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Resumo

SANTOS, Jaqueline Pozzada. Imobilizacdo de xilanase em fibras de alcool polivinilico
pela técnica electrospinning e seu comportamento enzimatico apos reticulagdo com
glutaraldeido. 2020, 79 p. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagcao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

A catalise enzimatica € cada vez mais utilizada nas industrias alimenticia, téxtil,
farmacéutica e quimica. Isso porque as enzimas, operam sob temperatura e pressao
moderadas, apresentam alta especificidade pelo substrato, representam a possibilidade de
um processo ambientalmente amigével e ndo dependem de recursos fosseis. No entanto,
para ampla aplicacdo da tecnologia enzimatica na industria, a manutencéo da estabilidade
estrutural das enzimas é extremamente relevante, e representa grande desafio do ponto de
vista técnico-econémico. Além disso, o fator reutilizacdo também configura importante
obstaculo a ser superado. Diante disso, a imobilizacdo enzimética surge como alternativa
para superar os desafios apresentados, visto que essa técnica pode proporcionar a
melhoria da estabilidade enzimatica, além de permitir o reuso de enzimas. A enzima
xilanase possui grande potencial de aplicacdo no setor industrial. Entretanto, a perda da
estabilidade operacional e de armazenamento e a alta sensibilidade a oscilagbes de
temperatura e pH inibem seu uso em varios processos industriais. Nesse sentido, o objetivo
do estudo foi melhorar a estabilidade da xilanase através da imobilizagdo em alcool
polivinilico (PVA) pela técnica de electrospinning. Para isso, num primeiro momento,
xilanase foi imobilizada com diferentes concentrac¢des (0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,5%) em
fiboras de PVA via electrospinning, o uso do encapsulante B-ciclodextrina (3-CD) foi
considerado. A morfologia, a estrutura, e a estabilidade térmica das fibras foram
investigadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de
Infravermelho com Transformado de Fourier (FTIR), Difracdo de Raio-X (DRX) e
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), além da atividade enziméatica, capacidade de
carregamento e estabilidade a diferentes temperaturas e pH. Fibras obtidas apresentaram
superficie lisa com didametro médio entre 200 e 600 nm. A utilizacdo da 3-CD favoreceu a
producéo de fibras mais espessas. A atividade 6tima da xilanase foi alterada de 60 para 70
°C com a imobilizagdo em PVA. Os resultados de FTIR indicaram que a enzima foi
incorporada nas fibras. A maior eficiéncia de imobilizacdo foi obtida com 0,5%, com
atividade de 59,73 uM/min/mg de xilanase imobilizada. Com o objetivo de reduzir a
solubilidade das fibras e proporcionar o reuso da enzima imobilizada, o estudo seguiu com
a reticulacdo das fibras utilizando vapor de glutaraldeido. A reticulacéo foi realizada durante
30, 60, 90 e 180 min. As fibras foram caracterizadas quanto a morfologia, grupos funcionais
e analises termogravimétricas (TGA). A atividade enziméatica foi estudada em diferentes
tempos de armazenamento e ciclos de reutilizagdo. Por fim, a capacidade da enzima de
reduzir a turbidez de solugdo padrédo de B-glucana também foi verificada. As fibras
reticuladas apresentaram estruturas mais densas e compactadas. Houve melhorias nas
propriedades térmicas, bem como na reciclagem e eficiéncia de armazenamento das fibras
reticuladas, em comparacao com fibras nédo reticuladas. A enzima livre e a imobilizada em
fibras de PVA reticuladas por 180 min foram capazes de reduzir a turbidez da solucéao de
B-glucana em um grau semelhante.

Palavras-chave: electrospinning; atividade da xilanase; fibra de PVA; glutaraldeido



Abstract

SANTOS, Jaqueline Pozzada. Immobilization of xylanase in polyvinyl alcohol fibers via
electrospinning and enzymatic behavior after cross-linked by glutaraldehyde. 2020,
79 p. Thesis (Doctoral Degree in Food Science and Technology) - Graduate Program in
Food Science and Technology, Agronomy School Eliseu Maciel, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2020.

Enzymatic catalysis is increasingly used in the food, textile, pharmaceutical and chemical
industries. This is because the enzymes, operate under moderate temperature and
pressure, have high specificity for the substrate, represent the possibility of an
environmentally friendly process and do not depend on fossil resources. However, for the
wide application of enzyme technology in the industry, maintaining the structural stability of
enzymes is extremely relevant, and represents a great challenge from a technical-economic
point of view. In addition, the reuse factor is also an important obstacle to be overcome.
Therefore, enzymatic immobilization appears as an alternative to overcome the challenges
presented, since this technique can provide the improvement of enzymatic stability, in
addition to allowing the reuse of enzymes. The xylanase enzyme has great potential for
application in the industrial sector. However, the loss of operational and storage stability and
the high sensitivity to fluctuations in temperature and pH's inhibit its use in various industrial
processes. In this sense, the objective of the study was to improve the stability of xylanase
through immobilization in polyvinyl alcohol (PVA) using the electrospinning technique. For
this, at first, xylanase was immobilized with different concentrations (0.5%, 1.0%, 1.5%,
2.0% and 2.5%) in PVA fibers via electrospinning, the use of the encapsulant 3-cyclodextrin
(B-CD) was considered. The morphology, structure, and thermal stability of the fibers were
investigated by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD) and Differential Scanning Calorimetry (DSC),
in addition to enzymatic activity, loading capacity and stability at different temperatures and
pH's. The obtained fibers had a smooth surface with an average diameter between 200 and
600 nm. The use of B-CD favored the production of thicker fibers. The optimal xylanase
activity was changed from 60 to 70 ° C with PVA immobilization. The FTIR results indicated
that the enzyme was incorporated into the fibers. The highest immobilization efficiency was
obtained with 0.5%, with an activity of 59.73 yM / min / mg of immobilized xylanase. With
the objective of reducing the solubility of the fibers and providing the reuse of the immobilized
enzyme, the study continued with the crosslinking of the fibers using glutaraldehyde steam.
Cross-linking was carried out for 30, 60, 90 and 180 min. The fibers were characterized in
terms of morphology, functional groups and thermogravimetric analysis (TGA). The
enzymatic activity was studied at different storage times and reuse cycles. Finally, the ability
of the enzyme to reduce the turbidity of the standard -glucan solution was also verified.
The crosslinked fibers showed denser and more compacted structures. There have been
improvements in thermal properties, as well as in the recycling and storage efficiency of
crosslinked fibers, compared to non-crosslinked fibers. The free enzyme and the
immobilized in crosslinked PVA fibers for 180 min were able to reduce the turbidity of the 3-
glucan solution to a similar degree.

Keywords: electrospinning; xylanase activity; PVA fiber; glutaraldehyde
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1. Introducéo

A xilana é um homopolimero linear que contém mondmeros de D-xilose ligados
através de ligagdes B-1,4-glicosil, e é considerado a segunda biomassa renovavel mais
abundante encontrada na natureza, logo apos a celulose (KUMAR et al., 2017, UDAY et
al., 2016). A endo-1,4-xilanase (EC 3.2.1.8) € uma enzima hidrolitica que cliva xilana em
pequenos fragmentos por hidrélise de ligagdes B-1,4-glicosidicas da molécula de xilana. As
xilanases s@o enzimas amplamente utilizadas nas industrias alimenticia, téxtil, farmacéutica
e quimica (RAVEENDRAN et al., 2018). No entanto, apresentam algumas limitacées como
a falta de estabilidade em longo prazo e a dificil recuperacéo e reutilizagdo o que leva a
maiores custos operacionais (DICOSIMO et al., 2013). Essas limitacdes podem ser
superadas pela imobilizacdo de enzimas (SOUZA et al., 2017).

A imobilizacdo de enzimas pode ser considerada um tipo especializado de
formulacdo enzimética. O papel dessa formulacdo é maximizar a estabilidade, tanto
enziméatica quanto fisica, de enzimas em uma forma que melhor se adapte a sua aplicacédo
(BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Os métodos mais utilizados para a
imobilizacdo de enzimas sao o aprisionamento (em matriz polimérica ou encapsuladas), a
ligacdo covalente ou cruzada e a adsorcéo fisica ou i6nica (LIU; CHEN; SHI, 2018). Uma
das tecnologias modernas na biocatalise € a imobilizacdo enzimatica utilizando a técnica
de electrospinning (AGGARWAL; CHAKRAVARTY:; IKRAM, 2020).

A técnica de electrospinning é considerada um método simples, de facil controle e
economicamente viavel na fabricacdo de nanomateriais (MOREIRA et al.,, 2020). O
processo utiliza um jato eletricamente carregado de solucéo polimérica para a producéo de
fibras com escala nano, micro e submicro (MORENO-CORTEZ et al., 2015). Os polimeros
utilizados para a imobilizacdo enzimatica podem proteger as enzimas contra a alta
sensibilidade as condi¢cdes ambientais, favorecendo a estabilidade de pH e temperatura e
a estabilidade operacional (COWAN; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).

O potencial de muitos polimeros sintéticos e naturais tem sido investigado no
desenvolvimento de produtos utilizando electrospinning. Entre eles, o alcool polivinilico
(PVA) tem sido amplamente investigado devido as propriedades ndo-toxicas, conveniéncia
de processamento, boa estabilidade mecanica e térmica, alta biocompatibilidade e seu
comportamento biodegradavel (SAALLAH et al., 2016).


https://www-sciencedirect.ez66.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/nanomaterials
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Apesar das vantagens atribuidas as fibras de PVA produzidas via electrospinning
alguns problemas associados com esse material de suporte séo relatados, tais como a alta
solubilidade em meios aquosos e a limitada interagdo com a enzima em sua superficie
interna (PIACENTINI; YAN; GIORNO, 2016). A este respeito, tem sido demonstrado
interesse crescente na reticulacdo quimica em materiais nanofibrosos e o uso de auxiliares
de imobilizacdo enzimatica como complexos utilizando ciclodextrinas (CANBOLAT;
SAVAS; GULTEKIN, 2015; MORENO-CORTEZ et al., 2015)

O glutaraldeido € o reticulador quimicos mais utilizados na biocatalise, sendo capaz
de reagir com a enzima e consigo mesmo (BARBOSA et al., 2014). As solucdes de
glutaraldeido sdo comumente utilizadas para reticular o PVA, retardando assim a
dissolucdo em fluidos. O mecanismo de reticulacao envolve a ligacdo quimica dos grupos
hidroxila presentes no PVA com os grupos aldeido do glutaraldeido (SHAIKH et al., 2012).

Estudos com amilases e outras classes de enzimas indicam que a imobilizacdo
proporciona liberacdo controlada da enzima, bem como a manutencdo da atividade
enziméatica durante o armazenamento, proporcionando maior estabilidade operacional sob
condicdes ambientais adversas (CANBOLAT; SAVAS; GULTEKIN, 2017). Pesquisas
relacionadas a imobilizacdo de xilanases foram realizadas considerando sua imobilizacédo
por métodos ndo covalentes, em polimeros insoltveis e soluveis (MADAKBAS et al., 2013),
nanoparticulas de Oxido de grafeno superparamagnético (MEHNATI-NAJAFABADI,
TAHERI-KAFRANI; BORDBAR, 2018), hidrogéis (DUMITRIU; CHORNET, 1997) ou
espuma de poliuretano (HAAPALA et al., 1994) e em esferas de alginato (JAMPALA et al.,
2017), seguido de ativacdo usando reagentes funcionais. No entanto, de acordo com o
nosso conhecimento, ndo ha relatos disponiveis na literatura sobre o desempenho da
xilanase imobilizada em fibras de PVA via electrospinning utilizando a capacidade de
complexagao com B-Ciclodextrinas (3-CD) e o comportamento enzimatico apés reticulacdo
com vapor de glutaraldeido.

Nesse contexto, a imobilizagdo de diferentes concentracdes de xilanase em fibras
de PVA, utilizando ou n&o B-CD, pela técnica de electrospinning e avaliagdo da estabilidade
enzimatica atraves da reticulacéo das fibras com glutaraldeido em fase de vapor, permite
aprimorar as informagdes necessarias no meio cientifico que visa a aplicacdo da enzima no

meio industrial.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Melhorar a estabilidade da xilanase através da imobilizacdo em &lcool polivinilico

(PVA) pela técnica electrospinning e pela reticulacdo quimica com glutaraldeido.

2.20bjetivos especificos

1) Imobilizar xilanase, em diferentes concentracdes, em fibras de PVA através da técnica
de electrospinning;

2) Caracterizar as fiboras de PVA em relacdo a concentracdo de enzima sobre
caracteristicas estruturais de fibras;

3) Avaliar aimobilizagado de xilanase e a incorporagéo de 3-CD como encapsulante na fibra
de PVA em relacéo a eficiéncia de imobilizacéo e a atividade enzimatica,

4) Analisar o comportamento enzimatico da xilanase imobilizada na fibra de PVA em
diferentes temperaturas e pH’s;

5) Reticular a fibra que apresentar a concentracdo de enzima mais estavel e reprodutivel
em funcdo da atividade enzimatica, em diferentes tempos de exposicdo com vapor de
glutaraldeido;

6) Avaliar a liberacdo controlada da enzima apds reticulacdo com vapor de glutaraldeido
através do armazenamento e do numero de ciclos de reutilizacdo sobre a atividade

enzimatica da xilanase.
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3. Hipoteses

1) A concentracdo de xilanase influencia na atividade enzimética e na capacidade de
carregamento nas fibras;

2) A imobilizagao de xilanase em fibras de PVA, com a incorporagao de B-Ciclodextrina,
mantém a atividade enzimatica em diferentes valores de pH e de temperatura, quando
comparada a enzima livre;

3) A reticulagdo com vapor de glutaraldeido amplia a estabilidade das fibras e o controle
de liberacdo da xilanase em meio aquoso €;

4) A imobilizacdo da xilanase permite a recuperacdo e reutilizacdo da enzima,

interrompendo a hidrélise continua.
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4. Revisao da literatura

4.1 Enzimas na industria de alimentos

Enzimas sao proteinas globulares que agem como catalisadores e sdo amplamente
utilizadas em bioprocessos industriais. Podem, portanto, ser definidas como um
biocatalisador, cuja natureza proteica determina a presencga de certas propriedades, tais
como especificidade de substrato, dependéncia da temperatura e dependéncia do pH. As
enzimas tém sido utilizadas a milhares de anos no processamento de alimentos e bebidas.
S&o exemplos a panificacdo, a fabricacdo de cerveja, de queijos e de vinhos, embora
apenas nas ultimas décadas do século XX foram desenvolvidos processos que permitiram
a producao em formulagdes bem caracterizadas em larga escala (MISHRA et al., 2017). O
mercado industrial de enzimas foi avaliado em US$ 6,1 bilhdes em 2017 com estimativas
de atingir US$ 8,5 bilhdes em 2022, e o mercado de enzimas alimentares representa uma
consideravel parte desse mercado (ZHANG; HE; SIMPSON, 2018).

A area de alimentos e bebidas lidera o mercado de aplicacdo de enzimas e este fato
esta relacionado as vantagens que propiciam a industria alimenticia, como por exemplo: a)
melhorar a produtividade; b) minimizar a formacao de subprodutos e reacdes colaterais
indesejadas; c) conduzir processos ambientalmente amigaveis com baixo consumo de
energia e emissdo de carbono; d) fornecer produtos seguros e de alta qualidade
(CHANDRASEKARAN et al., 2015). As enzimas sao principalmente utilizadas como
auxiliares de processamento, o que significa que sao utilizadas durante o processo de
producdo e nao estdo presentes no produto final, ou, se for o caso, ndo tém efeito
tecnoldgico no produto final.

As enzimas sdo diferenciadas umas das outras pelo tipo de reacdo catalisada,
portanto essa propriedade especifica € a base para a classificacdo e nomeacao de
enzimas. A nomenclatura classifica cada enzima com um cédigo de quatro algarismos
precedido pela sigla em Inglés EC, que significa Comissdo de Enzimas. O primeiro
algarismo atribui as enzimas a uma das seis classes (oxirredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases) que dependem da natureza da reacéo catalisada.
Cada classe é dividida em subclasses que identificam a enzima em termos mais especificos

e que sao representadas pelo segundo algarismo. O terceiro algarismo define com exatidao
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o tipo de atividade enzimatica e o quarto é o numero da enzima dentro da sua subclasse
(CORNISH-BOWDEN, 2014).

Aplicacdes praticas de enzimas podem requerer agcdo de uma Unica enzima, por
exemplo a lactase, que promove a hidrélise da lactose na producdo de leite sem lactose,
ou a acao conjunta de varias enzimas, como por exemplo a- e y-amilases, pullulanase e
glucose isomerase na producédo de xarope de alta frutose ou uma combinacéo de amilases,
lipases, oxirredutases e xilanases na producéo de pdo (CHANDRASEKARAN et al., 2015;
HUA; YANG, 2015; MIGUEL et al., 2013). Proteases e lipases sdo as enzimas mais
comumente usadas no processamento de alimentos. No entanto, outras enzimas também
encontram espaco de processamento de alimentos, como: a) glicose isomerase, na
producdo de adocantes (TOMASIK; HORTON, 2012); b) quimosina protease, como
coagulante na producao de queijos (ALINOVI et al., 2018); c) xilanase na clarificacdo de
sucos (SHAHRESTANI et al., 2016); d) transglutaminase, no processamento de carne
(SANTHI et al., 2017), entre outras.

4.2 Xilanase

A xilana € o principal polissacarideo hemicelulésico presente na parede celular de
cereais, sua completa degradacéo requer a atuacdo de um sistema multiplo de enzimas
especificas com distintos modos de acdo (KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018). O complexo
enzimatico inclui: a) endo-B-1,4 xilanase (EC 3.2.1.8); b) B-xilosidase (EC 3.2.1.37); ¢) a-L-
arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55); d) B-glicuronidases (EC 3.1.1.139); e) acetil xilana
esterase (EC 3.1.1.72); f) p-coumaroil (EC 3.1.1.73) e feruloil esterase (EC 3.1.1.78) (LIU;
KOKARE, 2017; ROSELL; DURA, 2015).

Dois grupos principais se destacam nas enzimas xilanoliticas: as endo-B-1,4
xilanases que estao envolvidas diretamente na quebra das liga¢des glicosidicas 3-1,4 da
cadeia principal da xilana, liberando oligossacarideos com baixo ou alto grau de
polimerizacao e eventual xilose, dependendo da familia na qual a enzima pertence e regiao
de atuacédo na estrututura do polissacarideo (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016); enquanto
as [-xilosidases atuam na extremidade nao redutora da xilobiose ou de outros
oligossacarideos, liberando xilose (SHALLOM; SHOHAM, 2003). As enzimas auxiliares

atuam na remocao dos substituintes laterais da cadeia de xilana (ALOKIKA; SINGH, 2019;
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COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005). Na Figura 1 é apresentada a estrutura esquematica
da xilana e os locais de ataque por enzimas xilanoliticas.

A endo-B-1,4-xilanase € a enzima mais importante na despolimerizacdo de
arabinoxilanas do ponto de vista funcional. Ela € capaz de hidrolisar a ligagcbes -1,4 em
residuos de xilose na estrutura dorsal da xilana e, com isso, afeta drasticamente a massa
molar e a solubilidade das arabinoxilanas e, portanto, também sua funcionalidade
(DORNEZ et al., 2009). A nomenclatura designada para a endo--1,4-xilanase € EC 3.2.1.8,
gue a caracteriza em hidrolase, glicosilase, glicosidase e enddgena, respectivamente.

ENETENE @QQQ\

s N 5%

COOH
OH

Figura 1 - Estrutura esquematica da xilana e os sitios de ataque das enzimas xilanoliticas: (1) endo 3-1,4-
xilanases (2) a-L-arabinofuranosidases (3) glicuronidase (4) feruloil e p-coumaroil esterases (5) acetil xilana
esterase.

Fonte: Adapatado de DORNEZ et al., 2009

As xilanases sao cientificamente conhecidas como endo-3-1,4-xilanase e varios
sinbnimos sdo utilizados para descrevé-las, tais como [-xilanases, B-1,4-xilanases,
endoxilanases e (-1,4-xilana hidrolases (KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018). A maioria
dessas enzimas sdo produzidas por bactérias e fungos, mas também podem ser
encontrados em plantas, insetos, caracdis, crustaceos, algas marinhas e protozoarios
(DORNEZ et al., 2009). Fungos dos géneros Aspergillus (ADHYARU et al., 2017),
Trichoderma (AJIJOLAKEWU et al., 2017), Thermomyces (KUMAR; CHHABRA; SHUKLA,
2017), Penicillium (BORUAH et al., 2016) e Fusarium (ALMEIDA et al., 2014), bem como
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algumas espécies termofilas (GOLUGURI et al., 2016; ZHAO et al.,, 2013), tém sido
reportados como grandes produtores de xilanases.

As xilanases séo classificadas em seis familias de glicosil-hidrolases (GH) — GH5,
GH7, GH8, GH10, GH11 e GH43 — as quais se diferem quando as propriedades fisico-
guimicas, estrutura, modo de acdo e especificidade. No entanto, a maioria das
classificacdes cientificas foi realizada com base na analise de agrupamento hidrofébico dos
dominios cataliticos e as semelhangas nas sequéncias de aminoécidos, assim as xilanases
foram classificadas principalmente como GH 10 e 11 (VERMA; SATYANARAYANA, 2012).
Para a maioria das xilanases isoladas de procariotos, o pH 6timo varia de 6,0 a 9,0 enquanto
gue para as xilanases isoladas de eucariotos o pH 6timo varia de 4,0 a 6,0. Da mesma
forma, a temperatura 6tima para a acao das xilanases varia de 35 a 60 °C.

As xilanases tém atraido interesse em pesquisas cientificas devido ao seu amplo
espectro de aplicacao industrial. Essas enzimas tém sido utilizadas na industria de papel e
celulose, mais especificamente no branqueamento da polpa em substituicdo aos
compostos clorados téxicos (ex. ClOz2, Clz, hipoclorito) (ADHYARU et al., 2017; BORUAH
et al.,, 2016); na industria de tecidos em etapas como desengomagem, biopurga
(bioscouring) e biopolimento das fibras téxteis (ATY et al., 2018; BATTAN et al., 2012); e
na conversdao de biomassa lignocelulésica em acucares fermentesciveis e,
consequentemente, na producéo de biocombustiveis (ASTOLFI et al., 2019; BOONCHUAY
et al., 2018; ALMEIDA et al., 2014; YANG et al., 2015b).

Na industria de alimentos, as xilanases apresentam importante papel no
melhoramento de processos e de caracteristica tecnoldgicas e/ou nutricionais, tais como:
extracdo e clarificacdo de suco de frutas (ADIGUZEL et al., 2019; SILVA et al., 2019;
SHAHRESTANI et al., 2016); extracdo de 6leo a partir de plantas (MARASABESSY et al.,
2011); fabricacéo de paes (LIU et al., 2017; PASSARINHO et al., 2019; YEGIN; ALTINEL;
TULUK, 2018) e biscoitos (LI et al., 2013), atuando na modificacdo das propriedades
reoldgicas da massa; e formulacdo de ragbes animais (GHAYOUR-NAJAFABADI et al.,
2018; VANDEPLAS et al., 2010), aumentando a sua digestibilidade e valor nutricional.

A hidrolise de xilanas pela endo-B-1,4-xilanase €, portanto, uma estratégia
frequentemente utilizada na indastria para ajustar a qualidade do processamento, 0
rendimento e/ou a qualidade produto final. No entanto, a aplicacdo industrial da xilanase

exige que as enzimas sejam capazes de suportar as condicdes adversas, como ambiente
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acido / alcalino e temperatura elevada, o que torna seu uso desafiador pelas exigéncias dos
processos industriais. Atualmente, a mais proeminente e bem-sucedida estratégias de
pesquisa e desenvolvimento para melhorar o desempenho enzimatico é a imobilizacao

enziméatica.

4.3 Imobilizacdo enzimatica

As enzimas sdo Otimos catalisadores biolégicos utilizados nas industrias de
alimentos, energéticas e farmacéuticas devido a sua elevada eficiéncia catalitica, condi¢cdes
brandas de reacdo e auséncia de poluicdo (GAO et al., 2013). Ha alguns inconvenientes
gue limitam a aplicacdo de enzimas livres, tais como baixa estabilidade operacional e
dificuldade de recuperacéo e reutilizacdo do biocatalisador (GROSOVA; ROSENBERG,;
REBROS, 2008). A imobilizacdo de enzimas € um método potencial para aumentar a
estabilidade de enzimas, diminuir o custo e, em consequéncia, tornar o biocatalizador mais
eficiente e amigavel ambientalmente (TRAN; BALKUS, 2011).

A imobilizacdo aumenta a estabilidade térmica e fornece maior estabilidade da
enzima sob pH e temperaturas extremas, isto porque a imobilizacdo fornece uma estrutura
externa mais rigida para a ligacdo da enzima (BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996). A
mesma explicacdo também se aplica a retencéo de atividade apos varios ciclos de uso, a
reducdo da inibicdo enzimatica, e 0 aumento na estabilidade de armazenamento. A
imobilizacdo torna as enzimas menos acessiveis as interacfes causadas por agentes
inibidores e desnaturantes, o que as torna menos expostas a esses agentes (DICOSIMO
et al., 2013).

Embora a imobilizagdo permita a otimizagéo funcional de enzimas, esse processo
também tem impacto na atividade catalitica. Uma enzima pode ser desnaturada e perder
sua atividade quando solubilizada no meio de imobilizacdo ou durante a etapa de ligacéo
do processo de imobilizacdo. A imobilizacdo geralmente promove novas interacdes entre a
enzima e o suporte, que por sua vez podem alterar a configuragao final do biocatalisador e
sua atividade catalitica (GARCIA et al., 2011). No entanto, em alguns casos, a perda de
atividade catalitica € menos importante quando comparada a um ganho de propriedades
funcionais, como estabilidade térmica, reutilizacdo, etc (VAZ; MOREIRA; FILHO, 2016).
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A reutilizacdo da enzima e a facil separacao dos produtos gerados é um excelente
beneficio da imobilizacdo, tudo fornecido pelo simples isolamento do material de suporte
do meio de reacdo. As enzimas imobilizadas podem ser separadas dos produtos por
remocdo fisica de suporte quando s&o utilizados macrocondutores, por precipitacao,
filtracdo ou magnetismo, dependendo das caracteristicas do material de suporte (BALCAO;
PAIVA; MALCATA, 1996; MUBARAK et al., 2014)

A selecdo da técnica de imobilizacdo é uma etapa extremamente importante no
processo geral e pode levar a redugdes de tempo e custos (HOMAEI et al., 2013). Existem
varios meétodos para imobilizacdo de enzimas sendo os mais utilizados definidos como:
encapsulamento e interacdes quimicas (ESCOBAR et al., 2016; URRUTIA et al., 2014)
(Figura 2).

Métodos para imobilizagao de enimas
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Figura 2 - Principais métodos para imobilizagdo de enzimas.
Fonte: Adaptado por Dalla-Vecchia, Nascimento, Soldi (2004)

Aléem do método a ser escolhido, o material de suporte esta altamente relacionado
com a eficiéncia de imobilizacdo da enzima. A diminui¢do da transferéncia de massa entre
enzima e substrato causada pelo processo de imobilizagao gera problemas de difusao que
levam a perda da afinidade e da atividade da enzima. Além disso, sabe-se que o sitio de
ligacdo e o sitio ativo da enzima desempenham papel crucial na catalise e, durante o

processo de imobilizacdo, esses sitios podem ser bloqueados ou distorcidos, o que resulta
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em perda de atividade (VAZ; MOREIRA;FILHO, 2016). No entanto, essas dificuldades
podem ser resolvidas com a escolha mais adequada do material de suporte.

A matriz utilizada deve ser inerte, altamente estdvel, capaz de abrigar grande
guantidade de enzima, ser biocompativel, ndo modificando a estrutura nativa da enzima e
comprometer sua atividade biolégica (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).0 alcool polivinilico
(PVA) tem sido utilizado como matriz polimérica para imobilizacdo de enzimas em diversos
estudos (FAZELA et al., 2016; SAALLAH et al., 2016; SHAIKH et al., 2012). Este polimero
é biodegradavel, hidrofilico, atoxico, de relativamente baixo custo e esté disponivel em uma
ampla faixa de pesos moleculares. Além disso, o PVA possui a capacidade de formar
ligacbes secundarias com proteinas que podem dissociar moléculas ligadas ao hidrogénio,
facilitando a eletrofiagdo de biomacromoéculas. Uma alternativa de suporte para a
imobilizacdo enzimatica € o uso de ciclodextrinas, pois oferecem solu¢des funcionais
criando estruturas complexas que ndo apresentam toxicidade e tém melhor caracteristica
de solubilidade (CANBOLAT; SAVAS; GULTEKIN, 2017).

Varios estudos descrevendo estratégias e condicdes de imobilizacdo sé&o
encontrados na literatura, sendo as enzimas hidrolases mais frequentemente relatadas. A
Tabela 1 redne alguns estudos de imobilizacdo enzimatica e suas aplicacdes industriais.

Resultados promissores, com alta estabilidade de armazenamento e operacao,
além de maior carregamento de enzimas, foram obtidos pela abordagem de imobilizacéo
de enzimas, combinando adsorc¢éo e fixacdo covalente de enzimas (KIM et al., 2009; AHN
et al.,, 2010; LEE et al., 2010). No entanto, as estratégias de imobilizacdo desenvolvidas
sdo trabalhosas, normalmente caras e demoradas, e 0s sistemas obtidos ainda séo
deficientes para grande escala e possivel aplicacdo em processos continuos.

Por encapsulamento, a imobilizacdo € ocasionada pela retencao fisica da enzima
nas cavidades de uma matriz polimérica apresentando uma superficie alto nivel de
porosidade, possibilitando assim, uma maior quantidade de enzimas aprisionadas. A
utilizacdo de suportes nano-estruturados para imobilizacdo de enzimas tem mostrado
vantagens adicionais relacionadas a maior retencdo da atividade catalitica, melhor
estabilidade da enzima imobilizada, aliado a um método simples e verséatil para producao
desses suportes; 0s processos eletrohidrodindmicos (BHUSHANI,
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). No presente estudo, foi utilizado a técnica de
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eletrospinning para preparar membranas fibrosas como suportes para encapsular a enzima

xilanase.

Tabela 1 - Imobilizagdo de enzimas hidrolases por diferentes métodos e suas aplica¢des industriais

Enzima Técnica Sugestdo de aplicacdo Referéncia
. Ligag&o covalente e Indusfma d? ghmentos, de HIRSH et al.,

Celulase (comercial) )’ cervejas, téxtil, celulose e

adsorcao papel 2010
Celulase (Trichoderma ~ S TSAI E MEYER,

. Adsorcéao Industria de etanol
reesei) 2014
Celulase e xilanase : ~ ~ Industria de ragdo animal, g\ s ANCHEZ
o Reticulacdo e adsorcao biodiesel, téxtil, polpa e

comerciais papel etal., 2014
Xilanase SOOZANIPOUR,
(Thermomyces Ligagao covalente e Industria de etanol TAHERI-
lanuginosus) adsorcao KAFRANI,

g ISFAHANI, 2015
Xilanase LANDARANI-
(Thermomyces Adsorc¢éo Industria de etanol ISFAHANI et al.,
lanuginosus) 2015

. . L MANRICH et al.,
Xilanase (comercial) Ligacdo covalente 2010
Xilanase (Trichoderma Ligacio covalente Producéao de xilo- Ll et al., 2014

reesei)
Xilanase (Talaromyces
thermophilus)

Lacase (Trametes
versicolor)

Papain (Carica
papaya)

Tripsina (pancreas de
porco)

a-amylase (Aspergillus
oryzae)

Ligacdo covalente

Encapsulamento

Encapsulamento e ligacéo

covalente
Nanoencapsulamento

Encapsulamento

oligossacarideos
Producéao de xilo-
oligossacarideos

Industria de papel

Industria de cerveja e de
carnes
Industria de carnes

Industria de panificacéo,
xaropes, cervejas

DRISS et al., 2014

CANBOLAT,
SAVAS,
GULTEKIN, 2017
MORENO-
CORTEZ et al.,
2015

PINTO et al., 2015

PORTO et al.,
2019

4.3.1 Electrospinning para imobilizacdo de enzimas

A técnica nomeada electrospinning é um método facil, rentavel e flexivel que utiliza

um jato eletricamente carregado de solucdo polimérica para a producao de fibras com

escala nano, micro e submicro (BABITHA et al., 2017). O processo de electrospinning

geralmente envolve a aplicacdo de alta voltagem em uma goticula de solu¢do polimérica

no final da agulha metélica. A goticula se estende sob a influéncia da tenséo aplicada até

um ponto critico, formando o chamado cone de Taylor. Quando a forca eletrostatica supera

a tensdo de superficie da gota, esta € forcada a sair do capilar em direcdo ao coletor
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aterrado. Nesse momento o solvente é evaporado e as fibras poliméricas sdo depositadas
secas no suporte. (Figura 3).

As fibras produzidas tem alta razdo superficie/volume, com excelente
interconectividade, facilitando o maior carregamento e a liberacdo das moléculas retidas
(KHAJAVI; ABBASIPOURB, 2012). Existem alguns parametros que podem ser
manipulados para alcancar caracteristicas de fibra desejadas, tais como viscosidade e

condutividade do polimero, tensao aplicada e distancia entre o jato e o coletor.

Solugéo Fibrade
polimérica | l . ) PVA
. B \‘ \
\ A \
\ \ N
'\ \
. | L’“ Al
(][j;S e O O O O
Seringa v . Coletor
bombeadora 2o aterrado

Fontedealta
tensao

Figura 3 -Esquema de um processo de electrospinning horizontal

A premissa do uso de estruturas em nanoescala para imobilizacdo é reduzir as
limitacbes de difusdo e maximizar a é&rea superficial funcional para aumentar o
carregamento de enzimas (MOHAMAD et al.,, 2015). A imobilizacdo de enzimas por
encapsulamento envolve a polimerizacdo in situ da matriz porosa em torno dos
biocatalisadores a serem imobilizados. Nessa forma de imobilizacéo, a enzima e a solugao
polimérica sdo misturadas e subsequentemente ocorre a eletrofiagdo. A vantagem da
utilizacdo desse método € que o confinamento protege a enzima do contato direto com o
meio reacional, minimizando, assim, os efeitos de inativacdo. Por outro lado, a técnica pode
reter a atividade catalitica da enzima (ZHANG; HE; SIMPSON, 2018).

Estudos promissores vém sendo descritos utilizando a técnica de electrospinning
para imobilizar enzimas, como Canbolat; Savas; Gultekin (2017) que obtiveram quase o

dobro da atividade da lacase quando a enzima foi imobilizada por electrospinning em
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nanofibra de poli (e-capro-lactona) (PCL). Outro resultado interessante foi alcancado por
Moreno-Cortez et al. (2015), quando investigaram a tripsina imobilizada em condicdes
similares a Canbolat; Savas; Gultekin (2017), observando uma notavel estabilidade térmica
da enzima imobilizada, cerca de 66% maior do que a forma soluvel livre de tripsina apos 1h
a 45 °C. Seguindo na mesma linha, Saallah et al. (2016) imobilizaram ciclodextrina
glucanotransferase em fibras produzidas pela técnica de electrospinning e compararam
com um filme produzido pela técnica de casting, ambos preparado a partir da solucao de
alcool polivinilico. Os autores observaram que a enzima imobilizada nas fibras via
electrospinning apresentou eficiéncia de carregamento 2,5 vezes maior do que no filme.

O objetivo do estudo de Porto et al. (2019) foi imobilizar a-amilase em fibras de alcool
polivinilico por electrospinning e avaliar sua estabilidade em diferentes temperaturas e pHs
utilizando diversos substratos de amido, como amido de milho e amidos de trigo germinado
e ndo germinado. No estudo, a atividade enzimatica foi maior na forma imobilizada do que
na forma livre. Além disso, a atividade foi maior quando o amido de trigo germinado foi
usado como substrato em diferentes temperaturas e pHs, indicando grande potencial para
sua aplicagao em hidrolise com a-amilase.

Alonso-Gonzélez et al. (2020) investigaram as propriedades antimicrobianas da
enzima glicose oxidase encapsulada via electrospinning e um sistema de membrana
multicamadas, onde a enzima foi encapsulada dentro da membrana hidrofilica de alcool
polivinilico, que por sua vez foi protegida por duas membranas de policaprolactona
hidrofébica. Os resultados indicaram que esta técnica é adequada para imobilizacdo de
enzimas com potencial uso na industria de embalagens ativas, com excelentes
propriedades antibacterianas.

O estudo descrito por El-Shishtawy, Aldhahri, Aimulaiky, (2020) propds imobilizar a-
amilase e peroxidase de rabano (HRP) via electrospinning em duas fibras poliméricas
distintas. Os autores destacaram que as atividades cataliticas retidas das enzimas HRP e
a-amilase imobilizadas foram de 79 e 80,2% apdés 10 ciclos, respectivamente. Ainda, apos
0 armazenamento por 12 semanas, as enzimas duplamente imobilizadas ainda retinham
guase 90% das atividades, semelhantes as imobilizadas individualmente.

A solucéo para as limitagbes encontradas no uso de enzimas em larga escala ainda
€ o principal assunto da tecnologia enzimatica. As combinagfes de algumas tecnologias

envolvendo a imobilizacdo de enzimas sédo as pesquisas mais proeminentes encontradas,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-amylase
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visto o interesse em sanar dificuldades impostas em cada método. Utilizar a técnica de

encapsulamento e reticulacdo quimica tem interesse especial neste contexto.

4.3.2 Glutaraldeido como reticulador

O glutaraldeido é um dos reagentes mais utilizados em processos de biocatélise,
com capacidade de polimerizacdo (RUBINA et al., 2012). Devido a sua grande versatilidade
revelou-se um reagente muito interessante para imobilizagao/estabilizagcdo de enzimas
(BARBOSA et al., 2014), embora o mecanismo exato da reacdo entre o glutaraldeido e as
proteinas ndo seja totalmente compreendido (WINE et al., 2007).

O mecanismo de reacéo entre o glutaraldeido e a molécula de enzima néo se limita
apenas a um mecanismo, permitindo imobilizar uma enzima de diferentes maneiras (SIAR
et al., 2018), envolvendo principalmente aminoacidos primarios e grupos de proteinas,
embora possa eventualmente reagir com outros grupos (tidis, fendis e imidazois)
(BARBOSA et al., 2014). No entanto, a estrutura exata das principais estruturas
relacionadas com a reticulacéo de proteina ainda ndo esta totalmente esclarecida.

Uma das estratégias utilizadas com o uso do glutaraldeido como reticulador € o
tratamento apds a imobilizacdo da enzima no suporte (JAMPALA et al., 2017; PIACENTINI
et al., 2017; SAALLAH et al., 2016; PORTO et al. 2019). As enzimas sao primeiramente
imobilizadas nos suportes e isso faz com que a reticulacdo quimica apenas modifique os
grupos de enzimas envolvidos na imobilizacdo. Normalmente, esse tipo de reticulacao
produz uma melhor estabilidade, embora esta ndo seja uma regra geral (MAGRO et al.,
2020; BRAHAM et al., 2018).

Os protocolos para a uma imobilizacéo covalente de enzimas geralmente se iniciam
com a modificacdo da superficie do suporte por meio de rea¢fes de ativacdo, na qual os
grupos funcionais do suporte sdo modificados para produzir intermediarios reativos
(FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013). As solucdes de glutaraldeido
sdo comumente utilizadas para reticular o alcool polivinilico (PVA), retardando, assim, a
dissolucéo em fluidos. O mecanismo de reticulacéo envolve a ligagdo quimica dos grupos
hidroxila presentes no PVA com os grupos aldeido do glutaraldeido (SHAIKH et al., 2012).

Diferentes estudos tém utilizado o glutaraldeido como reticulador em imobilizagbes
enzimaticas, como Moreno-Cortez et al. (2015) que imobilizaram a enzima papaina em

nanofibras de PVA e as reticularam com vapor de glutaraldeido. A atividade catalitica nesse
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estudo foi 88% maior do que a enzima livre e, ainda, a enzima reticulada reteve sua
atividade catalitica apds seis ciclos de uso. A enzima xilanase foi imobilizada em esferas
de alginato de calcio e reticuladas com glutaraldeido no estudo realizado por Kumar et al.
(2017). Os autores concluiram que a imobilizacdo aumentou o pH e a temperatura 6tima da
enzima reticulada de 8,0 para 9,0 e de 50 para 60°C, respectivamente. Ainda no mesmo
estudo, a estabilidade de armazenamento da xilanase reticulada reteve 80% de sua
atividade original a 4°C apo6s 30 dias, em comparagdo com a enzima livre.

Dogag et al. (2017) realizaram a imobilizagdo de lipase em nanofibras de alginato/poli
(6xido de etileno) (ALG/PEO) e alginato e alcool polivinilico (ALG/PVA), produzidas via
electrospinning. Apoés reticulacao das fibras com glutaraldeido estes autores observaram
gue as nanofibras produzidas por ALG/PVA obtiveram melhores resultados de atividade
enzimatica, comparado as nanofibras de ALG/PEO. Os autores atribuiram esse resultado

aos grupos funcionais de hidroxilas presentes no PVA.
5. Material e métodos
5.1 Materiais

Xilanase (E.C. 3.2.1.8 de Aspergillus oryzae, =2 2500 U g1), beta-ciclodextrina (B-CD)
(97% de pureza), PVA de alta massa molar e parcialmente hidrolisado (87-89% hidrolisado,
Mw médio 146.000-186.000 g mol?), xilana birchwood e xilose foram adquiridos da Sigma
— Aldrich Chemical Co. Para o ensaio de proteinas foi utilizado albumina de soro bovino
(BSA) (po liofilizado, pureza de 98%), Coomassie G250 azul brilhante e DNS (4cido 3,5-
dinitrosalicilico) os quais foram obtidos da Merck Chemical Co. Glutaraldeido (25% (p/v) em

agua) foi obtido da Merck Chemical Co.
5.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado no Estudo 1 estd apresentado na Tabela 2,
onde além de incluir ajustes de operacédo no equipamento de electrospinning e condicbes
ambientais, avaliou diferentes concentracdes do polimero em relacdo as caracteristicas
estruturais das fibras obtidas pela técnica. O Estudo 2 teve como objetivo a caracterizagéo
das fibras e a avaliagéo da capacidade de carregamento da enzima xilanase utilizando ou

nao o complexo de inclusdo com B-ciclodextrina, conforme apresentado na Tabela 3.
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A partir dos resultados obtidos no Estudo 2, foi selecionada a fibra que apresentou
concentracdo de enzima mais estavel e reprodutivel em funcéo da atividade enzimatica,
para ser submetida a reticulagdo com glutaraldeido em fase de vapor. Foram aplicados
quatro tempos de exposicdo, afim de se obter fibras com maior estabilidade térmica,

conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 2 - Delineamento experimental do Estudo 1, para avaliar efeitos da concentragdo do polimero PVA
sobre caracteristicas estruturais de fibras obtidas pela técnica de electrospinning*

Tratamentos Variavel independente Variaveis dependentes

Polimero (%)

1 - Morfologia
8 - Viscosidade aparente
- Condutividade elétrica
3 10

- Distribuicdo de didmetro

*Condi¢des do processamento (voltagem aplicada, taxa de fluxo, distancia do coletor, tamanho da agulha) e
condi¢cbes ambientais (umidade relativa do ar, temperatura ambiente).

Tabela 3 - Delineamento experimental do Estudo 2, para avaliar as propriedades de fibras e a efetividade de
imobilizacdo da enzima pela técnica de electrospinning
Variaveis independentes

Tratamentos . Complexo de inclusdo Variaveis dependentes
Enzima (%) )
(enzima/B-CD — 1:1)

1 - Grupos funcionais (FTIR)

2 - Difrac&o de raios-X (DRX)

3 0,5 Sem - Morfologia

4 1,0 Com - Distribuic&o de didmetro

5 15 - Capacidade de carregamento
6 2,0 - Atividade enzimética

7 25 - Propriedades térmicas (DSC)

- Efeito do pH e da temperatura na

10 atividade enzimatica
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Tabela 4 - Delineamento experimental do Estudo 3 para avaliar a reticulagdo com glutaraldeido das fibras
com enzima imobilizada

Variaveis independentes

Tratamentos Tempo de reticulacdo com Variaveis dependentes

glutaraldeido (min)

- Morfologia
L 0 - Grupos funcionais (FTIR)
30 - Andlise termogravimétrica
3 60 - Efeito tempo de armazenamento na atividade
enzimatica
90 : : I -
- Efeito dos ciclos de reutilizacdo na atividade
5 180 o
enzimatica
- Solubilidade
5.3 Métodos

5.3.1 Preparo das amostras

5.3.1.1 Complexo de inclusédo de B-ciclodextrina e xilanase

O complexo de inclusdo de xilanase e B-CD foi preparado como descrito por Petrovic;
Stojanovic; Radulovic, (2010) em proporcéo de 1:1 (p:p), com algumas modificacbes. Uma
quantidade predeterminada de [(B-CD, com base na concentracdo de enzima a ser
alcancado na solucédo de entrada para cada tratamento (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5% p v 2), foi
dissolvido em 50 mL de 4gua destilada & 35 °C. Apés a enzima xilanase foi adicionada, nas
proporcdes mencionadas acima. A mistura foi mantida sob aquecimento e agitacao por 3 h
a 35 °C, usando um agitador magnético (FISOTOM, Modelo 752/6, Brasil). A solucéo foi
resfriada em temperatura ambiente (25 °C) e, em seguida, foi refrigerado a 4 °C durante 24
h para completa estabilizacdo. O solvente foi evaporado em estufa a 40 °C por 24 h. O
complexo obtido foi armazenado em frascos de vidro selados e mantido na temperatura de
4 °C.

5.3.1.2 Mistura fisica de B-ciclodextrina e xilanase

A mistura fisica entre Xl| e B-CD foi preparada ha mesma propor¢ao do complexo de

inclusdo descrito na Sec¢do 5.3.1.1. A avaliacdo de XI-B-CD ndo complexada serviu como
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controle para a compreensao dos efeitos da eletrofiacdo e da formacao de fibras. A mistura

foi homogeneizada com grau e pestilo.

5.3.1.3 Solugéo de PVA e imobilizagdo enzimatica

O PVA foi dissolvido em tampéo fosfato (100 mM, pH 6) a 90 °C sob agitacéo
moderada, usando um agitador magnético sobre a placa de aguecimento. A solucao foi
resfriada a temperatura ambiente (25 °C), antes da adicdo da enzima. Xilanase pura ou
xilanase previamente complexada com B-CD foi adicionada na solugéo de PVA até obter a
solucéo polimérica com concentracéo final de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5% p v ~! de enzima. A

solucéo polimérica permaneceu sob agitacdo magnética a 25 °C por 24 h.

5.3.2 Caracterizacdo das solucdes poliméricas

Os principais parametros que afetam o processo de electrospinning sdo as
propriedades da solucéo polimérica, como viscosidade aparente e condutividade elétrica.
Logo, foram as primeiras andlises realizadas. A viscosidade aparente das solugdes foi
avaliada através de viscosimetro digital Brookfield (Model DV). As solucdes
(aproximadamente 9 mL) foram colocadas em recipiente de aco inoxidavel do viscosimetro
e este acoplado ao equipamento utilizando um spindle n°18. A condutividade elétrica das
solugBes foi determinada através de um condutivimetro (Medidor CON500) expresso em
uS cm™. Todas as medidas foram feitas a temperatura ambiente (23 + 2 °C) e em triplicata.

5.3.3 Imobilizacdo de xilanase via electrospinnig

Apoés testes preliminares para avaliacdo dos melhores parametros de producao para
fibras com xilanase, o processo de electrospinning foi conduzido. A taxa de alimentacéo
para a solucéo polimérica com e sem a enzima foi de 0,5 mL.h -1, sendo controlada por uma
bomba de infusdo (KD Scientific, Modelo 100, Holliston, Inglaterra). A distancia horizontal
entre a ponta da agulha até o coletor durante a producao da fibra foi de 20 cm, enquanto o
didmetro da agulha foi de 0,7 mm. A tensdo selecionada foi alcancada conectando o
eletrodo positivo (+19,5 kV) da fonte de energia DC (INSTOR, INSES-HV30, Brasil) na
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agulha, enquanto o eletrodo negativo (-3,1 kV) foi conectado a um coletor de aco inoxidavel
gue estava coberto por folha de aluminio.

A partir desses dados fixados, foi realizada a imobilizagédo de xilanase em fibras de
PVA. As solucdes poliméricas foram colocadas em seringas de 1 mL e uma bomba de
infusdo controlou a taxa de alimentacdo da solucdo. A temperatura do processo foi
controlada em 21 £ 2 °C usando condicionador de ar e a umidade relativa foi ajustada a 43
+ 2% com desumidificador. As fibras produzidas de &lcool polivinilico (PVA), alcool
polivinilico contendo xilanase (XI-PVA), alcool polivinilico contendo xilanase complexada
com beta-ciclodextrina (XI-B-CD-PVA) foram armazenadas sob refrigeracdo (5 + 2 °C) até

0 momento das analises.

5.3.4 Caracterizagéao das fibras

A morfologia das fibras, bem como o diametro médio e a distribuicdo de diametro, foi
investigada por meio da analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (Jeol JSM
6010LV, Japdo) com uma voltagem de aceleragdo de 15 kV. O didmetro médio e a
distribuicdo de diametro das fibras foram avaliados das micrografias com base em 100
fibras selecionadas aleatoriamente utilizando o software ImageJ (National Institutes of
Health, EUA).

Espectros de FTIR foram registrados por espectrofotometria de infravermelho
transformada por Fourier (Modelo Shimadzu, Prestige 21, Japéo), usando uma frequéncia
de varredura na faixa de 4000 a 400 cm™. As medidas de DRX foram registradas utilizando
Difractdmetro Bruker D8 Advance (Bruker AXS, Alemanha), em um intervalo de 2 ©
variando de 2 a 60°. A analise térmica das fibras foi realizada utilizando um calorimetro de
varrimento diferencial (DSC-60, Shimadzu, Japdo), onde aproximadamente 2 mg de
amostra foram pesadas em cadinho de aluminio com varredura na faixa de 30 a 300 °C a
umataxa de 10 °C min 1. J4 a estabilidade térmica de cada amostra foi determinada usando
um analisador termogravimétrico (TGA) (TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). As amostras
(8-10 mg) foram aquecidas de 30 a 600 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min 2,

um fluxo de 50 mL min ~* de nitrogénio foi usado.

5.3.5. Carregamento enziméatico
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A quantidade de enzima carregada na fibra de PVA foi determinada utilizando o
ensaio de Bradford, como descrito por lvanova (2010), com algumas modificacdes. A fibra
(4,5 mg) foi incubada em 200 pL de tampao fosfato pH 6,0 por 16 h a 4 °C. Apés, 1800 uL
do reagente Bradford foi adicionado a solug&o. A mistura foi suavemente misturada por 3
min para permitir a ligacdo da proteina e, entdo, a absorbancia foi medida a 595 nm. A
albumina de soro bovino (BSA) foi usada como padréo. A carga enzimatica foi determinada

usando Equacéo 1.

Quantidade de proteina na fibra (mg) (1)
Massa de fibra (g)

Carregamento enzimatico (mg/g) =

onde a quantidade de enzima carregada na fibra (mg) foi determinada pelo método de

Bradford e a massa de fibra (g) foi a massa inicial da fibra contendo a enzima.

5.3.6. Atividade enzimética

A atividade da xilanase foi determinada com a formacao de xilose, de acordo com o
meétodo relatado por Bailey; Biely; Poutanen (1992), utilizando xilana birchwood como
substrato, com modificacdes. A atividade da xilanase foi avaliada pelo calculo da taxa de
producdo de xilose equivalente sob as condi¢cdes padrao usando o reagente de 3,5-acido
dinitrossalicilico (DNS). A solucéo de xilana (1%, p v 1) foi preparado dissolvendo o xilana
birchwood em 100 mM de tampéo fosfato, pH 6,0. Em frascos tipo Falcon, 10 mg de fibra
contendo xilanase foi incubada (sob agitacao) com 500 pL de tampao fosfato pH 6,0 durante
24 h a 25 °C. Apos, 900 yL de substrato foi adicionado e a mistura foi mantida a 60 °C
durante 10 min.

A reacdo foi interrompida por resfriamento imediato em agua gelada, seguido da
adicdo de 1500 pL do reagente de DNS. Em seguida, as amostras foram incubadas em
banho de agua fervente durante 5 min e depois arrefecida até a temperatura ambiente (23
°C). A solucéo foi diluida adicionando 8 mL de agua destilada e a quantidade de acucar
redutor (xilose) foi determinada por espectrofotometria a 540 nm, usando um Espectrometro
UV-VIS (modelo Jenway 6700, Jenway, United Reino). Em cada conjunto experimental,
preparou-se uma curva padrao de xilose. Uma unidade (U) de atividade de xilanase foi

definida como a quantidade de enzima capaz de catalisar a liberacdo de 1 ymol equivalente
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de acucar de xilose por minuto sob as condi¢cdes de ensaio especificado. A atividade

enzimatica foi calculada conforme a Equacéo 2:

pumoles de xilose x Fd (mL) 2)

Atividade enzimatica (U/mL)= T (min) x V enzima (mL)

onde os micromoles de xilose € calculado com base na sua massa molar e curva padréo,
Fd é o fator de diluicdo, T € o tempo de reagcdo enzimatica em minutos e V é a quantidade

de enzima utilizada na reacdo em mililitros

5.3.7. Efeito do pH e da temperatura na atividade da xilanase

A estabilidade térmica e de pH da xilanase livre e imobilizada foi determinado como
descrito por Mehnati-Najafabadi; Taheri-Kafrani; Bordbar (2018), com algumas
modificacdes. A atividade relativa da xilanase livre, da fibra XI-PVA e XI-3-CD-PVA em
diferentes pH e temperaturas foi avaliada utilizando fibras com concentragdes de xilanase
1,5% p v ! (atividade enzimética mais estavel). A atividade de xilanase em funcéo da
temperatura foi determinada ap6s 10 min de incubacdo em tampao fosfato (100 mM, pH
6,0) com temperatura entre 40 e 80 °C, em intervalos de 10 °C. O efeito do pH sobre a
atividade da xilanase foi determinada pela incubacéao da fibra em solu¢des tampéao a pH
especifico (4,0, 5,0, 6,0, 8,0) durante 24 h a 25 °C. Ap@s, a atividade enziméatica foi realizada

conforme descrito na Sec¢éo 5.3.6.

5.3.8 Reticulacédo com vapor de glutaraldeido

Fibras de XI-PVA (1,5% p v ! de enzima) com dimensdes de 1,5 x 2,0 cm e peso
médio de 5 mg, foram mantidas em dessecador hermeticamente fechado em contato com
glutaraldeido na fase vapor (25% v/v). As fibras foram suspensas sobre a solucdo de
glutaraldeido usando uma peneira de malha fina. A reacdo de reticulagcéo foi investigada
em funcdo do tempo das fibras em ambiente rico em vapor por periodos de 30, 60, 90,120
e 180 min (testes preliminares) a 25 °C. Apds, as amostras foram retiradas do dessecador
e condicionadas a 40 °C em estufa por 1 h. Por fim, as amostras foram armazenadas em

temperatura ambiente por até 24 h antes das analises.
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5.3.9 Solubilidade

O estudo do comportamento de imersdo e liberacdo da enzima imobilizada foi
realizado nas fibras XI-PVA (1,5% p v ! de enzima) reticuladas com vapor de glutaraldeido.
As fibras foram condicionadas em tampé&o fosfato (pH 6,0) & 23 °C. Apos 6 h, as amostras
intumescidas foram centrifugadas a 14.000 rpm e o sobrenadante analisado quanto a
atividade enzimatica, conforme descrito na Sessao 5.3.6. O procedimento foi repetido apds

intervalos de tempos especificos (6 h) por até 36 h.

5.3.10 Estudo de reutilizacéo

A eficiéncia de reutilizacdo da xilanase imobilizada em fibras de PVA foi avaliada em
funcdo da atividade enzimética, conforme descrito na Sesséo 5.3.6. Para o estudo do reuso,
varios ciclos de operacdo de hidrélises sucessivas foram realizados na fibra XI-PVA
reticulada por 180 min. As fibras (5 mg) foram colocadas em Eppendorfs e incubadas com
1000 pL de tampéo fosfato (100 mM, pH 6) a 22 °C por 6 h. Ao final de cada ciclo, as fibras
foram centrifugadas (14.000 rpm) e o sobrenadante analisado por sua atividade enzimatica.
Nas fibras remanescentes foi novamente adicionado tamp&o e o processo de reciclagem

repetido até quando, a olho nu, observasse fibras no fundo do Eppendorfs (4 ciclos).

5.3.11 Estabilidade no armazenamento

As fibras XI-PVA reticuladas por 180 min foram incubadas em 1000 pyL de tampéao
fosfato (100 mM, pH 6) e armazenadas a 5 e a 22 °C. A atividade enzimatica da xilanase

foi determinada em 7, 14, 21 e 28 dias, conforme descrito na sessdo 5.3.6.

5.3.12 Comportamento catalitico da fibra XI-PVA simulada em soluc¢éo turva

Afim de verificar a comportamento catalitico da fibra XI-PVA reticulada por 180 min,
solucéo de B-glucana foi dissolvida em tampé&o fosfato (100 mM, pH 6). A solucéo estoque
de B-glucana tinha concentracdo de 1000 mg L. A capacidade da xilanase imobilizada de
reduzir a turbidez da solugéo foi determinada apos a adi¢do da fibra XI-PVA na solugéo de

B-glucana (0,75 mg mL ~1). A mistura foi entdo incubada a 60 °C por 10 min.
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A turbidez da solugao de B-glucana foi determinada por espalhamento de luz de 90°
a 580 nm, conforme descrito pelo método oficial ASBC (ASBC, 1992), usando um
espectrofotofluorimetro (RC-5301pc, Shimadzu, Japdo) com os comprimentos de onda de
excitacdo e emissao fixados em 580 nm. Solucdo estoque de formazina contendo 69.000
FTU (Unidade de Formazina Nefelométrica) foi preparada a partir de sulfato de hidrazina a
10,0 mg L "1 e hexametilenotetramina 100 mg L1, mantida em repouso por 24 h sob agitacéo
suave a temperatura ambiente (23 °C) para formar particulas de névoa estaveis. Solu¢des
foram preparadas por diluicdes da solucéo estoque (6,9, 13,8, 20,7, 27,6, 34,5 e 41,4 (FTU)

para obter a curva de calibracao.
5.4 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e comparacgfes de

médias foram baseadas no teste de Tukey a um nivel de significancia de p > 0,05 (BOX;
HUNTER; HUNTER, 2005).
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6. Resultados e discussao

6.1 Solucdes poliméricas

Diversos parametros afetam a morfologia e o diametro das fibras formadas durante
0 processo de electrospinning. Esses parametros podem ser divido em trés grupos:
parametros de processo, como campo elétrico aplicado, distancia do coletor e taxa de
alimentacao; de solugéo, como viscosidade e condutividade e ambientais como umidade e
temperatura (BABITHA et al., 2017).

As solucdes de alcool polivinilico (PVA) nas concentracfes testadas (6, 8 e 10%)
foram caracterizadas quanto a viscosidade aparente e condutividade elétrica, os resultados
estdo apresentados na Tabela 5. A condutividade elétrica das solu¢des diminuiu com o
aumento da concentracdo do polimero. A alta condutividade elétrica resulta em maior
mobilidade de ions e, consequentemente, com a aplicagdo de um campo elétrico eles
tendem a ser direcionados com mais facilidade. Isso resulta em um alongamento maior do
jato de polimero reduzindo o didametro das fibras (RAMAKRISHNA et el., 2005). Com a
reducdo do diametro das fibras a area superficial aumenta, sugerindo que a condutividade
elétrica alta se torna adequada para a formacao de fibras.

Independente da concentracdo de solucdo de PVA utilizada, considerou-se que a
condutividade estava apropriada para desenvolvimento das fibras por electrospinning, pois
as mesmas permitiram a formacao de jato continuo e estavel, levando a formacéo de fibras

continuas.

Tabela 5 - Condutividade elétrica e viscosidade aparente das solu¢des poliméricas

Concentracdo de PVA (%) Condutividade elétrica (mS cm?) Viscosidade aparente (cP)
6 7530,0 £ 10,12 483,2 + 3,3¢
8 5792,0 £ 17,5° 681,6 + 8,4
10 4364,0 + 11,1¢ 1261,0 £ 13,22

*Médias na mesma coluna com letras sobrescritas distintas séo significativamente diferentes (p < 0,05) pelo
teste de Tukey.

A viscosidade aparente das solugdes aumentou com 0 aumento da concentracao de
polimero, o que era esperado pois 0 aumento da viscosidade geralmente € proporcional ao
aumento de solidos na solucédo (Tabela 5). Para o processo de electrospinning € necessaria
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uma viscosidade ideal da solucéo, a qual esta relacionada a cada solucao polimérica, que
permite a formacdo de fibras continuas, uniformes e sem a presenca de beads
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Solucdes com viscosidade baixa ndo permitem a formagéao
de fibras continuas. Por outro lado, solu¢cbes com viscosidades elevada tornam o
alongamento das fibras dificil e lento, além de resultar no aumento do didametro das mesmas
(WEN et al., 2016).

Segundo Neo et al. (2012), a influéncia da viscosidade da solucdo na formacgao de
fibras pelo electrospinning pode ser explicada devido ao emaranhamento entre as
moléculas que é forte suficientemente para estabilizar o jato eletrificado propiciando a
formacéao de fibras ao invés de microesferas (Neo et al., 2012). O aumento da viscosidade
da solucéo tende a evitar a formacado de beads, no entanto, o diametro da fibra pode
aumentar. O grau de emaranhamento da cadeia deve ser suficiente para manter o nivel de
viscosidade da soluc¢do e produzir um jato uniforme durante electrospinning e, assim,
restringir os efeitos da tensédo superficial, que desempenha um papel significativo na
formacao de beads (BHARDWAJ; KUNDU 2010).

A morfologia e o diametro das fibras nas concentracdes 6, 8 e 10% estédo
apresentadas na Figura 4. As fibras produzidas com 6% de PVA apresentaram beads, que
estd associado a baixa viscosidade da solucdo, enquanto as fibras com 10% de PVA
apresentaram uma forma de fita, devido a espessura das fibras ser proporcional a
concentracdo de solidos presentes na solucdo. Os beads ndo sdo desejaveis para
imobilizacdo de enzimas, pois aumentam a relacdo massa/area de superficie, diminuindo a
eficiéncia de carregamento (JIA et al., 2002).

O aumento da viscosidade e a reducéo da condutividade na solucao, efeitos da maior
concentracdo de PVA, néo influenciou sobre o processo de formacdo das fibras, porém
causou um aumento no diametro das mesmas. As fibras produzidas a partir de 8% de PVA
apresentaram uma morfologia cilindrica e homogénea sem a presenca de beads. Logo,
através desses resultados, a concentragdo de 8% de PVA foi escolhida para o seguimento

do estudo.
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6.2. Fibras de XI-PVA e XI-B-CD-PVA

6.2.1 Morfologia e distribui¢éo de tamanho

A morfologia, o didmetro médio e a distribuicdo de didmetro das fibras de XI-PVA e
XI-B-CD-PVA em diferentes concentracdes de enzima estdo mostradas nas Figuras 5 e 6,
respectivamente. A morfologia das fibras apresentou distribuicAo homogénea, lisa e
superficie compacta. A adicdo da enzima modificou a morfologia das fibras, com leve
aumento de diametro médio conforme a adi¢cado de enzima. Sendo seus diametros médios
variando entre 271 e 449 nm para fibras de XI-PVA e 284 e 589 nm para fibras de XI-3-CD-
PVA. O diametro médio maior encontrado nas fibras com complexo de inclusdo pode ser
resultado das maiores dimensdes moleculares do complexo xilanase- B-ciclodextrina que

as encontradas nas fibras contendo apenas xilanase.
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A morfologia da fibra esta associada a eficiéncia catalitica de enzimas imobilizadas
devido a minimizacédo dos efeitos de difusdo de substratos e produtos durante a reacdo,
além da melhoria da estabilidade operacional (ENGASSER; HORVATH,1973). Wu et al.
(2005) descreveram que pequenas quantidades de beads nao afetou a atividade da enzima
imobilizada. Esses autores destacaram ainda que, o aparecimento de beads se intensificou
com o aumento da concentracdo de enzima celulase imobilizada via electrospinning em
fibras de PVA.
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6.2.2 Difracdo de Raio-X (DRX)

A difratometria € um método util para a deteccdo de complexacao de ciclodextrinas
(XIAO et al.,, 2014). As ciclodextrinas, em seu estado cristalino, formam ligacées de
hidrogénio intra e intermoleculares que estabilizam a conformacdo da molécula e sua
estrutura, gerando difratogramas bem definidos. Se ocorrer complexacao, a cristalinidade
das particulas € reduzida, com alteracdes nos perfis de difracdo da amostra (ABARCA et
al., 2016 ; RAOOV; MOHAMAD; ABAS, 2014). Os padrdes de DRX de -CD, do complexo
XI-B-CD, assim como da fibra de PVA e da fibra XI-B-CD-PVA s&o apresentados Figura 7.

A Figura 7A apresenta o difratograma caracteristico para B-CD. De acordo
com Narayanan et al. (2017) , picos caracteristicos em 28 para 3-CD geralmente aparecem
em, aproximadamente, 9,1, 12,6, 22,5, 26,9, 31,9 e 34,7 °, indicando um alto grau de
cristalinidade. Para o complexo XI-B-CD (Figura 7A), alguns picos tiveram sua intensidade
e posicdo angular modificadas, indicando a ocorréncia de uma possivel mudanca de
fase. De acordo com Aytac et al. (2017) picos menos intensos € indicativo de formacao de
complexo de inclusdo com a B-CD.

O difratograma da fibra de PVA (Figura 7B) exibe picos no angulo de difragéo 26 de
13,6, 29,7 e 41,4°, que sao caracteristicas de angulos de difracédo para a fase cristalina de
PVA (FERNANDES et al., 2013). Ao comparar a fibra de PVA e a fibra com XI-B-CD (Figura
7B), observou-se um pequeno deslocamento de pico, de 18,3 para 19,4°, respectivamente.
Este deslocamento de pico pode estar relacionado a presenca do complexo de incluséo na
fibra. Diferencas semelhantes em difratogramas de nanofibras preparados com complexo
de inclusdo foram observados por Canbolat; Savas; Gultekin (2017) ao estudar lacase-y-

CD imobilizado em poli (e-caprolactona) via electrospinning.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713011892?casa_token=XQyhuzUn6WkAAAAA:dVTJAbfMysewA_T5akjshwnYogGEAfoNWfoww_zu07QebSJmFYDG3LoJ2KIGJ0a2ht3MmlqaCKw#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691930016X?casa_token=4m9wjWy3ya8AAAAA:Lb0BcCX1NIId0U922rl2NU4CJ5sU9OUT47XjxUU-B-4L6DaDBDDJMRXxrlEZGKUJSXicmnJnZaw#bb0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691930016X?casa_token=4m9wjWy3ya8AAAAA:Lb0BcCX1NIId0U922rl2NU4CJ5sU9OUT47XjxUU-B-4L6DaDBDDJMRXxrlEZGKUJSXicmnJnZaw#bb0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691930016X?casa_token=4m9wjWy3ya8AAAAA:Lb0BcCX1NIId0U922rl2NU4CJ5sU9OUT47XjxUU-B-4L6DaDBDDJMRXxrlEZGKUJSXicmnJnZaw#bb0190
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Figura 7 - Padroes de DRX de B-CD e XI—-3-CD (A) e de fibra de PVA e XI—-3-CD imobilizada em fibra de PVA
(B).

6.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR da Xl, da B-CD e do complexo de inclusdo XI-B-CD,
apresentados nas Figuras 8A e 8B, respectivamente, mostram espectros de fibras de XI-
PVA, de XI-B-CD-PVA e da mistura fisica XI-B-CD-PVA (auséncia de forma¢édo do complexo
de inclusdo), todos com concentracdes de 1% de enzima. A Figura 8A de Xl mostraram
bandas em 2920 e 1530-1660 cm %, que séo atribuidas a absorbancia por grupos amino
de xilanases (ROBERGE et al., 2003). Para o espectro de B-CD, o alongamento O-H foi
observado em 3380 cm e a banda em 2925 cm ! representaram alongamento C-H (Figura
8A, indicado por setas). As bandas em 1158 cm ! resultam na vibracdo do alongamento
C-0O e 1064 cm ! representa o estiramento C-O-C.

No complexo de inclusédo XI-B-CD houve uma mudanca nas bandas na posicédo 1064
a 1072 cm 1. A auséncia de bandas em 1064 e 1015 cm ~! que foram previamente
determinadas no espectro de B-CD, pode estar relacionado ao envolvimento de C-O e C-
O-C ligados no arranjo do complexo. Além disso, observou-se uma banda em 1027 cm !
no espectro de complexo, que também foi encontrado no espectro da XI.

Em relagcdo aos grupos funcionais presentes nas fibras (Figura 8B), todas as
amostras apresentaram uma vibracédo de alongamento C-N a 1379 cm ~! juntamente com
as vibracdes de alongamento simétricas de C-O em 1435 cm ! que podem ser atribuidos

a grupos amida de carbonila (CO-NH2) (ABARCA et al., 2016). Para fibra contendo o
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complexo XI-B-CD-PVA néo foi possivel identificar a presenca da banda em 1646 cm 1,
gue foi determinada para a fibra XI-PVA e para a fibra contendo a mistura fisica XI-B-CD-
PVA.

A banda em 1646 cm ! é atribuida a ligacdo C=0, entdo a auséncia dessa banda
sugere seu envolvimento no arranjo do complexo de inclusdo. Além disso, quando a fibra
da mistura fisica XI-B-CD-PVA foi analisada, bandas claras em 756 e 1156 cm - foram
observadas, as quais foram suprimidas quando o complexo de inclusao XI-B-CD foi utilizado
para imobilizacédo em PVA. As bandas em 1097 e 3315 cm ~! observadas em todas as fibras
estdo associadas ao alongamento de C-O e a ligacao de hidrogénio e alcool (O-H) do PVA,
respectivamente (MORENO-CORTEZ et al., 2015).
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Figura 8 - Espectros de FTIR de XI, 3-CD e XI-3-CD (A) e Xl em fibras de PVA, complexo XI-B-CD em
fibras de PVA e mistura fisica XI-B—CD em fibras de PVA (B)
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6.2.4 Andlise térmica por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

O termograma de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) tem sido utilizada para
verificar a formacéo de complexos de inclusdo (WANG et al., 2011). A molécula héspede é
incorporada na cavidade de ciclodextrinas e isso provoca o deslocamento ou até mesmo o
desaparecimento de pontos de fusao, ebulicdo ou sublimacdo (PINTO et al., 2015). As
curvas DSC de 3-CD, de Xl, do complexo de inclusédo XI-B-CD e da mistura fisica de XI-B-

CD estdo mostrados na Figura 9. A curva de B-CD apresentou um Unico pico endotérmico
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em 190,25 °C. Segundo Wang et al. (2011), este pico esta relacionado com a perda de
agua no interior da cavidade hidrofobica da -CD.

A Xl utlizada no presente estudo exibiu um pico endotérmico em 179 °C.
Comportamento endotérmico diferente foi observado no termograma do complexo XI-B-CD,
onde o pico original observado em 179 °C alterou para 183 °C, o que indica interacdo entre
Xl e a 3-CD, sugerindo a formacéo do complexo de inclusdo. Comparando as areas de pico
e as temperaturas iniciais e de conclusao dos picos da mistura fisica XI-B-CD e do complexo
de inclusdo XI-B-CD apresentados na Figura 9, a area de pico inferior e as temperaturas
iniciais e finais claramente estreitas observado para o complexo XI-B-CD, indica maior

homogeneidade e interacdo de ambos os polimeros, observado pela fusdo definida no

termograma.
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Figura 9 - Curvas de DSC de B-CD, Xl, complexo de inclusdo de XI-B-CD e mistura fisica de XI-3-CD

6.3. Concentracado Otima de imobilizacéo

O efeito da concentracdo de xilanase sobre a atividade da enzima imobilizada em
fibras de XI-PVA e XI-3-CD-PVA foi investigado e comparado com a atividade da xilanase
na forma livre, sob as mesmas condi¢des reacionais (pH 6,0 e temperatura de 60 °C)
(Figura 10). As forcas eletrostaticas do processo de eletrofiagdo e as interagbes
intermoleculares polares com o PVA, ndo afetaram a atividade enzimatica da xilanase apoés

0 processo de imobilizagéo por electrospinning.
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A xilanase imobilizada apresentou maior atividade que a xilanase na forma livre para
concentracfes variando de 0,5 a 2,5%, para ambos os meios de imobilizacéo: XI-PVA e XI-
B-CD-PVA (Figura 10). A maior atividade catalitica da enzima imobilizada pode ser atribuida
a minima resisténcia a difusdo, visto que o substrato e o produto podem mover-se
livremente dentro da rede de fibras porosas, aumentando assim a interacdo enzima-
substrato (CHRONAKIS, 2015).

A atividade da xilanase imobilizada em fibras XI-PVA foi maior (p<0,05), quando
comparada em fibras XI-B-CD-PVA, independentemente da concentracdo. A menor
atividade da enzima observada em fibras de XI-B-CD-PVA foi inesperada, considerando
resultados previstos para lacase (CANBOLAT; SAVAS; GULTEKIN, 2017). A hipotese é
gue um empacotamento denso foi formado entre Xl e 3-CD na fibra, dificultando o acesso
enzimatico ao substrato. Logo, a premissa de uma liberacdo controlada da enzima
utilizando a B-CD como encapsulante seria vantajosa. No entanto, neste primeiro momento,
a B-CD foi capaz de interferir na taxa da catalise enzimatica, retardando ou reduzindo o
processo biolégico ou especificidade da reacdo. Contudo, a B-CD pode exibir caracteristica
de inibidor reversivel, levando a formacdo de um complexo em um sistema de equilibrio e
permanecendo constante até um certo tempo.

Resultados similares foram encontrados por Jampala et al. (2017) quando
imobilizaram xilanase em nano-hibridos utilizando quatro diferentes matrizes (alginato de
sédio, quitina, silica e membrana de nitrato de celulose). A nanofibra produzida com alginato
de sodio apresentou menor constante de Michaelis (Km) e maior velocidade maxima
(Vmax) em relacdo a xilanase na forma livre, indicando maior afinidade e alta reatividade

com o substrato.
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Figura 10 - Atividade enzimética em diferentes concentragfes de xilanase

A atividade enzimatica, a capacidade de carregamento e a atividade especifica da
xilanase livre e imobilizada, em diferentes concentracdes, estdo mostrados na Tabela 6. A
guantidade de enzima imobilizada por grama de fibra eletrofiada aumentou com o aumento
da concentracdo de enzima. No entanto, a atividade da enzima nas fibras XI-PVA e XI-3-
CD-PVA nao acompanhou os aumentos da capacidade de carregamento de forma
semelhante. Isso explica a reducdo da atividade especifica (atividade por mg de enzima
imobilizada) de xilanase imobilizada quando a concentracao inicial de enzima aumenta.

Mehnati-Najafabadi; Taheri-Kafrani; Bordbar (2018) imobilizaram xilanase em
diferentes concentracdes (0,0 a 2,0%) em nanofibras superparamagnéticas de 6xido de
grafeno e relataram o aumento da atividade enzimatica até certa concentragcdo. Os autores
sugeriram que a diminui¢ao da atividade subsequente poderia estar relacionada a limitacéo
de transferéncia de massa. Moreno-Cortez et al. (2015) ao imobilizarem papaina nas
concentragcbes de 10 a 35 % em fibras de PVA via electrospinnig, observaram que na
concentragéo de 13 % de enzima, a atividade especifica da papaina nas fibras atingiu um
valor maximo. Observou-se subsequente diminuicdo da atividade especifica com o
aumento da concentracdo de enzima. Os autores relacionaram estes resultados a limitagdo

da enzima ao substrato devido ao aprisionamento desta no suporte solido.
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Tabela 6 - Atividade e capacidade de carregamento da xilanase pura e imobilizada

Concentragdo de Capacidade de Atiyidggje Atividade especifica
Tratamento Xilanase (%) Cgrrega}mento (mg Xl en2|m§1t|ca (uM/mm/mg de Xl
imobilizada/qg fibra) (UM min Y imobilizada)
Xilanase livre 15 - 184,44 -

0,5 5,55 331,50 59,73
1,0 10,66 336,85 31,60
XI-PVA 15 12,45 341,53 27,43
2,0 15,99 393,68 24,63
2,5 18,06 406,71 22,52
0,5 6,04 181,76 30,09
1,0 9,562 196,13 20,60
XI-B-CD-PVA 15 11,72 294,40 25,11
2,0 13,59 307,77 22,65
2,5 16,03 337,86 21,08

6.4. Influéncia da temperatura na atividade de xilanase imobilizada

A melhora na atividade da xilanase em diferentes temperaturas € importante para
ampliar as aplicacdes industriais de xilanase bem como a eficiéncia de processos industriais
usando esta enzima. A atividade relativa da xilanase livre e das fibras XI-PVA e XI-B-CD-
PVA foi determinada nas temperaturas entre 40 e 80 °C a pH 6,0 e esta apresentado na
Figura 11. A maior atividade enzimatica para cada um dos trés tratamentos foi considerada
como 100% da atividade relativa. Os valores absolutos da atividade enzimética da xilanase
livre e imobilizada em funcéo da temperatura esta apresentado no Apéndice 1.

A xilanase livre exibiu temperatura 6tima em 60 °C, enquanto que para xilanase
imobilizada na fibra XI-PVA e XI-B-CD-PVA a temperatura 6tima da reacdo aumentou para
70 °C. A xilanase imobilizada em PVA permitiu maior atividade enzimética em 40, 50, 70 e
80 °C do que a xilanase livre (Figura 11). A reducao da atividade na maior temperatura
estudada (80 °C) sugere uma alteracdo na conformacao da xilanase ou desnaturacao da
proteina (JAMPALA et al., 2017).

E de grande relevancia o aumento significativo (p<0,05) na atividade da xilanase
principalmente em 70 e 80 °C (Apéndice 1), o que torna a imobilizag&o de xilanase em fibras
de PVA via electrospinning promissora para melhoria da estabilidade térmica da enzima.
Segundo DICOSIMO et al. (2013), a imobilizacdo torna as enzimas menos acessiveis as
interacbes causadas por agentes inibidores e desnaturantes, o que as torna menos

expostas a esses agentes (DICOSIMO et al., 2013).
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Esses resultados estdo de acordo com relatos anteriores de Pinto et al. (2015), que
imobilizaram a tripsina em nanofibras de poli (e-caprolactona) preparadas via
electrospinning. Esses autores encontraram atividades maior na tripsina em faixa de
temperatura mais alta ao comparar enzima imobilizada e tripsina livre, atribuindo este
comportamento as menores taxas de desnaturacdo da enzima imobilizada, devido ao

aprisionamento da enzima e sua menor flexibilidade.
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Figura 11 - Atividade relativa da xilanase livre e imobilizada em funcao da temperatura

6.5. Influéncia do pH na atividade de xilanase imobilizada

A atividade relativa para xilanase livre, XI-PVA e XI-B-CD-PVA foi determinada em
funcdo do pH e esta apresentado na Figura 12. Os valores absolutos da atividade
enziméatica da xilanase livre e imobilizada em funcéo do pH esta apresentado no Apéndice
1. A xilanase imobilizada em PVA exibiu maior (p<0,05) atividade relativa em ampla faixa
de pH, com valores maiores em pH 4, 5, 7 e 8, em comparacao com a xilanase livre.

A maior diferenga na atividade enzimatica foi encontrada no pH 8, entre xilanase
imobilizada em fibras XI-PVA e xilanase na forma livre, onde os valores médios foram
313,79 e 144,33 uyM min 1, respectivamente (Apéndice 1). Resultado semelhante foi

relatado para xilanase imobilizada em monoacrilato de polietilenoglicol (PEGMA), onde a
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xilanase imobilizada apresentou maior atividade em pH’s extremamente acidos e basicos,
em comparacdo com a xilanase livre (AKDEMIR; DEMIR; KAHRAMAN, 2011). Segundo
Moreno-Cortez et al. (2015), melhorias na atividade catalitica das enzimas imobilizadas sado
atribuidas a mobilidade reduzida na estrutura tridimensional da proteina dentro das fibras

eletrofiadas, reduzindo os efeitos de pH e temperatura na desnaturacédo da enzima.
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Figura 12 - Atividade relativa da xilanase livre e imobilizada em funcéo do pH

Neste estudo, ao final da reacédo, independentemente do pH e da temperatura
utilizados, as fibras eletrofiadas foram completamente solubilizadas. Embora houvesse um
aumento na funcéo catalitica da xilanase, a recuperacédo da enzima nao foi possivel uma
vez que a fibra foi completamente solubilizada. A este respeito, a tese seguiu o estudo de
xilanase imobilizada em fibras de PVA via electrospinning, utilizando a reticulacdo com

glutaraldeido na fase vapor, afim de reduzir a solubilidade das fibras.

6.6 Efeitos do tempo de imersé&o nas fibras XI-PVA reticuladas

Apesar das vantagens atribuidas as fibras de PVA produzidas via electrospinning
alguns problemas associados com esse material de suporte séo relatados, tais como a alta
solubilidade em meios agquosos. A atividade enzimatica da xilanase imobilizada em fibras

XI-PVA reticuladas por 30, 60, 90 e 180 min foram determinadas em diferentes tempos de
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imerséao (Figura 13). O aumento do tempo de reticulacédo afetou a atividade enzimatica das
fibras. A atividade catalitica das fibras XI-PVA reticuladas por 90 e 180 min foi menor (p <
0,05) do que a observado nas fibras reticuladas por 30 e 60 min (Figura 13).

A alta atividade enzimética da xilanase nas fibras XI-PVA acondicionadas por 6 h de
imersao podem ser atribuidas a dessorcao inicial e a difuséo rapida da enzima na superficie
da fibra para o meio de dissolucéo. A reticulacdo com glutaraldeido nas fibras XI-PVA
mostraram aumento na atividade enzimatica quando a imerséo foi aumentada de 6 para 36
h. Esse comportamento pode ser observado principalmente entre 24 e 36 h de imersao,
guando um aumento substancial na atividade enzimatica foi observado, devido a difuséo
do estado sélido das fibras de PVA reticuladas (Figura 13).

O uso de polimeros com baixa solubilidade facilita a preservacédo da integridade
estrutural e mecanica da fibra para manuseio em meio aquoso e, portanto, a reutilizagéo da
enzima com atividade catalitica. Assim, 0 uso de materiais alternativos para reduzir a
solubilidade da fibra e aumentar a interagcdo entre o material de suporte e a enzima

contribuem para a eficiéncia do processo (JAMPALA et al., 2017).
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Figura 13 - Efeitos do tempo de reticulacdo e de solubilizagdo das fibras de XI-PVA reticuladas com

glutaraldeido.
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6.7 Caracterizacao da fibra XI-PVA reticulada

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia
das fibras XI-PVA reticuladas por 180 min e comparar com as fibras nao reticuladas,
conforme mostradas na Figura 14. A fibra n&o reticulada (Figura 14A) revelou a formacéo
de fibras cilindricas uniformes em orientacdo aleatéria. Enquanto a fibra reticulada
apresentou estruturas mais densas e compactadas (Figura 14B). Resultados semelhantes
foram observados por Wu; Yuan; Sheng, (2005) quando celulase foi imobilizada em fibras
de PVA reticuladas com glutaraldeido. Os autores observaram que apos a reticulacao, as
nanofibras tornaram-se densamente compactadas devido a conglutinacdo entre as
moléculas de PVA e, como resultado, a area de superficie foi reduzido, tornando o acesso
do substrato a enzima mais dificil.

A mudanca na estrutura da fibra pode contribuir para atrasos na liberacdo da enzima
devido a diminuicao da area superficial disponivel para dissolu¢do. Mudancas na morfologia
da fibra apds reticulacdo quimica por processo de adsorcao foram relatadas por Amaly et
al. (2018). Os autores modificaram membranas de poli (alcool vinilico-etileno) nanofibrosas
com 3-sulfobenzoato, obtendo membranas carregadas negativamente com grupos
sulfonato. As membranas modificadas com solucdo de sulfonato 5% mostraram diametro

de fibra maior quando comparado a membrana ndo modificada (AMALY et al., 2018).

Figura 14 - MEV das fibras XI-PVA: A) N&o reticulada e B) Apds 180 min de reticulacéo.
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Grupos funcionais das fibras reticuladas foram avaliados por analise de FTIR. O
espectro da fibra nao reticulada foi analisado e incluido para comparacéo (Figura 15). A
interacdo entre PVA e glutaraldeido pode ocorrer através da formacdo de grupo C-O-C
entre o -OH da tipica estrutura do PVA e o —C- da molécula do glutaraldeido (HOMAEI et
al., 2013).

A reticulacéo de PVA com glutaraldeido foi confirmada pela presenca de bandas de
absorcdo em 1100 cm ! para grupos alifatico de glutaraldeido e a banda de absorcédo em
1725 cm ! para os grupos de aldeido (Figura 15). Semelhantes resultados foram
encontrados por Moreno-Cortez et al. (2015), que realizou o tratamento de reticulagdo com
glutaraldeido em fibras de PVA contendo a enzima papaina. Segundo Shaikh et al. (2012),
a banda de absorcdo em 1150 cm ! caracteriza o sucesso do processo de reticulacéo,
indicando a formacéao de ligacdes C—O-C, produzidas por uma reacéo entre o grupo —OH
da molécula de PVA e o0 —C— da molécula de glutaraldeido (Shaikh et al., 2012).

Grupos amida carbonil (CO-NHz) dentro da matriz fibrosa séo representados por
uma vibracdo de alongamento C—N em 1379 cm ~ ! junto com vibrac6es de alongamento
simétrico de C—O em 1435 cm ~! (MORENO-CORTEZ et al. 2015). A molécula de xilanase
pode interagir com 0s grupos reativos dos agentes de reticulacdo, como grupos -CHO do
glutaraldeido.
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A estabilidade das fibras reticuladas com vapor de glutaraldeido foi analisada por
termogravimetria. A temperatura inicial de decomposicdo, a analise diferencial térmica
(TDA) e a porcentagem dos residuos em 400 e 600 °C sdo mostrados na Tabela 7. As fibras
reticuladas mostraram perda de massa inicial em temperaturas mais altas quando
comparadas com fibras néo reticuladas, sugerindo estabilidade térmica.

Trés etapas principais de perda de massa foram observadas. A primeira foi atribuida
a evaporacdo da 4gua nao ligada absorvida pelo PVA e a segunda conhecida como a
evaporacdo de agua ligada. Na terceira etapa, a decomposicdo da fibra ocorreu a uma
temperatura de aproximadamente 356 °C. A temperatura de degradacéo nas fibras de PVA
reticuladas aumentaram, conforme aumentou do tempo de reticulagédo, devido a interacao
da ligacao de hidrogénio entre os grupos hidroxila do glutaraldeido e do PVA, que estd em
concordancia com observagdes feitas em nossos resultados de FTIR (Figura 15).

Os maiores valores de temperatura inicial de decomposicdo das fibras foram
observados conforme o maior tempo de reticulacdo (Tabela 7), mostrando que as fibras
reticuladas comecam a se decompor em temperaturas maiores (Tabela 7). Comportamento
semelhante foi observado em fibras de a-amilase-PVA reticuladas com glutaraldeido
(PORTO et al., 2019). Segundo o Porto et al. (2019) e Tang et al. (2014), o processo de
reticulacdo favorece a ligacédo covalente entre a enzima e a fibra, isso pode aumentar a
inflexibilidade da estrutura da enzima, aumentando sua rigidez e causando uma melhoria
na estabilidade térmica.

Embora as fibras reticuladas mostrem maior temperatura de decomposicéo, elas
tinham uma estrutura mais fragil apos o inicio do seu processo de decomposic¢do, uma vez
gue perderam mais massa nas temperaturas de 400 e 600 °C, quando comparada a fibras
nao reticuladas (Tabela 7). Em resumo, o aumento no tempo de reticulagéo resultou em
maior perda de peso nas fibras, independentemente da temperatura analisada. Este fato
pode ser devido ao maior numero de grupos hidroxila em torno da estrutura, devido a
reticulagédo com glutaraldeido (JALAJA; JAMES, 2015).
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Tabela 7 - Propriedades termogravimétricas das fibras XI-PVA reticuladas com glutaraldeido

Tempo de  Temperatura de Perda de massa (%)
Fibras reticulacéo decomposicao Picos de DTG (°C)
(min) inicial (°C) 400 °C 600 °C
controle 283,23 42,24, 182,07, 356,29; 441,53. 49,50 72,95
30 293,25 53,18; 188,26; 371,33; 445,19. 51,71 76,91
XI-PVA 60 295,54 60,90; 368,33; 439,11. 52,96 78,30
90 298,51 54,48; 183,83; 364,67. 56,01 73,22
180 305,92 59,12; 184,52; 377,66. 53,90 77,79

6.8 Reuso da fibra XI-PVA reticulada

Para examinar o comportamento de reutilizacdo da fibra, as fibras XI-PVA que foram
reticulados por 180 min foram submetidos a quatro ciclos de solubilizagéo e centrifugagéo.
A atividade catalitica foi avaliada em intervalos de tempo repetidos afim de determinar a
atividade residual da enzima (Figura 16). A reticulacdo reteve cerca de 19% da atividade
inicial no primeiro ciclo de reutilizagéo, para XI-PVA.

A fibra XI-PVA néo reticulada mostrou aumento (p < 0,05) na atividade enzimatica
no primeiro ciclo, enquanto as fibras reticuladas exibiram atividade enzimética baixa no
primeiro ciclo (p < 0,05). No entanto, o oposto ocorreu no segundo ciclo. A atividade
enzimatica pronunciada no primeiro ciclo para fibra XI-PVA n&o reticulada pode ser
atribuida a dessorcao inicial e difuséo rapida da enzima da superficie da fibra para 0 meio
de dissolucdo. A enzima xilanase provavelmente interagiu com 0s grupos reativos do
agente de reticulacdo, como descrito nos resultados de FTIR. Embora, a reticulagdo nas
fibras XI-PVA com glutaraldeido ndo causou perda de enzima atividade, como mostrado na
Figura 16.

No quarto ciclo, observou-se baixa atividade enzimatica. A principal causa da perda
de atividade catalitica pode estar relacionada a fraca interacdo entre a enzima imobilizada
e 0 suporte, causado pelo quarto ciclo de uso repetido (Hehman et al., 2013). Além disso,
apos os ciclos de reutilizacao, é possivel que a natureza hidrofilica das cadeias de PVA que
nao foram reticuladas causem uma perda gradual do tecido fibroso das fibras de PVA. Isso
pode reduzir a &rea superficial total da fibra, além de diminuir a eficacia da fungéo catalitica
da enzima imobilizada (SATHISHKUMAR et al.,, 2014). Estudos futuros podem ser

realizados afim de produzir o material fiboroso com manutencdo morfolégica apos o reuso.
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Figura 16 - Reuso das fibras XI-PVA reticuladas com glutaraldeido

6.9 Estabilidade no armazenamento da fibra XI-PVA reticulada

A estabilidade no armazenamento € um dos principais fatores que afeta a avaliacao
final e a selecdo de qualquer enzima industrialmente importante. Para avaliagdo da
estabilidade de armazenamento, fibras XI-PVA reticuladas foram armazenadas a 5 ou 22
°C em tampao de fosfato (pH 6), e a atividade enzimatica foi determinada durante um
periodo de 28 dias (Figura 17).

As ligagbes intermoleculares entre as fibras de PVA, formado pela reagdo de
reticulacdo com glutaraldeido, aparentemente teve um efeito positivo durante o tempo de
armazenamento no comportamento enzimatico da xilanase imobilizada. A xilanase
imobilizada reteve quase 20% da sua atividade apés 28 dias de armazenamento a 5 °C,
gue indica maior resisténcia a difuséo enfrentada pela enzima nas fibras reticuladas.

Os resultados desse estudo concordam com relatorios anteriores de Kumar et al.
(2017) em que a xilanase foi imobilizada em alginato de calcio e reticuladas com
glutaraldeido. Os autores alegaram reter 80% da atividade inicial da xilanase a 4 °C apés
30 dias. Além disso, Bhushan; Pal; Jain, (2015) relataram que a melhor estabilidade de
armazenamento de xilanase imobilizada pode ser devido ao melhor contato fisico, a maior
rigidez estrutural ou a boa estabilizacdo da enzima quando o suporte sofre reticulagdo com

glutaraldeido.
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Figura 17 - Armazenamento das fibras XI-PVA reticuladas com glutaraldeido

6.10 Morfologia da fibra XI-PVA reticulada ap6s ciclos de reuso

A morfologia ap6s cada reuso das fibras XI-PVA reticuladas por 180 min com
glutaraldeido na forma de vapor estéa apresentado na Figura 18. No primeiro ciclo é possivel
observar a perda da estrutura fibrosa. No terceiro ciclo, com reuso sucessivo, é possivel
observar membranas de PVA, onde o polimero esta quase totalmente fundido e sem
estrutura. No quarto ciclo ndo foi possivel obter amostra para analise devido alta

solubilizac&o sofrida pelo material de suporte.
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Figura 18 - MEV das fibras de XI-PVA reticuladas por 180 min apés ciclos de reuso
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6.11 Aplicacao da fibra XI-PVA reticulada em solucao padrao de B-glucana

A solugao de B-glucana foi preparada para simular uma solucéo de névoa e avaliar
0 comportamento catalitico da xilanase imobilizada. A turbidez da solugéo de B-glucana foi
determinada antes e depois a adi¢cao da xilanase na forma livre e da fibra XI-PVA reticulada
por 180 min (Figura 19). Observou-se que a adicdo de xilanase reduziu a turbidez da
solugéo. A reducéo da turbidez na solugéo de B-glucana néo teve diferenca significativa (p
< 0,05) entre a xilanase livre e a fibra XI-PVA. No entanto, as fibras XI-PVA que foram
reticuladas por 180 min apresentam vantagens na reciclagem. A reutilizacdo de enzimas
reduz custos de producédo e amplia a aplicacdo da xilanase nas industrias.

A simulacao descrita é precisa, confiavel e simples e, a partir dela foi possivel
demonstrar que as fibras reticuladas contendo xilanase podem ser usadas para reduzir 0s
niveis de B-glucana. Além disso, 0 método pode ser usado para determinar mudancas na

turbidez em diferentes temperaturas e pH’s e avaliar a estabilidade da xilanase.
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Figura 19 - Alteracdes na turvacao da solugédo padrédo de B-glucana com da adicao de xilanase livre e fibra
XY-PVA reticulada por 180 min

*Barras exibindo diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas (P < 0,05).
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7 Consideracg0es finais

O presente estudo forneceu informacdes valiosas para as industrias que utilizam
xilanase em seu processo, com o0 proposito de melhorar a estabilidade enziméatica em
condicdes extremas de pH e temperatura, além de reduzir os custos de producao devido a
reutilizacdo de enzimas. E possivel imobilizar enzimas em fibras de PVA pela técnica de
electrospinning, melhorando a estabilidade operacional da xilanase, uma vez que o
processo pode alterar propriedades da enzima, produzindo biocatalisadores com elevada
atividade em diferentes temperaturas e pHs.

A melhoria da atividade da xilanase pode ser resultado de uma conformacédo da
enzima mais eficiente obtida apds a imobilizacdo, como sugerido pelos resultados de FTIR.
A atividade 6tima da xilanase foi alterada de 60 para 70 °C quando a enzima foi imobilizada
em fibras de PVA. As fibras exibiram diametro variando de 200 a 600 nm, dependendo da
concentracdo de enzima imobilizada. Além disso, 0 uso do complexo de inclusdo entre
xilanase e B-ciclodextrina favoreceu a formacédo de fibras mais grossas. Todas as fibras
exibiram uma superficie lisa e sem beads.

O vapor de glutaraldeido favoreceu a retencdo da enzima na fibra, auxiliando na
liberacdo mais uniforme e controlada da xilanase para o meio de rea¢cdo. Houve melhorias
nas propriedades térmicas, bem como na eficiéncia de reciclagem e de armazenamento
nas fibras reticuladas, em comparacado com fibras nao reticuladas. As fibras reticuladas
foram capazes de apresentar atividade enzimatica satisfatéria em até 3 ciclos de
reutilizacdo. A enzima livre e a imobilizada em fibras de PVA reticuladas por 180 min foram
capazes de reduzir a turbidez da solugao de B-glucana de forma semelhante. No entanto,
apenas as fibras reticuladas possuem a vantagem da reciclagem. Apesar do sucesso com
o vapor de glutaraldeido, existem melhorias e modificagcbes a fazer, sobretudo na

perspectiva de tornar a fibra menos soltvel, com liberacéo controlada e reutilizavel.
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APENDICE 1

Tabela 1 — Valores da atividade enzimatica da xilanase livre e imobilizada em funcéo da temperatura

Métodos de Atividade enzimatica
Temperatura (°C)

imobilizagcéo Valores absolutos (UM min -1) Valores relativos (%)
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Tabela 2 — Valores da atividade enzimatica da xilanase livre e imobilizada em fun¢éo do pH

H Métodos de Atividade enzimética
p . S - .
imobilizagcéo Valores absolutos (UM min 1) Valores relativos (%)
XI-PVA 318,80 89,15
4
XI-B-CD-PVA 233,90 80,54
c XI-PVA 345,87 96,72
XI-B-CD-PVA 257,30 88,60
6 XI-PVA 357,57 100
XI-B-CD-PVA 290,39 100
. XI-PVA 326,16 91,21
XI-B-CD-PVA 253,29 87,22
8 XI-PVA 313,79 87,75
XI-B-CD-PVA 242,26 83,42
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