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RESUMO

A utilizacdo de biopolimeros para a reducdo dos impactos ambientais tem estado na
vanguarda das inovagdes tecnologicas. Neste contexto, esta pesquisa tem por objetivo utilizar
residuos da agroindustria e da carcinicultura. Realizou-se experimentos, onde a galactomanana foi
extraida de sementes de Caesalpinia pulcherrima para servir de cobertura de microesferas de
alginato e quitosana no intuito de produzir adsorventes baratos e de tecnologia sustentavel, a base de
carboidratos para recuperacdo de enzimas com alto valor agregado, neste caso a celulase. O
aproveitamento de residuos lignocelulésico através de hidrolise dos biopolimeros constituintes da
biomassa é uma das formas de sustentabilidade ambiental. A conversdo destes a bioetanol tem
merecido atencdo especial, e ainda baratear o custo desses adsorventes. As metodologias utilizadas
indicaram que a preparagdo de esferas de quitosana, adicionando agentes reticulantes, produzem
materiais com significativa eficiéncia de adsorcéo, ou seja, que os adsorventes obtidos apresentam
um elevado potencial de recuperacéo da enzima celulase.
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INTRODUCAO

Galactomanana é a denominacdo dada a polissacarideos neutros, que atuam como
reserva de energia e sdo extraidos do endosperma de sementes de certas leguminosas. Uma
série de fatores contribui para a utilizacdo industrial da galactomanana, tais como massa
molar, solubilidade em &gua e a distribuicdo sequencial dos residuos galactopiranosila, ao
longo da cadeia principal.

A quitina, por sua vez, é um polissacarideo de cadeia longa, amplamente distribuida na
natureza, presente na carapaca de crustaceos, moluscos e insetos, constituindo o segundo mais
abundante biopolimero depois da celulose. Com a desacetilacdo dos grupos acetil (-COCHy),
com solucdo concentrada de NaOH, a quitina e transformada em quitosana. (GOOSEN,
1997). Este biopolimero possui trés grupos reativos funcionais, um grupo amino na posicéo
C-2, e duas hidroxilas, nas posi¢des C-3 e C-6, respectivamente (FURUSAKI et al., 1996). O
grupo amino é o responsavel por sua natureza policatidnica, com a sua protona¢do quando em
contato com solugdes &cidas. A quitosana pode tornar-se quimicamente mais inerte e
resistente ao meio acido. Assim, bloqueam-se 0s grupos amino com um agente bifuncional,
ou agente reticulante como o glutaraldeido ou 1,5 pentanodial (HOC-(CH;)3-COH). A ligagéo
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covalente entre o grupo amino e o grupo aldeido terminal do glutaraldeido é irreversivel e
resiste a pH extremos e temperatura. Outro agente reticulante é a epicloridrina (1-cloro-2,3-
epoxipropano), onde a reticulacdo envolve o blogqueio preferencial, dos grupos OH.

O alginato é um biopolimero de alto peso molecular, da familia de copolimeros
binarios, formado por ligacdes 1-4 de acido B-D-manurénico (M) e acido a-L-gulurdnico (G),
apresenta grande variacdo, tanto na composicdo quanto na estrutura sequencial. (HAUG,;
LARSEN; SMIDSROD, 1967; KING, 1983).

A adsor¢do € um fenébmeno de superficie em que uma quantidade finita de moléculas
de um fluido (adsorbato), se concentra na superficie de um sélido (adsorvente). Este trabalho
apresenta um estudo de adsorventes alternativos com diferentes propriedades de adsorgéo-
dessorcao, fazendo uso de carboidratos e alteracdes quimicas proporcionadas pelo emprego de
agentes reticulantes. A reticulacdo influencia na capacidade de entumescimento e porosidade,
na capacidade de troca de cargas, na difusividade interna do adsorbato, na facilidade ou nédo
de regeneracdo desse adsorvente ap0s uso em processos de adsor¢do, no acesso de ions dos
grupos funcionais do adsorbato aos sitios de adsor¢do do adsorvente e, finalmente, nas
estabilidades térmica, mecéanica e quimica (FRANCISCHETTI et al., 2004), o uso de
microesferas € uma estratégia para otimizar a capacidade de adsorcdo. Diante disso, esta
pesquisa tem por objetivo utilizar residuos da agroindlstria e da carcinicultura. Assim,
realizou-se experimentos, onde a galactomanana foi a cobertura de microesferas de alginato e
quitosana no intuito de produzir adsorventes baratos e de tecnologia sustentavel, a base de
carboidratos para recuperacdo de enzimas celulase.

MATERIAL E METODOS

Os materiais e reagentes foram: quitosana (Polymar S/A), com densidade 0,60 g/mL,
Acido acético glacial, hidroxido de sodio, acetato de sodio, &cido fosforico 85%, etanol 95%,
cloreto de calcio e glutaraldeido 25% de grau analitico (Vetec, Sdo Paulo), epicloridrina
(Sigma Aldrich); enzima celulase Cellutex 20 (Novozyme), alginato (Merck). Galactomanana
extraida de sementes de Caesalpinia pulcherrima (CERQUEIRA et al, 2009).

Inicialmente, foram feitos os geéis de alginato 1% e quitosana 4% segundo Queiroz et
al. (2008). Utilizando uma bomba peristaltica as esferas foram sintetizadas nas solucGes
coagulantes de CaCl, dissolvido em &gua destilada e NaOH dissolvida em &cido acético,
respectivamente.

Houve a imersdo das esferas em um gel de galactomanana 1%, no periodo de 12h, e a
lavagem das mesmas com agua destilada até que atingissem pH neutro no intuito de realizar a
cobertura das esferas. Em seguida, as esferas foram reticuladas com solucdes de glutaraldeido
1% que seguiu protocolo de Oliveira (2011) adaptado de Torres (2006) e reticulada com
epicloridrina (OLIVEIRA, 2011) adaptado de Braga et al. (2007).

Foram realizados ensaios de adsor¢do em tanque agitado para a obtengdo de anélises
de superficie—resposta. Apds a preparacdo das colunas seguiu-se as cromatografias. Na
primeira utilizou-se esferas de alginato, coberta com galactomanana. Ja na segunda, utilizou-
se esferas de quitosana com a mesma cobertura. A coluna foi alimentada com uma solugéo
enzima celulase para obtengéo do pico I, NaCl 1M para o pico Il e NaCl 0,15M como tampao
conforme protocolo de Moreira (1998).

Posteriormente, foram feitos as andlises dos picos | e Il de ambas as colunas, e a
analise de FPA com os picos I(ndo apreados) e Il da coluna de quitosana 4%, com
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galactomanana 1% apenas, € as leituras no espectrofotdmetro com £=540nm. Os resultados
dessa leitura foram plotados da curva de glicose entre as concentracfes 0,1 e 1,5mg/mL.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em trabalhos anteriores, a preparacdo das esferas de quitosana, com e sem a presenca de
agentes reticulantes, foram obtidos valores de adsorcdo (q*), e constatou-se que a presenca de
ambos agentes reticulantes potencializava a adsor¢édo da enzima pelo adsorvente (TORRES et
al.,2007). Com o planejamento de experimental obteve-se uma matriz com Metodologia de
Superficie-Resposta. As superficies de resposta com as variaveis dependentes e independentes
estudadas sdo mostradas na Figura 1a e 1b. Segundo Osifo et al. (2008) em estudos com altas
concentragfes de glutaraldeido houve uma reducdo na capacidade de adsorcdo. Por outro
lado, a Figura 1b, sem epicloridrina, estd mostrando que um aumento na percentagem de
quitosana indica uma mudanca conformacional e os desdobramentos da enzima adsorvida.
Figura 1. Superficie de resposta para as capacidades de adsorc¢do, g*, massa de enzima adsorvida por
grama de adsorvente, em funcéo de concentragdo do glutaraldeido (%6) e quitosana (%), com epicloridrina
(a); sem epicloridrina (b).
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As esferas foram sintetizadas e os resultados da cobertura e das reticulagcbes foram
satisfatorios.

O processo de adsor¢do em colunas de leito fixo é geralmente o mais empregado, pois
oferece como vantagens o pequeno espaco, a operacdo simples, a possibilidade de tratamento
de grandes volumes de efluentes de forma continua, rendimento consideravel e a capacidade
de acomodar variagbes na concentracdo de ions na alimentacdo, além de favorecer a
ampliacdo da escala de laboratorio para a escala industrial (VALDMAN et al., 2001).

A coluna de alginato ndo apresentou o resultado esperado. Entretanto, a coluna de
quitosana apresentou picos bem definidos, com um pico Il elevado (Fig. 2). A analise de FPA
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das fracOes deste pico mostrou bons resultados, o que indica que as esferas adsorveram bem a
enzima celulase (Tabelal). A enzima celulase permaneceu integra, ou seja, manteve sua
atividade de hidrolisar o papel filtro em glicose, segundo Gossen (1997) e Miller (1944).

Tabela 1- FPA do Pico |1 Figura2- Cromatografia com a coluna de quitosana
Fragbes FPA(U/mL)
20 0,37 Coluna de quitosana 4%, coberta com
25 0.94 galactomanana 1%, reticulada com epicloridrina
28 0,95 e glutaraldeido.
29 0,49 3,5 PII
31 0,73 3
33 0,80 § 2,5 \
34 0,53 ] 2
35 0,49 é 1,5 *
37 0,53 -g 1 ,\
38 0,48 8 o5
40 0,38 0
05 0 5 10 15 20 55
FragOes
CONCLUSOES

As esferas de quitosana 4% com galactomanana 1% em presenca de epicloridrina e
glutaraldeido apresentaram os melhores resultados. O numero de sitios de adsorcdo foi
otimizado em presenca de agentes reticulantes, com maior eficiéncia quando utilizada a
epicloridrina. Tanto na cromatografia de leito fixo como na anlise de FPA pode-se constatar
a adsorcdo da celulase nas esferas, a metodologia de esferas recobertas com carboidratos pode
ser uma satisfatoria tecnologia para recuperacdo de enzimas celulase e de forma sustentavel.
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