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RESUMO

Um dos maiores desafios para a sociedade de século XX| é acompanhar a grande procura de
energia para transportes, aquecimento e processos industriais. Durante as Ultimas décadas, o
consumo excessivo de combustiveis fésseis, tem levado a procura de novos combustiveis,
principalmente de origem renovavel. Assim, a produgdo de energias renovaveis
(biocombustiveis) tais como etanol, a partir da biomassa proveniente dos residuos florestais,
podera apresentar uma fonte alternativa aos combustiveis fésseis. A area florestal de Portugal
pode ser vista como uma fonte de grandes quantidades de residuos florestais, nomeadamente
giesta (Cytisus striatus) e esteva (Cistus ladanifer), arbustos nativos do pais e considerados em
muitas regides como plantas invasivas. Para além, de a aplicagdo destes residuos em
bioprocessos ser favoravel, pois apresentam-se como um substrato alternativo, também facilita
a resolucao do problema da sua eliminacdo. Assim é importante a optimizagdo dos diferentes
passos de producgéo de etanol a partir destes materiais lenhocelulésicos, designadamente do
processo de hidrolise da celulose, que neste trabalho foi desenvolvido como um passo de
hidrélise enzimatica. A produgéo de celulases é um assunto chave na hidrolise enzimatica de
materiais lenhocelulésicos, pelo que é de grande importancia conhecer o comportamento do
fungo durante a cultura. Em muitos casos, a morfologia do fungo influencia directa ou
indirectamente a produtividade das fermenta¢cdées com fungos, sendo, nosso objectivo avaliar
os efeitos da suplementagédo do meio de cultura com tampdées na morfologia e produgao de
celulases pelo Trichoderma reesei Rut C30. Neste trabalho, foi estudada a morfologia e
produgdo de celulases em culturas em baldo pela suplementagdo do meio com diferentes
sistemas tamponantes a duas concentracdes e pH diferentes, usando-se o meio sem tampéao
como controlo. Os resultados sugerem que a morfologia do fungo é significativamente
dependente da adigdo de diferentes tampdes ao meio de crescimento. A morfologia micelial
mostra uma clara transicdo, em culturas com variacdo do sistema tamponante e concentragdo
dos tampdes, de uma forma de agregados a “pellets”. A mais elevada actividade sobre o papel
de filtro foi obtida usando o tampao succinato a uma concentragdo de 100mM e pH 4.8,
correspondendo a uma morfologia micelial dispersa. Neste trabalho, a hidrélise enzimatica da
esteva e da giesta foi estudada empregando numa primeira fase ensaios preliminares e de
seguida estratégias estatisticas para resolugédo de problemas, como o método de Plackett-
Burman e o “Central Composite Design”. O primeiro método foi utilizado com o objectivo de
proceder a uma seleccdo das variaveis a estudar mais importantes a partir de um estudo
simultaneo da influéncia de diversas condi¢cdes operacionais e reaccionais, e 0 segundo de
optimizar o processo de hidrolise enzimatica, por variagdo de pH, temperatura, concentracao
de celulases, concentracao do polimero adicionado e tempo de reacg¢éo. O estudo do processo
de hidrélise enzimatica segundo uma metodologia de resposta de superficie ndo permitiu o
ajuste de um modelo estatistico para optimizagcao do processo, mas possibilitou um estudo do
processo quanto a influéncia das variaveis estudadas, verificando-se uma variabilidade devida

ao tipo de substrato usado.



ABSTRACT

One of the greatest challenges for society in the 21% century is to meet the growing demand of
energy, e.g. for transportation, heating and industrial processes. During the last few decades,
the excessive consumption of fossil fuels, has leaded to an increase in the need for alternative
source of fuels, manly those of renewable origin. These alternative sources may reside in the
production of renewable energies, like ethanol, from forestry biomass residues. The portuguese
florest can be seen like a source of large amounts of this type of residues, such as broom
(Cytisus striatus) and rock-rose (Cistus ladanifer). These shrubs are native from Portugal and
considered in many regions as an invasive plants. The application of these residues in
bioprocesses is favorable because they are alternative substrates. In addition, the
environmental problem of their disposal may be resolved. Therefore it is important to optimize
the different steps in bioethanol production from these lignocellulosic materials, including
hydrolysis of cellulose, which was undertaken as a step enzymatic hydrolysis in this work. The
cellulase enzyme production is a key issue in the hydrolysis of these materials, and
consequently the knowledge of the fungal behavior during culture for cellulase production is of
major importance. In several cases, the productivity of fungal fermentations is influenced, either
directly or indirectly, by the fungal morphology. Being this relationship between morphology and
cellulase production known, the effects of medium supplementation with buffers on morphology
and enzyme production by T. reesei Rut C-30 were investigated. In this work, the morphology
and cellulases production in shake flasks cultivations by medium supplementation with different
buffer systems at two different concentration and pH conditions were studied, and a medium
with no buffer was used as control. The results suggest that fungal morphology is significantly
dependent on the addition of different buffer systems to the nutrient broth. The mycelial
morphology shows a clear transition from clumped to pelleted forms in cultures with variation of
buffer systems and buffer’'s concentration. The higher filter paper activity was obtained using
100mM succinate buffer, at pH 4.8, corresponding to a dispersed mycelial morphology. In this
work, the enzymatic hydrolysis of rock-rose and broom was studied employing preliminary tests
and then experimental design as a statistical problem solving approach, as the Plackett-Burman
method and the "Central Composite Design." The first method was used in order to make a
selection of the most important variables from the simultaneous study on influence of operating
and reactional conditions, and the second to optimize the process of enzymatic hydrolysis, by
variation of pH, temperature, concentration of cellulases, added polymer concentration and
incubation time. The study of enzymatic hydrolysis using a response surface methodology did
not allowed the fit of a statistical model for optimization of the process, but has allowed a study
on the influence of the variables and variability due to the type of substrate used.
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1.1. IMPORTANCIA DA PRODUCAO DE BIOETANOL

Um dos maiores desafios para a sociedade de século XX| é acompanhar a grande procura de

energia para transportes, aquecimento e processos industriais [1].

Durante as ultimas décadas, o consumo excessivo de combustiveis fésseis, particularmente
nas grandes areas urbanas, contribuiu para elevados niveis de polui¢do [2]. Assim, tém surgido
uma crescente procura por combustiveis para transportes que permitam a redugao da emissao
de gases com efeito de estufa, nomeadamente diéxido de carbono (COy), e permitam reduzir a

dependéncia em combustiveis fésseis [3].

Como a maioria dos combustiveis e quimicos contendo carbono séo de origem fossil, existem
estudos que prevéem o seu esgotamento ja no proximo século. Para além de que, a
combustao de combustiveis fésseis causa a libertacdo de niveis elevados de gases com efeito
de estufa para a atmosfera, o que pode levar ao aquecimento global [4]. Como consequéncia, a
sociedade deve mudar gradualmente de uma economia baseada em combustiveis fésseis para
uma economia baseada em recursos sustentaveis. Aqui a biomassa podera ter um papel
importante [5] Uma via para reduzir os efeitos ambientais e a dependéncia de combustiveis
fésseis é a utilizacdo de bioetanol. A energia resultante de biomassa pode ter um papel
importante na reducdo da emissdo de gases que participam no efeito de estufa, dado que o
CO, resultante dos residuos de biomassa foi originalmente absorvido durante o processo
fotossintético [6]. Apesar de com a adi¢gdo de etanol a gasolina, ocorrer uma diminuigdo na
emissao de CO, para a atmosfera, a combustao de bioetanol, em geral, resulta na emissédo de
baixos niveis de monéxido de carbono, exaustdo de compostos orgénicos volateis e outros

compostos de efeito de estufa [2], [7], [5].

Em conjuncdo com os factores mencionados, a Unido Europeia tem vindo a promover a
utilizacdo de biocombustiveis ou de outros combustiveis renovaveis nos transportes em
substituicao do combustiveis fésseis, nomeadamente através da Directiva 2003/30/CE do
Parlamento Europeu e do Conselho de 8 de Maio de 2003, transposta para a legislacao
portuguesa pelo Decreto-Lei n.? 62/2006, onde se estabelece como meta de colocagao no
mercado de biocombustiveis e de outros combustiveis renovaveis de 5,75 % de toda a gasolina
e de todo o gasoleo utilizados para efeitos de transporte colocados no mercado, até 31 de
Dezembro de 2010 [8], [9].

O etanol é ja produzido em larga escala e é faciimente aplicavel nos nossos dias a veiculos de
combustao interna, sendo geralmente adicionado a gasolina numa proporcao de 10% de etanol
para 90% de gasolina [7]. Existindo novos automéveis que podem mesmo utilizar misturas
contendo etanol acima de 20%, veiculos que podem funcionar com etanol puro e os chamados
veiculos de combustivel flexivel que podem usar misturas de 0-85% de etanol adicionado a
gasolina. O etanol como combustivel é usado de diversas formas, no entanto, a principal

utilizag@o nos dias de hoje € como aditivo combustivel oxigenado, pois a sua adigéo leva a um



aumento do numero de octanas da mistura (gasolina/etanol), sendo menos téxico que outros
aditivos [5].

Cerca de 90% de todo o etanol é derivado da fermentagéo de colheitas de amido ou agucar e o
restante é produzido sinteticamente. A maioria da produgao e consumo é localizada no Brasil e
Estados Unidos da América (EUA), correntemente o etanol produzido para o mercado de
combustiveis é produzido a partir de agucar (Brasil) ou amido (EUA) a pregos considerados
competitivos [7], [1], [6], [2]-

As tecnologias de fermentacdo para producdo de etanol a partir de amido ou aglcares estdo
bem desenvolvidas, mas apresentam determinadas limita¢cdes relacionadas com o facto de
estas colheitas apresentarem um elevado valor pela sua aplicacdo para alimentagdo animal e
necessidades humanas, ndo sendo suficientes para suprir a crescente procura de etanol como
combustivel [1], [7], o seu rendimento em termos de aglUcar por hectare é muito baixo
comparado com a maioria das formas prevalentes de acglUcar na natureza: celulose e
hemicelulose [7], o custo da matéria-prima é aproximadamente 40-70% do custo total do
processo de produgéo de bioetanol [1] e a resultante redugédo dos gases com efeito de estufa a
partir da utilizacdo de etanol baseado em acglcar ou amido ndo é tdo elevada como seria
desejavel [10]. Estes factores levam a uma exploragdo das matérias-primas lenhocelulésicas,
menos dispendiosas, tais como residuos florestais e agricolas para produgédo de etanol [1],
contendo quantidades substanciais dos polimeros polissarideos. Para além, da aplicagéo
destes residuos em bioprocessos serem um substrato alternativo mais barato, também ajuda
na resolucdo da eliminagéo destes residuos [6], e ndo leva aos mesmos problemas éticos que

a utilizagé@o de fontes de alimento para a produ¢ado de energia [3].

Considerando que em Portugal, a floresta representa aproximadamente 38% do territério, isto
pode-se traduzir numa grande abundancia de residuos florestais para utilizagdo, como matéria-
prima, na produgdo de biocombustiveis. A utilizacdo destes residuos contribuird para a sua
valorizagdo econémica o que se podera traduzir num incentivo para a limpeza e manutengéo
da floresta.

1.2. PROCESSOS DE PRODUCAO DE BIOETANOL

O etanol é correntemente produzido a partir de cana-de-agucar e materiais contendo amido,
onde a conversdo do amido a etanol inclui um passo de liquefagcdo (para tornar o amido
solivel) e um passo de hidrélise (para producdo de glucose), sendo a glucose resultante
prontamente fermentada a etanol. Embora existam semelhangas entre o processo de utilizagéo
de materiais lenhocelulésicos e amido, os desafios tecno-econdémicos sao diferentes [1],
apresentando-se o primeiro como um processo mais complexo, como se pode observar na

figura 1.1.
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Figura 1.1- Processos de produgéo de etanol de acordo com a matéria-prima usada

A abundancia destes biopolimeros na natureza torna os materiais lenhocelulésicos em fontes
importantes de matéria-prima para a producéo de bioetanol em grande escala [11], no entanto,
as tecnologias de conversao de biomassa lenhoceluldsica a etanol estdo relativamente pouco
desenvolvidas quando comparadas com as metodologias para o etanol de cana-de-aglcar ou
amido [12].

Embora, o custo da biomassa lenhocelulésica seja muito inferior ao das culturas de agulcar e
amido, o custo de obtencdo de acglcares a partir de materiais lenhocelulésicos para a
fermentacdo ainda é muito elevado. Por este motivo é crucial resolver problemas envolvidos na
conversdo de materiais lenhocelulésicos a aclcar e posteriormente a etanol. No entanto, a
heterogeneidade na matéria-prima e a influéncia de diferentes condigbes do processo nos
microrganismos e enzimas torna o processo de producdo de etanol a partir de biomassa

lenhocelulésica bastante complexo [5].

1.2.1. PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOETANOL A PARTIR DE BIOMASSA
LENHOCELULOSICA

O processo global de producdo de bioetanol a partir de biomassa lenhoceluldsica inclui
diversos passos: pré-tratamento de biomassa, hidrolise da celulose, fermentacdo de hexoses,
separacdo e tratamento de efluentes (Figura 1.2.). Para além destes passos, podem ser
levados a cabo os passos de destoxificagdo e fermentacdo das pentoses libertadas durante o
pré-tratamento. A configuragdo sequencial empregue para obter etanol celulésico implica que a

fraccdo sélida do material lenhocelulésico pré-tratado, que contém a celulose numa forma
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acessivel a acidos ou enzimas, seja submetida a hidrélise (sacarificagdo). Apds hidrélise da
celulose, o hidrolisado resultante é fermentado e convertido a etanol, seguindo-se a

recuperacao e concentragao do produto por destilagédo [12].

Biomassa .
oy Pré-tratamento

Fracgdo slida | Fracgao liquida
(C+L) (P+|)J,
Destoxificacao
Producéo de Rk Hidrolise da
celulases celulose
(P+1)
©),,
Fermentacao Fermentacao
de hexoses de pentoses
] Etanol
(EtOH+) |, (EtOH) Desidratacs anidro
Destilacdo convencional |— esidratacao
7O do etanol
Caudais Tratamento de efluentes .—,
residuais

Figura 1.2 - Diagrama geral da produgao de etanol a partir de biomassa lenhocelulésica. C —
celulose; H —Hemicelulose; L —lenhina; Cel — Celulases; G — Glucose; P — Pentoses; | —
Inibidores; EtOH — Etanol (adaptado de [12])

Tomando em consideragao a interacgéo e sequéncia dos processos pode ser importante uma
andlise resumida de cada etapa individualmente.

1.2.1.1. PRE-TRATAMENTO

Nos processos de conversdo de biomassa a etanol, o pré-tratamento basicamente refere-se as
accOes mecanicas e fisicas para redimensionar e limpar a biomassa, e destruir a sua estrutura
celular para a tornar mais acessivel a posterior tratamento quimico ou biolégico. Cada tipo de
matéria-prima requer um método de pré-tratamento especifico para minimizar a degradacgao do
substrato, e para maximizar o rendimento de acucares. A reducao de tamanho do material
aumenta a area superficial, de tal modo que o transporte de catalisadores, enzimas e vapor até
as fibras é mais facil e rapido. Isto também permite que as enzimas no passo de hidrélise
penetrem as fibras e atinjam os aglcares oligoméricos [7]. Os pré-requisitos para um pré-
tratamento de materiais lenhocelulésicos eficaz incluem: (1) producdo de fibras reactivas; (2)
elevada recuperacao de pentoses numa forma ndo degradada; (3) ndo originar a libertacdo de

compostos que inibem significativamente a fermentacdo; (4) necessidade de pequena ou
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auséncia de redugdo de tamanho da matéria-prima; (5) baixos custos em termos do material
requerido; (6) nao produza residuos sélidos; (7) elevado grau de simplicidade do processo e (8)

eficacia em misturas com baixos contetdos de substrato [13], [14].

Na tentativa de tornar as fontes de celulose mais facilmente digeriveis por enzimas, o passo de
remogado de lenhina e hidrdlise de hemiceluloses é muitas vezes classificada como pré-
tratamento, onde as hemiceluloses em redor e/ou lenhina s&o removidas, e a estrutura da
microfibra de celulose é modificada. Através de tratamentos quimicos, fisicos ou biol6gicos, a
lenhina e toda ou parte das hemiceluloses sdo solubilizadas. Subsequentemente, quando é
adicionada agua ou vapor, o polimero de hemiceluloses livre é hidrolisado a agucares
monomeéricos ou oligoméricos. Os agucares sollveis resultantes sdo principalmente xilose, e
ainda, manose, arabinose e galactose. Uma pequena porgédo de celulose pode também ser
convertida a glucose. No entanto, a celulose sera convertida num passo separado. O produto é
filtrado e pressionado, separando-se duas fracgoes, os solidos (celulose+lenhina) seguem para
a hidrolise da celulose, e os liquidos (contendo aguUcares) seguem para um passo de
fermentacdo. Durante a hidrélise, os acglcares resultantes das hemiceluloses podem ser
degradados a &acidos fracos, derivados de furanos e derivados fendlicos. Estes compostos
inibem a fermentacdo subsequente, levando a rendimentos em etanol reduzidos. A producao
destes inibidores aumenta quando a hidrélise ocorre em condigdes severas: temperaturas

elevadas e concentragdes elevadas de acido [7].

Existem numerosos métodos de pré-tratamentos ou combinagdes disponiveis: pré-tratamento
acido (a baixa temperatura e acido concentrado ou elevada temperatura e acido diluido), pré-
tratamento alcalino, autohidrélise ou “steam explosion’, pré-tratamentos com solventes
organicos, pré-tratamento com “liquid hot water” ou combinacdes de pré-tratamento quimico
com bioldgico [2], [7], [14]. O pré-tratamento acido tem a vantagem de libertar monémeros de
acucares a partir das hemiceluloses e expor as fibras de celulose para posterior acgao
enzimatica, no entanto, tem a desvantagem de produzir compostos inibidores, de tal modo que
pode ser necessario um passo adicional de destoxificagdo. Tomando em consideragdo a
necessidade de introducdo deste passo, por inibicdo dos processos subsequentes, podera ser
vantajoso o desenvolvimento de uma estirpe tolerante aos inibidores, devido ao elevado custo

do processo de destoxificagéo [2].

1.2.1.2. HIDROLISE DA CELULOSE

Na hidrolise, a celulose é convertida a glucose ((CgH1¢0s),+nH.O—-nCgH120¢). Esta reacgao é
catalisada por acido diluido, acido concentrado, ou enzimas (celulases). Num processo de
hidrélise sem pré-tratamento prévio os rendimentos sao tipicamente de 20%, enquanto que os

rendimentos apds pré-tratamento podem exceder os 90% [7].

A hidrélise acida sé é aplicada em processos denominados por processos de duas fases de

acido (acido diluido e concentrado), apds pré-tratamento acido. A hidrélise acida pode ser



realizada com diversos tipos de acido, incluindo acidos sulfurico, cloridrico, fosférico, nitrico e

férmico [5].

Os processos que envolvem acidos concentrados sdo realizados a baixas temperaturas e
originam elevados rendimentos (por exemplo, rendimentos em glucose de 90%), mas as
grandes quantidades de acidos usados podem causar problemas associados com corroséo de

equipamentos e consumo elevado de energia para recuperacao do acido [5].

O processo de acido diluido € a mais antiga tecnologia de conversdo da biomassa para
celulose etanol. A principal vantagem da hidrélise com acido diluido é o consumo relativamente
baixo de éacido. No entanto, sdo requeridas temperaturas elevadas para atingir taxas de
conversao de celulose a glucose aceitaveis, sendo que as temperaturas elevadas também
aumentam a taxa de decomposicao dos agucares resultantes das hemiceluloses e corrosdo do

equipamento [5].

A hidrélise enzimatica € realizada usando as enzimas celulases, que sdo uma mistura
complexa de enzimas que agem sinergeticamente sobre as fibras de celulose [15] e sdo
produzidas por organismos que vivem em materiais celulésicos. Ambas as bactérias e fungos
podem produzir celulases, mas a atengdo em termos de producdo tem sido centrada nos
fungos devido as suas condigdes de crescimento em aerobiose e superior taxa de produgéo
[16]. No entanto, a produgédo de celulases corrente (temperatura 6ptima de 28°C) é dificil de
combinar com a hidrélise enzimatica [7]. O passo de hidrélise enzimatica tem varias vantagens
guando comparada com a hidrélise acida: as condigées menos drasticas do processo originam
rendimentos potencialmente elevados e a manutencdo dos custos é baixa quando comparada
com a hidrélise acida ou alcalina (ndo existe problema de corrosao). O processo é compativel
com muitas das opgbes de pré-tratamento, embora métodos puramente fisicos ndo sejam
tipicamente adequados a um passo subsequente de hidrélise enzimética de celulose. Apesar
de os processos de hidrolise com acido estarem tecnicamente mais desenvolvidos, os
processos enzimaticos tém custos projectados comparaveis e ainda com possibilidade de
melhoria por optimizagéo do processo. A hidrélise enzimatica é influenciada negativamente por
caracteristicas estruturais, tais como cristalinidade, grau de polimerizacdo da celulose, e

contetdo de lenhina, e positivamente pela area superficial [7].

1.2.1.3. FERMENTACAO

A biomassa lenhocelulésica apresenta uma grande percentagem de agucares disponiveis,
sendo importante a sua recuperacao para posterior fermentagéo, de forma tornar o processo
eficiente e economicamente rentével. Existe uma variedade de microrganismos com
capacidade de fermentar hidratos de carbono a etanol sob condigdes de anaerobiose,

incluindo-se geralmente bactérias, leveduras ou fungos.

Todos os microrganismos tém limitagdes: quer na incapacidade de fermentar simultaneamente

pentoses e hexoses, de conduzirem a baixos rendimentos em etanol [7].



A produgéao de etanol a partir de agucares derivados de amido e sacarose foi comercialmente
dominada pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Esta levedura pode crescer em aglcares
simples, tais como glucose, e em dissacaridos como sacarose. Saccharomyces é também
geralmente reconhecida como segura, enquanto aditivo alimentar para consumo humano,

sendo assim ideal para a produgéo de bebidas alcodlicas e para levedar o pao [6].

Como os agUcares derivados da biomassa sdo uma mistura de hexoses (principalmente
glucose) e pentoses (principalmente xilose) e a maioria das estirpes nativas de S. cerevisiae
ndao metabolizam xilose, tém-se desenvolvido basicamente duas vias alternativas para
aumentar os rendimentos da fermentacdo a etanol derivado de acglUcares da biomassa. A
primeira via foi adicionar a leveduras e outros microrganismos naturalmente etanologénicos
vias metabdlicas de pentoses por engenharia genética, a segunda via foi a melhoria dos
rendimentos em etanol por engenharia genética em microrganismos que tém a capacidade de
fermentar ambas hexoses e pentoses [17], [18], [19]. Embora ambas as vias apresentem
sucesso, as taxas e rendimentos em misturas de aglcares derivados de biomassa ainda nao
atingiram valores passiveis de comercializagdo. Para além de que, em contraste com as
solucdes derivadas de amido ou sacarose, os hidrolisados derivados de biomassa tendem a
possuir inibidores da fermentagdo (acido acético, furfural, etc.) que devem ser removidos
quando existem em concentracées elevadas ou requerem o desenvolvimento de estirpes

robustas que sejam resistentes a esses inibidores [17], [18].

1.2.1.4. DESTOXIFICACAO

Durante a hidrélise acida dos materiais lenhocelulésicos sdo produzidos diversos compostos
inibidores, tais como produtos de degradagdo de agucares, principalmente furfural e
hidroximetilfurfural (HMF); da degradacdo da lenhina, derivados fendlicos; compostos
derivados da estrutura lenhocelulésica; ides metalicos pesados; podendo ainda existir acido do
pré-tratamento e hidrélise com &cido. Estes componentes sdo téxicos ou inibitérios para a
hidrélise enzimatica e organismos fermentativos, e deve ser removida ou neutralizada antes da
fermentacdo; de outra forma terdo de ser aplicadas grandes quantidades de microrganismos
fermentativos no passo de fermentacao [7], [20], [21], [22], [23]. A sua toxicidade é um factor
limitante do processo de bioconversdo que utiliza os hidrolisados. Existe uma grande variedade
de técnicas bioldgicas, fisicas e quimicas propostas para a redugado da concentragao destes
compostos nos hidrolisados lenhoceluldsicos. No entanto, a eficiéncia de qualquer método de
destoxificagdo depende quer da composi¢cao dos hidrolisados, que difere consoante o material

usado, quer das condigdes de hidrolise empregues [7], [20].

Para remover os compostos indesejados, a biomassa pré-tratada é primeiramente separada
nas fracgoes, liquida e solida. A fracgao solida € entdo lavada com agua para remover 0s
compostos inibidores para a fracgdo liquida. Eventualmente, a fraccdo liquida pode ser

submetida a métodos bioldgicos, fisicos, quimicos ou combinacdes destes, para destoxificagéo



e remocao ou diminuicao da concentracao dos inibidores de processos subsequentes [20], [21].
Como cada método de destoxificacao é especifico para certos tipos de compostos, podem

obter-se melhores resultados combinando dois ou mais métodos [20].

1.2.1.5. RECUPERACAO DO PRODUTO

As tecnologias para a conversao de biomassa lenhocelulésica a etanol resultam, geralmente na
producdo de meios de fermentagcdo com baixas concentragdes de etanol. O processo
tradicional de recuperacao consiste na separacdo do etanol do meio de fermentacdo e sua
concentracdo a 95% por destilagao. Este processo é seguido por um passo de destilagao

azeotropica para desidratar o etanol a 99.9% [16].

A integracao de processos de producao de etanol e separacdo do mesmo do meio de cultura é
uma alternativa atractiva para a melhoria dos processos de fermentacao alcodlica. Quando o
etanol & removido do meio de cultura, o seu efeito de inibicdo na taxa de crescimento é

diminuido ou neutralizado [12].

1.2.1.6. SOLIDOS RESIDUAIS/ ENERGIA DE PRODUGAO/ TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS

A eliminagé@o de residuos é um assunto relevante, dado que nos processos de produgéo de
etanol a partir de materiais lenhocelulésicos se geram grandes quantidades de residuos,
incluindo: (1) quimicos que necessitam de recuperagdo para reutilizagdo ou eliminagao; (2)

biomassa celular apés fermentagéo; (3) agua residuais geradas durante o processo [2].

O sodlido residual maioritario deste processo € a lenhina. A sua quantidade e qualidade diferem
em funcdo da matéria-prima e processo aplicado. A produ¢do de co-produtos a partir de
lenhina, como hidrocarbonetos de elevadas octanas, onde se incluem aditivos a combustiveis,
pode ser importante para a competitividade do processo. A lenhina pode substituir o fenol nas
vastamente usadas resinas de fenol-formaldeido largamente usadas. Todos os residuos
sélidos (lenhina, compostos de holocelulose residuais, € massa celular) podem ser usados

para producéo de calor e electricidade [7], [13].

Para que o processo seja sustentavel, do ponto de vista ambiental, a utilizacdo de agua
potavel, a quantidade de aguas residuais € consumo de energia devem ser minimizados. O
consumo de 4gua pode, por exemplo, ser minimizado pela recirculagdo das aguas nos passos
de lavagem, por exemplo [5], [21], enquanto as aguas residuais, que contém quantidades
significativas de compostos organicos, tais como “corn steep liquor’, acetato de amoénio, acido
acético, furfural e HMF, necessitam de processamento antes da sua deposicdo no meio

ambiente [7].



1.2.2. CONFIGURACAO DAS ETAPAS DO PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOETANOL

Quando é aplicada a hidrélise enzimatica sao possiveis diferentes niveis de integracdo de
processos, como é apresentado na figura 1.3. Em todos os casos, é requerido o pré-tratamento
da biomassa para tornar a celulose mais acessivel as enzimas, e para hidrolisar as

hemiceluloses [7].

A configuragdo onde os processos sao individuais e sequenciais é denominada de Hidrdlise e
Fermentacdo Separadas (ou sequenciais) (SHF — Separate Hydrolysis and Fermentation). O
SHF é uma das configuragbes do processo que tem sido mais extensivamente testada.
Quando se realiza a fermentagédo das pentoses, esta é realizada numa unidade independente.
A necessidade de fermentacbes separadas é devida ao facto de microrganismos
fermentadores de pentoses fermentarem pentoses e hexoses mais lentamente que
microrganismos que s6 assimilam hexoses. Além disso, 0s microrganismos anteriores sdo mais
sensiveis a inibidores e ao etanol produzido, por esta razdo, o hidrolisado de hemiceluloses
resultante do pré-tratamento deve ser destoxificado [12]. A maior vantagem deste método é
que é possivel conduzir a hidrélise da celulose e fermentacdo nas suas condigdes Optimas. A
inibicdo da actividade das celulases pelos aglcares libertados, celobiose e glucose, é a sua

maior desvantagem [24], [2].

A configuracdo Sacarificagdo e Fermentacdo Simultineas (SSF —Simultaneous
Saccharification and Fermentation) combina a hidrélise da celulose com a fermentacao directa
da glucose produzida. Este processo apresenta diversas vantagens, nomeadamente: uma
maior velocidade de hidrélise, evitando o problema de inibicdo das enzimas pelo produto,
necessita de menor quantidade de enzima, reduz o risco de contaminagao e diminui 0 numero
de reactores envolvidos. No entanto, como existe a necessidade de trabalhar em condi¢ées de
hidrélise que nao as oOptimas, e ndo € possivel utilizar concentragées de substrato muito
elevadas, devido ao problema de mistura mecénica e insuficiente transferéncia de massa, os

custos do processo aumentam [7], [25], [24], [2].

Outro modo de operagdo € a sacarificacdo e co-fermentacdo em simultdneo (SSCF -
Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation), onde co-fermentagcdo se refere a
fermentacdo simultdnea de hexoses e pentoses, sugerindo-se a fermentacdo de ambas

pentoses e hexoses num unico bioreactor [7], [24].

Em todos os processos considerados até este ponto, é requerida uma unidade operacional
para produgdo de enzimas. No bioprocessamento consolidado (CBP — Consolidated
Bioprocessing), também conhecido como conversao microbiana directa (DMC - Direct Microbial
Conversion), € produzido etanol juntamente com todas as enzimas requeridas num Unico
biorector por uma unica comunidade de microrganismos. Este € baseado na utilizacao de
mono- ou co-culturas de microrganismos que fermentam a celulose a etanol. A configuracao
CBP parece ser uma forma alternativa com enorme potencial e sendo o ponto final légico da

evolugdo da produgdo de etanol a partir de materiais lenhocelulésicos [7], [26], [24]. No
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entanto, ndo existem microrganismos ou combinagfes compativeis de microrganismos
disponiveis que produzam ambas celulases e outras enzimas nos elevados niveis requeridos e
também produzam etanol nas elevadas concentragdes e rendimentos necessarios, embora

alguns microrganismos ja combinem multiplas funcdes [7].

Microrganismos com a combinac¢do de propriedades de utilizacdo de substrato e formagéo de
produto requeridos para CBP, pode ser atingido através de desenvolvimento com base em
duas estratégias. Seguindo uma estratégia de modificacdo de microrganismos naturalmente
celuloliticos tornando-os também produtores eficientes de etanol ou a estratégia que envolve a
modificacdo de organismos ndo celuloliticos para que expressem sistemas heter6logos de

celulases que permitem a utilizagao da celulose [26].

SHF SSF SSCF CBP

Producéo de celulases

Hidrolise de celulose

Fermentacao de hexoses

Fermentagdo de pentoses

Figura 1.3 — Esquema representativo da integragdo de processos. SSF — Sacarificacao e
fermentacdo simultnea; SSCF - Sacarificacdo e co-fermentagdo simultanea; CBP -

Bioprocesso consolidado (adaptado de [13])

1.3. COMPOSICAO DE MATERIAIS LENHOCELULOSICOS

A grande disponibilidade de matérias lenhocelulésicos e principalmente a sua renovabilidade,
tém tornado este material objecto de diversos estudos. Em contraste com as plantas contendo
acucar, a utilizagdo de lenhocelulose como um substrato para a producao de etanol possui
como barreira a sua estrutura complexa, que resiste a degradagdo. A lenhocelulose é
composta por trés fracgcdes maioritarias: celulose (~45% do peso seco), hemiceluloses (~30%

do peso seco), e lenhina (~25% do peso seco) [2].
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A biomassa lenhocelulésica é composta por polimeros de carbohidratos (celulose e
hemicelulose), lenhina e uma pequena parte de extractaveis, acidos, sais e minerais. A
celulose e hemicelulose, que tipicamente compreende dois tercos de massa seca, séo
polissacaridos que podem ser hidrolisados a acgucares (figura 1.4) e eventualmente ser

fermentados a etanol. A lenhina ndo pode ser usada para produgao de etanol [7].

JUvle - HIGOT—0OO0

Celulose Hemicelulose Lenhina

: 1 : g U
~ OOO OMeOdT @O OO

G Gal Man X AraOutros Lenhdis (coniferil, sinapil, vaninil)

Figura 1.4 - Lenhocelulose. Setas representam hidrélise (s6 os mondmeros gerados pela hidrélise,
representados pelas setas pretas, podem ser fermentados). G Glucose, Gal galactose, F frutose, Man
manose, X xilose, Ara arabinose, Outros L-ramnose, L-fucose, acidos urdnicos (adaptado de [2])

A composicao dos materiais lenhocelulésicos depende das espécies das plantas, da idade, das
partes utilizadas, condigées de crescimento ou passos de processamento [27]. Na tabela 1.1

sao apresentadas composicdes de diversos materiais lenhocelulésicos e residuos.

Tabela 1.1 - Contetidos de celulose, hemicelulose e lenhina de residuos comuns e madeira (fonte: [15]°,

[281")

:\Q:Le;::aellsulésicos Celulose (%) Hemiceluloses (%) Lenhina (%)
Cana de agtcar’ 49 31 19
Ervas® 2540 35-50 10-30
Espigas do milho® 45 35 15
Folhas?® 15-20 80-85 0
Palha de arrozeiro® 42 32 13
Palha de trigo® 30 50 15
Palhas de milho® 39 33 15
Tr:;’r” dcvcv’zod o 40-55 24-40 18-25
Troncos de “softwood”® 45-50 25-35 25-35

A maior porcdo de carbohidratos da madeira € composta por polimeros de celulose e
hemicelulose com quantidades inferiores de outros polimeros de aglcares tais como amido e
pectina. A combinacdo de celulose e hemiceluloses € designada por holocelulose e

corresponde a cerca de 67-70% do peso seco da madeira [29].

Os custos da producéo de etanol sdo altamente sensiveis ao custo da matéria-prima e escala

de operacao. Mas a constituicdo da biomassa tem um papel muito importante na performance
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do processo, dado que a matéria-prima influencia o rendimento de etanol através da sua

composicao em hemiceluloses, celulose e agucares [7].

A maioria dos sistemas de conversao encontrados na literatura, tém-se baseado numa Unica
matéria-prima. Mas considerando o processo, € possivel usar multiplos tipos de matéria-prima,
0 que se tornara necessario no futuro, quando se pretende a producdo de etanol em larga
escala [7].

1.3.1. CELULOSE

A celulose é um homopolissacarideo linear, composto por subunidades de D-glucose ligadas
por ligacbes P-(1,4)-glicosidicas formando moléculas de celobiose [7], [30], [27], [31]. Estas
formam longas cadeias (denominadas fibrilas elementares) ligadas por pontes de hidrogénio e
forcas de van der Waals. As hemiceluloses e lenhina cobrem as microfibrilas (as quais sédo
formadas por fibrilas elementares). As microfibrilas agrupam-se para constituir as fibras de
celulose [30]. A conformagado secundaria e terciaria da celulose, tal como a sua préxima
associagcdo com a lenhina, hemiceluloses, amido, proteinas e elementos minerais, tornam a

celulose uma molécula resistente a hidrolise [2].

A celobiose é a unidade repetitiva da celulose, dado que moléculas adjacentes de glucose
sofrem uma rotagédo de 180° com respeito as adjacentes (Figura 1.5). Esta rotagao leva a que a
celulose seja altamente simétrica, dado que cada lado da cadeia tem igual nimero de grupos
hidroxilo. O acoplamento de moléculas de celulose adjacentes por pontes de hidrogénio e
forcas de van der Waals resulta num alinhamento paralelo e estrutura cristalina [27]. Esta

estrutura é referida como celulose | ou celulose nativa.

A celulose nativa, referida como celulose |, tem duas formas cristalinas distintas, lo, que é
dominante na celulose bacteriana e de algas, e Ip, que é dominante nas plantas superiores. A
celulose nativa (celulose |) pode ser convertida a outras formas cristalinas (lI-1V) através de
varios tratamentos [27], [29].

A celulose pode surgir na forma cristalina, no entanto, existe uma pequena percentagem de
cadeias de celulose ndo organizadas, que formam a celulose amorfa. Nesta conformagéo, a
celulose encontra-se mais susceptivel a degradagdo enzimatica. A celulose aparece na
natureza associada com outras substancias das plantas, sendo que esta associagdo pode

afectar a sua biodegradagao [30].
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Figura 1.5 — Estrutura da celulose considerando a repeticdo das unidades de anidrocelobiose unidas por

ligacoes 1,4 (adaptado de [27])

1.3.2. HEMICELULOSES

Em geral, a fracgcdo de hemiceluloses na madeira é formada a partir de diversos polimeros
polissacarideos com menor grau de polimerizagdo que a celulose e contendo maioritariamente
os acgucares D-xilopiranose, D-glucopiranose, D-galactopiranose, L-arabinofuranose, D-
manopiranose, 4cido D-glucopiranosilurénico e &cido D-galactopiranosilurénico com menores
quantidades de outros agucares [29]. As hemiceluloses s&o polimeros heterogéneos
classificados de acordo com os residuos de agucar do esqueleto, por exemplo, xilanos,
arabinanos, galactanos, sendo construidas por pentoses (D-xilose, D-arabinose), hexoses (D-
manose, D-glucose, D-galactose) e acidos de aclcares (figura 1.6) [32]. As hemiceluloses
estdo intimamente associadas com a celulose e contribuem para os componentes estruturais
da arvore. Usualmente, contém um esqueleto formado por uma unidade repetitiva de agucar

ligada por ligacdes f—1,4 com pontos de ramificagao 1,2; 1,3 e/ou 1,6 [29].

Xiloglucano

0K e OH HO oH
_— - 2 )
- ,—:\.L_—-O 0&5 o - HO
e AT J}?:HGHWJ):% AN 7 g
i i ,:l./ H"—""""":""
¢ 4] R -0 P e, OH - aH
. wo=v—0, Ho~ )\ HO / \,-'
HOR=" S Ry I Ho
Ho="%, O™ "on HO™™ "oH O™ bn oH D-xilose

D-glucose

oM HO Yy, Y 'c--| Hi \ D-galactose O-manose
Galactomanano
Figura 1.6 - Dois exemplos de estruturas de hemiceluloses: (1) polimero de xiloglucano com formas
monomeéricas de glucose e xilose, e (2) galactomanano com formas monoméricas de galactose e manose
(adaptado de [33])



O grau de ramificagdo e da identidade dos aclUcares em menor quantidade na hemicelulose
tende a variar dependendo do tipo de planta [19]. Nas “hardwoods” as hemiceluloses contém
maioritariamente xilanos, enquanto que nas “softwoods”as mais comuns sdo as glucomananos
[32], [34], [30].

A principal diferencga, relativamente a celulose, é que a hemicelulose é ramificada com cadeias
laterais curtas formadas por diferentes acgucares. Em contraste com a celulose, as
hemiceluloses sdo polimeros facilmente hidrolizaveis, devido a sua natureza amorfa e
ramificada [30], [7]-

1.3.3. LENHINA

A lenhina (juntamente com a celulose) é o polimero mais abundante na natureza. Esta
encontra-se na parede celular, conferindo suporte estrutural, impermeabilidade, e resisténcia
contra ataque microbiano e stress oxidativo. Estruturalmente a lenhina é um heteropolimero
amorfo, insoluvel em &gua e opticamente inactivo, esta consiste em unidades de fenilpropano
unidas por diferentes tipos de ligacées. O polimero € um produto da desidratacdo de trés
alcoois fenilpropiénicos: &lcool trans-p-coumarilico, élcool trans-p-coniferilico, e alcool trans-p-
sinapilico, derivado a partir do acido p-cinamico Os élcoois coniferilicos sdo o principal
componente das lenhinas de “softwoods”, enquanto que os alcoois siringilicos s&o os principais
constituintes das lenhinas de “hardwoods”. O resultado final desta polimerizagdo é uma
estrutura heterogénea cujas unidades basicas se encontram ligadas por liga¢des C-C e aril-éter
(301, [2].

A lenhina ndao sendo constituida por aglcares € impossivel de converter a agucares, sendo
assim um residuo na produgao de etanol e representando um desafio na sua conversdo a
produtos de valor econdmico [35]. Esta é degradavel apenas por alguns microrganismos, em
produtos de elevado valor como acidos orgénicos, fenois e baunilha. Através de processos por
via quimica podem ser produzidos aditivos quimicos valiosos. Embora estes subprodutos
possam melhorar significativamente a competicdo da tecnologia de produgédo de etanol, no
estudo apresentado por Hamelinck (2005) [7] a lenhina surge com utilizagdo na produgéo de

energia.

A compactagao e complexidade da biomassa lenhocelulésica torna-as muito mais dificil de
degradar enzimaticamente, comparativamente com o amido, a aglUcares fermentaveis.
Consequentemente, o custo de produgao de etanol a partir desta biomassa é superior ao custo
de producdo a partir de amido. Para ser competitivo com o etanol derivado de graos, as
enzimas usadas para a hidrélise de biomassa devem tornar-se mais eficientes e muito menos
dispendiosas. Além disso, a presenca de agucares que ndo a glucose nas matérias-primas
complica o processo de fermentacdo porque a conversdo de pentoses a etanol é menos

eficiente que a conversao de hexoses [19].
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2.1. INTRODUCAO

As enzimas celulases continuam a ser altamente promissoras para utilizagdo no processo de
producao de bioetanol a partir da sacarificagdo enzimatica da celulose, devido ao seu elevado
potencial de hidrélise da celulose a glucose. No entanto, as enzimas celulases comerciais
ainda sao consideradas muito caras para ser usadas na conversdo de residuos
lenhocelulésicos a combustiveis liquidos, especialmente etanol [11]. Diversos estudos,
determinaram que a producéo de celulases corresponde a aproximadamente 27-40% do custo
da producao de etanol a partir de materiais lenhocelulésicos [16]. Assim, reduzindo o custo da
producdo de celulases é um assunto chave na hidrélise enzimatica de materiais
lenhocelulésicos [15].

As estratégias baseadas na utilizacdo de celulases que podem tornar os processos mais
econdémicos, incluem: um aumento da produtividade volumétrica das enzimas comerciais,
produgdo de enzimas usando substratos mais baratos, producdo de preparacdes enzimaticas
com maior estabilidade e producdo de celulases com actividade especifica superior sobre
substratos sélidos [36].

Devido ao elevado potencial de utilizagdes das celulases, quer na indlstria téxtil, alimentar,
pasta e papel [37], [38], quer nas industrias emergentes de bioenergia, torna premente a
optimizacdo da sua produgédo para obtencdo de preparagdes de celulases mais eficazes na
hidrélise da celulose [36].

2.2. ORGANISMOS CELULOLITICOS

As celulases para a hidrélise de materiais lenhocelulésicos podem ser produzidas por bactérias
e fungos. Estes microrganismos podem ser aerdbicos ou anaerdbicos, mesofilicos ou
termofilicos. As bactérias pertencentes aos géneros Clostridium, Cellulomonas, Bacillus,
Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora, e
Streptomyces podem produzir celulases [15]. Cellulomonas fimi e Thermomonospora fusca
foram intensivamente estudados para a producdo de celulases. Embora muitas bactérias
celuloliticas, particularmente anaerdbias, tais como Clostridium thermocellum e Bacteroides
cellulosolvens, produzam celulases com actividade especifica elevada, estas ndo produzem
quantidades de enzimas elevadas [16]. Dado que os microrganismos anaerdbios tém uma taxa
de crescimento muito baixa e requerem condigées de crescimento em anaerobiose, a maioria
da produgao de celulases comerciais incidiu sobre os fungos [16]. S&o diversos os fungos
referidos como produtores de celulases, incluindo Sclerotium rolfsii, Phanerochete

chrysosporium e espécies de Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum e Penicillium [16].

De todos estes géneros, correntemente, a maioria das celulases comerciais (incluindo (-

glucosidase) sao produzidas por espécies de Trichoderma e Aspergillus [37], [38]. De entre os
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diversos microrganismos capazes de producdo de celulases, Trichoderma reesei produz um

sistema enzimatico de celulases extracelular, estavel e eficiente [39].

2.2.1. O FUNGO TRICHODERMA REESEI

O Trichoderma reesei ¢ um fungo mesofilico, filamentoso, sendo um dos mais poderosos
secretores de proteinas extracelulares, usado industrialmente para a produgdo de vaérias

proteinas homélogas e heterélogas [40]. Este é um eficiente produtor de celulases e xilanases.

O T. reesei foi isolado, quando no Pacifico Sul durante a Segunda Guerra Mundial, um fungo

degradou algodao, roupas e tendas.

O T. reesei isolado originalmente (estirpe selvagem, QM6a) produz um sistema celulolitico
completo extracelular, no entanto, tem como desvantagem a sua susceptibilidade a repressao
catabdlica na sintese de celulases e a baixa eficdcia das celulases devido & sua baixa
actividade especifica [16]. Com o objectivo de melhorar quer producao de celulases, actividade
especifica e capacidade de producéo de celulases em substratos soluveis, foram produzidas
diversas estirpes mutantes, por mutagénese aleatéria, as quais possuiam um ou mais destes
atributos (figura 2.1) [16].

T reesei

v _—"| OMba iwild type)
-
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RutM-7 ¢
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l NTG
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RutNG-i4 ¢ NTG x 4
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uv A~ ¢ o

[ Rutc-30 FTT-D-78085

RL-P37 L y

FTT-D-79124

NTG

VTT-D-80732 \
| VTT-D-80133

Figura 2.1 - Desenvolvimento de estirpes a partir do Trichoderma reesei QM6a

Uma das estirpes desenvolvidas foi o T. reesei Rut C-30, que é uma estirpe mutante
largamente estudada, parcialmente desreprimida catabolicamente, hiperprodutora de celulases,

quando comparada com outras estirpes e com a estirpe nativa [41], [42]. Embora esta seja
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capaz de produzir celulases em elevadas concentra¢des e rendimentos, a mistura de enzimas

secretadas é desequilibrada considerando a razdo de B-glucosidase/celulase [42].

O T. reesei nao produz normalmente celulases durante o seu crescimento em meio contendo
glucose. No entanto, foi demonstrado que a produgéo de celulases no T. reesei Rut C30 nao é
sensivel a repressao pela glucose dado que comporta uma forma mutante do gene cret, que

normalmente transmite a repressao pela glucose [43].

A capacidade de produzir um complexo celulolitico completo enquanto crescendo num
substrato soluvel, acucar metabolizavel, também foi conseguido com esta estirpe, sendo que o
T. reesei Rut C30 produz este complexo em lactose como Unica fonte de carbono [16]. O
desenvolvimento de estirpes, capazes de produgdo de celulases em lactose, resolveu os
problemas de transferéncia de massa associados aos substratos celuldsicos sélidos. A lactose
tem ainda a vantagem de ser um substrato sollvel, barato e que pode ser esterilizado,
vantagens que podem facilitar o desenvolvimento de processos continuos de produgéo de

celulases [16].

As celulases do fungo aerébio Trichoderma reesei tém sido foco de investigacdo ao longo dos
ultimos 50 anos e sdo as celulases que vulgarmente mais se usam na produg¢ao de bioetanol

em escala laboratorial e piloto [19].

2.3. CELULASES

As celulases sao o grupo de enzimas hidroliticas capazes de hidrolisar celulose insoluvel a
glucose. Estas sdo produzidas, normalmente, como um sistema de celulases constituido por

diversas e distintas enzimas [44].

Os componentes dos sistemas de celulases foram primeiro classificados baseando-se no modo
da sua accdo catalitica e foram mais recentemente classificados com base nas suas
propriedades estruturais [45]. Existem trés tipos de enzimas que sao tradicionalmente incluidas
no sistema de celulases: (i) endoglucanases (endo-1,4-f-glucanases ou 1,4-B—D-glucano-4-
glucanohidrolases, EC 3.2.1.4), (ii) celobiohidrolases ou exoglucanases (exo-1,4-B-glucanases
ou 1,4-B-glucano celobiohidrolases, EC 3.2.1.91), e (iii) celobiases (B-glucosidases ou B-D-
glucosideo glucohidrolases, EC 3.2.1.21) [44], [31].

O T. reesei produz um complexo celulolitico que consiste de diversas celulases que agem
sinergeticamente. Até ao momento foram identificadas pelo menos duas celobiohidrolases
(CBHI e 1l), seis endoglucanases (EGlI a VI), 2 B-glucosidases e hemicelulases. Destas a CBHI,
CBHIl e EGIlI sdo os trés principais componentes do sistema de celulases do T. reesei,
representando 60+5%, 20+6% e 12+3% do total de celulases, respectivamente [27], [46], [31],
[40].
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As endoglucanases (EG) podem hidrolisar aleatoriamente ligagbes internas da cadeia
polissacaridea de celulose em locais internos amorfos, produzindo oligossacarideos de
diversos comprimentos, libertando novas extremidades terminais. As celobiohidrolases (CBH)
agem de modo progressivo nas extremidades redutoras (CBHI) e ndo redutoras (CBHII) da
cadeia polissacaridea de celulose, extremidades das cadeias existentes ou geradas pelas
endoglucanases, libertando celobiose [30], [35], [47], [48]. Ambas enzimas podem degradar
celulose amorfa mas, com algumas excepgoes, as CBHs sao as Unicas enzimas que degradam
eficientemente a celulose cristalina. As CBHs e EGs podem libertar moléculas de celobiose.
Uma hidrélise efectiva da celulose também requer B-glucosidases, que sao somente activas
sobre celo-oligossacarideos e celobiose, e libertam unidades monoméricas de glucose a partir
de celobiose (Figura 2.2). As celulases distinguem-se de outras hidrolases de glicosideo pela
sua habilidade para hidrolisar ligagées B-1,4-glicosidicas entre residuos glicosilicos [49], [31],
[301, [35].
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Figura 2.2 - Degradagdo enzimdtica de celulose a glucose. A CBHI Celobiohidrolase | actua nas
extremidades redutoras; CBHIl Celobiohidrolase 1l actua nas extremidades ndo redutoras; EG
endoglucanases hidrolisam ligagdes internas. B-G B-Glucosidase cliva o dissacarido celobiose a glucose
(adaptado de [30])

Enzimas celuloliticas isoladas a partir de diversas fontes diferem nas suas caracteristicas
moleculares (peso molecular, composicdo em aminoacidos, e sequéncia, ponto isoeléctrico,
conteddo em carbohidratos), adsorcdo a celulose, actividade catalitica, e especificidade ao
substrato [44].

Todas as celulases de T. reesei, excepto a EGlIII, tal como muitas outras celulases de outros
microrganismos tém uma estrutura de dois dominios consistindo num dominio catalitico (CD -
catalitic domain) e um dominio de ligacao a celulose (CBD - cellulose binding domain), que se
encontram ligados entre si por um ligante flexivel (figura 2.3) [50]. O dominio de ligacdo a
celulose interage com a celulose ligando a enzima a esta. Os CBDs sao particularmente
importantes na hidrélise da celulose cristalina, tendo-se demonstrado que a capacidade das
celobiohidrolases para degradar celulose cristalina diminui quando o CBD esta ausente [51]. O

efeito do CBD na accao de endoglucanase, EGI e EGlI, e celobiohidrolases, CBHI e CBHII de
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T. reesei demonstrou ser dependente do substrato [52]. No entanto, o papel e mecanismo

exacto de acgao dos CBDs é ainda matéria de especulagao.

cD

CBD Centro

catalitico

Figura 2.3 - Representagdo esquematica da organizagdo dos dominios nas enzimas celuloliticas. CBD-

dominio de ligacado a celulose, CD- dominio catalitico (adaptado de [51])

2.3.1. MoODO DE ACGCAO DAS CELULASES

O sinergismo entre os componentes individuais de um sistema de celulases, isto é, a acgéao de
uma mistura de dois ou mais componentes celuloliticos individuais é superior 2 soma da acgao
de cada componente, agindo sobre celulose insolavel adiciona ainda mais complexicidade ao
estudo dos mecanismos da acg¢do das celulases. A principal dificuldade no estudo deste
fendmeno é que o efeito sinergético varia dependendo das formas multiplas de componentes
celuloliticos usados no estudo, na fonte de celulases, e na amostra de celulose usadas no

ensaio [44].

Existem duas classes de sinergismo em mistura de celulases: sinergismo entre

endoglucanases e exoglucanases, e sinergismo entre certas exoglucanases [48].

Ambas as celobiohidrolases (CBHI e CBHIl) sdo muito lentas na diminuigdo do grau de
polimerizagdo da celulose, sendo que as endoglucanases sao consideradas como
responsaveis pela diminuicdo do grau de polimerizagao por clivagem interna das cadeias de
celulose em regides relativamente amorfas, gerando novas extremidades das cadeias de
celulose susceptiveis a actuagdo das celobiohidrolases [31]. Assim sendo, a degradacao da
celulose cristalina requer uma acgéao sinergética de ambas endoglucanases e exoglucanases,
as exoglucanases removem rapidamente as unidades de celobiose a partir das extremidades
recentemente formadas pela accdo de endoglucanases, assim, prevenindo a re-formagéao de
ligagdes glicosidicas. As duas enzimas podem agir consecutivamente ou em concertagao [53].

A necessidade de seis tipos de endoglucanases no sistema celulolitico de Trichoderma reesei
ainda nado foi esclarecida, ndo se tendo demonstrado claramente sinergismo entre

endoglucanases [31].
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2.4. PRODUGAO DE CELULASES PELO TRICHODERMA REESEI RUT C30

2.4.1. TIPOS DE FERMENTAGCAO

As fermentagbes microbianas sao importantes fontes de produtos biolégicos usados na

industria quimica, alimentar e farmacéutica.

O método de eleicdo para a fermentacdo industrial, de um modo geral, depende do
microrganismo a utilizar, dos seus mecanismos de regulagdo metabdlica, do produto que se
pretende obter e do tipo de materiais usados como substratos. Existem trés tipos de
fermentacdo que podem ser considerados: descontinua (“batch”); continua (fermentador Unico,
com ou sem recirculacdo de biomassa, ou fermentadores multiplos); e cultura descontinua com
alimentagdo (“fed-batch”), que é usada em casos de producdo de alguns metabolitos

secundarios sujeitos a repressao catabdlica pela fonte de carbono ou de azoto [54].

Os processos descontinuos sao de funcionamento mais simples, sdo considerados processos
em sistema fechado, onde nao ocorre adicdo de nutrientes ou remogao de produtos, apos o
inicio da fermentagédo. Existe um grande nimero de variaveis, entre as quais a densidade
celular, concentracao de nutrientes e concentragdo do produto, que se altera continuamente
[54].

Os processos em continuo sdo um método de prolongar a fase de crescimento exponencial de
um microrganismo em cultura descontinua. Consiste de um sistema em que o meio €
constantemente renovado a uma determinada velocidade, de forma que se estabelegca um
equilibrio dindmico, mantendo o volume de cultura, concentracdo de biomassa, de produto e

meio ambiente de cultura, aproximadamente constantes ao longo do tempo [55].

A fermentacao descontinua com alimentacao ou “fed-bacth” € uma cultura que numa primeira
fase corresponde a uma cultura descontinua e que posteriormente € alimentada continuamente
ou por pulsos, com nutrientes ou aditivos, sem remog¢ao de meio de cultura [55]. A adigéo
intermitente ou continua de nutrientes pode ser levada a cabo por diversas razdes. A
quantidade de nutrientes no inicio da fermentacdo pode ter de ser restrita para evitar que a
necessidade de oxigénio durante a fase de crescimento exceda a capacidade de transferéncia
deste, ou porque elevadas concentragcoes de determinados nutrientes podem ser inibitérias ou
mesmo causar precipitados indesejaveis. Pela adicao de nutrientes pode também regular-se o
metabolismo do organismo, sendo esta uma das vias mais importantes para aumentar a
formagédo do produto de interesse. Finalmente, existem fermentacdes onde o0s nutrientes
requeridos durante as fases do crescimento e da formacao do produto podem ser diferentes
[56].
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2.4.2. MEIOS E REQUISITOS NUTRICIONAIS

Como cada microrganismo exibe padrdes nutricionais especificos, os meios de fermentacéo
devem ser formulados para suprir os requisitos basicos de cada um. A formulacdo 6ptima do
meio de cultura dependerd, entdo, do microrganismo, do produto pretendido e da escala do
processo. Os constituintes do meio devem satisfazer os requisitos elementares para produgao
de biomassa e metabolitos e deve fornecer a energia adequada a manutenc¢ao e divisdo celular
[54].

Para determinar os requisitos nutricionais precisos de um microrganismo, sdo usados meios
quimicamente definidos, e por adigdo ou remocdo de um constituinte do meio, toma-se

conhecimento se esse é um constituinte essencial para o crescimento do microrganismo [54].

Enquanto a escala laboratorial é relativamente facil ter um meio constituido por compostos
puros, a nivel industrial, a economia dos processos requer que as matérias-primas nao sejam
muito dispendiosas e sejam faceis de armazenar, utilizam-se, por isso, compostos de
composicao complexa de modo a satisfazerem o maior niumero possivel de necessidades

nutricionais do microrganismo [54].

Os requisitos nutricionais e fisiolégicos para a maxima producao de celulases tém sido objecto

de estudo, sendo o meio de Mandels um dos mais usados.

Os requisitos basicos para o crescimento microbiano podem ser divididos em duas categorias
principais: fisicas e quimicas. Os aspectos fisicos incluem temperatura, pH, e pressao
osmodtica. Os requerimentos quimicos incluem agua, fontes de carbono e azoto, sais minerais,

oxigénio, e factores organicos de crescimento [57].

2.4.2.1. REQUERIMENTOS FiSICOS

A temperatura é dos factores que mais influencia o crescimento e sobrevivéncia dos
microrganismos [58]. Embora a temperatura seja um parametro ambiental controlavel,

alteragOes nesta produz simultaneamente alteragdes em outras variaveis da cultura [59].

No caso do fungo Trichoderma reesei Rut C30, foi estudado o efeito da temperatura
verificando-se um idéntico crescimento as temperaturas de 17, 28 e 37°C, ocorrendo uma
ligeira diminuicdo da secrecdo de proteinas a 17°C. A temperatura mais elevada, a secre¢ao
pelo T. reesei Rut C30 é reduzida em cerca de 4 vezes. Assim verifica-se que tomando-se por
base a actividade especifica celular (FPU/ mg peso seco) a melhor temperatura é a de 28°C
[60].

O pH é um parametro importante na produgcao de enzimas pelo T. reesei. Existem diversos
estudos acerca da importancia do pH na producao de celulases pela estirpe de T. reesei. Uma

vez que o pH 6ptimo para a actividade das celulases é de aproximadamente 5, foi sugerido que
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o crescimento do fungo se desse a valores de pH inferiores de forma a reduzir a acumulagao
de agucares extracelulares, diminuindo a repressdo catabdlica da sintese de enzima [61].
Hadam et al. comunicaram que a produc¢éo de celulases era superior para valores de pH de 3.5
com adicdo de tampao citrato ao meio de cultura [62]. Segundo Juhasz et al. [63] um pH de
cerca de 6.0, demonstra- se melhor na producao de celulases em termos de produtividade, no
entanto, foi observada desactivagdo no estagio final da fermentagdo. Enquanto que para pH
5.0, a actividade de celulases aumentou gradualmente ao longo de todo o processo de

fermentagéo [63].

Em fermentag¢des submersas, a agitacao é importante para uma boa mistura e transferéncia de
massa e calor. Em processo aerébios, a mistura é fundamental para assegurar uma adequada
transferéncia de oxigénio. No entanto, a agitacdo aplicada durante a fermentagao pode afectar
0s microrganismos, por dano da estrutura celular, alteragbes morfologicas, assim como
variagdes na taxa de crescimento e formacédo de produto [59], e desactivagdo das enzimas

produzidas [64].

Para além, dos factores referidos que devem ser regulados para juntos criarem condi¢des
optimas de crescimento, os microrganismos podem ter outros requisitos, como é o caso da luz,
se forem fotossintéticos. Uma atmosfera gasosa controlada serd também essencial, dado que
0S microrganismos requerem uma variedade de gases sendo exemplos o oxigénio, didxido de

carbono, azoto e metano.

2.4.2.2. REQUERIMENTOS QUIMICOS

O meio de crescimento usado em fermentagcdes submersas industriais favorece tanto o
crescimento como a formacédo de produtos com elevados rendimentos. Os fungos requerem
agua, oxigénio molecular, uma fonte organica de carbono e energia, uma fonte de azoto que
ndo azoto molecular e diversos outros elementos. Pelo menos 13 elementos sdo essenciais
para o crescimento, nomeadamente oxigénio, carbono, hidrogénio, azoto, fésforo, potassio,
enxofre, magnésio, ferro, zinco, cobre e molibdénio. Os primeiros oito elementos requeridos
sdo macronutrientes, os restantes sdo micronutrientes. O meio de fermentagdo pode ser

quimicamente definido (sintético) ou complexo [59].

Os fungos sa@o organismos heterotroficos, requerendo compostos organicos como fonte de
carbono e energia. Os compostos organicos que suportam a maioria do crescimento sao
usualmente agucares, mas também podem ser usados polissacarideos, aminodcido, lipidos,

acidos organicos, entre outros [59].
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A producao de celulases tem sido feita utilizando celulose pura como fonte de carbono, mas
que é de custo elevado. No entanto, tém-se estudado e proposto, diversos substratos, tais
como salgueiro [65], polpa de beterraba [43], residuos da casca do milho [66], estrume [67],

[68] e substratos sollveis como lactose [69].

Para além do carbono, existem outros elementos necessarios para a sintese de material celular
por parte dos microrganismos. Por exemplo, a sintese proteica requer quantidades
consideraveis de azoto e enxofre. A sintese de DNA, RNA e ATP requer azoto e alguns
fosfatos [57].

O conteudo de azoto € de grande importancia para a producdo de elevadas quantidades de
celulases. O azoto pode ser fornecido como aménia, nitrato ou em compostos organicos, tais
como aminoacidos ou proteinas [59]. Tracos de peptona e extracto de levedura podem

estimular um aumento na produgao de enzima [70].

O fosfato é uma fonte de fésforo conveniente e de rapida utilizacao, enquanto formas organicas
sdo também usadas em processos industriais Ambos azoto e fosforo desempenham um

importante papel na sobreproducao de metabolitos e afectam a morfologia do fungo [59].

O enxofre é usado na sintese de aminodacidos, fontes naturais de enxofre incluem o ido sulfato,
acido sulfidrico e os aminoécidos que contém enxofre. O potédssio, magnésio e célcio séo

cofactores enzimaticos requeridos por alguns microrganismos [57].

Séo diversos os factores que devem ser considerados nas condigées Optimas do meio de
cultura. Alguns metais sdo requeridos para crescimento dos fungos. Os microrganismos
requerem quantidades muito diminutas de outros elementos minerais, tais como, ferro, cobre,
molibdénio, e zinco; estes sao referidos como elementos vestigiais. A maioria € essencial para
a funcao de certas enzimas, usualmente como cofactores. Embora estes elementos possam
ser adicionados ao meio, normalmente assume-se que estejam presentes na agua da torneira

e noutros componentes usados na preparacao do meio de fermentagéao [57], [59].

O efeito estimulador da producéo de enzimas por surfactantes é conhecido h& algum tempo,
Reese et al. (1969) [71] comunicaram que os surfactantes estimulavam o aumento da producao
de enzimas, principalmente em organismos que produziam pequenas quantidades de enzimas,
existindo uma estimulagdo maxima quando da adicdo de Tween 80 no tempo zero de

incubacgéo.

Posteriormente, surgiram justificacdes para esta estimulacao como as alteracées morfolégicas
e fisiolégicas do T. reesei influenciarem a producao de enzimas [72], [73], sendo que a
utilizagédo de Tween 80 no meio de fermentagdo inibindo a formacao de “pellets” favorece, no
caso do T. reesei Rut C30, o aumento da concentragdo de proteina e actividade das celulases
[73].
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2.4.3. REGULAGCAO DA PRODUCAO DE CELULASES

Para o T. reesei a produgédo de enzimas para a utilizagao de substratos complexos, tais como a
celulose, é induzida na presenca de substrato (ou produtos do mesmo) mas suprimida quando

estao disponiveis agucares facilimente metabolizaveis, tais como a glucose [31].

A formacao de celulases ocorre quando o fungo é cultivado e meio contendo celulose. No
entanto como a celulose é insoluvel acredita-se que esta é praticamente incapaz de activar a
inducdo directamente, por ser incapaz de entrar na célula. Mas um nivel basal de celulases
constitutivas podera degradar celulose em oligosacarideos, permitindo assim que estes entrem
nas células e se convertam num indutor que va despoletar um elevado nivel de expressao de

celulases [74].

Em adicao a celulose, sdo diversos os compostos propostos ao longo do tempo como indutores
da producdo de celulases por Trichoderma, tais como substratos sollveis como a soforose
(identificada em 1962 por Mandels [75] como potente indutor), celobiose, B-celobiono-1,5-
lactona e lactose [46], [76], [74], [77]. A celobiose, 0 menor oligossacarideo com uma ligacao -
1,4, foi relatado como induzindo celulases. No entanto, a soforose, que € um dissacarideo de
glucose com uma ligagdo B-1,2, consegue induzir 2500 vezes mais celulases do que a

celobiose [74].

Em contraste a glucose e frutose, que séo fontes de carbono preferidas pelos fungos, causam
repressao catabodlica [46]. A repressao catabdlica € um fenémeno observado na inducdo de
celulases quando uma fonte de carbono faciimente assimilavel é adicionada [74]. Como a
sintese e exportacdo de proteinas extracelulares requerem uma consideravel energia celular, a
maioria dos microrganismos, incluindo o Trichoderma, param a formacéao de exoproteinas logo
que se encontre disponivel um substrato metabolizavel. Este fendmeno é bem conhecido e
denominado repressdo catabdlica. A formacdo de celulases por T. reesei é reprimida por
monossacaridos como glucose, galactose ou frutose. Outras fontes de carbono relacionadas
com a glicélise — como glicerol — também reprimem a formag&o de celulases, mas nao fontes
de carbono como citrato [76], [77]. A cinética de repressdo catabdlica por carbono e
desrepressao exibe diferengas significativas: enquanto a repressao é observada dentro de 3-6
horas, a desrepressdo usualmente requer mais tempo. Segundo Kubicek e seus
colaboradores, este fendmeno pode ser especifico para a lactose (que é usada como uma
fonte de carbono conveniente provocando uma desrepressao catabdlica de carbono) dado que
a P—galactosidase é nao constitutiva em T. reesei e é sintetizada quando da transferéncia para

0 meio com lactose ap0s pré-cultura em glucose [76].

2.4.4. CRESCIMENTO CELULAR

O crescimento microbiano é caracterizado pela multiplicagédo do numero de células ao longo do

tempo. A velocidade com que os microrganismos se multiplicam depende de diversos factores
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intrinsecos ao préprio organismo e a factores externos, como é o caso das condicoes da
cultura. O crescimento microbiano é um processo dindmico, cuja velocidade global é um

balango entre a reprodugéo e a morte celular.

A cultura em descontinuo, no caso do Trichoderma reesei, pode ser dividida em cindo fases. A
primeira fase é a fase lag, que quando se usa um inoculo substancial em fase exponencial nao
€ observado, que corresponde ao periodo de adaptacdo do microrganismo. Na segunda fase
ocorre um crescimento do micélio, mas ndo formacao de produto. Na terceira fase, cessa o
crescimento micelial, e pode ocorrer a fragmentagcdo do micélio primario. A quarta fase é
caracterizada pela uma rapida formacdo de produto e crescimento do micélio secundario.
Nesta fase o substrato é rapidamente consumido, Na quinta fase, fase estacionéria, o

crescimento cessa e continua a formacgao de produto, mas a uma taxa muito inferior [72].

2.4.5. MORFOLOGIA E AGREGAGAO MICELIAL

Os fungos filamentosos sdo microrganismos morfologicamente complexos, exibindo formas
estruturais diferentes ao longo do seu ciclo de vida. A estrutura vegetativa basica de
crescimento consiste de um filamento tubular conhecido como hifa que é originada pela
germinagdo de um Unico esporo reprodutivo. A medida que a hifa continua a crescer, esta
forma frequentemente ramificagbes repetidamente para formar uma massa de filamentos
hificos designados de micélio. Quando crescem em cultura submersa, estes fungos exibem
formas morfoldgicas diferentes, indo de filamentos miceliais dispersos até massas miceliais

densamente interligadas referidas como “pellets” (figura 2.4) [59].

Morfologia Morfologia em
dispersa "pellet"

Disperso
livremente

Agregados
miceliais
ou
“clumps”

Figura 2.4 - Representacdo esquematica das morfologias tipicas de fungos em cultura submersa
(adaptado de [78])
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Em culturas submersas, muitos microrganismos filamentosos tendem a agregar e crescer como
“pellets”, cuja compactacdo varia consideravelmente. Os “pellets” sdo massas de hifas
esféricas ou elipsoidais com estrutura interna variavel, indo de hifas empacotadas de forma
livre, formando “fluffy pellets”, a “pellets” densos, compactos, e fortemente empacotados. A
regido externa consiste em hifas vidveis e rodeia uma camada de hifas mostrando sinais de
autélise. Em “pellets” ocos é encontrada uma terceira camada contendo hifas com uma
estrutura da parede irregular, enquanto que o centro do “pellet” contém micélio ndo identificado.
A densidade das hifas dentro dos “pellets” tem significado para a difusdo de nutrientes e
oxigénio para a biomassa micelial, com consequentes efeitos no crescimento, particularmente

no centro dos “pellets” compactos [59].

A forma dispersa consiste de hifas ramificadas ou ndo ramificadas (dispersas livremente) e
agregados (“clumps”) [79]. Em diversos casos, a morfologia dos fungos influéncia directa ou
indirectamente a produtividade das fermentagbes de fungos, assim existe uma morfologia

considerada desejada considerando a produtividade [59], [80], [73].

Um grande numero de factores contribui para o desenvolvimento de uma forma morfolégica
particular em fermentagao submersa e é dificil deduzir relagdes inequivocas entre as variaveis
do processo, formacao de produto e morfologia de fungos [59], [80], [81]. O crescimento celular
e a sua morfologia sao afectados por factores genéticos; tamanho, tipo e idade do in6culo;
agitacao; constituintes do meio; temperatura e pressao; biossintese e adigdo de polimeros,
surfactantes e agentes quelantes e pH [59], [81], [82]. Por exemplo, para valores de pH acima
de 5.5, as paredes celulares da maioria dos microrganismos encontra-se carregada
negativamente, tendendo a causar separacdo das células agregantes por repulsdo
electrostatica. Isto pode ser suprimido por um aumento da forga iénica, ou por pontes com ides
Ca®*. A adicdo de policaties usualmente induz a agregagdo, enquanto que os polianides a
suprimem [73, #162].

Diversas fermentacdes de fungos requerem controlo da morfologia micelial para optimizacao
da producao. A morfologia preferencial é caracteristica de cada organismo. O mecanismo
exacto responsavel pela formacao de “pellets” ndo € conhecido, e 0 mecanismo provavelmente
varia de espécie para espécie talvez mesmo de estirpe para estirpe. A morfologia de um fungo
filamentoso desenvolvida em qualquer sistema de fermentacdo pode ser considerando como
um resultado de varias infuéncias competitivas, um equilibrio entre forcas de coeséo e
desintegracao [59].

No caso de algumas fermentacdes de fungos pode ser preferida uma forma morfoldgica
particular para atingir uma performance maxima. No caso do fungo Aspergillus niger na
producao de acido citrico é preferida uma forma morfolégica em “pellet’ [83], para Aspergillus
oryzae na producdo de oa-amilase verifica-se uma produgéo significativamente superior para

crescimento filamentoso do que para “pellets” [84].

As fermentacdes de fungos sdo sistemas complexos onde as condigdes operacionais, a

reologia do meio, a produgado de enzimas, a morfologia dos microrganismos, e 0 seu estado
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morfoldgico estdo todos interrelacionados [85], e em que o controlo da morfologia micelial na

fermentacdo € muitas vezes um pré-requisito para a aplicagao industrial.
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CAPITULO Il - HIDROLISE ENZIMATICA
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3.1. INTRODUCAO

Um dos primeiros desafios do processo de bioconversdo de lenhocelulose a etanol é
ultrapassar a resisténcia da fraccao de celulose a hidrélise enzimatica, pois a celulose é
intrinsecamente resistente ao ataque enzimatico e em combinagdo com a lenhina e
hemiceluloses, estas constituem um “escudo” protector em torno da celulose, que deve ser
modificado ou removido antes que possa ocorrer um hidrélise da celulose eficiente, sendo por

isso requerido um passo de pré-tratamento dos materiais lenhocelulésicos [86].

As celulases continuam a ser enzimas promissoras para utilizagcdo em processos de producao
de bioetanol, baseados na sacarificacdo enzimatica da celulose, devido a possibilidade de
proporcionarem elevados rendimentos de conversao de celulose a glucose [11]. No entanto, a
sua actividade vai também depender do grau de polimerizacéo e cristalinidade da celulose e da
sua associacao com hemicelulose e lenhina. A celulose cristalina é altamente resistente ao
ataque enzimatico, a maioria das cadeias de glucano nas microfibrilas sdo inacessiveis a
enzimas, e quaisquer ligacdes clivadas pela accao de endoglucanases podem ser rapidamente

re-formadas devido a estavel orientagcdo das cadeias de glucano [53].

3.2. MECANISMO DE HIDROLISE DA CELULOSE

A hidrélise enzimatica de celulose € uma reaccdo heterogénea, em que enzimas celuloliticas
convertem a celulose sélida em aglcares sollUveis. Esta compreende trés passos: adsorcao
das enzimas celulases na superficie da celulose, a biodegradacdo da celulose a agUcares

fermentaveis e dessorcao das celulases

O mecanismo enzimatico de hidrélise da celulose vastamente aceite envolve accoes
sinergéticas por endoglucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91),

e B-glucosidase (EC 3.2.1.21) [27], [36], [31], como foi referido anteriormente.

A catélise enzimatica heterogénea da celulose por celulases € um processo complexo, onde é
necessario um contacto fisico entre enzima e substrato para as celulases levarem a cabo a sua
actividade hidrolitica na celulose dos substratos. Foi sugerido por Klyosov (1990) [44] que as
celulases adsorvem na superficie da celulose e desempenham inUmeras acc¢des cataliticas
enquanto se deslocam ao longo do substrato. Outra perspectiva, sugere que a enzima, apos
desempenhar a sua accdo catalitica, se separe do substrato e adsorve noutra parte do
substrato [87].

Quando um sistema de celulases actua “in vitro” sobre substratos celulosicos insollveis,
ocorrem trés processos em simultaneo: (1) alteragbes quimicas e fisicas na fase sélida de
celulose; (2) hidrolise primaria envolvendo a libertagdo de intermediarios solluveis a partir da
superficie de moléculas de celulose, e (3) hidrélise secundaria envolvendo a hidrélise de

intermediérios soluveis a intermediérios de peso molecular inferior, e finalmente a formagao de
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glucose. As alteragbes quimicas na celulose manifestam-se como alteracées no grau de

polimerizagao e na concentragéo de extremidades da cadeia [27].

A hidrélise priméria que ocorre na superficie dos substratos sélidos liberta agucares soluveis
com um grau de polimerizacdo até 6 para a fase liquida por hidrélise pelas endoglucanases e
exoglucanases. O passo de despolimerizacdo enzimatica desempenhado pelas
endoglucanases e exoglucanases é o passo limitante para todo o processo de hidrolise de
celulose. A hidrélise secundaria que ocorre na fase liquida envolve principalmente a hidrélise
da celobiose a glucose por B-glucosidases, embora algumas B-glucosidases também hidrolisem

celodextrinas mais longas [27].

Durante a hidrélise da celulose, as caracteristicas do substrato solido variam, incluindo (1)
modificacbes no numero de extremidades da cadeia de celulose por geracdo pelas
endoglucanases e consumo pelas exoglucanases e (2) modificagbes na acessibilidade da
celulose resultando do consumo de substrato e fragmentacdo da celulose. As acgdes
combinadas das endoglucanases e exoglucanases modificam as caracteristicas da superficie
da celulose ao longo do tempo, resultando em rapidas mudangas na velocidade de hidrélise
[36].

Tipicamente, a taxa de hidrélise da celulose por enzimas diminui rapidamente com a
conversao, levando a diminuicdo do rendimento, a longos tempos de processamento, e
utilizagéo de elevadas concentragbes de enzimas. A taxa de formacado de aglcares sollveis
por quantidade de enzima adsorvida diminui muito & medida que a hidrélise progride [88]. Tém
sido colocadas diversas hipdteses para explicar esta observacdo, incluindo instabilidade
térmica das celulases, inibigao pelo produto da hidrélise, inactivacéo das celulases, diminui¢cdo
da actividade das enzimas, transformagédo do substrato numa forma de mais dificil digestao,

e/ou a estrutura heterogénea do substrato [88].

Existem dois passos na hidrélise enzimatica, primeiro da-se a adsor¢do das celulases a
superficie da celulose e posterior quebra da celulose a aglcares degradaveis. A adsorgao é um
processo rapido, sendo que a dessorcdo das celulases se da gradualmente a medida que a
hidrélise progride [89]. O processo da adsorgdo de enzimas a celulose é importante para o
conhecimento da hidrélise enzimatica da celulose. As enzimas podem ligar a superficie solida
quer especifica ou inespecificamente. As interaccbes sao usualmente por pontes de
hidrogénio, electrostaticas ou hidrofdbicas. As propriedades da superficie tém um enorme
efeito no mecanismo, taxa e extensdo da adsor¢do. A hidrofobicidade da superficie &,
geralmente, vista como um importante factor: quanto mais hidrofébica for a superficie maior a
extensdo da adsor¢do. Todas as principais celulases do T. reesei tém aminoacidos
hidrofobicos expostos na superficie. Os residuos hidrofébicos na superficie da enzima também

podem levar a uma ligagcao a superficie hidrofébica da lenhina [50].
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3.3. FACTORES QUE AFECTAM A HIDROLISE ENZIMATICA DA
CELULOSE

Os factores que afectam a hidrélise enzimatica da celulose incluem tipo de substratos,
actividade das celulases e condicdes de reaccédo (temperatura, pH e outros parametros) [15].
No entanto, os factores limitantes que afectam a hidrélise enzimatica da biomassa foram
tradicionalmente divididos em dois grupos: caracteristicas estruturais da biomassa e
mecanismo enzimatico. No entanto, a natureza heterogénea da biomassa e a multiplicidade de

enzimas torna dificil compreender inteiramente as interac¢des entre enzimas e substratos [90].

Verifica-se que varias caracteristicas dos substratos lenhocelulésicos podem limitar a taxa e
grau de hidrolise pelas celulases. No entanto, a acgdo das celulases também altera
caracteristicas dos substratos a medida que a hidrélise decorre. Assim sendo, é importante
compreender a contribuicdo que o substrato e enzima tém na sacarificagéao total do substrato
[91].

3.3.1. SUBSTRATO

Os materiais lenhocelulésicos tém uma estrutura muito heterogénea, sendo constituidos por
celulose, hemiceluloses e lenhina. Apesar do extensivo trabalho de investigagédo, ainda nao se
compreende completamente quais as caracteristicas do substrato que tém maior impacto na

taxa de hidrélise da celulose na madeira [91].

A concentragcdo de substrato € um dos principais factores que afectam o rendimento e
velocidade inicial da hidrélise enzimatica de celulose. Para niveis baixos de substrato, um
aumento da concentracdo de substrato, resulta, normalmente, num aumento do rendimento e
velocidade da reacgdo de hidrélise. No entanto, para elevadas concentracdes de substrato
pode haver inibicao pelo substrato, o que diminui substancialmente a velocidade da hidrélise
[15]. A susceptibilidade dos substratos celuldsicos as celulases depende das caracteristicas

estruturais do substrato [91], [15].

Convencionalmente as caracteristicas estruturais do substrato foram divididas em dois grupos
e classificadas como fisicas e quimicas. As caracteristicas estruturais quimicas séo a
composicao em celulose, hemiceluloses, lenhina e grupos acetil ligados as hemiceluloses. As
caracteristicas estruturais fisicas consistem na acessibilidade da area superficial, cristalinidade,
a distribuicao fisica da lenhina na matriz de biomassa, grau de polimeriza¢do, volume de poro e
tamanho da particula de biomassa. As caracteristicas estruturais quimicas e fisicas encontram-
se fortemente associadas, isto €, a mudanga de uma caracteristica estrutural pode levar a

alteracdes nas outras [90].

A acessibilidade dos materiais lenhocelulésicos tem papel importante na melhoria da hidrélise
enzimatica. As enzimas celulases ligam-se a superficie das particulas de substrato antes da

hidrolise de celulose insoluvel ter lugar. A estrutura dessas particulas, em combinagdo com o
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tamanho e forma das celulases, determinam se as ligagcdes B-glucosidicas estdo ou nao

acessiveis ao ataque enzimatico [27].

E vastamente aceite que a celulose altamente cristalina é menos acessivel ao ataque por
celulases do que a celulose amorfa, assim a cristalinidade afecta negativamente a eficiéncia do
contacto da enzima com a celulose [90]. O sinergismo das celulases parece ser

particularmente importante na hidrélise da celulose cristalina [91].

A lenhina, devido a sua proxima associagdo com as microfibrilas de celulose, é identificada
como sendo o principal inibidor do ataque enzimatico a celulose, evitando a acessibilidade das
enzimas [90]. Estudos demonstram que a digestibilidade da biomassa é aumentada com a
remocao da lenhina [92]. A deslenhificagdo causa um inchamento da biomassa, ruptura da
estrutura da lenhina e subsequentemente leva a um aumento da area superficial interna e
volume médio do poro, assim reduzindo a adsorgéo irreversivel das enzimas a lenhina e
aumentando a acessibilidade a celulose [91], [90]. A remocgdo das hemiceluloses também
melhora a digestao da celulose apesar do conteido em lenhina, por aumento da acessibilidade

das celulases a celulose [91].

Zhu et al. (2007) [90] verificaram os efeitos do conteudo de lenhina, do conteldo de acetil e da
cristalinidade, na adsorgéo e eficacia da enzima. Por comparag¢éo com o contetdo em lenhina,
o conteldo em acetil tem um menor efeito no aumento da quantidade de enzimas adsorvida,
no entanto, embora a deslenhificacdo e desacetilagdo aumentasse a quantidade de enzimas

adsorvida, a taxa inicial de hidrélise ndo aumentou consideravelmente [90].

Para além do impedimento ao acesso das celulases a celulose, a lenhina tem um segundo
efeito que é a inactivagdo das enzimas. As enzimas ligam irreversivelmente a lenhina, assim

limitando a accao destas sobre a celulose [93].

Os substratos lenhoceluldsicos sdo heterégeneos na sua composicdo em termos de tamanho
da particula, tendo-se demonstrado que entre a populagdo de fibras de um substrato
lenhocelulésico, as mais finas tém um volume de poro significativamente maior do que as fibras
maiores, sendo que uma diminui¢do do tamanho da fibra leva a um aumento dos rendimentos
da hidrélise [91], [93].

3.3.2. CELULASES

Tém sido sugeridos diversos factores relacionados com a natureza do sistema de celulases
como influenciam o processo de hidrélise. Estes incluem inibicdo do complexo de celulases

pelo produto final, inactivacao térmica e adsorgao irreversivel das celulases [91].

A actividade das celulases ¢ inibida pela celobiose e em menor extensao pela glucose. Foram
desenvolvidos diversos métodos para reduzir a inibigdo, incluindo a utilizagédo de elevadas
concentracoes de enzimas, a suplementacao de B-glucosidases durante a hidrélise e remogéo

de acgUcares por ultrafiltragdo ou por SSF [15].
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A interaccdo sinergética das diferentes celulases pode ser benéfica no aumento da taxa da
hidrélise em substratos complexos. No entanto, a extensdo do sinergismo exibido pelas
celulases, depende do substrato, com algumas misturas mostrando sinergismo 6ptimo em

substratos cristalinos [91].

O aumento da concentracédo de celulases no processo, até uma certa extensao, pode melhorar
o rendimento e velocidade da hidrolise, mas ird aumentar significativamente o custo do
processo [15]. Na pratica, dependendo do tipo de substrato a ser hidrolisado a concentragao de
enzimas celulases costuma variar ente 7 e 33 FPU/g de substrato. Geralmente, uma maior
quantidade de enzima é requerida se a hidrolise é conduzida em descontinuo onde néo existe
remocao de acucares. Nestes casos quando sdo produzidas concentragbes inibitérias de
aclcares deve adicionar-se B-glucosidase para converter a celobiose num produto menos

inibidor, a glucose [16], [15].

3.3.3. AbDITIVOS

Verificou-se que a actividade das celulases diminui ao longo da hidrélise e que a adsorgao
irreversivel das celulases a celulose é parcialmente responsavel por esta desactivagdo. Tem
sido referido que a adicdo de surfactantes durante a hidrélise é capaz de modificar as
propriedades da superficie da celulose e minimizar a ligacao irreversivel das celulases a
celulose e consequentemente melhorar a hidrolise enzimatica [15]. Kar et al. relataram o
aumento da taxa de hidrélise enzimatica das palhas do milho pré-tratadas por adi¢gédo de Tween
20 e Tween 80, mostrando-se o Tween 20 ligeiramente mais eficaz que o Tween 80. Para além
disso o Tween preveniu a desactivacdo térmica das enzimas permitindo a utilizagdo de

temperaturas superiores [94].

Para o mesmo tipo de substrato testado por Kar et al., foi testada a adicdo de albumina sérica
bovina (BSA) por Yang et al., aumentando o rendimento da hidrélise. Este aumento foi
justificado por uma elevada afinidade da BSA a lenhina, reduzindo significativamente a

adsorgao nao especifica das celulases a lenhina [95].

Para além da adicao de surfactantes nao iénicos e proteina foi estudada a adicdo de polimeros
contendo poli(6xido etileno) verificando-se que pode aumentar a hidrolise enzimatica da
lenhocelulose. A aplicacdo de poli(etileno)glicol (PEG) facilita a utilizagao de temperaturas de
processo superiores. A adsorcdo de PEG a lenhocelulose é proposta como sendo devida
maioritariamente a interaccoes hidrofébicas entre o PEG e a lenhina, ocupando este os locais

disponiveis para ligacao inespecifica das celulases a lenhina [96], [97].

3.3.4. CONDICOES DA REACCAO

A hidrélise enzimatica de substratos celulésicos é usualmente conduzida a pH aproximado de

4.8 e uma temperatura de 45-50°C [16]. No entanto, a temperatura éptima de hidrélise é
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afectada directamente pelo tempo de reaccdo, quando sao aplicados tempos de reaccao mais

longos sao necessarias temperaturas inferiores para obtencéao de rendimentos superiores [39].

A mistura reaccional é normalmente sujeita a agitacdo de forma a conseguir uma mistura
eficiente, no entanto, ndo pode ser muito vigorosa porque pode levar a inactivacdo das

enzimas [16].

Uma baixa concentracdo de substrato origina um baixo rendimento, e uma elevada
concentracdo de celulases pode aumentar os custos desproporcionalmente. No entanto, a

razdo substrato/enzima ndo deve ser demasiado elevada (inibigéo) [15].

A hidrélise pode ser melhorada através da adigao certos surfactantes, através da utilizagdo de
misturas de celulases de diferentes organismos, e adicionando outras enzimas (por exemplo,
pectinase). Para melhorar o rendimento e a taxa de hidrélise enzimatica, a investigagao tem
incidido simultaneamente sobre o reforco da actividade enzimatica nas distintas etapas do
processo [15], tal como integrar as diferentes etapas em menos reactores, nas configuragées
do processo ja mencionadas. Os intermediarios e produtos finais da hidrolise, celobiose e
glucose, inibem a actividade das celulases, esta inibicdo pode ser evitada mediante o
fornecimento de enzimas extra durante a reacc¢ao, ou por remocao do produto por ultrafiltracéo
ou por fermentacao em simultdnea no mesmo bioreactor onde ocorre a hidrélise enzimatica. As
enzimas podem ser recuperadas e recicladas, embora a qualidade das enzimas decresc¢a
gradualmente [15]. Quando um pré-tratamento quimico precede a hidrélise enzimdtica, pode

existir a necessidade de remog&o de compostos inibidores das enzimas [7].
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3.3.1. OBUJECTIVOS

Tomando em consideragdo a visdo global da producdo de bioetanol a partir de residuos
florestais, este trabalho focou-se nos passos de producdo de celulases e no de hidrélise
enzimatica de materiais lenhoceluldsicos, nomeadamente dois tipos de residuos florestais pré-

tratados: esteva (Cistus ladanifer) e giesta (Cytisus striatus).

Os principais objectivos deste trabalho foram:

1. Producao de celulases a partir da estirpe de Trichoderma reesei RUT C30

1.1. Avaliar a influéncia da suplementagdo do meio de cultura com sistemas tamponantes a

diferentes pH e concentragdes na produgéo de celulases e morfologia do fungo

2. Avaliar os parémetros que influenciam o processo de hidrélise da frac¢do solida de

diferentes residuos florestais pré-tratados, usando celulases comerciais

2.1. Estudar métodos de redugéao ou eliminagéao da ligacao irreversivel das celulases a lenhina

e consequente inibicdo enzimatica.

2.2. Optimizar o processo de hidrélise enzimatica da fracgdo solida de diferentes residuos
florestais pré-tratados, aplicando estratégias estatisticas de resolucao de problemas como

0 método de Plackett-Burman e “Central Composite Design”
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CAPITULO IV — MATERIAIS E METODOS
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4.1. PRODUCAO DE CELULASES

4.1.1. ESTIRPE

O microrganismo utilizado neste trabalho para a produgdo de celulases foi a estirpe de
Trichoderma reesei Rut C-30 (NRRL 11460) cedida pelo Agricultural Research Service Culture
Collection (Peoria, lllinois). T. reesei Rut C-30 ¢é uma estirpe modificada geneticamente
hiperprodutora de celulases e que nao é reprimida pela glucose, quando comparada com a
estirpe selvagem [41, #41]. Embora, a estirpe seja capaz de produzir celulases com elevadas
concentracées e rendimentos, a mistura enzimatica secretada é desbalanceada tendo em

consideracao a razao de B-glucosidase para celulases [42].

4.1.2. ARMAZENAMENTO DA ESTIRPE

Inocularam-se rampas de meio Sabouraud dextrose agar com a estirpe fornecida, as quais
foram incubadas a 30°C, durante 5 a 7 dias. Apds esporulagéo, os esporos de T. reesei foram
ressupendidos em solugdo NaCl 0.8% (p/v), contendo Tween 80 a 0.025% (p/v) e 20% de
glicerol, por agitagdo mecanica, transferiu-se o contetdo para um erlenmeyer estéril. Procedeu-
se a distribuicdo da suspensao por tubos criogénicos estéreis e armazenaram-se a -80°C. As

pré-fermentagdes foram iniciadas recorrendo a um destes tubos.

4.1.3. MEIOS DE FERMENTACAO

As culturas foram realizadas em meio de Mandels modificado, contendo: 2.0 g/L KH,PO,; 1.4
g/L (NH4).S0O,; 0.0027 g/L FeS0,.7H.0O; 0.0016 g/L MnS0,.H,O; 0.0014 g/L ZnSO,4.H.0;
0.0037 g/L CoCl,.6H,0; 0.6 g/L MgSQO,.7H,0; 0.4 g/L CaCl,.2H,0; 0.75¢g/L peptona; 2.0 g/L
Tween 80; 0.3 g/L ureia; adicionando-se 30g/L glucose no caso da pré-fermentagdo. A
composicao do meio de producdo usado foi semelhante a do meio de pré-fermentagdo, com a
excepcao de que este foi suplementado com um indutor especifico, 20 g/L de lactose. Foi
testada a adicdo de sistemas tamponantes ao meio de Mandels modificado, por dissolugdo dos
componentes do meio de cultura em diferentes sistemas tamponantes, apresentados na Tabela
4.1. O pH inicial do meio dissolvido em agua foi ajustado a 4.8 antes da sua esterilizagdo por

autoclavagem a 121°C durante 20 minutos.

39



Tabela 4.1 - Descrigdo dos sistemas tamponantes usados nas culturas em baldo

comperes | e G
Acido citrico + NaOH S0mM, ?301%58:?'8 PH 4.8; 2.15-6.51 4.736:;12.;40
Acido férmico + NaOH S0mM, ?lgojn?\hsggyé PH 4.8; 2.6-4.8 3.75
Acido succinico + NaOH S0mM, ?;'o‘:n?wsmys PH 4.8; 3.8-6.0 4.21;5.64

4.1.4. PREPARACAO DO INOCULO

Os esporos conservados a -80°C, foram usados para inocular rampas de Sabouraud dextrose
agar (SDA). Ap6s 5 a 7 dias a 30°C, os esporos de cada rampa foram ressuspendidos em 5mL

de solucao estéril de NaCl 0.8%, por agitacdo mecanica em vortex durante 3 minutos.

Cada pré-fermentacao foi iniciada por adicdo de suspensao de esporos numa razao de 0.1%
(v/v). A pré-fermentacéo foi efectuada por incubacdo em agitador orbital a 200rpm, durante 48
horas a uma temperatura de 34°C. As fermentagdes, foram inoculadas a 10% (v/v) com in6culo

proveniente da pré-fermentacgéo.

4.1.5. CONDICOES DE FERMENTACAO

As fermentagdes para produgao de celulases foram conduzidas com um volume de trabalho de
55 mL em erlenmeyers de 250 mL, e inoculados com in6culo proveniente da pré-fermentacéo a
10% (v/v). Os ensaios em erlenmeyer foram realizados a 28°C durante 96 horas num agitador
orbital.

A analise da evolugao da fermentacéao é feita por recolha de amostras do meio de cultura, de 2
mL de 24 em 24 horas, estas amostras sdo centrifugadas durante 5 minutos a 5000g numa
centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante é utilizado na determinagdo da concentragéo de
proteina total, actividade enzimatica e concentragdo de aglcares redutores.
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4.1.6. AQUISICAO DE IMAGEM

Para a andlise morfolégica do fungo, foi usada uma camara digital Olympus SP-500UZ

montada num microscépio Olympus BX41.

4.1.7. ESTERILIZACAO DE MEIOS E EQUIPAMENTOS

De modo a garantir condi¢des estéreis de crescimento do fungo Trichoderma reesei, todos os
meios (solidos de propagacédo, pré-indculos e producdo), balées e todos os restantes
acessorios necessarios a estes ensaios foram esterilizados num autoclave a 121 °C, a 1 atm,
durante 20 minutos. Os glucidos e cloreto de calcio foram esterilizados em separado dos

restantes constituintes dos meios de fermentacao.

Todas as manipulagdes do microrganismo (inoculacdo ou recolha de amostras) foram

realizadas a chama, de modo a manter a esterilidade.

4.1.8. REAGENTES

Ao longo do trabalho experimental foram usados diversos produtos quimicos, que se

apresentam na tabela 4.2, com os respectivos graus de pureza e fornecedores.

Tabela 4.2 - Lista de reagentes usados ao longo do trabalho experimental

Reagente Grau de pureza (%) Fornecedor
Acido citrico monohidratado 99.5% Applichem
Acido acético 100% Merck
Acido férmico 98-100% Analar
Acido succinico 99% Fluka
Hidrogenoftalato de potassio 99.5% Sigma-Aldrich
Agar - USB
D-Celobiose 98% Sigma
Cloreto de calcio dihidratado 99% Sigma
Cloreto de cobalto hexahidratado - Sigma
S]lizfgt?i?) Irc?goigohldratada para i Merck
Extracto de levedura - Merck
Dihidrogenofosfato de potassio 99% Sigma
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Reagente Grau de pureza (%) Fornecedor
Ir_ne?g:gzieoggir;omdratada para i Merck
Peptona - Oxoid
Sabouraud dextrose agar - Difco
Cloreto de sodio 99.5% Panreac
Sulfato de amonio 99% Panreac
Sulfato ferroso heptahidratado 99% Sigma-Aldrich
Sulfato de magnésio heptahidratado 98% Sigma
Sulfato de manganés monohidratado 99% Sigma
Ureia 99.5% Sigma
Tween 80 - Aldrich
Etanol absoluto 99.8% Carlo Erba
Hidréxido de so6dio 98% Sigma
Acido 3,5-dinitrosalicilico 98% Aldrich
Acido ortofosférico 85% Merck
Albumina sérica bovina - Sigma
Azul de Coomassie G250 - Fluka
Papel de filtro Whatman n®1 - Whatman
;I'ee:rr;iriztr(; t(;% c?od|o e potéssio 99% Sigma
Sulfato de zinco monohidratado 99% Fluka
D-glucose 99.5% Sigma
Glicerol 86-88% Ridel-de Haén

43



4.1.9. EQUIPAMENTO

Ao longo do trabalho experimental, para além do material corrente de laboratério, foram

utilizados os equipamentos, apresentados na tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Caracteristicas dos equipamentos utilizados

Designacao Marca Modelo
Autoclave Uniclave 88
Balanga analitica Mettler Toledo AG 204
Balanca analitica Sartorius CP225P
Balanca AE -

Banho térmico Grant OLS 200
Ss:;:gjgr?srefrigerada para Hermle 2393K
Centrifuga refrigerada Sartorius Sigma 3-18K
Espectrofotometro Pharmacia Biotech  Ultrospec U/V 3000
Estufa Selecta P Incubig
Incubador orbital Aralab 160E, série 8500
Incubador orbital Aralab Agitorb 200
Potenciémetro Metrohm 744 pH-Meter
Microscépio Olympus BX41
Cémara digital Olympus SP-500UZ

4.1.10. METODOS ANALITICOS

Ao longo das fermentagbes colheram-se amostras, as quais foram centrifugadas e o
sobrenadante resultante foi guardado para determinagdao da actividade celulolitica total, da
proteina total solUvel e concentragdo de aglcares redutores, e as amostras correspondentes as

96 horas para determinacao da actividade da B-glucosidase (celobiase).

4.1.10.1. ACTIVIDADE CELULOLITICA TOTAL

A actividade sobre papel de filtro, a qual descreve a actividade celulolitica total, foi realizada de

acordo com o procedimento seguinte descrito por Domingues [55]. Neste método, 0.5 mL de
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amostra convenientemente diluida em 2 ml de tampéao acetato 0.1M a pH 4.8 e 50 mg de
pequenos discos de papel de filtro Whatman N°®1 s&o incubados a num banho termostatizado a
50°C, com uma frequéncia de agitagdo de 75U/min, durante 60 minutos. Paralelamente, ao
ensaio enzimatico é feito um ensaio de controlo para cada amostra testada, em que a amostra
contendo a enzima é apenas adicionada apds incubacao e imediatamente antes da paragem
da reaccdo. A reaccdo enzimatica é terminada colocando as amostras a 100°C, durante 10
min. As amostras sdo centrifugadas a 5000g durante 5 minutos, para separagdo do papel de
filtro.

Os equivalentes de glucose (agucares redutores) formados durante o ensaio foram estimados
através do método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) [98], usando a glucose como padrao.
Onde, a quantidade de acguUcares redutores produzida enzimaticamente, expressa em termos
de massa equivalente de glucose, é obtida por subtrac¢do da massa equivalente de glucose

obtida no controlo, a massa equivalente de glucose obtida no extracto enzimatico.

As actividades foram expressas FPU/mL, onde uma unidade internacional de papel de filtro
(FPU) é definida como a quantidade de enzima que liberta 1umol glucose por minuto durante a

reacgao de hidrélise de 50mg de papel de filtro.

4.1.10.2. ACTIVIDADE DA B-GLUCOSIDASE (CELOBIASE)

A actividade da B-glucosidase foi determinada de acordo com os procedimentos padréo IUPAC
e expressa como unidades internacionais [99]. Neste método, 1 mL de amostra
convenientemente diluida em tampao citrato 0.05M a pH 4,8 é pré-incubada 5 min. A 50°C,
num banho termostatizado. Adiciona-se 1 mL de solugdo de substrato (celobiose 15mM em
tampéo citrato 0.05M, pH 4.8 — solugdo preparada sempre que usada), agita-se e incuba-se
num banho termostatizado a 50°C, durante exactamente 30 minutos. A reacgao enzimatica é
terminada por imersdo em agua fervente durante exactamente 5 minutos. Transferem-se os
tubos para um banho de agua fria. Paralelamente, ao ensaio enzimatico é feito um ensaio de
controlo para cada amostra testada, em que se realiza todo o procedimento excepto o passo

de incubagéo a 50°C (alteragado ao método descrito por Ghose [99]).

Uma unidade da actividade de B-glucosidase foi definida como a quantidade de enzima
convertendo 1umol de celobiose para produzir 2umol de glucose em 1 minuto. As
concentracoes de glucose nos hidrolisados de celobiose foram medidas usando um

bioanalisador YSI 7100MBS (sistema bioanalitico de multipar@metros).

4.1.10.3. QUANTIFICAGAO DE PROTEINA TOTAL

A quantificagdo de proteina total no sobrenadante foi realizada através do método de Bradford,
0 qual se baseia na interac¢do do corante especifico, Azul de Coomassie G-250, com as

ligagOes peptidicas das proteinas soluveis, originando um aumento de absorvéncia da mistura
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analitica proporcional a concentragdo de proteina. Nas condi¢cdes do ensaio, o corante esta
presente na sua forma catibénica (cor acastanhada), e ndo absorve fortemente a 595 nm.
Quando o corante se liga a uma proteina, ocorre uma estabilizagdo da forma anidnica
duplamente protonada do corante (restaurando-se a cor azul), que absorve na regido dos 595

nm.

Neste método, o reagente de Bradford, é constituido por 0.01% (p/V) de Azul de Coomassie G-
250, 5% (V/V) de etanol absoluto e 10% (V/V) de acido ortofosférico a 85%, em agua destilada.

O procedimento experimental consistiu na adicdo de 1 mL de reagente a 100 pyL de amostra,
deixou-se repousar durante 5 minutos, e leu- se a absorvéncia a 595 nm, tomando como
branco agua. Este método foi usado para quantificacdo de proteina no sobrenadante das
culturas de Trichoderma reesei Rut C-30. Os calculos de concentracdo foram efectuados com

base nas curvas de calibracao efectuadas entre 10 a 100 yg/mL de albumina sérica bovina.

Assim, pelo tratamento dos valores obtidos na realizacdo das curvas de calibragdo, da
regressao linear da média da absorvéncia a 595 nm em fungéao da concentragdo de albumina

sérica bovina, obteve-se a seguinte equagéo:
AbSsgsn, =4.3313 [BSA]- 0.0473,

para o intervalo de concentragdes de solugdes padrdo, de 10 a 100 yg/mL, com o coeficiente

de correlagao de 0,989, estando a curva representada no grafico da figura 4.1.
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Figura 4.1 - Curva de calibracdo do método de Bradford para determinacdo de proteina total da

absorvancia a 585nm em fungao da concentragdo de albumina sérica bovina

4.1.10.4. DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES

A quantidade de agUcares redutores nas culturas foi estimada usando o método de Miller [98],
usando a glucose como padrdo. Este método baseia-se na formagdo de um complexo
acastanhado, que pode ser estimado espectrofotometricamente, por reducado do &cido 3,5-

dinitrosalicilico por acucares redutores. A cada 0.5mL de amostra é adicionado 0.5 mL de
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reagente DNS. Apds homogeneizacdo da mistura, taparam-se os tubos com tampas metdlicas
e colocaram-se num banho a 100°C durante 5 minutos. Apds esse periodo e apds o
arrefecimento em agua corrente, adicionaram-se-lhe 5mL de agua destilada e leram-se as
respectivas absorvéncias a 540 nm contra um branco de agua. Os calculos da concentragao

séao feitos através de uma curva de calibragdo com glucose até 1 mg/mL.

Assim, pelo tratamento dos valores obtidos na realizacdo das curvas de calibragdo, da
regressao linear da média da absorvéncia a 540 nm em funcdo da concentracdo de glucose,

obteve-se a seguinte equacao:
Abss4onm =0.5639 [Glucose]- 0.0154,

para o intervalo de concentracdes de solugdes padrdo de 0.05 a 1.0 mg/mL, com o coeficiente

de correlagao de 0.9997, estando a curva representada no grafico da figura 4.2.
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Figura 4.2 - Curva de calibragdo do método de determinacdo de agucares redutores da absorvancia a

540nm em fungéo da concentragao de glucose

4.2. HIDROLISE ENZIMATICA

4.2.1. MATERIAL LENHOCELULOSICO

As matérias-primas utilizadas neste trabalho de optimizacdo do processo de hidrolise
enzimatica da fraccao soélida resultante de um pré-tratamento com &cido diluido, foram a esteva
(Cistus ladanifer) e a giesta (Cytisus striatus) recolhidas e cedidas pela Associacdo de
produtores florestais do Paul. As matérias-primas completas foram moidas a particulas de
tamanho entre 0.180 mm e 0.500 mm, e posteriormente sujeitas a um pré-tratamento com
acido diluido. O pré-tratamento foi realizado com acido sulfirico a 2.6% (p/p) numa razao
planta/liquido de 2 g de planta seca/10 mL de liquido, durante 75 minutos a 150°C. Apos pré-

tratamento, a matéria-prima foi lavada para remocgao de vestigios de acido e inibidores que
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possam ter sido formados durante o processo e separada a fracgao liquida da sélida, sendo a
ultima fraccao utilizada durante os ensaios de hidrélise enzimatica. As matérias-primas pré-
tratadas foram cedidas pela Unidade de Materiais Téxteis e Papeleiros, tal como a composi¢éo

qguimica apresentada na tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Composi¢do quimica das plantas completas utilizadas como matéria-prima para a hidrélise

enzimatica
L . Lenhina Lenhina . Total de Acucares
o Extractaveis  Cinzas i . Lenhina . .
Espécies [%] [%] Insoluvel  soluvel total [%] carbohidratos  removidos
[%] [%] [%]° [%1°
i i 30.2
Cistus ladanifer 7.4 3.1 32.0 2.2 34.2 55.3
(esteva) (302mg/g)
. ) 28.4
Cytisus striatus 47 0.8 22.4 23 247 69.8
(giesta) (284mg/g)

? Valores determinados por diferenga a partir dos outros componentes determinados

® Acticares removidos na fracgdo liquida resultante do pré-tratamento

4.2.2. ENZIMAS

Neste trabalho foram utilizadas trés preparagdes enzimaticas durante os ensaios preliminares e
duas para aplicagdo sobre os substratos durante as metodologias de desenho experimental.
Recorreu-se a utilizagdo de uma preparacdo enzimética consistindo de um complexo de
celulases NS50013 (actividade celulolitica sobre o papel de filtro de 63 FPU/mL e actividade da
B-glucosidase de 12CBU/mL, determinadas segundo os procedimentos descritos nos pontos
4.1.10.1. e 4.1.10.2.); a uma preparagdo enzimatica de PB-glucosidase, NS-50010 (com
actividade da B-glucosidase de 925CBU/mL, determinada segundo o procedimento descrito no
ponto 4.10.2.2) e um complexo multienzimatico, contendo carbohidrases, incluindo arabanase,
celulase, 3-glucanase, hemicelulase e xilanase, NS50012 (actividade celulolitica sobre o papel
de filtro de 3.6 FPU/mL, determinada segundo o procedimento descrito no ponto 4.1.10.1.),
recomendada pela Novozymes para quebrar as paredes celulares para extrac¢ao de
componentes Uteis a partir dos tecidos das plantas, aumentando a disponibilidade do amido e

reduzindo a viscosidade. Todas as preparacdes enzimaticas sdo da Novozymes.
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4.2.3. REAGENTES

Ao longo do trabalho experimental foram usados diversos produtos quimicos, que se

apresentam na tabela 4.5, com os respectivos graus de pureza e fornecedores.

Tabela 4.5 - Lista de reagentes usados ao longo dos ensaios de hidrélise enzimatica

Reagentes Grau de pureza (%) Fornecedor
Acido citrico monohidratado 99.5% Applichem
Acido acético 100% Merck
Acido férmico 98-100% Analar
Acido succinico 99% Fluka
Hidrogenoftalato de potassio 99.5% Sigma-Aldrich
D-Celobiose 98% Sigma
Etanol absoluto 99.8% Carlo Erba
Papel de filtro Whatman n®1 - Whatman
;I'e?rr::]riztr(; g?j §Odlo e potassio 99% Sigma
PEG 4000 - Merck
Tween 20 - Panreac Sintesis
Acido 3,5-dinitrosalicilico 98% Aldrich
Cloreto de tetraciclina - USB
Etanol 70% Panreac
Cicloheximida 94% Sigma
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4.2.4. EQUIPAMENTO

Ao longo do trabalho experimental, para além do material corrente de laboratério, foram

utilizados os equipamentos, apresentados na tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Caracteristicas dos equipamentos utilizados

Designacgao Marca Modelo
Balanca analitica Mettler Toledo AG 204
Bioanalizador
) o YSI 7100

multiparamétrico
Centrifuga refrigerada para

Hermle Z323K
eppendorfs
Espectrofotometro Pharmacia Biotech  Ultrospec U/V 3000
Estufa P Selecta Incubig
Incubador orbital Aralab Agitorb 200
Potenciometro Metrohm 744 pH-Meter

4.2.5. ENSAIOS PRELIMINARES DA HIDROLISE ENZIMATICA DA ESTEVA PRE-TRATADA

Os ensaios preliminares de hidrélise enzimatica foram realizados com a fracgdo sdlida de

esteva resultante do pré-tratamento com &cido diluido em frascos de vidro com tampa.

A mistura reaccional padrao conteve tampao citrato a pH 4.8 e concentracao final 0.05M, com
uma concentracédo de 2.5% (p/V) de sélidos com base no peso seco. A mistura reaccional, para
prevenir contaminagdo microbiana, foram adicionados tetraciclina e cicloheximida, a
concentracoes finais de 40pg/mL e 30ug/mL, respectivamente. Completou-se o volume final a 3
mL por adigdo da &gua necessaria, considerando-se que todas as solugdes e biomassa

possuiam uma gravidade especifica de 1.000 g/mL e o volume necessario de enzimas.

As misturas reaccionais foram incubadas em agitador orbital a 50°C para estabilizar a
temperatura, antes da adicdo das enzimas: 25FPU/g peso seco da matéria-prima pré-tratada
de actividade de celulases (complexo enzimatico de celulases NS-50013 da Novozymes) e 25
CBU/ g peso seco de actividade da B-glucosidase (B-glucosidase NS-50010 da Novozymes).

Posteriormente, incubou-se a mistura reaccional a 50°C e 250rpm, durante 72 horas.

A hidrolise enzimatica foi parada ao fim de 72 horas por imersdao imediata em gelo e
centrifugacdo a 5000g a 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi sujeito a determinagao

de glucose num analisador multiparamétrico YSI.
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Para se testar a influéncia de cada variavel no processo de hidrolise enzimética e determinar o
intervalo a usar no desenho experimental Plackett-Burman, variou-se um pardmetro de cada

vez.

4.2.6. APLICACAO DO DESENHO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN A HIDROLISE
ENZIMATICA DE GIESTA E ESTEVA PRE-TRATADAS

Tomando em consideracao os resultados obtidos pelos ensaios preliminares para a esteva pré-
tratada foram estudadas as variaveis segundo o método de Plackett-Burman, fazendo variar os
11 factores em simultaneo, quanto ao seu efeito na hidrélise enzimética de giesta e esteva pré-
tratada com &cido diluido. Este modelo foi escolhido por permitir o estudo de muitos factores
usando poucas medicoes, sendo um método Util para a seleccdao dos factores mais
importantes, quando se dispde de muitas variaveis [100]. A resposta considerada neste estudo
foi a relagdo de massa de glucose sobre massa seca de substrato, dado que nao se tem
conhecimento da concentragdo de celulose nas amostras, estabelece-se assim uma relagédo

entre a glucose produzidas pela hidrélise enzimatica da celulose e a massa total de substrato.

A tabela 4.7 apresenta as varidveis e os dois niveis usados no desenho experimental Plackett-
Burman. A selecgao do intervalo de trabalho deve ser tomado cuidadosamente, pois quando a
diferenca é pequena pode nao se mostrar qualquer efeito e um intervalo muito grande para
uma variavel sensivel pode mascarar outro componente [101]. O intervalo de trabalho foi
seleccionado considerando os valores obtidos para os ensaios preliminares e as limitagées dos
equipamentos utilizados.

Tabela 4.7 — Variaveis e seus dois niveis usados no desenho experimental Plackett-Burman

Variavel Nivel inferior (-1) Nivel superior (+1)
pH 4.0 6.5
Temperatura (°C) 30 55
Concentragao do tampéo (mM) 10 250
Concentragao de celulases (FPU/ g peso seco) 1 50
Concentragao de B-glucosidase (CBU/g peso seco) 1 300
Volume reaccional (mL) 1.5 6
Tempo (h) 24 120
Agitacéo (rpm) 100 250
Concentragao de substrato (%p/V) 2 12.5
Concentragéo de PEG 4000 (g/L) 0.01 0.2
Tipo de tampéo Acetato Citrato
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Na tabela 4.8, apresenta-se a sequéncia de ensaios realizados com os factores na forma

codificada.

Tabela 4.8 — Matriz dos ensaios para o desenho experimental segundo Plackett-Burmann com as
variaveis nas unidades codificadas

Conc Conc
) Conc. B- PEG
Conc. celulases ; Volume I Conc. ]
. Temperatura = glucosidase . Tempo Agitacao 4000 Tipo
Ensaio | pH (=C) tampao (FPU/g (CBUJ reaccional (h) (rpm) substrato g/ tampio

(mM) peso 9 (mL) P ®%pv) 99 P

peso seco) peso

seco)

seco)
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
3 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1
4 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1
5 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
6 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
7 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
8 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1
9 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1
10 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
11 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1
12 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1

Para os resultados obtidos foi efectuado o tratamento estatistico pela utilizagcdo do “software”
Design Expert 7.1.4.0.

4.2.7. APLICACAO DO DESENHO EXPERIMENTAL “CENTRAL COMPOSITE DESIGN” A
HIDROLISE ENZIMATICA DE GIESTA E ESTEVA PRE-TRATADAS

Apos andlise dos resultados obtidos da aplicacdo do método de Plackett-Burman na hidrolise
enzimatica de giesta e esteva pré-tratada com &cido diluido, seleccionaram-se os parametros
que apresentaram um efeito mais significativo. Estes par&metros foram utilizados para a
optimizacdao do processo utilizando uma metodologia de resposta de superficie (RSM),
recorrendo ao desenho experimental CCD - “Central Composite Design”. A resposta
considerada neste estudo foi a mesma anteriormente considerada para o estudo com o método

de Plackett-Burman.

O desenho experimental CCD visa a optimizacdo do processo de hidrélise enzimatica, sendo
adicionados para além dos pontos factoriais, pontos centrais e axiais e tendo-se realizados dois

replicados por ensaio.
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Na tabela 4.9 apresentam-se os niveis correspondentes as variaveis estudadas.

Tabela 4.9 — Niveis dos factores utilizados de acordo com o desenho experimental CCD

Niveis

Variavel

-2 -1 0 +1 +2
A - Temperatura (°C) 20 30 40 50 60
B - pH 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
C - Concentracao de celulases (FPU/ g peso seco) 1.5 21 40.5 60 79.5
D - Concentragéao de PEG 4000 (g/ g peso seco) 0.01 0.14 027 04 0.53
E - Tempo (h) 1.5 25 72 95.5

Na tabela 4.10 esta representada a matriz utilizada na hidrélise enzimatica quer da giesta quer
da esteva pré-tratada, com os factores na forma codificada.
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Tabela 4.10 — Matriz dos ensaios para o CCD com as variaveis nas unidades codificadas

Ensaio Temperatura pH Concentracao de celulases Concentracdo de PEG 4000 Tempo

(C) (FPU/ g peso seco) (9/g peso seco) (h)
1 -1 +1 +1 -1 +1
2 -1 -1 -1 +1 -1
3 -1 +1 +1 +1 -1
4 +1 +1 -1 -1 +1
5 -1 +1 +1 -1 +1
6 0 0 0 0 +2
7 0 0 0 0 0
8 +1 +1 -1 +1 -1
9 0 0 0 0 -2
10 -1 -1 +1 -1 -1
11 +1 -1 +1 -1 +1
12 0 0 +2 0 0
13 0 0 0 +2 0
14 0 0 -2 0 0
15 -1 -1 -1 +1 -1
16 +1 -1 +1 +1 -1
17 0 0 0 0 0
18 0 -2 0 0 0
19 0 0 0 0 0
20 +1 -1 -1 -1 -1
21 0 0 0 -2 0
22 +1 -1 -1 +1 +1
23 -1 +1 +1 +1 -1
24 -1 +1 -1 -1 -1
25 -1 -1 +1 +1 +1
26 +1 -1 -1 +1 +1
27 +1 +1 +1 -1 -1
28 0 0 0 0 +2
29 +1 +1 +1 +1 +1
30 +1 +1 +1 -1 -1
31 -1 -1 -1 -1 +1
32 0 0 0 0 0
33 -2 0 0 0 0
34 0 0 +2 0 0
35 -1 +1 -1 +1 +1
36 +1 -1 -1 -1 -1
37 +1 +1 -1 +1 -1
38 0 -2 0 0 0
39 +1 -1 +1 +1 -1
40 -1 -1 +1 +1 +1
41 -1 +1 -1 -1 -1
42 0 0 -2 0 0
43 -1 +1 -1 +1 +1
44 0 0 0 +2 0
45 +2 0 0 0 0
46 +2 0 0 0 0
47 +1 +1 -1 -1 +1
48 -1 -1 -1 -1 +1
49 0 7 0 0 0
50 0 7 0 0 0
51 -1 -1 +1 -1 -1
52 0 0 0 0 0
53 +1 +1 +1 +1 +1
54 -2 0 0 0 0
55 +1 -1 +1 -1 +1
56 0 0 0 0 -2
57 0 0 0 0 0
58 0 0 0 -2 0




4.2.8. METODOS ANALITICOS

4.2.8.1. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE GLUCOSE

A determinacao da concentrac¢do de glucose no sobrenadante foi realizada com a utilizagdo de

um bioanalisador multiparamétrico.

O equipamento possui uma sonda onde se localizam membranas e onde existe uma enzima
especifica para o substrato de interesse imobilizada entre duas camadas de membrana, de
policarbonato e acetato de celulose. O substrato é oxidado quando passa na camada com
enzima, produzindo peréxido de hidrogénio, o qual passa através do acetato de celulose para
um eléctrodo de platina onde o perdéxido de hidrogénio € oxidado. A corrente resultante é

proporcional a concentragdo de substrato.

@ Analito Eléctrodo
® Oxigénio de platina_____
®* Peroxido de Camada de enzima ;;’_:\j

hidrogénio imobilizada

®
o °°
d ®
PR e o Camada de acetato
® Camada de policarbonato de celulose

Figura 4.3 — Representagéo esquematica do funcionamento da sonda de determinagéo da concentracdo

de glucose

Considerando as trés camadas da membrana. A primeira camada, policarbonato poroso, limita
a difusdo do substrato para a segunda camada (enzima), prevenindo que a reac¢do seja
limitada pela enzima. A terceira camada, acetato de celulose, permite que somente pequenas
moléculas, tais como peroxido de hidrogénio, atinjam o eléctrodo, eliminando muitos

compostos electroquimicos activos que possam interferir com a medigao.

A D-glucose é oxidada na presenca de glucose oxidase, produzindo perdxido de hidrogénio e

glucono-lactona.

glucose oxidase
D — glucose + 0, ——— > D — glucono — § — lactona + H,0,

De seguida, o peroxido de hidrogénio é oxidado no &nodo de platina, produzindo electrées. O
fluxo de electroes é proporcional a concentracdo de H,O, e, assim, a concentracdo de

substrato.

Anodo de platina

H,0, 2H*+0, +2e”
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As determinagdes sao realizadas apds calibragdo com calibrador de 1.80 g/L de glucose e
verificagdo de linearidade, permitindo-nos a determinacao directa de glucose num intervalo de

0.05 a 18.0 g/L, para 10uL de amostra.
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CAPITULO V — RESULTADOS E DiscussAo
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5.1. PRODUCAO DE CELULASES

Com o objectivo de estudar a influéncia de diferentes sistemas tamponados na produgao de
enzimas e morfologia dos fungos, foram produzidas enzimas celulases por fermentagdo de
Trichoderma reesei Rut C-30 em meio de Mandels modificado e suplementado com quatro
tampdes diferentes. Os sistemas tamponantes estudados neste trabalho encontram-se
descritos na tabela 4.1. Como controlo foi utilizado um meio ndo tamponizado, onde a
dissolugéo do meio de cultura foi efectuada em agua e o pH acertado no inicio da fermentagao
a4.8.

Dado que, existem relatos da associacao entre substrato sélido no meio de fermentagéo e
crescimento fungico em forma agregada (crescimento em “pellet” ou crescimento por adesao)
[80], foram usadas, neste estudo, fontes de carbono sollveis, glucose e lactose. Além disso,
estas fontes tém a vantagem de permitirem um melhor controlo da fermentagéo, simplificando o
processo operacional, aumentando drasticamente a produtividade e consequentemente a
reducdo do custo de produgé@o de enzimas [102]. A concentragdo de glucose e lactose usada
foi estabelecida considerando o estudo realizado por Figueiredo [103]. O estudo realizado por
Olsson e seus colaboradores [43] sobre a influéncia das fontes de carbono na producao de
celulases e hemicelulases pelo T. reesei Rut C30, vem apoiar a seleccao efectuada, dado que
demonstrou que as actividades enzimaticas resultantes de crescimento numa mistura de
substratos comparativamente com um s6 substrato eram geralmente superiores, mantendo a

fonte de carbono constante a 50g/L.

A concentragdo de inéculo usada manteve-se constante, de forma a evitar que ocorressem
alteragdes morfologicas devidas a variagdo do in6culo, tal como verificado em diversos estudos
[73], [82]

5.1.1. UTILIZACAO DE TAMPOES PARA CONTROLO DO PH DURANTE A FERMENTAGCAO

Como o crescimento e produgao de celulases pelo T. reesei séo influenciados pelo pH, este é
um factor a ter em consideragdo quando se pretende produzir celulases, utilizando esse fungo.
Durante a fermentacao com T. reesei, 0 pH do meio de cultura desce de 4.8 até valores tao
reduzidos como 2.5 apos 2 dias, devido a formacao de acido. Stenberg [61], demonstrou que o
decréscimo do pH do meio de 3.0 para 2.4 resulta na perda de 50% da actividade celulolitica

sobre o papel de filtro.

Como em fermentacdes a escala laboratorial em erlenmeyer, o controlo do pH s6 é possivel
por ajuste manual, o qual € um processo tedioso e ineficiente, o desenvolvimento de um meio

tamponado foi tentado por utilizagéo de vérios sistemas tamponados.

A aplicacdo de tampdes no meio de fermentacdo para a produgéo de celulases, em cultura em
erlenmeyer, ja foi estudada por Juhdsz e seus colaboradores [63] e Kadam e seus

colaboradores [62] com resultados divergentes. Juhasz e seus colaboradores [63] concluiram
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que tampdes baseados em &cido organicos podem néo permitir a regulagéo do pH ao longo da
fermentagdo, visto que possivelmente ocorria a sua metabolizacdo pelo microrganismo, T.
reesei, e que a aplicagdo de tampdes resultou numa ligeira diminuicdo da actividade das
celulases comparativamente com o0 meio ndo tamponado. No entanto, Kadam e seus
colaboradores [62], referiram a melhoria na produgédo de celulases por T. reesei Rut C-30

devido ao efeito da adigdo de tampéo citrato a pH 3.5.

Assim sendo, para clarificar o efeito de tampdes na produgdo de celulases, foi testada a
aplicagao de diversos tampdes compativeis fisiologicamente com o fungo, em ensaios
realizados em erlenmeyers. O pH final, obtido ap6s 96 horas de fermentacdo, em erlenmeyer

apresentou-se superior a 3, sendo que o pH da cultura de controlo era de 2.2 (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - pH ao fim de 96 horas de fermentagéo

Ensaio ds::;e;‘;;a(gr::n) pH inicial pH final
50 4.0 3.37
Tampéo citrato 50 4.8 417
100 4.8 4.45
50 4.0 3.07
Tampéo succinato 50 4.8 5.05
100 4.8 5.03
50 4.0 4.16
Tampao formato 50 4.8 4.54
100 4.8 7.46
50 4.0 3.04
Tampao ftalato 50 4.8 3.82
100 4.8 4.28
Sem suplementagdo com tampao 4.8 2.24

A utilizacdo, destes sistemas tamponados, demonstra a sua capacidade para auxiliar na
manutengdo do pH do meio de cultura em valores que podem evitar a perda de actividade
enzimatica causada pelo decréscimo do pH durante a cultura, dado que ndo se verificou uma
quebra significativa na actividade das celulases ao longo do tempo de fermentagédo, quando

comparado com o meio sem adi¢do de tampao (Figura 5.1).
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Figura 5.1 — Influéncia da suplementagédo do meio de cultura com tampdes sobre a actividade celulolitica

Concluindo, os tampdes estudados neste trabalho demonstraram capacidade minima de
regulacdo, neste trabalho, ndo obstante sdo capazes de prevenir uma reduc¢édo do pH a valores
inferiores a 3 em culturas de T. reesei Rut C-30.

5.1.2. EFEITO DA SUPLEMENTAGAO DO MEIO DE CULTURA COM DIFERENTES TAMPOES

De forma a proceder a uma comparacao do efeito da suplementagdo do meio de cultura com
diferentes tampodes, foi avaliada a concentracdo da proteina extracelular e actividade
celulolitica, ap6s 96 horas de fermentagéo.

Quando comparadas culturas tamponadas com culturas ndo tamponadas (agua) relativamente
a actividade celulolitica sobre papel de filtro, pode verificar-se que as culturas tamponadas
apresentam actividades consideravelmente superiores. Os resultados sumarizados na figura
5.2 mostram que a actividade enzimatica mais elevada foi obtida quando o meio de cultura foi

suplementado com tampéao succinato 100mM, pH 4.8 chagando a um valor de 1.9 FPU/mL.
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Figura 5.2 — Actividade enzimatica sobre o papel de filtro apds 96 horas de fermentagéo

Como se pode observar na figura 5.2 e 5.3, 0 comportamento apresentado para a actividade
enzimatica é o mesmo que para a concentra¢do de proteina no sobrenadante.
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Figura 5.3 - Concentragao de proteina no sobrenadante apds 96 horas de fermentacédo

Embora, as condi¢cées usadas nestes ensaios ndo correspondam as mais favoraveis para a
producao de B-glucosidase, a actividade desta enzima foi determinada para todas as culturas
as 96 horas. Pelos ensaios realizados verificou-se que a actividade da B-glucosidase
apresentou valor superior com o tampéao succinato a 100mM, pH 4.8 (0.4Ul/mL). Embora este

seja um valor relativamente baixo, este é representativo quando comparado com a cultura de
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controlo (meio sem suplementacdo com tampdo) o qual nao apresentou actividade de B-

glucosidase (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - Actividade da B-glucosidase ap6s 96 horas de fermentagao

Nos ensaios realizados com sistemas tamponados, as actividades celuloliticas medidas para
0s ensaios onde o meio de cultura foi suplementado com tampao citrato foi de
aproximadamente 3.3 a 3.8 vezes superior ao obtido com culturas ndo tamponadas, no caso do
tampao succinato existiu um aumento de 4 a 5.7 vezes e para os ensaios de suplementacao do
meio com tampdao ftalato ocorreu um aumento da actividade celulolitica de 2.2 a 4.4 vezes,
apdés 96 horas tomando como base de comparagdo o ensaio de controlo sem adigdo de
tampé&o ao meio de cultura.

Nos ensaios com sistema tamponante formato, as actividades das enzimas celuloliticas
medidas foram de 1.2 a 4.9 vezes superiores as obtidas para culturas ndo tamponadas. No
caso da suplementacdo do meio com tampdo formato a diferenca entre 50mM a pH 4.0 e
50mM a pH 4.8, tomando em consideragao a actividade enzimatica das celulases (Figura 5.2) e
producdo de proteinas extracelulares (Figura 5.3), foram directamente relacionadas com o
crescimento do fungo. Dado que, o crescimento fungico foi diminuto a pH 4.0. Para o tampao
formato a uma concentracdo de 100mM e pH 4.8 o crescimento do fungo néo foi observado
nas primeiras 24 a 48 horas, observagédo que se pode correlacionar com a baixa producao de
proteina extracelular e actividade enzimatica. Este fenémeno pode ser justificado pela
necessidade de adaptagdo fisiolégica do organismo aos compostos que fazem parte da
constituicdo deste sistemas tamponante (formato), para crescimento. Usando a equacgédo de
Henderson-Hasselbach, pode verificar-se que quando ocorre uma variagdo da percentagem de
espécie de acido féormico com a variacdo de pH e concentragdo de tampao, sendo que quando
ocorre redugao do pH de 4.8 para 4.0, a percentagem de espécie &cido férmico aumenta de 8.1

a 35.7%, respectivamente (Tabela 5.2). Sendo que o0 mesmo efeito ocorre quando se aumenta
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a concentracao do tampéao de 50mM para 100mM, onde o aumento desta espécie vai de 8.1 a
16.2%, respectivamente. Considerando a percentagem da espécie &cido férmico, o
crescimento do fungo e producdo enzimatica, pode dizer-se que a inibicdo & proporcional a
percentagem da espécie de acido formico no tampado. Assim, parece razoavel colocar a
hipétese de que a percentagem da espécie de acido férmico no sistema tamponante se
comporte como um composto inibidor do crescimento flngico até que ocorra uma adaptagao

do organismo a composi¢cao do meio.

Tabela 5.2 - Percentagem da espécie acido formico no tampéao formato a diferentes concentragdes e pH

% Espécie acido
Condicoes formico
pH 4,0; 50mM 35,7
pH 4,8; 50 mM 8,1
pH 4,8; 100mM 16,2

O perfil de producdo de celulases mostrou-se paralelo ao das proteinas extracelulares nas
diversas fermentacOes realizadas. Se se comparar o efeito dos diferentes tampdes para os
parametros estudados com a concentragdo de proteina extracelular, verifica-se uma producao
de proteina superior para os tampdes citrato e succinato tomando o meio ndo tamponando
como referéncia. Para culturas suplementadas com tampao ftalato, os resultados obtidos
indicam que para este tampéao a actividade especifica é superior, como se pode verificar na
figura 5.5.
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Figura 5.5 - Actividade especifica para as culturas suplementadas com diferentes sistemas tamponantes
e sem adicdo de tampéo (controlo)

De forma a analisar o efeito da concentragdo do tampao na producdo de proteina e actividade
enzimatica, foram estudadas duas concentragées diferentes dos tampdes (50 e 100mM). Como
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se pode verificar pela andlise das figuras 5.2 e 5.3, as culturas tamponadas com tampao
succinato e ftalato apresentam uma tendéncia semelhante relativa a produgcdo de proteinas
extracelulares e celulases, tendo em consideracao o pH e concentragdo do tampao testadas. O
valor méximo de actividade das celulases sobre o papel de filtro foi obtido quando a
concentracdo dos tampdes subiu até 100mM. Em contraste, as culturas tamponadas com
tampao citrato apresentaram uma tendéncia inversa a apresentada para os casos dos tampdes
succinato e ftalato, sendo que com o aumento da concentragdo do tampao citrato ocorre uma
diminuicao da actividade celulolitica, o que esta de acordo com os resultados apresentados por
Juhasz e seus colaboradores [42], que testaram diferentes concentragdes de tampéo Tris-
maleato e demonstraram que quanto maior a concentragao do tampéo menor a actividade das

celulases sobre o papel de filtro no quinto dia de fermentacéo.

No presente estudo, a influéncia da concentracao do tampéao sobre a actividade das celulases

esta dependente do tampao usado para suplementacdo do meio de cultura.

De acordo com o estudo de Domingues e seus colaboradores [73] sdo necessarios diversos
elementos vestigiais para a produgcédo de celulases. De acordo, como os mesmos estudos,
quando a concentracdo de ides metalicos no meio foi reduzida para metade, ocorreu uma
diminuicdo na concentragdo de proteinas extracelulares e actividade das celulases sobre o
papel de filtro [73]. Considerando que o citrato € um reconhecido agente quelante, a
suplementacdo do meio de cultura com este tampao pode levar a um sequestro dos ides
reduzindo a biodisponibilidade mineral. Assim, as diferentes tendéncias de producao
relativamente a outros tampdes podem ser devidas a reduzida disponibilidade de elementos
vestigiais na presenga de citrato. Esta hipdtese é reforgada pela inferior actividade enzimatica

obtida quando se eleva a concentracao de citrato.

5.1.2.1. EFEITO DA SUPLEMENTAGCAO DO MEIO DE CULTURA COM DIFERENTES TAMPOES
SOBRE A MORFOLOGIA

E conhecido que o estado morfolégico do fungo Trichoderma reesei Rut C-30 afecta o
crescimento e a producdo de celulases, podendo dizer-se que existe uma morfologia mais
adequada para a maxima produtividade. Assim para controlar a morfologia, € necessério
conhecer a relacao existente entre as condi¢cdes da fermentagdo e a forma morfoldgica do
fungo. O fungo Trichoderma reesei cresce com diversas formas morfolégicas em cultura em

erlenmeyer, dependendo da composi¢ao do meio de cultura.

De forma a avaliar o efeito da suplementacdo do meio de cultura com diferentes tampdes sobre
a morfologia de T. reesei Rut C-30, foram realizados vérios ensaios. Todos os ensaios foram
iniciados com um in6culo constituido por elementos hificos dispersos. O indculo foi produzido a
partir de uma cultura em “batch” em meio de Mandels modificado ndo tamponado a pH 4.8,
iniciando-se o crescimento a partir de esporos e levando a cultura de 48 horas a uma

morfologia dispersa. Quando se iniciou a fermentacdo do fungo em meio suplementado com
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diferentes tampdes, a morfologia observada inicialmente nas culturas modificou-se de acordo

com o tampdao utilizado. No entanto, considerando-se o ensaio relativo ao meio de Mandels

modificado sem suplementacdo com tampao verificou-se que a morfologia inicial se manteve

durante todo o periodo de fermentacgéo.

A tabela 5.3 mostra imagens microscopicas recolhidas a partir das 24 horas até as 96 horas,

onde é visivel a evolugdo morfoldgica do fungo ao longo do tempo de fermentagcdo com os

diferentes tampdes testados, quando se usa uma concentracdo de 50mM a pH 4.8.

Tabela 5.3 - Evolugdo da morfologia do Trichoderma reesei Rut C-30 ao longo do tempo, em meio sem

adicdo de tampdes e por suplementacdo com tampdes citrato, formato, succinato e ftalato — ampliagao

40x

Sistema
tamponante

Sem adicao
de tampao

Tampao
citrato 50
mM, pH 4.8

Tampao
formato 50
mM, pH 4.8

Tampao
succinato
50 mM, pH

4.8

Tampao
ftalato 50
mM, pH 4.8

Tempo

24h 48h 72h 96h

As 24 horas de fermentacdo, a forma morfolégica de todas as culturas é semelhante. Nesta

altura, as culturas podem encontrar-se numa fase de adaptacgéo fisioldgica aos constituintes do

sistema tamponante. As 72 horas, a morfologia ja se encontra estabelecida em todos os casos,
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sendo clara a transicdo de formas em “clumps” a formas em “pellet” nas culturas
suplementadas com os tampdes citrato, succinato e ftalato 50mM e pH 4.8. Os primeiros
“pellets” que surgem nao sdo mais do que “clumps” densos, mas gradualmente observa-se o

surgimento de “pellets” com um core denso esférico ou elipsoidal.

Em todas as culturas suplementadas com tampdo formato, tal como para as culturas
suplementadas com tampdes citrato e succinato a 100mM e as de pH 4.0, a maioria do micélio
encontra-se em forma de “clumps”, como particulas de filamentos interligados em torno de um

pequeno core, ndo possuindo uma estrutura compacta usualmente referida como “pellet”.

Em meio suplementado com tampéo ftalato, encontram-se uma diversidade de morfologias
desde hifas dispersas a “pellets”, sendo que as formas dispersas se dividem em hifas dispersas
livremente e agregados ou “clumps”. Em culturas de meio suplementado com tampao citrato e
ftalato (50mM, pH 4.8) observou-se maioritariamente, a formagédo de “pellets” compactos

esféricos a elipsoidais de core compacto com crescimento lateral limitado.

Em culturas suplementadas com tampao succinato 50mM e pH 4.8, os “pellets” apresentam-se
como massas de hifas com ligeiramente entrelagadas, formando “fluffy pellets”. Nas mesmas

condicdes, os ensaios com tampao formato apresentam agregados dispersos (“clumps”).

O Trichoderma reesei Rut C-30 apresentou diferentes morfologias consoante o pH dos
tampdes utilizados. Com os sistemas tamponantes citrato e succinato, passando de pH 4.0
para 4.8, a morfologia macroscépica apresentou um aumento na agregacdo dos elementos
hificos apds 48 horas. O mesmo aconteceu com a cultura suplementada com tampao ftalato,
tendo sido reduzido o tamanho do “pellet” em consequéncia da diminuicdo do pH. Estes
resultados estdo de acordo com Papagianni [59] que reviu a morfologia de fungos em
processos de cultura submersa, e refere a tendéncia de formacéao de “pellets” a medida que o
valor de pH da cultura aumenta. No entanto, segundo Lejeune [104], no seu trabalho com T.
reesei QM9414 a morfologia s6 sofre modificacbes moderadas com o pH, isto pode entao
sugerir que cada estirpe de T. reesei pode responder de modo diferente ao ambiente que o

rodeia.

Embora, a natureza da regulacdo da adesividade da parede celular em microrganismos
filamentosos ainda ndo esteja definida e se encontre correntemente sob investigagdo, foi
proposto que as principais forcas responsaveis pela agregacado celular sejam interacgoes
hidrofobicas das paredes celulares [82]. Os resultados, obtidos neste estudo, sugerem que os
tampdes podem modificar as propriedades das paredes celulares e influenciar a morfologia
fungica. Quando a concentracdo do tampao aumenta, o fungo Trichoderma reesei Rut C-30
respondeu com uma diminuicdo da agregagao micelial. Com o aumento da concentragéo de
tampdo de 50mM para 100mM, a pH 4.8, ocorreu uma modificagdo significativa na
compactagao e rugosidade, em todos os sistemas tamponantes estudados, tal como se pode
verificar na tabela 5.4. Em alguns casos pode ver-se uma clara transicdo de “pellets”

compactos para agregados com micélio livre.
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Tabela 5.4 - Morfologia do Trichoderma reesei Rut C-30 em meio suplementado com tampdes citrato,
formato, succinato e ftalato, usando duas concentragdes diferentes de tampao e pH, apds 96 horas —
ampliagéo 40x

Sistema Condicoes
tamponante 50mM, pH 4.0 50mM, pH 4.8 100mM, pH 4.8

Tampao
citrato

Tampao
formato

Tampao
succinato

Tampao
ftalato

A comparagao entre diferentes fermenta¢cdes mostrou que a suplementacdo dos meios de
cultura com tampdes tem um papel importante na morfologia do fungo e na producdo de
celulases.Isto € muito evidente para os resultados obtidos para o tampéao succinato 100mM a
pH 4.8 e para tampéo formato 50mM a pH 4.8. os resultados também indicam um aumento da
actividade celulolitica sobre o papel de filtro com o aumento da concentracdo do tampao e
diminui¢cdo da agregagéo no caso dos tampodes ftalato e succinato. No entanto, ndo se observa
a mesma situagdo com o tampao citrato, provavelmente devido a sua capacidade quelante.
Estes resultados estdo de acordo com o trabalho apresentado por Domingues [73] onde
referiram que a morfologia dispersa aumenta a concentracdo de proteina extracelular e a

actividade enzimética das celulases.

5.1.3. CONCLUSOES

Em concluséo, foi estudada a influéncia dos diferentes tampdes e da sua concentragdo na
producéo de celulases, usando Trichoderma reesei Rut C-30, sendo que os resultados indicam

que a adicdo de tampdes ao meio de cultura para a produgéo de celulases favorece o aumento
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da actividade celulolitica sobre o papel de filtro, quando comparados com meio de Mandels

modificado que ndo tenha sido suplementado com tampdes.

Verificou-se, ainda, que as variagdes nos tampdes usados para suplementacdo do meio de
cultura resultaram em modificagées significativas na morfologia do micélio, possivelmente
afectando as forcas de coesdo e/ou repulsdo entre células. Foi também observado que
variagdes significativas na morfologia micelial, como consequéncia de aplicagdo de diferentes

sistemas tamponantes, afectam a producéo de celulases.

Tal como, sugerem os presentes resultados, a morfologia do fungo depende fortemente dos
sistemas tamponantes que possam ser usados na suplementacdo dos meios de cultura, tendo
em conta a sua concentracao e pH, sugerindo que poderd ser benéfico manipular estes

parametros por forma a favorecer as morfologias que levem a uma melhor produtividade.
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5.2. HIDROLISE ENZIMATICA

Esta parte do trabalho foi iniciada com a realizagdo de ensaios preliminares sobre o processo
de hidrolise enziméatica de residuos florestais, nomeadamente dos arbustos: esteva (Cistus
ladanifer) e giesta (Cytisus striatus), sendo que, numa primeira fase se fizeram variar
individualmente os diferentes factores que influenciam o processo. Apds verificagdo da
influéncia dessas variaveis sobre o processo, estabeleceram-se intervalos a utilizar numa
metodologia factorial através de um desenho experimental Plackett- Burman. Este método foi
utilizado com o objectivo de seleccionar os factores mais importantes de entre diversos factores
possiveis. De seguida, para optimizagdo do processo, usaram-se os factores seleccionados
através da metodologia anterior, numa metodologia de resposta de superficie, usando um
desenho experimental “Central Composite Design” (CCD).

Os ensaios foram realizados usando como substratos giesta e esteva pré-tratada com é&cido
diluido, seguida de uma separacédo da fraccao sélida da liquida. Pois segundo, Tengborg e
seus colaboradores, concluiram que a inclusdo do pré-hidrolisado (frac¢do liquida) inibia a
hidrélise enzimatica de espruce pré-tratado e que a lavagem da fracgao sélida com agua antes
da hidrolise enzimatica levava a um aumento substancial da conversao da celulose [105].

Como néo se possuia a percentagem de celulose existente nos substratos utilizados, esteva e
giesta, para se poder determinar o grau de conversdo de celulose a glucose, logo, o
rendimento da reaccao, estabeleceu-se, para comparagédo entre ensaios, a utilizagdo de uma
relagdo da massa de glucose produzida por hidrélise enzimatica em fungdo da massa de

substrato (matéria-prima) usada no ensaio.

5.2.1. ENSAIOS PRELIMINARES

Para a realizacdo dos ensaios preliminares e avaliagdo dos intervalos a utilizar nas

metodologias de desenho experimental, foi utilizada como substrato a esteva pré-tratada.

5.2.1.1. EFEITO DAS CONDIGOES DO SUBSTRATO

Uma vez que os ensaios foram realizados em pequena escala e a manipulacdo da biomassa
lenhocelulésica seria mais fécil apdés secagem, realizaram-se ensaios para se determinar a
influéncia das condicbes em que se apresenta o substrato, seco ou humido, procedendo-se a
realizacdo de ensaios de hidrélise enzimatica segundo o procedimento descrito no ponto 4.2.3.
Os resultados revelam que a utilizacdo da biomassa lenhocelulésica na forma hdmida

directamente resultante da separagdo das fracgbes sélida e liquida apds pré-tratamento,
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conduz a uma degradacao da celulose superior a obtida pela utilizagdo do substrato seco,
como se pode verificar na figura 5.6.
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Figura 5.6 - Relacédo de massa de glucose/peso seco em funcdo do estado em que se apresenta o

substrato

Estes dados vao de encontro ao referido nos protocolos do NREL Ethanol Project [106]. De
acordo com estes, todos os materiais lenhocelulésicos que tenham sido submetidos a um pré-
tratamento aquoso nunca devem ser submetidos a secagem antes da digestdo com enzimas,
dado que pode ocorrer um colapso irreversivel do poro na microestrutura da biomassa levando
a uma diminuicao da libertagdo enzimatica de glucose a partir da celulose.

Assim sendo, nos ensaios subsequentes foi utilizada a biomassa sempre numa forma himida
procedente directamente do pré-tratamento ap6s separacao das fracgoes sélida e liquida e

lavagem da primeira.

5.2.1.2. EFEITO DO PH

Considerando, o intervalo indicado pelo fabricante (apresentado na tabela 5.5) para as
diferentes preparagdes enzimaticas NS-50013 e NS-50010. Estudou-se o efeito do pH do
tampao utilizado na mistura reaccional verificando o efeito que este tem sobre as enzimas

usadas, para tal foram utilizados tampdes de pH 4.0; 4.5; 4.8; 5.0; 5.5; 6.0 e 6.5.
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Tabela 5.5 - Intervalos de pH recomendados pelo fabricante para as preparagdes enzimaticas

_ o Intervalo de pH recomendado
Preparacées enzimaticas .
pelo fabricante

NS-50013 (Complexo de
celulases)

4.5-6.5

NS-50010 (B-glucosidase) 2.5-6.5

Os resultados do estudo do efeito do pH sobre as enzimas aplicadas no processo de hidrélise
enzimatica, revelam que o valor de pH 4.8 conduz a uma maior libertagdo de glucose a partir
da celulose da biomassa lenhocelulésica, pressupondo uma maior actividade das enzimas
nestas condigdes, tal como se pode observar na figura 5.7. Este valor corresponde ao referido

na literatura [16].
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Figura 5.7 - Relagéo de massa de glucose/peso seco em fungao do pH

5.2.1.3. EFEITO DO TIPO DE TAMPAO

Na literatura pode-se encontrar referéncia a utilizacdo de dois tipos de tampao para
determinacdo da actividade das celulases: tampao citrato [99] e acetato [107], assim
considerando a possivel influéncia dos sistemas tamponantes na actividade celulolitica foram
estudados diversos tampdes com capacidade tamponante num intervalo onde se encontra o
valor de pH 4.8 (tabela 5.6).
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Tabela 5.6 - Intervalo de capacidade tamponante de cada tampao utilizado nos ensaios

Sistema tamponante Capacidade tamponante pKa
Tampao citrato 2.15-6.51 3.13; 4.76; 6.40
Tampao acetato 3.6-5.6 4.76
Tampao formato 26-438 3.75
Tampao succinato 3.8-6.0 4.21;5.64

Por analise da figura 5.8, se se considerar o valor médio obtido para a relacdo de massa de
glucose produzida em fungdo do peso seco da biomassa lenhoceluldsica utilizada, em cada
ensaio, verifica-se que a libertagdo de glucose é maxima para o tampao citrato, nao se
observando, no entanto, uma variagdo muito significativa com a utilizacdo dos diferentes

tampdes.
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Figura 5.8 - Relagdo de massa de glucose/peso seco em fungéo do tipo de tampéao
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5.2.1.4. FORCA IONICA DO TAMPAO

Ao analisar-se a figura 5.9 pode verificar-se que existe uma correlacao entre a forga i6nica do
tampéao e a libertagdo de glucose a partir da celulose presente na esteva pré-tratada. Com o
aumento da forga ionica existe uma diminuigéo da libertagao de glucose. Segundo, Kim e Hong
[108], que realizaram estudos acerca do efeito da forgca i6nica na adsorgcdo das CBHI e Il em
celulose microcristalina, referem que para a CBHI com o aumento da forga i6nica a ligacdo a
celulose é melhorada indicando a presenca de interacgbes hidrofébicas na ligagéo.
Considerando a hidrofobicidade da lenhina e a presenga de residuos hidrofébicos a superficie
das celulases [50], o aumento da forga ibnica podera favorecer a ligagdo inespecifica das

enzimas a lenhina e celulose, assim diminuindo o rendimento da reac¢éo (Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungéo da concentragdo do

tampéao
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5.2.1.5. EFEITO DO TEMPO

A hidrélise da esteva pré-tratada foi efectuada em tempos de um intervalo de 24 a 168 horas e
os resultados encontram-se apresentados na figura 5.10, observando-se que a libertacdo de

glucose aumenta gradualmente ao longo do intervalo de tempo estudado.
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Figura 5.10 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungéo do tempo de reacgéo

5.2.1.6. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO

A concentragdo de substrato € um factor considerado importante na hidrélise enzimatica dos
substratos lenhoceluldsicos, porque este influencia a velocidade, grau e rendimento da
hidrélise, e assim, influencia significativamente o potencial tecnoeconémico do processo global
[15]. Assim sendo, foi estudado o efeito da concentracdo de esteva pré-tratada, sob o processo
de hidrélise enzimatica. Os resultados do efeito da concentracdo de biomassa lenhocelulésica
(esteva pré-tratada) com base no peso seco sobre a libertagdo de glucose a partir da celulose
encontram-se representados na figura 5.11. Foram testadas percentagens de fracgao sélida de
1;2;2.5;5;7.5;10 e 15% com a aplicagdo de uma quantidade fixa de celulases de 25FPU/ g
peso seco de esteva pré-tratada. Entre as diferentes percentagens de fraccdo sélida, nao
foram observadas diferengas significativas em termos de libertagdo de glucose. Diversos
estudos, referiram que com o aumento da concentragdo de substrato usualmente resulta numa
diminuigao do rendimento da hidrélise devido a inibicao pelo produto, inactivacdo enzimatica ou
dificuldades de agitacdo e outros até determinada concentracdo nao apresentaram variagoes
significativas [109]. Neste caso, a utilizagdo de uma concentragcao de enzima suficiente € uma
explicagcdo possivel para a baixa diferenga verificada a diferentes percentagens de fracgao

sélida.
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Figura 5.11 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungdo da percentagem de

fracgéo solida

5.2.1.7. EFEITO DO VOLUME REACCIONAL

Os resultados do efeito do volume reaccional na libertagdo de glucose a partir de celulose, para
os volumes de 1.5; 3; 4.5 e 6 mL, encontram-se representados na figura 5.12, ndo se
verificando no entanto, uma influéncia significativa no rendimento da hidrolise enzimatica,
tomando por base uma percentagem de fraccao sélida de 2.5% e uma agitacdo de 250 rpm,
mantendo as propor¢des de todos os constituintes da mistura reaccional, o que pode levar a

que a transferéncia de massa nestas condi¢des ocorra de forma adequada.
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Figura 5.12 - Relacdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fun¢éo do volume reaccional
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5.2.1.8. EFEITO DA AGITACAO

O efeito da agitacao foi testado em incubador orbital para 100 e 250rpm. Verificando-se pelos
resultados apresentados na figura 5.13, que para a agitacdo mais elevada a glucose libertada a
partir da celulose presente na esteva pré-tratada também apresentou um valor mais elevado
para 72 horas de hidrolise enzimatica. Isto pode ser justificado pela melhor transferéncia de

massa que ocorre, também facilitando o acesso das enzimas ao substrato.

03

|

0,15

0,1

0,05

Relacao massa de glucose /peso seco
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Figura 5.13 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fun¢ao da agitacao

A resisténcia a transferéncia de massa aumenta com a concentracdo de substrato, assim pode
assumir-se que a agitacdo sera importante para uma adequada transferéncia de massa, mas
também se deve tomar em consideracdo que a elevadas velocidades de agitacdo podera

ocorrer inactivagdo com diminui¢do da actividade enzimatica [39].

5.2.1.9. EFEITO DA TEMPERATURA

A hidrélise enzimética da esteva pré-tratada foi realizada a uma temperatura de 35°C e 50°C. A
libertagdo de glucose por hidrélise enzimatica aumentou com o aumento da temperatura,
apresentando um valor superior para uma temperatura de 50°C (Figura 5.14). Esta observacao
(considerando estes dois pontos) coincide com o descrito como a temperatura éptima para
hidrélise enzimética de diferentes materiais lenhocelulésicos [110]. Segundo, Viikari e seus
colaboradores existe uma cessacao da hidrolise ap6s 24h a 60°C e ap6s 48horas a 55°C,
ocorrendo inactivacdo de celulases nativas de Trichoderma e B-glucosidase de Aspergillus

niger a temperaturas superiores a 60°C [40].
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Figura 5.14 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungdo da temperatura de

reacgao

5.2.1.10. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE CELULASES

Os resultados obtidos com a hidrélise enzimética da esteva pré-tratada, utilizando o ensaio
padrdo descrito no ponto 4.2.3., mas usando doses diferentes de enzima celulases
(apresentada como FPU/ g peso seco de esteva pré-tratada), sdo mostrados na figura 5.15.
Para cada valor de concentracdo de celulases, apds 72 horas de hidrolise enzimatica, ocorre
um aumento na relacdo de massa de glucose produzida por massa seca de esteva pré-tratada
com o aumento da concentragao de celulases. Apenas foi considerada até 50FPU/g peso seco
neste estudo, porque concentragcbes elevadas ja ndo sdo consideradas economicamente

rentaveis.
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Figura 5.15 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungéo da concentragdo de
celulases adicionada (NS-50013)
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5.2.1.11. EFEITO DA CONCENTRACAO DE B-GLUCOSIDASE

A adigdo de P-glucosidase é habitual no processo de hidrélise enzimatica de materiais
lenhocelulésicos, para diminuir a inibicdo pelo produto provocada pela acumulagdo da
celobiose. Assim, foi testada a suplementagéo enzimatica com B-glucosidase para valores de 0;
20; 25; 40; 80 e 160 CBU por grama de esteva pré-tratada seca. Na figura 5.16 esta
apresentada a relacdo de massa de glucose libertada da biomassa seca presente na mistura
reaccional em funcao da suplementacdo com B-glucosidase. Para a concentragao de celulases
de 25 FPU/ g de biomassa seca, verificou-se um aumento da relagdo de massa de glucose
libertada com base no peso de biomassa seca com o aumento da concentracdo de [-

glucosidase de 0 a 160 CBU/ g de biomassa seca em cerca de 27%.
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Figura 5.16 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungéo da concentragao de f3-
glucosidase adicionada (NS-50010)

5.2.1.12. EFEITO DA ADICAO DE SURFACTANTE OU POLIMERO

Eriksson e seus colaboradores [111], testaram a adicdo de diversos surfactantes a hidrélise
enziméatica de lenhocelulose e verificaram um aumento da conversao de celulose a acucares
soluveis, permitindo a diminuigdo das enzimas usadas. Foram testados diversos surfactantes,
sendo que o poli(oxietileno)ypsorbitan-monolaurato (Tween 20) (2.5g/L para 50g/L de espruce
pré-tratado com vapor) se apresentou como o composto que levou a uma maior diminuicao da
quantidade de celulases adicionada a hidrélise enzimatica. A adicao de albumina sérica bovina
mostrou-se também eficiente quando adicionada a mistura reaccional antes das celulases
[111], [95]. Bérjesson e seus colaboradores [96], [97] estudaram a adigao de polimeros, como
poli(etileno)glicol (PEG) 4000, a hidrélise enzimatica verificando-se um aumento do rendimento
da reacg¢éo, sendo que 0.05g PEG 4000/g biomassa seca se mostrou suficiente para bloquear

a superficie da lenhina de espruce pré-tratado com vapor.

78



Assim tomando em consideracdo o custo, para a esteva pré-tratada foram testados e
comparados os surfactante Tween 20 e polimero PEG 4000, tendo-se obtido os resultados
apresentados na figura 5.17. Verificou-se uma melhoria significativa do rendimento da hidrélise
por adicdo de qualquer um dos compostos, sendo, no entanto, mais visivel aquando da
utilizagéo do PEG 4000.

0,400

0,350

0,300

.

0,250

0,200

0,150 4

0,100 1 —e&— Tween 20

0,050
—a— PEG 4000

Relacdo massa de glucose/peso seco

0,000

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03 0,35 0,4 0,45

Concentracao (g/g peso seco)

Figura 5.17 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungdo da temperatura de

reacgéo

No caso do Tween 20, foi descrito que como ocupa as regides hidrofébicas na superficie da
lenhina pode levar a uma diminuigéo da ligacdo das celulases a lenhina e por isso aumentar a
concentracdo de enzimas disponiveis para a hidrélise da celulose[111]. O poli(etileno)glicol
(PEG) é descrito como que além de adsorver a lenhina e prevenir a adsorgao inespecifica das
enzimas, o seu uso permite trabalhar a temperaturas superiores (50°C) durante o processo de
hidrélise enzimatica, resultando num menor tempo de reaccdo [96]. Considerando os dados
obtidos, e a maior facilidade de manipulagao do PEG, devido a elevada viscosidade do Tween
20, seleccionou-se o PEG 4000 para utilizacdo nos ensaios utilizando a metodologia de

desenho experimental.
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.5.2.1.13. HIDROLISE ENZIMATICA UTILIZANDO A PREPARACAO ENZIMATICA NS-50012

Considerando, a composi¢cdo da preparacao enzimatica NS-50012 foram realizados ensaios
com base no seu conteludo em termos de actividade celulolitica, usando-se o ensaio descrito
no ponto 4.2.3., com substituicido do complexo celulitico NS-50013 pelo NS-50012. Tendo-se
ensaiado as actividades de celulases nas concentragdes 1; 10; 25 e 50 FPU/mL. Verifica-se a
mesma tendéncia que se observou para o estudo com a preparagdo enzimatica NS-50013
(Figura 5.18)
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Figura 5.18 - Relagédo da massa de glucose libertada com a biomassa em funcao da adicdo de complexo
enzimatico NS-50012

Quando se procede a comparacgao entre a aplicagao das duas preparagbes enzimaticas, NS-
50013 e NS-50012, para a mesma actividade de celulases sobre papel de filtro, 25FPU/g peso
seco, verifica-se uma maior libertacdo de glucose para o caso de utilizagdo de NS-50012
(Figura 5.19). Isto pode ser justificado pelo facto de o ultimo complexo enzimético possuir
outras enzimas que ndo celulases que poderdo degradar as hemiceluloses e lenhina,

facilitando o acesso das enzimas a celulose.
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Figura 5.19 - Relagdo da massa de glucose libertada com a biomassa em fungao da adigéo do tipo de
preparacao enzimatica usada (NS-50013 ou NS-50012)

5.2.2. APLICACAO DO DESENHO EXPERIMENTAL — PLACKETT-BURMAN A HIDROLISE
ENZIMATICA

E bem conhecido que as enzimas mostram condi¢des dptimas de operacdo como temperatura
e pH, implicando um aumento da taxa de desnaturagdo da enzima com altas temperaturas e
uma alteragcdo no estado ionico dos residuos de aminoacidos da enzima em fungéo do pH.
Estas duas variaveis, temperatura e pH, foram estudadas em conjunto com forga iénica, tipo de
sistema tamponante, concentragédo de enzimas (celulases e B-glucosidase), volume reaccional,
tempo de incubacao, velocidade do incubador orbital (agitagdo), concentragdo de substrato e
concentracao de polimero (PEG 4000). A variavel pH foi fixada por utilizagdo de uma solugao
tampédo. A varidvel forga idnica esta relacionada com a concentragcado do sistema tamponante

usado para fixar o pH.

O parametro de resposta as variaveis foi a relacdo de glucose produzida por peso seco de

matéria-prima pré-tratada, giesta ou esteva.

Assim, os efeitos da mudanga nas variaveis desde um valor inferior para um valor superior
foram simultaneamente estudados por aplicacdo do desenho experimental de Plackett-Burman.
Com o objectivo de seleccionar os factores mais importantes. Foi construida uma matriz com
grau de resolucao Il para 11 factores, 12 ensaios e 3 replicados, para cada tipo de matéria-
prima pré-tratada, giesta (Cytisus striatus) e esteva (Cistus ladanifer). A matriz é apresentada
pela tabela 5.7. Os valores minimo e maximo para algumas das variaveis foram escolhidos
tomando em consideragdo os valores éptimos (temperatura e pH) conhecidos pela literatura

relativa as enzimas usadas no estudo e informagdo do fornecedor, a possibilidade de
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inactivacdo ou desnaturacdo das enzimas em condigcdes extremas, tal como os ensaios
preliminares realizados.

As variaveis e condigdes experimentais (tabela 5.7) foram as mesmas para 0s ensaios
realizados com esteva ou giesta como matéria-prima. Os valores para a resposta as variaveis

encontram-se listados na tabela 5.8.

Tabela 5.7. Condi¢bes experimentais dos ensaios realizados

Conc Conc
’ Conc B- PEG
Conc. celulases . Volume N Conc. .
. Temperatura = glucosidase R Tempo Agitacao 4000 Tipo
Ensaio | pH C) tampao (FPU/g (CBUJ reaccional (h) (rpm) substrato g/ tampdo
(mM) peso 9 (mL) P @pv) 99 P
peso seco) peso
seco)

seco)
1 4.0 30 10 1 1 1.5 24 100 2 0.01 Acetato
2 6.5 55 10 1 1 6 24 250 12.5 0.01 Citrato
3 4.0 30 10 50 1 6 120 100 12.5 0.2 Citrato
4 4.0 30 250 1 300 6 24 250 12.5 0.2 Acetato
5 4.0 55 250 1 300 6 120 100 2 0.01 Citrato
6 6.5 55 250 1 1 1.5 120 100 12.5 0.2 Acetato
7 4.0 55 250 50 1 1.5 24 250 2 0.2 Citrato
8 4.0 55 10 50 300 1.5 120 250 12.5 0.01 Acetato
9 6.5 30 250 50 300 1.5 24 100 12.5 0.01 Citrato
10 6.5 30 250 50 1 6 120 250 2 0.01 Acetato
11 6.5 30 10 1 300 1.5 120 250 2 0.2 Citrato
12 6.5 55 10 50 300 6 24 100 2 0.2 Acetato

Tabela 5.8-Resposta (relagdo massa de glucose produzida glucose /massa seca de substrato) as

variaveis para a giesta e esteva

GIESTA ESTEVA
Ensaio

Resposta Média Resposta Média
1 0,023 0,021 0,023 0,022 0,009 0,010 0,009 0,009
2 0,052 0,050 0,049 0,050 0,021 0,020 0,019 0,020
3 0,233 0,253 0,246 0,244 0,226 0,217 0,218 0,221
4 0,034 0,030 0,029 0,031 0,024 0,025 0,025 0,025
5 0,069 0,067 0,069 0,058 0,009 0,010 0,010 0,009
6 0,079 0,076 0,076 0,077 0,079 0,077 0,073 0,077
7 0,318 0,316 0,297 0,310 0,242 0,245 0,240 0,243
8 0,432 0,451 0,421 0,435 0,128 0,120 0,130 0,126
9 0,082 0,079 0,075 0,078 0,064 0,066 0,073 0,067
10 0,197 0,196 0,190 0,194 0,161 0,178 0,177 0,172
11 0,012 0,011 0,000 0,008 0,000 0,011 0,000 0,004
12 0,296 0,312 0,315 0,307 0,190 0,206 0,203 0,200
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A versao 7.1.4. do “Design Expert” da State Ease Inc., foi utilizada para tratar os resultados
obtidos. O resultado usado como resposta foi a média das respostas obtidas nos ensaios
realizados com a giesta e esteva pré-tratadas.

Os resultados séo interpretados com base nas estimativas de como cada factor experimental
afecta a resposta. A andlise estatistica provide estimativas desses efeitos. O efeito de cada
factor é a diferenca no valor da resposta associado com a passagem do nivel inferior para o
superior. Quando um factor é importante causa um grande efeito, assim o processo
apresentara resultados significativamente melhores para um destes niveis. Quando um factor
ndo é importante para o processo nao havera uma grande alteracdo na performance do

processo e é assim associado a um pequeno efeito [100].

D-Conc. celulases 0,15
K-Conc. PEG 4000 | © 0,061
E-Conc. b-glucosidase 1 - 0,052
B-Temperatura 1 0,03
F-Volume reaccional | 0,02
J- Conc. de substrato -0,017
ApH | -0,015
L-Tipo tampé&o 1 -0,0075
G-Tempo 1 0,0075
C-Conc. tampao | 0.002167
H- Agitagéo | 0001167
0 0,05 0,1 0,15 0.2

Efeitos

Figura 5.20— Grafico de Pareto para os efeitos dos factores de acordo com a sua magnitude (valor
absoluto) relativa a esteva pré-tratada

A figura 5.20 apresenta os efeitos (intervalo de confianca de 95%) para cada variavel na
libertacdo de glucose a partir da celulose para cada tipo de material lenhocelulésico utilizado,
esteva. Os sinais negativos significam que a mudanga na variavel do nivel inferior para o nivel
superior produz uma diminuicdo na eficiéncia de libertacdo de glucose, enquanto o sinal
positivo significa que esta mudancga favorece o aumento da libertacdo de glucose [100]. A partir
da tabela pode observar-se que todos os factores estudados afectaram a libertagéo de glucose
por hidrélise enzimatica da celulose. No entanto, pela andlise do quadro ANOVA podem

seleccionar-se os factores significativos.
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Tabela 5.9 — Quadro ANOVA relativo aos ensaios com esteva pré-tratada

Valor de

Origem da variagéio Soma dos (_'.iraus de Meédiados Valorde p
quadrados liberdade quadrados F

Prob>F
Modelo 0.089955 7 0.012851 144.5247 0.0001
A-pH 0.000721 1 0.000721 8.105904 0.0465
B-Temperatura 0.002611 1 0.002611 29.36176 0.0056
D-Conc. celulases 0.065269 1 0.065269 734.044 < 0.0001
E-Conc. B-glucosidase 0.00806 1 0.00806  90.64761  0.0007
F-Volume reaccional 0.00122 1 0.00122 13.72165  0.0208
J-Conc. substrato 0.00085 1 0.00085 9.56045 0.0365
K-Conc. PEG 4000 0.011224 1 0.011224  126.2315 0.0004
Residual 0.000356 4 8.89E-05
Total 0.09031 11

R?= 0.9961

O valor de F 14452 para o modelo mostra que este tem significado, existindo uma
possibilidade de 0.01% de os resultados serem devido a ruido. O modelo apresenta ainda um
coeficiente de correlacdo (R?) de 0.9961, o que corresponde a que 99.61% da variabilidade da
resposta pode ser explicada por este modelo estatistico. Os valores Prob>F inferiores a 0.05
indicam os termos do modelo que apresentam significado, assim os termos com niveis de
significancia superiores a 5% foram eliminados. Neste caso, os termos A, B, D, E, F, J, K, séo

os termos significativos do modelo.

A equacgéo final estimada para a resposta Relagao de massa de glucose produzida/massa seca

é:

Resposta= -0.00951-0.0062*pH+0.00118*Temperatura+0.00301*Concentragdo de celulases-
0.00017*Concentragao de f—glucosidase+0.00448*Volume reaccional-0.00160*Concentracdo de
substrato+0.32193*Concentracdo de PEG 4000

Esta equagcado matematica pode ser usada para prever a resposta que ocorre perante variagao

dos factores nela incluidos.
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Proporgéo glucose produzida/massa seca

X1=A:pH

Actual Factors
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J

K

Temperatura = 42.50

- Conc. tampdo = 130.00

Conc celulases = 25.50
Conc b-glucosidase = 150.50
Volume reaccional = 3.75
- Tempo = 72.00

Agitagdo = 175.00

Conc. substrato = 7.25

Conc. PEG 4000 = 0.11

Tipo tampéo = Acetato

Relacdo massa de glucose produzida /massa seca

One Factor

025 —

01875 —

0.125 —

00625 —

400

463

525

A pH

588

6.50

Figura 5.21 — Representagao grafica da influéncia do pH na relagdo massa de glucose produzida/massa

seca de esteva pré-tratada
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C: Conc. tampé&o = 130.00
D: Conc celulases = 25.50
E: Conc b-glucosidase = 150.50
F: Volume reaccional = 3.75
G- Tempo =72 00

H: Agitagéo = 175.00

J: Conc. substrato = 7.25

K: Conc. PEG 4000 = 0.11
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Relacdo massa de glucose produzida /massa seca

One Factor
025
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0,125
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0
[ [ [ [ [
30.00 36.25 4250 4875 55.00

B: Temperatura

Figura 5.22 — Representagdo grafica da influéncia da temperatura na relagdo massa de glucose

produzida/massa seca de esteva pré-tratada
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Proporgéo glucose produzida/massa seca

X1 =D: Conc celulases

Actual Factors

A pH=525

B: Temperatura = 42 50

C: Conc. tampéo = 130.00
E: Conc b-glucosidase = 150.50
F: Volume reaccional = 3.75
G: Tempo = 72.00

H: Agitagdo = 175.00

J: Conc. substrato = 7.25
K: Conc. PEG 4000 = 0.11
L: Tipo tampéo = Acetato

Relacdo massa de glucose produzida /massa seca

One Factor
0.25 —
01875 —]
0125
0.0625 —{
0 —
[ [ [ [ [
1.00 13.28 2550 778 50.00

D: Conc celulases

Figura 5.23— Representagdo gréfica da influéncia da concentragdo de celulases na relagdo massa de

glucose produzida/massa seca de esteva pré-tratada
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X1 = E: Conc b-glucosidase

Actual Factors

A:pH =525

B: Temperatura = 42.50
C: Conc. tampédo = 130.00
D: Conc celulases = 25.50
F: Volume reaccional = 3.75
G: Tempo = 72.00

H: Agitagdo = 175.00

J: Conc. substrato = 7.25
K: Conc. PEG 4000 = 0.11
L: Tipo tampéo = Acelalo

Relacdo massa de glucose produzida /massa seca

One Factor
0.25 —
0.1875 —
0125
0.0625 —]
0 —
[ [ I I I
1.00 75.75 150.50 22525 300.00

E: Conc b-glucosidase

Figura 5.24— Representacgéo grafica da influéncia da concentragao de B-glucosidase na relagdo massa de

glucose produzida/massa seca de esteva pré-tratada
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Proporgéo glucose produzida/massa seca
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- Temperatura = 42 50

Conc_ tampé&o = 130.00
Conc celulases = 25.50
Conc b-glucosidase = 150.50
Tempo = 72.00

. Agitagdo = 175.00
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375

F: Volume reaccional
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Figura 5.25 — Representagao gréafica da influéncia do volume reaccional na relagdo massa de glucose

produzida/massa seca de esteva pré-tratada
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Proporgéo glucose produzida/massa seca
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D: Conc celulases = 25.50
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- Conc b-glucosidase = 150.50
Volume reaccional = 3.75

- Tempo = 72.00

: Agitagéo = 175.00

- Conc. substrato = 7.25
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Figura 5.26— Representacdo gréafica da influéncia da concentragdo de PEG 4000 na relagdo massa de

glucose produzida/massa seca de esteva pré-tratada
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Propor¢é&o glucose produzida/massa seca 0.25 —
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B- Temperatura = 42 50

C: Conc_ tampéo = 130.00
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F: Volume reaccional = 3.75

G: Tempo = 72.00
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0.0625 —

Relacdao massa de glucose produzida /massa seca

2.00 463 7.25 9.88 12.50

J: Cone. substrato

Figura 5.27 — Representagéo gréafica da influéncia da concentragdo de substrato na relagdo massa de

glucose produzida/massa seca de esteva pré-tratada

Da andlise estatistica anterior e por observagao dos gréaficos relativos pode verificar-se que a
concentracao de celulases (figura 5.23) é o factor que apresenta maior efeito sobre a libertagéo
de glucose a partir da esteva pré-tratada, levando a um aumento de cerca de 6.7 vezes da
libertacdo de glucose passando-se de 1 para 50 FPU/g de peso seco de esteva pré-tratada, tal
como verificado nos ensaios preliminares. A concentracdo de PEG 4000 (figura 5.26)
demonstra ter também um efeito positivo acentuado sobre a relacdo de massa de glucose
libertada por massa seca de esteva pré-tratada, justificado pelo elevado teor de lenhina deste
substrato (34.2% na esteva antes de sujeita a pré-tratamento, onde 32% correspondem a
lenhina insoluvel).

Contrariamente aos ensaios preliminares e a literatura [16], [39], [112] a adicdo de pB-
glucosidase (figura 5.24) nao levou a uma melhoria na conversédo de celulose a glucose, mas
sim a uma diminuicdo acentuada, verificando-se, segundo a analise estatistica que o valor
absoluto do efeito negativo da adicao de B-glucosidase é mesmo superior ao valor absoluto do
pH (figura 5.21) e da temperatura (figura 5.22).

A temperatura de incubagdo mostrou ser uma variavel estatisticamente significativa, sendo o
seu efeito positivo, isto pode justificar-se por o aumento da temperatura levar a uma
aproximagao da temperatura 6ptima das celulases.

A concentracao de substrato (figura 5.27) tem um efeito negativo sobre a libertagéo de glucose
a partir da celulose da esteva pré-tratada, que pode ser justificado por com o aumento da
percentagem de esteva pré-tratada esta-se a aumentar a consisténcia e logo a dificultar a
transferéncia de massa.

A variavel pH apresentou um efeito negativo, pois a passagem de um nivel inferior para um

superior leva a um afastamento do pH éptimo das celulases.
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A variavel tempo mostrou ndo ser significativa para a esteva, este facto pode ser atribuido a

uma inactivagao das enzimas ou falta de estabilidade ap6s um certo tempo.

D-Conc. celulases 0,22
B-Temperatura ] 0,11
A-pH | -0,063
L-Tipo tampao | - 0,051
C-Conc. tampéao ] - 0,047
H-Agitagéo ] 0,045
G-Tempo | 0,035
K-Conc. PEG 4000 | 0,021
F-Volume reaccional | -0,013
E-Conc. b-glucosidase ] 0,002167
J- Conc. substrato ] 0,00167

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Efeito estimado

Figura 5.28 — Grafico de Pareto para os efeitos dos factores de acordo com a sua magnitude (valor

absoluto) relativa a giesta pré-tratada

Tabela 5.10 — Quadro ANOVA relativo aos ensaios com a giesta pré-tratada

Valor de
Origem de Somados Grausde Médiados Valorde p
variacao quadrados liberdade quadrados F

Prob>F
Modelo 0.212486 7 0.030355 66.31378 0.0006
A-pH 0.012097 1 0.012097  26.42654 0.0068
B-Temperatura 0.035752 1 0.035752  78.10395  0.0009
C-Conc. tampéo 0.006487 1 0.006487  14.17094 0.0197
D-Conc celulases 0.140617 1 0.140617  307.1912 < 0.0001
G-Tempo 0.003571 1 0.003571 7.800655 0.0492
H-Agitacao 0.006211 1 0.006211 13.568 0.0211
L-Tipo tampé&o 0.007752 1 0.007752  16.93519 0.0147
Residual 0.001831 4 0.000458
Total 0.214317 11

R?=0.9914

O valor de F 66.31 para o modelo mostra que este tem significado, existindo uma possibilidade
de 0.06% de os resultados serem devido a ruido. O modelo apresenta ainda um coeficiente de
correlacao (Rz) de 0.9914. Os valores Prob>F inferiores a 0.05 indicam os termos do modelo
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que apresentam significado, assim os termos com niveis de significancia superiores a 5%

foram eliminados. Neste caso, os termos A, B, C, D, G, H, L, sdo os termos significativos do

modelo.

A equacdo final para a resposta Relacdo de massa de glucose produzida/massa seca,

tomando como referéncia o tipo de tampéao usado, corresponde para o tampéo acetato a:

Resposta=-0.04184-0.0254"A+0.00437*B-0.00019*C+0.00442*D+0.00036*G+0.00030*H

Para o tampé&o citrato:

Resposta=-0.09267-0.02540"A+0.00437B-0.00019*C+0.00442*D+0.00036*G+0.00030"H

Design-Expert® Software

Proporg¢éo glucose produzida/massa seca

X1=A: pH

Actual Factors

B: Temperatura = 42.50

C: Conc. tampéo = 130.00
D: Conc celulases = 25.50
E: Conc b-glucosidase = 150.50
F: Volume reaccional = 3.75
G: Tempo = 72.00

H: Agitagdo = 175.00

J: Conc. substrato = 7.25

K: Conc. PEG 4000 = 0.11
L: Tipo tampé&o = Acetato

Relacao alucose nroduzida/massa seca

One Factor

044 ]

03325 —

0225 —

01175 —|

001

4.00 463 5.25 5.88 6.50

Figura 5.29- Representagdo grafica da influéncia do pH na relagdo massa de glucose produzida/massa

seca de giesta pré-tratada
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Actual Factors 03325 —
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C- Conc tampé&o = 130 00

D: Conc celulases = 25.50

E: Conc b-glucosidase = 150 50
F: Volume reaccional = 3.75

G- Tempo = 72 .00

H: Agitagéo = 175.00

J: Conc. substrato = 7.25

K: Conc. PEG 4000 = 0.11

L- Tipo tamp&o = Acetato

0225 —

0.1175 —

0.01 —

Relacdo alucose nroduzida/massa seca

30.00 36.25 42.50 4875 55.00
B: Temperatura

Figura 5.30 — Representagdo grafica da influéncia da temperatura na relagcdo massa de glucose

produzida/massa seca de giesta pré-tratada
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E: Conc b-glucosidase = 150.50
F: Volume reaccional = 3.75

G: Tempo = 72.00

H: Agitagéo = 175.00

J: Conc. substrato = 7.25

K: Conc. PEG 4000 = 0.11
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Relacao alucose nroduzida/massa seca

10.00 70.00 130.00 190.00 250.00
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Figura 5.31 — Representagdo grafica da influéncia da concentragdo de tampao na relagdo massa de

glucose produzida/massa seca de giesta pré-tratada

91



Design-Expert® Software

Proporg¢éo glucose produzida/massa seca

X1 = D: Conc celulases

Actual Factors

pH=525
- Temperatura = 42 50
Conc tampéo = 130 00
- Conc b-glucosidase = 150 50
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A
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C
E
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Figura 5.32 — Representagdo grafica da influéncia da concentragdo de celulases na relagdo massa de

glucose produzida/massa seca de giesta pré-tratada
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- Temperatura = 42.50

Conc. tampéo = 130.00

Conc celulases = 25.50
- Conc b-glucosidase = 150 50
- Volume reaccional = 3.75
: Agitacdo = 175.00

Conc. substrato = 7.25
: Conc. PEG 4000 = 0.11

Tipo tampéo = Acetato

Relacao alucose nroduzida/massa seca
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produzida/massa seca de giesta pré-tratada

Representagdao grafica da influéncia do tempo na relagdo massa de glucose
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Figura 5.34 — Representagdo grafica da influéncia do tipo de tampao na relagdo massa de glucose

produzida/massa seca de giesta pré-tratada
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Figura 5.35 — Representagdo grafica da influéncia da agitacdo na relagdo massa de glucose

produzida/massa seca de giesta pré-tratada

Da andlise estatistica anterior e por observacéo dos gréficos relativos a influéncia das variaveis

sobre a resposta, pode verificar-se que a concentracao de celulases (figura 5.32) é o factor que

apresenta maior efeito sobre a libertacdo de glucose a partir da giesta pré-tratada, levando a

uma libertacdo de glucose de cerca de quatro vezes superior quando se aumenta a

temperatura do nivel inferior (-1) ao superior (+1).
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O pH (figura 5.29) e a temperatura de incubagéao (figura 5.30) mostraram o mesmo padrdo em
termos dos efeito sobre a conversdo de celulose a glucose, que para a esteva pré-tratada,
verificando-se um aumento de cerca de 1,7 vezes na resposta com o aumento da temperatura
de 30°C para 50°C. A concentragao de tampéo (figura 5.31), tal como o tempo, mostrou ser
significativa para a converséo de celulose a glucose.

A agitacdo (figura 5.35) demonstrou ter um efeito positivo sobre a relagdo massa de glucose
libertada em funcdo da massa seca de substrato, que pode ser justificada por uma melhoria da
transferéncia de massa e acessibilidade das enzimas ao substrato.

As diferengas observadas entre as variaveis que influenciam a conversdo da celulose para a
giesta e para a esteva pré-tratadas, podem ser devidas a variabilidade em termos de
composicao e estrutura das duas matérias-primas, salientando-se o elevado teor de
extractiveis da esteva.

5.2.3. APLICACAO DO DESENHO EXPERIMENTAL “CENTRAL COMPOSITE DESIGN” A
HIDROLISE ENZIMATICA

Para a optimizacado do processo de hidrélise enzimatica da giesta e esteva pré-tratada por
aplicagao da metodologia de resposta de superficie, foram seleccionadas as variaveis:
concentracdo de celulases, temperatura, pH, tempo e concentracdo de PEG 4000. A
concentracao de celulases foi seleccionada por ser a variavel que apresentou maior efeito para
as duas matérias-primas. A temperatura, pH e tempo de hidrélise por terem influéncia na
conversao de celulose e estarem descritas na literatura como sendo dependentes entre elas
[39], verificando-se que tempos mais prolongados de hidrélise, a temperatura considerada
optima é mais baixa que para tempos mais curtos. A concentragdo de PEG 4000 adicionada a
mistura reaccional também foi testada pelo acentuado efeito positivo que demonstrou para o
estudo efectuado com a esteva pré-tratada. Os restantes parametros foram mantidos
constantes como apresentado na tabela 5.11.

Tabela 5.11 — Parametros que foram mantidos constantes para os ensaios relativos ao CCD

Parimetros Valor experimental
Concentragao de tampao (mM) 50
Concentragao B-glucosidase (CBU/g peso seco) 0

Volume reaccional (mL) 3
Agitacao (rpm) 250
Concentragao de substrato (% p/V) 5

Tipo de tampéo Citrato

Na tabela 5.12 pode observar-se a matriz do desenho experimental com as respectivas

respostas (relacdo de massa de glucose produzida em fungcdo da massa seca de substrato)
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experimental e prevista. Foi utilizada a versdo 7.1.4. do “Design Expert” da State Ease Inc, para
a regressdo e andlise gréfica dos resultados obtidos. A significancia dos coeficientes foi
avaliada pelo teste de Fisher e o ajuste das funcdes foi feito pelo método de regresséo

Backward.

Na tabela 5.13 podem analisar-se os dados correspondentes a andlise da variancia (ANOVA)
para o modelo experimental correspondente aos ensaios da hidrélise enzimatica de esteva pré-

tratada.

Tabela 5.12 - Matriz do desenho experimental e respectivas respostas experimental e prevista para a

hidrélise enzimatica realizada com esteva pré-tratada

Ensaio Temperatura pH Conc. celulases Conc PEG 4000 Tempo Res!oosta Resp.ostg
(eC) (FPU/g peso seco)  (g/g peso seco) (h) experimental prevista
1 30 6 60 0.14 72 0.181 0.195
2 30 4 21 0.4 25 0.062 0.035
3 30 6 60 0.4 25 0.060 0.103
4 50 6 21 0.14 72 0.217 0.204
5 30 6 60 0.14 72 0.189 0.195
6 40 5 40.5 0.27 95.5 0.295 0.269
7 40 5 40.5 0.27 48.5 0.211 0.194
8 50 6 21 0.4 25 0.122 0.112
9 40 5 40.5 0.27 1.5 0.010 0.051
10 30 4 60 0.14 25 0.113 0.100
11 50 4 60 0.14 72 0.314 0.299
12 40 5 79.5 0.27 48.5 0.272 0.237
13 40 5 40.5 0.53 48.5 0.222 0.210
14 40 5 1.5 0.27 48.5 0.033 0.074
15 30 4 21 0.4 25 0.063 0.035
16 50 4 60 0.4 25 0.227 0.207
17 40 5 40.5 0.27 48.5 0.203 0.194
18 40 3 40.5 0.27 48.5 0.110 0.145
19 40 5 40.5 0.27 48.5 0.221 0.194
20 50 4 21 0.14 25 0.124 0.109
21 40 5 40.5 0.01 48.5 0.157 0.177
22 50 4 21 0.4 72 0.265 0.234
23 30 6 60 0.4 25 0.092 0.103
24 30 6 21 0.14 25 0.046 0.005
25 30 4 60 0.4 72 0.227 0.225
26 50 4 21 0.4 72 0.237 0.234
27 50 6 60 0.14 25 0.189 0.177
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Ensaio Temperatura pH Conc. celulases Conc PEG 4000 Tempo Res_posta Resp_ostg
(°C) (FPU/g peso seco) (g/g peso seco) (h) experimental prevista
28 40 5 40.5 0.27 95.5 0.299 0.269
29 50 6 60 0.4 72 0.296 0.302
30 50 6 60 0.14 25 0.174 0.177
31 30 4 21 0.14 72 0.131 0.127
32 40 5 40.5 0.27 48.5 0.223 0.194
33 20 5 40.5 0.27 48.5 0.089 0.103
34 40 5 79.5 0.27 48.5 0.264 0.237
35 30 6 21 0.4 72 0.101 0.130
36 50 4 21 0.14 25 0.146 0.109
37 50 6 21 0.4 25 0.123 0.112
38 40 3 40.5 0.27 48.5 0.113 0.145
39 50 4 60 0.4 25 0.213 0.207
40 30 4 60 0.4 72 0.227 0.225
41 30 6 21 0.14 25 0.047 0.005
42 40 5 1.5 0.27 48.5 0.030 0.074
43 30 6 21 0.4 72 0.107 0.130
44 40 5 40.5 0.53 48.5 0.216 0.210
45 60 5 40.5 0.27 48.5 0.233 0.284
46 60 5 40.5 0.27 48.5 0.261 0.284
47 50 6 21 0.14 72 0.195 0.204
48 30 4 21 0.14 72 0.128 0.127
49 40 7 40.5 0.27 48.5 0.145 0.118
50 40 7 40.5 0.27 48.5 0.133 0.118
51 30 4 60 0.14 25 0.103 0.100
52 40 5 40.5 0.27 48.5 0.209 0.194
53 50 6 60 0.4 72 0.280 0.302
54 20 5 40.5 0.27 48.5 0.075 0.103
55 50 4 60 0.14 72 0.270 0.299
56 40 5 40.5 0.27 1.5 0.011 0.051
57 40 5 40.5 0.27 48.5 0.221 0.194
58 40 5 40.5 0.01 48.5 0.149 0.177

# Segundo a equagéo ajustada para a resposta (relagdo de massa de glucose produzida em funcéo da

massa seca de esteva pré-tratada): R=-0.6308+0,0045*Temperatura+0.1478*pH+0.0041*Concentragdo
de celulases+0.0639*Concentragdo de PEG 4000+0.0038*Tempo-0.0154*pH>-2.5x10*concentragdo de

Celulases®1.5x10°*Tempo®
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Tabela 5.13 — Quadro ANOVA para a resposta relativa a esteva pré-tratada

Origem da variagéio Soma dos (_'.iraus de Meédiados Valorde Valordep
quadrados liberdade quadrados F Prob>F
Modelo 0,344675 8 0,043084  58,36652 < 0.0001
AT 0,098555 1 0,098555 133,5122 < 0.0001
B-pH 0,002147 1 0,002147  2,908122 0.0945
C-Concentragao de Celulases 0,082254 1 0,082254 111,429 < 0.0001
D-Concentracéo de PEG 4000 0,003317 1 0,003317  4,493123  0.0391
E-Tempo 0,141593 1 0,141593 191,8159 < 0.0001
B? 0,012844 1 0,012844 17,3998 0.0001
c? 0,004678 1 0,004678  6,337659 0.0151
E? 0,003729 1 0,003729  5,051061  0.0291
Residual 0,03617 49 0,000738
Falta de ajuste 0,032377 18 0,001799  14,69957 < 0.0001
Erro 0,003793 31 0,000122
Total 0,380846 57

R°=0.9050

O modelo polinomial apresentado para a relagdo de massa de glucose produzida em funcao da
massa seca de esteva pré-tratada apresenta significado para um nivel de significancia de
0.01%, com um coeficiente de correlagdo de 0.9050. Os termos A, C, D, E, B? C° e E®
apresentam significado para um nivel de significancia de 5%. A falta de ajuste do modelo tem
um valor de Prob>F menor que 0.0001 o que mostra que apresenta significado, o que significa
que o modelo nao ajustou. Apesar disso podemos recolher algumas observagées relativas ao
estudo que nos facilitem a seleccao de parametros e novos factores a testar, nomeadamente a

falta de interacg@o entre as variaveis, contrariamente ao referido na literatura [39].
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Figura 5.36 — Grafico dos valores previstos versus os observados para o0 modelo para a esteva pré-

tratada

Tal como observado pela figura 5.36 a dispersdo dos pontos relativamente a linha de referéncia

demonstra a fragilidade do modelo.
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Figura 5.37 — Representagdo grafica da superficie de resposta para o modelo construido, relativa a

concentragédo de celulases e da temperatura, mantendo fixo o pH, a concentragido de PEG

4000 e o tempo, para a esteva pré-tratada
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Por observagéo da figura 5.37 verifica-se a acentuada influéncia da concentragao de celulases
e da temperatura sobre o valor da resposta, ocorrendo um aumento da libertagdo de glucose a
partir da esteva pré-tratada com o aumento das duas variaveis, verificando-se um méximo da
resposta para um nivel superior (+1) da temperatura e da concentragédo de celulases.
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Figura 5.38— Representacdo grafica da superficie de resposta para o modelo construido, relativa a
concentragdo de celulases e do pH, mantendo fixos a temperatura, a concentragao de PEG

4000 e o tempo, para a esteva pré-tratada

Na figura 5.38 pode observar-se a influéncia do pH e da concentracao de enzimas, verificando-
se que variando o pH do nivel inferior (-1) para o superior (+1), verifica-se um aumento na
relacdo de massa de glucose libertada em funcdo da massa seca de giesta pré-tratada até
valores de pH de aproximadamente 4.8, ocorrendo posteriormente uma diminuigéo até pH 6.
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Figura 5.39 — Representagdo grafica da superficie de resposta para o modelo construido, relativa a
concentragao de celulases e do PEG 4000, mantendo fixo a temperatura, o pH e o tempo,

para a esteva pré-tratada

Na figura 5.39 pode verificar-se a influéncia da concentracdo de PEG 4000 e da concentragao
de celulases sobre a relagdo da massa de glucose libertada em fungdo da massa seca de
esteva, observando-se um aumento da resposta por aumento da concentragdo de PEG 4000,

encontrando-se de acordo com a literatura [96], [97].

Design-Expart® Softwara

R1
& Dasign points abowe predicted value

0314
0o 0.2

X1 = G Colulases
X2 = E: Tempo 02376
Actual Faclors e T
AT = 40.00 ] o
B pH = 5.00 %
D: PEG = 0.27 g o
[+
0.08
1200 b
5026 w26
lﬁﬂ\/
E: Tempo w6 ool C: Celulases
Hog 2000

Figura 5.40 - Representagdo grafica da superficie de resposta para o modelo construido, relativa a
concentragcdo de celulases e ao tempo, mantendo fixo a temperatura, o pH e a
concentragdo de PEG 4000, para a esteva pré-tratada
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Na figura 5.40 pode verificar-se a influéncia do tempo e da concentracao de celulases sobre a
relagdo da massa de glucose libertada em fungdo da massa seca de esteva, observando-se
um aumento da resposta por aumento do tempo e da concentracdo de celulases, assim pode
considerar-se que as condi¢des testadas e o tempo de incubagao ndo foram suficientes para

levar a uma inactivacao drastica da actividade enzimatica.

Na tabela 5.14 apresenta-se a matriz do desenho experimental e na tabela 5.15 podem
analisar-se os dados correspondentes a analise da varidncia (ANOVA) para o modelo

experimental correspondente aos ensaios da hidrélise enzimatica de giesta pré-tratada.

Tabela 5.14 — Matriz do desenho experimental e respectivas respostas experimental e prevista para a

hidrélise enzimatica realizada com giesta pré-tratada

Ensaio Temperatura pH Conc. celulases Conc. PEG 4000 Tempo Res!oosta Resp.ostg
(°C) (FPU/g peso seco) (9/g peso seco) (h) experimental prevista
1 30 6 60 0.14 72 0.200 0.223
2 30 4 21 0.4 25 0.081 0.048
3 30 6 60 0.4 25 0.108 0.105
4 50 6 21 0.14 72 0.200 0.237
5 30 6 60 0.14 72 0.163 0.223
6 40 5 40.5 0.27 95.5 0.382 0.315
7 40 5 40.5 0.27 48.5 0.288 0.272
8 50 6 21 0.4 25 0.122 0.119
9 40 5 40.5 0.27 1.5 0.016 0.079
10 30 4 60 0.14 25 0.155 0.168
11 50 4 60 0.14 72 0.238 0.420
12 40 5 79.5 0.27 48.5 0.371 0.318
13 40 5 40.5 0.53 48.5 0.261 0.272
14 40 5 1.5 0.27 48.5 0.028 0.078
15 30 4 21 0.4 25 0.075 0.048
16 50 4 60 0.4 25 0.343 0.302
17 40 5 40.5 0.27 48.5 0.306 0.272
18 40 3 40.5 0.27 48.5 0.172 0.207
19 40 5 40.5 0.27 48.5 0.266 0.272
20 50 4 21 0.14 25 0.183 0.182
21 40 5 40.5 0.01 48.5 0.276 0.272
22 50 4 21 0.4 72 0.378 0.300
23 30 6 60 0.4 25 0.104 0.105
24 30 6 21 0.14 25 0.040 -0.015
25 30 4 60 0.4 72 0.299 0.287
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Ensaio Temperatura pH Conc. celulases Conc. PEG 4000 Tempo Res_posta Resp_ostg
(°C) (FPU/g peso seco) (9/g peso seco) (h) experimental prevista
26 50 4 21 0.4 72 0.321 0.300
27 50 6 60 0.14 25 0.214 0.239
28 40 5 40.5 0.27 95.5 0.387 0.315
29 50 6 60 0.4 72 0.334 0.357
30 50 6 60 0.14 25 0.220 0.239
31 30 4 21 0.14 72 0.181 0.167
32 40 5 40.5 0.27 48.5 0.294 0.272
33 20 5 40.5 0.27 48.5 0.104 0.139
34 40 5 79.5 0.27 48.5 0.375 0.318
35 30 6 21 0.4 72 0.058 0.103
36 50 4 21 0.14 25 0.207 0.182
37 50 6 21 0.4 25 0.128 0.119
38 40 3 40.5 0.27 48.5 0.169 0.207
39 50 4 60 0.4 25 0.339 0.302
40 30 4 60 0.4 72 0.297 0.287
41 30 6 21 0.14 25 0.049 -0.015
42 40 5 1.5 0.27 48.5 0.035 0.078
43 30 6 21 0.4 72 0.008 0.103
44 40 5 40.5 0.53 48.5 0.301 0.272
45 60 5 40.5 0.27 48.5 0.362 0.406
46 60 5 40.5 0.27 48.5 0.393 0.406
47 50 6 21 0.14 72 0.232 0.237
48 30 4 21 0.14 72 0.166 0.167
49 40 7 40.5 0.27 48.5 0.124 0.080
50 40 7 40.5 0.27 48.5 0.127 0.080
51 30 4 60 0.14 25 0.157 0.168
52 40 5 40.5 0.27 48.5 0.292 0.272
53 50 6 60 0.4 72 0.344 0.357
54 20 5 40.5 0.27 48.5 0.098 0.139
55 50 4 60 0.14 72 0.441 0.420
56 40 5 40.5 0.27 1.5 0.018 0.079
57 40 5 40.5 0.27 48.5 0.300 0.272
58 40 5 40.5 0.01 48.5 0.282 0.272

# Segundo a equagéo ajustada para a resposta (relagdo de massa de glucose produzida em funcéo da
massa seca de esteva pré-tratada): R=-1.0479+0,0067*Temperatura+0.2898*pH+0.0071*Concentragdo
de celulases+0.0058*Tempo-0.0321 *pH2-4.9x1 O's*concentragéo de Celulases®-3.4x1 O'S*Tempo2
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Tabela 5.15 — Quadro ANOVA para a resposta relativa a giesta pré-tratada

Origem da variagéio Soma dos (_'.iraus de Meédiados Valorde ValordeP
quadrados liberdade quadrados F Prob>F
Modelo 0,674403 7 0,096343 41,76417 < 0.0001
A-Temperatura 0,214482 1 0,214482 92,97635 < 0.0001
B-pH 0,047944 1 0,047944 20,7832 < 0.0001
C- Concentragao de Celulases 0,174364 1 0,174364 75,58545 < 0.0001
E-Tempo 0,163917 1 0,163917  71,05703 < 0.0001
B? 0,055594 1 0,055594 24,0998 < 0.0001
c? 0,018575 1 0,018575  8,051995 0.0065
E? 0,019332 1 0,019332 8,38034 0.0056
Residual 0,115342 50 0,002307
Falta de Ajuste 0,087773 19 0,00462 5,194496 < 0.0001
Erro 0,027569 31 0,000889
Total 0,789745 57

R%-0.8540

O modelo polinomial apresentado para a relagdo de massa de glucose produzida em funcao da
massa seca de esteva pré-tratada apresenta signifucado para um nivel de significancia de
0.01%, com um coeficiente de correlacdo de 0.8540. Os termos A, B, C, E, B? C° e E®
apresentam significado para um nivel de significancia de 5%. A falta de ajuste do modelo tem
um valor de Prob>F menor que 0.0001 o que mostra que apresenta significado, o que significa
que o modelo ndo ajustou. Apesar disso podem-se recolher algumas observagdes relativas ao
estudo que nos facilitem a seleccao de parametros e novos factores a testar, nomeadamente a

falta de interaccao entre as variaveis, contrariamente ao referido na literatura [39].
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5.42 verifica-se 0 mesmo comportamento que foi observado para a
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-se um maximo

esteva pré-tratada, verificando

temperatura e da concentragdo de celulases. Se se considerar uma temperatura de 50°C,
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verifica-se um aumento de cerca de 43% na resposta, passando de 21 para 60FPU/g massa

seca de giesta pré-tratada em contraposi¢cédo com os 35% obtidos para a esteva pré-tratada.
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Figura 5.43—- Representacdo grafica da superficie de resposta para o modelo construido, relativa a

concentragdo de celulases e do pH, mantendo fixos a temperatura, a concentragdo de PEG

4000 e o tempo, para a giesta pré-tratada

Na figura 5.43 pode observar-se a influéncia do pH e da concentracao de enzimas, verificando-

se uma variacdo similar a que se verificou para os ensaios com esteva pré-tratada, pois

variando o pH do nivel inferior (-1) para o superior (+1), observa-se um aumento na relagéo de

massa de glucose libertada em fungdo da massa seca de giesta pré-tratada até valores de pH

de aproximadamente 4.5, ocorrendo posteriormente uma diminuigéo até pH 6.
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Figura 5.44- Representacdo grafica da superficie de resposta para o modelo construido, relativa

Q

concentragdo de celulases e do tempo, mantendo fixos a temperatura, o pH e
concentragéo de PEG 4000, para a giesta pré-tratada

Na figura 5.44 pode verificar-se a influéncia do tempo e da concentracao de celulases sobre a
relagdo da massa de glucose libertada em fungdo da massa seca de giesta, idéntica a

observada para a esteva pré-tratada.

E de salientar que a variavel concentracdo de PEG 4000 foi removida do modelo polinomial por

nao apresentar significancia.

5.2.4. CONCLUSOES

De forma global, relativamente aos resultados obtidos neste capitulo, podem retirar-se algumas

conclusoes.

A avaliagé@o preliminar das diferentes variaveis permitiu um conhecimento do comportamento
da reaccao de hidrélise enzimatica perante a avaliagdo individual de cada parametro,

permitindo definir os intervalos a estudar no desenho experimental de Plackett-Burman.

A metodologia factorial Plackett-Burman, permitiu a selec¢do dos factores mais importantes na
hidrélise enzimatica dos substratos pré-tratada, esteva e giesta, permitindo a sua aplicagao

num método de resposta de superficie utilizado para optimizagédo de processos.

A aplicacdo das variaveis seleccionadas numa metodologia de resposta de superficie ndo
permitiu o ajuste de um modelo estatistico ao processo, mas podera ter dado algumas

indicagbes acerca de alteragbes passiveis de serem efectuadas em novos ensaios,
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nomeadamente a eliminacao da variavel concentracdo de PEG 4000 dos ensaios de hidrélise

enzimatica com giesta pré-tratada.

A utilizacdo de diferentes substratos mostrou um comportamento semelhante, quando se
aplicou a metodologia de resposta de superficie, para os par&metros pH, temperatura,
concentracao de celulases e tempo, no entanto, a concentracdo de PEG 4000, nao se mostrou
estatisticamente significativa para a aplicagdo em giesta pré-tratada quando em comparagao
com a esteva. Este facto pode ser justificado pela diferenca do teor em lenhina dos dois
substratos, isto tomando em consideracdo que a diminuicdo da ligacdo inespecifica das
celulases a lenhina por adigao de PEG estd descrita como sendo devida a uma ligagdo do

polimero a lenhina e diminuig&do dos locais disponiveis e acessibilidade das enzimas [96], [97].
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CAPITULO VI - CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
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Os estudos realizados ao longo deste trabalho permitiram aprofundar conhecimentos relativos
a algumas das etapas envolvidas no processo de produg¢édo de etanol a partir de biomassa

lenhocelulésica, nomeadamente a produgéo de celulases e a hidrélise enzimatica.

Em primeiro lugar estudou-se a influéncia da adicdo de sistemas tamponandos ao meio de
cultura usado em Trichoderma reesei Rut C30 para producdo de celulases, tal como, a sua
influéncia na morfologia do fungo e producdo enzimatica. Neste passo foram estudados

parametros como pH, concentragdo do tampao e diferentes sistemas tamponados.

Os resultados deste estudo sugerem que a morfologia flngica é significativamente dependente
da adigao de diferentes sistemas tamponados ao meio de cultura, verificando-se uma clara
transicdo nas culturas de Trichoderma reesei Rut C30 de formas menos agregadas para
formas em “pellet”, em funcdo dos sistemas tamponados usados e das respectivas
concentracoes e pH. Tendo-se ainda verificado que o tipo de morfologia desenvolvida afectava

a produgédo de celulases.

A actividade enzimatica mais elevada sobre papel de filtro foi obtida aquando da
suplementacédo do meio de cultura com tampéao succinato 100mM, pH 4.8, o que correspondeu

a obtencao de uma morfologia dispersa.

A hidrélise enzimatica € um processo complexo, influenciado por diversos parametros. O
estudo dos parametros que influenciam a hidrolise enzimatica, foi efectuado por realizagédo de
ensaios preliminares e através do método de desenho experimental de Plackett-
Burman. Através dos ensaios preliminares, verificou-se que os seguintes factores afectavam a
hidrolise da esteva pré-tratada: estado do substrato, pH, concentragdo de tampao, tempo de
reacgdo, agitagdo, temperatura, concentracao de celulases e B-glucosidase (de forma mais
reduzida), utilizacdo de Tween 20 ou PEG 4000 e adi¢do de outras enzimas como xilanases. A
adicao de Tween 20 ou PEG 4000 mostrou ser benéfica para redugéo ou eliminacdo da ligagéo
irreversivel das celulases a lenhina e consequente inibicdo enzimatica, sendo que o PEG 4000
aumenta a relacdo da massa de glucose produzida em fungcdo da massa seca de substrato em
cerca de duas vezes quando se adicionam concentragdes superiores a 0.1g/g de peso seco ao

meio reaccional. Os resultados obtidos com o PEG s&o superiores aos obtido com Tween 20.

Para o0 mesmo substrato quando se aplica o método de Plackett-Burman existe alteragao das
variaveis que apresentam influéncia significativa sobre a relacdo de glucose produzida em
funcdo da massa seca. Comparando com a giesta pré-tratada, as variaveis que demonstraram
influéncia sobre a resposta divergem das para a esteva, talvez pela variabilidade da

composicao existente entre os dois substratos.

Finalmente, a método “Central composite design” ndo permitiu a optimizacdo e validagao dos
ensaios realizados devido a falta de ajuste do modelo, talvez por introdugdo de erros

experimentais no decurso de uma catalise heterogénea e usando volumes muito pequenos.
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Sera importante como trabalho futuro estudar a possibilidade de aumento a escala da produgao
de celulases e verificar se a influéncia dos sistemas tamponados ocorre somente em termos de
manutengéo de pH ou provoca alteragdes em termos de produgéo.

Em termos da optimizagdo do processo de hidrélise, se se considerar que o método “Central
composite design” € um método considerado preciso, devera ver-se como uma hip6tese de
trabalho futuro a sua nova aplicagdo em condigbes experimentais diferentes. Podera ainda ser
importante a utilizagdo de uma outra resposta para verificagdo do ajuste do modelo, por
exemplo a determinagéo dos aglcares redutores, que por comparagdao com a concentragao de
glucose, podera indicar a existéncia de inibi¢cdo pelo produto na reaccao
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