Universidade Federal De Mato Grosso Do Sul

Programa de Pos-Graduacdo em Quimica

PREPARACAO E CARACTERIZACAO
DE SUPORTE HIBRIDO PARA IMOBILIZACAO
DE PENICILINA G ACILASE

Campo Grande — MS

2025



Universidade Federal De Mato Grosso Do Sul

Programa de Pos-Graduacdo em Quimica

JEAN ALAIN RENAUD

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE

SUPORTE HIBRIDO PARA IMOBILIZACAO DE
PENICILINA G ACILASE

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo em Quimica — Nivel de
Mestrado — da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul para obtencdo do
titulo de Mestre em Quimica.

Orientadora: Prof2. Dr2. Rebeca Yndira Cabrera Padilla

Co-orientador: Prof. Dr. Adilson Beatriz



Campo Grande — MS
2025

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dr2. Rebeca Yndira Cabrera Padilla

Orientadora

Prof. Dr. Edson Romano Nucci

Examinador Titular

Profé. Dr2. Adriana Pereira Duarte

Examinador Titular

Prof. Dr2. Ana Camila Micheletti

Examinador Suplente Interno

Profé. Dr2. Maria Lucila Hernandez Macedo

Examinadora Suplente Externa



Dedico este trabalho & minha mée, Marie Marthe, e ao
meu pai, Alismé, a minha esposa e a minha princesa
Lorvelie Decius e Emley Joyce Renaud, aos meus
irmaos: Jean Widner, Asthofel, Mackendy, Abner
Renaud, a minha tia Ersila, Dr. Claudel Noél, Professor
Jakly Méhu, e ao diretor Jean Exantus, por seus
conselhos tdo valiosos para a realizagéo desta pesquisa.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, expresso minha profunda gratiddo a Deus, Criador do universo, pela
vida, salde, sabedoria e for¢ca que me permitiram concluir esta pesquisa e finalizar mais

uma etapa da minha jornada académica.

Aos Orientadores

% A Professora Rebeca Yndira Cabrera Padilla, minha orientadora, pelo apoio
incansavel, pela paciéncia em me guiar nos processos académicos e pelo carinho
que ultrapassou o papel de professora, tornando-se uma verdadeira mentora.

“+ Ao Professor Adilson Beatriz, meu coorientador, pela confianca depositada em
mim, pelo suporte técnico e pelo incentivo constante, fundamentais para a

conclusao deste trabalho.

Apoio Técnico e Institucional

¢ Ao Luiz Placae ao Laboratério MULTILAM (Instituto de Fisica) pela

colaboracéo.

>

< A equipe técnica do Instituto de Quimica pelo suporte essencial.

L)

¢ Ao Laboratdrio Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo
(FACFAN) pelas analises de Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR)

% Aos professores do Instituto de Quimica (INQUI), em especial ao Prof. Dr.

L)

Leandro Moreira de Campos Pinto, pelo acolhimento e apoio.

% AOCNPQ pelo financiamento que viabilizou esta  pesquisa.
A Universidade Federal do Mato Grosso do Sul pela estrutura e recursos
disponibilizados.

Colegas e Amigos

Meu sincero agradecimento a Mario Rodrigues Cortes, Paul Jerbme Patrice, Yves
Francois Lemeuble, Géralde Magny, Wendest Francique, Oldy Albert, Dr. Jean Daniel
Zephyr, Yougens Augustin, Sanmyr Bezerra de Moura Albuquerque, Vitor Dorta
Franco, Phara Olivier, Jean Rosly Pierre, Eduardo dos Santos Freitas Cardoso, pela

amizade, parceria e motivacdo ao longo desta caminhada.



Vi

Familia

X/
L X4

X/
L X4

A minha mae, Marie Marthe Pierre, meu alicerce, maior inspiracéo e por todos
os esfor¢os dedicados desde a escola classica até a universidade.

Ao meu pai, Alisme Renaud, pelas contribui¢des valiosas e orientacao.

Ao0s meus irmdos e irmés, especialmente Jean Widner, Asthofel, Mackendy,
Abner, Marie Yoline, Marie Yolita Renaud, pela escuta atenta e apoio.

A minha tia Ersila, pelo suporte emocional e técnico em momentos cruciais.

A Lorvelie Decius, amor da minha vida, por estar ao meu lado em cada desafio.

Este trabalho também é seu.

Esta conquista é resultado de um esforco coletivo, e sou imensamente grato a todos que

fizeram parte desta trajetoria. Muito obrigado!



Vi

Resumo

A imobilizacdo enzimatica em suportes hibridos orgéanico-inorganicos surge como
estratégia promissora para otimizar a producao de acido 6-aminopenicilanico (6-APA),
combinando a estabilidade da silica com a sustentabilidade de residuos agroindustriais
como o endocarpo de cumbaru. Este estudo teve como objetivo sintetizar e caracterizar
suportes hibridos & base de silica e endocarpo de cumbaru (Dipteryx alata VVogel) para a
imobilizacdo da enzima penicilina G acilase (PGA), visando a producéo de 6-APA por
hidrélise enzimética da penicilina G. Os suportes foram obtidos pelo método sol-gel,
incorporando diferentes proporcdes de endocarpo de cumbaru (1%; 1,5% e 2%).
Adicionalmente, foram preparadas matrizes contendo 2% de endocarpo previamente
tratado com dioxano e periodato de sodio. Todos os suportes sintetizados foram
posteriormente ativados com glutaraldeido ou epicloridrina. A caracterizacdo estrutural
e fisico-quimica foi realizada por microscopia eletrébnica de varredura (MEV),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e andlise
termogravimétrica (TGA). As analises por MEV e FTIR confirmaram a formagdo bem-
sucedida do suporte hibrido, evidenciando uma estrutura porosa e a presenc¢a de grupos
funcionais essenciais para a imobilizacdo enzimatica. Os resultados de TGA
demonstraram que o suporte hibrido ativado com glutaraldeido apresentou maior
estabilidade térmica, com perda de massa de apenas 16,3% até 700°C, comparado com
os demais suportes preparados, destacando sua robustez para aplicacBes industriais.
Apos a caracterizacdo, foi selecionado o suporte hibrido preparado com silica e 2% de
endocarpo de cumbaru ativado com glutaraldeido para realizar a imobilizacdo da
penicilina G acilase (PGA) pelo método de ligagdo covalente, em seguida foi realizada a
determinacdo da atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada, bem como o
rendimento de imobilizagdo (29%). A pesar do rendimento de imobilizagdo obtido
relativamente baixo, o suporte hibrido desenvolvido com o0s ajustes necessarios
apresenta-se com potencial promissor para aplicacdes biotecnoldgicas, destacando-se
como uma alternativa sustentavel para processos industriais baseados em biocatalise.

Palavras-chave: Imobilizacdo enzimatica, penicilina G acilase, suporte hibrido,
endocarpo de cumbaru, &cido 6-aminopenicilanico.
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Abstract

Enzymatic immobilization on organic-inorganic hybrid supports emerges as a promising
strategy to optimize the production of 6-aminopenicillanic acid (6-APA), combining
the stability of silica with the sustainability of agro-industrial waste such as cumbaru
endocarp. This study aimed to develop and characterize a hybrid support based on silica
and cumbaru endocarp (Dipteryx alata VVogel) for the immobilization of the enzyme
penicillin G acylase (PGA), targeting the production of (6-APA) through the enzymatic
hydrolysis of penicillin G. Hybrid matrices with different percentages of cumbaru
endocarp (1%, 1.5%, and 2%) and silica were prepared by the sol-gel method. Matrices
with silica and 2% cumbaru endocarp, previously treated with dioxane and sodium
periodate, were also prepared. Subsequently, all prepared hybrid supports were
activated with glutaraldehyde and epichlorohydrin. The characterization of the prepared
supports was carried out using scanning electron microscopy (SEM), Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR), and thermogravimetric analysis (TGA). SEM and FTIR
analyses confirmed the successful formation of the hybrid support, revealing a porous
structure and the presence of essential functional groups for enzyme immobilization.
The TGA results demonstrated that the hybrid support activated with glutaraldehyde
exhibited higher thermal stability, with a mass loss of only 16.3% up to 700°C,
compared to the other prepared supports, highlighting its robustness for industrial
applications. After characterization, the hybrid support prepared with silica and 2%
cumbaru endocarp activated with glutaraldenyde was selected to carry out the
immobilization of penicillin G acylase (PGA) by the covalent binding method.
Subsequently, the enzymatic activity of the free and immobilized enzyme was
determined, along with the immobilization yield (29%). Despite the relatively low
immobilization yield obtained, the developed hybrid support, with the necessary
adjustments, shows promising potential for biotechnological applications, standing out
as a sustainable alternative for industrial processes based on biocatalysis.

Keywords: Enzyme immobilization, penicillin G acylase, hybrid support, cumbaru
endocarp, 6-aminopenicillanic acid.
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INTRODUCAO

As doencas infecciosas causadas por bactérias tais como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, entre outras, sdo responsaveis pela morte de mais de 50%

da populacdo mundial (Naghavi et al., 2022).

No entanto, as doencas infecciosas causadas por essas bactérias passaram a ser
controladas com o uso da penicilina, um antibiotico descoberto por Alexander Fleming
em 1928, isolado a partir do fungo Penicillium chrysogenum. Apesar de sua descoberta
precoce, a penicilina s6 foi introduzida em larga escala na pratica clinica ap6s o
desenvolvimento de técnicas de producdo em massa durante a Segunda Guerra Mundial,
com uso terapéutico registrado a partir de 1941 em casos experimentais e difusdo ampla
a partir de 1943 (Gaynes, 2017).

Sob a acdo especifica da enzima penicilinase ou acilase, a penicilina G sofre
hidrolise controlada, liberando seu nucleo beta-lactdmico ativo como é&cido 6-
aminopenicilanico (6-APA), um precursor essencial para a sintese de antibidticos
semissintéticos. A penicilina melhorou a qualidade de vida ao controlar doencas
bacterianas e promover o crescimento populacional, mas também levou ao surgimento
de bactérias resistentes. Para resolver isso, novos antibidticos, como cefalosporinas,

carbapenémicos, monomicina e penicilina G, foram desenvolvidos (Morgado, 2020).

Cada tipo de penicilina possui propriedades especificas que influenciam sua
eficacia e uso. Por exemplo, a penicilina V, estavel em &cido, tem como alvo principal
bactérias Gram-positivas (Pedra., et al), enquanto a penicilina G, mais versatil, € usada
para produzir industrialmente &cido 6-aminopenicilanico (6-APA), um precursor
essencial dos antibidticos PB-lactamicos (Bruggink et al., 1998). A penicilina G,
frequentemente injetada em hospitais, é essencial para tratar infecces graves (Alves et
al., 2022)

A hidrdlise enzimatica da penicilina G (PenG) para produzir acido 6-
aminopenicilanico (6-APA) € uma etapa fundamental na fabricacdo de penicilinas
semissintéticas, servindo como precursor de muitos antibioticos B-lactdmicos (Tishkov

et al., 2010). Este método enzimatico é preferido por seu alto rendimento e reduzido
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impacto ambiental em comparacdo aos processos quimicos convencionais (Shewale e
Sivaraman, 1989).

Aspenicilina acilases (PACs) estdo entre as enzimas mais utilizadas
industrialmente devido a sua especificidade e estabilidade, sendo essenciais na producao
de antibidticos semissintéticos. Outras enzimas, como certas -lactamases, tém sido
investigadas para aplicacOes alternativas, como biotransformagao de B-lactamicos ou

estudos de resisténcia bacteriana (Tishkov et al., 2010).

Embora avancos tenham sido feitos na compreensdo dos mecanismos reacionais
e na otimizacdo dos processos, ainda hé desafios na implementacdo industrial em larga
escala, especialmente em termos de rendimento, produtividade e custos (Silva et al.,
2023).

A continuidade das pesquisas nessa area deve permitir enfrentar esses desafios e
contribuir para uma producdo mais sustentavel de 6-APA. A enzima penicilina acilase €
a mais utilizada na hidrolise enziméatica da penicilina G para gerar o 6-APA. No
contexto industrial, essas enzimas atuam de maneira especifica, quebrando a ligacdo
amida entre o nlcleo B-lactamico e o grupo acila presente na PenG. Elas séo produzidas
por diversas cepas de bactérias e fungos, possuindo propriedades Unicas (Shewale &
Sudhakaran, 1997).

A utilizacdo da enzima industrialmente apresenta algumas barreiras. Elas
possuem custo elevado, sdo sollveis em agua e apresentam-se em baixas concentragoes.
Desse modo, a recuperagdo da enzima no final da reacdo torna-se economicamente

inviavel. Esse problema pode ser resolvido através da imobilizacdo da enzima.

Véarios métodos ja foram utilizados para a imobilizacdo de enzimas, incluem
adsorcdo, aprisionamento de fibras, microencapsulacao, reticulacdo, copolimerizacao,

ligagéo covalente entre outros (Sheldon & Van Pelt, 2018).

Diferentes materiais sintéticos, organicos, inorganicos e hibridos com distintas
caracteristicas de tamanho, forma e densidade tém sido empregados para a imobilizagdo
de PGA José e Prado (2005).
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Os avancos da tecnologia requerem novos materiais ou aperfeicoamento dos
materiais existentes ou tradicionais para sua utilizagdo como suportes na imobilizacdo
de enzimas. Um exemplo de uma nova abordagem que leva a novos materiais € a sintese
de material hibrido inorganico-organico. Esses hibridos sdo alternativas promissoras na
producdo de novos materiais multifuncionais, com ampla gama de aplicacdes (Zdarta et
al., 2018).

Entre os materiais organicos, o reaproveitamento de residuos agroindustriais,
representa uma solucdo alternativa e econdmica para ser utilizados como suporte para
imobilizacdo de enzimas. Entre eles o endocarpo de cumbaru (Dipteryx alata VVogel),
espécie também referida como baru, castanha-de-bugre, cumarurana, da familia
Fabaceae, nativa no Pantanal e no Cerrado. Uma arvore adulta produz cerca de 1.500
frutos por ano, e em média o fruto pesa 25 g, sendo 30% polpa, 65% endocarpo lenhoso
e 5% semente (Melo et al., 2017).

Os suportes inorganicos, a exemplo da silica (SiO,), se destaca por possuir
elevado potencial de aplicacdo para imobilizacdo de enzimas, por apresentar uma série
de caracteristicas como a possibilidade de modificacdo da superficie, estabilidade
térmica, estabilidade mecénica e seguranca toxicolégica e € um dos materiais
multifuncionais mais descritos na literatura (Mendes et al., 2011). A silica pode ser
combinada com diversos compostos organicos ou inorganicos apresentando novas

propriedades fisico-quimicas ampliando suas aplicacdes.

A producdo de matrizes hibridas ja foram amplamente empregadas na presenca
de precursores silanos, tais como tetraetilortossilicato (TEOS) e tetrametilortossilicato
(TMOS) devido a biocompatibilidade destes precursores com diversos polimeros, tais
como alcool polivinil (PVA), celulose, carragenana, quitosana, entre outros (Kandimalla
et al., 2006).

Neste contexto, o foco deste estudo é a preparacdo de um suporte hibrido
organico-inorganico para imobilizar a enzima penicilina G acilase, e a caracterizagcdo

dos biocatalisadores resultantes.
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OBJETIVO GERAL

Preparar um suporte hibrido composto por endocarpo de cumbaru e silica para a
imobilizacdo da penicilina G acilase para obtencdo de &cido 6-aminopenicilanico (6-

APA) por hidrolise enzimaética.

Objetivos especificos

e Preparar e ativar as particulas do endocarpo de cumbaru.

e Preparar o suporte hibrido, com silica e diferentes porcentagens de particulas de
endocarpo (1%, 1,5% e 2%).

e Ativar os suportes preparados com glutaraldeido e epicloridrina.

e Imobilizar a enzima PGA por ligagdo covalente no suporte ativado selecionado.

e Medir a atividade enzimatica da PGA livre e imobilizada, aléem de calcular o
rendimento de imobilizacgé&o.

e Caracterizar os derivados preparados utilizando espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria (TGA), e microscopia

eletronica de varredura (MEV).



18

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1  Antibiético B-lactamicos

Os antibidticos desempenharam um papel vital no tratamento e representaram
aproximadamente 17% do total das vendas farmacéuticas. Apesar do grande numero de
laboratdrios, o mercado farmacéutico foi altamente concentrado, especialmente de
principios ativos, levando a um elevado grau de dependéncia de importaces. Esta
concentracdo de ingredientes ativos e a dependéncia de alguns fornecedores globais
criaram vulnerabilidades de abastecimento e afetaram os precos e a disponibilidade dos
medicamentos. Além disso, as politicas regulatorias e de controle de qualidade variaram
de pais para pais, 0 que afetou a consisténcia e a seguran¢a dos produtos disponiveis no

mercado (Ramirez-Rendon et al., 2022).

Embora muitas bactérias possuam genes de resisténcia que reconhecem esses
antibidticos, elas produzem enzimas que hidrolisam ¢ rompem as ligagdes B-lactdmicas
e amida (C-N), catalisadas respectivamente pelas B-lactamases e amidases, reduzindo

assim a duracéo e a eficacia terapéutica desses antibioticos (Bahr et al. 2021).

Além disso, os P-lactdmicos (Figura 1) representam 60% dos antibidticos
semisintéticos injetaveis, incluindo carbapenemas, monobactamas, cefalosporinas e
penicilinas, essenciais no tratamento de diversas infecgOes bacterianas. Esses
antibidticos semissintéticos sao produzidos pela reacdo de uma cadeia doadora de acila
com um nucleo B-lactdmico, obtidos industrialmente pela hidrolise enzimética de

antibidticos naturais como as penicilinas V e G. (Bahr et al. 2021).

Os antibidticos P-lactamicos se caracterizam pela presenga de um anel B-
lactdmico, uma estrutura quimica crucial para sua acdo antimicrobiana. Apo6s a
descoberta do acido 6-aminopenicilanico (6-APA) (Figura 1), os pesquisadores
conseguiram desenvolver penicilinas semissintéticas com propriedades Unicas,
diferentes das penicilinas naturais produzidas por micro-organismos (Bertoncheli et
Horner (2008).
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Figura 1- Estrutura dos f-lactdmicos e 6-aminopenicilanico (6-APA)
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Fonte: Autor

Em 1965, Abraham sintetizou a ampicilina, um antibidtico p-lactdmico
semissintético derivado da penicilina G. Este antibidtico foi eficaz contra algumas
bactérias gram-negativas aerobias, como Escherichia coli, e foi usado para tratar a
meningite e infecgdes causadas por micro-organismos gram-positivos, como
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes e

Clostridium perfringens.

A producdo enzimatica de antibioticos B-lactdmicos surge como alternativa
sustentavel em substituicdo aos métodos quimicos tradicionais, que envolviam o uso de
solventes perigosos e condigdes extremas (Bruggink; Roos; De Vroom, 1998). De
acordo com os autores, a acilase da penicilina imobilizada mostrou-se um biocatalisador

eficiente para a sintese em meio aquoso de amoxicilina e ampicilina.

3.2 Penicilina G Acilase (PGA)

De acordo com Adriano., et al (2020), a penicilina G acilase é uma enzima hidrolitica de
grande importancia biotecnoldgica que atua especificamente na clivagem da ligacéo
amida entre o nucleo B-lactamico e a cadeia lateral acila da penicilina G. Esse processo
enzimatico resulta na liberacdo do 6-aminopenicilanico (6-APA), um intermediario
crucial para a sintese de penicilinas semissintéticas, e do acido fenilacético como
subproduto. A enzima é amplamente empregada na industria farmacéutica, pois permite

a produgdo em larga escala de derivados B-lactdmicos com propriedades terapéuticas
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melhoradas, como maior estabilidade frente a B-lactamases e espectro de acdo ampliado

contra diferentes patdgenos bacterianos. A estrutura da enzima € mostrada na Figura 2.

Figura 2 — Estrutura do PGA

Citagdo: McVey, C.E., Walsh, M.A., Dodson, G.G., Wilson, K.S., Brannigan, J.A.

A enzima é uma proteina globular e monomeérica na maior parte dos organismos.
E composta por cerca de 415 a 420 residuos de aminoacidos dependendo da espécie.

A penicillin G acylase ¢ uma enzima pertencente a familia das hidrolases
nucleofilicas N-terminais, desempenhando um papel central na hidrélise da penicilina G
para gerar 0 6-APA, precursor fundamental dos antibidticos semissintéticos p-
lactdmicos. Essa enzima estabelece ligacGes cataliticas especificas que permitem nao
apenas a hidrolise, mas também a sintese de novos antibiéticos com melhores
propriedades farmacoldgicas. O seu desenvolvimento baseia-se em processos de
fermentagdo microbiana, principalmente com Escherichia coli, bem como em
estratégias de engenharia genética destinadas a aumentar sua produtividade e
especificidade. A imobilizacdo da PGA em diferentes suportes permitiu melhorar sua
estabilidade, reutilizacdo e tolerancia a solventes organicos, reforcando assim o seu
potencial industrial. Esses avan¢os conduziram a processos de sintese mais limpos,
competitivos e economicamente viaveis para a produgao de B-lactdmicos (Arroyo et al.,
2003)

A demanda anual de PGA situou-se entre 10 e 30 milhdes de toneladas. Nas

ultimas duas décadas, a producdo de antibidticos [-lactdmicos aumentou


https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:McVey,%20C.E.
https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:Walsh,%20M.A.
https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:Dodson,%20G.G.
https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:Wilson,%20K.S.
https://www.rcsb.org/search?q=audit_author.name:Brannigan,%20J.A.
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consideravelmente para atender a essa demanda. As industrias farmacéuticas adotaram
processos enzimaticos mais eficazes em substituicdo aos métodos tradicionais de

hidrélise da penicilina, alcangando uma eficiéncia de producéo de cerca de 80 a 90%

(Elander, 2003).

Um exemplo notavel da transicdo de um processo quimico para um processo
enzimatico foi a utilizacéo da penicilina G Acilase imobilizada. Essa enzima tornou-se a
segunda enzima mais utilizada na industria mundial, depois da glicose isomerase
(Adriano et al., 2005).

A sintese enzimatica destacou-se por suas diversas vantagens, incluindo a
realizacdo em condic¢des suaves, como meio aquoso, pH neutro e temperatura ambiente,
0 que contribui para um processo mais sustentavel. Contudo, para que esse método
fosse viavel, tornou-se essencial imobilizar a enzima, devido ao elevado custo do
biocatalisador e a necessidade de reaproveita-lo para otimizar os custos (Santos &
Oliveira, 2018).

3.3 Imobilizac¢bes de enzimas

A hidrdlise enzimatica envolve o uso de enzimas para decompor moléculas em
unidades menores, geralmente na presenca de agua. Com a imobilizacdo das enzimas,
esse processo se torna mais eficiente e estavel, pois as enzimas podem ser reutilizadas e
sdo mais resistentes. 1sso permite reduzir os custos associados ao uso de enzimas livres,

mantendo uma alta atividade enzimatica (Souza et al., 2017).

As enzimas imobilizadas apresentam um grande potencial como catalisadores na
indGstria. Sua alta atividade em condi¢Bes suaves de temperatura e pH as torna
alternativas valiosas para processos em que 0s reagentes e/ou produtos sdo instaveis e se
decompdem em condic¢Bes extremas, como é o caso dos produtos farmacéuticos (Leite,
2009).

De acordo com Ferreira (2004), a utilizacdo de enzimas na inddstria enfrentou

varios desafios. Seu alto custo, solubilidade em &gua e baixa disponibilidade
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dificultaram sua recuperacéo apos a reacdo, tornando o processo oneroso. No entanto, a

imobilizacdo das enzimas permitiu superar esses obstaculos.

Em processos de aplicacdo enzimética, a imobilizagdo de enzimas em suportes
solidos pode oferecer diversas vantagens, incluindo a capacidade de ser usada
repetidamente, melhoria da estabilidade da enzima e ampliacdo da faixa ideal de pH da
enzima. Estes sdo aspectos criticos no desenvolvimento de processos enzimaticos que

estdo intimamente ligados a economia do processo (Gonzatti, 2024).

Diferentes métodos podem ser utilizados para imobilizar a PGA, tais como
adsorcdo, aprisionamento em fibras, micro encapsulamento, reticulacéo,
copolimerizacdo e ligacdo quimica, entre outros (Adriano et al., 2005). Sendo a ligacéo
covalente particularmente importante porque leva a preparacdo de derivados
enzimaticos estaveis Santos (2014). Grupos funcionais adequado sdo essenciais para

realizar tal técnica de imobilizacao.

De acordo com Adriano et al. (2005), pesquisas sobre a imobilizacdo da
penicilina G acilase (PGA) em quitosana ativada com glutaraldeido foram realizadas
visando ao desenvolvimento de um biocatalisador estavel e de baixo custo. Foram
testadas duas metodologias: imobilizacdo por ligacdo covalente em um Unico ponto e
por ligacdo multipontual. Os resultados indicaram que a fixagdo multipontual
proporcionou a enzima maior resisténcia térmica e alcalina, com uma meia-vida de até
40 horas em condic¢des operacionais. O estudo destacou o potencial da quitosana como

um suporte de imobilizacdo econdmico e viavel para aplicagdes industriais.

O estudo de Leite (2009) demonstrou que a combinacdo de adsorcéo,
estabilizacdo em pH 9 e reticulacdo com glutaraldeido foi eficaz para imobilizar a
enzima B-galactosidase na resina Duolite A568, resultando em um aumento de 44% na
atividade enzimatica em comparacdo com métodos isolados. Além disso, a enzima
imobilizada mostrou maior estabilidade térmica, mantendo 77% de sua atividade ap6s
140 minutos a 55°C, e manteve-se funcional mesmo apds 100 dias de armazenamento,
comprovando a eficiéncia da técnica na preservacdo da atividade enzimética em
condicdes desafiadoras. Esses resultados destacam o potencial dessa abordagem para

aplicacdes industriais, onde a durabilidade e o desempenho das enzimas sdo essenciais.
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De acordo com José e Prado (2005) uma variedade de materiais sintéticos,
organicos, inorganicos e hibridos, caracterizados por diferentes tamanhos, formas e

densidades, podem ser utilizadas para imobilizar a PGA.

3.4 Suporte hibrido

Os materiais utilizados como suporte de imobilizacdo podem ser classificados com base
em sua composicdo e estrutura. Quanto a composicao (Tabela 1), eles puderam ser

categorizados em organicos e inorganicos (Messing, 1975).

Tabela 1. Classifica¢do dos suportes em relagdo a sua composi¢éo

Classificacdo do

Natureza Suporte
suporte
e Polissacarideos: Celulose, dextranas, agar,
agarose, quitina, quitosana, alginato,
Organico carragenana.
Natural g g ) , .
e Proteinas: Colageno, albumina
e Carbono
Inorgénico bentonita, silica
e Poliestireno
Organico e Poliacrilato,  polimetacrilato,  poliamidas,
Sintético _ pollacrllamlda
Materiais processados:
A vidro (ndo poroso e poro controlado), metais,
Inorganico 4

Oxidos.

Do ponto de vista fisico, materiais inorganicos foram mais adequados para
aplicacdes industriais devido as suas propriedades que minimizaram alteracdes sob
variacGes de temperatura, pressdo e pH. No entanto, materiais organicos foram
preferidos devido a sua capacidade de incorporar grupos funcionais reativos que

puderam interagir com enzimas (Pereira, 1999).

Os suportes inorganicos, como a silica (SiOz), destacam-se por suas diversas
propriedades favoraveis para a imobilizacdo de enzimas. A modificagdo facil da
superficie, a resisténcia térmica e mecanica e a seguranca quanto a toxicidade tornam
esses materiais adequados para diferentes aplicagbes nos setores industrial e

biotecnoldgico. Além disso, podem ser combinados com compostos organicos e
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inorganicos, melhorando suas caracteristicas fisico-quimicas e ampliando suas

possibilidades de uso (Benvenultti et al., 2009).

A escolha de materiais orgénicos € impulsionada pela sua capacidade de se
adaptar a diferentes métodos de imobilizacdo, o que facilita a introducdo de grupos
funcionais na superficie para a ligacdo de biocatalisadores. No entanto, esses materiais
apresentaram como principal desvantagem sua menor resisténcia quimica e mecanica
Carvalho, Lima e Soares (2015).

Entre os materiais organicos, tem sido utilizados residuos agroindustriais tais
como o bagaco de cana-de-agUcar, as cascas de coco, as fibras de palma e as cascas de
café entre outros. Dessa forma, o endocarpo de cumbaru apresenta-se como uma

alternativa promissora, devido sua disponibilidade abundante na regido centro-oeste.

A imobilizacdo enzimatica € um campo em constante evolucdo que requer a melhoria
continua dos suportes existentes. Como destacam Boudrant et al. (2020) em sua reviséo,
0s recentes avancos tecnoldégicos exigem o desenvolvimento de novos materiais,
particularmente hibridos organicos-inorganicos. Essa perspectiva é corroborada pelos
trabalhos de Zdarta et al. (2018), que evidenciam o potencial desses suportes compostos
para criar microambientes otimizados que favorecem a estabilidade e a atividade das
enzimas imobilizadas. Esses suportes hibridos sdo particularmente atraentes porque
melhoram as propriedades dos materiais originais, o que se traduz em uma melhor

eficiéncia enzimatica.

Entre os precursores silanicos mais comuns para a sintese de materiais hibridos a
base de silica estdo o tetrametilortossilicato (TMOS) e o tetraetilortossilicato (TEOS).
Por apresentarem baixa miscibilidade em &gua, sua hidrolise é frequentemente
conduzida com o auxilio de solventes alcodlicos, que atuam como co-solventes
(Benvenutti et al., 2009). Independentemente da estratégia utilizada na preparacdo de
uma matriz hibrida, o processo sol-gel é, indiscutivelmente, o mais empregado. O
processo sol-gel envolve diversas varidveis, como tempo e temperatura da reacéo,
natureza do catalisador, concentragdo de reagentes, entre outros (Benvenutti et al.,
2009).

Estas variaveis determinam as caracteristicas finais dos materiais, incluindo a

porcentagem de hidrélise e condensagdo de grupos reativos, densidade de reticulacdo e
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homogeneidade do produto (Senna et al. (2013). Além disso, aditivos quimicos podem
ser usados para mel horar o processo e obter materiais com melhores propriedades, o
que possibilita modificagdes nas propriedades mecénicas, controle de porosidade e

ajuste no balanco hidrofilico/hidrofobico Paula et al., (2008).

Os suportes hibridos a base de silica/lignina e silica/quitosana representam uma
abordagem inovadora no campo de materiais cataliticos e adsorventes. A silica,
conhecida por sua alta &rea superficial e estabilidade térmica, é frequentemente utilizada
como suporte para nanoparticulas metalicas. No entanto, ao combinar a silica com
biopolimeros como a lignina e a quitosana, &€ possivel melhorar as propriedades
mecanicas, a biocompatibilidade e a capacidade de adsor¢do dos materiais. A lignina,
um polimero natural abundante em plantas, confere uma estrutura porosa e uma
afinidade por compostos organicos (Zhou et al. 2020; Figueiredo et al., 2018), enquanto
a quitosana, derivada da quitina, oferece propriedades antibacterianas e capacidade de
guelacdo de metais pesados (Wang et al., 2020; EI Kadib et al., 2015).

Esses suportes hibridos podem ser utilizados em diversas aplicacbes, como
catalise heterogénea, adsorcdo de poluentes e liberacdo controlada de medicamentos,
oferecendo uma alternativa sustentavel e ecol6gica aos suportes tradicionais. Dentre
esses materiais promissores, a lignina e o PHBV (poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato)) destacam-se especialmente por seu potencial no desenvolvimento de

suportes hibridos inovadores e ecologicamente corretos.

Os suportes hibridos a base de silica e materiais organicos como, a lignina e o
PHBV, oferecem propriedades Unicas, adequadas a diversas aplicacdes. Segundo
Klapiszewski et al. (2012), a combinagdo de silica e lignina, um subproduto da inddstria
de papel, permite criar materiais com propriedades de adsorcdo aprimoradas, gracas aos
grupos funcionais da lignina (fendlicos e carboxilicos) e a alta area superficial da silica.
Em resumo, a silica/lignina é principalmente utilizada para a adsorcdo de metais
pesados, enquanto a silica/PHBV é mais adequada para aplicacdes biomédicas, devido a
sua flexibilidade e biocompatibilidade. Os trabalhos de Klapiszewski et al. (2012) e
Ciesielczyk et al. (2011) fornecem bases solidas para compreender as vantagens e

limitacdes desses materiais hibridos.
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3.5 Cumbaru (Dipteryx alata)

A arvore de Cumbaru (Figura 3), que pode atingir uma altura de 20 a 30 metros.
Valorizado por seus multiplos usos, especialmente na inddstria madeireira, caracterizou-
se por um crescimento rapido, producéo abundante de folhas, bom estabelecimento de

mudas e baixas exigéncias de fertilizacdo (Carvalho, 2003).

Figura 2- Arvore de Cumbaru.

Fonte: Julcéia Camillo

O Cumbaru produze frutos a cada dois anos e tem uma longevidade de até 1.000
anos (Carvalho, 2003). Uma arvore madura produz cerca de 1.500 frutos por ano, com
cada fruto pesando aproximadamente 25 gramas, sendo composto por 65% de
endocarpo lenhoso (MELO et al., 2017).

O fruto do cumbaru (Figura 4), nativo da América do Sul e amplamente
distribuido no Brasil, possui um endocarpo com comprimento variando de 4 a 6 cm e

didmetro de 3 a 4 cm.

Figura 3- O fruto do cumbaru (Dipteryx alata) é descrito em trés partes: a polpa (mesocarpo), 0
endocarpo e a semente (améndoa)

Fonte: José Felipe Ribeiro
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O cumbaru (ou Baru) é um fruto rico em compostos quimicos, conferindo-lhe
grande valor industrial e econdémico. Segundo Vallilo et al. (1990), suas sementes
contém lipidios, proteinas e carboidratos, tornando-as uma importante fonte
nutricional. Takemoto et al. (2001) também evidenciaram a presenca de acidos graxos
insaturados, como o acido oleico e linoleico, benéficos para a saude e utilizados nas

industrias alimenticia e farmacéutica.

De fato, o cumbaru é uma espécie de grande valor devido a sua rica composi¢éo
quimica e seus multiplos usos, apoiados pelos trabalhos dos autores supracitados.

3.6 Hidrolise da Penicilina G

As penicilinas semissintéticas sdo obtidas através da hidrolise quimica ou
enzimatica da penicilina natural para extrair o seu componente fundamental, o acido 6-
aminopenicilanico (6-APA). Esse composto serve como matéria-prima para a sintese de
diferentes derivados de penicilina (PEREIRA et al., 2016), conforme ilustrado na Figura
5.

Figura 4- Reagéo de hidrdlise da Penicilina G catalisada por PGA
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Tavares 2020 explicou que, durante a hidrolise, é possivel introduzir cadeias
laterais no anel do &cido 6-aminopenicilanico (6-APA), permitindo a criacdo de novos
tipos de penicilinas semissintéticas que diferem das encontradas na natureza. Essas
penicilinas semissintéticas oferecem vantagens significativas, como uma atividade

antimicrobiana mais eficaz, o que impulsionou sua ampla aplica¢do na quimioterapia.

De acordo com Ferreira, 2004, os processos especificos da hidrélise da
penicilina incluem a limitacdo da transformacdo devido ao equilibrio quimico, a
inibicdo causada pelo acido fenilacético como subproduto, a formacéo de sais devido ao
controle de pH e os desafios na separagdo e purificagdo devido a similaridade dos

compostos. Para lidar com esses problemas, sistemas liquidos bifasicos, que combinam
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agua e solvente organico, foram considerados como uma alternativa viavel. No entanto,
devido a estrutura quimicamente semelhante dos componentes, os coeficientes de
particdo ndo sdo suficientemente distintos para permitir uma conversdo completa em um
unico estagio. Assim, 0 uso de um extrator de contracorrente e de multiplos estagios se

torna-se necessario.

De acordo com Abian et al. (2003), a hidrdlise da penicilina G em presenca de
solventes orgéanicos haviam simplificado a producdo de 6-APA, mas enfrentaram
desafios devido a baixa estabilidade e inibicdo da acilase de penicilina G imobilizada.
Por exemplo, observaram que o uso de solventes organicos como a metil isobutil cetona

degrada a estabilidade e a eficécia catalitica da penicilinase G.

Além disso, sistemas aquosos bifasicos polimero-sal mostraram que 0s
copolimeros em bloco sdo mais eficazes para separar o 6-APA e o acido fenilacético
(AFA) em comparagdo com copolimeros aleatérios, embora a presenca de misturas

reduza a seletividade devido as interacdes moleculares (Silva et al., 2006).

Sawant et al. (2020) projetaram um sistema trifasico que permitiu atingir uma
produtividade de 80% para 0 6-APA, embora as constantes cinéticas ndo tenham sido
documentadas. Desenvolveram um processo de purificacdo em trés etapas, oferecendo

um produto de alta pureza, com dados mais detalhados sobre os parametros cinéticos.

A exploracdo do 6-APA apoia-se numa danca molecular onde cada elemento
desempenha um papel crucial, e onde 0s pesquisadores reconstruiram metodicamente

seus mecanismos para revelar seus mistérios. Batchelor et al. (1959)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Penicilina G (PG), penicilina G acilase (PGA), acido 6-Aminopenicilanico (6-APA) e
ortossilicato de tetraetila (TEOS), adquiridos de Sigma-Aldrich. Hidréxido de sodio
micro pérolas P.A. 100%, acido cloridrico, fosfato de sédio monobasico anidrido 98%,
fosfato de sodio Bibésico anidro P.A., alcool etilico, &cido acético, periodato de sédio,
reagente PDAB (para-dimetilamino benzaldeido), dioxano.

4.2 Métodos

4.2.1. Preparacdo e tratamento das particulas do endocarpo de cumbaru

O endocarpo do Cumbaru foi retirado do fruto e imerso em agua deionizada por
2 horas, filtrado e posto em uma estufa para secagem, por 24 h a temperatura de 60 °C.
Logo em seguida, foi realizada a moagem do endocarpo seco em um micro moinho
Willye, modelo R-TE-648. Depois da trituracdo, os tamanhos das particulas foram

separados em sistema de peneiras de acordo com a norma ABNT.

As particulas do endocarpo de cumbaru com tamanho entre 200 > X >325 mesh
foram tratadas de acordo com a metodologia adaptada de Nowacka et al., 2013.
Inicialmente as particulas foram dispersas em uma solu¢do de dioxano: agua (9:1, v/v)
com adicdo de um oxidante forte: periodato de sédio 20% dissolvido em &gua destilada
e colocada em agitacdo por 30 min. Apds esse periodo foi filtrado e secado em estufa a
70°C.

4.2.2. Preparacao do suporte hibrido e ativacéo

O suporte hibrido silica (SiO;)/endocarpo cumbaru foi preparado conforme
metodologia adaptada de Paula et al., (2007) com modificacfes, inicialmente foram
colocados 11 mL de etanol e adicionadas as particulas de endocarpo de cumbaru em
diferentes proporcdes variando entre 1%, 1,5% e 2% (m/v) agitados por um periodo de

2 min e logo adicionado 5 mL tetraetilortossilicato (TEOS) e 0,1 mL de &cido cloridrico
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concentrado. Essa mistura foi aquecida e mantida sob agitacdo magnética em banho a
60 °C durante 1 h. Em seguida, a mistura foi transferida para um molde de silicone e
levado a secagem a temperatura ambiente até completa solidificagdo do material. O
suporte foi entdo triturado até que o material passasse completamente por uma peneira

padrdo série Tyler de 42 mesh, a fracdo retida em peneira de 60 mesh foi utilizada.

Em seguida, o suporte hibrido foi ativado com uma solu¢édo de glutaraldeido e
com uma solucédo de epicloridrina a 2,5% (v/v) em tampéo fosfato de sodio (100 mM,
pH 7,0) na propor¢do de 1:10 de massa de suporte para volume de solucdo,
respectivamente. A mistura foi mantida sobre agitacdo por 1 hora a temperatura
ambiente. Apés a ativacdo, o suporte foi lavado exaustivamente com agua destilada e

solugéo tampao, e depois seco em estufa a 60 °C por 24 horas.

4.2.3 Caracterizacdo do suporte

4.2.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras destinadas a analise por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) foram previamente preparadas, uma pequena massa de amostra foi colocada na
ponta de uma espatula e, em seguida, transferida para um frasco contendo etanol. A
mistura foi submetida a tratamento por ultrassom durante 10 minutos para dispersar as
particulas. Apds esse processo, as particulas maiores foram deixadas decantar, enquanto
0S menores, presentes no sobrenadante, foram cuidadosamente coletados. Essas
particulas finas foram entdo espalhadas de forma adequada sobre um suporte, 0s quais
foram fixados em stubs de latdo utilizando fita de carbono dupla face e recoberta com
uma fina camada de ouro por meio de sputtering, utilizando o equipamento Desk 11l da
Denton Vacuum. A analise foi realizada em um microscopio eletrénico de varredura
Jeol, modelo JSM-6380 LV, no Laboratério Multiusuario de Analise de Materiais
(MULTILAM), no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
em Campo Grande, MS.

4.2.3.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

O espectro na regido do infravermelho (IV) foi coletado utilizando o
espectrometro BOMEM Hartmann & Braun, modelo The Michelson series MB-100,

abrangendo a faixa espectral de 500 a 4000 cm™. A anélise foi realizada com uma
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resolucdo de 4 cm™, acumulando 6 ciclos de varredura a uma velocidade de 0,2 cm/s.
As amostras foram preparadas dispersando-se em KBr de grau espectroscopico e, em
sequida, prensadas com aproximadamente 6 toneladas de presséo usando uma prensa
mecanica. Os dados foram obtidos no Laboratorio de Controle de Qualidade
Microbiologico de Medicamentos (LFT) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Alimentos e Nutricao.

4.2.3.3 Anédlise termogravimétrica (TGA)

O equipamento utilizado para andlise termogravimétrica foi o STA 449 F3
Jupiter (Netzsch). A andlise foi realizada em atmosfera de ar com fluxo de gés de 60
mL/min, em uma faixa de temperatura de 25 a 900 °C e com taxa de aquecimento de 20

°C/min.

4.2.4 Imobilizacéo por ligacdo covalente de PGA em suporte hibrido

A enzima PGA foi imobilizada em suporte hibrido ativada com glutaraldeido
seguindo uma metodologia previamente desenvolvida (Braun et al., 1989) que foi
ligeiramente modificada. A enzima foi dissolvida em tampéo fosfato 0,1M a pH 8,0 e
adicionada ao suporte ativado (1g de suporte para 10 mL de solucdo). A preparacdo foi
mantida sob agitacdo suave (100 rpm) a 28°C por 22 horas em movimento rotatdrio

circular (agitador orbital).

4.2.5 Curva de calibragao

A curva de calibracdo foi obtida mediante a medigdo das absorbancias em um
comprimento de onda de 240 nm de solucbes padrdo de 6-APA na faixa de
concentracdo de 0,0005 a 0,005 mol/L. Os dados obtidos foram ajustados a uma reta
dada pela Equacdo 1 (CANASSA et al., 2018).

Abs=a+b-C 1)

Donde Abs é a absorbancia e € dada em funcdo da concentracdo C por meio de uma

equacéo de reta com coeficientes lineares a e angular b.

4.2.6 Determinacdo da Atividade enzimatica por Método colorimétrico do PDAB

Este método foi realizado seguindo a metodologia de Balasingham et al., 1972,

que mede a atividade da penicilina G acilase usando o reagente p-dimetilamino
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benzaldeido (PDAB). A técnica se baseia na formacédo de uma base de Schiff através da
reacdo do 6-APA com PDAB. O &cido 6-aminopenicilanico (6-APA), gerado durante a
hidrélise da penicilina G, reage com o PDAB, resultando em um produto colorido. Este
produto foi monitorado em um espectrofotémetro a um comprimento de onda de 415
nm. A leitura foi relacionada a concentracdo de 6-APA por médio de uma curva de

calibracéo.

A hidrolise da penicilina G foi realizada a 37 °C em um reator encamisado.
Inicialmente foi adicionado 5 mL de uma solucdo de penicilina G a 4% (m/v) em
tampédo fosfato 100 mM com pH 8 e apos atingir a temperatura desejada, 1 mL de
solucdo de PGA foi adicionada sob agitacdo suave. Amostras de 0,25 mL foram
retiradas a cada 5 minutos e colocadas em cubetas contendo 0,5 mL de PDAB 0,5% m/v
em metanol, 2 ml de &cido acético 20% v/v e 1,0 ml de solucéo de hidréxido de sédio

0,05M. Apéds 2,5 minutos de reacdo foi medida a absorbéancia de cada amostra.

A partir dos valores de concentracdo de 6-APA, foi construido um grafico da
concentracdo vs tempo e a tangente da curva foi usada para calcular as atividades

enzimaticas utilizando a equacéo 2 (Leite, 2009).

Atividade = (umol 6APA/mLsoimin)+v0lsoi(mL) = UI/mLenzima (2)

Venzima

Uma unidade internacional (Ul) é definida como a quantidade de enzima que
catalisa a formacdo de 1 pumol de 6-APA, a partir de penicilina G em 1 minuto a 37°C e
pH 8,0.

A carga enzimética do derivado foi calculada medindo a diferenca entre as
atividades enziméticas do sobrenadante (enzima livre) antes (Atg) e ap6s (Aw)
imobilizagdo (Adriano et al., 2005). O rendimento de imobilizagdo (RI) foi calculado

com a equacéo 3:

Ato—At;

RI(%) = =5x100 ©)
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5. RESULTADOS

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos na caracterizacdo do suporte
hibrido e da imobilizacdo enzimética, bem como na determinacdo da atividade

enzimatica e o calculo do rendimento de imobilizagé&o.

5.1 Caracterizagdes do suporte hibrido

O suporte preparado a partir do endocarpo do cumbaru e silica foi caracterizado
quanto a morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV), a composicéo por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e a resisténcia
térmica por andlise termogravimétrica (TGA).

5.1.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Na Figura 6 sdo apresentadas as imagens das amostras dos suportes: silica e endocarpo

de cumbaru, sem e com tratamento.

Figura 5- Imagens ampliadas 500 e 2000x de silica, Cumbaru e Cumbaru tratado
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Silica Cumbaru Cumbaru tratada

As andlises por MEV (Figura 6) evidenciam as diferencas morfoldgicas fundamentais
entre a silica, 0 Cumbaru e o Cumbaru tratado. A silica se distingue por uma estrutura
em que as particulas individuais, de tamanho homogéneo, aparecem finamente dispersas
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e relativamente espacadas, formando uma rede porosa e integrada, uma morfologia ideal
para aplicacbes que requerem alta area de superficie especifica e boa acessibilidade. E
ela que apresenta a diferenca mais marcante. Em oposicdo, o Cumbaru apresenta uma
arquitetura fibrosa e densa, onde as particulas estdo fortemente aglomeradas em feixes
compactos e conglomerados, deixando pouco espaco livre entre elas, uma estrutura
representativa da matéria lignoceluldsica bruta. Quanto ao Cumbaru tratado, ele se
aproxima mais da morfologia do Cumbaru do que da silica, mantendo uma estrutura
aglomerada, fragmentada e desagregada. No entanto, observa-se uma tendéncia em
direcdo a uma melhor dispersdo, com uma distribuicdo e um tamanho de particulas que
se aproximam aqueles da silica de referéncia. Dessa forma, o tratamento permitiu que o
biomaterial se orientasse para um estado de dispersdo similar, tornando-o

morfologicamente mais apto para servir como suporte.

Na Figura 7 sdo apresentadas as imagens dos suportes hibridos preparados com
silica e diferentes proporcdes de endocarpo de cumbaru 1%, 1,5% e 2% (SH 1%, SH
1,5%, SH 2%).

Figura 6- Imagens ampliadas (500x e 2000x) dos suportes hibridos com silica e diferentes
proporcdes de endocarpo de cumbaru (1%, 1,5% e 2%).
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Conforme ilustrado na Figura 7, a superficie dos suportes exibe pouca variacdo

morfoldgica significativa em funcdo do percentual de endocarpo de cumbaru. Portanto,
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a selecdo recaiu sobre a formulacdo com 2% para as ativacOes posteriores. O critério
baseou-se no potencial de valorizar ao maximo o residuo lignoceluldsico, uma vez que a
similaridade observada indica que propriedades fisico-estruturais adequadas sao

mantidas mesmo na maior concentragéo testada.

As imagens dos suportes hibridos preparados com silica e 2% de endocarpo de
cumbaru (SH 2%) e posteriormente ativados com epicloridrina (SH 2%-EPI) e

glutaraldeido (SH 2%-GLU) sdo mostrados na Figura 8.

Figura 7 - Imagens ampliadas (500x e 2000x) dos suportes preparados com silica e 2% de
endocarpo de cumbaru sem tratamento (SH 2%) e ativados com epicloridrina (SH 2%-EPI) e
glutaraldeido (SH 2%-GLU).
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A ativacdo quimica com epicloridrina e glutaraldeido induz alteragBes

morfoldgicas nos suportes hibridos.

Ao comparar os suportes contendo 2% de endocarpo de cumbaru, observa-se
uma similaridade marcante entre as amostras, caracterizada pela forte tendéncia de
aglomeracéo das particulas, independentemente do tipo de tratamento empregado. Nas
trés formulagbes (SH 2%, SH 2%-EPlI e SH 2%-GLU) ocorre a formacdo de
aglomerados compactos, confirmando que a presenca do residuo lignoceluldsico
influencia de maneira significativa a organizagdo das estruturas. Entretanto, algumas

distingdes podem ser notadas: o tratamento com epicloridrina (SH 2%-EPI) promove a
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formacdo de particulas mais volumosas, enquanto o tratamento com glutaraldeido (SH
2%-GLU) resulta em uma organizagdo mais uniforme e estdvel. Essa maior
homogeneidade estrutural, aliada a eficacia da ativacdo quimica, torna o suporte SH
2%-GLU mais promissor para aplicacGes posteriores, especialmente por favorecer uma

melhor distribuicéo dos sitios ativos disponiveis para a imobilizacdo enzimatica.

Na Figura 9 sdo apresentadas as imagens dos suportes hibridos preparados com
silica e 2% de endocarpo de cumbaru com tratamento (SH 2%Trat) e posteriormente
ativados com epicloridrina (SH 2%Trat-EPI) e glutaraldeido (SH 2%Trat-GLU).

Figura 8- Imagens ampliadas (500x e 2000x) do suporte hibrido preparado com silica e 2% de
endocarpo de cumbaru tratado (SH 2%Trat), ativado com epicloridrina (SH 2%Trat-EPI) e
glutaraldeido (SH 2%Trat-GLU).

SH 2%Trat SH 2%Trat-EPI SH 2%Trat-GLU

Conforme observado nas Figuras 8 e 9, ndo ha diferencas significativas entre as
superficies dos suportes hibridos preparados com silica e 2% de endocarpo de cumbaru,
tanto sem tratamento (Figura 8), quanto com tratamento (Figura 9), ap0s ativacdo com
epicloridrina e glutaraldeido. Consequentemente o suporte hibrido preparado com 2%
de endocarpo de cumbaru ativado com glutaraldeido foi selecionado inicialmente para
imobilizacdo da enzima. Esta escolha fundamenta-se na reconhecida eficiéncia do
glutaraldeido em processos de fixagdo de enzimas, proporcionando condicGes ideais
para avaliar o potencial do biomaterial.
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Para compreender melhor as modifica¢fes quimicas induzidas por essa ativacao,
foi realizada uma analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). Os espectros obtidos permitem identificar os grupos funcionais

envolvidos no processo e confirmar a eficacia da ativacéo do suporte.

5.1.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros obtidos inicialmente foram das amostras de silica e endocarpo de
cumbaru como referéncias e suportes hibridos preparados com silica e 1%, 1,5% e 2%
de particulas de cumbaru (SH 1%, SH 1,5%, SH 2%), cujos resultados sdo mostrados na
Figura 10.

Figura 9- Espectro na regido do infravermelho com transformada de Fourier da silica, do

endocarpo de cumbaru e dos suportes hibridos preparados com silica e 1%, 1,5% e 2% de
endocarpo de cumbaru.
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Como pode ser observado na Figura 10 somente os espectros da silica e cumbaru
puros apresentam diferencas caracteristicas, enquanto os suportes hibridos preparados
com silica e diferentes porcentagens de endocarpo de cumbaru ndo mostram diferencias
significativas quanto aos picos, somente variando a intensidade; confirmando-se a
selecionado da preparagdo com a maior propor¢do (2%) do residuo de endocarpo de

cumbaru como suporte hibrido para estudos posteriores.
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Nas Figuras 11 e 12 sdo apresentados os espectros obtidos das amostras de silica
e endocarpo de cumbaru como referéncias e suportes hibridos preparados com silica e
2% de particulas de cumbaru (SH 2%) e posteriormente ativados com glutaraldeido e
epicloridrina (SH 2% GLU e SH 2% EPI) e suportes hibridos preparados com silica e
2% de particulas de cumbaru com tratamento (SH 2%Trat) e posteriormente ativados
com glutaraldeido e epicloridrina (SH 2%Trat-GLU e SH 2%Trat-EPI).
Figura 10- Espectro na regido do infravermelho com transformada de Fourier dos suportes

hibridos preparados com silica e 2% de endocarpo de cumbaru, ativados com epicloridrina e
glutaraldeido.
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Como observado na Figura 11 do espectro FT-IR, destaca-se diversas bandas
caracteristicas que indicam modificagdes quimicas induzidas pelos tratamentos
aplicados. A banda em torno de 3321 cm™! ¢ atribuida a vibragdes de alongamento do
grupo O-H resultante de &gua adsorvida ou hidroxilas de superficie (Silverstein;
Webster, 1998), enquanto a banda em torno de 3641 cm™ sugere a presenga de
hidroxilas livres, frequentemente associadas a silicatos (Madejova, 2003). Na nossa
interpretagdo do espectro, atribuimos a banda a 1662 cm™, localizada na regido de
numeros de onda intermediarios, as vibracdes de deformacéo da agua adsorvida e dos
grupos C=0 das estruturas carboniladas. A presenca de uma banda em torno de 1090

cm' confirma a vibragdo das ligacdo Si-O, caracteristicas de silicatos ou
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polissacarideos (Liu et al., 2017), enquanto o sinal em 804 cm™ estd associado a

deformac6es fora do plano das ligagdes C-H aromaéticas (Coates, 2000).

Finalmente, na regido de baixo nimero de onda, a banda em aproximadamente
467 cm™ corresponde as vibragoes de deformagédo das ligagoes Si-O-Si, destacando uma
estrutura de silicato (Liu et al.,, 2017). A banda em 2603 cm™, por outro lado, ¢
frequentemente atribuida a vibracdes assimétricas de ligacdes O-H (Colthup et al.,
1990).

Figura 11- Espectro das amostras de suportes hibridos preparados com silica e 2% de endocarpo
de cumbaru com tratamento.
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Essas observacbes (Figuras 11 e 12) confirmam que as ativacBes com
epicloridrina e glutaraldeido introduziram grupos funcionais organicos e modificaram a

estrutura da superficie, mantendo a matriz de silica.

A analise dos espectros de FTIR evidencia as transformagdes estruturais dos
suportes hibridos apds sua funcionalizagdo. Observa-se uma banda larga caracteristica
das ligagcdes O-H entre 3200 ¢ 3600 cm™!, cuja intensidade varia levemente apds o
tratamento, indicando a participagdo dos grupos hidroxila nas reacdes quimicas. Além
disso, as bandas C-H, localizadas entre 2800 e 3000 cm™!, ganham intensidade,

especialmente para a amostra modificada com epicloridrina (SH 2% Trat-EPI),
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sinalizando a ancoragem de cadeias organicas na superficie do material. A banda
intensa Si-O-Si, centrada em torno de 1100 cm™! e tipica da matriz de silica, apresenta
um alargamento e um ligeiro deslocamento para a amostra SH 2% Trat-EPI, um
fendmeno compativel com a formacéo de ligacbes éter C-O-C. Por fim, a presenca da
vibracéo Si-O por volta de 800 cm™ complementa o perfil espectral. Essas alteragdes

confirmam a eficécia dos processos de modificacdo quimica empregados

A selecdo do suporte hibrido com 2% de endocarpo de cumbaru ativado com
glutaraldeido como matriz ideal para imobilizacdo, conforme ilustrado nas Figuras 11 e
12, justifica-se principalmente pela eficiéncia superior do glutaraldeido em formar
ligacGes covalentes estaveis com o0s grupos amina das enzimas. Embora os espectros de
FTIR ndo mostrem diferencas significativas entre os suportes com e sem tratamento, 0
suporte selecionado representa o melhor equilibrio entre a sustentabilidade
proporcionada pelo material lignoceluldsico e o desempenho funcional da matriz. Esta
configuracdo especifica, validada experimentalmente, demonstra ser assim a mais

adequada para aplicacfes em biocatélise.

5.1.2 Andlise Termogravimétrica

As andlises do comportamento térmico das amostras foram realizadas utilizando
termogravimétrica (TGA) e a curva derivada (DTGA). Na Figura 13 sdo mostradas as

curvas TGA e DTGA de silica e endocarpo de cumbaru sem e com tratamento.

Figura 12- Curvas de TGA e DTGA da silica e do endocarpo de cumbaru, sem e com tratamento.
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Os resultados apresentados na Figura 13 destacam variacdes significativas na
perda de massa e no residuo das amostras de silica, cumbaru e cumbaru tratada em

diferentes faixas de temperatura, evidenciando suas distintas estabilidades térmicas.

A silica apresenta uma perda de massa consideravel de 29,18% entre 43 e 171
°C, seguida por uma reducdo mais moderada de 4,15% entre 171 e 616 °C, com um
residuo final de 66,67%, indicando alta resisténcia térmica, condizente com as
propriedades amplamente conhecidas desse material. Em contrapartida, o cumbaru
exibe uma degradacdo mais pronunciada em temperaturas elevadas, com perdas
consecutivas de 27,33% (entre 258 e 392 °C) e 33,50% (entre 392 e 581 °C), resultando

em um residuo final significativamente inferior de apenas 15,67%.

Esse comportamento € atribuido predominantemente a decomposicdo de
compostos organicos volateis em sua estrutura. Por fim, o cumbaru ativado apresenta
perdas de massa ainda mais acentuadas em temperaturas superiores, com valores de
34,46% no intervalo de 261 a 407 °C e 35,30% entre 407 e 587 °C, reforcando a

influéncia do tratamento na sua susceptibilidade térmica.

Dessa forma, esses resultados destacam a influéncia da composicdo quimica na
estabilidade térmica dos materiais. Estudos adicionais, incluindo analises
espectroscopicas, poderiam contribuir para uma compreensdo mais aprofundada dos

mecanismos de degradacao térmica (Oliveira et al., 2020).

Na Figura 14 sdo apresentadas as curvas TGA e DTGA dos suportes hibridos
preparados com silica e 1%, 1,5% e 2% de particulas de endocarpo de cumbaru (SH 1%,

SH 1,5%, SH 2%). Assim como o suporte de silica pura para comparacéo.



42

Figura 13- Curvas de TGA e DTGA dos suportes hibridos preparados com silica e 1%, 1,5% e 2%
de endocarpo de cumbaru.
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Conforme observado na Figura 14 as curvas TGA e DTGA dos suportes hibridos
preparados com diferentes porcentagens de endocarpo de cumbaru (1%, 1,5% e 2%)
apresentam comportamentos similares. Essa tendéncia também foi observada para 0s
espectros do FTIR. Confirmando-se dessa forma a sele¢do do suporte hibrido com 2%

de endocarpo de cumbaru.

Comparado com o comportamento termogravimétrico da silica pura pode-se
observar claramente que os suportes hibridos preparados com silica/endocarpo de
cumbaru apresentam menor perda de massa e consequentemente maior estabilidade

térmica.

A Figura 15 mostra as curavas TGA e DTGA dos suportes hibridos preparados
com silica e 2% de endocarpo de cumbaru (SH 2%) e posteriormente ativados com
epicloridrina e glutaraldeido (SH 2%-EPI e SH 2%-GLU). Assim como o suporte de
silica pura para comparacao.
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Figura 14- Curvas de TGA e DTGA dos suportes hibridos de silica com 2% de endocarpo de
cumbaru, ativados com epicloridrina e glutaraldeido.
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A Figura 15 apresenta os resultados da analise termogravimétrica (TGA) para a
silica pura e as amostras funcionalizadas SH 2%, SH 2% EPI e SH 2% GLU. A silica
pura exibe a maior estabilidade térmica, com uma perda de massa total de
apenas aproximadamente 5% (até 900°C), majoritariamente atribuida a dessorcdo de
agua fisicamente adsorvida em baixas temperaturas, resultando em um residuo final
de 95%. Em comparacdo, a amostra SH 2% apresenta uma perda de massa significativa
de cerca de 21%, com uma primeira perda de 12% entre 35 e 175°C (evaporagdo de
agua e volateis) e uma segunda perda critica de 9% entre 175 e 672°C, correspondente a
degradacdo térmica dos grupos tiol ndo estabilizados, resultando em um residuo
de 79%. As amostras ativadas SH 2% EPI e SH 2% GLU demonstram uma estabilidade
térmica intermediaria e superior a SH 2%, com perdas de massa totais de 14% e 16%,
respectivamente. Ambas apresentam sua principal fase de decomposi¢do organica no
intervalo de 175 a 672°C, com perdas de 10% (EPI) e 11% (GLU). O maior residuo
final da SH 2% EPI (86%) em relacdo a SH 2% GLU (83%) e a SH 2% (79%) indica
que a ativacdo com epicloridrina confere uma ligeira vantagem na estabilidade térmica
em comparacdo com o glutaraldeido. Esses dados corroboram que 0s processos de

reticulacdo com ambos os agentes séo eficazes para aumentar a resisténcia térmica do
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material functionalizado, tornando-o mais adequado para aplicacdes que envolvam
estresse térmico.

As curavas TGA e DTGA dos suportes hibridos preparados com silica e 2% de
endocarpo de cumbaru tratado (SH 2%Trat) e posteriormente ativados com epicloridrina
e glutaraldeido (SH 2%Trat-EPI e SH 2%Trat-GLU), assim como o suporte de silica

pura para comparacao sao apresentadas na Figura 16.

Figura 15- Curvas de TGA e DTGA dos suportes hibridos de silica com 2% de endocarpo de
cumbaru tratado, ativados com epicloridrina e glutaraldeido.
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A Figura 16 apresenta os resultados da andlise termogravimétrica (TGA)
aplicada a trés amostras tratadas: 2% Tratada, 2% Trat-EPI e 2% Trat-GLU. A amostra
2% Tratada exibe uma reducdo de massa de 14,60% entre 35 e 175°C, atribuida a
evaporacao da dgua e de compostos volateis, seguida por uma segunda perda de 6,88%
entre 175 e 672°C, correspondente a degradacdo de polimeros ou matéria organica,
resultando em um residuo final de 78,51%. Por sua vez, a amostra 2% Trat-EPI
apresenta uma perda de massa total de 13,76%, distribuida em trés etapas: 9,46% entre
49 e 353°C, 3,22% entre 353 e 621°C e 1,08% entre 621 e 861°C. Esse material
demonstra uma estabilidade térmica aprimorada, com um residuo de 86,21%,

destacando a eficiéncia da ativacdo com epicloridrina. J& a amostra 2% Trat-GLU
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registra uma perda de massa de 16,32%, sendo 9,70% entre 38 e 180°C e 6,62% entre
180 e 697°C, com um residuo final de 83,69%. Esses dados indicam que a ativacdo com
glutaraldeido também melhora a estabilidade térmica, embora ligeiramente menor em
comparagdo com o ativado com epicloridrina. Esses resultados confirmam o impacto
positivo dos suportes ativados com epicloridrina e glutaraldeido na resisténcia térmica
dos materiais, um fator essencial para suas aplicagdes industriais. De acordo com De
Camargo; Saron, (2020), as modifica¢des quimicas aplicadas a polimeros influenciam
diretamente seu comportamento térmico, reduzindo a degradacdo e aumentando a

proporcéo de residuos termicamente estaveis.

Nas Figuras 15 e 16 podem ser observados comportamentos térmicos
semelhantes para os suportes hibridos preparados sem (Figura 15) e com tratamento
(Figura 16) do endocarpo de cumbaru e ativados com epicloridrina e glutaraldeido.
Corroborando-se uma vez mais a selecdo do suporte hibrido com 2% de endocarpo de

cumbaru ativado com glutaraldeido como matriz para a imobilizacdo da enzima.

Curva de calibracao do 6-APA

Com os dados de absorbancia obtidos para todas as concentracfes de solucéo de

6-APA foram plotados no software ORIGIN e ajustados a uma reta (Figura Al)

O ajuste linear dos dados experimentais apresentou um bom ajuste com R2 =

0,988 e representada pela Equacéo 4.
y = 0,1748 + 506,9x (4)

Com a equacdo acima, € possivel calcular as concentracfes de 6-APA produzida
na reacdo de hidrolise, utilizando apenas o valor da absorbancia das amostras coletada

durante determinados periodos de tempo.

5.2. Atividade enzimatica e rendimento de imobilizacao

Com os valores das absorbancias obtidas em diferentes intervalos de tempo
durante a reacdo da hidrolise enzimética foram calculadas as concentragdes mediante a

Eq. 4. Logo foi tragada uma curva concentracdo vs tempo, € encontrado o valor do
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coeficiente angular, cujo valor foi utilizado para realizar o calculo da atividade da PGA

antes e apos a imobilizagdo mediante a Equacgdo 2, como mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores das atividades enzimaticas antes e apds a imobilizacéo.

Atividade sobrenadante da enzima

Atividade enzima livre (Ul/mL) (Ul/mL)

50,80 36,02

Fonte: Autor

Os resultados obtidos para a atividade da enzima livre e do sobrenadante apos a
imobilizagdo (Tabela 2) foram utilizados para calcular o rendimento da imobilizagéo,
utilizando a Eq, 3, que foi de 29%. Esse resultado indica que apenas uma fracdo da
atividade enzimaética inicial foi efetivamente retida no suporte de imobilizacéo,

enquanto a maior parte (71%) permaneceu no sobrenadante, ndo sendo imobilizada.

O baixo rendimento observado (29%) pode estar relacionado a fatores como a
eficiéncia do suporte, perdas durante o processo de imobilizacdo ou condi¢des nédo

otimizadas de reacdo.

Rendimentos de imobilizacdo para PGA podem variar conforme o método
utilizado. Adriano et al. (2005) relataram rendimentos de 40-60% para imobilizacdo de
PGA em suportes de quitosana ativada com glutaraldeido, enquanto Sheldon (2007)
destacou que protocolos com funcionaliza¢do quimica adequada podem superar 70% de
eficiéncia. O valor obtido neste trabalho (29%) sugere que ha oportunidades para

otimizacdo, seja na escolha do suporte ou nas etapas de ativacao.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram o sucesso no desenvolvimento de um
novo material hibrido a base de silica e 2% endocarpo de cumbaru para imobilizacdo da
penicilina G acilase (PGA). As caracterizacOes realizadas revelaram propriedades

adequadas para aplicacOes biotecnologicas.

As analises por FTIR validaram a integracdo eficaz dos grupos funcionais
essenciais siloxano na matriz de silica, preservando sua integridade estrutural enquanto
permitia uma funcionalizacdo ideal. A microestrutura do material, apresentando

rugosidade e porosidade controladas, mostrou-se perfeita para a fixacdo enzimatica.

Os ensaios termogravimétricos evidenciaram uma estabilidade térmica superior
dos suportes ativados com epicloridrina e glutaraldeido com reducdo significativa da
perda de massa em comparacdo com suportes ndo funcionalizados. Essa robustez
térmica constitui uma vantagem determinante para aplicacGes industriais exigentes.
Entre os agentes de funcionalizacdo avaliados, o glutaraldeido destacou-se como a
escolha ideal, combinando eficacia comparavel a epicloridrina com um perfil ambiental

mais favoravel.

O rendimento de imobilizacdo obtido de 29%, embora passivel de melhoria,
confirma a viabilidade desta abordagem. Esse resultado abre caminho para otimizacdes

futuras do suporte hibrido desenvolvido na presente pesquisa.

Em sintese, este suporte hibrido silica/cumbaru ativado com glutaraldeido
representa uma solucdo inovadora e sustentavel para imobilizacdo enzimatica,
combinando estabilidade térmica, propriedades estruturais adequadas e compatibilidade
ambiental. Essas caracteristicas o tornam um candidato promissor para diversas

aplicacdes biotecnoldgicas.
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ANEXO

Absorbancia

Figura Al. Curva de calibracéo 6-APA
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