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RESUMO

Aproximadamente 1,6 bilhdo de toneladas de alimentos s&o descartadas
anualmente, causando problemas ambientais ao serem depositadas em aterros
sanitarios. Assim, prop&e-se valorizar os residuos domésticos de alimentos por
meio de um processo circular. Como estratégia, foi desenvolvido um catalisador
enzimatico para a degradacgdo desta matriz, devido a alta eficiéncia da catélise
enzimatica e suas condi¢cdes brandas de trabalho. Enzimas hidroliticas foram
selecionadas e suas concentra¢gdes otimizadas, para posterior imobilizacdo em
biochar magnético e na propria matriz alimentar. As amostras consistiram em
residuos alimentares (65% de carboidratos, 17% de lipidios e 18% de proteinas).
A atividade da lipase foi medida pela quantificacdo de acidos graxos na fase
aguosa e oleosa via titulacdo com NaOH. Para avaliar a atividade da celulase,
da pectinase e da amilase, foi aplicado o método do ADNS. A celulase livre
apresentou a maior atividade (97 g/L de acgucares redutores) em comparacao
com o controle (18 g/L). A pectinase e a amilase também propiciaram a formacéo
de concentracdes mais altas destes acucares (41 g/L e 47 g/L, respectivamente).
A atividade da lipase promoveu uma acidez de 71% na fase oleosa em
comparacao com o controle (20%), e na fase aquosa gerou um aumento de
380% na concentracdo de acidos graxos. Quando imobilizadas, todas as
enzimas tornaram-se mais ativas, com eficiéncias de imobilizacdo variando 121-
258%. A analise por CLAE-IR foi aplicada para verificar os produtos gerados
durante a hidrélise enzimatica pelas proteinas livres e imobilizadas. O biochar
sintetizado foi caracterizado pelo método BET e pelas andlises de CHN, TGA e
do ponto de carga zero. As enzimas, livres e imobilizadas, mostraram alta
atividade hidrolitica, mesmo em condi¢des atipicas, constituindo um sistema

circular com grande potencial de aplicacao.

Palavras-chave: biocatalisador, enzimas, imobilizacdo, residuos alimentares

domésticos, bioeconomia circular.
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ABSTRACT

Approximately 1.6 billion tons of food are discarded annually, causing
environmental harms when deposited in landfills. Therefore, the aim is to valorize
household food waste in a circular process. As a strategy, an enzymatic catalyst
was developed for the degradation of this matrix due to the high efficiency of
enzymatic catalysis and its mild working conditions. Hydrolytic enzymes were
selected, and their concentrations optimized for subsequent immobilization on
magnetic biochar and in the hydrolyzed food itself. The samples consisted of food
residues in the proportion of 65% carbohydrates, 17% lipids, and 18% proteins.
Lipase activity was measured by quantifying fatty acids in the aqueous and oil
phases via titration with NaOH. To assess the activity of cellulase, pectinase and
amylase, the DNS method was applied. Free cellulase showed the highest
activity (97 g/L of reducing sugars) compared to the control (18 g/L). The studied
pectinase and amylase also exhibited higher concentrations of reducing sugars
(41 g/L and 47 g/L, respectively). Lipase activity reached an acidity value of 71%
in the oil phase compared to the control (20%), and in the aqueous phase, it led
to a 380% increase in the concentration of fatty acids. When immobilized, all
enzymes became more active, with immobilization efficiencies ranging from 121-
258%. The HPLC-RI analysis was applied to verify the products generated during
the enzymatic hydrolysis of the food matrix by free and immobilized proteins. The
synthesized biochar was characterized by the BET method, by CHN and TGA
analyses, and zero point of charge determination. The enzymes, whether free or
immobilized, demonstrated efficiency in degrading the matrix, even under
atypical conditions, constituting a circular system with great potential for

application.

Keywords: biocatalyst, enzymes, immobilization, domestic food waste, circular
bioeconomy.

Vi



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Esquema das etapas e produtos do processo de digestdo anaerébica

(Adaptado de TYAGI et al.,2021).1%.......oooiii et 5
Figura 2. Bioconverséo dos residuos alimentares e seus produtos de interesse
comercial (YUKESH KANNAH et al., 2020).3%.........ccooeiiiieiie e 10
Figura 3. Esquema ilustrativo da atuacao das celulases (GOLGERI M et al.,
2022).47 e 15
Figura 4. Esquema ilustrativo da atuacdo das amilases (Adaptado de
ZYMANCZYK-DUDA et al., 2016).52 ........cocceeieeeeeeeeeeeeieeeees et esseen e 16
Figura 5. Produtos gerados pelas principais pectinases.®............cccccceevvveenne. 18

Figura 6. Agdo da lipase em meio aquoso — reagao de hidrolise de o6leos e
(001 (0[] = PP PPPPPPPPP 19
Figura 7. Reacao de transesterificacdo catalisada pela lipase para geracao de
o] T Yo [1=T Y=Y I PSSR 20
Figura 8. Estrutura de lipase de Pseudomonas aeruginosa. Tampa helicoidal de
aminoacidos esta representada em amarelo sobre o sitio ativo da enzima,

formado pelos residuos S82 (serina), D229 (acido aspartico) e H251 (histidina).5*

Figura 9. Imobilizacdo por ligacdo ibnica, o0 suporte e a enzima necessitam estar
(odo] g Wor= 10 [= K3 0] 00 1S £= 1 T PSPPI 23
Figura 10. Imobilizacdo de enzimas via adsorgdo pelo efeito hidrofébico.%3.... 23
Figura 11. Enzimas imobilizadas covalentemente: (A) ligac&o covalente pontual,
(B) ligacao covalente multipontual; (C) ligacdo covalente mediada por um grupo
funcional com funcgédo de brago espacador entre a enzima e o suporte.®........ 25
Figura 12. Métodos de modificacdo do biochar para melhorar propriedades
conforme a aplicacao fiNal.b” .............ooiiiiiii i 26
Figura 13. Reacdo de neutraliza¢do dos acidos graxos com hidréxido de sédio -
principio da quantificacdo destes compostos por titulacdo (Adaptado de
HOCHSCHEIDT et al., 2020).7%.. ...ttt 29
Figura 14. Reacdo de reducdo do acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) pelos
acucares redutores - principio do método ADNS para determinacdo destes
compostos (Adaptado de MOURA DE VASCONCELOS et al., 2013).2°.......... 31

VIl



1G

2G
ADNS
APTES
ATP
BET

BSA
CCM
CHN
CLAE-IR

CTC
DA
DFT

DRX
EDX
IUBMB

LATAMA
P.A

pH
pH;
pHf
PHpcz
PHA
pl

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Primeira geracgao

Segunda geracao

Acido 3,5-dinitrossalicilico

(3-Aminopropil)trietoxissilano

Adenosina trifosfato

Método desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller para
calculo da area de superficie especifica

Do inglés “Bovine serum albumin” (Albumina sérica bovina)
Célula a Combustivel Microbiana

Andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de indice
de refracéo

Centro de Tecnologia Canavieira

Digestao anaerobica

do inglés “Differential Functional Theory” — método utilizado
para estimativa do volume de poros

Difracdo de raios-X

Espectroscopia de energia dispersiva de raio X

do inglés “International Union of Biochemistry and Molecular
Biology” (Uni&o Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular)

Laboratério de Tecnologia Ambiental e Analitica

Reagente de padrdo analitico
Potencial hidrogeniénico
Potencial hidrogenibnico inicial

Potencial hidrogeniénico final

pH do ponto de carga zero

Polihidroxialcanoato

Ponto isoelétrico



TGA Analise termogravimétrica

UV-vis Espectroscopia de ultravioleta-visivel
\Y, Volume



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt 1
2. OBJIETIVOS .. ..ottt e e nraenres 3
2.1 OBJIETIVO GERAL.....ooveieeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseseeees s seneeseneseaees 3
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooviieiieceeeee et 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ....c.ooiiiiiieceee e 4

3.1 RESIDUOS DE ALIMENTOS COMO UMA PROBLEMATICA MUNDIAL .... 4

3.2 VALORIZACAO DE RESIDUOS DE ALIMENTOS COMO UMA MATERIA-
PRIMA RENOVAVEL ..ottt 5

3.3 BIOECONOMIA CIRCULAR ...ttt 9

3.4 ENZIMAS COMO CATALISADORES HIDROLITICOS DA BIOMASSA ....11

3.4.1 Carboidrases ..o 14
3411 CelUIASES. ....cceiieieiiiite et 14
Bi4.1.2 AMIASES ...ttt 15
3.4, 1.3 PECHUNASES ...cceiieieiiiiitee ettt e et e e e e e e e 16
A I | o -] = 3 18
3.5 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS .......oooveeeeeeeeeeeeeee e ee et 21
3.5.1 Imobilizac&o por adsorgao fisiCa ......cccccvvveiiiiiiiiiiiic e, 22
3.5.2 Imobilizac&o por ligacdo covalente ........ccccceeveeeeiiiiiiiiiii e, 24
3.6 BIOSUPORTES ...t e et e e e eaeee 25
4, METODOLOGIA: .. o 27
4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS DE RESIDUOS ALIMENTARES................. 27
4.2 AVALIACAO DOS PRODUTOS DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS. .............. 28
4.2.1 Produtos da atividade das lipases.......cccceeeevieeeeiiieiiiiiiie e 28
4.2.2 Produtos da atividade das carboidrases..........cccvvveveeieeeeniiiiciiinieeeenn. 30
4.3 SINTESE DO BIOCHAR MAGNETICO .....ccociiiieeieceeeee e 31
4.4 CARACTERIZACAO DO BIOCHAR MAGNETICO .....coccviveieeececneeeeenns 32



4.5 IMOBILIZACAO DAS ENZIMAS .......ocoiieeeeieeee e 33

4.5.1 Imobilizagdo das carboidrases..........cccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 34
4.5.1.1 Imobilizag&o no biochar MagnetiCo ..........cccccevviiiiiiiiiiiiieeeeieeeeen 34
4.5.2 IMmoDbilizag80 da [IPASE.......ceeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
4.6 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE IMOBILIZACAO ......c.ccccoveveeeenne 35
4.7 ANALISE POR CLAE-IR ..ot 36
5. CONCLUSAO ..ottt 37
6. REFERENCIAS. ..ottt e, 37

Xl



1. INTRODUCAO

Sao descartadas mundialmente cerca de 1,6 bilhdes de toneladas de
alimentos por ano, gerando assim, um grande volume deste tipo de residuo. De
acordo com estatisticas nos paises desenvolvidos o desperdicio de alimentos
ocorre principalmente no final da cadeia alimentar, durante a distribuicdo de
alimentos e, especialmente, nas residéncias. Uma vez que as projecdes
preveem um aumento da populagdo mundial, essa quantidade tende a aumentar

futuramente.

A gestéao destes residuos organicos domésticos é uma tarefa desafiadora
devido ao seu alto teor de umidade e rapida decomposicdo em condicdes
ambiente. A maioria € descartada em aterros sanitarios ou incinerada, resultando
em impactos ambientais significativos, como danos aos recursos naturais pelos
produtos da degradacao e emissdes significativas de gases do efeito estufa. O
despejo em aterros sanitarios também contribui para o desenvolvimento de
organismos patogénicos, contaminacdo de lencois freaticos e inutilizacdo de

terrenos em potencial.

Integrando os principios da economia circular na bioeconomia, define-se
a bioeconomia circular, na qual o carbono € obtido de fontes biologicas para criar
produtos e materiais que podem ser reutilizados em ciclos aprimorados. Neste
contexto, os residuos alimentares domésticos possuem grande potencial de
aplicacdo como matérias-primas chave para implementacdo deste sistema
circular, agregando valor e diminuindo os problemas ambientais derivados do
seu descarte incorreto. A partir da hidrélise desses residuos € possivel obter
compostos organicos como acucares e acidos graxos, que podem ser
convertidos em diversos produtos quimicos de valor agregado e gerar

bioenergia, sendo uma opcédo em detrimento das fontes fosseis.

Contudo, a quebra dos carboidratos complexos em acucares simples,
bem como a de outras macromoléculas em seus mondémeros, € a etapa limitante
em termos de velocidade. Sendo assim, a hidrélise destes residuos se torna um
entrave para a tentativa de insercdo dos mesmos na bioeconomia circular e

consequente geracao de bioprodutos.



Como possivel solucdo, neste trabalho foi proposto o uso da catélise
enzimatica na hidrolise destes residuos. As enzimas possuem alta
especificidade, promovendo um rendimento e uma eficiéncia apreciaveis, e
permitem condicbes brandas de trabalho, preservando os compostos de
interesse e gerando economia de energia. Enzimas carboidrases hidrolisam
carboidratos complexos dando origem a aglcares mais simples que podem ser
fermentados e valorizados. Dentre elas estdo as celulases, que hidrolisam as
matrizes celulésicas, as amilases, que catalisam a conversdo do amido em
mondmeros como glicose e maltose, e as pectinases, que quebram a pectina,
presente nas cascas das frutas. As enzimas lipases também sdo de grande
importancia para a hidrélise de alimentos, pois hidrolisam gorduras e 6leos,
atuando sobre a ligacéo éster destes compostos.

As enzimas livres possuem algumas limitacdes que muitas vezes podem
ser o gargalo de sua aplicacdo na industria como a instabilidade em condi¢des
nao fisioldgicas, a susceptibilidade a inibicdo por substratos e produtos e a perda
da atividade devido a variagcbes nas condicbes do meio. Elas também sé&o
soluveis em agua e, portanto, dificeis e dispendiosas de se recuperar,
aumentando o custo do processo. Para um sistema doméstico de valorizacdo da
biomassa a possibilidade de recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador
também acaba sendo fundamental. Desta forma, a imobilizacdo das proteinas
surge como uma possibilidade para contorno destas caracteristicas indesejaveis
na aplicacdo comercial. Esta estratégia propicia uma facil recuperacdo e maior
estabilidade em relacdo a desnaturacédo causada por calor, solventes organicos
e variacbes do meio, podendo também melhorar a atividade da enzima e

aumentar o tempo de estocagem.

Portanto, levando em consideracao os principios da bioeconomia circular,
o objetivo deste trabalho foi desenvolver um catalisador enzimatico eficiente para
a degradacdo de residuos domésticos de alimentos visando a formacédo de
produtos de valor agregado. Um conjunto de enzimas, composto por lipase,
celulase, amilase e pectinase foi formulado e imobilizado para possibilitar a
reutilizacao e recuperacgéo do biocatalisador. Como suporte foram empregados
um biochar magnético, solido com alta area superficial, estavel, inerte e

renovavel.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sistema catalitico enzimatico eficiente utilizando residuos
de alimentos como substrato para formacédo de produtos de valor agregado

utilizando-se dos principios da bioeconomia circular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os gargalos na aplicagdo dos residuos domeésticos de alimentos como
matéria-prima renovavel e propor sistemas cataliticos enzimaticos que tenham o

potencial de suprir os entraves encontrados;

- Simular amostras de residuos de alimentos de acordo com composi¢coes

médias encontradas na literatura;

- Selecionar enzimas lipases e carboidrases, como pectinases, celulases e
amilases como catalisadores na degradacao hidrolitica de residuos de alimentos

domeésticos;

- Otimizar a concentracdo das enzimas selecionadas para serem utilizadas no

Processo,

- Testar a eficiéncia do uso de um pool de enzimas carboidrases, a partir das
enzimas selecionadas em suas concentracbes otimizadas, na degradacéo

hidrolitica de residuos de alimentos domésticos;

- Sintetizar um biochar magnético para imobilizacdo das enzimas e caracteriza-

lo;

- Imobilizar as enzimas selecionadas em biochar magnético, visando o aumento

da eficiéncia na decomposicédo do residuo e a reutilizacao do sistema catalitico;

- Comparar a atividade das enzimas livre e imobilizadas;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 RESIDUOS DE ALIMENTOS COMO UMA PROBLEMATICA MUNDIAL

Os residuos alimentares sdo compostos por quaisquer alimentos ndo
consumidos ou provenientes do preparo e estocagem dos mesmos, tanto em
residéncias quanto em estabelecimentos comerciais. Eles representam um dos
residuos biol6gicos mais abundantes em todo o mundo.! Sdo descartadas
mundialmente cerca de 1,6 bilhdes de toneladas de alimentos por ano, gerando
assim, um grande volume deste tipo de residuo.? De acordo com estatisticas,
nos paises desenvolvidos, o desperdicio de alimentos ocorre principalmente no
final da cadeia alimentar, durante a distribuicdo de alimentos e, especialmente,
nas residéncias.® Uma vez que as projecGes preveem um aumento da populacéo

mundial, essa quantidade tende a aumentar futuramente.*

A gestao destes residuos organicos € uma tarefa desafiadora devido ao
seu alto teor de umidade e rapida decomposicdo em condicées ambiente.®> A
maioria € descartada em aterros sanitarios ou incinerada, resultando em
impactos ambientais significativos, como danos aos recursos naturais pelos
produtos da degradacéo, e emissées significativas de gases do efeito estufa.t O
biogas gerado nos aterros € composto principalmente por metano (em torno de
40 a 70% em volume seco), que produz um efeito no aquecimento global cerca
de 20 a 25 vezes mais significativo do que o diéxido de carbono.” O despejo em
aterros sanitarios, também contribui para o desenvolvimento de organismos
patogénicos, contaminacdo de lencois freaticos e inutilizacdo de terrenos em

potencial.®

O residuo orgéanico de alimentos € composto majoritariamente por
carboidratos (52-65%), proteinas (12-20%) e lipidios (15-35%), 0s quais podem
ser posteriormente digeridos em compostos organicos mais simples, como
glicose, aminoacidos e acidos graxos durante a reacdo de hidrélise.>® Como
alternativa, a partir destes compostos mais simples, este residuo pode ser
convertido em uma variedade de produtos quimicos de valor agregado e gerar

bioenergia, sendo uma opcdo em detrimento das fontes fésseis. !



3.2 VALORIZACAO DE RESIDUOS DE ALIMENTOS COMO UMA MATERIA-
PRIMA RENOVAVEL

A fermentacao anaerdbica é provavelmente o processo mais demandado
para a valorizacdo do residuo alimentar. Ela pode resultar na producdo de
biocombustiveis, como metano e hidrogénio, e produtos quimicos, como acido
acético, acido propibnico, &cido butirico, acido iso-butirico, acido valérico e acido
iso-valérico.'%'? Este tipo de fermentacdo envolve um processo sequencial
comecando pela hidrélise, na qual as matrizes alimentares complexas séo
transformadas em mondmeros simples, seguida pela acidogénese, na qual
bactérias acidogénicas fermentam os acUcares gerados na hidrélise e produzem
acidos de interesse comercial. A etapa seguinte € a acetogénese, responsavel
por produzir acetato e hidrogénio, e por fim, ocorre a metanogénese, etapa
produtora de metano?®? - Figura 1.
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|
| | |
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1 1
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Figura 1. Esquema das etapas e produtos do processo de digestdo anaerdbica
(Adaptado de TYAGI et al.,2021).%4

Cada estagio produz importantes bioprodutos: a hidrolise gera acucares
fermentaveis, a acidogénese e a acetogénese, acidos de interesse, como acido

acético, citrico, propidnico, butirico e tartarico, além do hidrogénio, e a etapa



final, biometano. Para geracdo de mais hidrogénio ou &cidos em detrimento dos
demais produtos, pode-se fazer pré-tratamentos no inéculo.'>'®> Os A&cidos
graxos volateis produzidos podem ser convertidos bioldgica e/ou quimicamente
em produtos como alcoois, polimeros, produtos farmacéuticos, etc.'' Varias
bactérias desempenham papéis cruciais nessas etapas, incluindo
microrganismos hidroliticos, acetogénicos, produtores de hidrogénio,
formadores de acetato, metanogénicos acetoclasticos (geram metano a partir do
acetato) e metanogénicos hidrogenoclasticos (geram metano a partir de
hidrogénio).'® O residuo resultante ao final da fermentacéo anaerébica pode ser
utilizado como biofertilizante visto que possui microrganismos como Klebsiella e
Clostridium, que sao fixadores de nitrogénio, e Bacillus e Pseudomonas que

atuam como solubilizantes de fosfato.1®

A integracao da fermentacdo anaerdbica convencional com eletrodos em
sistemas bioeletroquimicos também pode gerar bioeletricidade.'* A Célula a
Combustivel Microbiana (CCM) € uma tecnologia sustentavel que converte a
energia quimica de residuos em energia elétrica. Microrganismos no anodo
atuam como catalisadores, gerando elétrons e prétons para oxidar
eletroquimicamente substratos orgéanicos. Os elétrons sdo transferidos para o
catodo através de um circuito externo, gerando bioeletricidade, enquanto os
prétons sdo transportados por uma membrana para o catodo.!” Essa
transferéncia resulta na reducao de produtos valiosos durante o tratamento de

residuos alimentares.18

O biodiesel também pode ser produzido a partir de residuos alimentares
através de duas rotas: transesterificacéo direta ou transesterificacao indireta. Na
transesterificacdo direta do residuo alimentar, utiliza-se catalisadores alcalinos
ou acidos. Ja na transesterificacao indireta, microrganismos produtores de 6leo
secretam Oleos, utilizando o residuo como fonte de carbono, que sé&o
posteriormente transesterificados para gerar biodiesel.’®2%21 Pleissner et al.
(2013) 22 verificaram que hidrolisados de residuos alimentares atuam como fonte
de nutrientes para o crescimento de microalgas, que podem ser utilizadas na
producéo de biodiesel por meio da transesterificacédo indireta. Neste estudo os
microrganismos cresceram no hidrolisado gerando 20 g de biomassa, e os

acidos graxos armazenados neles mostraram-se promissores para geracao de
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biodiesel, ainda que este processo necessite de mais estudos para obtencao de

um alto rendimento.?2

Além dos produtos citados, a producdo de biosolventes a partir de
residuos alimentares estd ganhando interesse devido a oferta limitada, altos
custos econdmicos e impactos ambientais da exploracdo de matérias-primas
fésseis. Biosolventes, como bioetanol e biobutanol, ttm a capacidade de
substituir a dependéncia de fontes convencionais ndo renovaveis.?®> Esses
biosolventes podem ser produzidos como subprodutos no processo de

fermentacdo do residuo, utilizando microbiomas anaerébicos.*

O butanol é uma substancia verséatil, podendo ser usado como solvente,
eluente, precursor de novos compostos, pode ser misturado a gasolina para uso
como combustivel, além de possuir baixa toxicidade e inflamabilidade. Culturas
ricas em amido, como milho, trigo, arroz e mandioca, sdo amplamente utilizadas
como substratos para a producdo de bio-butanol.?* O principal processo de
producédo de bio-butanol envolve a extracdo de acucares do substrato por meio
de diversas estratégias de pré-tratamento, seguida pela utilizacdo do extrato por

cepas pertencentes a familia Clostridiaceae.?

Os residuos alimentares também podem servir como matéria-prima para
producdo de biopolimeros como os polihidroxialcanoatos (PHAS), que sao
completamente biodegradados em CO: e agua, além de possuirem propriedades
termoplasticas semelhantes as dos plasticos convencionais. Microrganismos
como Ralstoniaeutropha, E. coli, Clostridia sp., Bacillus megaterium e isolados
naturais de Actinobacillus, Azotobacter, Agrobacterium, Rhodobacter e
Sphaerotilius utilizam residuos de alimentos como substrato e produzem esses
polimeros, seja como metabdlitos intracelulares ou como reservas de carbono
guando ha disponibilidade limitada de nitrogénio e excesso de carbono.?® Suas
aplicacdes sao versateis, incluindo embalagens, tintas, adesivos e diversos usos
médicos, como engenharia de tecidos, implantes e liberacdo de medicamentos.!
O produto de fermentacdo do residuo alimentar, quando aplicado na producao
de PHAs, apresentou uma producao consideravel deste biopolimero devido a
pronta disponibilidade de acidos graxos volateis nos efluentes da etapa de

acidogénese.?® Delbecq et al., (2018)?’ também delinearam recentes avancos e



inovacdes para producdo sustentavel de furfural a partir matrizes ricas em

polissacarideos e agUcares.

Os residuos organicos de alimentos também sao de grande interesse na
area da biotecnologia, pois, através da fermentacdo em estado sélido dos
mesmos é possivel gerar enzimas como amilases, pectinases, proteases e
lipases. Bactérias do género Bacillus fermentam casca de batata a 35 °C e pH
7,5, gerando cerca de 676 U/mL de amilase.?® Microrganismos como Penicillium
sp., Bacillus sp. e Aspergillus sp. fermentam residuos de bagaco de maca e
casca de laranja, produzindo pectinases em quantidades significativas.?®
Pseudomonas aeruginosa atua sobre residuos de camardo, alcancando
aproximadamente 15.000 U/mL de protease em 24 horas, a 37 °C e 200 rpm.3°
Bacillus coagulans fermenta residuos de banana, meldo e melancia, resultando
em uma concentracdo de aproximadamente 148,9 U/g de lipase a 37 °C e pH
7.31

Por fim, também é possivel a obtencdo do biochar a partir do processo de
decomposicéo de residuos alimentares via pirolise sob altas temperaturas (entre
400 e 900 °C) e condicdes limitadas de oxigénio ou anaerobicas. O biochar é um
produto solido carbonizado resultante da combustdo incompleta da matéria-
prima. E caracterizado por ser um produto estavel, rico em carbono com alta
porosidade e baixa densidade.3?33 Este material € muito utilizado na remocéo de
compostos quimicos de aguas residuais, atuando como adsorvente. Além disso,
sua aplicacdo como condicionador de solo melhora a retencdo de agua, a

fertilidade e o contetido de nutrientes, tornando-se relevante para a agricultura.3*

Entretanto, ainda que existam todas estas outras possibilidades, a
disposicdo em aterros sanitarios representa 90% do total do manejo de residuos
alimentares em paises em desenvolvimento. Portanto, é fundamental uma
gestdo apropriada dos residuos alimentares, uma vez que seu descarte
inadequado pode gerar iniUmeros problemas ambientais.3® Salienta-se que, para
tornar esta gestdo efetiva, sdo necessarios grandes esforcos voltados aos
residuos alimentares domésticos, visto que, como dito anteriormente, eles

constituem uma grande parcela do montante total desperdigcado.



3.3 BIOECONOMIA CIRCULAR

As agbes humanas desde a Revolucao Industrial tornaram-se o principal
impulsionador das mudancas ambientais globais. O sistema econdmico linear de
consumir-produzir-utilizar-descartar impulsionou a prosperidade global, mas ao
custo da exploracdo exponencial de recursos planetérios, como combustiveis
fosseis. Uma opcao possivel para equilibrar o uso de recursos naturais finitos e
tornar nossa economia mais resistente € fortalecer a mudanca inicial de uma

economia linear para uma circular.3®

A economia circular tem como principio manter o valor agregado dos
produtos, materiais e recursos pelo maximo de tempo possivel, minimizando a
geracao de residuos e evitando a extragdo de novos recursos naturais. O efeito
cascata é um dos pilares da economia circular e refere-se a utilizagdo sequencial
e eficiente dos recursos. No contexto da madeira, por exemplo, o efeito cascata
ocorre quando a madeira é processada para criar um produto, e esse produto €
utilizado novamente, seja para propésitos materiais ou energéticos. Nos ultimos
anos este conceito vem sendo amplamente difundido, e pode ser
complementado pela definicdo de bioeconomia, baseada na aplicacao de fontes
de carbono renovavel para geracdo de produtos de valor agregado como
energia, materiais e produtos quimicos através de processos biolégicos.®’
Integrando os principios da economia circular na bioeconomia, define-se a
bioeconomia circular, na qual o carbono é obtido de fontes bioldgicas para criar
produtos e materiais que podem ser reutilizados em ciclos aprimorados. O
objetivo é fechar o ciclo do carbono, ou seja, garantir que o carbono biogénico
seja utilizado e reciclado de maneira eficaz, contribuindo para a sustentabilidade

ambiental.36

Como um mecanismo estratégico para concretizacdo da bioeconomia
circular, a implementacdo de biorrefinarias se faz de grande interesse.® As
biorrefinarias surgem como uma abordagem sustentavel para sintetizar
eficientemente produtos de alto valor agregado a partir de matérias-primas
renovaveis, como bioenergia, biocombustiveis, produtos quimicos e

biomateriais. Essas sinteses se dao através de tecnologias de conversdo



termoquimicas, bioquimicas, de combustdo e plataformas de crescimento de

microrganismos.3°

Os residuos desempenham um papel fundamental na Economia Circular,
proporcionando oportunidades para reutilizagéo, reciclagem e remanufatura.
Isso se deve a maturidade e disponibilidade imediata da maioria das tecnologias
e rotas de conversdo.® A bioeconomia requer matérias-primas renovaveis que
tém o potencial de gerar uma variedade de produtos biobaseados.*® Neste
contexto, os residuos alimentares domésticos entram como matérias-primas
chave para implementagdo deste sistema circular. Pois, como explicado
anteriormente, € possivel se obter uma vasta gama de produtos de valor
agregado a partir deste residuo (Figura 2). Desta forma, a insercéo e valorizagcao
dos residuos organicos domeésticos como uma matéria-prima renovavel dentro
da bioeconomia circular se mostra uma alternativa de disposicéo correta dos

mesmos, sendo o aterro sanitario ndo mais necessario.

- Biohythane (CH, +H,)

7 Y

¢
¢ /.Roeﬁ \
v ®

/ \

, Biometano Biohidrogénio :
] L4 .
| o@e @
©
| —_— = |
| 0_ W\* 1
i ~ ~ < Biodiesel -~ =~
- /\ % N2 % 'S
“ i ivei Produtos -
s \ ' Biocombustiveis ’ Sa
RO de valor 7 Ot X
% e R agregado | , (1 \
/ ’ \
,I 2y N Residuo ’ \
2 z 7 =
/ Farmacéuticos _de 2 \
] J ~ alimentos 5% 4 29%¢ \
- - D - bd - .
| =11 Flavonéides : r@ & & T Bioplasticos
I 1pligls
1 e . ) I
. 1
1 — fragrancias Pro'dlixtos -5 SQQ' ,;
\ . . quimicos i ani
\ Antioxidantes \ ' especiais K Acidos organicos 4
\ N | \ ’ /
% _ 6 &8 8
3 \ 2 % s O
’\: ', X /@ \‘ 3 Compostagfm
Y i o - SR 45
. Adesivos i VoW & Do i
~ i g 3
B T S~ Proteinas -~

- — - — - ———

Figura 2. Bioconversao dos residuos alimentares e seus produtos de interesse
comercial (YUKESH KANNAH et al., 2020).34

Durante a valorizacdo destes residuos alimentares, a quebra de

carboidratos complexos em acgulcares simples, bem como a de outras
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macromoléculas em seus mondmeros, € a etapa limitante em termos de
velocidade.*' Sendo assim, a hidrélise destes residuos se torna um entrave para
a tentativa de insercdo dos mesmos na bioeconomia circular e consequente
geracao dos bioprodutos apresentados. A implementacdo de pré-tratamentos
eficientes na matriz antes da recuperacao dos produtos de valor tem potencial
de melhorar a biodisponibilidade dos compostos de interesse e,

consequentemente, aumentar o rendimento e a lucratividade dos processos.

Pesquisadores tém  desenvolvido métodos para  recuperar
biocombustiveis e produtos de valor, buscando maior eficiéncia e menor
consumo de energia.>* Apesar da maioria dos processos para geracdo de
bioprodutos serem realizados a partir da acdo de microrganismos, conforme
apresentado anteriormente, eles possuem desvantagens que limitam seu uso
em escala industrial. S&o elas alta susceptibilidade as condi¢cdes do meio, como
pH e temperatura, grande influéncia da composicéo do substrato, razdo ideal de
substrato:inéculo, dentre outras que muitas vezes sao dificeis de serem
controladas, mas que interferem substancialmente no crescimento destes
agentes e, consequentemente na producdo das enzimas responsaveis pelas
reacdes que dardo origem ao produto final. Aliando esta problematica com a
necessidade anteriormente exposta de se aumentar a eficiéncia da reacdo de
hidrolise, que € etapa limitante para valorizacdo dos residuos alimentares, €
preciso uma estratégia para hidrolisar eficientemente a matéria organica de
maneira a ndo tornar a eficiéncia do processo refém dos microrganismos
presentes no meio. As enzimas possuem alta especificidade, promovendo um
rendimento e uma eficiéncia apreciaveis, e permitem condicbes brandas de
trabalho, preservando os compostos de interesse e gerando economia de

energia.?

3.4 ENZIMAS COMO CATALISADORES HIDROLITICOS DA BIOMASSA

Enzimas sdo moléculas proteicas compostas por varios residuos de
aminoacidos unidos através de ligacbes peptidicas, e o carater
hidrofilico/hidrofébico destes aminoacidos vai interferir nas caracteristicas das
mesmas. Elas atuam como catalisadores nas reacdes bioquimicas do

metabolismo celular e tém suas propriedades como tal derivadas principalmente
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de sua estrutura molecular. A catalise ocorre em uma pequena por¢ao da
proteina, chamada sitio ativo, que € formado por poucos residuos de
aminoacidos. O substrato se liga a enzima nesta por¢cdo, com determinada
complementaridade geométrica e de grupamentos funcionais, desencadeando
reacdes quimicas que dardo origem ao produto. Os demais aminoacidos
possuem funcdo estrutural, porém, caso ocorram mudancas significativas na sua
sequéncia, a proteina pode perder estabilidade e desnaturar, perdendo sua
estrutura natural e atividade. As enzimas, por atuarem em sistemas biolégicos,
operam eficientemente sob condi¢cdes suaves de temperatura, pH e pressao,
preservando a funcionalidade e integridade dos sistemas.*>4® Devido a isso, elas
podem ser levadas além destes sistemas naturais e aplicadas na industria

favorecendo processos e minimizando o gasto energético.

As enzimas séo classificadas de acordo com as diretrizes do Comité de
Nomenclatura da Uni&o Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB) em seis classes, com base no tipo de reacdo quimica que catalisam.
Oxirredutases catalisam reacfes de oxidacdo/reducdo envolvendo a
transferéncia de elétrons, hidrogénio ou atomos de oxigénio. Transferases
catalisam a transferéncia de um grupo funcional de um doador para um aceptor,
com subgrupos baseados na natureza quimica do grupo transferido. Hidrolases
catalisam reacdes de hidrdlise, ou seja, a quebra de uma ligacao quimica pela
acao da agua, com subgrupos de acordo com o tipo de ligacdo suscetivel. Liases
catalisam reacdes de clivagem ou formacéo de ligacGes duplas via mecanismo
nao hidrolitico e ndo oxidativo. Isomerases catalisam reacdes de conversao de
um substrato em seu isémero. Ligases catalisam a ligacao covalente entre duas
moléculas as custas de ATP. Dentre todas, as hidrolases tém mais aplicacfes
tecnoldgicas. Isso ocorre devido a robustez dessas enzimas, que sao proteinas
simples e ndo requerem coenzimas, muitas sendo extracelulares. Sendo assim,
sua producéo é facilitada e, os custos, mais séo baixos.*?

Estes biocatalisadores sdo de grande interesse para a inddstria, pois
apresentam alta eficiéncia catalitica e especificidade para o substrato, bem como
regio e estereoespecificidade. Essas caracteristicas permitem que as enzimas

catalisem uma variedade de reagbes de biotransformacéo, produzindo uma
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ampla gama de compostos Uteis em aplicacBes farmacéuticas, alimenticias e
agroquimicas.*

Elas podem ser obtidas de varias fontes bioldgicas, como plantas, animais
e microrganismos, sendo suas propriedades/ atividade modificada de acordo
com a sua origem. Contudo, enzimas provenientes de microrganismos sao
preferiveis devido a sua grande disponibilidade, variedade de atividades
cataliticas, altos rendimentos, facilidade de manipulacéo genética e fornecimento
constante, sem depender de flutuacbes sazonais. Além disso, o0s
microrganismos podem crescer rapidamente em meios de baixo custo.*

Para valorizacdo da biomassa e geracao de biocombustiveis, enzimas
pertencentes aos grupos das hidrolases e liases sdo de grande interesse e ja
possuem aplicacbes em varios processos. Amilases sdo amplamente utilizadas
na hidrélise do amido de milho para produzir etanol de primeira geracéo (1G)
através da geracgao de agucares fermentaveis. A hidrélise enzimatica neste caso
evita a indesejada reacdo de Maillard, por ser conduzida sob temperaturas
amenas. Celulases e xilanases sdo promissoras na hidrélise de materiais
lignocelulésicos para a producdo de etanol de segunda geracdo (2G).
Pesquisadores brasileiros da Embrapa e do Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC) também desenvolveram um coquetel enzimatico, chamado CMX,
composto por diferentes enzimas, como exoglucanases, [B-glucosidases,
polissacarideo monooxigenases e xilanases, para a producdo de etanol de
segunda geracdo (2G) a partir de bagaco de cana-de-acucar e residuos de
colheitas. Lipases também sdo catalisadores interessantes para converter
efetivamente triacilglicerdis e acidos graxos livres de varios 0leos vegetais ou
gorduras animais em biodiesel.*®

Na digestdo anaerdbica para producdo de biogas, também pode ser
aplicada a hidrdlise enzimatica como um pré-tratamento. Estudos indicam que
uma etapa prévia de hidrélise enzimatica, pode aumentar a producao de biogas.
Essa etapa fragmenta macromoléculas (lipidios, proteinas e carboidratos) por
meio de enzimas especificas, faciltando a assimilacdo por bactérias

anaerdbicas.*6
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3.4.1 Carboidrases

As carboidrases, também chamadas de glicosidases, sdo enzimas que
catalisam a hidrélise de carboidratos, como oligossacarideos e polissacarideos,
em acucares mais simples, os monossacarideos. Elas sdo de grande
importancia na industria alimenticia e possuem grande potencial de aplica¢do na
valorizagdo da biomassa para gerar produtos de valor agregado. As
carboidrases sdo predominantemente de origem microbiana e compreendem
diversas classes, incluindo as amilases (a-amilases e glucoamilases), lacases,
responsaveis pela oxidacdo de compostos fendlicos, invertases, catalisadoras
da hidrélise da sacarose em glicose e frutose, e inulinases, que hidrolisam a
inulina, gerando frutose. Também integram o grupo das carboidrases as
galactosidases, envolvidas na hidrolise de galactosideos como a lactose, as
celulases, especializadas na quebra de compostos ricos em celulose, as
xilanases, que atuam sobre as xilanas, e as pectinases, responsaveis pela

hidrélise da pectina presente em frutas.*’

3.4.1.1 Celulases

As celulases sao hidrolases que catalisam a hidrolise das ligacdes
glicosidicas da celulose, um polimero insolivel, promovendo a sua
depolimerizacdo em mondmeros sollveis e gerando acucares fermentaveis.
Elas séo provenientes de diversas fontes microbianas e podem ser classificadas
em trés grupos principais de acordo com o tipo de ligacdo quebrada:
endocelulases (EC 3.2.1.4), exocelulases (EC 3.2.1.74) e B-glucosidase (EC
3.2.1.21). Todas elas devem atuar sinergicamente para promover a degradacao
eficiente das fibras da celulose cristalina. Os principais produtos da acédo da
celulase séo principalmente glicose e pentoses como xilose e arabinose, com

tracos de outros hexoses como galactose e manose.*®
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Celulose: polissacarideo de cadeia longa com unidades de glicose em ligag6es glicosidicas ((1-4)
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Figura 3. Esquema ilustrativo da atuacdo das celulases (GOLGERI M et al.,
2022).47

As endo-B-glucanases iniciam a solubilizacdo da celulose realizando a
hidrolise das ligacdes -1,4 glicosidicas internas, presentes nas regides amorfas.
Esse processo resulta na geracado de oligdbmeros de cadeia longa, com novos
terminais, sendo um redutor e um néo redutor. Esses oligdmeros séo entéao alvo
da acdo das exoglucanases ou celobiohidrolases, que atuam nas ligacdes
externas da celulose e conseguem hidrolisar estas moléculas em
oligossacarideos de cadeia curta (Figura 3). Por fim, as B-glucosidases

hidrolisam os mesmos gerando glicose.*®

3.4.1.2 Amilases

As amilases sdo hidrolases que catalisam a conversdo do amido em
mondmeros como glicose e maltose, promovendo a liquefacdo do polimero e
gerando acucares fermentaveis. O amido é constituido por uma mistura de 15-
20% de amilose (polimero de glicose ligado por ligagdes a-1,4) e 75-80% de
amilopectina (polimero de glicose ligado por ligacées a-1,4 e ramificado por
ligagdes a-1,6). Existem duas principais classes de amilases, sdo elas: a-amilase

(EC 3.2.1.1) e glucoamilase (EC 3.2.1.3). A a-amilase quebra aleatoriamente as
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ligagbes a-1,4 nas cadeias lineares de amilose, enquanto a glucoamilase
hidrolisa ligagdes a-1,4 nas extremidades n&o redutoras de amilose e
amilopectina de forma sequencial. Além disso, a glucoamilase atua também nas
ligacdes a-1,6 nos pontos de ramificagdo da amilopectina, embora em uma taxa
mais lenta do que as ligacbes alfas.*® O principal produto da acdo da
glucoamilase sédo unidades de glicose (Figura 4).°° Em altas concentracdes de
sélidos dissolvidos, ela pode condensar a glicose em diferentes dissacarideos,
trissacarideos e tetrassacarideos, sendo a isomaltose a mais significativa.>!

Amilase

Glicose

Figura 4. Esquema ilustrativo da atuacdo das amilases (Adaptado de
ZYMANCZYK-DUDA et al., 2016).52

O mercado global de enzimas alimentares tem projecao de crescimento,
com perspectivas de atingir US$ 3.125,1 milhdes até 2024.5° As amilases sdo de
grande importancia na hidrolise do amido para fins industriais, representando

aproximadamente 25% a 30% de todo o mercado de enzimas.

3.4.1.3 Pectinases

As pectinases catalisam a quebra da pectina, um polissacarideo

estrutural, composto por unidades de a-1,4-acidos galacturdnicos, que possuem
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uma quantidade variavel de residuos metilados de acidos carboxilicos.>* Esta
cadeia polimérica contém moléculas de L-ramnose, arabinose, galactose e xilose
como grupamentos laterais. Conforme o mecanismo de ag&o sobre a pectina, as
enzimas pectinases podem ser classificadas essencialmente em trés grupos:
pectina esterase (EC 3.1.1.11); pectina liase (4.2.2.10) e pectato liase (EC
4.2.2.2); poligalacturonases (EC 3.2.1.15) (Figura 5). A enzima pectina esterase
(polimetilgalacturonato esterase) realiza a hidrélise dos grupos metil éster da
pectina, resultando na liberacdo de metanol e na conversdo da pectina em
pectato (polimero néo esterificado). As poligalacturonases promovem a hidrélise
de ligagdes glicosidicas a-1,4 entre dois residuos de acido galacturénico. Essa
enzima apresenta a maior funcao hidrolitica, podendo hidrolisar ligagdes endo
ou exo do &acido péctico, produto gerado pela protonacdo do pectato. As
poligalacturonases provenientes de fungos possuem alta atividade e possuem

pH 6timo levemente &cido e temperatura ideal entre 30 e 50 °C.>®

Ja a pectato liase catalisa a quebra de liga¢des a-1,4 do acido péctico por
meio da reacdo de trans-eliminacdo, podendo atuar tanto de maneira endo
guanto exo. Sua atividade requer a presenca de ions Ca?* e seu pH 6timo situa-
se na regidao alcalina. Por fim, a pectina liase catalisa a reagao de B-eliminacéo
entre dois residuos de acido galacturénico da pectina. Essa reacédo pode ocorrer
de maneira endo (clivagem interna aleatoria) ou exo (clivagem sequencial nas

extremidades da molécula).®®

As pectinases possuem uma diversa gama de aplicacdes, sendo
utilizadas na producdo de café e chocolate para melhorar a fermentacdo e
remover a mucilagem dos graos. No setor de alimentos, sdo amplamente
empregadas para aumentar rendimentos de suco e acelerar a clarificacédo. Elas
também séo aplicadas para intensificar a cor dos sucos, promover a formacéo
de antioxidantes e favorecer a extracdo de componentes de cor, sabor e
acucares fermentaveis quando adicionadas a uvas ou mostos durante a

producéo de vinho.*°
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Figura 5. Produtos gerados pelas principais pectinases.>®

3.4.2 Lipases

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3) pertencem a familia
das hidrolases e sdo enzimas sollUveis em agua que desempenham um papel
fundamental no metabolismo e na digestdo de gorduras em sistemas biolégicos.
Elas catalisam a hidrolise de gorduras e 6leos na interface agua/lipidio quando
estdo meios aquosos, atuando sobre a ligacéo éster destes compostos (Figura
6). A hidrélise dos triacilglicerdis presentes nos 0Oleos e gorduras geram

diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e acidos graxos livres.>®
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Figura 6. Acdo da lipase em meio aquoso — reacdo de hidrélise de 6leos e
gorduras.

Em meios ndo aquosos, as reacdes bioquimicas impulsionadas por
lipases séo reacdes de sintese como: esterificacdo, interesterificacdo, alcodlise,

aciddlise e a transesterificacdo, reacdo que gera biodiesel.>’

(a) Esterificacao: reacdo entre um acido carboxilico e um alcool para
formacéo de um éster.
RCOOH + R°’0OH > RCOOR’ + H,O

(b) Interesterificacdo: reacdo entre dois ésteres para formacao de dois
novos ésteres com grupamentos trocados.
RCOOR’ + R”"COOR* > RCOOR* + R”"COOR’

(c) Alcodlise: reacao entre um éster e um alcool para formacédo de um
novo éster e um novo alcool.
RCOOR’ + R”"OH - RCOOR” + R’OH

(d) Aciddlise: reacdo entre um éster e um acido carboxilico para
formac&o de um novo éster e um novo acido.

RCOOR’ + R"COOH - R”COOR’ + RCOOH

(e) Transesterificacdo: reacdo entre triacilgliceréis e metanol para

geracao de metil ésteres (biodiesel) e glicerol.
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Figura 7. Reacao de transesterificacéo catalisada pela lipase para geracao de

biodiesel.%8

Estas enzimas também exibem propriedades quimio-, regio- e estereo-
seletivas, tornando-as altamente desejaveis para diversos tipos de aplicacbes
industriais.%® Todas as caracteristicas citadas as fazem ser de grande interesse,
sendo as lipases o terceiro maior grupo de enzimas aplicado comercialmente,
atras somente das proteases e amilases. Elas séo extensivamente empregadas
em setores como alimentos, saborizantes, detergentes, produtos farmacéuticos,

bioenergia e produtos quimicos finos.%°

As lipases também exibem uma caracteristica interessante denominada
"ativacdo interfacial”, quando em contato com a interface agua/éleo. Seu
mecanismo de acdo envolve a movimentacdo da tampa do residuo de
aminoacido sobre sitio ativo, resultando em um estado conformacional aberto da
enzima e expondo 0 mesmo para que a reacao ocorra. Essa capacidade permite
gue as lipases, entre outras funcdes, hidrolisem compostos contendo grupos
éster de acido carboxilico que estdo agregados em meio aquoso. Essa
configuracdo € crucial para a atividade da lipase, como a atividade

enantiosseletiva e lipolitica — Figura 8.%°
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Figura 8. Estrutura de lipase de Pseudomonas aeruginosa. Tampa helicoidal de
aminoacidos esta representada em amarelo sobre o sitio ativo da enzima,

formado pelos residuos S82 (serina), D229 (acido aspartico) e H251 (histidina).5*

3.5 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As enzimas, devido as suas excelentes propriedades funcionais
(atividade, seletividade, especificidade), apresentam um grande potencial como
catalisadores industriais em varias areas da industria quimica. No entanto, essas
moléculas foram otimizadas pela evolucédo para operar em ambientes complexos
dentro de células vivas, e ndo em condi¢cdes necessarias nos reatores industriais.
Desta forma, elas possuem limitacbes que muitas vezes podem ser o gargalo
para sua aplicacdo na industria. Dentre elas destacam-se a instabilidade em
condi¢cbes nédo fisiolégicas, a susceptibilidade a inibicdo por substratos e
produtos e a perda da atividade devido a variacdes nas condicdes do meio.
Assim, frequentemente, é necessario realizar melhorias significativas nas
enzimas para adapta-las ao contexto industrial.*> Somam-se a essas questdes 0
fato de as enzimas serem sollveis em agua e, portanto, dificeis e dispendiosas
de recuperar. Como resultado, muitas enzimas s&o utilizadas de forma

descartavel, o que ndo é econdmico e ndo esta alinhado com as ideias atuais de
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economia circular.®? Para um sistema doméstico de valorizacéo da biomassa, a
possibilidade de recuperacéo e reutilizacdo do biocatalisador também acaba

sendo fundamental.

Desta forma, a imobilizacdo das proteinas surge como uma possibilidade
para contorno destas caracteristicas indesejaveis na aplicacdo comercial. A
transformacdo de um catalisador homogéneo em um catalisador heterogéneo
permite a sua recuperacao e reutilizacdo, simplificando o processo, aprimorando
a qualidade do produto, por evitar contaminacdes, e reduzindo efeitos nocivos
ao ambiente. A imobilizacdo também proporciona uma maior estabilidade em
relacdo a desnaturacao causada por calor, solventes organicos e variacdes do
meio, podendo também melhorar a atividade da enzima e aumentar o tempo de

estocagem.5?

A imobilizacdo de enzimas consiste na separacao dessas biomoléculas
do meio reacional podendo essa se dar atraves da fixacdo da proteina em um
suporte solido, gerando um biocatalisador heterogéneo. Existem varias
estratégias para imobilizacdo, dentre elas ligacdo covalente, adsorcao fisica,
reticulacdo e confinamento. A diversidade de propriedades dos substratos, as
distintas aplicacfes dos produtos obtidos, os diferentes materiais utilizados como
suporte e as variadas caracteristicas fisico-quimicas de cada enzima demandam
a utilizacdo de diversos métodos de imobilizacéo e suportes, ndo havendo uma
abordagem Unica que seja universalmente aplicavel a todas as enzimas.®® O
custo da imobilizacdo enzimatica inclui o gasto com o material (suporte) e o
processo de imobilizacdo. Desta forma, € importante salientar também que o
protocolo de imobilizacdo, especialmente o suporte, deve ser economicamente

viavel .54

3.5.1 Imobilizagc&o por adsorcéo fisica

A imobilizacdo de enzimas por adsor¢cdo é o método mais simples de
imobilizacdo e é baseado na interacao entre o suporte, que tem que ser inerte,
e a enzima, através de interacdes idnicas (Figura 9) ou do efeito hidrofébico
(Figura 10). As interagfes ibnicas ocorrem quando a carga do suporte e da
enzima séo opostas. O tipo de interacdo formada depende da quimica superficial

do suporte e do tipo e carga dos residuos de aminoacidos presentes na
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superficie da proteina. Este controle normalmente é feito através do pH,
comparando os pontos isoelétricos das enzimas com o ponto de carga zero do
material. Esta estratégia oferece vantagens como maior estabilidade enzimatica,
facilidade de regeneracdo do suporte, pois através da mudanca da carga a
enzima pode ser removida, além de promover uma menor perda de atividade da
enzima ao ser imobilizada. Porém, ainda pode ocorrer perda de atividade,
dependendo de como a enzima for fixada na superficie do material, devido a
impedimentos estéricos e difusionais. E importante considerar que a enzima
suportada por interacdes eletrostaticas deve operar em um pH compativel com
seu ponto isoelétrico e atividade, uma vez que a conformacao enzimatica varia

conforme o pH.

1213
| suporte

Figura 9. Imobilizacao por ligacao ibnica, o0 suporte e a enzima necessitam estar

com cargas opostas.

Enzimas

S

Suporte

Figura 10. Imobilizacdo de enzimas via adsorcédo pelo efeito hidrofébico.?

O procedimento para este tipo de imobilizacdo € extremamente simples,
basta colocar a enzima em contato com o suporte, que deve ter grande area
superficial, em condi¢des adequadas de pH e forca ibnica. O processo é de baixo

custo, em comparagcdo com as demais técnicas, tornando-a umas das
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estratégias mais utilizadas.®?%3 Alguns suportes que podem ser utilizados para a
adsorcdo sdo: carvao ativado, polimeros como quitosana, silica e Oxidos

metalicos.

3.5.2 Imobiliza¢éo por ligagéao covalente

A imobilizacdo de enzimas por meio da ligagdo covalente oferece uma
interacdo quimica forte entre o suporte e a enzima, gerada por uma ligacao
covalentes entre eles (Figura 11A). O numero de ligacdes quimicas entre o
suporte e a enzima é o que define a estabilizacdo da enzima imobilizada, quanto
mais ligacBes, mais estavel sera a enzima, por isso muitas vezes a imobilizacéo
por multiplas ligagBes covalentes com grupamentos da superficie do suporte
pode ser interessante (Figura 11B). Esta ligacéo forte confere rigidez a estrutura
da enzima mantendo sua estrutura inalterada frente a agentes desnaturantes
como pH, calor, solventes organicos, etc, aumentando a eficiéncia do
biocatalisador em comparacédo a forma livre. Porém, caso a enzima tenha uma
conformacao diferente em sua forma ativa, este tipo de imobilizacdo pode
impedir a mudanca na estrutura para atingi-la, gerando perda de atividade.
Ademais, dependendo de como a enzima € imobilizada, o sitio ativo pode ficar

inacessivel ao substrato.62:63

A fim de diminuir esta rigidez estrutural da proteina, pode-se modificar a
superficie do material com algum grupo funcional que funcionara como um braco
espacador entre a proteina e o suporte (Figura 11C). Estes grupos promoverao
uma reacgao quimica com residuos de aminoacidos da enzima, fixando-a. Podem
ser utilizados grupos aldeido, amina e carboxilicos e as moléculas normalmente
utilizadas para fornecé-los séo o glutaraldeido, glicoxil e silanos aminados como
APTES.*%63 Os suportes devem ter uma alta area superficial e podem ser usados
polimeros inorganicos como silica, polimeros naturais e sintéticos como
celulose, quitosana e nylon. Em geral, o processo de imobilizac&o via ligacéo
covalente tem um custo alto, porém permite sua aplicacdo e uma maior

reutilizacdo em uma ampla gama de processos.
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Figura 11. Enzimas imobilizadas covalentemente: (A) ligacao covalente pontual,
(B) ligacao covalente multipontual; (C) ligacdo covalente mediada por um grupo

funcional com funcéo de braco espacador entre a enzima e o suporte.®®

3.6 BIOSUPORTES

Levando em consideracéo os principios da bioeconomia circular e a atual
demanda por metodologias sustentaveis e verdes na industria de enzimas, 0 uso
de biosuportes pode ser uma alternativa valida. Dentre estes materiais
sustentaveis com grande potencial para a imobilizacdo de enzimas estdo os
residuos agroindustriais, que trazem beneficios econémicos para a industria e

uma reducéao dos problemas no descarte dos mesmos.®®

Um possivel suporte renovavel gerado a partir da biomassa € o biochar.
O biochar € um composto solido, negro, altamente poroso, estavel e leve,
formado pela decomposicao térmica da biomassa a 300-950 °C sem a presenca
de oxigénio para evitar sua combustdo. Essa decomposicdo ocorre por meio da
pirélise, processo no qual a biomassa é submetida a elevadas temperaturas,
resultando em alteracdes em suas composi¢cdes quimicas. O rendimento do
biochar e suas propriedades fisico-quimicas, como area superficial, tamanho de
poro, teor de carbono e grupos funcionais, dependem principalmente das
condicBes do processo de pirdlise e do tipo de matéria-prima utilizada em sua
preparacdo. Sua producdo e aplicacdo contribuem diretamente para a
bioeconomia circular, pois é possivel utilizar diversas fontes de biomassa como
matéria-primas  (materiais  lignocelulésicos como madeira, residuos

agroindustriais, algas, residuos de esgoto, etc).57:68

O biochar, por possuir alta area superficial (600-1300 m?/g) e alta

estabilidade, por ser insolivel em agua e ser inerte, se faz um material promissor
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para a imobilizacdo de enzimas. Ademais, o biochar possui abundéancia de
grupamentos poliaromaticos e de grupos funcionais, como -OH, C-O, -COOH,
C=0, e NHy, em sua superficie, o que o torna um suporte interessante para a
imobilizacdo de enzimas.%8% Aplicando-se modificacGes acidas/basicas na sua
superficie é possivel melhorar propriedades como a area superficial e expor
ainda mais grupamentos funcionais, aumentando a interacdo com as enzimas.
Os principais métodos de imobilizacdo de enzimas neste material sédo a adsorcao

e a ligacéo covalente.57:68

De acordo com a necessidade, € comumente alterado para ajustar suas
propriedades e melhorar sua adequacao para a aplicacao final. Para ser utilizado
como suporte de imobilizacéo, o biochar precisa passar por modificacbes para
aumentar sua area superficial especifica e fragcdo de poros, ou para desenvolver

grupos funcionais reativos (Figura 12).
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Figura 12. Métodos de modificacdo do biochar para melhorar propriedades

conforme a aplicacéo final.®’

As modifica¢Bes fisicas envolvem o uso de agentes fisicos, como vapor,

diéxido de carbono, nitrogénio, etc., para a modificacdo. Aplicando vapor é
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possivel abrir poros finos contidos na estrutura do carbono, que depois dardo
origem a poros maiores, 0 que aumentard a area superficial. A oxidacdo branda
do biochar utilizando ar também demonstrou aumentar a densidade de grupos
funcionais superficiais oxigenados. J& as modificagBes quimicas, envolvem o
uso de agentes quimicos como &cidos, que possuem a capacidade de aumentar
0s grupos oxigenados na superficie e a hidrofilicidade, e bases como KOH, que
podem aumentar a area superficial e a porosidade, como citado anteriormente.
Outros métodos de modificagdo também sdo possiveis, como por exemplo a
adicdo de FeCls para proporcionar propriedades ferromagnéticas, permitindo
uma separagdo mais eficiente das particulas de biochar. A pir6lise térmica da
biomassa tratada com FeCls resulta na formagao de um compdsito biochar/y-
Fe>Os. A aplicacdo de luz UV também pode oxidar o material e gerar grupos

funcionais oxigenados.®”"°

Outros tipos de biosuportes que podem ser empregados sdo aqueles
oriundos de residuos agroindustriais, que sao facilmente disponiveis e néo
toxicos e podem ser adequados para a imobilizacdo enzimatica. A ampla area
superficial € uma das propriedades fundamentais dessas matérias-primas,
assegurando uma carga elevada de enzimas e uma porosidade significativa que
possibilita a protecdo dos sitios cataliticos do ambiente. Residuos agricolas
apresentam também a presenca de diferentes grupos quimicos (amino, hidroxila,
carboxila, tiol e fosfato), que podem promover varios mecanismos complexos,
incluindo adsorcédo superficial, atracdo ibnica, complexacdo, quelacdo e

coordenacdo.®®

4. METODOLOGIA:

4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS DE RESIDUOS ALIMENTARES

Segundo Chang & Chen (2010)", a composi¢do média, em massa, dos
residuos alimentares de cozinha é de 12-20% de proteinas, 52-65% de
carboidratos e 15-35% de lipidios. Desta forma, para realizacdo dos
experimentos e possibilidade de controle sobre a matriz estudada, foi simulada
uma amostra de residuos alimentares contendo 18% de proteina, 64,6 % de
carboidratos e 17,5 % de lipidios. Para a composi¢do majoritaria destes grupos

de macromoléculas foi levado em consideragdo um estudo relacionado a
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evolucdo dos alimentos mais consumidos no Brasil entre 2008-2009 e 2017-
2018.72 Desta forma, a fracéo proteica foi composta de carne de frango e a fragéo
lipidica, de 6leo de soja e pele de frango. A fracdo de carboidratos foi composta
de casca de laranja, casca de banana, casca de maca, folhas de alface e rucula,
batata-doce cozida, arroz cozido, batata cozida e macarréo cozido. Todos o0s
alimentos foram processados em liquidificador industrial até que fosse gerada
uma mistura homogénea. Essa mistura foi posteriormente fracionada em

embalagens herméticas de polietileno e armazenada no freezer.

4.2 AVALIACAO DOS PRODUTOS DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS

Ao final das reacgdes de hidrdlise, coletaram-se as fases aquosa e oleosa,
nas quais a atividade enzimatica foi quantificada de acordo com o tipo de enzima
empregada. Todos os resultados foram comparados com aqueles obtidos para
uma amostra controle. Sendo um aumento significativo na concentracdo dos
analitos avaliados em relac&o ao controle, um indicativo da atividade enzimatica.
Para verificar este aumento significativo em relacdo ao controle e comparar a
atividade das enzimas durante os experimentos de otimizacdo da concentragao,
foi aplicado o teste estatistico de Tukey (p=0.05), que gerou resultados com 95%

de confianca.

4.2.1 Produtos da atividade das lipases

As lipases hidrolisam lipidios para produzir acidos graxos e glicerol;
portanto, sua atividade foi quantificada pela determinacdo da acidez e da
concentracdo de acidos graxos através de titulagcdo com NaOH. ”® Os produtos
da atividade das lipases foram avaliados inicialmente na fase oleosa.
Posteriormente, nos experimentos de otimizacdo, eles foram avaliados em

ambas as fases, aquosa e oleosa.
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Figura 13. Reacao de neutralizacdo dos acidos graxos com hidroxido de sodio -
principio da quantificacdo destes compostos por titulacdo (Adaptado de
HOCHSCHEIDT et al., 2020).7

Para determinacédo da atividade na fase oleosa, apés a centrifugacao, as
amostras foram submetidas a um processo de extracdo liquido-liquido para
obtencéo do 6leo, segundo um método modificado de Quadros et al. (2016).7
Ao final da reacdo enzimatica no residuo alimentar, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos. A fase soélida foi descartada e, as fases
oleosa e aquosa foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL. A estes tubos,
foram adicionados 2 mL de diclorometano seguidos por uma vigorosa agitacao.
Entdo, os mesmos foram postos em banho ultrassénico por 2 minutos e
posteriormente centrifugados (Centrifuga FANEM® Excelsa® Il) a 3500 rpm por
5 minutos. A fase orgéanica contendo os acidos graxos foi coletada e o processo
foi repetido. Por fim, deixou-se evaporar o solvente para posterior titulacdo do
0leo com NaOH 0,1 M previamente padronizado. A titulacdo foi realizada
conforme o procedimento a seguir: num Erlenmeyer foram pesadas
aproximadamente 0,75 g de amostra do Oleo extraido, adicionados 10 mL de
alcool etilico P.A e 6 gotas do indicador fenolftaleina 0,1%. O contetdo do
erlenmeyer foi titulado com NaOH 0,1 M até o aparecimento da coloracéo
résea.” A porcentagem de acidez na fase oleosa foi calculada segundo a

equacdo abaixo, sendo a 873,32 g/mol a massa molar do 6leo de soja.’®

% acidez = <%) x100 (1)
7352

Onde:

[NaOH] = concentracdo da solucéo padronizada de hidroxido de sodio
(mol/L)
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V = volume corrigido lido na bureta (L)
Mesleo = Massa de amostra de 6leo pesada para a titulagéo (g)

Para a avaliacdo da atividade na fase aquosa, houve um problema na
visualizacao do ponto final com o auxilio da fenolftaleina, pois a solu¢édo da lipase
de interesse € colorida. Assim, a fim de minimizar erros oriundos desta
dificuldade visual, foi empregada a titulacéo potenciométrica a fim de quantificar
os acidos graxos gerados, seguindo uma metodologia adaptada de OSAWA et
al. (2006).”” Nesta técnica foi monitorado o pH do meio em funcdo do volume de
titulante adicionado. Construiu-se uma curva de titulacdo para as fases aquosas
das amostras controle e daquelas geradas na hidrolise com as lipases, a fim de
verificar o pH e o volume do ponto de equivaléncia. Verificou-se que o pH do
ponto de equivaléncia se manteve 0 mesmo tanto para as amostras controle
como para aquelas com diferentes concentracdes de enzima. Assim, nao foi
construida uma curva de titulacdo para cada amostra, o volume de titulante foi
adicionado até ser atingido o pH do ponto de equivaléncia, previamente
determinado para cada grupo de amostras. Para realizacdo da titulacao
potenciométrica, 7 mL de etanol foram adicionados a 7 mL da fase aquosa a fim
de solubilizar possiveis microemulsdes; a mistura foi titulada com NaOH 0,1 M
padronizado. As medidas foram realizadas utilizando um pHmetro Simpla PH
140.

4.2.2 Produtos da atividade das carboidrases

As celulases, pectinases e amilase estudadas promovem a hidrolise dos
carboidratos (matrizes celulésicas, pectina e amido) gerando acucares redutores
como produtos majoritarios. Aglcares redutores caracterizam-se por possuirem
extremidades redutoras em sua cadeia carbdnica, como grupos cetbnicos e
carboxilicos livres, capazes de sofrerem oxidacdo em meio basico na presenca
de agentes oxidantes.”® Assim, a determinacdo dos produtos gerados pela
atividade das carboidrases estudadas se deu pelo método ADNS, baseado na
capacidade do acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) ser reduzido por esses
acucares. A reducdo do ADNS gera o acido 3-amino-5-nitrosalicilico, um

composto aromatico que absorve fortemente a luz em 540 nm. Sendo assim, €
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possivel estabelecer uma correlacdo direta entre a medida colorimétrica e a

concentracdo de aclcares redutores presentes na amostra.”

) O OH 0] OH
Agucar OH- Acticar
redutor + OH -~ OH oxidado
(grupo carbonil livre) A (grupo carboxil)
O:N NO, O,N NH,

Acido 3,5-dinitrosalicilico

(ADNS) Acido 3-amino-5-nitrosalicilico

Figura 14. Reacdo de reducdo do acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS) pelos
acucares redutores - principio do método ADNS para determinacdo destes
compostos (Adaptado de MOURA DE VASCONCELOS et al., 2013).8°

Neste caso, foram analisadas as fases aquosas obtidas pos-centrifugacéo
da mistura produto da reacdo de hidrélise enzimatica. O procedimento analitico
consistiu em transferir 0,5 mL de cada amostra para tubos de ensaio, adicionar
0,5 mL do reagente DNS a cada tubo e homogeneizar vigorosamente. Os tubos
foram levados para banho-maria com agua em 100 °C por 15 min e,
posteriormente resfriados em banho de gelo para interromper a reagcédo. O
volume de cada tubo foi completado para 5 mL com agua deionizada e a
absorbancia, lida em 540 nm (Espectrofotémetro UV-1600, PRO-ANALISE). O
reagente DNS foi preparado a partir da mistura de duas solucdes: solucdo A (10
g de acido 3,5-dinitrossalicilico em 200 mL de NaOH 2M) e solucéo B (300 g de
tartarato duplo de sédio e potassio em 500 mL de agua). Para quantificacéo, foi
utilizada uma curva padrdo de glicose com 10 pontos de calibragcdo nas
concentracdes de 0,1 a 1 g/L.%% A concentracdo de acUcares redutores obtida

em equivalente de glicose.

4.3 SINTESE DO BIOCHAR MAGNETICO

Para imobilizacdo das enzimas avaliadas neste estudo, foi preparado um
biochar magnético de biomassa de Ayous com o intuito de utilizd-lo como
suporte. O material foi preparado pelo Laboratério de Tecnologia Ambiental e
Analitica (LATAMA). Durante a sintese, adicionou-se o hidroxido de potassio
(KOH) como agente ativador a fim de aumentar a area especifica da superficie

do biochar. Primeiramente, foi preparada uma solucéo de FeCls. Em seguida, o
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poé da biomassa de Ayous e o KOH foram adicionados a solucdo e misturados
completamente para formar uma pasta.8* A mistura foi agitada com um agitador
magnético a 90°C por duas horas. A pasta homogénea formada foi seca em
estufa e, apos a secagem, foi introduzida em um reator de tubo de quartzo dentro
de um forno convencional (Sanchis, Brasil). O aquecimento foi realizado da
temperatura ambiente até 700°C sob atmosfera inerte. Finalizada a pirdlise, o
forno foi desligado, mas o fluxo de nitrogénio foi mantido até a temperatura atingir
um valor inferior a 100°C.8282 Apds o resfriamento, o material obtido foi lavado
com uma solucéo de HCI 0,1 mol/L em um sistema de refluxo a cerca de 80°C
por 120 minutos com o objetivo de lixiviar o ferro em excesso. Posteriormente,
ele foi lavado exaustivamente com agua deionizada até que o pH das aguas de
lavagem atingisse o pH de neutralidade e seco em estufa a 105°C durante a

noite.

4.4 CARACTERIZACAO DO BIOCHAR MAGNETICO

Para imobilizacdo das enzimas no biochar, a area especifica e o volume
de poros do material sdo de grande importancia. Caso estes parametros tenham
valores significativamente altos, permitem a adsor¢cdo na superficie e a
permeacdo das proteinas nos poros. Assim, as isotermas de adsorcédo e
dessorcéao de nitrogénio foram obtidas na temperatura de ebulicdo do nitrogénio,
no Equipamento Micromeritics Tristar 1l Kr 3020 (Norcross, EUA). As amostras
foram previamente aquecidas a 120 °C, sob vacuo, por 10h. As areas especificas
foram estimadas usando-se o método BET (Brunauer, Emmett and Teller) e a
distribuicdo de tamanho de poros, usando-se o método DFT (Differential

Functional Theory).84

Foi determinado o pH no qual a superficie do material se torna
eletricamente neutra (pH do ponto de carga zero, pHyc;) a fim de tracar uma
relacdo com os pontos isoelétricos das enzimas e definir a faixa de pH na qual a
imobilizacdo seria estudada. Preparou-se uma solucéo de NaCl 0,05 mol/L, que
entdo foi porcionada em frascos nos quais os valores de pH foram ajustados
entre 2,0 e 10,0 por meio da adicdo de NaOH ou HCI 0,10 mol/L. Adicionou-se
20 mL da solugéo de cada um dos frascos a 50 mg da amostra do biochar. As

suspensodes foram agitadas por 12 horas a 25°C e 120 rpm numa Mesa Agitadora
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Reciproca Refrigerada Oxy-303 (Oxylab). O pH foi medido antes (pH inicial, pH;)
e apos o periodo de contato do material com o meio (pH final, pHs). O valor de
pHpc; foi determinado através da curva de ApH (pHf - pHi) em funcdo do pHi,
sendo o ponto de carga zero aquele no qual a curva ApH (pHf - pHi) x pHi cruza

0 eixo da abscissa.8®

Com o intuito de obter mais informagdes sobre 0s grupamentos funcionais
da superficie do biochar, foi realizada a andlise elementar C,H,N que fornece o
teor de carbono, nitrogénio e hidrogénio no material sintetizado (analisador
Perkin Elmer 2400 Series Il). A analise termogravimétrica (TGA, do inglés
Thermogravimetric Analysis) tem como objetivo determinar a estabilidade
térmica de um material e sua fracdo de componentes volateis pelo
acompanhamento da variagcdo da massa que ocorre quando uma amostra €
aquecida. Assim, a analise termogravimétrica no biochar sintetizado foi realizada
em um equipamento TA Instruments, modelo SDT Q600 (Newcastle, Estados
Unidos da América). Para realizacdo da analise, aproximadamente 10
miligramas do biochar foi colocada em um cadinho de platina na panela de uma
microbalanca e, em seguida, aquecida entre 20 °C e 1000 °C a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/ min e fluxo de ar sintético de 100 mL/min. &6
4.5 IMOBILIZACAO DAS ENZIMAS

Para a imobilizacdo das enzimas, foi estudado o biochar magnético de
biomassa de Ayous previamente sintetizado. A porcentagem de imobilizacao foi
avaliada através do método de Bradford para determinacéo de proteinas totais,
baseado na ligacao do Azul Brilhante de Coomassie G-250 a proteina. A ligacéo
do corante a proteina provoca um deslocamento no maximo de absorcédo do
corante de 465 para 595 nm, e é 0 aumento na absorcdo em 595 nm que é
monitorado e relacionado com a concentracdo de proteina no meio. Este
complexo proteina-corante tem coloracéo azul e estabilidade por até 1 h, sendo
possivel sua quantificacdo por espectrometria no UV-vis com alta sensibilidade

através de uma relacéo linear.?’

O procedimento experimental consistiu em adicionar 20 pL de amostra a
1 mL do reagente de Bradford comercial (Quick Start™ Bradford 1x Dye

Reagent, Bio-Rad), homogeneizar e, apés 30 minutos, ler a absorbancia em 595
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nm (Espectrofotdmetro UV-1600, PRO-ANALISE). Utilizou-se como referéncia
um controle negativo/branco contendo o reagente e agua tipo Il. Para
guantificagdo, foi utilizada uma curva padrdo de albulmina sérica bovina (BSA)
dissolvida em agua tipo Il contendo 10 pontos de calibracdo nas concentracdes
de 0,1 a 1 mg/mL.

4.5.1 Imobilizagdo das carboidrases

Para as concentracdes das enzimas carboidrases que demonstraram o
melhor custo-beneficio no estudo inicial da atividade na forma livre, foi avaliada
a imobilizacdo no biochar magnético. Portanto, para imobilizagcéo foi preparada
uma solugdo contendo o mix destas enzimas na concentragéo determinada na

fase de otimizagao.

4.5.1.1 Imobilizagéo no biochar magnético

Através da andlise do ponto de eletroneutralidade das enzimas e do
biochar sintetizado, foi constatado que a faixa de pH que poderia gerar uma
diferenca significativa de carga entre as proteinas e o suporte era 5,0 — 5,5.
Assim, a imobilizacdo das carboidrases no biochar magnético foi testada em pH
5,0 e 5,5, pois esta foi a faixa que apresentou a maior diferenca entre os pHs de
eletroneutralidade das enzimas (pH= 3,4 - 4,3) e do suporte (pH = 5,9),

aumentando a probabilidade de imobilizacdo por atracéo eletrostatica.

Neste contexto, foram preparados tampdes citrato/fosfato 0,15 M em pH
5,0 e 5,5. As solucdes do mix de enzimas foram preparadas nestes tampdes.
Estas solucbes foram postas em contato som o suporte em incubadora de
bancada CIENTECH CT-712 por 24 h. Foi feita uma amostra controle do biochar
no tampao a fim de verificar se haveria algum grupamento funcional que, naquele
pH, poderia interagir com o alimento posteriormente durante o estudo da
eficiéncia de imobilizacdo. Ap6s as 24 h de imobilizacdo, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos (Centrifuga FANEM® Excelsa® I). O
sobrenadante foi coletado e o sélido, lavado com 2 mL de tampao a fim de retirar

as enzimas nao adsorvidas no suporte.

A fim de determinar a porcentagem de imobilizacdo, aplicou-se o método

de Bradford para quantificacédo de proteina total, como descrito no tépico 4.7. A
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concentracdo de proteina total foi determinada na solugdo enzimatica que foi
posta em contato com o biochar, no sobrenadante, nas lavagens e nas amostras
controle. A porcentagem de imobilizac&o foi calculada de acordo com a férmula
abaixo:

[proteinal, — ([proteinalf + [proteinal;qy)

% imobilizacdo = ( )x100 (2)

[proteinal,
Onde:

[proteina] o = concentracdo de proteina na solucdo enzimatica que foi

posta em contato com o biochar (mg/mL)

[proteina] + = concentracdo de proteina no sobrenadante remanescente

apos a hidrolise (mg/mL)
[proteina] 1av = concentracao de proteina na lavagem (mg/mL)

4.5.2 Imobilizacéo da lipase

Como sera discutido posteriormente, o pH de eletroneutralidade da lipase
ficou muito proximo ao ponto de carga zero do biochar magnético. Portanto, uma
imobilizacdo via atracdo eletrostatica fica dificultada neste caso. Assim, foi

necessaria uma estratégia diferente para imobilizacdo desta enzima.

4.6 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE IMOBILIZACAO

Para estudar a atividade das enzimas imobilizadas, realizou-se a reacao
de hidrolise do residuo alimentar com os biocatalisadores obtidos da
imobilizacdo. Foi estudado também o comportamento das amostras controle
obtidas da imobilizagcdo. Para isso, 0s materiais contendo as enzimas
imobilizadas e as amostras controle foram postos em contato com o alimento em
agua e incubados conforme os procedimentos da hidrolise descrito no item 4.2.
Para avaliar a atividade da enzima lipase imobilizada no suporte, foram feitas as
titulacdes da fase aguosa e oleosa recuperadas apds a reacao de hidrolise, como
ja descrito anteriormente no item 4.3.1. Além disso, o método do ADNS também

foi utilizado para avaliar esta atividade da lipase na fragéo sélida.

Bem como, para avaliar a atividade do mix de carboidrases imobilizadas

no biochar, foi determinada a concentracdo de acUcares redutores na fase
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aquosa obtida apds a hidrdlise, segundo o método do ADNS (topico 4.3.2). A
eficiéncia de imobilizagéo foi calculada de acordo com a equacgao abaixo:

Eficiéncia = (([ [produtolimobitizada )x100 ©)

produto]jyre X % imobilizacio)
Onde:

[produto] imobiizada = concentracdo de produto (acgUcares redutores ou

acidos graxos) obtida através da hidrélise com a enzima imobilizada

[produto] iwe = concentracdo de produto (acglcares redutores ou acidos

graxos) obtida através da hidrélise com a enzima livre
% imobilizacdo = porcentagem de imobilizacao dividida por 100

4.7 ANALISE POR CLAE-IR

Com o intuito de quantificar e verificar os produtos gerados na hidrdlise
enzimatica da matriz alimentar, os produtos da fase aquosa foram submetidos a
analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, com detector de indice de
refracdo. Esse detector foi utilizado, pois € universal e largamente empregado
para a andlise de acucares, produto majoritario das enzimas aplicadas. Esta
analise foi realizada nas amostras controle e na melhor concentracdo das
carboidrases e lipase estudadas, em suas formas livres e imobilizadas. Além
disso, foram analisados também os produtos aquosos de hidrélise gerados pela

combinacéo das carboidrases em sua forma livre.

Os teores de acucares, acido galacturénico e glicerol foram determinados
por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), em equipamento
Shimadzu, empregando-se coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H a 45°C e detector
de indice de refracéo. A fase movel foi composta por H2SO4 (5 mM) com fluxo de
0,6 mL/min e o volume de amostra injetada foi de 30 pL. As amostras foram
previamente diluidas 10x e filtradas em filtro “Sep-Pack” C18 (Millipore).8 Para
guantificacdo, foram utilizadas curvas-padrdo de maltose, glicose, frutose,
arabinose, glicerol e acido galacturénico, que constituem os principais produtos

tedricos das enzimas aplicadas neste trabalho.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho conclui-se que foi possivel
desenvolver um sistema catalitico enzimético eficiente para valorizacdo do
residuo doméstico de alimentos. Através do biocatalisador sintetizado degradou-
se em torno de 50% da fracdo soélida do residuo alimentar transformando-a em
acucares redutores e acidos graxos que sao de grande valor para geracao de
uma vasta gama de bioprodutos. A atividade das proteinas livres e imobilizadas
foi comparada, obtendo-se resultados satisfatérios com a imobilizacdo, que
trouxe estabilidade e tornou as enzimas mais ativas, propiciando o uso de uma
menor concentracdo de proteinas, o que é de grande interesse econdmico.
Finalmente, o presente estudo se mostra inovador e com potencial de
revolucionar o valor do residuo doméstico de alimentos, sendo base para o
desenvolvimento de pesquisas para sintese doméstica de produtos de valor

agregado, como biocombustiveis, por exemplo.
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