterizacdes biogquimica, fisico-quimica e morfologica pode-se verificar que 0s
estudos deste trabalho apontam que o residuo de abacaxi (Ananas comosus L. Merril) pode ser
aproveitado como suporte para imobilizacdo de enzimas, sendo visto que os resultados apontam
que a enzima Lipase BC ndo perde a atividade quando em contato com o material
lignocelulésico.
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