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RESUMO: A noz-pecd, fruto da nogueira-
peca, €& amplamente produzida e
consumida. No entanto, o processamento
industrial da noz-pecé possui elevada taxa
de geracédo de residuos, uma vez que a
casca corresponde a cerca de 50% da
massa total do fruto. Neste sentido, estudos
visando o reaproveitamento da casca de
noz-peca, bem como a agregacéao de valor,
vém ganhando espaco. Dentre as possiveis
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aplicacdes, estaautilizacao da cascade noz-peca como suporte paraaimobilizagdo enzimatica,
como por exemplo, da peroxidase de raiz forte (HRP). A HRP é uma oxidorredutase com a
capacidade de degradar moléculas aromaticas, principalmente fenoéis. No entanto, estudos
empregando-se a casca de noz-peca como suporte para a imobilizagédo de HRP ainda séao
escassos. Assim, este estudo tem por objetivo imobilizar a HRP em casca de noz-pecé tratada
com NaOH, avaliando-se a influéncia do carregamento enzimatico no rendimento e eficiéncia
de imobilizacéo, e posteriormente, na atividade enzimatica recuperada. Para isto, a casca
de noz-peca foi moida e tratada quimicamente com NaOH, e posteriormente classificada
granulometricamente, sendo a fragcdo retida na peneira -80 +100 MESH utilizada para a
imobilizacéo. O carregamento enzimatico foi avaliado adicionando diferentes quantidades
de enzima (10-500 mg/g de suporte) para uma mesma massa de suporte, em meio organico
(hexano). Para a faixa de carregamento empregada, a adicdo de 100 mg de proteina/g de
suporte resultou na melhor condicdo, com um rendimento de 99%, eficiéncia de 188,6% e
recuperacgdo da atividade de 188,5%. Verificou-se que a imobilizacdo da HRP na casca de
noz-peca contribuiu para uma maior atividade catalitica nos carregamentos de 50, 100 e 200
mg/g de suporte, resultando em eficiéncias superiores a 100%. Conclui-se que a casca de
noz-peca pode ser tratada e empregada na imobilizagcdo enzimatica, agregando valor a este
residuo, bem como favorecendo a empregabilidade enzimética em processos industriais.
PALAVRAS-CHAVE: Horseradish peroxidase. Casca de noz-peca. Rendimento. Eficiéncia.

IMMOBILIZATION OF HORSERADISH PEROXIDASE IN PECAN SHELL:
INFLUENCE OF ENZYME LOADING

ABSTRACT: Pecan, the fruit of the pecan tree, is widely produced and consumed. However,
the industrial processing of pecans has a high rate of waste generation, since the shell
corresponds to about 50% of the total mass of the fruit. In this sense, studies aimed at the
reuse of pecan nut shells, as well as adding value, have been gaining ground. Among the
possible applications is the use of pecan nut shell as a support for enzymatic immobilization,
such as horseradish peroxidase (HRP). HRP is an oxidoreductase with the ability to degrade
aromatic molecules, mainly phenols. However, studies using pecan nut shell as a support for
HRP immobilization are still scarce. Thus, this study aims to immobilize HRP in NaOH-treated
pecan nut shells, evaluating the influence of enzymatic loading on immobilization yield and
efficiency, and subsequently, on recovered enzymatic activity. For this, the pecan nut shell
was ground and chemically treated with NaOH, and later classified according to size, and the
fraction retained in the -80 +100 MESH sieve was used for immobilization. Enzyme loading
was evaluated by adding different amounts of protein (10-500 mg/g of support) to the same
support mass in organic medium (hexane). For the loading range employed, the addition of
100 mg of protein/g of support resulted in the best condition, with a yield of 99%, efficiency of
188.6% and recovery of activity of 188.5%. It was verified that the immobilization of HRP in
the pecan nut shell contributed to a greater catalytic activity in the loadings of 50, 100 and 200
mg/g of support, resulting in efficiencies above 100%. It is concluded that the pecan nut shell
can be treated and used in enzymatic immobilization, adding value to this residue, as well as
favoring enzymatic employability in industrial processes.

KEYWORDS: Horseradish peroxidase. Pecan Efficiency.shell. Yield.
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11 INTRODUGAO

A nogueira-pecéd, de nome cientifico Carya illinoensis, € uma arvore frutifera de
grande porte (CROSA et al., 2020; MACIEL et al., 2020). Atualmente, o Rio Grande do
Sul é o maior produtor nacional de noz-pecd, fruto da nogueira-peca (FRONZA et al.,
2018; ROVANI; WOLLMANN, 2018). A noz-peca é rica em 6leo, minerais e antioxidantes
(WOJDYLO et al., 2022), podendo ser consumida de diferentes formas (RIBEIRO; BOTH;
WAGNER, 2020; TONG et al., 2022). Entretanto, aproximadamente 50% da massa do fruto
é formada pela sua casca, a qual é descartada na maioria das vezes em aterros, devido
ao seu baixo valor agregado (MARTINEZ-CASILLAS et al., 2019). Contudo, pesquisas vém
sendo realizadas visando agregar valor a casca de noz-peca (CNP), como por exemplo, o
emprego na fabricacdo de embalagens para alimentos, carvao ativado, bioadsorvente para
o tratamento de agua, biocombustivel, ou ainda como suporte na imobilizagdo enzimatica
(RAMIREZ-MONTOVYA et al., 2015; ENGEL et al., 2020; ANDRADE; PIAZZA; POLETTO,
2021).

As enzimas sdo proteinas cataliticas utilizadas em bioprocessos, que possuem
como principais vantagens a alta especificidade e seletividade e um menor impacto
ambiental. No entanto, condi¢cdes desfavoraveis de pH, temperatura ou solventes do meio
podem provocar a desnaturagdo enzimatica, e a consequente perda da atividade catalitica
(BERNAL; RODRIGUEZ; MARTINEZ, 2018; BILAL; IQBAL, 2019a). Neste sentido, a
imobilizagcdo enzimatica pode contribuir para minimizar essas desvantagens, empregando-
se suportes inertes como, por exemplo, biopolimeros (BILAL; IQBAL, 2019a) e residuos
lignocelulésicos (GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020). Para a utilizagdo dos residuos
lignocelulésicos, comumente faz-se necessario um pré-tratamento quimico, a fim de causar
a deslignificacéo, hidrélise incompleta da hemicelulose, descristalizagéo e diminuicdo da
polimeriza¢do da celulose, aumentando a superficie de contato e a porosidade (THAKUR
et al., 2020).

Diversas metodologias fisicas e quimicas podem ser empregadas para a imobiliza¢ao
de enzimas, sendo uma das mais utilizadas a ligacdo covalente, que consiste na ligacao
quimica entre o suporte e a cadeia de aminoéacidos lateral da enzima (LIU; CHEN; SHI,
2018). Ainda, agentes como o glutaraldeido, que possui propriedades bifuncionais, podem
ser empregados para a imobilizacdo enzimética por ligacao covalente (ANDRADES et al.,
2019).

Dentre as enzimas mais empregadas atualmente e que vem sendo estudada
quanto a sua imobilizagdo e potencial na biodegradacdo de poluentes, estd a peroxidase
de raiz forte (HRP - Horseradish peroxidase), uma enzima pertencente a classe das
oxidorredutases (EL-NAGGAR et al., 2021) e que geralmente utiliza peréxido de hidrogénio
ou outro peréxido organico como aceptor de elétrons para catalisar as reagdes oxidativas
(HAAS; VAZ; KEMPKA, 2018). AHRP se destaca dentre as diversas enzimas com potencial
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no tratamento de aguas e efluentes, devido ao baixo custo em relacéo a outras enzimas,
ampla disponibilidade, alto grau de especificidade e estabilidade (ALMULAIKY et al., 2019;
BILAL et al., 2019).

Desta forma, tendo em vista o potencial da HRP e a importancia da otimiza¢do de
parametros de imobilizacdo, o presente estudo tem como objetivo verificar a influéncia do
carregamento enzimatico de HRP empregando-se a CNP como suporte.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Para a realizagdo deste trabalho, a enzima peroxidase de raiz forte (HRP) (CAS
9003-99-0, 77332, po liofilizado, 40 kDa, 173 U/mg) e albumina sérica bovina (CAS 9048-
46-8, A2153, po liofilizado, 66 kDa, =96%) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Outros reagentes, como o fosfato de sodio dibasico anidro P.A. (Na,HPO,)
foi adquirido da Vetec Quimica (RJ, Brasil), o acido orto-fosférico (H,PO,) 85% P.A. da
Nuclear (SP, Brasil), o hidroxido de sédio (NaOH) P.A. da Exodo Cientifica (SP, Brasil), o
guaiacol (C,H,0,) da Neon (SP, Brasil), o peréxido de hidrogénio 30% (H,0,) da Quimica
Moderna (SP, Brasil) e o corante de Bradford da Bio-Rad (CA, EUA). A casca de noz-
peca foi gentilmente cedida pela empresa Nozes Pitol Ltda, localizada em Anta Gorda, Rio
Grande do Sul, Brasil.

2.2 Pré-tratamento do suporte orgénico

A casca de noz-peca foi coletada junto a empresa cedente, transportada em
temperatura ambiente (22 + 2 °C), triturada em liquidificador industrial, lavada com agua
deionizada e seca a 60 °C até verificar-se massa constante por trés avaliagdes consecutivas.
Em seguida, a casca foi tratada quimicamente conforme metodologia adaptada de Borsoi
et al. (2019). Para isto, adicionou-se para cada 20 g de casca seca, 400 mL de NaOH 10%,
e aqueceu-se a 50 °C em chapa magnética com agitagdo mecanica, por 90 minutos. Apos,
lavou-se as cascas até a neutralizacao do pH, secou-se em estufa a 60 °C por 24 horas e
fez-se a classificagdo granulométrica das particulas, coletando-se as fragdes retidas nas
peneiras -80 +100 MESH.

2.3 Quantificacao de proteinas

Para a quantificagdo de proteinas utilizou-se o método de Bradford (1976),
empregando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo proteico e o corante de
Bradford (azul brilhante de Coomassie R250). Inicialmente, procedeu-se com a constru¢ao
da curva de calibracdo, preparando-se concentragdes de BSA equivalentes a 0; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL. Em cada poco de uma placa de 96 pocgos, adicionou-se 4 pL de
solugédo de BSA (ou de amostra) e 200 puL do corante de Bradford. Incubou-se a placa por
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10 minutos e realizou-se a leitura da absorbancia (A=540 nm) em leitor de microplacas
Spectramax (Spectramax i3, Molecular Devices, CA, EUA). A partir da constru¢do da curva
de calibracdo e das absorbéancias obtidas para as amostras, calculou-se a concentracéo

de proteinas.

2.4 Atividade enzimatica

A atividade enzimética foi avaliada por meio da metodologia adaptada de Queiroz et
al. (2018), empregando-se como substrato o guaiacol. Em uma cubeta, adicionou-se 2,7 mL
de tampé&o fosfato de sédio 0,1 M pH 6,0, 0,1 mL de H,0, 0,01 M, 0,1 mL de guaiacol 0,1 M
e 0,1 mL de solugéo enzimatica ou 0,05 g de derivado (suporte + enzima imobilizada). Apos
1 min de reacgéo, procedeu-se com a leitura em Espectrofotdbmetro de Absorcdo Molecular
na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) (Genesys 10S, Thermo Scientific, USA), a 470
nm. Para o branco, substituiu-se a solugdo enzimatica por tampao. A atividade enzimatica
foi determinada por meio da Equagdo 1, onde uma unidade de atividade enzimatica (U)
corresponde a quantidade de enzima necessaria para catalisar a transformacéo de 1 umol
de guaiacol por minuto.

(Abs (t) — Abs (0))*V¢gtqr+1000

Atividade enzimética (U/mL) = (Equacéo 1)

Venzima*t
Onde Abs (t) corresponde a absorbancia verificada apdés 1 minuto, Abs (0) a
absorbancia no tempo 0, V, . ao volume total de solugéo na cubeta (3 mL), € corresponde

ao coeficiente de absortividade molar do guaiacol (26600 L/mol.cm™), V.

enzima

corresponde

ao volume (mL) de solucdo enzimatica adicionada a cubeta e tao tempo (min) transcorrido.

2.5 Imobilizacado enzimatica

Para a imobilizagdo enzimatica seguiu-se a metodologia adaptada de Ramirez-
Montoya et al. (2015). Inicialmente, preparou-se uma solugdo enzimatica em tampao
fosfato 0,1 M pH 6,0, com atividade de 94,5 U/mL. Em seguida, adicionou-se em frascos
individuais contendo 100 mg de suporte, 5 mL de hexano e agitou-se em chapa magnética
por 15 minutos. Em seguida, volumes de solu¢do enzimatica adequados para se obter
concentragbes de 10, 30, 50, 100, 200 e 500 mg de proteina/g de suporte foram adicionados
e completou-se o volume total até 10 mL com hexano. Deixou-se agitar por 3 horas a
temperatura ambiente (22 + 2 °C) e entdo, armazenou-se em condig¢ao estatica por 24 horas
a4 °C. Ao final, filtrou-se o derivado e lavou-se com trés aliquotas de 20 mL de hexano. Por
fim, os derivados foram inseridos em um dessecador por 24 horas para remover 0 excesso
de umidade e acondicionados em tubos eppendorf (a 4 °C) até a realizagdo dos demais

ensaios.

2.5.1  Rendimento e eficiéncia de imobilizagéo

O rendimento e a eficiéncia de imobilizagdo foram determinados conforme Sheldon
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e Van Pelt (2013). O rendimento da imobilizagdo enzimatica descreve a porcentagem da
atividade enzimatica total da solugdo de enzima livre que esta imobilizada, conforme a
Equacéao 2.

Atividade imobilizada
= * 100

Rendimento (%) (Equacao 2)

Atividade inicial

Onde a atividade imobilizada corresponde a atividade enzimatica residual total que
permanece na solucdo enzimatica ap6s a imobilizagédo, ou ainda, aquela presente nas
solugdes remanescentes da imobiliza¢ado (solugéo de imobilizacao e de lavagem), subtraida
da atividade inicial total (SHELDON; VAN PELT, 2013).

A eficiéncia de imobilizacdo descreve a porcentagem da enzima ligada que é
observada no imobilizado, ou seja, o percentual de enzima que se manteve ativo e acessivel
(funcional) ap6s a imobilizacao (SHELDON; VAN PELT, 2013), sendo determinada conforme
a Equacéo 3.

Eficiéncia (%) = —ividade observada 4 (Equagao 3)

" Atividade imobilizada

2.5.2 Recuperacéao da atividade

Segundo Sheldon e Van Pelt (2013), a recuperacao da atividade é o rendimento da
imobilizacdo multiplicado pela eficiéncia da imobilizacdo, permitindo ter-se uma ideia do
sucesso do processo de imobilizagao total, sendo calculada conforme a Equacéao 4.

Rendimento (%) + Eficiéncia (%)
100

Recuperacio da atividade (%) = (Equacao 4)
2.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido do
teste de Tukey com p < 0,05, utilizando-se o software PAST verséo 4.03 (HAMMER, 2020).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A casca de noz-peca foi tratada quimicamente com NaOH e utilizada para a
imobilizacéo da peroxidase de raiz forte. Os resultados para o rendimento e eficiéncia de
imobilizacdo, bem como a recuperacdo da atividade para as diferentes quantidades de
proteina adicionadas estédo expostos na Tabela 1.
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Carregamento de proteina
(mg/g de suporte)

Rendimento (%)

Eficiéncia (%)

Recuperacéo da

atividade (%)

10 99,97 + 0,042 39,60 + 0,02 39,59 +0,01°
30 99,97 +0,012 73,60 +0,01¢ 73,58 +0,01¢
50 99,98 + 0,012 178,56 + 0,01° 178,53 +0,01°
100 99,99 + 0,012 188,56 + 0,012 188,563 + 0,012
200 88,46 + 0,06° 133,82 + 0,09° 118,37 +0,01°
500 94,10 £0,01° 73,28 +0,01¢ 69,68 +0,01°

Média + desvio padréo. Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os diferentes carregamentos empregados.

Tabela 1 - Efeito do carregamento proteico na imobilizagdo de HRP em casca de noz-pecaé por ligagéo
covalente

A partir dos resultados obtidos, faz-se possivel notar que para os carregamentos
iniciais, de 10 e 30 mg/g de proteina, obteve-se um rendimento de quase 100%, mas uma
eficiéncia de 39,6% e 73,6%, respectivamente, impactando diretamente na recuperagcéao
da atividade. Este resultado se deve, possivelmente, a pouca quantidade de enzima
adicionada para a quantidade de suporte, de modo que os sitios de ligagcao do suporte ndo
tenham sido completamente preenchidos.

Quando o carregamento enzimatico aumenta para 50 mg/g, observa-se a
conservagdo do rendimento na faixa de 100%, além de um aumento significativo na
eficiéncia e na recuperacdo da atividade, que se eleva ainda mais quando utilizado um
carregamento de 100 mg/g, resultando em uma eficiéncia de 188,6%. Uma vez que
todos os sitios de ligacdo do suporte estdo preenchidos, a eficiéncia enzimatica apés a
imobilizacdo serd diretamente influenciada pela dindmica do sistema suporte-enzima,
dependendo de parametros como manutencéo da atividade apés a imobilizacéo, facilidade
de movimentagé@o durante a atividade catalitica e facilidade de acesso dos substratos e
liberagéo do produto. Assim, se um ambiente enzimatico favoravel ao redor das moléculas
de enzima for criado, a estabilidade pode aumentar, bem como a atividade enzimatica
(por meio de estados hiperativos congelados da enzima, ou evitando efeitos deletérios
de um meio de reacdo drastico), além da especificidade ou seletividade (via alteracbes
conformacionais) (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).

Para os carregamentos de 200 e 500 mg/g, houve um decréscimo no rendimento
de imobilizacdo, bem como na eficiéncia e recuperacédo da atividade, que foram mais
acentuados para o carregamento de 500 mg/g. Segundo Wang et al. (2008) e Queiroz
et al. (2018) a reducéo da eficiéncia em concentracdes elevadas de proteinas se deve a
uma sobrecarga proteica, provocando aglomerados de moléculas enziméticas fixadas na
superficie do suporte, fenbmeno este observado também em outros estudos, como os de
Gennari et al. (2018), Barbosa et al. (2020) e Otari et al. (2020).
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Dentre os carregamentos empregados, verifica-se que 100 mg de proteina por
grama de suporte resultaram em uma maior eficiéncia e recuperacdo da atividade, além
de um rendimento de 99,99%. Estes resultados sé&o superiores aos obtidos por Queiroz
et al. (2018), no qual verificou-se 35% de rendimento para a imobilizacdo de HRP em
bagaco de cana-de-agucar por ligacao covalente, por Barbosa et al. (2020), no qual obteve-
se 89,99% de rendimento de imobilizagcdo da peroxidase de rabanete em suporte hibrido
(silica-15/albumina) por ligacéo covalente e por Bilal e Igbal (2019b), que obtiveram 96,3%
de rendimento na imobilizagcéo de lignina peroxidase em esferas de alginato de calcio.

Assim, a imobilizacdo da HRP em casca de noz-pecad demonstra-se promissora.
No entanto, mais estudos sdo necessarios, visando verificar 0 desempenho enzimatico
em diferentes pHs, temperaturas, meios, bem como posteriormente em aplicagcbes como a
degradacgao de micropoluentes.

41 CONCLUSAO

A partir do estudo realizado pode-se concluir que a casca de noz-peca demonstra-
se como um residuo promissor para ser empregado em imobilizacbes enzimaticas e que
tratando-se da imobilizacdo de HRP, permite a obtencéo de um carregamento enzimatico
de 100 mg/g, com 99,99% de rendimento de 188,56% de eficiéncia, ou seja, favorece a
atividade catalitica enzimatica.
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