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A Dbiocatalise enzimatica apresenta um grande potencial para o
branqueamento da pasta, como um tratamento alternativo ao convencional.
Proporciona importantes beneficios ambientais além de introduzir propriedades
Unicas as fibras do papel. A chave para o sucesso na aplicagao industrial esta
na identificacdo de novas enzimas e na pesquisa das condi¢fes especificas de
trabalho.

Para este trabalho escolheu-se o fungo Trametes versicolor conhecido
como fungo da podriddo branca da madeira, que é capaz de produzir enzimas
oxidativas, nomeadamente a enzima lacase. A primeira parte do trabalho
envolveu a optimizacdo da producdo da lacase em matraz e em bioreactor e a
modelacdo matematica dos resultados experimentais obtidos. Para a
optimizacdo da producdo da lacase em matraz, diferentes indutores foram
utilizados: cobre, 2.5-xilidina e uma mistura fendlica. Estudou-se também a
situacdo de limitacdo de carbono. Para a fermentacéo em bioreactor fez-se um
planeamento factorial de experiéncias que consistiu de dois niveis (maximo e
minimo) e trés factores: concentracédo de glucose, agitacéo e controlo do pH
do meio de cultura.

A segunda parte do trabalho envolveu a aplicacdo da lacase no
branqueamento da pasta kraft para o fabrico de papel. Neste estudo,
diferentes tipos de polioxometalatos (POMs) foram testados, juntamente com a
lacase, como mediadores da deslenhificacdo da pasta kraft ndo branqueada.
As condicdes do branqueamento estudadas foram a temperatura de reaccdo
em um Unico estagio de branqueamento e o branqueamento em estagios
alternados: Este tipo de branqueamento permitiu uma deslenhificacdo
significativa da pasta de palpel com uma reducao no indice kappa de cerca de
50% para 0 POM SiW;;Mn"(H,0)O3¢”, apds 5 estagios de branqueamento e,
para 0 SiW.;V'O4> apos trés estagios de branqueamento. Os espectros de
UV-Vis e de RMN mostraram que estes dois POMs se mantiveram estaveis
durante o processo de branqueamento da pasta de papel.

Para além de produzir a lacase, o fungo T. versicolor também é conhecido
como produtor de exopolissacarideos (EPSs). A terceira parte deste trabalho
constituiu na producao e optimizacao de um EPS. A optimizacao da produ¢éo
do EPS foi feita através da seleccéo de cinco diferentes meios de cultura e do
planeamento factorial de experiéncias 2> com ponto central com o meio
seleccionado. As varidveis estudadas no planeamento foram a concentracao
inicial de glucose e o pH do meio de cultura. A concentracao inicial de glucose
foi o principal factor para a optimizacdo da producdo do EPS e para o
crescimento celular.

Realizaram-se alguns estudos para conhecer a natureza do EPS que
envolveram analise elementar, andlise dos ides por ICP, analise estrutural por
FTIR, determinacao do peso molecular por GPC, analise termogravimétrica,
andlise dos acucares neutros e dos acidos hexourdnicos.
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Enzymatic biocatalyst has a significant potential for improving pulp
biobleaching as an alternative treatment to conventional. It allows for the
development of environmentally benign processes and may introduce unique
properties into the paper fibre. The challenge for the success on the industrial
application is the identification of new enzymes and the development of specific
and optimized working conditions.

On this work the fungus Trametes versicolor, known as white rot fungus,
which produces oxidative enzymes namely laccase was used. The first part of
the work addresses the optimization of laccase production in Erlenmeyer and
bioreactor and the mathematical modelling of the experimental results. To
optimise the laccase production in Erlenmeyer different inducers were tested:
copper, 2.5-xylidine and a phenolic mixture. The situation of carbon limitation
was also studied. For bioreactor fermentation a factorial design with two levels
(maximum and minimum) and three factors: initial glucose concentration,
agitation and medium pH was used.

The second part of the work involved the application of laccase on kraft
pulp biobleaching. In this study different polyoxometalates (POMs) were tested,
with laccase, as mediators on kraft pulp bleaching. The conditions of bleaching
were reaction temperature of the single bleaching stage and the multi-stage
bleaching. The alternative treatment in a multi-stage process allowed a
sustainable eucalypt kraft pulp deliﬁnification with more than 50% of kappa
number reduction to POM SiWy;Mn' (H20)0395', after five stages of bleaching,
and to the POM o SiW.;,V'Oy4> after three stages of bleaching. The UV/VIS
spectrum and RMN showed that these two POMs maintain stable during the
biobleaching process of pulp paper.

In addition to the production of laccase the fungus T. versicolor is also
known as exopolysaccharides (EPSs) producer. The third part of this work
deals with the optimization of the EPS production. This was optimized by a
selection of five culture media and by a 2° factorial design with a central point of
selected medium. The factors of factorial design were initial glucose
concentration and initial media pH. The initial glucose concentration was found
to be the most important factor in EPS production and also in cell growth.

Some studies were carried in order to characterize the EPS using
elementary analysis, ions analysis by ICP, structural analysis by FTIR, analysis
of molecular weight by GPC, thermal gravimetric analysis, neutral sugars and
hexouronic acids.
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INTRODUCAO

A industria da pasta e do papel tem sofrido uma grande pressao no sentido do
desenvolvimento de novas tecnologias ambientalmente aceites € de poupanca de energia.
Décadas de investigacdo na biodegradacao de polimeros lenhinoceluldsicos, no avanco das
ciéncias bioldgicas e nos estudos dos mecanismos das reacgdes enzimaticas, tém
conduzido ao sucesso da aplicagdo da biotecnologia no processamento das fibras de papel.
Hoje em dia, a biotecnologia pode oferecer a industria da pasta e do papel grandes
vantagens que podem aumentar a eficiéncia dos processos ja existentes, na manufactura da
pasta e do papel e aprimorar a qualidade do produto através de tecnologias ecologicas a
base de microorganismos e enzimas.

Devido a sua elevada especificidade, baixos custos de investimento e a sua origem
natural, as enzimas produzidas pelos fungos da podridao branca da madeira (entre eles o do
género Trametes) tém-se tornado uma potente ferramenta de pesquisa na caracterizagio de
fibras. Estas enzimas sdo biocatalisadores competitivos que podem reduzir ou substituir o
uso de compostos quimicos agressivos, que tornam esta industria poluente em muitas
operagoes do fabrico da pasta e do papel. Deste modo, estas enzimas constituem uma
alternativa ecologica potencial ao branqueamento quimico da pasta de papel.

Aplicagdoes de enzimas em grande escala, com um custo efectivo, podem ser
possiveis através do aumento da capacidade da producdo das enzimas em grandes
quantidades. A aceitacdo destas tecnologias tem vindo a crescer com o conhecimento da
microbiologia, enzimologia, biologia molecular e com o aumento da experiéncia industrial.
Na industria papeleira ja ha um nimero de aplicagdes biotecnologicas implementadas,
nomeadamente o biobranqueamento com enzimas hidroliticas ou oxidativas (xilanase),
aumentos de controlo dos pitches com a lipase.

O cultivo de fungos do género Trametes também tem atraido um consideravel
interesse comercial devido ao grande potencial na area terapéutica. Sabe-se que na
antiguidade muitos povos ja utilizavam fungos com finalidade medicinal e as suas
aplicagdes sao mantidas até hoje na medicina popular, principalmente nos paises orientais.
Actualmente, a existéncia de substancias terapeuticamente activas de fungos do género
Trametes tem sido comprovada, com efeitos como actividades antiinflamatoria, antiviral,

antimicrobiana, antitumoral, entre outras. Dentre estas, a actividade antitumoral tem-se
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mostrado a mais interessante dado o niumero crecente de pesquisas envolvendo este tema e
a busca incessante do combate ao cancro. Uma das possibilidades de obtengdao de
substancias com potencialidades terapéuticas, ¢ a partir da producdo destes fungos em
cultura submersa. Neste tipo de processo, os fungos produzem um polissacarideo
extracelular, ou exopolissacarideo que devido as possibilidades de aplicagdo na industria

farmaceéutica, tem vindo a despertar grande interesse na sua producao.

Este trabalho teve como objectivo geral estudar o fungo da podriddo branca da
madeira, Trametes (Coriolus) versicolor nos processos de degrada¢dao da lenhina, na
producdo de enzimas lenhinoliticas e na producao de um exopolissacarideo. Os objectivos
especificos foram: i) optimizar a producao da enzima lacase por Trametes versicolor em
matraz através da adi¢do de diferentes indutores (Cu, xilidina ¢ mistura fenodlica) e do
emprego da limitagdo por carbono no meio de cultura; ii) Determinar os efeitos da
concentragdo inicial de glucose, pH inicial do meio de cultura e agitacdo na produgdo de
lacase po Trametes versicolor em bioreator, através do planejamento de experiéncias 2°;
iii) Aplicacdo da lacase juntamente com diferentes mediadores no branqueamento da pasta
kraft de papel; iv) Optimizar a produgdo do exopolissacarido por Trametes versicolor
através da selecdo de diferentes meios de cultura e posterior optimizagdo do meio de

cultura seleccionando.
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Revisao Bibliografica

Capitulo 1 - Revisao bibliografica

1.1 A industria de pasta de papel

A industria da pasta e do papel compreende uma grande e crescente porcao da
economia mundial. A producdo de pasta e de papel tem aumentado globalmente e ira
continuar a aumentar num futuro proéximo, comprovado pelo aumento continuo da
producdo e do consumo de pasta e papel nas ultimas décadas. Trata-se de uma industria de
capital intensivo que acompanha de perto os desenvolvimentos tecnoldgicos, procurando
responder as exigéncias dos consumidores, nomeadamente através do cumprimento de

critérios ambientais.

A actividade principal desta industria tem que ver com as varias etapas do processo
produtivo do papel iniciando-se na produ¢ao de madeira (a industria papeleira portuguesa ¢
responsavel pela gestdo directa de cerca de 200.000 ha de floresta), a sua exploragdo e
transformagdo em pasta para papel, e a transformag¢do de pasta em diferentes tipos de
papeis. Duas visdes opostas se confrontam quanto ao futuro da industria do papel. Os
defensores das novas tecnologias de informacdo e comunicagao prevéem o declinio da
utilizacdo do papel, enquanto a industria do papel contrapde com a experiéncia do passado,
afirmando que a procura de papel continuard a crescer a nivel mundial, induzida em parte
pelas novas aplicacdes decorrentes do desenvolvimento da electronica e das

telecomunicagdes (Gouveia, 2005).

Entre 1980 e 1997 a média anual de crescimento da producdo de papel e cartdo na
Europa foi de 3,3%, acompanhando o progresso econdmico. Estima-se que a procura de
papel, na Europa Ocidental, cres¢a a uma taxa estavel de 2% ao ano até¢ 2010. Em 1998, da
producdo de papel na U.E., 52% refere-se a papel de uso grafico, 38% a papel de
embalagem e os restantes 10% sdo papéis para usos sanitarios e outras espécies (Gouveia,

2005).

Os maiores paises produtores mundiais de pasta para papel localizam-se na

América do Norte (E.U.A. e Canada), na Asia (Reptblica Popular da China e Jap3o) e na
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Europa. Os principais paises produtores de pasta para papel de zonas econdmicas
emergentes sdo o Brasil (7* posi¢ao mundial) e a Indonésia (9* posicao mundial). Portugal

ocupa a 16* posicao (Melo & Gouveia, 2005).

A populacdo global utilizou aproximadamente 300 milhdes de toneladas de papel
em 1996 (Akhtar et al. 1997), ¢ as estimativas mostram que este numero esta a aumentar
gradualmente com o passar dos anos e que poderd chegar a 420 milhdes de toneladas/ano
no ano de 2010, o que corresponde a uma taxa de crescimento de 2.4% ao ano (MBendi,

2005).

Em Portugal, a induastria papeleira ¢ um sector estratégico para a economia
nacional, e tem apresentado um desempenho particularmente positivo ao longo dos tltimos
20 anos. A producado de pasta ocupa a 6 posicdo e a producao de papel a 12%, em termos da
U.E., registando-se, entre 1992 e 1998, um crescimento médio anual de 1,2% e 2,9%,
respectivamente. Trata-se de uma industria que exporta o grosso da sua produgdo para os
paises da U.E., com predominancia das pastas branqueadas de eucalipto ao sulfato, de
grande qualidade. No ano de 2000 a produg¢do total de pasta para papel foi de 1 774 mil
toneladas (Gouveia, 2005) e em 2004 de 1 949 mil toneladas (CELPA, 2005).

A crescente consciéncia ambiental e a exigéncia de qualidade e seguranga ao nivel
dos produtos de origem florestal foram, numa fase inicial, os factores que levaram o sector
a actuar de uma forma ecologicamente responsavel. Como em outras industrias de grande
escala, a industria papeleira exerce o seu proprio impacto no meio ambiente. Embora a
situacdo esteja a melhorar de ano para ano, as fabricas de pasta e de papel ainda libertam
compostos de enxofre no ar e descargas de efluentes que aumentam a eutrofizacao e que
tém efeitos toxicos no biota em seu redor. Compostos organoclorados sdo formados
durante o branqueamento quimico da pasta, e t€ém atraido muita aten¢do das industrias e

dos investigadores.

Durante as ultimas décadas, varios estudos tém sido desenvolvidos na area do
branqueamento do papel, de modo a desenvolver novas tecnologias sustentaveis para
minimizar a poluicdo ambiental, aumentar a qualidade da pasta e obter melhorias
economicas. A biotecnologia tem emergido com grande potencial tecnoldgico para a
modernizacdo da industria da pasta e do papel, com o uso de enzimas de origem

microbioldgica. Devido aos grandes problemas ambientais, t€ém-se criado oportunidades no
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ramo da biotecnologia para substituir o uso de cloro nas etapas do branqueamento da pasta,
reduzindo assim, uma parte dos compostos toxicos, assim como a coloragao escura dos
efluentes, que sdo gerados durante o processamento da pasta e do papel, minimizando o

impacto ambiental.

Actualmente, o objectivo geral da industria da pasta e do papel é aumentar a
eficiéncia do processo, reduzindo os custos, desenvolvendo processos benignos ao meio
ambiente e aumentando a qualidade do produto. A biocatalise tem apresentado um grande
potencial para melhorar o processo tradicional de manufactura da pasta e do papel, além de
introduzir propriedades Unicas a fibra do papel. As fibras podem ser modificadas por
enzimas ou microorganismos para melhorar os processos quimicos ou mecanicos da
industria papeleira. O grande desafio para o sucesso comercial ¢ identificar enzimas,
microorganismos e as condi¢cdes para desenvolver as suas aplicagdes. A actividade
catalitica e a estabilidade de potenciais enzimas podem ser melhoradas pelos novos
métodos que estdo a ser desenvolvidos. Durante os ultimos anos, o nimero de novas
aplicacdes de enzimas tem crescido e algumas tém alcangado aplicacdes comerciais ou
aproximacdes, onde se inclui o branqueamento com xilanase ou microorganismos,
deslenhificacdo directa com enzimas oxidativas, redu¢do do consumo de energia com

celulases, redugao de pitches com lipases entre outras (Viikari & Lantto, 2002).

O uso da enzima xilanase no branqueamento da pasta de papel foi o primeiro passo
essencial da aplicacdo da biotecnologia, demonstrando que as enzimas sdo um meio
tecnologico eficiente e que podem ser introduzidos nas plantas industriais ja existentes,
sem grandes investimentos. Entretanto, verificou-se que o efeito da xilanase no
branqueamento ¢ limitado e que se obtém somente uma reducdo de cerca de 25% dos
compostos quimicos (Bourbonnais et al., 1997). Recentemente, outras enzimas como a
lipase e a glucanase também foram testadas em aplicagdes de grande escala (Messer et al.,

1997).

1.1.1 Composi¢io da madeira

A madeira é um biocompésito natural constituido principalmente por fibras. E um

tecido bioldgico altamente organizado a nivel celular e molecular. Sua composi¢ao
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quimica apresenta cerca de 20-30% de lenhina, 65-80% de polissacarideos (dos quais 40-
50% sao celulose e 20-35% sdo hemiceluloses), de outras substincias de baixo peso
molecular (1-3%) representadas essencialmente por extractaveis (compostos alifaticos:
alcanos, alcoois, acidos gordos; terpenos e terpenoides: esterdis e compostos fenolicos:
acidos fenolicos, flavonoides, taninos, lenhanos e estilbenos), de cinzas (menos que 1%) e
por compostos minerais presentes em pequenas quantidades (Sjostrom, 1981). As
quantidades relativas dos componentes da madeira variam com o tipo de madeira e com o
tipo de parede celular. Geralmente classifica-se a madeira em dois tipos: as
gimnospérmicas ou madeira dura (hardwood), ex. folhosas ¢ as angiospérmicas ou mole

(softwood), ex. resinosas.

1.1.1.1 Celulose

A celulose ¢ um polissacarideo, um homopolimero linear constituido por unidades
repetidas de celobiose B-D-glucopiranose, que sdo ligadas umas as outras por ligacdes
glicosidicas B-(1—>4). As suas cadeias apresentam entre 4000 a 10000 unidades de D-

glucose anidra. A Figura 1.1 mostra a cadeia principal da celulose.

Figura 1.1 — Representacao da cadeia principal da estrutura de celulose (Higuchi, 1993).

A celulose esta estruturalmente ligada a hemicelulose e a lenhina, ndo sendo assim
um substrato facilmente acessivel. Fisicamente, a celulose é um material solido e branco
que existe no estado amorfo-cristalino. A forma cristalina € resistente ao ataque quimico e
a degradacdo microbiana enquanto que a forma amorfa ¢ primeiramente atacada e

degradada (Biermann, 1996).

As moléculas de celulose sdo lineares e ligam-se umas as outras por pontes de

hidrogénio intra e intermoleculares, formando fibrilas elementares (FE) (Figura 1.2).
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Varias FE de celulose sdo agregadas umas as outras formando as microfibrilas. Estas
microfibrilas sdo constituidas por regides cristalinas rigorosamente ordenadas alternando
com regides amorfas menos ordenadas. Microfibrilas formam as macrofibrilas e estas
formam fibras. As suas estruturas lineares e cristalinas sdo responsaveis pela rigidez

atribuida a madeira (Kirk & Fareel, 1987).

Os mais eficientes degradadores biologicos da celulose sao os fungos filamentosos.
Tipicamente, as endoglucanases e as celobiohidrolases hidrolisam a celulose cristalina em

celobiose e a 3-endoglucanase degrada a celobiose em glucose (Teeri, 1997).

(2)

(b)

. Z? ] S e 1_,____0 Ligacdes glicosidicas
Unidades de glucose

Figura 1.2 — Diagrama estrutural da celulose mostrando as ligacdes B-(1,4) dos residuos de D-glucose e
as ligacdes de hidrogénio inter e intra molecular (a) e representagdo das microfibrilas da
celulose (b) (Adaptado de Voet & Voet, 1990).

1.1.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo um grupo misto de polissacarideos ndo celuldsicos lineares
e/ou ramificado que compreende dois grandes grupos: pentosanos e hexosanos. Os
pentosanos sdo constituidos de unidades de pentoses (D-xilose, L-arabinose) e os
hexosanos sdo constituidos de unidades de hexoses (D-glucose, D-galactose, D-manose).

Também apresentam pequenas quantidades de L-ramnose, L-fucose e ainda desoxi-
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hexoses e acidos uronicos: acido D-glucuronico, acido 4-O-metil-D-glucurénico e acido D-
galacturdnico.

Os monossacarideos ligam-se uns aos outros essencialmente por ligagdes
glicosidicas B-(1—4), mas também se podem encontrar ligacdes glicosidicas B-(1—3), B-
(1-6), a-(1-2), a-(1-3) e a-(1>6). As hemiceluloses e a lenhina sdo ligadas
covalentemente. Devido ao baixo grau de polimerizacdo e a sua natureza amorfa, as
hemiceluloses sdo degradadas mais facilmente do que a celulose. Apesar disso, ainda ¢
necessario um sistema enzimatico complexo para a sua degradacao, devido a sua estrutura

variavel e ramificada (Sjostrom, 1981).

Tal como a celulose, grande parte da fungdo das hemiceluloses ¢ dar resisténcia a
parede celular, actuando como matriz de suporte para as microfibrilhas de celulose (Kirk &
Fareel, 1987). Fisicamente, sdo um material so6lido e branco, raramente cristalino ou
fibroso. As hemiceluloses aumentam a resisténcia do papel e o rendimento da pasta. Sao
muito mais soliiveis e susceptiveis a degradag@o quimica. O baixo peso molecular faz com
que sejam soluveis em solugdes alcalinas diluidas a altas temperaturas, como acontece no
cozimento kraft (Biermann, 1996). A sua estrutura varia de acordo com o tipo de madeira.
Nas madeiras resinosas a hemicelulose consiste principalmente de glucomananas,
galactoglucomananas, arabinanas enquanto que nas madeiras folhosas consiste de

glucuroxilano e pequenas quantidades de glucomananas (2-5%).

1.1.1.3 Lenhina

A lenhina ¢ o segundo maior componente celular da madeira. Ela estabelece as
ligacdes entre as fibras da madeira, conferindo firmeza e rigidez as fibras. Ela é encontrada
entre as células e a parede celular e ¢ resistente ao ataque bioldgico, uma vez que nao
apresenta ligagdes que sejam hidrolizaveis. E um polimero de estrutura amorfa, aromética,
altamente ramificada e insoliivel em 4dgua. Apresenta—se sob uma rede tridimensional com

ligacdes cruzadas (Sjostrom, 1981).

E um heteropolimero complexo constituido por unidades de fenilpropano (Co) que
apresenta um elevado peso molecular (600-10000 kDa). Durante o tratamento quimico, a

sua remocao permite que as fibras de celulose ¢ hemicelulose sejam separadas facilmente
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(Kirk & Cullen, 1998). Ela apresenta um caracter hidrofobico, que na presenca de pastas

inibe a absor¢ao de dgua e o inchamento das fibras.

A lenhina ¢ formada a partir dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico
(Kuad et al. 1997), os quais formam respectivamente as subunidades hidroxifenilo (H),
guaiacilo (G) e seringilo (S) que compdem a lenhina (Boudet et al., 1995). O alcool
coniferilico € percursor das unidades guaiacilo e o alcool sinapilico origina as unidades
seringilo e o alcool cumarilico dd origem as unidades p-hidroxifenilo (Kirk & Fareel,
1987). Estes percursores sao formados a partir da glucose por uma variedade de reacgdes
enzimaticas que envolvem oxidagdes, redugdes, aminagdes, descaboxilagdo entre outras. A
Figura 1.3 mostra os alcoois percursores da lenhina. A lenhina de madeiras moles ¢

constituida principalmente de unidade de G, enquanto que as duras de G e de S.

CH,0OH CH,0OH CH,0OH
CH éH CH
I iy iy
OCH; H3CO OCH3
OH OH OH
Alcool cumarilico Alcool coniferilico Alcool sinapilico

Figura 1.3 — Alcoois percursores da lenhina (Adaptado de Biermann, 1996).

Estudos recentes mostram que a polimerizagao desidrogenativa de mondémeros de
lenhina ¢ causada por uma classe de enzimas, as peroxidases ou o sistema peroxidase-
H,0O,. Estas enzimas sdo capazes de oxidar um percursor, criando radicais livres
estabilizados por ressonancia, que se polimerizam por acoplamento destes de radicais.
(Kilpeldinen et al., 1994). A combinac¢do de radicais monoméricos com o0s grupos
fenolicos conduz a formagdo de um polimero linear, enquanto que as ramificacdes do

polimero ocorrem através da formagdo de estruturas benzil aril éter.

A Figura 1.4 mostra a estrutura da lenhina. A ligagdo dominante ¢ do tipo -O-4.

Mais de dois tercos da unidade de fenilpropano na lenhina esta ligada por ligacdes éter C-
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O-C e as unidades restantes por ligagdes carbono-carbono C-C. Os principais tipos de
ligagdes sao alquil-O-aril, alquil-O-alquil, aril-O-aril, alquil-alquil, aril-aril e alquil-aril.
Estas ligagdes explicam as fortes condi¢des necessarias para a despolimerizag¢do da lenhina

e a incapacidade de originar a reversdao para monomeros (Sjostrom, 1981).
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Figura 1.4- Estrutura de uma lenhina resinosa (Sipila et al., 2005).
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Os grupos funcionais da lenhina com maior influéncia sobre a reactividade da
lenhina consiste de grupos carbonilo, grupos hidroxilos fendlicos e grupos metoxilos
(Sjostron, 1981).

As lenhinas sdo diferentes consoante a espécie de madeira e variam de acordo com
o conteudo de unidades de seringilo, guaiacilo e p-hidroxifenilo e podem ser classificadas
em varias classes de acordo com os seus elementos estruturais. A lenhina ¢ covalentemente
associada a hemicelulose, na parede celular, por numerosos tipos de ligagdes. As mais
importantes sdo as ligacdes éter entre o carbono benzilico da lenhina e uma das partes do
hidrato de carbono e as ligagdes éster entre o carbono benzilico da lenhina e os residuos de

acidos (Hammel, 1997).

A lenhina ¢ uma molécula altamente irregular que ndo tem nenhuma estrutura

precisa, mas contém uma série de variadas substruturas, conforme mostra a Figura 1.5.

Considerando que o polimero da lenhina ¢ grande e altamente ramificado, deduz-se
que os mecanismos lenhinoliticos devam ser extracelulares. Estes mecanismos devem ser
oxidativos em lugar de hidroliticos, uma vez que o polimero ¢ interligado por ligagcdes
estaveis de éter e de carbono-carbono. Como a lenhina consiste numa mistura
estereoirregular de unidades, os agentes lenhinoliticos certamente serdo muito menos
especificos que os catalisadores biologicos tipicos (Hammel, 1997). Somente uma classe

de microorganismo ¢ capaz de degradar a lenhina, os basidiomicetes.
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Figura 1.5 - Principais subestruturas na lenhina; B-O-4’ (a); B-O-4’ degradada (b); a-O-4’
aciclica (¢); B-5’ ciclica e a-0O-4’ (d); a-2°/6’ € B-2°6’ (e); 5,5’ (f); 4-O-5’(g); B-1°
(h); B-B’ (i); éster a-HC-hidroxicinamato de arilglicerilo (com ligagdo a-4) (j);
éster y-HC-hidroxicinamato de arilglicerilo (com ligacao y-4) (k) (Sjostrom, 1981).
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1.1.2 O processo de fabricacio da pasta de papel

As pastas de madeira sdo o material de partida para a produ¢do do papel. A
producdo da pasta pode ser dividida em quatro partes principais: preparagdo de matérias-

primas, deslenhificacdo, branqueamento e sistema de tratamento de aguas residuais.

Durante o processamento de producao da pasta, os seguintes processos podem ser

utilizados (Akhatar et al., 1997; Ander et al., 1998):

(i) mecanico — a madeira ¢ destrocada, as cascas sdo trituradas e as fibras
reduzidas a uma pasta fibrosa denominada “pasta mecénica”. Neste processo ndo ocorre
uma separacdao completa das fibras dos demais constituintes, obtendo-se entdo uma pasta

com baixa qualidade, cuja aplicagdo ¢ limitada.

(if) termomecénico — a madeira, sob forma de aparas, sofre um aquecimento com
vapor (em torno de 140° C), seguindo para o processo de desfibramento em refinador a
disco. A pasta obtida desta forma resulta em celulose para a producgdo de papéis de melhor

qualidade, pois proporciona maior resisténcia mecanica.

(iii) semi-quimico — neste processo acrescentam-se produtos quimicos em baixas
porcentagens para facilitar ainda mais a desfibragem. O mais comum desses processos ¢

conhecido na Europa com a sigla NSSC (neutral sulphite semi chemical).

(iv) quimiotermicomecanico — a pasta derivada do processo mecanico sofre um

pré-tratamento com sulfito de sodio ou alcali antes da desfibragem.

(V) quimico — kraft (ou ao sulfato) — ¢ processo de fabricagdo da pasta de papel
mais utilizado. Pode ser utilizado em quase todas as espécies de madeira. A madeira ¢
tratada em vasos de pressdo, denominados digestores, com hidréxido de sodio e sulfeto de
sodio. E um processo quimico que visa dissolver a lenhina, preservando a resisténcia das
fibras, obtendo-se dessa maneira uma pasta forte (kraft significa forte em alemao), com

rendimento entre 50 - 60% (Kirk & Farrell, 1987).

(vi) quimico — sulfito — é um processo em que os cavacos sdo cozidos em
digestores com um licor acido, preparado com compostos de enxofre (SO,) e uma base

Ca(OH),, NaOH, NH4OH etc. A pasta obtida desta maneira tem um rendimento entre 40 e

11
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60 % e ¢ de branqueamento muito fécil, apresentando uma coloragdo clara que permite o
seu uso mesmo sem ser branqueada. Este processo, que era muito utilizado para a
confeccdo de papéis para imprimir e escrever, esta sendo substituido pelo processo sulfato
(principalmente ap6s a introdu¢do do didxido de cloro no branqueamento), devido a
dificuldade de regeneragdo dos produtos quimicos e as conseqlientes contaminagdes das

aguas.

1.1.3 Branqueamento da pasta kraft

O branqueamento ¢ um processo quimico aplicado a pasta crua para aumentar a sua
brancura por remocdo da lenhina residual da fibra. Neste processo deseja-se que um
minimo possivel ou nenhum dano ocorra aos polissacarideos, particularmente a celulose,
que ¢ a substancia primdria da parede celular da madeira e o constituinte chave das fibras

naturais do qual o papel ¢ feito.

A determinagdo do conteudo de lenhina na pasta ¢ importante para a produgdo de
papel branco. O alto contetido de lenhina dificulta e encarece o branqueamento da pasta,
enquanto que o baixo contetdo de lenhina pode favorecer o branqueamento (McDonald,

1970).

A determinagdo rapida do contetdo de lenhina, durante o processamento da pasta,
nem sempre ¢ facil. A oxidagdo da madeira ou da pasta com solu¢des padrio de
permanganato de potéassio constitui um método convencional para a determinagdo do
contetido de lenhina, e foi aprovado pela Technical Association of the Pulp and Paper
Industry (TAPPI). A lenhina da pasta reage com permanganato e a quantificagdo do
permanganato consumido ¢ determinada por titulagdo com iodeto de potassio. Esse método
determina o Indice Kappa, que é o método industrial padrido de determinagio do conteudo
de lenhina. O Indice Kappa é definido como a quantidade de permanganato que é
consumido pela pasta. Uma vez que o permanganato ¢ consumido pela lenhina, o Indice

Kappa ¢ uma medida indirecta da percentagem de lenhina na pasta (Smook, 1989).

A maioria dos sistemas de deslenhificacdo sdo agressivos, particularmente quando
o nivel de lenhina diminui, de forma que a deslenhificacdo a niveis desejaveis faz com que

ocorra alguma degradacdo nas propriedades da fibra.

12



Revisao Bibliografica

Os agentes quimicos oxidantes utilizados podem ser o hipoclorito de sddio
(NaClO), o oxigénio (O,), os perdxidos de hidrogénio (H,0O,), o didéxido de cloro (Cl10;), o

cloro (Cl,) e 0 0zono (O3).

Os estagios de branqueamento sdo designados por simbolos de acordo com o
agente quimico utilizado: Z - ozono — usado na forma de gés; O — oxigénio; P — perdxido
de hidrogénio — em estado liquido em meio alcalino; D - didxido de cloro — em solugdo
(ClOy); C — cloro; E - extracao alcalina — usando NaOH; E/O - extragao alcalina usando
oxigénio; E/P - extracdo alcalina usando peroxido; Q - Estagio dcido onde ¢ adicionado um

agente quelante (EDTA ou DTPA);

Dependendo do agente de branqueamento e da sequéncia utilizada, o
branqueamento da pasta ¢ denominado: STD - Standard (com uso de cloro molecular,
sequéncia (C+D)(EO)DED); ECF - Elementary chlorine free (sem uso do cloro molecular,
sequéncia D(EO)DED), TCF - Totally chlorine free (sem uso de compostos clorados,

sequéncia OQP), entre outros (Dence & Reeve, 1996).

A sequéncia de branqueamento tipico com ClO, pode ser descrita com uma
sequéncia de operagdes do tipo DEDED em que sdo aplicados agentes quimicos
sequencialmente, com extrac¢des intermédias. Na primeira etapa (D) ocorre a oxidagdo e
fragmentacao da lenhina, mas como a dissolucao € apenas parcial, ¢ necessario a etapa de
extrac¢do alcalina posterior. Este procedimento ¢ realizado duas vezes e termina com uma
terceira etapa com ClO,. No final do processo DEDED a pasta ¢ lavada. A pasta branca
resultante ¢ essencialmente constituida por celulose e hemiceluloses e contem quantidades

vestigiais de lenhina (0.1-0.3% no processo kraft) (Biermann, 1996; Reeve, 1989).

Uma das alternativas mais atractivas ao didxido de cloro e ao cloro, no que respeita
ao impacto ambiental e aos custos, sdo o oxigénio, o peroxido de hidrogénio e o ozono.
Entretanto a limitacdo do uso destes compostos ¢ geralmente a sua selectividade para a
lenhina (vs. celulose). A alta selectividade ¢ importante para manter as propriedades de
resisténcia fisica da fibra. O oxigénio ndo ¢ suficientemente selectivo para remover mais de
metade da lenhina residual da pasta kraft. O peréxido de hidrogénio nao deslenhifica
efectivamente. O ozono ¢ muito efectivo, no entanto limitagdes de transferéncia de massa

impostas pela necessidade de empregar ozono em concentragdes diluidas de lenhina,

13
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presentes dentro das fibras primarias da parede celulosica, dificultam a selectividade do
processo em escala industrial (Weinstock et al., 1997). No entanto, numerosas tecnologias
alternativas e de biobranqueamento estdo a ser consideradas. Tém sido desenvolvidos
varios estudos visando obter um processo de tratamento da pasta que seja adaptavel as

instalagdes ja existentes e compativel com a legislagao ambiental em vigor.

Estudos da biodegradacdo da lenhina tém grandes implicacdes nao s6 no
entendimento do ciclo do carbono global, como também no desenvolvimento de técnicas
ndo prejudiciais ao meio ambiente para a remocao selectiva da lenhina da madeira na
industria do papel. Diferentes tipos de microorganismos sdo capazes de degradar a
madeira, no entanto os fungos da podriddo branca da madeira sdo os microorganismos
mais eficientes em degradar a lenhina, conforme discutido anteriormente. Estudos com os
fungos da podriddo branca da madeira e suas enzimas tém revelado trés tipos diferentes de
potenciais enzimas lenhinoliticas: lenhina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e
lacase. T. versicolor ¢ um dos fungos mais extensivamente estudado na biodegradacao da
lenhina. O uso de enzimas para a remogao da lenhina tem sido proposto como uma via para

a redu¢do do consumo de didxido de cloro na industria do papel (Tolan & Thibault, 1997)

1.1.3.1 O papel da lacase no branqueamento da pasta

Muitas enzimas sdao conhecidas por actuar sobre a lenhina, especialmente as
oxidativas como ¢ o caso da lacase. Ela pertence ao grupo da polifenol oxidase e esta
usualmente ¢ considerada como sendo somente capaz de oxidar compostos fenolicos da
lenhina devido ao seu baixo potencial redox, quando comparada com a MnP ou LiP
(Kersten et al., 1990).

Nas ultimas décadas, tem-se feito um forte esfor¢o para se compreender os
mecanismos da biodegradacdo da lenhina pela lacase e para encontrar uma aplicagdo
enzimatica industrial, principalmente no branqueamento da pasta kraft (Call & Mucke,

1997). Muitos estudos tém descrito a aplicagdo da lacase ao branqueamento de pasta kraft.
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Katayama et al. (1989) produziram a primeira evidéncia de quebra do anel
aromatico de um tipo de estrutura bifenilica da lenhina (DDVA; 2,2'-dihidroxi-3.3'-

dimetoxi - 5,5 '-dicarboxi bifenil) por T. versicolor.

1.1.3.2 Uso de mediadores

Juntamente com a lacase, certos compostos quimicos, chamados de mediadores,
podem ser utilizados no branqueamento da pasta de papel, uma vez que o efeito catalitico
da lacase ¢ insuficiente para muitos processos industriais. O tamanho molecular da lacase
ndo permite a sua penetracdo na parede celular do material lenhinoceluldsico. O uso de
compostos mediadores torna possivel a biodeslenhificacdo de pastas, uma vez que os
compostos ndo fenolicos da lenhina podem ser oxidados com o uso em conjunto da lacase

e de mediadores.

O sistema lacase-mediador (SLM) constitui uma alternativa promissora as
convencionais tecnologias de branqueamento da pasta de papel (Leonowicz et al. 2001).

Este sistema apresenta as seguintes vantagens (Smith & Ragauskas, 2005):

o Remove selectivamente a lenhina da pasta;

J Aumenta o rendimento da producao de pasta;

o Reduz o capital e despesas operacionais da deslenhificagao;
o Minimiza a geracao de ido cloreto durante o branqueamento;
o Reduz o uso de agua fresca;

o Exibe verdadeiras propriedades cataliticas.

A Tabela 1.1 mostra o nome e a estrutura dos principais mediadores organcicos da

lacase ja estudados.

Call (1994), mostrou que ¢ possivel obter mais de 55% de deslenhifica¢do da pasta

kraft com lacase e mediador (1-hidroxilbenzotriazol (HBT)).

Na presenga do mediador, HBT, um composto modelo de subestrutura de lenhina
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B-O-4, ndo fenodlico, foi oxidado pela lacase de T. versicolor originando quatro produtos.
Os resultados mostram que trés tipos de reaccdes, quebra B-éter, quebra Ca-Cp e oxidagdo

do Ca foram catalisadas pelo par lacase-HBT (Shingo, 1999).

O entendimento do mecanismo de oxidagdo da lenhina pelo SLM devera facilitar a
comercializacdo desse sistema pela industria do papel. Estes mediadores formam radicais
reactivos que podem penetrar nas fibras da pasta alcancando a lenhina melhor do que a
grande molécula de lacase. Deste modo a lenhina ¢ degradada e sua repolimerizacdo ¢é
evitada. Estudos avaliam o papel de diferentes mediadores juntamente com a lacase,
principalmente em reacgdes de oxidagdo de compostos modelo da lenhina (Fabbrini et al.
2002; Bourbonnais et al., 1997; Castro, 2001). Os mediadores mais frequentemente
estudados sdo: HBT (Li et al. 1998; Castro et al., 2003; Majcherczyk et al., 1998,
Bourbonnais et al., 1997), Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotriazolina-6-sulfénico) (ABTS)
(Bourbonnais et al., 1997), N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO), Acido violtrico e

Polioxometalatos (Castro et al., 2003).

Tabela 1.1 - Estrutura de alguns mediadores organicos da lacase

Mediador Estrutura
2 N,
o . T W
1-hidroxilbenzotriazol (HBT) S Ir{
OH
N,
A / : 504
Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotriazolina- N S S
| CU = L T
6-sulfonico) (ABTS) 0,8 = F <\ S
/-‘-.
Me M
N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina Mu_}"‘leuMz
|
(TEMPO) O-
O OH
, H, I N
Acido violurico N
o’ N0
H
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O mecanismo da oxidagdo da lenhina com SLM esta apresentado na Figura 1.6,
onde os electrdes que saem da lenhina sdo transferidos para o oxigénio, que apresenta o
papel de aceitador final de electrdes. O mediador funciona como um transportador de
electrdes difusivel entre a lenhina e a enzima. Uma vez oxidado pela enzima, ele difunde-
se da por¢do enzimatica e volta a oxidar a lenhina, que devido ao tamanho, ndo entra na

por¢ao enzimatica.

0, lacase mediador,, lenhina

H,0 lacase,y mediador,.q lenhina,,

Figura 1.6 - Representacdo esquematica da degradacdo da lenhina por lacase num sistema com
mediador (Adaptado de Bourbonnais et al., 1998).

Um estudo com uma série de lacases de origem fingica demonstrou uma correlagdo
entre o potencial redox da enzima e actividade frente a um determinado substrato. A lacase
apresentou um potencial préximo a 0.7-0.8 V (vs. ENH). Este estudo mostrou que a
actividade da lacase face a lenhina em sistemas com mediador ¢ dependente de uma
combina¢do de dois principais factores: o potencial redox da enzima e a estabilidade e
reactividade dos radicais gerados pela oxida¢do da lenhina com o mediador (Xu et al.,

1996).

A investigacao por voltametria ciclica de alguns mediadores da lacase mostrou que
um importante papel na determinacdo do mecanismo da oxidagdo de um substrato pode
estar relacionado por um lado com a estabilidade da forma oxidada do mediador e por

outro com o seu potencial redox (Fabbrini et al., 2002).

Além da aplicacdo a pasta de papel, tem-se descrito o uso de mediadores e lacase
na degradacdo de hidratos de carbono aromatico policiclicos, na sintese quimica e no

branqueamento de corantes téxteis (Bourbonnais et. al, 1998).
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A deslenhificacao catalitica das pastas kraft com POMs e lacase ¢ uma tecnologia
ndo nociva ao meio ambiente e muito selectiva, que constitui uma alternativa promissora

ao convencional branqueamento (Call & Mucke, 1997).

1.1.3.2.1 Os polioxometalatos

As potencialidades econdmicas e ambientais dos polioxometalatos (POMs) tornam-
os muito promissores (Kozhevnikov, 1998). Outras capacidades especificas fazem dos
POMs uma nova tecnologia para o branqueamento e o processamento da pasta da madeira,
em particular (Evtuguin & Neto, 1997; Weinstock et al., 1997). Esta tecnologia promete
tanto vantagens economicas como ambientais sobre as actuais praticas na industria
papeleira. O principal objectivo no uso de POMs ¢ a sua aplicagcdo em condigdes tais que
se consiga obter um alto nivel de selectividade. Uma grande vantagem no uso dos POMs
como mediadores ¢ que eles podem ser regenerados e reutilizados no processso de

deslenhificacao.

Os POMs sao caracterizados por apresentar um centro metalico, M, que ¢ rodeado
por alguns atomos ou grupo de dtomos. Nos POMs, os dtomos ligantes sdo os atomos de
oxigénio. Em geral, eles apresentam unidades MOy, onde Yy indica o numero de
coordenagdao de M. Além de M e O, outros elementos, que usualmente sao designados
como X, podem fazer parte do estrutura do POM. Podem ser classificados como

isopolianides (IPAs) ou heteropolianides (HPAs).

Apresentam a formula geral:

[MiOy]™ (IPAs) (1.2)
[X:MuOy]" (HPAS) (1.3)

onde x<m, M, = Mo, W, V, Nb, Ta e X variavel = P, Si, Ge, B, As entre outros
(Gamelas et al., 2003). X, representa o heteropoliatomo introduzido na estrutura e esta

localizado no centro da molécula e M, o adenoatomo. Os POMs apresentam uma estrutura
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organizada em unidades discretas. Apesar das formulas 1.2 e 1.3 serem simples, a
composi¢dao de um grupo pode ser altamente complexa com varios elementos M fazendo
parte da estrutura. A unidade basica de construgdo desses POMs ¢ o octaédro formado por

um metal rodeado de seis oxigénios (MOg). A Figura 1.7 mostra a unidade fundamental da

0O
M
Figura 1.7— Representacdo bola-bastdo e poliedro da unidade fundamental de MO¢ (Fernandez,
2003).

estrutura do POM.

Essas unidades unem-se umas as outras. A Figura 1.8 mostra a unido das unidades

de MOé,

Figura 1.8 — Modelos poliédricos representam as trés possiveis unides entre duas unidades octaédricas
MOg. A) unido de vértice, B) unido de aresta e C) unido de face (Fernandez, 2003).

Os POMs com estrutura de Keggin sdo os mais importantes e estudados

actualmente (Weinstock et al., 1997). A estrutura desses POMs ¢ baseada em um tetraedro
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central XOy4, rodeado por doze octaedros MOg arranjados em quatro grupos de trés
octaedros cada (M30;3) (Pope, 1983). O heterodtomo encontra-se no centro formando a
estrutura tetraédrica XO,. Cada uma das unidades M3;O;¢ compartilha os atomo de
oxigénio dos vértices com as outras trés, formando assim o POM com estrutura de Keggin

e formula geral de:

[XM2040]" (XMy,, forma abreviada) (1.4)
onde X ¢é o heteroatomo (PV, AsY, GV, si'V, B, Fe''; Co", entre outros) ¢ M ¢ o adendo
atomo (Mo'; W'). Os heteroadtomos mais comuns nos anides de Keggin sio os
heteropolitungstatos [XW,040]" € os heteropolimolibdatos [XMo12040]". O centro

externo de M,Oy ¢ livre de eléctrons metélicos se o arranjo ¢ totalmente oxidado. A Figura

1.9 mostra a representacao de um anido de Keggin.

XO,™

M12040

Figura 1.9 - Representagdo poliédrica da estrutura do anido de Keggin. O centro externo M1,049
encapsula a unidade interna, representada pelo tetraedro XO,4" (Jeannin, 1998).

Em solucdo, os potenciais de reducdo dos POMs com estrutura de Keggin sdo altos,
e por isso sdo reduzidos facilmente, mesmo em condi¢des brandas, podendo depois ser
reoxidados pelo oxigénio, ar, ozono, H,O,, enzimas ou outro oxidante apropriado. Os
electroes sao aceites pelos adenoides do HPA (Sadakane & Steckhan, 1998). Entretanto,
apresentam algumas propriedades diferentes entre si como estabilidade, solubilidade,
acidez e potencial 6xido-redugdo, que irdo depender da espécie metalica (MOVI, wVvl etc.),
da presenca ou auséncia de algum outro metal incorporado, (V¥, Mn", etc.) e do

heteroatomo central.
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Uma caracteristica dos POMs ¢ a sua elevada solubilidade em agua, que ¢
importante para a realizagdo de experiéncias em catalise em fase liquida (Gamelas et al.,
2003; Hill, 1998 ). Outra caracteristica bastante marcante ¢ o potencial de 6xido-redugao,
que ¢ mais influenciado pelo tipo de metal, do que pelo heterodtomo em si. Em rela¢do aos
metais que compde os POMs potenciais, o potencial redox ¢ decrescente na seguinte
ordem: V >Mo>W. Os potenciais redox do POMs de Si sdo menores do que os de P. Uma
das maiores vantagens do uso dos POMs ¢ que apds serem reduzidos durante a reaccao de

oxidacdo, eles podem ser reoxidados e reutilizados.

No branqueamento da pasta do papel, os POMs podem remover eléctroes dos
substratos organicos (reduzem-se) oxidando os fragmentos da lenhina dissolvida no licor
de branqueamento e ainda facilitando a transferéncia de eléctrdes para o oxigénio. Na etapa
do branqueamento, aquece-se a altas temperaturas, uma mistura de dgua, pasta e POM
totalmente oxidado (POM,y). Nestas condigdes de reac¢ao, o POM ¢ reduzido enquanto a
lenhina ¢ oxidada. Apds a reacgdo, o licor de branqueamento ¢ separado da pasta e
reoxidado com o oxigénio conforme mostram as equacdes 1.5 e 1.6 (Katsoulis, 1998) e o

esquema apresentado na Figura 1.10:
Pasta + POM,x — pasta branqueada + POM;q +2H" (1.5)

POM,q + ¥ O, + 2H" — POM,, +CO; + H,O (1.6)

0, POM,4 X lenhina,,
H0 X POM,, lenhina
Figura 1.10 - Ciclos redox do POM na reacg¢ao catalitica da oxidagdo da lenhina (Balakshin et al. 2001).

Além dos mediadores organicos, os POMs também podem actuar como mediador
no processo de deslenhificacdo da pasta com lacase. A deslenhificagdo catalitica das pastas

kraft com POM e lacase (SLM) ndo ¢ agressiva ao meio ambiente e ¢ um processo
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selectivo de deslenhificacdo. A Figura 1.11 mostra o mecanismo da oxidagdo da lenhina

pelo POM. A correspondente forma reduzida passa pela reoxidacdo directa pela lacase.

Do ponto de vista técnico, o SLM ¢ eficiente e decompde selectivamente a lenhina
residual sem significativa perda de viscosidade. Entretanto, uma das principais
desvantagens do SLM ¢ a baixa estabilidade dos mediadores organicos (ABTS; HBT; etc.)
no sistema reaccional e a absor¢do de alguns mediadores coloridos na fibra.
Adicionalmente, considerando o alto custo dos mediadores, o SLM com mediadores
organicos nao ¢ viavel ao contrario dos POMs que sdo muito efectivos como catalisadores

e podem ser reciclados no ciclo catalitico (Evtuguin et al., 1998).

Balakshin et al. (2001), demostraram pela primeira vez a possibilidade de usar o
sistema catalitico de POM com lacase para a deslenhificacdo da pasta kraft em condig¢des
aerobicas e a temperaturas moderadas (40-60 °C). A lacase mostrou ser capaz de reoxidar

diferentes POMs, mesmo os que ndo sao reoxidados pelo oxigénio a altas temperaturas.

0O, | lacase POM
H,O X lacase,x j POM

Figura 1.11 — Ciclos redox no sistema catalitico de oxidag@o da lenhina com POM-lacase-O, (Balakshin
etal., 2001).

ox Lenhina

red Lenhina,y

1.2 A natureza dos fungos

Os fungos sdao organismos eucaridticos quimioorganotroficos. Apresentam dois
tipos morfologicos principais: os fungos filamentosos, assim chamados por formarem hifas
(ou filamentos revestidos de parede rigida) e as leveduras, fungos normalmente

unicelulares.

Os fungos constituem um grupo muito diversificado no que diz respeito a forma,
estrutura e capacidade metabolica. A maior parte desenvolve-se de matéria organica morta.

O seu crescimento ¢ afectado por factores fisicos e quimicos como temperatura, humidade,
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concentracdo de oxigénio, pH, micronutrientes, fontes de carbono e nitrogénio, entre

outros.

Nos fungos, os ntcleos estdo dispersos em um micélio (conjunto de hifas) continuo
ou septado. Nao possuem plastos ou pigmentos fotossintéticos e sua nutri¢gdo ¢ obtida por
absor¢do. Sdo saprofitas, parasitas facultativos ou biotroficos. Sdo predominantemente

filamentosos, mas algumas espécies sao leveduriformes.

Os fungos filamentosos sao morfologicamente complexos e heterogéneos, e podem
exibir diferentes formas estruturais durante o seu ciclo de vida. A sua estrutura vegetativa
basica de crescimento ¢ constituida por um filamento tubular, a hifa, que é originada a
partir de um tUnico esporo reprodutivo (Papagianne, 2004). A colonia de um fungo
filamentoso ¢ uma estrutura muito repetitiva. E composta de uma rede tridimensional
ramificada de hifas interconectadas e possui um indefinido nimero de pontos de
crescimento (Read, 1994). A area superficial relativa faz com que as hifas estejam bem
adaptadas para a absorcao, segregacdo e excrecdo de substancias. Quando crescem em
culturas submersas, os fungos filamentosos exibem diferentes formas morfoldgicas,
dispondo-se desde filamentos miceliares dispersos até densas massas miceliares agregadas,
chamadas de “pellets” (Papagianne, 2004). Os pellets sao agregados de hifas apresentando
uma forma esférica ou elipsoidal, com uma estrutura interna variavel. A forma particular
exibida ¢ determinada ndo somente pelo material genético, mas também pelas condigdes
fisicas e quimicas do meio de cultura em que se encontram (Kossen, 2000; Znidarsic &
Pavko, 2001)

Reconhece-se a existéncia de trés classes nesse grupo: basidiomicetes, ficomicetes
e ascomicetes. Os basidiomicetes (fungos superiores) sdo seres heterotroficos, necessitam
de meios eficientes de segregacdo de enzimas digestivas extracelulares. Sdo providos de
talo pluricelular formado de hifas septadas. Seu micélio pode ter crescimento indefinido ou
formar, nos tipos mais evoluidos, corpos frutiferos de estrutura constante. A estrutura
reprodutora caracteristica do grupo € o basidio, que ¢ a extremidade de uma hifa dilatada,
uni ou pluricelular, e que emite ramificagdes, cada uma suportando em sua extremidade
um esporo, ou basididsporo. Este grupo apresenta uma grande importancia econdmica pois
compreende as espécies causadoras de uma série de doencas nas plantas cultivadas. Os
basidiomicetes superiores separam-se em dois grupos: os himenomicetes € o0s

gasteromicetes. Entre os primeiros estdo os fungos destruidores da madeira.
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1.2.1 Fungos da podridao branca da madeira

Os fungos da podriddo branca da madeira e suas enzimas lenhinoliticas tém sido
muito estudados devido a sua grande eficiéncia em degradar a lenhina e as possiveis
aplicagdes na industria papeleira (Akhtar et al., 1997), além de apresentar grande potencial
para a bioremediacao de poluentes com estruturas similares a lenhina (Pointing, 2001).

Os substratos de crescimento para este tipo de fungo s3o a celulose e a
hemicelulose. A degradacdao da lenhina, que ¢ altamente recalcitrante, ocorre no fim do
crescimento primario, através de um metabolismo secundario quando ha deficiéncia em
nutrientes (Pointing, 2001). O ataque do fungo a lenhina ¢ um processo oxidativo aerdbio,
onde sdo oxidados compostos fendlicos, metoxidos e alifaticos da lenhina através do
rompimento de anéis aromaticos e da criagdo de novos grupos carbonilo. Estas mudancas
na estrutura da lenhina resultam na sua despolimerizagao e na producao de didxido de
carbono (Kirk & Farrell 1987).

Os fungos da podridao branca da madeira degradam a lenhina tanto selectivamente
como ndo selectivamente. Na degradacdo selectiva, tanto a lenhina como a hemicelulose
sao significativamente mais degradas do que a celulose, enquanto que na degradagdo nao-
selectiva, quantidades iguais de todos os componentes de lenhinocelulose sdo degradados.
Alguns fungos como Ganoderma applanatum, Heterobasidion annosum e Phellinus pini,

sdo capazes de realizar ambos os tipos de degradagdo (Blanchette, 1995).

1.2.2 O sistema lenhinolitico dos fungos da podridao branca da madeira

Viarios tipos de enzimas lenhinoliticas, envolvidas na degradacdo da lenhina, sdo
produzidas pelos fungos da podridao branca da madeira. Além dessas, eles também podem
produzir celulases, xilanases e outras hemicelulases (Hatakka, 1994). Quase todos os
fungos da podriddo branca da madeira produzem MnP e lacase, mas somente alguns
produzem LiP (Hatakka, 1994). LiP oxida as unidades ndo-fenolicas da lenhina (Kirk &
Farrell, 1987). MnP oxida Mn”", que pode ser encontrado na madeira e no solo, a Mn>". A
alta reactividade de Mn’" faz oxidar os anéis fenolicos da lenhina em radicais livres
instaveis, que se decompde espontaneamente (Hofrichter, 2002). A Lacase oxida os anéis
fenolicos em radicais fenoxilicos. Outras enzimas como a celobiose:quinona

oxidoreductase (CBQ), celobiose dehidrogenase (CDH), glioxalacto oxidase (GlOx),
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glucose oxidase, alcool veratrilico oxidase (VAO) e algumas esterases também podem
apresentar algum papel no complexo processo da degradacdo da madeira, mas nao actuam
sozinhas. Enquanto as enzimas lenhinoliticas oxidam compostos fenélicos e criam radicais
fenoxidos, os compostos ndo fendlicos sdo oxidados via catido radical (Call & Mucke,
1997; Garg & modi, 1999).

O sistema de degradagdao de materiais lenhinocelulosicos envolve uma série de
reaccdes. As espécies de basidiomicetos, incluindo as do género Trametes, sdo capazes de
realizar tal degradagdo, devido ao complexo enzimatico lenhinocelulolitico especifico. Um
esquema ilustrativo, onde se observa a fun¢do desempenhada pelas enzimas degradadoras
de materiais lenhinocelulésicos proposto por Rajarathnam et al. (1992) esta apresentado na

Figura 1.12.

Celulose Hemicelulose Lenhina Proteinas Lipideos
Cl-celulase Hemicelulase Enzimas Proteases Lipases
v Xilanase oxidativas Esterases
Lacases
Forma alterada Peroxidases
lenhinases
A 4 A 4
Glucose, xilose, Aminoacidos e
Cx-celulase etc. peptideos
A 4
v Fenois e compostos v
- fenodlicos .
Celubiose Acidos gordos
B-Glucosidase : Inducéo de
v Fonte de Ce primérdios
energia ;
Glucose g frutiferos <
v A B
Corpos
> frutiferos =
Figura 1.12 - Esquema da funcdo desempenhada pelas enzimas degradadoras de materiais

lenhinocelulésicos dos basidiomicetos (Adaptado de Rajarathnam et al., 1992).
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1.2.3 O fungo Trametes versicolor

Trametes versicolor, por vezes classificado como Coriolus, Polyporus e Polysticus
¢ o mais comum habitante encontrado na madeira, causando a podriddo branca
(Alexopoulus & Mims, 1979; Archibald et al., 1997). Este fungo pertence a classe dos
Basidiomycetes, ordem Polyporales, familia Polyporaceae (Alexopoulus & Mims, 1979).

Existem cerca de 100 géneros nesta familia.

E um cogumelo facilmente reconhecido pelo seu corpo frutifero (ou basidiocarpo)
que se apresenta em forma de “cauda de perd”, como mostra a Figura 1.13. As cores das
bandas podem variar dependendo da sua genética e do ambiente onde se encontram. A
maior parte das bandas sdo de cor castanha escura a clara, alternando- se com as bandas de

cores claras (as hifas).

Figura 1.13 — O fungo Trametes versicolor na forma de “cauda de pert”.

O seu ciclo de vida inicia-se com um esporo produzido pelo corpo frutifero
(cogumelo). Os esporos germinam e tornam-se hifas, que se agrupam formando o micélio
(fase vegetativa). Este por sua vez cresce originando o cogumelo (fase sexual)

(Alexopoulus & Mims, 1979).

T. versicolor é um dos mais eficientes fungos degradadores da madeira que

promove a deterioragdo simultanea da lenhina, celulose e hemicelulose (Tanaka et al.

26



Revisao Bibliografica

1999). As enzimas oxidativas extracelulares produzidas por este fungo iniciam o ataque a
madeira. Esta espécie lenhinolitica ¢ chamada de fungo da podridao branca porque confere
um aspecto esbranqui¢ado a madeira a medida que esta apodrece (Lewin & Goldstein,
1991). Estas caracteristicas fazem com que este fungo e as suas enzimas lenhinoliticas
sejam estudados e/ou aplicados como alternativa ao branqueamento quimico da pasta de
papel, na industria téxtil para a remog¢ao de cor (Swamy & Ramsay, 1999; Wong & Yu,
1999; Amaral et al. 2004), no tratamento de efluentes industriais (Modi et al. 1998) e na

bioremedia¢do de uma série de poluentes organicos (Pointing, 2001).

Este fungo também ¢ bastante usado na medicina tradicional do Este Asiatico
devido as sua propriedades medicinais (Cui & Chisti, 2003). No Japao ¢ chamado de
“Kawaratake” ou “cogumelo junto ao rio” e na China como “Yun Zhi” ou “ cogumelo
nuvem”. Na medicina tradicional este fungo ¢ colhido, seco, moido e extraido com agua
quente. Ele ¢ usado no tratamento de infec¢des pulmonares, hepatite € em doentes com
cancro devido as suas propriedades imunomoduladoras (moduladoras do sistema
imunologico). Estas propriedades sdo atribuidas aos polissacarideos do T. versicolor

(Sugiura et al. 1980; Ng, 1998).

1.3 Enzimas lenhinoliticas

Enzimas sdo proteinas globulares que actuam como catalisadores biologicos
conduzindo as reac¢des bioquimicas nas células dos organismos vivos. Estdo grandemente
distribuidas na natureza. Quimicamente, as enzimas contém uma ou mais cadeias de
centenas de aminoacidos numa complexa estrutura tri-dimensional, que € muito importante
para a sua ac¢dao. Como em toda a catdlise, uma catalise enzimatica ¢ definida como uma
reaccdo de “parceria” que aumenta a velocidade de uma reac¢do quimica, sem que o
catalizador sofra mudancas em todo o processo. Esta definicdo implica que uma tnica
molécula de enzima ¢ capaz de converter muitas moléculas de substrato durante o seu
tempo de vida. A taxa de conversdo destas reac¢des ¢ chamada de actividade de uma
enzima. As enzimas diferem dos catalisadores quimicos em muitos aspectos, tais como: (i)
altas taxas de reaccao; (ii) condigdes de reaccdo ndo agressivas e (iii) alta especificidade de

reaccdo (Call & Mucke, 1997). As enzimas sdo classificadas pela [UBMB (International
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Union of Biochemistry and Molecular Biology) através do nimero EC, que as classifica de

acordo com a sua classe e com a reagao que catalisa.

A interac¢ao de uma enzima com o substrato pode ser pode ser ilustrada pelo

(13

modelo “ chave -e- fechadura”. Somente um substrato (chave), que pode encaixar no
centro activo (fechadura), sera convertido no centro catalitico, que ¢ uma parte do centro
activo. A respeito desta imagem simplista, as reac¢des sdo certamente muito mais
complicadas e s6 podem ser descritas por modelos muito mais complexos. Ao contrario da
catdlise quimica, as enzimas podem direccionar-se para reac¢des especificas através da

combinagdo de métodos altamente sofisticados com a engenharia genética e design

computacional de proteinas.

As enzimas sdo grandemente utilizadas como catalisadores na industria, tal como
acontece na industria da pasta do papel. Os fungos da podridao branca da madeira sdo os
principais produtores de enzimas lenhinoliticas. As principais enzimas lenhinoliticas sao a
lacase, a manganés peroxidase e a lenhina peroxidase, mas outras enzimas como a CBQ, a
GlOx e algumas esterases também podem apresentarm um papel significativo no processo

de degradagdo da madeira.

1.3.1 Lenhina Peroxidase (LiP) (EC 1.11.1.14)

A LiP ¢ uma glicoproteina hémica que catalisa uma variedade de compostos
fenolicos, ndo fenodlicos, hidratos de carbono aromaticos e outros compostos que sao
resistentes ao ataque microbiano. Requer peroxido de hidrogénio como cofactor e a
reaccdo ocorre através do mecanismo de oxida¢do de um electrdo seguido por uma série de
reaccdes ndo enzimdticas (Garg & modi, 1999). Estas reac¢des incluem a degradacao
oxidativa das ligacdes -O-4, C,-Cg € outras ligagdes na lenhina. Os fungos segregam para
o meio de cultura varias isoenzimas que apresentam uma massa molecular entre 39 e 43

kDa e propriedades espectrais e cataliticas semelhantes (Kirk & Farell, 1987).

4

Alguns estudos mostram que, no T. versicolor, a LiP ndo é importante no

biobranqueamento da pasta de papel (Paice et al., 1993).
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1.3.2 Manganés Peroxidase (MnP) (EC 1.11.1.13)

A MnP constitui o segundo grupo de glicoproteinas hémica que requer ides de
manganés livres para a sua actividade. A actuagdo desta enzima requer também a presenca
de peroxido de hidrogénio. Inicialmente catalisa a oxidagio do Mn”*" para o Mn’", que
subsequentemente oxida varios compostos fendlicos (Garg & modi, 1999). Os fungos
também segregam varias isoenzimas da MnP para o meio de cultura, embora algumas
também possam estar ligadas a parede celular (Hatakka, 1994). A MnP purificada pode
desencadear a despolimerizagdo de lenhinas sintéticas e também degradar clorolenhinas.
Verificou-se que inicialmente o sistema MnP pode igualar a extensdo de branqueamento

obtida com o fungo, mas com o decorrer do tempo, os seus niveis diminuem.

1.3.3 Lacase (EC 1.10.3.2)

Lacase benzenodiol:oxigénio reductase, ¢ uma polifenol oxidase, pertencente a
classe de enzimas oxidoreductase, também conhecida como oxidase de cobre azul. Pode
ser dividida principalmente em duas categorias segundo a sua origem: plantas e fungos. Foi
descoberta por Yoshida em 1883 nas plantas e caracterizada como um oxidase de cobre por
Bertrand em 1985 (Mayer & Staples, 2002). A lacase de fungos foi descoberta alguns anos
depois (Call & Mucke, 1997).

Os principais microorganismos produtores de lacase sdo os fungos da podridao
branca da madeira. T. versicolor ¢ um dos mais estudados fungos da podridao branca da
madeira produtor de lacase (Garg & modi, 1999). Neste tipo de fungo, a lacase ¢ produzida
dentro das células e excretada para o exterior dos filamentos das hifas.

O nuimero de isoenzimas da lacase pode ser superior a 5, dependendo da espécie do

fungo e das condi¢des ambientais de crescimento.

1.3.3.1 Caracterizacao estrutural da Lacase

A lacase pertence a familia das enzimas de cobre azul, que pode ser definida pela
sua espectroscopia caracteristica, pela sua sequéncia homologa e pela sua reactividade. Em
termos estruturais, esta enzima ¢ uma glicoproteina que exibe uma heterogeneidade

adicional devido ao contetdo variavel de hidratos de carbono e de cobre (Yaropolov et al.,
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1994). Compreende entre 520-550 aminodcidos, apresenta um peso molecular que varia de
60-80 kDa e ¢ constituida por 15-20% de hidratos de carbono (Thurston, 1994).
Usualmente as lacases de fungos contém 4 atomos de cobre distribuidos em 3 sitios
de ligagdo diferentes, que sdo identificados por densidade electronica. O Cobre ¢
coordenado por duas histidinas e uma cisteina, que se encontra em um arranjo triangular
plano. Cada 130 de cobre parece desempenhar um papel importante no mecanismo
catalitico (Thurston, 1994; Solomon et al., 1996). O primeiro sitio, tipo 1 (T1), ¢
responsavel pela cor azul da enzima devido a méaxima absorvancia a 605 nm e ¢
coordenado com a cisteina; o tipo 2 (T2) ndo exibe sinal no visivel e funciona como
aceitador de um electrao e o tipo 3 (T3) incorpora dois centros de cobre fortemente
acoplados, sendo responsavel pela banda a 330 nm e funciona como aceitador de dois
electroes (Solomon et al., 1996). Diferentemente das outras oxidases de cobre, o quarto
ligante ¢ substituido pela fenilalanina. Ela estd organizada em trés dominios arranjados
sequencialmente. A Figura 1.14 mostra a estrutura tridimensional da lacase obtida pelo T.

versicolor.

cooH’

7

Figura 1.14 - Diagrama de da estrutura da lacase de Trametes versicolor. Os trés dominios (T1, T2
e T3) estdo mostrados a cores diferentes. Os atomos de cobre sdo as esferas azuis ¢ a
por¢ao de hidrato de carbono sdo os modelos em bola-e-bastdo. A parte cinzenta é o
N-terminal e a verde o C-terminal. O sitio T1 ¢ a esfera isolada. (Piontek et al.,
2002).
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1.3.3.2 Mecanismos de catalise da Lacase

A lacase catalisa a oxidagdo de uma variedade de substratos como os polifenois,
diaminas e alguns compostos inorganicos. As reac¢oes de oxidagao com a lacase envolvem
a transferéncia de electrdes de uma molécula para outra. Por outro lado, a lacase sozinha

ndo ¢ capaz de oxidar compostos ndo fenolicos.

As reaccOes de catalise sdo feitas através da oxidagdo de um electrdo do substrato
reduzido, com concomitante redugdo de quatro electrdes do oxigénio a agua (Leitner et al.,
2002). Embora o exacto papel da lacase na degradacdo da lenhina esteja por esclarecer,
tem-se provado que, na presenca de mediadores, compostos ndo fenolicos da lenhina
podem ser degradados. O aceitador de electrdes da lacase € o cobre e ndo a proteina. No

centro trinuclear de cobre, os eléctrons sdo transferidos para a agua.

O mecanismo de reac¢do ainda ndo estd, como referido, completamente
esclarecido. A partir de estudos espectrocopicos € de Ressondncia Paramagnética
Electronica (EPR) mostrou-se que a enzima € primeiro completamente reduzida, e entdo o
oxigénio ¢ reduzido a duas moléculas de 4dgua juntamente com a formacdo de radicais
intermediarios e que existem diferentes locais de ligagao ao cobre. Os cobres T1 e T2 estdo
envolvidos na captura e transferéncia electronica (oxidagoes do substrato, por transferéncia
de electrdo, ocorrem no T1) e o T2 e o T3 participam na ligagdo do oxigénio (Thurston,

1994; Call & Muck, 1997). A Figura 1.15 propde um esquema de reac¢ao.

Lacase

2e (+ 4 Ha
Cobre Tipol Cul_ {l

Cobre Tipo2 | Cu
Cobre | Tipod| o (). —= w0
Cobre | Tipod [ 1"

e do substrato — My,
ex. mediador ("
OH

Mediador

O, +4H" +4e —H=£ 5 2 H,0

Figura 1.15 — Esquema de reac¢do da lacase com um substrato (Adaptado de Call & Muck, 1997).
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As reaccgoes tipicas (de todas as oxidases azuis) podem ser descritas de acordo com

a seguinte reacgao (1.1):
2 DH,+0, —2%= 2D+2H,0

4DH+0, —4D+2H,0 (1.1)

Este tipo de reacgdo pertence aos fundamentos da biologia/bioquimica no

metabolismo do oxigénio (Call & Muck, 1997).
Uma reacgdo tipica da lacase esta apresentada na Figura 1.16 onde um difenol sofre

uma oxidacdo, com a perda de um electrao, para formar um radical livre. Esta espécie pode

ser convertida em quinona numa segunda catalise enzimatica.

) SN <|3 N
A ¢
|

OH OH

OH

- /

Figura 1.16 — Uma reacgdo tipica da lacase com um difenol (Adapado de Thurston, 1994).

Independentemente da sua origem, a lacase pode ser fortemente inibida por muitos
anides que sdo capazes de interagir com os sitios de cobre como a azida, o cianeto € o

fluoreto. Os agentes complexantes removem o cobre do centro activo inibindo a actividade.

1.3.3.3 Aplicacdes da lacase

As aplicacdes praticas da lacase tém conduzido a um incremento da pesquisa nas
fontes produtoras da enzima, nomeadamente fungos da podriddo branca, e no uso de
mediadores, que facilitam a ac¢do catalitica do sistema. Basicamente, todas as aplicagdes
da lacase podem estar relacionadas com uma propriedade da enzima, que é a habilidade

para produzir um radical livre a partir de um substrato adequado. E conhecido durante as
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ultimas décadas que a lacase catalisa a oxidagdo directa de fenois e aminas tais como o0s
clorofenois e corantes, conforme descrito nos itens acima. Actualmente tem-se estudado a
degradacdo de compostos xenobidticos como os pesticidas e efluentes domésticos e
industriais.

A remocao da lenhina ¢ um processo que tem desencadeado uma grande quantidade
de investigagdes, especialmente devido a sua importancia na industria da pasta do papel.

Para se aumentar a producdo de etanol combustivel, lacase obtida pelo T. versicolor
foi expressa em Saccharomyces cerevisiae de modo a aumentar a sua resisténcia a
inibidores fenolicos nos hidrolisados lenhinocelulésicos (Larsson et al. 2001).

Em analise de farmacos, um novo método baseado na lacase foi desenvolvido para
distinguir morfina de codeina em amostras de medicamentos (Bauer et al., 1999).

Lacase imobilizada tem sido utilizada com sucesso na remog¢ao de fendis da uva
branca para a clarificagdo de vinhos (Servili et al. 2000).

Em bioremediacdo, as enzimas de fungos tem-se mostrado muito eficazes na
degradacdo de uma variedade de poluentes ambientais. A lacase tem aumentado a
eficiéncia de processos de bioremedia¢do (Gelo et al., 1999; Pointing, 2001) para a
degradacdo de triclorofenol (Leontievsky, 2000), alcenos (Niku & Viikari, 2000), efluentes
industriais (Fukuda et al., 2001), descoloracdo de pigmentos (Yesilada et al., 2003;
Zamora et al., 2003, Amaral et al., 2004; Blanquez et al., 2004; Couto et al., 2004a) ¢
degradagao de herbicidas (Mougin et al.,2001).

1.3.3.4 Producéo da lacase

A produgdo da lacase por microorganismos ¢ uma caracteristica de muitos
basidiomicetos, particularmente os associados a decomposicao da madeira, entre eles o T.

versicolor. Sdo muitos os factores que afectam a sua producdo. Nomeadamente:

e concentracdo de indculo;

e composicao do meio de cultura;

e concentragdo e proporcoes relativas de carbono e nitrogénio;

e pH, temperatura, taxa de arejamento e agitacdo do meio de cultura;
e presenca de indutor;

e aunséncia de inibidores.
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Para que a aplicagdo da lacase seja realizada com sucesso, ¢ necessario que a sua
producdo seja feita em grandes quantidades. Por isso, além de se estudar os factores
ambientais da producdo, muitos autores tém considerado a adi¢do de indutores ao meio de
cultura. O indutor pode ser o substrato da propria enzima ou um composto estruturalmente
analogo. No caso da lacase os compostos aromaticos sao os mais promissores. Deste modo,
pode-se aumentar a produ¢ao da lacase numa grande variedade de fungos lenhinoliticos
pela inducdo por compostos como 2.5-xilidina, dlcool veratrilico, 4cido felarico, guaiacol,
etanol, cobre e produtos secundarios da industria do papel como a xilidina e
lenhinosulfonados, entre outros.

O composto 2.5-xilidina tem sido o mais estudado ¢ mais comum indutor da
producdo de lacase. Quando comparado com alcool veratrilico em fermentagdo semi-sélida
por T. versicolor, xilidina mostrou ser um melhor indutor (Couto et al., 2002). Um outro
estudo desenvolvido com T. versicolor em fermentador “air lift” comparou a adi¢do de
xilidina, etanol e alcool veratrilico na produ¢ao da lacase e mostrou que todos os indutores
aumentaram a produgdo enzimatica, entretanto a xilidina apresentou melhores resultados
de actividade enzimatica (cerca de 1500U/L), com um aumento de 14 vezes em relagdo ao
controlo (nenhum indutor adicionado ao meio) (Rancafo et al., 2003). A indugdo por
etanol e alcool veratrilico apresentou um menor aumento na actividade da lacase, nao
passando de 400 U/L. Bollag & Leonowicz (1984) também verificaram que a xilidina
estimulou a produgdo de lacase em Fomes annosus, Pholiota mutabilis, Pleurotus
ostreatus e T. versicolor. Com o fungo T. modesta, a adigdo de xilidina, entre muitos
indutores testados, foi a que conduziu a maiores actividades enzimaticas (Nyanhongo et
al., 2002). A adigdo de ABTS juntamente com xilidina na produgdo de lacase por Trametes
sp. mostrou ser um indutor mais eficiente, com um aumento na actividade de 3.59 vezes
em relagdo ao controlo, enquanto que a xilidina sozinha apresentou um aumento de 2.84
vezes (Jang et al., 2002). A indugdo da produgdo da lacase por Pycnoporus cinnabarinus
com lenhinosulfonatos e 4lcool veratrilico aumentou a actividade em cerca de 2 a 3 vezes
enquanto que o guaiacol ndo apresentou nenhuma indugdo. Obteve-se um aumento de 9
vezes na actividade da lacase quando se empregou xilidina como indutor e ndo se observou
nenhuma alteracao na estrutura da lacase (Eggert et at. 1996).

A introducao de alcool veratrilico em diferentes meios de cultura aumentou a

producdo da lacase desde 1.6 até 16 vezes em diferentes fungos utilizados. Similarmente a
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adicao de guaiacol aumentou a producdo enzimatica até 38 vezes. Entretanto, a maior
producdo de lacase foi obtida com a adicdo de “preparados de lenhinha” (indulina AT,
polifom, reax e lenhinosulfonato) com um aumento na producdo at¢ 100 vezes com o
fungo Phlebia floridensis (Arora & Gill, 2000). A adigdo de pirogalol ao quarto dia da
fermentacdo com T. versicolor aumentou em 3 vezes a produgao da lacase (Osiadacz et al.,
1999). A adigdo de alcool veratrilico aumentou 10 vezes a produgdo da lacase pelo fungo
do género Trametes (Mansur et al., 1997)

Como a lacase ¢ uma enzima que contém cobre, estudos t€ém mostrado que a sua
adi¢do ao meio de cultura, aumenta a producdo da enzima. Giardina et al. 1999,
observaram que a adicao de sulfato de cobre ao meio de cultura de P. ostreatus aumentou a
actividade da enzima e que este aumento foi proporcional a quantidade de cobre
adicionado, atingindo um valor maximo com 150 puM de sulfato de cobre. Outro estudo,
também com P. ostreatus, mostrou um aumento de 8 vezes na actividade da lacase com a
adi¢ao de cobre (ImM) ao meio de cultura (Baldrian & Gabriel, 2002). Com o fungo
Trametes, o cobre induziu produ¢do da lacase nas seguintes espécies: T. versicolor (Collins
& Dobson, 1997), T. pubescens (Galhaup & Haltrich, 2001; Galhaup et al. 2002a), T.
modesta (Nyanhongo et al., 2002) e T. hirsuta (Couto et al., 2004b).

Como todos os fungos, os fungos filamentosos sdo heterotroficos. Isto significa que
eles necessitam de compostos organicos como fonte de carbono e de energia, embora
alguns casos indiquem que alguns fungos filamentosos possam fixar di6xido de carbono
(Papagianne, 2004). Deste modo, a composi¢do do meio de cultura também ¢ um factor
importante na producdo da lacase. Jang et al. (2002) estudaram o efeito das seguintes
fontes de carbono: glucose, glicerol, xilose, dextrana e verificaram que a glucose foi a
melhor fonte de carbono para a producdo de lacase por Trametes sp. Nyanhongo et al.
(2002) avaliaram diferentes concentragdes de glucose na producdo da lacase por T.
modesta e observaram que a concentragao ideal foi de 0.87 g/L e que concentragdes acima
de 1 g/L inibem a sua produgao.

Outro importante factor na produgdo da enzima ¢ o pH do meio de cultura. Ele
pode afectar a actividade e estabilidade da enzima (O’Callaghan et al. 2002). A maioria
dos fungos tolera o pH num intervalo alargado de 4-9, enquanto que a enzima ¢ mais
sensivel as variagdes do pH (Papagianne, 2004). A maior parte das enzimas extracelulares

sao produzidas em maiores quantidades a pH proximo do pH 6timo da sua actividade.
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Jonsson et al. (1997) mostrou que o meio de crescimento tamponado em pH 6.0 foi
necessario para se obter actividade de lacase em culturas liquidas durante o cultivo de
Pichia pastoris e que a manuten¢do do pH foi extremamente importante para a producdo
de altas concentracdes de lacase. Outro estudo mostrou que o pH inicial do meio cultura de
Trametes sp. afectou a produ¢do da lacase. Dos diferentes valores de pH testados (de 3 a
9), o pH de 4.5 foi encontrado como o 6ptimo (Jonsson et al. 1997) enquanto que para T.
modesta o pH ideal foi de 6.9 (Nyanhongo et al. 2002).

Em fermentacdes submersas, a agitacdo ¢ importante para se obter uma boa mistura
do meio evitando limita¢des na transferéncia de massa e de calor. Em processos aerobicos,

a mistura € necessaria para se garantir uma suficiente transferéncia de oxigénio.
1.3.4 Producio industrial de enzimas

A producdo industrial de enzimas faz-se principalmente pelo processo de
fermentagdo submersa (em meio liquido), que envolve o crescimento de microorganismos
num meio rico € com elevadas concentracdes de oxigénio. Actualmente este ¢ o método
mais divulgado. Devido ao desenvolvimento de tecnologias de fermentacdo em grande
escala, a producdo de enzimas microbianas representa uma parcela significativa nas
industrias de biotecnologia. As fermentagdes em meio liquido podem ser divididas em
diversas fases nomeadamente: preparacdo de inéculo, formulagdo do meio de cultura e
condi¢des de fermentagdo. Os processos mais utilizados para a produgdo sdao o processo de
fermentagdo em continuo e o processo em “feed batch”. Parametros operacionais como
temperatura, pH, taxa de alimentacdo, consumo de oxigénio e formagdo de dioxido de
carbono sao medidos e controlados para optimizar o processo de fermentacao. O primeiro
passo para a remo¢ao da enzima do meio ¢ a remogao das células, que normalmente € feito
por centrifuga¢do ou microfiltracdo. A maioria da enzimas industriais sdo extracelulares e
permanecem no meio fermentado apds a remogdo da biomassa. A enzima remanescente €
concentrada por evaporagao, filtracdo por membrana ou cristalizacdo, dependendo da sua
aplicacdo, e comercializada.

Por outro lado, as enzimas também podem ser produzidas por fermentagdes em
estado solido. As fermentagdes de substratos solidos ocorrem em materiais insoluveis em
agua. O mais tradicional processo para a producdo de enzimas ¢ o Koji, que foi

desenvolvido a partir da arte oriental de fermenta¢do de grdos de cereais e de soja, por
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fungos. Apresenta como vantagens a simplicidade, a reducdo nos custos energéticos € no
volume do fermentador, facilidade em arejamento e a pequena quantidade de agua usada
permite a obten¢do de metabolitos de forma concentrada, tornando a recuperacdo dos
mesmos mais rapida e econdémica. Entretanto, apresenta os seguintes incovenientes:
lentiddo, dificuldade em dissipar energia, em controlar a homogeneidade e parametros de
funcionamento e de operacao continua (Pereira, 1996). Estudos mais recentes (Schutyser et
al., 2003) mostram a utilizagdo de modelos matematicos para uma melhor tranferéncia de

calor e melhor distribuicao de 4gua por pulverizagdo esta a ser desenvolvido.

1.4 Polissacarideos produzidos por fungos

Na medicina tradicional do Este Asidtico tém-se usado diversos fungos com
propriedades medicinais. Modernas praticas clinicas, desenvolvidas nos paises asiaticos,
aplicam preparados a partir de fungos. Os efeitos terapéuticos tém sido demonstrado para
muitos fungos tais como: Favolus alveolarius, Phellinus linteus, Agaricus campestris,
Pestalotiopsis sp., Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus, Tricholoma sp., T. versicolor
entre outros (Cui & Chisti, 2003). Das terapéuticas com base nos fungos, os
polissacarideos obtidos a partir do fungo T. versicolor ja se encontram comercializados.
Ambos os polissacarideos, intracelular e extracelular, de T. versicolor sdo fisiologicamente
activos (Cui & Chisti, 2003). Nas praticas medicinais da China e do Japdo, o fungo T.
versicolor ¢ colhido, seco, triturado e utilizado como cha. As propriedades de cura do
extracto de T. versicolor foram noticiadas por cientistas Japoneses e Chineses e deste modo

iniciou-se um extensivo controlo nas investigag¢des clinicas do extracto de T. versicolor.

Os compostos primarios activos produzidos por T. versicolor sdo polissacarideos
ligados a proteinas, também chamados de glicoproteinas, os quais sdo constituidos por
glucanas B-(1—>4) com quantidades menores de glucanas B-(1—3) e B-(1—>6). Essas
glicoproteinas sdo de dificil extrac¢do, de onde a maioria dos produtos comercialmente
disponiveis no mercado contém apenas cerca de 1-2% destes polissacarideos com

excepcao do Coriolus VPS (JHS Natural Products) que contém cerca de 34%.
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1.4.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo macromoléculas complexas de hidratos de carbono,
formadas por milhares de unidades monossacaridicas ligadas entre si por ligagdes
glicosidicas, unidas em longas cadeias lineares ou ramificadas (polimeros de aglcares).
Estas liga¢des sdo formadas pela elimina¢do de moléculas de 4gua entre o grupo hidroxilo
hemiacetil de um residuo e um grupo hidroxilo primério ou secundario do residuo
adjacente (Sutherland, 1985). Os polissacarideos possuem duas fungdes bioldgicas
principais: como constituintes de reserva e como elementos estruturais. Eles diferem entre
si nas unidades de monossacarideos que os constituem, no comprimento da cadeia e no
grau de ramificagdo. Sdo classificados como homopolissacarideos, quando constituido por
um s6 tipo de unidade monomeérica, e de heteropolissacarideo, quando sdo constituidos por
duas ou mais unidades monoméricas diferentes.

Os polissacarideos sdo caracterizados em termos de composicao (tipo e quantidade
dos monomeros), estrutura primdria (disposicdo dos mondmeros e tipo de ligagdes quimica
entre eles), média da massa molecular relativa (M;) e tipo e disposicao dos substituintes.
Estes parametros determinam as propriedades funcionais dos polissacarideos tais como
solubilidade em 4gua, viscosidade e comportamento Newtoniano (Dumitriu, 1998).

A unidade monossacaridica predominante na estrutura dos polissacarideos ¢ a D-
glucose, seguido por D-manose, D-frutose, D e L-galactose, D-xilose, D-arabinose, D-
glucosamina, D-galactosamina, D-4acido glucurdnico, N-acetil 4cido muramico e N-acetil
acido neuraminico (Dumitriu, 1998).

Os monossacaridicos podem formar uma variedade de estruturas lineares ou
ramificadas, conterem um nimero pequeno ou grande de residuos monossacaridicos e
serem homogéneos ou heterogéneos. A Figura 1.17 mostra alguns desses mondmeros € a
Figura 1.18 mostra a unidade do mondémero de a.-D-glucose e B-D-gucose.

O grupo dos glucanos, polimeros formados por moléculas de glucose, ¢ o mais
abundante dentro dos polissacarideos, pois inclui a celulose, o amido, o glicogénio e
muitas outras macromoléculas produzidas pelos seres vivos. A unidade basica do -
glucano ¢ a uma estrutura repetida de glucose ligada por ligagdes beta (f) formando uma
cadeia linear. As ligacdes vao desde carbono 1 da molécula de glucose ao carbono 3 da
proxima (B-(1—3)), do carbono 1 ao carbono 4 (B-(1—4)) ou do carbono 1 ao carbono 6

(B-(1—>6)). A maioria apresenta na cadeia principal as ligagdes B-(1—3), B-(1—>4) ou
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mistura B-(1—3), B-(1—>4) com B-(1—6) nas cadeias laterais. A estrutura bésica repetitiva

de um B-glucano com cadeias laterais p-(1—6) estd mostrada na Figura 1.19.

Nos polissacarideos de fungos, os B-glucanos mais importantes sdo os B-(1—3)-

glucanos com cadeias

laterais

B-(1—6). Além destes,

muitos outros tipos

de

polissacarideos podem ser sintetizados por fungos, tais como outras estruturas de [-

glucanos, a—glucanos, mananos, galactanos, fosfogalactanos e varios heteropolimeros com

manose ou galactose na cadeira principal (Karnezis et al., 2000).
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Figura 1.17 — Representagdo de alguns monomeros de polissacarideos
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Os polissacarideos podem apresentar ligacdes a varios outros componentes
quimicos, como lipideos, formando os lipopolissacarideos, ou proteinas, formando as
glicoproteinas (associacdo covalente de glucanos a proteinas, sendo a cadeia principal da
molécula constituida de proteina) e proteoglicanos (cadeia principal constituida de
glucanos e ligacdes com proteinas). Os tipos de ligagdes entre os mondmeros, a variagao
de composigdo, tipo e quantidade de ramificagdes, influenciam na estrutura secundaria e
tercidria dos polissacarideos determinando suas propriedades fisicas e, consequentemente,
suas actividades bioldgicas (Daba & Ezeronye, 2003).

Devido a capacidade de certos polissacarideos em formar géis, eles sdo utilizados
em diversos sectores industriais, como o alimentar, farmacéutico, cosmético, quimico,
téxtil e petrolifero, na funcdo de emulsificantes, texturizantes, estabilizantes, espessantes,
controladores da formagdo de cristais de gelo, agentes gelificantes e coagulantes,
lubrificantes, entre outros (Sutherland, 1990).

Nas ultimas décadas, varios polissacarideos tém apresentado efeitos bioldgicos
como propriedades anti-inflamatorias, imunoestimulante, antitrombotica, antidiabética e
como protector as infecgdes. O primeiro polissacarideo apresentado como tendo actividade
biologica foi o que continha B-(1—3)-glucanos. O primeiro teste foi feito em 1969 onde a
utilizagdo deste polissacarideo em tumores transplantados fez com que o tumor parasse de
crescer (Paulsen, 2002).

Os polissacarideos de origem fungica podem ser extraidos do corpo frutifero, do
micélio e do caldo fermentado por fungos, podendo variar a composi¢do quimica,
estrutural e a actividade antitumoral (Mizuno et al., 1995). A maioria dos polissacarideos
produzidos por basidiomicetos e com actividade antitumoral sdao o B-(1—3)-D-glucanos,
também chamados de “pleuran” (Nosal’ova et al., 2001).

A acc¢do antitumoral dos B-(1—3)-D-glucanos parece estar relacionada com a
conformacdo de tripla hélice da cadeia (a estrutura em hélice ¢ mantida pelas ligagdes de
hidrogénio, Figura 1.20), com a razdo entre o numero de ramificagdes € com o
comprimento da cadeia. Por esta razdo nem sempre os P-glucanos presentes em fungos
apresentam actividade antitumoral (Paulsen, 2002). Os B-glucanos apresentam diferentes
modos de accdo quando comparados com as terapias convencionais, inibindo o
crescimento das células cancerigenas e refor¢cando o sistema imunitario. As diferencas na

actividade podem também estar relacionadas com a habilidade da molécula do
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polissacarideo em se solubilizar na agua, tamanho da molécula e forma das ramificagoes.
No etanto, alguns B-glucanos insoliveis em agua, soltiveis em solugdes alcalinas diluidas,

apresentam uma importante actividade antitumoral (Bohn & BeMillar, 1995).

Unidades de glucose

Ligagdes glicosidicas

Ligagoes de H

Figura 1.20 - Conformacéo de tripla hélice da cadeia de f-(1—3)-D-glucanos.

As proteinas ligadas aos glucanos apresentam um maior potencial imunolédgico do
que os correspondentes glucanos (Daba & Ezeronye, 2003)

De acordo com Gutiérrez et al. (1996), existe uma correlagdo entre os
polissacarideos componentes da parede celular, ou seja, os extraidos do corpo frutifero,
com os polissacarideos extracelulares produzidos por fungos. Verificou-se que os
polissacarideos extraidos do corpo frutifero apresentaram os mesmos tipos de mondémeros
e de ligagdes que os dos polissacarideos extracelulares obtidos em cultura submersa,
havendo, no entanto, alguma variacdo na proporcao dos tipos de ligacdes presentes nos

biopolimeros.

Virios efeitos fisiologicos tém sido descritos com o uso dos polissacarideos de T.
versicolor. Alguns dos principais efeitos sdo: efeitos imunosupressivos da quimioterapia,
radioterapia e transfusdo de sangue; antagonizacdo da imunosupressdo induzida por
tumores; inibicdo da proliferacdo de varios tipos de cancro; aumento do apetite e de
fun¢des vitais; acalmia do sistema nervoso central entre outras. Em adi¢do esses
polissacarideos podem curar os dessarranjos intestinais e também beneficiar a terapia de

infecgdes microbianas que enfraquece a resposta imunolégica.
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1.4.2 Producio de Exopolissacarideos

O termo exopolissacarideo (EPS) ¢ utilizado para designar os polissacarideos que
se encontram exteriores a célula ou livres no meio circundante. Os monossacarideos mais
comumente encontrados nos EPSs sdo D-glucose, D-galactose, D-manose, L-fucose e L-
ramnose (Rosado et al. 2003). Os EPSs microbianos oferecem varias vantagens como a
possibilidade de uma produgdo controlada, velocidade e rendimento elevados, maior
pureza e consisténcia na composi¢do, conduzindo a produtos especificos. Eles podem ser
utilizados como emulsificantes, estabilizantes, agentes formadores de géis, adsorventes
selectivos e como aditivo no controlo reologico. Apesar do elevado custo de produgdo sdo
utilizados comercialmente na industria alimentar, na medicina ¢ na industria do petroleo

(Dumitriu, 1998).

A biossintese dos exopolissacarideos produzido por fungos ¢ ainda pouco
conhecida. Karnezis et al. (2000) em uma revisdo sobre a sintese de B-glucanos,
verificaram que a maioria dos exopolissacarideos isolados de fungos sdo B-glucanos e que
a biossintese envolve uma série de reacgdes: iniciacdo, alongamento da cadeia e
ramificacdo. A etapa de alongamento ¢ a mais estudada e ¢ catalisada por uma glucano-

sintetase cujas propriedades sdo especificas para cada espécie de fungo.

Os polissacarideos comercializados de T. versicolor sdo extractos de cogumelos ou
micélio cultivado em substrato solido (Yadav & Tripathi, 1991) ou micélio produzido em
fermentagdes submersas (Ng, 1998; Kim et al., 2002a; Cui & Chisti, 2003). Os mais
importantes polissacarideos que ja estdo aprovados clinicamente sdo o polissacaropeptideo
Krestin (PSK) e o polissacaropeptideo PSP. Ambos sdao obtidos a partir do micélio
cultivado em fermentagdes submersas. Em alguns casos, utilizou-se o micélio formado na
superficie de meio liquido estdtico, para extrair-se 0s compostos activos, no entanto este
tipo de cultura nao ¢ satisfatoria, em termos de rendimento, para a sua producao comercial

(Cui & Chisti, 2003).

Normalmente utiliza-se a glucose ou a sacarose como fonte de carbono nas
fermentagdes submersas, entretanto estudos com outras fontes de carbono alternativas tém
sido realizados. Num estudo comparativo entre a sacarose € a maltose encontrou-se uma
diferenga significativa na produgdo de um EPS durante o cultivo de Paecilomyces

japonica. A concentragdo maxima de EPS foi encontrada no meio com maltose, enquanto
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que a maxima concentra¢ao de biomassa apresentou um comportamento inverso (Bae et al.
2001). Kim et al. (2002b) estudou o efeito de nove fontes de carbono e verificou que a
sacarose apresentou-se como sendo a melhor fonte de carbono na producao de EPS por P.

sinclairii.

As fontes de nitrogénio incluem a peptona, o extracto de levedura, a farinha de
amendoim e uréia. Os fosfatos sdo usados para tamponar o meio e o sulfato de magnésio ¢
normalmente o Unico nutriente inorganico adicionado. As fermentagdes sdo normalmente
realizadas entre 24-28°C sob condi¢des aerobicas. O pH na maioria das vezes ndo ¢

controlado durante o cultivo.

Em culturas submersas, as condigdes favorecem um tipo de morfologia, e as
condi¢des hidrodindmicas apresentam um papel importante. A cultura miceliar de T.
versicolor tende a ser altamente viscosa devido aos filamentos da biomassa em suspensdo e
aos polimeros extracelulares dissolvidos no meio. Neste tipo de cultivo, muitos fungos
filamentosos podem crescer como micélios livres ou como pellets e a forma do
crescimento ¢ determinada por diversos factores tais como: meio de crescimento,
concentragdo do inoculo e condi¢des fisicas (Sinha et al. 2001 a). A agitagao do meio de
cultura apresenta uma variedade de efeitos nos fungos, que podem incluir a ruptura da
parede celular, mudancas na morfologia, variagdo na eficiéncia e taxa de crescimento e
variagao na taxa de formag@o do produto desejado. Park et al. (2002) estudaram o efeito da
intensidade de agitagdo no crescimento miceliar e na producao de um exobiopolimero por
Cordyceps militaris e observaram que a maior agita¢ao estudada (300 rpm) ndo favoreceu
a produg@o do exobiopolimero e sim a produ¢do miceliar. Um aumento na produgao foi

obtido quando uma agitagcdo de 150 rpm foi empregue.

Durante a excre¢do do EPS, a mudancga na reologia do cultivo ¢ uma consequéncia
directa da formacdo do produto. Um aumento na viscosidade ocorre com o aumento da
concentragdo do EPS. Durante a producdo do EPS, o meio de cultivo desenvolve
caracteristicas nao-Newtonianas e pode-se apresentar como um fluido pseudopléstico, onde
a viscosidade diminui com o aumento da tensdo de corte. Estas caracteristicas resultam em
mudangas no comportamento microbiano e formacdo do produto devido a falta de
homogeneidade em termos de mistura, oxigenagdo, e transferéncia de massa e de calor

durante a fermentacdo. Devido a estas condigdes, a qualidade dos polissacaridos podera ser
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heterogénea, ou seja, mudancas no tamanho da cadeia, nas ramificagdes e na reologia

(Dumitriu, 1998).

1.4.2.1 Processo de recuperacao de exopolissacarideos de origem microbiana

r

A recuperacdo de exopolissacarideos de microorganismos ¢ importante na
determinagdo dos custos de produg¢dao e das suas propriedades fisico-quimicas. Os
principais passos na obtencdo de EPS produzido por fermentacdo sdo a extraccao,
precipitagdo e purificacdo. O passo limitante no processo de recuperacdo do EPS ¢ a
separagdo das células do meio fermentado devido & grande viscosidade do meio

fermentado e ao grau de associacdo do EPS as células (Ex. Capsula) (Dumitriu, 1998).

A maioria dos polissacarideos comerciais de T. versicolor usam somente o
polimero intracelular recolhido do cogumelo ou do micélio produzido em culturas
submersas. O cogumelo contém aproximadamente 59% dos polissacaropeptideos em peso.
A biomassa miceliar contem cerca de 30% em peso seco. Entretanto, a composicdo deste
polissacarideo ¢ dependente do método de recuperacdo usado. A sua extraccdo com agua
quente parece ser necessaria para se remover os polimeros activos em quantidade
suficiente para uso comercial. Tipicamente, a biomassa ¢ extraida com agua quente e o
extracto obtido ¢ concentrado por evaporacao sob vacuo ou ultrafiltracao. O concentrado ¢
entdo precipitado com sulfato de amoénio ou alcool. Os precipitados sdo redissolvidos,
dializados e podem posteriormente ser purificado por métodos de cromatografia. A solugao
do produto purificado é concentrada e seca num secador spray. A remog¢ao de substancias
de baixo peso molecular ¢ importante uma vez que essas substidncias além de nao

apresentarem actividade fisiologica, conferirem um odor desagradavel ao produto final.

O processo tipico de recuperacao de glicoproteinas estd mostrado na Figura 1.21. A
sua recuperacdo da- se por agitagdo do micélio com agua destilada a 98°C durante cerca de
3h. O extracto ¢ entdo concentrado por evaporacdo. A solucdo concentrada ¢é saturada com
sulfato de amonio para a precipitagdo do polissacaropeptideo. O precipitado ¢ dissolvido
em agua e dessalgado por didlise. Esta solugdo ¢ concentrada a 5% do volume original.
Uma segunda precipitacdo com sulfato do amoénio ¢ realizada. O precipitado final ¢

dessalgado, dissolvido em agua e purificado por cromatografia. Mais uma precipitagao
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com sulfato do amoénio ¢ feita e entdo o precipitado dessalgado ¢ concentrado e seco num

secador spray (Cui & Chisti, 2003).

Trametes versicolor
(Micélio ou cogumelo)

A 4

Extracgdes multiplas

(4gua, 80-98°C) » Biomassa
\ 4
Concentragao
(ultrafiltragdo, evaporacdo) Pequenas
moléculas
v A
\ 4 \ 4 \ 4
Didli Precipitagdo com alcool Precipitagdo com sal
1alise (etanol) (sulfato de amonio)
v \ 4
Precipitado
(polissacarideo bruto)

\ 4

Dissolugdo

(4gua)
\ 4
Extracgdes multiplas
(4gua, 80-98°C)
\ 4 \ 4
Pequenas moléculas Dialise
(residuos) <«
\ 4
Cromatografia
(opcional)
\ 4

Secagem Y
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Figura 1.21 — Opg¢des de recuperagdo e purificacdo de polissacarideos de Trametes versicolor
(Adaptado de Cui & Chisti, 2003)
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1.4.3 Compostos comercializados

Os compostos comerciais obtidos a partir dos polissacarideos de T. versicolor sido o
polissacaropeptideo (glicoproteina), PSP e o polissacaropeptideo Krestin, PSK. Ambos
polissacarideos sdo obtidos a partir da extraccdo do micélio de T. Versicolor, sdo
respectivamente produtos Japonés e Chinés. Eles apresentam actividade fisioldgica similar
mas estruturalmente sao diferentes. PSK e PSP sdo produzidos a partir das linhagens CM-
101 e Cov-1 de T. versicolor, respectivamente. Estes compostos sdo produzidos em
fermentagdes descontinuas. O tempo de fermentagdo do PSK ¢ de 10 dias, enquanto que a
producao do PSP ¢ de 64h. PSK ¢ recuperado através da extraccdo da biomassa com agua
quente e sulfato de amonio enquanto que o PSP € recuperado por precipitagdo alcodlica a

partir do extracto obtido com dgua quente.

PSK foi comercializado pela Kureha Chemicals, Japdo. Apds extensivos testes
clinicos, o PSK foi aprovado para uso no Japdao em 1977, e em 1985 foi considerado o
décimo nono da lista dos produtos comercializados com mais sucesso no mundo. Ele ¢
uma mistura de polissacarideos ligados covalentemente a proteinas. A analise elementar do
PSK mostrou, aproximadamente, a seguinte composi¢do: oxigénio 47.5%, carbono 40.5%,
hidrogénio 6.2% e nitrogénio 5.2%. O extracto pulverizado tipicamente contém 34-35% de
hidrato de carbono soluvel (91— 93% B-glucana), 28-35% proteina, ~7% humidade, 6-7%
cinzas, e os residuos sdo agucares livres e amino 4acidos. D-glucose ¢ o principal
monossacarideo presente além de fucose, galactose, manose e xilose. Apresenta ligagdes

glicosidicas a-1,4 € -1,3 na por¢ao do polissacarideo (Cui & Chisti, 2003).

O PSP apareceu no mercado cerca de 10 anos apds o PSK. PSP ¢ usado para
estimular as fun¢des de imunidade antes ou apo6s aos tratamentos operatdrios de cancro e
para auxiliar a imunidade durante o tratamento do cancro. D-glucose ¢ o principal
monossacarideo presente, no entanto também existem raminose e arabinose. A porc¢ao
polissacaridica ¢ altamente ramificada. A Figura 1.22 mostra o produto PSP

comercializado.
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- OVEGETARIAN CAPSULES
400 MG EACH

Figura 1.22 — PSP comercializado pela JHS Natural Products.

O Coriolus VPS ¢é um produto de T. versicolor também comercializado pela JHS
Natural Products e ¢ utilizado na América do Norte. Quando comparado com outros
produtos, tem uma maior concentragdo de polissacarideos activos. A Figura 1.23 mostra o
produto comercializado. Segundo a JHS Natural Products, o Coriolus VPS contém
compostos mais valiosos e mais dificeis de se obter, encontrados na parede e no micélio de

T. versicolor (JHS Natural Products, 2005).
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Figura 1.23 - VPS comercializado pela JHS Natural Products.
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1.5 — Planeamento de experiéncias e modelacio matematica

1.5.1 Planeamento factorial a dois niveis

O planeamento de experiéncias ¢ uma ferramenta importante para se determinar
quais os factores (variaveis) que sdo importantes num determinado processo, assim como
os seus limites inferior e superior e as suas interacgdes, obtendo-se informacgdes relevantes
para a optimizacao deste processo.

No planeamento de experiéncias muitos factores podem ser variados
simultaneamente, de acordo com um plano experimental. Através dele, podem-se
determinar os factores que exercem maior influéncia no desempenho de um determinado
processo. Existem muitas vantagens do planeamento de experiéncias quando comparado

com outras aproximacoes estatisticas, como sejam:

v' Habilidade de detectar e estimar as interac¢des dos factores em estudo;

v' Possibilidade de reduzir o nimero de testes necessarios para se obter informagdes
suficientes;

v" Redugio no tempo e custo do processo;

v" Melhoria do processo.

Quando o objectivo principal € optimizar o sistema, ou seja maximizar ou minimizar
algum tipo de resposta, uma técnica conveniente a ser utilizada ¢ a metodologia de
superficies de resposta (MSR).

Os métodos estatisticos requerem que as observagdes sejam varidveis aleatorias
distribuidas independentemente, portanto as experiéncias devem ser realizados de modo
aleatorio. Qualquer planeamento comeg¢a com uma série inicial de experiéncias com o
objectivo de definir os factores e os niveis importantes. Podem-se ter factores qualitativos
(tipo de equipamento, operador, catalisador, etc.) e quantitativos (temperatura,
concentragdo, pH do meio, etc.). Os resultados devem ser analisados e devem introduzir-se
modificagdes no planeamento experimental quando necessario. Antes de se iniciar as
experiéncias, os objectivos e os critérios devem estar bem estabelecidos, de modo a
permitir a escolha dos factores envolvidos, a faixa de variacdo dos factores, os niveis

escolhidos dos factores e a variavel da resposta (Calado & Montgomery, 2003).
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O planeamento factorial € uma técnica muito utilizada quando se tem dois ou mais
factores independentes. Ele permite uma combinagdo de todos os factores a todos os
niveis, obtendo-se uma analise de um factor, sujeito a todas combinagdes. Esta técnica ¢
importante para se medirem os efeitos, de um ou mais factores, na resposta de um
determinado processo. O usual ¢ realizar um planeamento com dois niveis (um limite
maximo € um minimo) no maximo de trés niveis, uma vez que mais factores aumentariam
em demasiado o numero de pontos experimentais, facto esse que se quer evitar quando se
deseja realizar um planeamento. O planeamento factorial ¢ a unica maneira de prever a
interacgdo entre os factores estudados. A primeira coisa a fazer num planeamento factorial
¢ determinar quais sdo os factores e as respostas de interesse para o sistema que se deseja
estudar. Dependendo do problema pode haver mais do que uma resposta de interesse.
Eventualmente essas repostas também podem ser qualitativas.

Um planeamento factorial requer a execugdo de experiéncias para todas as
possiveis combinagdes dos niveis dos factores. A representagdo de um planeamento
factorial em dois niveis é 2%, onde 2 significa o numero de niveis e k o niimero de factores.
Por exemplo: um planeamento factorial com trés factores é um 2° ou seja, 2x2x2 = 8
experiéncias. Um planeamento factorial com apenas dois factores ¢ um 2° ou seja, 2x2 = 4
experiéncias.

Este tipo de planeamento ¢ de grande utilidade na investigagcdo preliminar, quando
se deseja saber se determinados factores tém ou ndo influéncia sobre a resposta. Sdo
planeamentos simples de se executar e podem ser ampliados, quando se quer conhecer

melhor a relacdo funcional existente entre a resposta e os factores.

1.5.1.1- Calculo dos principais efeitos e interac¢coes

O efeito principal de um factorl (F,), no caso de um planeamento factorial 2* (2
factores), ¢ por definicdo a média dos efeitos (resposta) deste factorl (nivel superior e no
nivel inferior) nos dois niveis do factor2 (F;). Sendo y; a resposta observada no i-ésimo

ensaio, podemos escrever o efeito de F; como:

Fi=(172) ((y2- yo) + (Ya—Y3)) (2.2)

onde
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y1 = resposta de F; (no nivel superior) no nivel inferior de F; (+,-)
y2 = resposta de F, (no nivel superior) no nivel superior de F; (+,+)
y3 = resposta de F, (no nivel inferior) no nivel inferior de F; (-,-)
y4 = resposta de F; (no nivel inferior) no nivel superior de F; (-,+)
O resultado mostra que a resposta pode aumentar ou diminuir em X valores quando
F, passa de seu nivel inferior para seu nivel superior.
Se ndo houvesse interac¢do, o efeito do F; seria o mesmo para os dois niveis do F».

Quando as respostas de F; sdo diferentes nos dois niveis de F,, significa que ocorre

interaccao entre os dois factores. O efeito da interac¢ao ¢ dado por F; x F; e ¢ dado por:

Fi x Fo=(1/2) ((Ya=Y3) - (Y2 - Y1) (2.3)

As equagdes 2.2 e 2.3 mostram que tanto os efeitos principais quanto o efeito das
interacgoes sao calculados utilizando-se todas as respostas observadas. Cada um dos
efeitos ¢ a diferenca de duas médias. Metade das observagdes pertence a uma das médias,
enquanto a metade restante aparece na outra média. Nao ha portanto informagdes ociosas
no planeamento de experiéncias. Essa ¢ uma importante caracteristica nos planeamentos

factoriais a dois niveis (Neto et al., 1995)
1.5.1.2 Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta ¢ uma técnica de optimiza¢do baseada no
emprego de planeamento factorial. E utilizada quando as varidveis de resposta sio
influenciadas por muitos factores independentes e o objectivo € optimizar essas respostas.

A primeira etapa no uso da metodologia de resposta ¢ determinar a relacao
matematica entre a variavel de resposta e os factores independentes. A primeira etapa ¢
constituida pela modelacdo, normalmente feita ajustando-se modelos lineares ou
quadraticos a resultados obtidos a partir de planeamentos experimentais factoriais. O
deslocamento da-se sempre ao longo do caminho de maxima inclinagdo de um
determinado modelo, trajectoria na qual a reposta varia de forma mais pronunciada.

A relagdo mais simples ¢ uma recta. Se esse polindmio de menor grau se ajustar
bem a resposta, entdo a fungdo serd dada por um modelo chamado de modelo de primeira

ordem ou linear:
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Y = B() + lel + B2X2 + ...+ Bka (24)

onde [ sdo as estimativas dos parametros do modelo e X representam os factores
codificados.

O procedimento do uso de superficies de resposta ¢ sequencial, isto ¢, quando se
esta longe do ponto Optimo de resposta, o modelo de primeira ordem ajusta-se bem aos
dados. No entanto, quando se quer determinar um ponto Optimo deve-se procurar uma
estratégia operacional que leve a isso. Quando se encontra a possivel regido de 6ptimo, o
modelo de segunda ordem deve ser adoptado. Se houver uma curvatura no sistema entao
um modelo de segunda ordem ou seja, quadratico deve ser utilizado, e a expressao geral

para dois factores sera:

Y = Bo+ Bixi + Baxa + Brixi® + PasXa” + PraXiXe (2.5)

Na metodologia de superficies de resposta o nimero de variaveis nao ¢ uma
restricdo nem o numero de respostas. Esta metodologia pode ser aplicada a qualquer
numero de factores independentes e pode modelar simultaneamente varias respostas. Esta
caracteristica ¢ importante em muitas situagdes praticas, principalmente na industria onde

varios critérios tém de ser satisfeitos ao mesmo tempo (Neto et al., 1995).

1.5.2 Modelacao matematica

Modelos matematicos sdo uma ferramenta util para a optimizagdo da produgdo e
aumento de escala de bioreactores, devido a quantidade de informagdes quantitativas sobre
o rendimento e produtividade da biomassa e produtos. Também desempenham um papel
importante na sintese e projecto de sistemas de controlo, além de poderem ser utilizados
em simulacao do processo.

Os modelos ndo estruturados constituem uma classe de modelos onde ndo ha
qualquer interesse de descri¢do da estrutura da populacdo a modelar. No caso de uma
populacdo microbiana, nada ¢ dito acerca da composi¢do ou qualidade da biomassa. O

crescimento € expresso unicamente como sendo o aumento da biomassa. Esse tipo de

modelos ¢ usado na descricdo de fendmenos de crescimento, em que num dado intervalo
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de tempo, todas as propriedades extensivas aumentem com o mesmo factor (Takamatsu et
al., 1981).

Utiliza-se modelo estruturado quando a composi¢do da populagdo celular muda
significativamente e que esta mudanca infuencia na cinética de crescimento. No caso da
biomassa, esta é compartimentada em pequenos numeros de componentes. As vezes estes
componentes podem ser um componente sintético (ARN e percursores) € um componente
estrutural (ADN e proteinas) ou entdo um componente assimilatério e um componente
sintético (Bailey & Ollis, 1986).

Num modelo descritivo, utiliza-se um ajuste numérico de dados experimentais para
fins interpolativos. Deve ser usado somente dentro da regido onde o modelo foi testado
experimentalmente. Um modelo preditivo tem como finalidade a extrapolagdo de dados.
Existem diferentes tipos de modelos matematicos para microrganismos filamentosos
descritos na literatura. Normalmente, os modelos envolvem a taxa especifica de
crescimento (n) como uma fungdo da concentragdo de substrato (S), produto (P) e
biomassa (X). Os modelos descrevem a conversao de substratos em produtos através das
concentragdes conhecidas dos metabolitos. Em muitos processos, a formacdo do produto
esta relacionada com o crescimento da biomassa através da equagao de Luedeking—Piret ou
suas modificagdes.

Crescimento e formacdo de produtos de fungos filamentoso estdo associados num
processo complexo e ndo completamente esclarecido. A estrutura multicelular do micélio,
a heterogeneidade morfolégica e diferencas no comprimento da hifa ao longo da
fermentacdo fazem com que se torne dificil construir modelos matematicos para
fermentagdes de fungos. Levando-se em conta estas variagdes no estado da biomassa,
caracteristicas estruturais devem ser adicionadas nos modelos de crescimento ¢ formagao

de produto (Papagianni, 2004).
1.5.2.1 Cinética de crescimento microbiano
Viérios modelos cinéticos tém sido descritos para o crescimento de fungos

filamentosos incluindo linear, exponencial, logistico e réapida-aceleragdo/lenta-

desacelerag@o no crescimento. As curvas tipicas destes modelos estdo mostradas na Figura
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1.24. As equagdes que descrevem estes modelos estao apresentadas na Tabela 1.2 (Ikasari

& Michell, 2000).

Biomassa

fase lag Tempo

Figura 1.24 — Varios perfis cinéticos de crescimento: (A) exponencial; (B) logistico; (C) linear; (D)
rapida-aceleragdo/lenta-desacelera¢do (Adaptado de Mitchell et al., 2004)

Tabela 1.2 — Formas diferencial e integrada de varias equagdes de crescimento®

Forma diferencial

Forma integrada

Linear ax K (2.6) X =Kt + Xo (2.10)
dt
Exponencial  dX 2.7 X = X e (2.11)
— = X 0
dt
Logistica d_X _ X I—L (2.8) _ X (2.12)
a U TX, L+ (X /%)= 1)
Duas f: 2.9 = H 2.13
uas fases  dX _ 1X ety (2.92) X =X, e, t<ty (2.13a)
dt
dX Kt 2.9b 2.13b
—_ — [)ul_e K(t ta)]x , ( ) X — X A exp|:ﬂ_|_ (1 _ e—K(t—ta))jl , ( )
dt K
2t t>t,

* X é a biomassa microbiana, t ¢ o tempo, K é a taxa linear de crescimento, u é a taxa especifica de
crescimento, Xy € a biomassa inicial, X, ¢ a maxima possivel biomassa, t, ¢ o tempo quando se inicia a
fase de desaceleracdo do crescimento, L ¢ a razdo entre a taxa especifica de crescimento no inicio da
fase de desaceleragdo e a taxa especifica de crescimento na fase exponencial e K é ia taxa especifica do

decaimento exponencial (Mitchell et al., 2004).
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Quando a cinética de crescimento ¢ directamente proporcional a concentracdo da

biomassa, traduz-se pela seguinte equagao:

1 dX

=— = 2.14
™ (2.14)

Esta equacdo é valida para meios definidos, nos quais a taxa especifica de
crescimento durante a fase exponencial apresenta um valor constante para um dado
microorganismo em determinadas condi¢des de fermentacgao.

A traducdo matematica da dependéncia de p com diversos factores (substrato,
biomassa, produto, etc.) tem originado os mais diversos modelos. O proposta de Monod
(1942) para a taxa especifica de crescimento ¢ o mais conhecido e utilizado nas areas de
biotecnologia e microbiologia. Nao inclui o efeito das diferencas entre as células, nem as
alteracdes da composicdo celular. Ele representa a dependéncia de x# com a concentragdo

de um substrato limitante e tem a forma de uma equagdo hiperbdlica:

— /umaxs(t) (2 15)
K, +S(t) '

onde max ¢ a taxa especifica de crescimento méaxima, Ks ¢ o parametro de afinidade do
microorganismo com o substrato (constante do substrato) e S a concentracdo do substrato.
Quanto maior a constante do substrato menor ¢ a sua afinidade.

O trabalho de Ikasari & Mitchel (2000) desenvolveu o crescimento de um fungo
filamentoso em fermentagdo semi-solida considerando duas fases de crescimento,
conforme mostrado nas equacoes 2.9a e 2.9b. Neste modelo cinético, a fase exponencial de
crescimento ¢ seguida por uma fase de desaceleracdo no crescimento. A parte entre
parénteses da equagdo 2.10a representa a taxa especifica de crescimento durante a fase de
desaceleragdo, que diminui devido a dois factores. Primeiro uma repentina desaceleragdo ¢
assumida no instante em que termina a fase exponencial para iniciar a fase de
desaceleragdo com o parametro L. Segundo, a posterior desaceleracdo ¢ seguida por um

decaimento exponencial do crescimento, descrito pelo termo K.
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1.5.2.2 Modelos para a formacao do produto — A taxa especifica de producéo

O crescimento de microorganismos ¢ muitas vezes acompanhado pela formagao de
produtos. Essa formacao pode estar associada ou ndo ao crescimento. Os produtos podem
estar soliveis na cultura, podem emergir numa forma gasosa ou ser um componente celular
ndo excretado. Neste caso, ha necessidade de ruptura e extrac¢do nas células.

A formagao do produto pode ocorrer de trés formas diferentes:

a) associada ao crescimento: ocorre quando o produto ¢ formado juntamente com o
crescimento celular (metabolito primario);

b) dissociada do crescimento: ocorre quando o produto sé comega a formar-se no fim
da fase exponencial de crescimento (metabolito secundario);

¢) cinética mista: ocorre quando o produto comeca a se formar a meio da fase

exponencial de crescimento.

Segundo o modelo de Pirt (1975), o produto esta associado ao metabolismo energético
como catabolito da fonte de substrato limitante. Este considera que a fonte de carbono
limitante ¢ utilizada para a formagdo de produto, para a formagdo de biomassa e para a
manuten¢do celular. O modelo relaciona a taxa especifica de consumo de substrato (qs)

com a taxa especifica de formacdo de produto (qp), conforme a equagdo abaixo:

Y
Up = Ypis Os = —2= s+ Yp,sm (2.16)

X/S

O modelo também relaciona a formagao de produto com o crescimento dizendo que
a formacdo de produto por unidade de tempo ¢ fung@o da taxa especifica de formagao deste

produto e da concentracdo da biomassa.

dpP

O modelo de Luedeking e Piret (2000) ¢ um modelo muito 1til pois relaciona todas

as situacdes reais. Ele é baseado na seguinte equacao:
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dP dXx
—=a—+ pX (2.18)

dt dt

onde o ¢ a constante associada ao crescimento ¢ 3 ¢ a constante nao associada ao
crescimento e sim com a concentragdo de biomassa. Dividindo toda a equagdo pela

concentragdo de biomassa vem:

L dP B (2.19)
_ = + .
X dt #
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1 Microorganismo e condicoes de manutencio

Este trabalho foi realizado com o fungo da podriddo branca da madeira, Trametes
versicolor obtido pelo Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia ¢ Inovag¢ao (INETI,
Portugal). Manteve-se a cultura estoque (mae) em placas de Petri com o meio sélido Tien
and Kirk, TaK (Tien & Kirk, 1988). Armazenou-se a cultura a 4 °C e mensalmente
transferiu-se para uma nova placa. Fez-se a transferéncia através de um pequeno corte
(com uma ansa previamente estéril) do meio solido juntamente com o fungo crescido para
uma nova placa de crescimento. A composi¢ao do meio de cultura TaK esta descrita na
Tabela 2.1. O fungo crescido em placa de Petri durante 7 dias é mostrado na Figura 2.1.
Utilizou-se este meio de manutengdo nos ensaios de produgdo enzimatica e de producao do

EPS.

Figura 2.1 — Trametes versicolor apds 7 dias de crescimento em placa de Petri.
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Tabela 2.1 — Composi¢ao do meio de cultura Tien & Kirk

Concentragdo (g/L)

Nutriente Meio liquido ~ Meio so6lido
Glucose 10 10
Extracto de malte 10 10
Peptona 2 2
Extracto de
levedura 2 .
Asparagina 1 1
KH,PO4 2 2
Tiamina 0.001 0.001
MgSO4 1 1
Agar - 20

2.2 Preparacao do inoculo para culturas liquidas

Para a preparag@o do in6culo, fez-se uma cultura de T. versicolor crescida durante 7
dias em placas de Petri contendo o meio solido Tak. Adicionaram-se 10,0 mL do meio de
cultura especifico em cada placa de Petri. Com uma ansa de inoculagdo previamente
estéril, removeu-se o micélio crescido no meio sélido e suspendeu-se no meio liquido.
Transferiu-se a suspensdo de micélios da placa para um matraz, a fim de obter-se uma
suspensdo concentrada de micélios, o indculo. Usaram-se determinagdes de peso seco,
descritas seguidamente, para determinar a concentragdo da suspensdo. Filtrou-se 8,0 mL
desta suspensdo de micélios em papel de filtro de fibra de vidro (GF/C, 0.45 um), colocou-
se o papel de filtro numa lampada de infravermelho durante 2 h. Determinou-se a
concentragdo da suspensao e calculou-se o volume de indculo necessario para se obter uma
concentragdo inicial de 70 mg/L de micélios. Para se garantir a homogeneidade da
suspensdo, realizaram-se testes preliminares, fazendo-se varias réplicas da mesma
suspensdo e 0s respectivos pesos secos € o erro obtido foi inferior a 15%. Usou-se este
método de inoculagdo em todas as experiéncias deste trabalho nos meios de cultura

especificos utilizados.
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2.3 Fermentacdes com Trametes versicolor para a produc¢ao enzimatica

2.3.1 Meio de producio enzimatica

Para a producao da lacase em matraz e em bioreactor utilizou-se o meio definido
para Trametes (MDT) (Roy & Archibald, 1993) com algumas modificagdes que serdo
definidas posteriormente, consoante o tipo de experiéncia a ser realizada. A composi¢ao do
meio MDT ¢ apresentada na Tabela 2.2. Também se inclui na composi¢do deste meio 1,0
mL/L da solugdao de elementos vestigiais apresentada na Tabela 2.2. Neste trabalho
adicionou-se Tween 80 (0.5% m/v) para estimular a excrecdo da enzima. Nas fermentagdes
sem controlo de pH, o pH do meio de cultura foi ajustado em 5.0 antes de ser autoclavado.
A glucose foi autoclavada separadamente para evitar reac¢ao de Maillard (formagdo de
produtos castanhos, Crueger & Crueger, 1990). Todos os meios de cultura, solucdes e

materiais foram esterilizados a 120°C durante 20 minutos.

Tabela 2.2 — Composic¢ao do meio de cultura MDT

Composiciio do meio MDT Composicdo da solugdo de elementos

vestigiais do meio MDT

Nutriente Concentragdo Nutriente Concentragao
(mM) (uM)

Glucose 83 FeS0O,.7H,0O 20
Glutamina 5 CuS0,4.5H,0 2
NaCl 5 ZnCl, 5
KH,PO, 5 CoCl,.6H,0 6

MgS0,.7H,0 1 NiClL.6H,0 0.1
CaCl, 0.1 MnS0O,.H,O 20

2,2-dimetilsuccinato 10 (NH4)sM0O704.4H,0 0.5
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2.3.2 Fermentag¢oes em matraz

Para optimizar a produgdo da lacase, fizeram-se modificagdes no meio de cultura
MDT. Variou-se a concentracao inicial de glucose, adicionaram-se diferentes indutores e
empregou-se a estratégia da limitacdo por carbono. Estas modifica¢des estdo mais detalhas
nos topicos abaixo e na Tabela 2.3. Para cada experiéncia, determinou-se a proteina total, o
valor de pH do meio de cultura, actividade da lacase, concentracdo de glucose e

concentracao final de biomassa.

Realizaram-se as fermentacdes em matraz de 500 mL com 250 mL de meio de
cultura. Introduziram-se os frascos numa camara de incubac¢do a 28°C com agitagdo orbital

de 180 rpm durante 12 dias.

2.3.2.1 Estudo do efeito da concentracgao inicial de glucose

Modificou-se a concentragdo inicial de glucose do meio MDT para as seguintes
concentragdes: 0, 1.5, 2, 3, 5 ¢ 9 g/L. 2.5-xilidina (30uM) foi adicionada como indutor da

lacase ao terceiro dia de fermentagao.

2.3.2.2 Estudo do efeito da adicéo de cobre

Adicionou-se CuS04.5H,0 ao meio MDT obtendo-se concentragdes de 2.5, 16.0,
75.0 e 150 uM no primeiro dia da experiéncia para testar o seu efeito como micronutriente
e no terceiro dia da experiéncia para testar o seu efeito como indutor da lacase. A
concentragdo de 75.0 pM como micronutriente foi seleccionada para as experiéncias

posteriores com o meio MDT.

2.3.2.3 FermentacOes com diferentes indutores

Para se avaliar o efeito da adicdo de indutores na producdo da lacase, 2.5-xilidina
(30uM), uma mistura fenolica (450 mg/L) e etanol (20 e 40 g/L) foram testados no meio

MDT, para além do cobre em diferentes concentragdes (ja descrito em 2.3.2.2). A mistura
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fendlica era composta por 150 ppm (1:1:1 mg/L) dos seguintes corantes: Procion Orange
MX-2R, Remazol Red 3B e Remazol Black GF. Trés experiéncias foram realizadas com

estes indutores:

1. adic¢do de xilidina ao terceiro dia;
2. adicao de xilidia ao terceiro dia e de cobre (75.0 uM) ao primeiro dia;
3. adicdo de xilidia e mistura fenolica ao terceiro dia e de cobre (75.0 uM) ao

primeiro dia.

2.3.2.4 FermentacGes com limitac&o por carbono

Nos estudos com limitacao por carbono a glucose foi removida do meio MDT apds
3 dias de cultivo. Ao terceiro dia, o meio de cultura foi filtrado esterilmente em papel de
fibra de vidro (GF/C, 0.45 um) sob vacuo e a biomassa retida no filtro foi transferida para
um novo meio MDT sem glucose. As trés experiéncias realizadas no item 2.3.2.3 foram

também realizadas com limitacao por carbono.

2.3.2.5 Testes de estabilidade da lacase

O efeito do pH na estabilidade da lacase foi avaliado para pH 3.0 e pH 4.5. Uma
amostra do meio de cultura, ao final da fermentagao, com uma actividade de lacase inicial
de 2500 U/L foi colectada. Esta amostra foi entdo incubada a 28 °C durante 3 dias em
tampao citrato/fosfato (0.05 mM/0.1 mM) com um pH de 3.0 e também com um pH de 4.5.

A actividade da lacase remanescente foi medida a cada dia nas condi¢des padroes.
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Tabela 2.3 — Condi¢des de cultura para a producdo de lacase por Trametes versicolor em matraz

Fonte de Suplemento do meio Indutores
carbono
Glucose (g/L) Cobre (uM) Cobre Xilidina Mistura fendlica

(uM) (mM) (mg/L)
9.0 - - - -
- - - 30.0 -
1.5 - - 30.0 -
3.0 - - 30.0 -
5.0 - - 30.0 -
9.0 - - 30.0 -
9.0 2.5 - - -
9.0 16.0 - - -
9.0 75.0 - - -
9.0 150.0 - - -
9.0 - 2.5 - -
9.0 - 16.0 - -
9.0 - 75.0 - -
9.0 - 150.0 - -
9.0 - 75.0 30.0 -
- - 75.0 30.0 -

9.0 - 75.0 30.0 450.0

- - 75.0 30.0 450.0
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2.3.3 Fermentacoes em Bioreactor

As fermentagdes foram efectuadas no bioreactor BIOLAB, B. BRAUN (capacidade
de 1L) operado em descontinuo. O bioreactor apresenta controlo de temperatura, a qual foi
mantida a 28°C através de uma resisténcia de aquecimento, agitacdo mecanica e controlo
de pH. O arejamento fez-se através de uma alimentacao continua de ar comprimido filtrado
num filtro estéril com porosidade de 0.2 um. Nas experiéncias com controlo de pH, a
fermentagao foi monitorada continuamente com eléctrodo de pH, e o pH foi mantido em 5
por adi¢do automatica (através de duas bombas peristalticas) com uma solucdo de NaOH

IM ou com uma solugdo de H;PO4 1M.

Inoculou-se o fermentador com biomassa crescida durante trés dias em matraz (o
crescimento da biomassa em matraz fez-se de acordo com o item 2.2). Adicionou-se 2.5-
xilidina (concentragdo final de 30.0 uM) juntamente com o inoculo. As experiéncias
decorreram durante 9 dias e o volume de trabalho foi de 1.0 L. Retiraram-se cerca de 5 mL
de amostra com seringas estéreis em cada dia e removeram-se os vestigios de células e
fragmentos celulares das amostras por filtracdo sob vacuo com papel de fibra de vidro ou
por centrifugagdo numa centrifuga Ependorff a 10000 rpm durante 10 minutos.
Determinaram-se a actividade da lacase, o pH do meio (nas experiéncias sem controlo de
pH), a concentracdo de glucose,a proteina total ¢ no fim do ensaio a concentra¢do da

biomassa final.

As experiéncias no bioreactor foram realizadas com base no planeamento
experimental que esta descrito no item a seguir. Neste planeamento analisou-se o efeito da
concentragdo inicial de glucose, o efeito do controlo de pH do meio e o efeito da agitagao

na actividade da lacase.
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Figura 2.2- Bioreactor usado na produgéo da lacase por Trametes versicolor.

2.3.3.1 Planeamento factorial para a producéo de lacase em bioreactor

Para optimizar a produg¢do da lacase em bioreactor utilizou-se o planeamento
experimental (2°) sem repeticio, com dois niveis e trés varidveis (Box et al., 1978)
perfazendo um total de 8 experiéncias. Neste planeamento experimental escolheram-se trés
factores: controlo de pH do meio de cultura, concentracao inicial de glucose e agitagdao. Os
factores estudados para avaliar a produg¢dao da lacase e seus respectivos niveis estdo
apresentados na Tabela 2.4. Os sinais (-1) e (+1) representam os niveis inferior e superior
dos factores, respectivamente. A concentra¢do inicial de glucose apresenta um limite
inferior de 0 g/L e um limite superior de 9 g/L (a concentragdo dos outros componentes do
meio MDT permanece constante), a agitagao apresenta um limite inferior de 100 rpm e um
limite superior de 180 rpm. Para o pH este estudo foi qualitativo, considerando-se o limite
inferior o nao controlo de pH (pH permanece em + 3.0) e o limite superior o controlo de
pH em 5.0. A matriz do planeamento experimental encontra-se na Tabela 2.5. Os
resultados foram analisados estatisticamente de acordo com o planeamento pré-

estabelecido a fim de verificar-se qualitativamente o efeito dos factores e suas interacgdes
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na produgdo da lacase. Os célculos dos principais efeitos e das interacgdes entre os
factores, a andlise estatistica ¢ os graficos foram realizados com o software statistica
version 5.5 (StatSoft, inc.), considerando-se os niveis de significancia de 10%. A resposta
do planeamento foi a méaxima actividade da lacase. Os resultados foram expressos em
graficos de superficie de resposta, grafico de pareto, grafico de valor observado vs valor

previsto, assim como na tabela de analise de variancia (ANOVA).

As experiéncias foram realizadas de forma aleatéria. A melhor condi¢do para a
producdo da lacase, estimada pela MSR, foi realizada experimentalmente a fim de se

confirmar os resultados previstos.

A equacado (2.1) descreve o modelo de regressao utilizado no planeamento factorial

com 3 variaveis e inclui os termos de interaccao:

Y9 = fo+ SiXc+BoXpn + BaXa + SioXe pn + PisXe a + SosXpr A (2.1)

onde:
Y§ a resposta, i.e. a produgdo da lacase;

Xa, XpH € Xa as variaveis independentes.

e os coeficientes da regressao sdo:
[o o termo de interceptacao;
P, [ e o os coeficientes dos efeitos lineares;

P2, s, o3 0s coeficientes dos efeitos de interacgao.

Tabela 2.4 - Factores e niveis estudados no planeamento factorial 2°

Factores Niveis

-1 1)
Concentragdo de glucose g/L (G) 0 9
Controlo de pH (pH) sem com
Agitagdo rpm (A) 100 180
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Tabela 2.5 — Matriz do planeamento de experiéncias 2

Factores Originais Factores Codificados
Experiéncia
A (rpm) pH G (g/L) A pH G
(rpm) (¢/L)
F1 180 sem 0 + - -
F2 100 com 0 - + -
F3 180 sem 9 + - +
F4 180 com 9 + + +
F5 100 sem 0 - - -
Fo6 180 com 0 + + -
F7 100 sem 9 - - +
F8 100 com 9 - + +

2.3.3.2 Modelacdo matematica da producéo de lacase em bioreactor

Para fazer a modelagdo matematica em bioractor foi necessario realizar
experiéncias em matraz uma vez que ndo foi possivel determinar a concentragdo de
biomassa ao longo da fermentagdo em bioreactor. Este fungo quando se encontra em meio
liquido apresenta-se como pellets fazendo com que a cultura ndo seja homogénea o que
ndo permite a determinacdo directa da concentragdo da biomassa. Fizeram-se as
fermentagdes em 12 matrazes, onde cada matraz correspondeu a 1 dia de fermentagdo, ou
seja, cada matraz representou a biomassa de 1 dia de crescimento do fungo. Cada dia, 1
matraz foi retirado do agitador e o meio de cultura foi filtrado em papel de fibra de vidro
sob vacuo e a biomassa retida no filtro foi medida por peso seco. De acordo com as
experiéncias do bioreactor foi necessario realizar 2 fermentacdes em matraz: a primeira
com glucose no meio e a segunda com supressao de glucose.

Os modelos da fermentacdo em bioreactor foram baseados nos parametros de
crescimento estimados a partir das fermenta¢des em matraz. Para determinar os parametros
em matraz, o modelo de crescimento descrito por Mitchell (Mitchell et al., 2000) para

crescimento de fungos filamentos em fermentacdes semi-solida foi utilizado. Os
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parametros de crescimento da biomassa foram determinados de acordo com as equacdes
2.2 e 2.3. Este modelo considera duas fases de crescimento. A primeira, uma fase
exponencial, que ¢ descrita pela equacdo de Monod (eq. 2.2a). A segunda, uma fase de
desaceleragdo no crescimento, que ¢ representada pela equacdo de Mitchell (eq. 2.2b). O
consumo de substrato e producdo da enzima sdo representados pelas equagdes 2.3 e 2.4,
respectivamente. A producdo de lacase foi considerada como sendo parcialmente associada
ao crescimento, e utilizou-se o modelo de Luedeking e Piret (Luedeking & Piret, 2000)

para descrever.

AX [ HuwS X parat<t, (2.2a)
t | (K;+9)
d Mo S —k(t-ta)
22| L2 ] e X t>t, 2.2b
dt (KS+S]( ) pa .
dt Yy, dt
dP dX
P dx | 2.4
at =% -
onde

X: biomassa (g/L)

S: substrato (g/L)

t: tempo (dias)

ta: tempo do fim da fase exponencial (dia 3),

Limax taxa especifica de crescimento maxima (d™)

Ks: constante de saturagdo (g/L)

L: factor de sobrevivéncia

K: constante de decaimento exponencial (d™)

«: constante associada ao crescimento (U/g)

[ constante nio associada ao crescimento (U g d™)

Os parametros calculados para a fermentacdo em matraz foram usados como
constantes nas equagoes descritas no modelo do bioreactor. Nestas equagdes acrescentou-
se o parametro A que representa a mudanga ambiental do matraz para o bioreactor.

O modelo da producdo de lacase, do crescimento de biomassa e de consumo de

substrato em bioreactor esta representado pelas equacdes 2.5-2.8.
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dX Mo S

20 A EmaxT |y t<t, 2.5
dt A((KS+S)j para (22)

dXx S —k(t-ta)

—=A Le X t>t, 2.6
g s

s 1 e
dt Y, dt

C;—T: Klex -K,P (2.8)

onde,

Ki: taxa de sintese da lacase (U por g cel por dia)
Ky:taxa de decaimento da lacase (dia™)

As equagdes diferenciais foram resolvidas usando o programa MATLAB (The
Mathworks Inc.). Os parametros timax, Ks, Yxis, K, L, A, K; e K, foram estimados com o
programa MATLAB Optimization Toolbox através da minimizagdo do quadrado dos
residuos entre os dados experimentais e os modelados, usando a fungdo objectiva mostrada
na equacao (2.9). Os programas utilizados encontram-se no anexo 5. Utilizou-se o método
Simplex-Nelder & Mead no procedimento de optimizagdo. Os erros experimentais foram
estimados em 10% através das replicatas realizadas no shaker. A significancia estatistica
dos parametros estimados foi determinada pelo test t-student com um intervalo de

confianca de 90%.
ne np

M I n I m izeZZ([x]exp _[x]mod)2 +([S]exp _[S]mod)2 +([P]exp _[P]mod)2 (29)
U

onde,

np: nimero de parametros

ne: namero de experiéncias
subscrito exp: dados experimentais

subscrito mod: dados modelados
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2.3.4 Métodos analiticos
2.3.4.1 Determinagdo do consumo de substrato pelo método DNS

Determinou-se a concentracdo de substrato (glucose) quantificando a redugdo do
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) por reaccdo com os agucares redutores, o que se detecta
por mudanca de cor, ou seja, por variagdes da absorvancia no visivel (A=540 nm) (Miller,
1959).

A 1.0 mL de amostra devidamente diluida adicionou-se 1.0 mL de reagente de
DNS. Agitou-se no vortex e aqueceu-se a mistura em banho-maria (adgua a ferver) durante
5.0 minutos. Apds este tempo, colocou-se o tubo contendo a mistura em banho gelado.
Adicionaram-se 10.0 mL de 4gua destilada, agitou-se o tubo e leu-se a absorvancia a 540

nm.

Para a realizagdo da curva de calibracdo (Anexo 1) procedeu-se do mesmo modo,

substituindo a amostra por solucdes de glucose de concentracdo conhecida (0.10-1.00 g/L).

2.3.4.2 Determinacao da actividade da Lacase

Mediu-se a actividade da lacase nos meios fermentados através da oxidacdo do
ABTS pela enzima tal como descrito por Ander e Messner, 1998. Adicionaram-se 100 pL
de extracto enzimatico ao tampao citrato/fosfato (0,05M/0,1M, pH 4.5) com ABTS (0,4
mM), que estavam previamente termostatizados a 40°C durante 15 min., perfazendo um

volume final de 2.0 mL.

A actividade da lacase ¢ determinada através da taxa de formagdo do produto da
oxidacdo do ABTS pela enzima em espectrofotometro (Jenway 6405 UV/VIS) a 420nm. O
radical cationico do ABTS possui um coeficiente de extingdo molar (g) a 420 nm de 36 000
M'em™. Uma unidade de lacase corresponde & quantidade de enzima existente que oxida
Iumol de substrato por minuto. Para a conversdao de abs/s em U/L efectua-se o seguinte

calculo através da equagao 2.10:
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= (2.10)

U AAbsx 60 x f x10°
L €

onde,

A Abs: valor medido no espectrofotometro
60: conversao de segundo para minuto

fqii: factor de diluicao da amostra

10°: conversdo de puL para L

&: coeficiente de extingdo molar (M 'em™)

2.3.4.3 Determinacéo da actividade da Manganés peroxidase (MnP)

Mediu-se a actividade da MnP por 2 métodos. No primeiro, a actividade foi
determinada seguindo a variacdo da densidade Optica resultante da formacao do complexo
malonato-Mn®" a 270 nm, com 50 mM de tampdo malonato de sodio pH 5.2, 0.2 mM de
MnSO4 ¢ 0.1 mM de H,O,, com um coeficiente de exticdo molar de 11.59 mM lem™!
(Addleman et al., 1993). No segundo, a actividade foi determinada medindo a oxidagdo do
vermelho de fenol por variacdo da densidade oOptica a 431 nm. A mistura reaccional
continha 0.2mM de MnSQy, 0.1 mM de H,0,, tampao malonato de sddio pH 4.5, 50 mM e
0.067 mM de vermelho de fenol, com um coeficiente de exti¢do molar de 22751M'cm’!

(Roy & Archibald, 1993).

2.3.4.4 Determinacao da actividade celulasica total

Este método quantifica os aglicares redutores libertados por hidroélise enzimatica da

celulose (Mandels et al. 1976).

Num tubo de ensaio colocou-se 1.0 mL de tampao citrato 0.05M pH4.8 e uma tira
de papel equivalente n°l. Adicionou-se 0.5 mL da amostra de extracto enzimatico.
Incubaram-se os tubos de ensaio durante 1h a 50 °C. Em seguida, adicionou-se 1.0 mL do
reagente de DNS. Colocaram-se os tubos num banho de 4gua a ferver por 5 min. e em

seguida adicionaram-se 10.0 mL de dgua destilada. Mediu-se a absorvancia a 540 nm. Uma
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unidade de actividade enzimatica corresponde a quantidade de enzima que liberta 1 mmol

de agucar redutor por minuto.

2.3.4.5 Determinacdo da proteina total pelo método de Folin-Lowry

Este método baseia-se na reac¢do do “biureto” das proteinas com o cobre, em
condigdes fortemente alcalinas, com a formag¢do dum complexo entre o cobre e os
aminoacidos aromaticos das proteinas, o qual € reduzido a um heteropolimero azul, por
adicdo do 4acido fosfomolibdicofosfotingstico. Desta reac¢do resulta a coloracdo azul
intensa (Haris & Angal, 1989) que pode ser quantificada espectrofotometricamente a 750

r r ’ ~ , . -1
nm. Este método ¢ sensivel a concentragdes de proteina acima de 0.25 mg mL".

Reagentes stock: A - 1% m/v de sulfato de cobre (CuSO4.5H20);
B - 2% m/v de tartarato de sddio potassio;
C - 0.2M de hidréxido de sodio;
D - 4% m/v de carbonato de sodio.

A 49.0mL do reagente C adicionam-se 49.0mL do reagente D, 1.0 mL do reagente
A e 1.0 mL do reagente B. Estes formam o reagente F, a solu¢do cobre-alcalina,

extemporanea.

O reagente E ¢ obtido por adi¢do de 10.0mL do reagente Folin-Ciocalteau a
10.0mL de agua. A 0.50mL de amostra, adicionaram-se 2.5 mL de reagente E deixando
reagir durante 10 minutos. De seguida, adicionaram-se 0.25mL de reagente F ficando 30
minutos a reagir. A proteina total foi determinada pela conversdo da absorvancia a 750 nm
contra um branco (0.5 mL de tampao da amostra em lugar da propria amostra) pela recta

de calibragdo respectiva (Anexo 2).

Para a realizacao da curva de calibragao procedeu-se do mesmo modo, substituindo

a amostra por solucdes de proteina (BSA) de concentragiao conhecida.
2.3.4.6 Determinacao da biomassa

Calculou-se a concentragdo da biomassa por determinacao do peso seco. No fim de

cada experiéncia filtrou-se o meio de cultura em filtros de microfibra de vidro (GF/C, 0.45
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um) sob vacuo. A biomassa retida no filtro foi seca em estufa a 104 °C durante 72 h. Ao
fim desse periodo, os filtros foram arrefecidos num exsicador durante 2 a 3 horas e s6
depois pesados O peso seco final da biomassa fez-se por subtraccdo do peso da membrana
seca ao peso da membrana com a biomassa. Esse método quantifica todas as células e ¢é

indicado para meios com altas concentragdes celulares e para fungos filamentosos.

2.3.4.7 Determinacéo do pH

Fez-se a determinacdo do pH do meio de cultura através de um medidor de pH
(Crison, micropH 2000), previamente calibrado com solug¢des tampao conhecidas (pH = 4

epH=7).

2.4 Aplicacao da lacase na pasta kraft

2.4.1 Preparacao da pasta kraft

As experiéncias de branqueamento da pasta de papel foram realizadas com pasta
kraft de Eucalyptus globulus fornecida pela industria papeleira PORTUCEL, Cacia,
Portugal. A pasta apresentava um indice kappa de 12.4 e viscosidade intrinseca de 1180
cm3g'1.

Em todas as experiéncias, antes do branqueamento, a pasta kraft seca foi
impregnada em agua destilada durante uma noite. Acertou-se o pH em 4.5 utilizando uma
solucdo de H,SO4 (0.8 M) e em seguida filtrou-se a pasta sob vacuo para posterior

utiliza¢dao no branqueamento.

2.4.2 Producao da lacase

A lacase utilizada nas experiéncias de branqueamento da pasta foi produzida em matraz
ou em bioreactor nas condi¢des optimizadas. Utilizou-se uma concentragdo de 6U de

lacase por g de pasta.
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2.4.3 Mediadores utilizados

Os mediadores utilizados no branqueamento da pasta de papel encontram-se na
Tabela 2.6. Os mediadores organicos (Tabela 2.6) utilizados foram reagentes comerciais,
fornecidos pela Aldrich Chem. Comp. (Madrid). Os polioxometalatos foram sintetizados
em laboratdrio. Os métodos de sintese dos polioxometalatos estdo descritos por Gamelas et

al. (2005).

Tabela 2.6 — Mediadores utilizados no branqueamento da pasta kraft.

Mediadores inorganicos (POM) Mediadores organicos
[SiW ;Mn"(H,0)O039]’ ou (SiW;;Mn")* ABTS
[PW;Mn"'(H,0)036]* ou (PW,;Mn"")* HBT
[SiW1;VYO4]* ou (SiW,, VY)* TEMPO
[BCo™ W 1(H,0)035]% ou (BW;;Co'™)* Acido violurico

(PWo):Mn""Os4 ou (PWo),Mn'"*
[SiCo™W,(H,0)030]’ ou (SiW;;Co'™)*

* Forma abreviada do POM

2.4.4 Branqueamento da pasta kraft em reactor

As experiéncias de branqueamento foram realizadas num reactor PARR modelo
4843 com 250 mL de volume total, equipado com um sistema automatico de controlo de
temperatura, pressdo e agitacdo mecanica. O reactor e o controlador podem ver-se na
Figura 2.3. A velocidade de agitagdo foi mantida constante. Em todas as experiéncias,
adicionou-se um tampao fosfato (Na,HPO,4) de pH 4.5 com uma concentragdo final de
0.1M. A pasta kraft (7.2g a base de pasta seca), a lacase, os mediadores e a solu¢ao tampao
fosfato foram introduzidos no reactor a temperatura ambiente, com um volume final de
trabalho de 113 mL. O reactor foi pressurizado com oxigénio. O tempo requerido para
atingir a temperatura de trabalho ndo foi contabilizado no tempo de branqueamento. No

final da reaccdo, o reactor foi rapidamente arrefecido com 4gua fria, a pasta kraft filtrada
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sob vacuo e neste filtrado analisou-se a actividade da lacase. Finalmente a pasta foi lavada
com sucessivas adi¢coes de dgua destilada e foi novamente filtrada sob vacuo. Fez-se entao
a extraccdo alcalina da pasta (descricdo no item 2.4.5) e colocou-se ao ar livre para secar

durante 1 semana, para posterior analises.

Inicialmente fez-se a seleccdo dos mediadores. As experiéncias foram realizadas
em uma unica etapa de branqueamento com temperatura de 45 °C com lacase e os
seguintes mediadores: ABTS, HBT, acido violurico, TEMPO, Siw;Mn', PW,; Mn'"! e
SiW,;VY e com a temperatura de 60°C com lacase e os seguintes mediadores: SiW,;Mn"",

PW, Mn", Siw,,V", 4cido violtrico, BW;Co", (PWs),Mn" e Si W,,;Co"".

As reaccdes de branqueamento decorreram durante 4h. A pressdo de oxigénio foi
mantida em 0.3 MPa. Os testes em branco foram realizados com lacase sem a adi¢ao de

mediador.

Figura 2.3 — Reactor e controlador de temperatura e de agitacdo usado no branqueamento da pasta
kraft de papel.

As experiéncias com multi-estdgios foram realizadas com os POMs SiW;;Mn"",
Siw;;VY e PW;;Mn"™. O primeiro estagio de branqueamento foi realizado com uma
temperatura de 110°C e P°(0,) = 0.6 MPa durante 2h. Ao fim deste estigio, o reactor foi
arrefecido com 4gua fria e despressurizado. Em seguida, iniciou-se o segundo estagio com
adicdo de lacase, temperatura de 45°C e P°(0,) = 0.3 MPa durante 4h. Os estagios foram

alternados até perfazer um total de 5 estagios conforme mostra a Figura 2.4.
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aaaaa

110°C 45°C, 4h 110°C 45°C, 4h 110°C
2h 0.3MPa 2h 0.3MPa 2h
0.6MPa lacase 0.6MPa lacase 0.6MPa

Figura 2.4 — Condig¢des do branqueamento da pasta kraft com os POMs SiW, IMnIH e SiW; 1VV através
do sistema de multi-estagios.

2.4.5 Extraccgao alcalina da pasta

A extracgdo alcalina da pasta foi realizada a 70°C durante 1h, com uma solu¢do de
NaOH (concentracao final de 2 g/L). O volume de solugdo no reactor foi de 71 mL. No
final da reaccdo, arrefeceu-se o reactor, lavou-se a pasta com sucessivas adicdes de dgua
destilada (sob vacuo) até se obter a neutralidade no filtrado. Por fim, esfarelou-se a pasta e
colocou-se numa caixa, onde foi guardada e seca a temperatura ambiente durante 7 dias,

para posteriores analises de indice kappa e de viscosidade intrinseca.

2.4.6 Métodos analiticos

2.4.6.1 Determinacdo do indice kappa

Determinou-se o indice kappa da pasta através do método padrao TAPPI T 236¢cm-
99. Este método envolve a oxidagdo da pasta com o permanganato de potassio, no qual
permite determinar o grau de deslenhificacdo da pasta. O permanganato reage com a
lenhina da pasta e ndo com os polissacarideos. O indice kappa ¢ o volume (mL) de uma
solugdo de permanganato 0.1N consumido por uma grama de pasta. Os resultados sdo

corrigidos para 50% do consumo de permanganato adicionado.
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Reagentes: Solug¢ao de permanganato de potéssio (0.1 N) (KMnOy)
Solugao de tiossulfato de sodio (0.2 N) (NayS,03)
Solugdo de iodeto de potassio (1.0 N) (KI)
Acido sulfarico (4.0 N) (H,SO,)

Indicador (solug¢do de amido, 2 —3 %)

Pesam-se 1.1 a 1.3 g da pasta seca. Adicionam-se 125 mL de 4gua destilada a pasta
que ¢ triturada. Adicionam-se sob agitacao continua 25 mL do KMnOj4 e 25 mL do H,SO,.
Apds 10 minutos sob agitagdo, adicionam-se 5 mL de KI, algumas gotas do amido
(indicador) e titulou-se com Na,S,0;. Determinou-se o volume gasto. O teste branco foi

feito sem a pasta.

Calculo do indice kappa:

K = % x 100050 (140.013(25 - 1)) @.11)
(b-a)xN)
_\b-a)xN) 2.12
P 0.1 .
Onde :

K = indice kappa

p = quantidade de KMnO, efectivamente consumido no teste (mL)
w = peso da pasta (amostra) (g)

a = quantidade de Na,S,03; consumido no teste (mL)

b = quantidade de Na,S,03 consumido no teste do branco (mL)

N = normalidade do Na;S,05

t = temperatura (°C).
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2.4.6.2 Determinacéo da viscosidade intrinseca

Determinou-se a viscosidade intrinseca da pasta através do método padrao SCAN —
CM15:99. Este método ¢ utilizado para determinar a degradacdo da celulose da pasta
durante o seu branqueamento ou cozimento.

Pesam-se cerca de 0.16 — 0.18 g de pasta, adicionam-se 25 mL de 4dgua destilada, 3
fios de cobre e agita-se o frasco durante 40 minutos a 600 rpm. Em seguida, adiciona-se 25
mL de solug¢do aquosa de cupri — etilenodiamina 1M (CED). Completa-se o volume do
frasco com uma solu¢do de CED e 4gua destilada 1:1, tapa-se sem deixar bolhas de ar e
agita-se novamente por 30 minutos a 600 rpm. Por fim, determinou-se o tempo de
escoamento da solucdo de CED com a pasta no viscosimetro capilar a uma temperatura

controlada de 25° C.

Calculo da viscosidade intrinseca

_hxtxv
m

n (2.13)

onde,

n: viscosidade intrinseca

h: constante do viscosimetro (s )
t: tempo de escoamento (s)

v: volume do frasco (mL)

m: massa de pasta (g)

2.4.6.3 Determinacéo do estado de oxidagdo dos POMs por espectroscopia no visivel

Todas as medidas espectrofotométricas foram realizadas num espectrofotometro
(Jasco V-560 UV/Vis) com célula de 10 mm a temperatura ambiente. As medidas de todas
as amostras foram determinadas imediatamente apds a reac¢do de branqueamento.

Determinou-se o estado de oxidagao dos POMs ao final das experiéncias com um
unico estagio e temperaturas de 45 e 60°C. Nas reaccdes a 110°C ndo foi preciso
determinar o estado de oxidagdo uma vez que o POM encontra-se totalmente no estado

reduzido. A Tabela 2.7 mostra as cores dos POMs no estado reduzido e no estado oxidado.
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Realizaram-se também estudos da re-oxidacdo dos POMs reduzidos SiWnMnH,
SiWUMnII € SiWUVIV por reacg¢des com lacase sem pasta de papel. Num matrés, colocou-
se a solugdo aquosa do POM no estado reduzido e lacase, a temperatura ambiente e pressao
atmosférica sob agitacdo. Retiraram-se amostras a determinados intervalos de tempo e
mediu-se o estado de oxidacio do POM por espectro de UV/Vis. Este mesmo
procedimento foi realizado no reactor de branqueamento da pasta a pressao de 0.3 MPa e
agitacdo mecanica a temperatura ambiente. Em ambos estudos, o POM apresentava uma
concentragcdo de 3.0 mM, o tampao fosfato 0.1 M (pH=4.5) e a lacase numa concentragao

de 380 U/L ou 1330 U/L.

Tabela 2.7 — Cor e comprimento de onda (1) do estado reduzido e do estado oxidado dos POMs

Cor e A (nm)
POM
Estado reduzido Estado oxidado

SiW;;Mn Amarela* Cor de rosa (495)

Siw;, vV Purpura (490) amarela*®
BW;,Co Cor de rosa (550) Verde (680)
(PWy),Mn Amarela* Castanho escuro (600)**
PW{;iMn Amarela* Cor de rosa (490)

* Nao apresenta maximo de absorvancia bem definido; ** apresenta um ombro de absorvancia

2.4.6.4 Andlise de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear - RMN

As andlises de RMN foram feitas num espectrometro Brucker MSL 400 (105.2
MHz, 9.4 T, 298 K). Os desvios quimicos sdo referenciados em relacdo ao VOClI; liquido.
Fizeram-se as andlises de RMN para os POMs SiWnMnHI e SiWnVV para verificar se

ocorreu alguma alteracao molecular durante o branqueamento da pasta de papel.
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2.4.6.5 Andlise de voltametria ciclica

As medidas de voltametria ciclica foram feitas em um analisador electroquimico
BAS 100BW, utilizando uma célula convencional de 3 eléctrodos fornecida pela BAS Inc.
O eléctrodo de trabalho foi um eléctrodo de carbono vitreo (BAS) e os eléctrodos de
referéncia e auxiliar foram Ag/AgCl e Pt, respectivamente. A superficie do eléctrodo de
trabalho foi polida com alumina (0.3 um) e lavada com agua destilada antes de cada
experiéncia. As medidas foram feitas a temperatura ambiente, num intervalo de potencial
de +1300 mV a 0 mV. As solucdes foram desgaseificadas com azoto puro durante 5
minutos antes de serem medidas e mantidas com azoto gasoso durante a voltametria. As
solugdes dos POMs tinham uma concentracdo de 1.0x10° M e tampao fosfato (KH,POy)
0.5 M (pH=4.5).

2.5 Fermentagoes para producio do Exopolissacarideo

2.5.1 Meios de producio

Estudaram-se 5 meios de cultura diferentes para seleccionar o melhor meio de
cultura para a producdo do exopolissacarideo. A composi¢cdo de cada meio de cultura ¢
apresentada na Tabela 2.8. As experiéncias foram realizadas em matraz es de 500 mL com
250 mL de meio de cultura, a 28°C e 180 rpm durante 9 dias. O inoculo tinha uma
concentragdo inicial de 70 mg/L, conforme descrito no item 2.2. O consumo de agucares
redutores, o crescimento da biomassa e a viscosidade do meio de cultura foram
monitorados. Retiraram-se cerca de 5 mL de amostra diariamente. Removeram-se as
células e fragmentos celulares das amostras por filtragdo com papel de fibra de vidro sob
vacuo. Determinou-se a viscosidade do meio ¢ o consumo de agucares reductores. No fim
de cada ensaio, determinaram-se a concentracdo da biomassa (peso seco) € a concentragao
do EPS (peso seco, item 2.5.3) depois de devidamente separados por centrifugacao (15000
rpm, 4°C e 20 min.).
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2.5.2 Optimizacao do meio de cultura

Apos a selecgdo do meio de cultura mais favoravel para a producao do EPS, fez-se
a sua optimizagdo através de um primeiro planeamento de experiéncias 2> com um ponto
central perfazendo um total de 5 experiéncias. Fizeram-se as fermentagdes em shaker com
matraz de 500 mL contendo 250 mL do meio de cultura YM durante 8 dias. A temperatura
foi mantida a 28°C e a agitacdo foi de 180 rpm. Neste planeamento escolheram-se as
variaveis concentracdo inicial de glucose e pH do meio de cultura. A glucose tinha um
nivel inferior de 5 g/L, um nivel superior de 15 g/L e o ponto central de 10 g/L. O pH tinha
um nivel inferior de 4, um nivel superior de 7 e o ponto central de 5.5, como mostra a
Tabela 2.9. A composi¢do dos outros componentes do meio de cultura permaneceu

constantes

Tabela 2.8 - Composi¢do dos meios de cultura usados na produgdo do EPS

Meios de cultura

Componente (g/L)

MDT GPY YM MCM TaK
Glucose 9 40 10 20 10
Extracto de malte - - 3 - 10
Extracto de levedura - 3 3 2 2
Peptona - 10 5 2 2
KH,PO, 0.68 - - 0.46 2
K,HPO4 - - - 1 -
MgS0,.7H,O 0.25 - - - 1
Asparagina - - - 1
Tiamina 0.081 - - - 0.001
NaCl 0.28 - - - -
CaCl, 0.015 - - - -
Dimetilsuccinato 0.0013 - - - -

MDT, Meio definido para Trametes

GPY, Meio de glucose, peptona e extracto de levedura (Khondkar et al., 2002)
YM, Meio extracto de levedura e extracto de malte (Kim et al., 2002a)

MCM, Meio completo para fungos (Kim et al., 2002a)

TaK, meio Tien & Kirk
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Tabela 2.9 - Factores e niveis estudados no planeamento factorial 2* com ponto central

Niveis
Factores
-1 0 (+1)
Glucose inicial g/L (G) 5 10 15
pH do meio (pH) 4 5.5 7

A matriz do primeiro planeamento experimental encontra-se na Tabela 2.10. Os
resultados foram analisados estatisticamente de acordo com o planeamento preestabelecido
a fim de verificar qualitativamente o efeito dos factores e suas interac¢cdes na producao da
lacase. Os calculos dos principais efeitos e das interacgdes entre as variaveis e os graficos
foram realizados pelo software Statistica version 5.5 (StatSoft, inc.), considerando-se os
niveis de significincia de 10%. A resposta do planeamento foi o peso seco do EPS. Os
resultados foram expressos em graficos de superficie de resposta, assim como pela tabela
de analise de variancia (ANOVA).

A equagdo 2.14 descreve o modelo de regressdo utilizado no planeamento factorial

com 2 factores e inclui os termos de interacgao:

Y9 = B + BiXe+BoXon + SioXc pH (2.14)

onde Yy ¢ a resposta, i.e. o peso seco do EPS; Xg, Xpn sdo as varidveis
independentes e os coeficientes de regressao sao: % o termo de interceptacao; fi, [ 0s

coeficientes dos efeitos lineares e f12, o coeficientes do efeito de interacgao.

Tabela 2.10 — Matriz do primeiro planeamento de experiéncias 2% com ponto central

Factores originais Factores Codificados
Experiéncia

pH G (g/L) pH G (g/L)
El 7 5 + -
E2 4 15 - +
E3 4 5 - -
E4 7 15 + +
ES 5.5 10 0
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No Segundo planeamento de experiéncias os niveis dos factores passaram a ser:
glucose com um nivel inferior de 5 g/L, um nivel superior de 25 g/L e um ponto central de
15 g/L e o pH com um nivel inferior de 4, um nivel superior de 7 e um ponto central de
5.5. Nesta experiéncia um outro ponto central foi adicionado com uma concentragdo de
glucose de 15 g/L e pH de 4.0 totalizando 6 experiéncias, como mostra a matriz apresentada
na Tabela 2.11. A resposta do planeamento foi o peso seco do EPS.

A equagdo 2.15 descreve o modelo de regressao utilizado no planeamento factorial

com 2 factores e inclui somente os efeitos lineares e quadraticos:

Y9 = fo+ fuXe+BoXon + PaXcE + BaXoon (2.15)

onde Yy ¢ a resposta, 1.€. 0 peso seco do EPS; Xg, Xpn sdo as variaveis independentes; e 0s
coeficientes de regressdo sdo: [ o termo de interceptagdo; /i, £ os coeficientes dos efeitos

lineares, fs, S os coeficientes dos efeirtos de segunda ordem.

Tabela 2.11 — Matriz do segundo planeamento de experiéncias 2° com ponto central

Factores originais Factores Codificados
Experiéncia

pH G (g/L) pH G (g/l)
Al 5 4 - -
A2 5 7 - +
A3 15 5.5 0 0
A4 15 4 0 -
A5 25 4 + -
A6 25 7 + +

2.5.3 Extraccao do EPS do meio de cultura

Para a extrac¢do do EPS do meio de cultura, removeram-se as células por

centrifugagdo a 15000 rpm, 4°C durante 20 min. Ao sobrenadante adicionou-se etanol (4
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vezes), agitou-se e deixou-se durante uma noite a 4°C. O EPS precipitado foi centrifugado
a 10000 rpm, 4°C durante 20 minutos e o sobrenadante foi descartado. O EPS precipitado
foi sequencialmente lavado com etanol a 50, 60, 70 80 ¢ 90%, liofilizado e o peso seco

determinado. A Figura 2.5 mostra o EPS obtido.

Figura 2.5 - EPS obtido apos precipitagdo por etanol, lavagem e liofilizacao.

2.5.4 Analise reoldgica do meio de cultura

A viscosidade aparente dos meios de cultura foi determinada por analises em
reometro (Rheometer AR 1000, T.A. Instruments), em diferentes tensdes de corte € com

controlo de temperatura.

2.5.5 Métodos analiticos para acaracterizacao do EPS

2.5.5.1 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Fez-se a andlise de transformada de infravermelho num aparelho MATTSON 7000
FTIR (como transformag¢ao de funcao de Fourier). O espectro foi obtido a partir de 2 mg de
biopolimero em 200 mg de KBr. 64 scans foram acumulados com uma resolug¢do de 4.0
cm™. A espectroscopia de infravermelho utilizada foi na regido do infravermelho médio,

que se estende num intervalo de 4000-400 cm™.

2.5.5.2 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica do EPS foi realizada em um termo-analisador, TGA-
50 (Shmadzu), sob atmosfera de N, para se investigar o comportamento térmico do

biopolimero. A taxa de aquecimento foi de 10 °C/min e aqueceu-se até 700 °C.
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2.5.5.3 Anélise dos acucares neutros

A quantidade relativa dos monossacarideos foi determinada por cromatografia gas-
liquido depois da hidrélise com acido sulfurico e derivatizacdo a acetato de alditol
(Blakeney et al., 1983). Analisou-se as amostras derivatizadas num cromatografo gasoso

(Carlo Erba 6000).

2.5.5.4 Determinacao do peso molecular

O peso molecular médio dos EPSs produzidos nos meios YM, TaK e MCM foi
determinado através da cromatografia de permeacdo em gel (GPC — gel permeation
chromatography). As analises de GPC foram realizadas em duas colunas 10um MIXED B
300x7.5 mm protegidas por uma pré coluna Plgel 10um (Polymer laboratories Ltd. UK)
usando um sistema PL-GPC 110 (Polymer laboratories Ltd. UK) e detector de indice de
refracdo. Dissolveu-se a amostra do EPS em N,N-dimetilacetamida (DMCA) contendo
0.5% (p/v) LiCl. Manteve-se as colunas e o sistema de injec¢do em 70°C. Bombeou-se o
eluente (0.5% p/v LiCl em DMAC) com caudal de 0.9 mL/min. Como GPC ¢ um método
relativo, é necessario fazer uma curva de calibragdo. Deste modo, calibrou-se as colunas do

GPC com o material de referéncia pululana. A curva de calibragdo se encontra no anexo 3.

2.5.5.5 Determinacao dos acidos urdnicos

Determinaram-se os acidos urdnicos do EPS produzido nos meios YM, TaK e

MCM usando o método m-fenilfenol (Blumenkrantz & Asboe Hansen, 1973).

Pesaram-se 2-3 mg do EPS que se incubaram durante 3 horas com 200uL de H>SO4
a 72% e hidrolisadas durante 1 hora com H,SO4 IM. Diluiu-se 7 vezes 0.5 mL do
hidrolisado com agua destilada. Adicionaram-se 3 mL de solugdo de borato de sodio 12.5
mM em H;SO4 concentrado a tubos de ensaio arrefecidos em gelo. A cada tubo
adicionaram-se 500 pL de amostra e em seguida aqueceu-se em banho fervente durante 10
minutos. Arrefeceram-se em gelo os tubos e adicionou-se 100 pL de solugdo de m-
fenilfenol a 0.5%. Agitaram-se os tubos e deixou-se em auséncia de luz durante 30

minutos. Leu-se a absorvancia das amostra a 520 nm. As amostras padrao foram feitas com
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concentragdes conhecidas do acido D-galacturdnico. Determinou-se a quantidade de acido

urénico presente na amostra por interpolagao grafica da curva padrao (Anexo 4).

2.5.5.6 Andlise elementar do EPS

A percentagem relativa de C, N e H foi determinada através de um analisador
elementar Leco CHNS-932. Uma amostra s6lida de 2 mg do EPS produzido nos meios
YM, MCM e TaK foi encapsulada e colocada no forno para se iniciar a combustao. Os
ajustes para o branco e calibragdo sdo aplicados ao sinal integrado final e as respostas sdao

obtidas como percentagem de peso de carbono, hidrogénio e nitrogénio.
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Capitulo 3 — Resultados e discussido

3.1 — Producao de lacase em matraz
3.1.1 Efeito da concentracio inicial de glucose

Para verificar o efeito da fonte de carbono na produgao da lacase por T. versicolor
em fermentacdo descontinua, empregaram-se diferentes concentragdes iniciais de glucose
no meio MDT. Adicionou-se 2.5-xilidina como indutor da lacase ao terceiro dia de cada

experiéncia.

A Figura 3.1 mostra o efeito da concentracdo inicial de glucose na producdo da
lacase. Os resultados mostram que uma produgao significativa de lacase se inicia a partir
do quarto dia de cultivo, com actividades variando entre 100 e 500 U/L. A sua producao
foi fortemente dependente da concentracgdo inicial de glucose do meio de cultura. Durante
a fase inicial de producdo da enzima, que ainda coincide com a fase de consumo de
glucose (para concentragdes acima de 2 g/L), a producdo de lacase ¢ muito baixa (dia 3).
As maiores actividades de lacase (entre 600 e 650 U/L) foram obtidas a partir do sétimo
dia de cultivo, quando a glucose ndo estava presente no meio de cultura, ou seja em
condi¢des de limitagdo por carbono, Figura 3.2. As menores actividades de lacase foram
detectadas para as maiores concentragdes iniciais de glucose empregues (5 e 9 g/L),
mostrando que altos niveis de glucose reprimem a producao da lacase. Um aumento de
quase 2 vezes na actividade da lacase foi observado quando a concentracdo inicial de
glucose passou de 9 g/L para nenhuma glucose no meio. Galhaup et al. (2002b), mostrou
que quando a glucose esta presente acima de certas concentragdes, a sintese da lacase €
reprimida em T. pubescens. A repressao da glucose em fungos e leveduras ¢ grandemente
conhecida e acredita-se que a glucose pode inibir ou induzir os genes de producao

enzimatica (Ronne, 1995).

Os dados de proteina total do meio de cultura durante a producdo da lacase em
diferentes concentracdes iniciais de glucose estdo apresentados na Figura 3.3.
Contrariamente aos resultados obtidos para a actividade da lacase, maiores quantidades

de proteina total foram determinadas para as maiores concentragdes de glucose e além
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disso, o perfil da evolugdo da proteina total ndo coincide com o perfil da producao da
lacase para uma mesma concentracao de glucose. Esses resultados indicam que outras
proteinas estdo a ser sintetizadas durante o cultivo do fungo e ndo ¢ possivel, desta
maneira, fazer uma correlag@o entre a concentracao de lacase e de proteina total no meio

de cultura.
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Tempo (dias)
—>—0glL <—1509L —e-20gL 4A-300L ®-59gL —499gL

Figura 3.1 - Actividade de lacase produzida por Trametes versicolor em diferentes concentragdes
iniciais de glucose.
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Figura 3.2 - Consumo de glucose do meio de cultura durante a produg@o de lacase por Trametes
versicolor em diferentes concentragdes iniciais de glucose.

A evolucdo do pH do meio de cultura para as diferentes concentragdes de glucose

esta apresentada na Figura 3.4. O perfil da evolucdo do pH mostra que existem dois
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comportamentos distintos para as diferentes concentragdes de glucose testadas. Em todos
os casos, o pH diminui de aproximadamente 5 até 3, enquanto o fungo consome a glucose
(Figura 3.2) e estabiliza assim que a glucose termina. Depois desta estabilizagdo, inicia-se
um novo periodo associado a uma subida de pH, excepto no ensaio com maior
concentracdo de glucose (9 g/L) onde esta somente se esgota no penultimo dia de
fermentagdo. Estes resultados indicam claramente uma associagdo entre a queda do pH
do meio de cultura e o consumo de glucose por T. versicolor, indicando uma mudanga no
metabolismo do fungo quando ocorre o consumo total da fonte de carbono. Galhaup et al.
(2002b), também mostrou uma queda de pH de 5.0 até 3.6 durante a fase de crescimento
de T. pubenscens e que o pH volta a subir rapidamente quando a glucose € totalmente
consumida do meio. De acordo com varios estudos da literatura, esta queda de pH do
meio ocorre devido a sintese de varios acidos organicos como o maldnico, o oxalico, o
fumarico, o succinico entre outros. Estes sdo produzidos através do metabolismo primario
dos basidiomicetos (Roy & Archibald, 1993; Milagres et al. 2002; Humar et al., 2001;
Urzaa et al., 1998; Hofrichter et al., 1999) e o posterior aumento do pH indica a mudanga

para um metabolismo secundario alternativo.
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—%—0g/lL %—159g/L ——2g/L —A—3g/L M—5g/L ——9g/L

Figura 3.3 - Evolugdo da proteina total do meio de cultura durante a producdo de lacase por
Trametes versicolor em diferentes concentragdes iniciais de glucose.

A Figura 3.5 apresenta, para cada ensaio, a maxima actividade da lacase obtida, o

respectivo valor de pH e a biomassa final para as diferentes concentracdes de glucose
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estudadas. Os resultados mostram que a concentracdo final de biomassa, um resultado
directo do crescimento celular e do metabolismo primario, foi directamente dependente
da concentragdo inicial de glucose. Verifica-se também que a maxima producao de lacase
também estd claramente associada ao pH do meio. De facto, existe um sincronismo
quando se compara a maxima actividade de lacase e o respectivo valor de pH, quanto
menor o pH, menor a produgdo de lacase. Nas experiéncias com elevadas concentracdes
de glucose, onde o fungo realiza o seu metabolismo primario, por um maior periodo de
tempo, o pH diminui e provavelmente inibe a producdo da lacase. Galhaup et al. (2002b)
também mostrou que a produgdo da lacase por T. pubescens era somente significativa
quando a glucose era totalmente consumida do meio, devido a repressdo pelo substrato.
Ruel et al. (1999) sugerem que o metabolismo primario, na auséncia de indutores, produz
pequenas concentracdes de lacase e que a produg¢do de enzimas lenhinoliticas estd
associada com o metabolismo secundario. Portanto, a producdao de lacase em elevadas
concentragdes parece ser resultado do metabolismo secundéario do fungo, que ndo ¢
dependente do seu crescimento, mas sim de algum estimulo externo (Moreira et al.,

1998).

14

Tempo (dias)

—0glL %—150/lL —@—2g/L —A—3g/L ——5g/L —e—9 gL

Figura 3.4- Evolu¢do do pH do meio de cultura durante a produgdo de lacase por Trametes versicolor
em diferentes concentragdes iniciais de glucose.
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Figura 3.5 — Biomassa final de Trametes versicolor, maxima actividade de lacase ¢ pH do meio
para diferentes concentragdes iniciais de glucose.

3.1.2 Efeito da adicao de cobre

Como a lacase ¢ uma proteina que contem cobre na sua estrutura, um aumento da
actividade da lacase em culturas suplementadas com cobre ¢ esperado. A adicao de cobre
em diferentes meios de cultura tem sido usada para aumentar a produgdo da lacase por
fungos (Collins & Dobson, 1997; Galhaup et al., 2002a; Giardina et al., 1999; Baldrian &
Gabriel, 2002).

Neste estudo, para se verificar o efeito da adicdo de cobre como micronutriente,
na producdo da lacase por T. versicolor, diferentes concentragdes iniciais (2.5, 16, 75 e
150 uM) de cobre foram empregues no meio de cultura MDT (Figura 3.6). Neste
conjunto de experiéncias, nenhum indutor foi adicionado para estimular a producdo da
lacase. A concentracdo Optima de cobre encontrada foi de 75 uM. Esta conduziu a um
aumento de 3 vezes na producdo da lacase quando comparado com o controlo, sem
adi¢do de cobre. Para a maior concentragdo de cobre (150 uM), a actividade da lacase
diminuiu, provavelmente devido a um efeito toxico do cobre no metabolismo deste

fungo.

Contrariamente aos resultados aqui obtidos, Collins & Dobson (1997) mostraram

que um aumento na concentracao de cobre desde 0.4 até¢ 400 uM promoveu um aumento
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de 0.5 a 2.5 U/ml na actividade da lacase produzida por T. versicolor, respectivamente.
Um outro estudo com P. ostreatus também encontrou o mesmo resultado, onde o
aumento da concentracdo de cobre aumentou proporcionalmente a produgdo de lacase
(Giardina et al., 1999). Por outro lado, Couto et al. (2004b) estudaram o efeito da adi¢do
de cobre na produgdo de lacase por T. versicolor e por T. hirsuta e verificaram que um
aumento muito pouco significativo ocorreu com T. versicolor e um aumento de 3 vezes
na actividade da lacase foi obtido com T. hirsuta. Isto pode significar que o efeito do

cobre sobre a producdo de lacase ¢ dependente do fungo e da estirpe do fungo utilizada.

O efeito da adi¢do de cobre ao terceiro dia na produgdo, como indutor da lacase,

esta mostrado na Figura 3.7. Para todas as concentracdes de cobre estudadas, a producao
da lacase foi praticamente a mesma, apresentando uma actividade maxima de cerca de

170 U/L, que corresponde a um aumento de 105 U/L em relagdo ao controlo (65 U/L).

As actividades mdaximas obtidas pela adicdo de cobre como micronutriente
(adi¢ao ao meio de cultura) e como indutor (adicdo ao 3° dia) da lacase foram muito
semelhantes. Galhaup & Haltrich (2001) estudaram o efeito da adicdo de cobre em
diferentes dias de cultivo (0, 4 e 8 dias) na producdo da lacase por T. pubescens e
observaram um ligeiro aumento na actividade (de 55 para 65 U/mL) quando o cobre foi
adicionado ao quarto dia de cultivo, em comparagdo ao primeiro dia, e uma drastica

diminui¢do na actividade foi observada pela adigao do cobre ao oitavo dia.

Trupkin et al. (2003) também estudaram o efeito do cobre como indutor da lacase
e um aumento na produ¢do da lacase foi mostrado com o aumento das concentragdes de
cobre. O trabalho sugere que o cobre ¢ toxico para a maioria dos fungos, mas que ele
pode agir como indutor da produgdo de lacase por T. versicolor e que a produgdo da

lacase ¢ um mecanismo de defesa em situagdes de stress oxidativo.

De acordo com os resultados obtidos da adi¢ao de cobre, seleccionou-se a adi¢cao
de cobre ao primeiro dia numa concentragdo de 75 uM para as posteriores experiéncias

de indugdo da produgao da lacase por T. versicolor.
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Figura 3.6 — Efeito da adi¢do de cobre ao primeiro dia na producdo da lacase por Trametes
versicolor.
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Figura 3.7 - Efeito da adicdo de cobre ao terceiro dia na produgdo da lacase por Trametes
versicolor.

3.1.3 Producao de lacase com diferentes indutores

A inducao e optimizacdo da producao de lacase tem sido extensivamente estudada
com diferentes tipos de indutores e respectivas concentragdes € tempo de adi¢ao (Muioz

et al., 1997). A maior parte desses indutores sdo compostos aromaticos ou fendlicos,
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muitas vezes relacionados com a lenhina ou seus derivados. Neste trabalho, avaliou-se
cobre, 2.5-xilidina (xil), uma mistura fendlica (MF) e etanol como indutores da lacase no
meio MDT por T. versicolor. Nestas condigdes estudadas ndo foram detectadas
actividades de MnP e de LiP.

A adicao de etanol ao meio de cultura ndo favoreceu a produ¢do da enzima para
as duas concentragdes estudadas, 20 e 40 g/L.. Embora o etanol ndo seja um composto
aromatico, ele tem sido estudado como indutor da lacase. Em oposi¢cdo aos nossos
resultados, Lee et al. (1999) mostraram que a adi¢do de etanol (40 g/L) estimulou a
producao da lacase a niveis significativos, com um aumento de 2.6 U/mL quando

comparado com meio sem adi¢ao de etanol.

A Figura 3.8 (a) mostra o efeito dos diferentes indutores no meio MDT, contendo
9 g/L de glucose e a Figura 3.8 (b) mostra a amplificagdo da escala da Figura 3.8 (a) para
uma melhor visualizagdo nas diferencas da produ¢do da lacase com inducao de cobre,
xilidina e cobre + xilidina. Os picos de actividade maxima de lacase foram obtidos em
diferentes dias, dependo do indutor ou da combinacdo entre eles, ndo havendo assim

nenhuma relagdo com o dia da actividade méxima e a adi¢@o de diferentes indutores.

A adicao de xilidina produziu uma maior actividade de lacase quando comparada
com a adicao de cobre (de 170 para 360 U/L), o que corresponde um aumento de 1.9
vezes. Muitos trabalhos mostram a inducdo de lacase por xilidina em fungos (Garzillo et
al., 1998; Koroljova-Skorobogat’ko et al., 1998; Couto et al., 2002). Entretanto, um
efeito cooperativo entre o cobre e a xilidina foi observado. A presenga simultdnea de
ambos os indutores levou a um maior aumento na producdo de lacase (800 U/L) do que o
efeito individual de cada um deles (4.4 vezes em relagao ao cobre e 2.3 em relagdao a
xilidina). O mesmo efeito de cooperacao entre esses indutores foi observado na producao
de lacase por T. versicolor (Collins & Dobson, 1997) e por T. hirsuta e T. versicolor em
culturas solida (Couto et al., 2004b)
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Figura 3.8 — (a) Produgdo de lacase por Trametes versicolor na presenca de cobre, xilidia (xil) e
mistura fenolica (MF). (b) amplificagdo da Figura 3.8 (a).

Uma vez que a lacase actua como uma enzima oxidativa em compostos fenolicos,
uma complexa mistura fendlica (mistura de trés corantes) foi empregada para favorecer o
aumento dos indutores previamente testados. Esta mistura fenolica foi utilizada por
Amaral et al. (2004) na descoloragdo de corantes téxteis € promoveu altas concentragdes
de lacase por T. versicolor. Neste trabalho, obteve-se um aumento significativo na
actividade enzimatica, de 850 U/L no meio com adi¢ao de cobre e xilidina, para 5500

U/L (6.5 vezes) na presenca desta mistura fendlica (Figura 3.8).

Indutores com estruturas fenolicas parecem permitir a este tipo de fungo
reconhecer um sinal que conduz a uma intensiva resposta bioldgica que activa o
metabolismo secundario responsavel pelo aumento da produgdo de enzimas

lenhinoliticas.

A Figura 3.9 mostra o valor de pH do meio de cultura e o consumo de glucose
durante a producao de lacase com os diferentes indutores. Com a adi¢do de cobre, um
baixo consumo de glucose foi observado, com uma taxa de consumo de 0,48 g/d, quando
comparado com os demais indutores que apresentaram as seguintes taxas: 0.67 g/d para a
xilidina, 0.66 g/d para cobre, xilidina e mistura fendlica e de 0.93 g/d para cobre e
xilidina. Os resultados indicam que quando a xilidina estd presente, o fungo consegue
assimilar mais rapidamente a glucose. Como nos resultados anteriores, o pH do meio

desce juntamente com o consumo da glucose até um valor aproximado e constante de 3.0,
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excepto para o meio suplementado com cobre, onde o pH desceu e manteve-se constante
em 3.6, provavelmente devido a baixa taxa de consumo de glucose. No meio onde os trés
indutores estavam presentes, o pH do meio aumentou muito rapidamente quando a

glucose foi totalmente consumida (dia 9).

pH

N

ES
Glucose (g/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (dias) Tempo (dias)
——Cu —B8—xil —&—Cu +xil —#—Cu + xil+MF —&— Cu —8—xil —A— Cu+xil —l— Cu+xil+MF

Figura 3.9 — pH do meio de cultura (a) e consumo de glucose (b) durante a produgdo de lacase por
Trametes versicolor com diferentes indutores.

3.1.4 Efeito da limitacio por carbono com diferentes indutores

Como mostrado no item 3.1.1, a limitagao por carbono (LC) estimulou a produgao
da lacase por T. versicolor. Deste modo, fez-se a estratégia da limitagdo por carbono para
os melhores resultados da adicdo de indutores: cobretxilidina (xil) e
cobre+xilidina+mistura fenolica (MF). Os resultados com e sem limitagdo por carbono

estao apresentados na Figura 3.10.

A actividade da enzima com a adicdo de cobre+xilidina aumentou cerca de 3
vezes ou 1850 U/L (de 850 para 2700 U/L) em condi¢des de limitagdo por carbono. Um
efeito similar, embora menos significativo, também ocorreu quando a mistura fenolica foi
empregue (de 5520 para 6080 U/L), o que corresponde a um aumento de 560 U/L ou 1.1
vezes na actividade maxima da lacase. Além disso, observou-se ainda uma antecipagao

de 2 dias na actividade maxima da lacase.
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Figura 3.10 - Produgdo de lacase por Trametes versicolor na presenca de cobre e xilidia (xil) e de
cobre, xilidia (xil) e mistura fenolica (MF) com e sem limitagdo por carbono (LM).

A Tabela 3.1 mostra a produtividade e o aumento da produtividade da lacase para
os diferentes indutores com e sem limitagdo por carbono. O emprego da estratégia da
limitagdo por carbono e o emprego da mistura fendlica conduziram aos melhores
resultados da produtividade da lacase. Um aumento de 75.5 vezes em relagdao ao controlo
foi obtido nas condi¢des de sem limitagao por carbono ¢ um aumento de 103.9 vezes para

combinagdo de todos os indutores nas condi¢des de limitagdo por carbono.

Os resultados indicam que compostos fenodlicos estimulam o fungo a desenvolver
mecanismos de protecgdao aos efeitos toxicos, fazendo com que mais enzima seja
produzida de forma a tentar eliminar a toxicidade do meio onde se encontra e/ou pelo
facto do fungo reconhecer estruturas similares da madeira. E conhecido da literatura que
os compostos mais eficientes na indu¢do de enzimas lenhinoliticas sdo os preparados de
lenhina ¢ os compostos fendlicos tais como alcoois, aldeidos e acidos (Muifioz et al.
1997). A indugdo desses compostos na produgao da lacase vem da capacidade natural do
fungo T. versicolor em degradar a lenhina através de mecanismos especificos de ataque
as madeiras. A presen¢a desse tipo de indutor faz com que o fungo os reconheca e
desenvolva um metabolismo de defesa ao stress oxidativo (Trupkin et al., 2003)

produzindo uma maior quantidade de enzima.
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Tabela 3.1 - Produtividade de lacase e aumento da produtividade de lacase para os indutores
cobre, xilidina e mistura fenolica em condi¢des de limitagdo por carbono e sem

limitagdo por carbono

Indutores Produtividade (U/ (L. dia)) Aumento da

produtividade

Sem limitacao por carbono

Controlo 7.3 1.0
Cobre 31.8 4.4
xilidina 60.0 8.2
Cobre + xilidina 76.0 10.4
Cobre + xilidina + Mistura 550 1 755
fenodlica
Com limitac¢ao por carbono
Cobre + xilidina 272.3 37.3
Cobre + xilidina + Mistura 759 8 103.9

fendlica
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3.2 — Producao de lacase em fermentador

3.2.1 — Optimizacao da producio da lacase por planeamento de experiéncias

Apos estudar-se as diferentes condigdes de produgdo da lacase por T. versicolor
em matraz, fez-se um planeamento de experiéncias com trés factores: concentragdo
inicial de glucose, pH do meio de cultura e agitacdo, e dois niveis para aplicar em
fermentador. A finalidade ¢ a optimizagdo da produg¢dao enzimatica, uma vez que a
producao enzimatica ¢ muito dependente das condi¢des de cultivo. A variavel de resposta
foi a maxima actividade de lacase obtida durante o processo de fermentacdo. O
planeamento totalizou 8 experiéncias com as diferentes combinagdes dos trés factores em
estudo. Os ensaios foram efectuados em conformidade com o delineamento experimental
proposto no item 2.3.3.1. Para a glucose escolheu-se um limite inferior de 0 g/L e um
limite superior de 9 g/L, para a agitacdo um limite inferior de 100 rpm um limite superior
de 180 rpm e para o pH um limite inferior de 3.0 e um limite superior de 5.0, onde se
considerou o limite inferior o ndo controlo do pH e o limite superior o controlo do pH em

5.0+0.1.

Os resultados das fermentagdes de T. versicolor pelo planeamento de experiéncias
estdo resumido na Tabela 3.2. Os valores obtidos mostram que os meios com glucose (9
g/L) e sem controlo de pH (experiéncias F3 e F7) ndo favoreceram a formacao da lacase,
resultando em actividades inferiores a 1000 U/L e com elevadas concentragdes de

biomassa (= 1.5 g/L).

Obtiveram-se os melhores resultados quando glucose estava presente no meio de
cultura e o pH controlado (F4 e F7), o que correspondeu a actividades acima de 7000 U/L
para ambos valores de agitacdo. Quando se comparam experiéncias similares, com a
mesma concentracao de glucose e a mesma agitagdo (F3 e F4; F7 e F8), onde somente se
varia o pH, obteve-se um aumento na actividade maxima da lacase de 16 vezes para uma
agitacdo de 100 rpm (de F3 para F4) e um aumento de 9 vezes para uma agitagao de 180
rpm (de F7 para F8). Em todas as experiéncias a produtividade da lacase seguiu a mesma

tendéncia que a actividade maxima.
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A biomassa final apresentou baixos valores para os meios sem glucose, de 0.3 a
0.6 g/L, o que era esperado uma vez que nao havia fonte de carbono para o crescimento.
Para as experiéncias com glucose no meio, a biomassa final apresentou concentragdes

proximas a 1.5 g/L.

Tabela 3.2 — Planeamento de experiéncias 2° e repostas da produgdo da lacase por Trametes
versicolor

Experiéncia Agitacio Controlo Glucose Biomassa Maxima Produtividade

omaepn o e el
(g/L) (U/L)
F1 180 3 0 0.37 1493 249
F2 100 5 0 0.60 2178 260
F3 180 3 9 1.51 444 37
F4 180 5 9 1.59 7113 889
F5 100 3 0 0.29 1410 117
F6 180 5 0 0.27 1781 184
F7 100 3 9 1.28 771 70
F8 100 5 9 1.54 7217 902

Os efeitos estimados de cada factor e suas interaccdes para o planeamento de
experiéncias estao descritos na Tabela 3.3. As respostas mostram que o controlo de pH,
concentragdo inicial de glucose e as suas interac¢des apresentam um grande efeito na
actividade méaxima da lacase, enquanto que a agitacdo ndo apresenta nenhum efeito
significativo na producdo da lacase. A significdncia dos efeitos estimados foi avaliada
através da andlise de variancia (ANOVA). Os testes ANOVA indicam que o modelo
linear descreve adequadamente o rendimento da sintese de lacase. O efeito significativo
de cada coeficiente foi determinado através do teste p (p < 0.1), considerando 90% de
intervalo de confianca. Baixos valores de p indicam um coeficiente muito significativo.
As varidveis que apresentaram um efeito significativo similar foram o pH e a interac¢ao
Glucose x pH. O coeficiente de regressio (R”>= 0,99625) indica também que o modelo de
primeira ordem (linear) pode representar adequadamente os dados experimentais

referentes ao rendimento em lacase.
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Tabela 3.3 — Efeitos estimados e teste ANOVA para a producéo de lacase por Trametes
versicolor através do planeamento de experiéncias 2’

Soma Graus de Média
Efeitos Estimado Valor Valor quadratica liberdade quadratica F
dep s af MQ)
Efeitos
principais
Controlo de 3452.7 0.0579  10.9515 232214 10° 1 23221410 119.93
pH
Glucose (G) 2170.8 0.0965  6.5420 8286928 1 8286928 42.80
Agitagdo (A) 186.4 0.8962  0.1643 5233 1 5233 0.0270
Interaccao
de dois
factores
A xpH 64.4 0.6368  0.6416 79720 1 79720 0.4117
AxG 29.1 0.6906  0.5282 54022 1 54022 0.2790
G x pH 3014.8 0.0626  10.1239 19845630 1 19845630 102.49
Erro 193629 1 193629
Total SQ 516866 10 7
R? =0,99625

O diagrama de Pareto apresentado na Figura 3.11 mostra os efeitos que sdo
estatisticamente importantes na producdo da lacase. Os efeitos cujos rectangulos
estiverem a direita da linha divisoria (p = 0.1) devem ser considerados no modelo
matemadtico. O diagrama de Pareto mostra claramente que o factor pH apresenta o efeito
mais pronunciado na producdo da lacase seguido pela interaccdo glucose x pH e pela
glucose. A agitacdo ndo ¢ um factor relevante na producdo da lacase. Os valores ao lado

do rectangulo representam os valores da estatistica do test t.
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Grafico de Pareto; Variavel: Actividade de lacase
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Figura 3.11 — Diagrama de Pareto para o planeamento factorial 2°.

Adicionalmente, a correlagdo entre os valores previstos no modelo para a
actividade maxima da lacase e os dados experimentais ¢ apresentada na Figura 3.12. Os
resultados mostram que os dados estdo muito proximos da linha, o que caracteriza um

bom ajuste, mostrando que o modelo linear descreve bem os dados experimentais.
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Figura 3.12 - Correlagao entre os valores observados e os valores previstos da producao da lacase.
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Os resultados do planeamento de experiéncias apresentados acima podem também
ser visualizados através de uma superficie, chamada de superficie de resposta, que no
caso deste trabalho, ¢ um planeamento factorial comum e por isso tem a forma de um
plano, visto que o modelo matematico ¢ linear. As superficies de resposta resultantes e a
respectiva relacdo matematica entre a variavel de resposta (actividade da lacase; z) e as
variaveis independentes (factores) estdo mostradas nas Figuras 3.12a-c. Os graficos
mostram o efeito de duas varidveis enquanto que a terceira permanece constante. A

respectiva funcdo que representa estas figuras ¢ dada pela seguinte equacao:

Actividade da lacase (U/L): 2931.55 - 220.69 pH - 1237.77 G - 11.40 A + 350.01
pHxG + 2.46 pHxA+0.46 GxA (3.1

As Figuras 3.13a-c representam um grafico tri-dimensional das seguintes
variaveis: concentragdo de glucose e pH (a uma agitacio de 180 rpm), agitacdo e
concentracdo de glucose (a um pH de 3) e agitacdao e pH (a uma concentragdo de glucose
de 9 g/L). A cor castanha representa as elevadas actividades de lacase. O modelo de
primeira ordem (linear) ajusta bem a resposta e ¢ mostrado nas equagdes apresentadas na
Figura 3.13. Na Figura 3.13a observa-se que quando se usa o nivel inferior de ambos os
factores (glucose de 0 g/L e sem controlo de pH) a actividade da lacase cai atingindo o
minimo valor observado no intervalo estudado (cerca de 400 U/L). As condi¢des dptimas
encontradas para a producdo da lacase foram uma concentra¢do de glucose e um pH de
11 g/L e 5.2, respectivamente. Nessas condi¢des, uma actividade de lacase de cerca de
10000 U/L ¢ prevista pelo modelo. Apos obter as condi¢cdes optimizadas, realizou-se uma
nova experiéncia nas condigdes Optimas (glucose inicial de 11 g/l e pH 5.2). Nestas
condi¢des, obteve-se a maxima actividade de lacase de 11403 U/L, que estd de acordo
com o valor previsto pelo modelo, o que mostra a adequacdo da MSR utilizada.

As Figuras 3.13b e 3.13c mostram que a agitacdo ndo apresenta nenhum efeito
individual, nem interaccdo com os outros factores na produgdo da lacase, conforme ja

discutido anteriormente.
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Figura 3.13 - Superficies de resposta para o planeamento de experiéncias 2°.
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Os resultados obtidos mostram claramente que € necessario o controlo do pH do
meio de cultura para a obtencdo de elevadas actividades de lacase. Durante as
fermentacdes sem controlo de pH e com concentragdes de glucose de 9 g/L, observou-se
que o pH diminui até um valor de 3.0, e que essa diminuicdo do pH ocorre
simultaneamente ao consumo de glucose (Figura 3.14), como aconteceu no cultivo em

matraz descrito anteriormente.
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Figura 3.14 — Consumo de glucose ¢ pH do meio durante a producdo de lacase por Trametes
versicolor para uma concentragdo inicial de glucose de 9 g/L ¢ sem controlo de pH.

Conforme ja discutido anteriormente hd acidos orgénicos que sdo produzidos
durante a fermenta¢do. Os resultados mostraram que baixos valores de pH ndo sdo
favoraveis a producdo de lacase por T. versicolor. Este facto pode ter duas explicagdes:
Pode o metabolismo da produgao de lacase ser reprimido pelos baixos valores de pH; ou
mudangas conformacionais na estrutura tri-dimensional podem ser promovidas pelo
baixo pH, afectando o sitio activo da enzima e ndo permitindo assim a ocorréncia de

reaccoes biocataliticas de oxidagao.

Com a finalidade de avaliar a perda de actividade da enzima a baixos pHs,
estudou-se a sua estabilidade para valores de pH de 3.0, 4.5 e 5.0 (controlo). A pH 3.0
observou-se uma perda de 50% na actividade da lacase durante o primeiro dia de
incubacdo, atingindo-se um valor de 80% de perda de actividade ap0s trés dias. Para o pH
de 4.5 observou-se uma perda de apenas 11% apods os trés dias de incubagdo. Para o
controlo, a pH 5.0, ndo foi observada qualquer reducdo na actividade da lacase durante os
trés dias, o que mostra que pH de 5.0 € o ideal para a manuteng¢do da actividade da lacase.

Quando se comparam os resultados para as fermentacdes com glucose, com e sem
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controlo de pH (F3 e F4; F7 e F8), verifica-se pela actividade obtida que houve uma
reducdo correspondente de 90-93% na actividade da lacase para as fermentacdes sem
controlo de pH. Estes resultados parecem indicar que a hipotese considerada em relacdo a
pouca estabilidade da lacase a valores de pH baixos seja mais favoravel, embora ndo
excluam por completo que haja alguma inibicdo metabolica de produgdo da lacase pelo

fungo nestas condigdes.

Estudos recentes, mostram que a estabilidade da lacase ¢ muito dependente do pH
¢ da temperatura (Palonen et al., 2003; Galhaup et al. 2002a, Souza et al., 2002).
Nyanhongo et al. (2002) mostra que a actividade da lacase produzida por Trametes
modesta foi significativamente inibida a pH 3 e acima de 5, mostrando um 6ptimo a pH
4. Jonsson et al. (1997) observaram que pH abaixo de 4 ¢ prejudicial para a produgdo da
lacase e sugere que essa perda ¢ devido a susceptibilidade para proteases acidas nessas

condigoes.

Galhaup et al. (2002b) relatam que para Trametes pubescens, quando a
concentracdo de glucose estd presente no meio de cultura acima de um valor critico (0.25
g/L), a sintese da lacase ¢ reprimida e que a produg¢do somente aumenta quando a glucose
¢ esgotada no meio. Neste estudo em bioreactor, quando o pH do meio nao era controlado
e com glucose inicial de 9 g/L, a maxima producdo da lacase foi obtida quando se
esgotou a glucose. No entanto, quando se controlou o pH, mesmo com 9 g/L. de glucose
no meio cultura, obteve-se um grande aumento na actividade da lacase no meio.
Contrariamente ao mostrado por Galhaup et al. (2002b) para T. pubescens, a produgdo de
lacase ndo ¢ inibida pela presenca de glucose em altas concentragdes, mas sim pelo baixo
valor do pH do meio de cultura, que é resultante do consumo de glucose. E importante
salientar que o estudo de Galhaup et al. (2002b) ndo foram efectuados em biorreactor e

portanto so estudaram situagdes sem controlo de pH.

Os resultados mostrados em bioreactor explicam as altas produgdes de lacase em
matraz em condi¢des de limitagdo por carbono, quando se estuda o efeito de diferentes
concentragdes iniciais de glucose. Pode-se afirmar que quando ndo havia glucose no
meio, em condigdes de limitagdo por carbono, se obtiveram as maiores produgdes de

lacase devido ao mais elevado valor de pH, e as menores actividades observadas com as
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maiores concentragdes de glucose nao sdo devidas aos mecanismos de repressao por

glucose, mas sim ao baixo valor de pH do meio nestas condigdes.

3.2.2 — Modelacao matematica da producio de lacase em bioreactor

Os resultados até aqui apresentados mostram a importancia da adicdo de
indutores, assim como da concentragdo inicial de glucose no meio de cultura e do
controlo de pH. Para estudar o comportamento do fungo em bioreactor, nomeadamente o
crescimento celular, o consumo de glucose e a producao de lacase, foi-se avaliar o efeito
da limitacdo e auséncia de limitacdo por carbono em matraz. A determinacdo dos
parametros cinéticos da fermentagdo em matraz foi necessaria, uma vez que a biomassa
ndo pode ser medida directamente ao longo do tempo no bioreactor. De facto o fungo
cresce em agregados (pellets) quando se encontra num meio liquido, pelo que as culturas
ndo sao homogéneas. Para se estimar os parametros da biomassa em bioreactor, assumiu-
se o crescimento em condi¢des similares em matraz. Realizaram-se fermentagdes em 12
matrazes nas mesmas condi¢gdes onde cada matraz correspondeu a um dia da
fermentacdo. Deste modo, os pardmetros cinéticos de crescimento foram obtidos e
posteriormente utilizados para a modelagdo matematica do bioreactor.

Para o desenvolvimento do modelo de crescimento celular, consumo de substrato
e produgdo enzimdatica em matraz, foi necessario considerar a existéncia de duas fases de
crescimento miceliar: uma fase rapida de crescimento exponencial seguida por uma fase
lenta de desaceleracdo no crescimento. Na fase exponencial de crescimento, ocorre o
metabolismo primdrio que estd associado ao aumento da biomassa. Na fase de
desaceleragdo do crescimento, um diferente perfil de enzimas ¢ produzido devido as
condigdes necessarias para o desenvolvimento de diferentes vias metabolicas. Este
modelo ¢ descrito pelas equagdes 2.2a e 2.2b apresentadas anteriormente. Foi proposto
por Ikasari & Mitchell (2004), para fermentacao em estado solido, e € aqui adaptado para
fermentacdo em meio liquido, uma vez que o crescimento celular apresenta um perfil
muito semelhante ao estudado em estado so6lido. As equacdes do modelo para as duas
fases foram desenvolvidas separadamente sendo o modelo ajustado aos dados

experimentais.
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Os parametros cinéticos para a producdo da lacase por T. versicolor com e sem

limitagdo por carbono, em matraz, estdo apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Pardmetros cinéticos da fermentacdo de Trametes versicolor em matraz

Parametros cinéticos Meio sem limitacio por =~ Meio com limitaciao por
carbono carbono

Umax (d7) 0.87 0.82

Ks (g/L) 4.21 1.30

Yxs (g/2) 0.17 0.38

L 0.37 0.41

k(d™h 0.0921 0.253

o (U/ g biomassa) 0.059 0.147

B (U/ g biomassa. d) 62.9 499

Os resultados da Tabela 3.4 mostram que a taxa especifica de crescimento
maxima, Limax, € muito similar para ambos os meios de cultura: 0.87 dia! para o meio com
carbono e 0.82 dia™ para o meio com limitag¢io por carbono. Por outro lado, a constante
de saturacdao do substrato (Ks) é 3 vezes maior para o0 meio com carbono, uma vez que
esta constante esta relacionada com a biomassa maxima obtida (1.7 g/L para o meio com
carbono ¢ 0.8 g/L para o meio com limitagdo por carbono). O valor do parametro K,
constante de decaimento exponencial, obtida no meio com limitagdo por carbono, ¢ 2.7
vezes maior do que no meio com carbono, o que indica que ocorre uma grande
desaceleracdo no crescimento celular quando o carbono esta presente. Uma vez que
durante a fase exponencial de crescimento, o0 meio de cultura € o mesmo, o parametro L
(razao entre a taxa especifica de crescimento no inicio da fase de desaceleragao e a taxa
especifica de crescimento durante a fase exponencial prévia), ¢ semelhante para ambos os

meios.

Para a producao da lacase, o modelo de Luedeking-Piret (equacao 2.4, capitulo 2)

foi adoptado, uma vez que a formacgao da lacase nao ¢ produto do metabolismo primario,
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mas sim do metabolismo secundario. Os resultados apresentados na Tabela 3.4 mostram
que o valor da constante associada ao crescimento, o, € muito baixo (o = 0.059 ou a =
0.147 U/g de biomassa) quando comparado com o valor de 3, constante ndo associada ao
crescimento (B = 62,9 ou B =499 U g de biomassa d'), o que mostra que em ambos os
meios a producdo da lacase somente se inicia na fase de desaceleragdo lenta no
crescimento, que se inicia apos o terceiro dia. Este modelo de produgdo de lacase esta de
acordo com a definicdo das duas fases distintas para o crescimento da biomassa

previamente adoptado.

Os resultados do modelo, juntamente com os dados experimentais para os meios
com e sem limitacao por carbono para cultivo em matraz, estdo apresentados nas Figuras
3.15 e 3.16. Os modelos utilizados correlacionam com grande aproximagdo o crescimento
da biomassa, o consumo de substrato e a sintese da lacase em cultivo submerso ndo

homogéneo.

Os dados das Figuras 3.15 e 3.16 mostram que a produgdo da lacase em matraz
somente tem inicio a partir do 5° dia de cultivo, quando o crescimento da biomassa se
encontra na fase de desaceleracdo, tanto para o meio com carbono como para 0 meio com

limitacdo por carbono, conforme ja mostrado através dos parametros o e 3.

Os resultados da modelagdo matematica em bioreactor para as oito experiéncias
realizadas com planeamento factorial (Tabela 2.5), onde se avalia a concentragdo da
biomassa, consumo de substrato e producdo de lacase, sao mostrados nas Figuras 3.17-
3.19. Assim como na modelagdo dos resultados em matraz, também aqui se obteve uma
boa descricdo dos dados experimentais. O perfil da produgdo de lacase no meio com
limitagdo por carbono (F1, F2, F5 e F6) e sem limita¢do por carbono (F3, F4, F7 e F8) ¢
mostrado nas Figuras 3.17 e 3.18, respectivamente. A Figura 3.19 mostra a modelagao
matematica do consumo de glucose e do crescimento da biomassa. O modelo utilizado
parece permitir uma previsdo adequada do perfil de crescimento da biomassa, uma vez
que a curva do modelo descreve correctamente o TUnico valor acessivel

experimentalmente que ¢ o da biomassa final.

Nas melhores condi¢des de fermentagdo, ou seja, para o meio com glucose e
controlo de pH (F4 e F8), a producao da lacase atinge uma actividade maxima ao 5° dia,

apesar do meio de cultura apresentar ainda glucose e crescimento de biomassa. Para
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meios sem controlo de pH (F3 e F7) o perfil da actividade da lacase apresenta um

aumento continuo sem chegar a ser atingido um pico de actividade méxima.
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Figura 3.15- Dados experimentais e modelados para o cultivo de Trametes versicolor em matraz
com o meio com carbono. (X) biomassa; (S) glucose.
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Figura 3.16 - Dados experimentais ¢ modelados para o cultivo de Trametes versicolor em matraz
com o0 meio com limitagdo por carbono. (X) biomassa; (S) glucose.

De acordo com os resultados modelados e a concentragdo da biomassa final, para
as experiéncias com glucose, o crescimento da biomassa ndo foi influenciado pelas
condi¢des estudadas, em todos os casos, a concentragdo final de biomassa obtida foi de
1.5 g/L aproximadamente indicando que o aumento na actividade da lacase nio foi
devido ao aumento da biomassa, mas sim as diferencas nas condi¢des de cultivo. O perfil
de crescimento da biomassa foi o0 mesmo para todas as condigdes estudadas, com a fase

estacionaria a ter inicio no final da fermentagao.
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Figura 3.17 - Dados experimentais ¢ modelados para a produgdo de lacase em bioreactor por
Trametes versicolor em diferentes condi¢des de fermentacdo: F1, F2, F5 e F6 (meios
com limitagao por carbono). Os dados experimentais estao representados por simbolos
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Figura 3.18 - Dados experimentais ¢ modelados para a producdo de lacase em bioreactor por
Trametes versicolor em diferentes condigdes de fermentagdo: F3, F4, F7 e F8 (meios
com carbono). Os dados experimentais estdo representados por simbolos e os
modelados por linhas.
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Figura 3.19 - Dados experimentais ¢ modelados para o consumo de glucose ¢ dados modelados
para o crescimento da biomassa em bioreactor por Trametes versicolor em
diferentes condi¢des de fermentacdo: F3, F4, F7 e F8 (meios com glucose). Os
dados experimentais estdo representados por simbolos e os modelados por linhas.

Os parametros cinéticos para a sintese da lacase (K;), degradagdo da lacase (K3) e

o parametro A estdo apresentados na Tabela 3.5. Para as fermentagdes com limitagdao por

carbono, o parametro A foi tomado como 1, uma vez que a mudanga do matraz para o

ambiente do bioreactor pode afectar somente o crescimento do fungo e ndo a sintese

enzimatica e sob estas condi¢des nenhum crescimento da biomassa foi observado. Dos

resultados apresentados na Tabela 3.5, € possivel afirmar que a sintese de lacase por T.

versicolor ¢é essencialmente determinada pela relagdo entre a presenca de carbono no

meio de cultura e o controlo de pH, uma vez que nestas experiéncias foram obtidos
valores elevados de K; (F4 e F8). Também se pode verificar que a influéncia da agitagao
na fermentagdo nao determina a producdo enzimatica no intervalo estudado. Os valores
de K, apresentam um perfil similar aos obtido por K, i.e. altos valores de K; indicam

altos valores de Ky, como esperado. Este resultado indica a existéncia de altos niveis de

inativacao enzimatica.
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Tabela 3.5 — Pardmetros para a produgdo de lacase em bioreactor por Trametes versicolor

Experiéncia A K, (U/ (g biomassa.d) K, (d™h
Fl 1 1443 0.263
F2 1 1293 0.335
F3 0.51 143 0.026
F4 0.54 1932 0.667
F5 1 771.3 0.039
F6 1 564.4 0.084
F7 0.85 78.9 0.377
F8 0.64 2088 1.55

3.3 — Aplicacio da lacase para o biobranqueamento da pasta de papel
3.3.1 — Comparacio dos mediadores da lacase para o branqueamento da pasta

3.3.1.1 — Ensaios de biobranqueamento da pasta

Embora a lacase seja uma enzima oxidativa, quando directamente aplicada nas
pastas ndo proporciona uma oxidagdo eficaz. A sua aplicagdo no branqueamento das
pastas tem sido muito estudada, mas ainda ndo se conseguiram resultados satisfatorios.
De facto a lacase sozinha apresenta um baixo potencial de oxidagdo-reducao, podendo
apenas oxidar os fragmentos fendlicos da lenhina (Fabbrini et al., 2002). No entanto,
ultimamente a aplicagdo da lacase tem sido estudada em sistemas com mediadores

desempenhando o papel de reoxidante dos mediadores.

Neste estudo, fez-se uma comparagao da aplicacdo da lacase nas pastas com
diferentes mediadores organicos, ja estudados por diversos autores (Bourbonnais &
Paice, 1996; Bourbonnais et al., 1997; Bourbonnais et al., 1998; Call & Mucke, 1997;
Fabbrini et al., 2002, Ander et al., 1998; Li et al., 1999) e com mediadores inorganicos,
nomeadamente polioxometalatos (Balakshin et al., 1998; Balakshin et al., 2001; Gamelas

et al. 2005). As principais vantagens dos POMs em relagdo aos mediadores organicos sao
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os altos potenciais redox, a capacidade de reoxidagdo, alta selectividade (capacidade de

deslenhificagcdo com um minimo de degradagdo dos polissacarideos).

Todos os testes foram realizados a 45°C e pH 4.5 que ¢ aceitavel do ponto de vista
da estabilidade/actividade da lacase. A reducdo do indice kappa traduz a oxidacdo dos
compostos insaturdveis nas pastas e a perda de viscosidade intrinseca estd directamente
associada a degradacao dos polissacarideos da pasta. Esta perda de viscosidade ndo ¢
desejavel para o fabrico de papel, uma vez que altera as propriedades mecanicas da pasta
branqueada. E o balango deste binomio que dita a eficiéncia do processo de

branqueamento.

Na Tabela 3.6 e na Figura 3.20 encontram-se resultados dos branqueamentos da
pasta de papel com lacase e sem mediador; com lacase (L) e mediadores organicos
TEMPO, ABTS, HBT e 4cido violurico; e com lacase e mediadores inorganicos POMs
(PW“Mnm, SiW“MnIII e SinlVV). Conforme o previsto, quando a lacase se encontra
sem mediador no sistema de branqueamento de pasta de papel, os resultados da reducao
no indice kappa sdo baixos, com apenas 11% de reducdo, quando comparados com o
sistema lacase-mediador (SLM), onde a reducdo no indice kappa variou de 13.0 a 26.2%,
dependendo do mediador utilizado. Houve sempre uma deslenhificacdo semelhante ao
trabalhar com este sistema SLM, sendo o melhor resultado obtido pelo acido violurico,
que apresenta uma maior redu¢do no indice kappa e simultancamente uma perda de
viscosidade de 8.4%, o que corresponde a uma boa selectividade de oxidagdo. Dos
mediadores testados, o TEMPO apresentou uma baixa viscosidade da pasta de 575 cm’/g
(perda de viscosidade de 51.4%), indicando uma extensa degrada¢do dos polissacarideos,

nao sendo portanto, um mediador eficaz.

Todos os POMs estudados nestas condi¢cdes apresentaram uma reduzida
deslenhificacdo, o que ndao permite distinguir qual o POM que apresenta a melhor
capacidade de branqueamento da pasta nestas condi¢des. E importante notar que o pH
utilizado encontra-se dentro do intervalo de estabilidade (3-7) destes POMs (Tourné et

al., 1970).
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Tabela 3.6 — Branqueamento da pasta kraft catalisado por lacase (L) na presenca de diferentes
mediadores a 45°C

Sistema de Indice Viscosidade Reduc¢ao do Perda de POM
branqueamento Kappa Intrinseca indice kappa  viscosidade oxidado
(cm3/g) (%) intrinseca (%) (%)
Pasta kraft (controlo) 12.3 1185 - - -
Lacase 10.9 1170 11.0 1.4 -
TEMPO+L 10.5 575 14.2 514 -
ABTS+L 10.2 1130 16.2 4.6 -
HBT+L 10.1 1100 17.5 7.2 -
Acido violurico +L 9.0 1085 26.2 8.4 -
PW,;Mn"+L 10.2 1160 17.0 2.0 4.0
Siw;;Mn"+L 10.3 1155 15.8 2.6 47
Siw,;VV+L 10.6 1145 13.0 3.0 100
14 1400 =
I2)
12 A -+ 1200 E
o 2
% 10 — - 1000 s
< g - 800 &
o =
é 6 - 600 £
= 4 - 400 o
e
2+ F200 I
0 -0 &
o ?
3 >
o

Lacase
L+TEMPO
L+ABTS
L+HBT
L+Ac.
Viollrico

L +SiW,, W

L+SiW,,Mn!
L + SiW,,Mn'!

B indice kappa [JViscosidade intrinseca

Figura 3.20 — Variacdo da viscosidade intrinseca e do indice kappa para o sistema de
branqueamento da pasta de papel a 45 °C com diferentes mediadores.

Com a finalidade de se aumentar o grau de deslenhificagdo no SLM, uma vez que
os branqueamentos com POMs sao referidos a elevadas temperaturas (Gaspar et al.
2003), acima de 100°C, fez-se uma nova experiéncia com 60°C no sistema reacional,

dado que a lacase ndo permite operar a temperaturas mais elevadas. Testaram-se ainda
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outros POMs tais como: BW;Co™, (PWo),Mn"" ¢ SiW;;Co™. Conforme os resultados
apresentados na Tabela 3.7 e na Figura 3.21 o aumento da temperatura do sistema de 45
°C para 60 °C ndo favoreceu a deslenhificagcdo da pasta ocorrendo um aumento no indice
kappa quando se utilizaram os POMs PW;;Mn"+L e SiW;Mn"+L. Somente para o
POM SiW,;VY+L foi observado um ligeiro aumento na redugdo do indice kappa, de 13%
para 15%. Os demais mediadores estudados também ndo apresentaram reducdes
significativas no indice kappa. A menor redu¢do do indice kappa com o aumento da
temperatura para os sistemas PW;;Mn""+L e SiW;;Mn'""+L ¢ justificado pelo estado de
oxidacao destes POMs no fim da reacgdo. De facto a 60 °C a concentragao de POM no
estado oxidado ¢ menor. Este facto pode ser explicado pela menor eficiéncia da lacase na
reoxida¢do dos POMs a 60 °C possivelmente devido a sua inactivacdo ou sua parcial
desnaturacdo a esta temperatura mais elevada. O ligeiro aumento na reducdo do indice
kappa conseguido com o POM SiW;,; V" esta relacionado com a sua grande facilidade em
ser reoxidado pela lacase, apresentando uma percentagem de reoxida¢do de 79% no fim

do branqueamento.

O processo de oxidagdo da lenhina ocorre pela ac¢do da forma oxidada do POM,
sendo a forma reduzida resultante, reoxidada directamente pela lacase. As condigdes

termodindmicas das reac¢des redox podem ser apresentadas da seguinte forma:

E° lenhina < E° pom < E° jacase (~0.8 V) ( Balakshin et al., 2001) (3.2)

Para se compreender melhor este processo de oxida¢ao — reducdo dos POMs pela
lacase fizeram-se espectros UV-Vis no final dos branqueamentos e determinou-se a
percentagem de POM no estado oxidado. Além disso, fez-se um estudo em separado, sem

a pasta de papel, de reoxidacgdo directa dos POMs pela lacase.
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Tabela 3.7 — Branqueamento da pasta kraft catalisado por lacase na presenca de diferentes
mediadores a 60 °C

Perda de POM

Sistema de Indice  Viscosidade Redugcio do viscosidade  oxidado
branqueamento kappa Intrinseca indice kappa (%) . _ . o o
(cm® /g) intrinseca (%) (%)
Pasta kraft -
(controlo) 12,3 1190 - -
Lacase 11,1 1150 7,5 2,8 -
B W,,Co"™+L 11,3 1110 9,0 6,7 -
(PWo)," +L 10,9 1140 11,9 3,9 -
SiCoW,; +L 10,2 1060 16,5 10,6 -
Ac. violurico+L 8,9 1110 27,1 6,5 -
Siw;Mn" 10,4 1080 15,1 9,0 12
PW, ;Mn'""+L 10,7 1140 12,7 43 4
Siw,;Mn"+L 10,5 1100 13,8 7,3 33
Siw,, VV+L 10,4 1130 15,50 3.0 79
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Figura 3.21 — Variacdo da viscosidade intrinseca ¢ do indice kappa para o sistema de
branqueamento da pasta de papel a 60 °C com diferentes mediadores.
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Na Figura 3.22 pode ver-se o espectro de absor¢io do SiW;;Mn"™ 100% no estado
oxidado (controlo) e os resultados obtidos com este POM no final das diferentes
condi¢des de branqueamentos (testes a 45 °C e a 60 °C). A banda caracteristica deste
POM tem um méximo de absor¢do a 490nm permitindo calcular a percentagem deste
POM que permanece no estado oxidado no final de cada ensaio. Os resultados mostram
que o aumento deste POM no estado oxidado seguiu a seguinte ordem: SiW;;Mn"" a 60
°C (12 % no estado oxidado) < L+ SiW;;Mn"" a 60 °C (33 % no estado oxidado) < L+
SiW;;Mn"" a 45 °C (47 % no estado oxidado). Para o branqueamento sem lacase (60°C)
uma pequena quantidade de POM no estado oxidado foi encontrado. Quando se
adicionou lacase ao sistema de branqueamento com o POM, a percentagem de POM no
estado oxidado aumentou para 33% a 60 °C e para 47% a 45 °C. Estes resultados
mostram que a oxidacdo da pasta ¢ mais eficiente quando para além do POM se usa a
lacase. Por outro lado, os resultados mostram ainda que a oxidagdo do POM pela lacase ¢
mais eficiente a 45 °C do que a 60 °C, o que justifica os resultados apresentados

anteriormente.

Absorvancia

100 200 300 400 500 600 700 800 900

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.22 — Espectros de UV-Vis da solugdo de SiW;;Mn"" antes do branqueamento (controlo)
e ao final do branqueamento em diferentes condi¢des de reac¢do: (a) controlo; (b)

L+SiW,;Mn" a 45°C; (¢) L+SiW;;Mn"" a 60°C; (d) SiW;;Mn"" a 60°C.

A Figura 3.23 compara o estado de oxidag@o no final da reac¢do para os POMs

PWnMnIH, SiWUMnHI e SiWnVV. Estes resultados também mostram que para qualquer
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POM, o aumento da temperatura faz com que uma menor concentragdo de POM seja
oxidada, devido a perda de actividade da lacase com a subida da temperatura. O SiWnVV
¢ 0 POM que se reoxida de um modo mais eficaz atingindo 100% de reoxidacdo a 45°C,
seguido do SiW;;Mn" que atinge 47% a 45°C e finalmente o PW;;Mn"" que apenas
chega a 4% de reoxidagdo a 45°C.

Com a finalidade de verificar se a lacase apresentava perda de actividade com o
aumento da temperatura, a sua actividade foi determinada ao fim de cada branqueamento.
Para as experiéncias com SiW;;Mn", a lacase apresentou uma perda na actividade de
21% (de 380.5 U/L inicial para 300 U/L no final) para o branqueamento a 45°C e de 58%
(de 380.5 U/L inicial para 158 U/L no fim) para o branqueamento a 60°C. Estes

M ho estado oxidado a 45°C e

resultados estdo de acordo com a percentagem de SiW;;Mn
a 60°C, confirmando a perda da actividade da lacase com o aumento da temperatura. Nos
sistemas com lacase e com os POMs PWnMnIII e SiWnVV nao foi possivel determinar a
actividade da lacase no final da reac¢do, uma vez que estes POMs reagem com o

substrato que avalia a actividade enzimatica.
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Figura 3.23 —Percentual de SiW“MnIH, Siw,, VY e PW;;Mn"! no estado oxidado ao final
da reacg@o para as diferentes condi¢des de branqueamento.
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3.3.1.2 Estudo de oxidacéo dos POMs pela lacase

No estudo comparativo de oxidagdo do SiW;; V", SiWw;;Mn" ¢ PW;;Mn" pela
lacase avaliou-se a eficiéncia do sistema catalitico na auséncia da pasta de papel. As
condicdes das reacgdes foram seleccionadas levando-se em consideracao a estabilidade
da lacase e dos POMs (temperatura ambiente, pH=4.5, concentragio de POM 3.0
mmol/L, actividade inicial de lacase de 380 U/L). O estado de oxidacdo dos POMs
também foi monitorado através dos espectros de UV-Vis e os resultados sdao apresentados
na Figura 3.24. A forma reduzida do SiW;Mn" apresenta uma coloracio amarela, que se
foi alterando gradualmente para cor de rosa (forma oxidada) com o decorrer da reacgao.
A banda de transi¢do tem um maximo de absor¢do ao comprimento de onda de 490-495
nm (Figura 3.24A). Do mesmo modo, a cor rosa escuro caracteristica do SiW;;V'" na
forma reduzida alterou-se para amarela, a cor da forma oxidada, apresentando uma banda
caracteristica no espectro visivel com um maximo de absor¢do em 490 nm (Figura
3.24B). Um comportamento semelhante foi observado para o PW;;Mn", embora com
uma baixissima taxa de reoxidacfo (espectro ndo apresentado). A oxidacdo do SiW V"
para SiW;;V" pela lacase também foi monitorada por espectroscopia °'V RMN, que

confirma que a estrutura do SiW,;V" (Figura 3.25) manteve-se inalterada.
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Figura 3.24 — Espectro UV-Vis para as solu¢des aquosas (3.0 mmol/L) de SiW;Mn" (A) e
SiW,, V'Y (B) a pH=4.5 ¢ com adigio de lacase (380 U/L) a temperatura ambiente e
pressdao atmosférica (a). A: 4h (b); 8 h (¢); 24 h (d); 50 h (e); B: 15 min. (b); 30
min. (¢); 60 min. (d); 120 min. (e).
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Figura 3.25 — Espectro de 'V RMN da solugéo original de SiW,,V" (a) da solugdo obtida apos a reacgéo
do SiW,; V"V (3.0 mmol/L) com a lacase (b).

A reacgdo de reoxidagdo dos diferentes POMs pela lacase também foi estudada
variando a actividade inicial de lacase, a pressdo de oxigénio e a temperatura, uma vez
que a subida de temperatura de 45°C para 60°C se revelou desfavoravel nos
branqueamentos, testou-se a temperatura de 25°C. A Tabela 3.8 mostra os resultados da
percentagem de cada POM no estado oxidado. O PW;Mn", apresenta a menor
reoxidagdo pela lacase, uma vez que mesmo no final de 24h de reac¢do com a lacase,
somente 5% foi oxidado. Para o mesmo periodo de tempo, cerca de 55% do SiW,;Mn" ja
se encontrava na forma oxidada e apos 15 min de reac¢do mais de 50 % do SiW“VIV ja
se encontrava na sua forma oxidada. Observando a Figura 3.24B verifica-se que se
obteve uma reoxidagio praticamente completa do SiW,; V'Y logo apds 2h de reacgio.
Desta forma, o poder de oxidagdo destes trés POMs pela lacase pode ser ordenado do

seguinte modo: PW;;Mn" << Siw;Mn" < Siw,, V'V,

E interessante notar que a reoxidac¢do do PWnMnH e do SiWnMnH foi mais eficaz
na presenca da pasta kraft (Tabela 3.6 € 3.7) do que nas experiéncias sem a pasta (Tabela

3.8). Uma das possiveis explicagdes pode ser o facto de ocorrer estabilizagdo/activacao
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da lacase com os compostos fenolicos removidos da degradacdo parcial da lenhina. Mai
et al. (2000), mostrou que a presenga de compostos fenolicos ou derivados da lenhina
aumentam a estabilidade e actividade da lacase, e sugere que esta estabilizagcdo pode ser
devido a ligacdo dos compostos ao centro activo da enzima ou a outra parte da cadeia da
proteina. Deste modo, certamente a reoxidacdo do PW;;Mne do SiW;;Mn na presenga da

pasta de papel, consegue ser mais eficaz devido a lacase se encontrar mais estavel.

Os resultados mostram claramente que o efeito do aumento da concentragdo de
lacase de 380 U/L para 1330 U/L foi o mais significativo. O aumento da pressdo de
oxigénio de 0.02 MPa para 0.3 MPa também melhorou a oxidacdo do POM pela lacase
como se vé no resultado obtido com o SiWnMnH. A temperatura apresentou um efeito
menor na reac¢ao de oxidacdo deste mesmo POM. A temperatura maxima de reacgdo foi
limitada em 45°C nestas experiéncias, uma vez que ocorreu uma diminui¢ao na actividade
da lacase em temperaturas superiores a 50°C. O POM que apresentou melhores resultados
quando oxidado pela lacase foi o SiW;V'" chegando até 82% apos 15 min. de reacgio. O
SiW;;Mn" também apresentou resultados significativos, uma vez que se oxidou em cerca
de 50% apds 4 horas nas melhores condi¢des de actividade inicial de lacase, pressdo de
O; e de temperatura. O PW,;Mn" apresentou um resultado insignificante uma vez que sé

chegou a 5% de oxidagao apos 24 horas.

Tabela 3.8 — Oxidagao dos polioxometalatos pela lacase em diferentes condi¢des de reacgdo

POM Lacase (U/L) Pressao de O,(MPa) Temperatura (°C) POM oxidado

(%)
SiW;Mn" 380 ~0.02 25 16 (55)*
SiW;Mn" 1330 ~0.02 25 35 (84)"
SiW;Mn" 1330 0.3 25 48 (88)°
SiW;Mn" 1330 0.3 45 52 (95)*
SiW;Mn" 380 0.3 45 36 (69)"
Siw,, v 380 ~0.02 25 52 (72)°
Siw,, v 1330 ~0.02 25 82 (96)°
PW,;Mn" 380 ~0.02 25 <1 (5)

* Medidas apos 4 h ou apos 24 h (dados entre parénteses).
® Medidas ap6s 15 min ou apés 30 min (dados entre parénteses).
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Considerando-se os potenciais redox destes POMs, a dificil oxidagcdo do
PW,;Mn" pela lacase pode smer justificada pelo seu evado potencial (E=+0.91 V vs.
ENH) (Zhang et al., 1995). Uma vez que o potencial redox da lacase ¢ muito proximo
deste, cerca de +0.8-0.9 V (vs. ENH) (Solomon et al., 1996; Mayer & Staples, 1996), este
POM ¢ dificilmente reoxidado por esta enzima. Para os outros dois POMs, as diferengas
significativas no comportamento de oxidagao do SiWUMnII e do SiWHVIv ndo podem
ser formalmente explicadas pelos potenciais redox descritos na literatura, uma vez que
sdo muito proximos. Para o SiW;;V o potencial redox efectivo (E=(E,-+Epa)/2) do par
redox V¥V foi apresentado como +0.64 V (vs. ENH, pH=5) (Altenau et al., 1975) e, em
outro estudo, como +0.72 V (vs. ENH, pH=4.5) (Harmalker & Pope, 1986).
Recentemente, Weinstock et al. (1997) mostrou o valor de potencial rdox efectivo de E =
+0.69 V para pH=5. Para o SiW;;Mn o potencial redox do par Mn"™" foi medido como
+0.65 V (vs. ENH) (Tourné et al., 1970) e, mais recentemente, como +0.70-0.73 V (vs.
ENH) (Zhang et al., 1995; Sadakane & Steckhan, 1999; Sadakane & Steckhan, 1996).
Desta forma, uma comparacao dos dados sobre os potenciais redox destes dois POMs nao
¢ clara para se avaliarem as diferencas nos resultados. Além disso, sabe-se que os
potenciais redox dos POMs podem ser muito sensiveis a factores tais como o pH, os
contra ides e outros (Grigoriev et al., 2000).

Para se tentar esclarecer as diferengas nos potenciais redox desses dois POMs
(SiW;Mn" e SiW,; V") fez-se uma analise de voltametria ciclica em condigdes similares
as utilizadas nas experiéncias de branqueamento. Pelos resultados apresentados na Figura
3.26, pode-se observar que o par VY™ no Siw; vV ¢ eletroquimicamente reversivel
(Figura 3.26a) apresentando um E=+0.67 V (E,.=10.70 V, E,.=+0.64 V, Epo-Epe=60 mV).
O correspondente par Mn"™""

um E=+0.76 V com Ep,=+0.88 V, E,=1+0.64 V, e Ep-Epc=240 mV (vs. ENH). Deste

no SiW;Mn ¢ quase - reversivel (Figura 3.24b) e apresenta

modo, a facil oxidacdo do SiWnVIV pela lacase esta relacionada com a sua alta
reversibilidade e com o baixo potencial de oxidagdo (Ep,,=+0.70V) do vanadio, quando
comparado com o do manganés, que apresenta um potencial de oxidagdo de E,,=+0.88V,

0 que torna a sua reoxidagdo pela lacase mais dificil do que para o vanadio.
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Figura 3.26 — Voltametria ciclica (v=10 mV/s) dos POMs SiW;;V'" (a) e SiW;;Mn" (b) ([POM]=1.0
mmol/L, pH=4.5, 25°C).

3.3.2 — Branqueamento da pasta kraft com SiWnMnIII e lacase SiWnVV e lacase
num sistema de multi-estagios

Como mostrado nos resultados anteriores, os POMs Siw;;Mn™ e Siw,, VY sdo
facilmente reoxidados pela lacase a baixas temperaturas. Entretanto, sabe-se que estes
POMs actuam de forma mais eficiente quando as reac¢des de branqueamento com pasta
ocorrem a temperaturas superiores a 100°C. Para se tentar solucionar esta
incompatibilidade de temperaturas 6ptimas, para o POM e para a lacase, realizou-se um
estudo catalitico de deslenhificacao da pasta de papel em estagios separados e alternados.
Realizou-se o primeiro estdgio de branqueamento com a temperatura dptima para o POM
(estagio POM a 110°C) na auséncia de lacase, seguido de um segundo estdgio de
reoxidagdo do POM com a adi¢do de lacase (estagio L) em difentes temperaturas (30, 45

e 60 °C). Neste processo utilizaram-se os POMs SiWUMnIH, SiWUVv e PWnMnm.

Os resultados obtidos com os estdgios sequenciais de branqueamento com o
SiW;;Mn"" estdo mostrados na Tabela 3.9. O tratamento prosseguiu até um total de 5
estagios POM e L alternados. Com um tUnico estagio de branqueamento, o estagio POM,
pouca reducao no indice kappa foi observada, resultando numa deslenhificacao de apenas
23%, além do POM estar predominantemente no estado reduzido no final da reaccao

(somente 4% encontrava-se no estado oxidado).
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Quando a lacase foi adicionada no segundo estdgio (L), um aumento de 5% no
grau de deslenhificagdo foi obtido e 0 POM passou a estar 68% no estado oxidado no
final do segundo estagio, o que foi importante para se obter uma maior deslenhifica¢do
no estadgio posterior. Adicionalmente, realizou-se um espectro de UV-vis do efluente
deste branqueamento depois de armazenado por uns dias (Figura 3.27). Nesta altura
quase 100% do POM se encontrava no estado oxidado. De qualquer modo, os dois
estagios de branqueamento mostraram melhores resultados, com um aumento de
aproximadamente duas vezes no grau de deslenhificacdo, do que um Unico estagio de
POM+L 45°C (ja apresentados na Tabela 3.8) por outro lado, demostrou uma menor

selectividade devido a maior perda na viscosidade.

Tabela 3.9 — Branqueamento da pasta kraft em estagios sequenciais catalisado por SiW;;Mn"

(POM) e lacase
Sistema de Indice Viscosidade  Redugéio no .Pel‘d.a e Siw;;Mn'"
branqueamento Kappa Intrinseca indice kappa Viseosidade (%, oxid.)
q pp . s
(cm’ /) (%) Intrinseca
(%)
Pasta kraft 12.3 1185 - - -
Sem catalisador 10.6 1140 14 4 -
POM 9.5 1130 23 5 4%
POM-L (45°C) 8.9 1080 28 9 68* (98)**
POM-L-(45°C)- 6.9 1075 44 9 7*
POM
POM-L-(45°C)- 6.0 1020 51 14 11*
POM-L(45°C)-POM
POM-L (30°C)- 7.1 1065 42 10 -
POM
POM-L (60°C)- 7.5 1065 39 10 -
POM
PW;;Mn-L 9.0 1085 27 8 4*

* Dados para o altimo estagio da sequéncia.** Solugdo armazenada durante uma semana.

Ao fim do terceiro estagio de branqueamento (POM-L-POM), uma grande

deslenhificacdo foi obtida, com 44% de reducdo no indice kappa e ao mesmo tempo
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houve baixa perda de viscosidade, apenas 9%. A adi¢do de mais um estagio POM na
sequéncia de branqueamento ndo demonstrou uma perda de viscosidade tao significativa
como quando se adicionou um estagio L. Este facto sugere que os estigios L sdo
responsaveis por uma maior perda de viscosidade. De facto esta enzima, para além de
oxidar o POM, oxida também a celulose pelo que promove a perda de viscosidade da

pasta de papel (Thurston, 1994; Accunzo & Galli, 2003).

Apbés 5 estagios consecutivos de branqueamento (POM-L-POM-L-POM),
obtveram-se os melhores resultados, com um indice kappa de 6.0, que corresponde mais

de 50% de deslenhificagdo da pasta, com apenas 14% de perda de viscosidade da pasta

(Tabela 3.9).

Para avaliar se a temperatura do estagio L apresenta algum efeito neste processo
de branqueamento em multi-estagios, testou-se a temperatura do estagio L também a
30°C. Os resultados mostraram que a variagao da temperatura no estagio L de 45°C para
30 °C e 60°C nao apresentaram nenhum beneficio para os trés estdgios de branqueamento
da pasta (Tabela 3.9). Isto pode ser explicado pela menor reoxidagio do Siw;;Mn" a

30°C do que a 45°C e pela parcial desnaturagdo da lacase a 60°C.

Os espectros UV-Vis, apresentados na Figura 3.27, foram determinados para um
estagio, para dois estagios e para cinco estdgios de branqueamento. Observa-se que nos
branqueamentos que nao terminam num estadgio L, o POM encontra-se praticamente todo
no estado reduzido (Figura 3.27 b, e).

O PW;;Mn" também foi testado nas experiéncias de multi-estagios. Com dois
estagios de branqueamento, o grau de deslenhificacdo obtido foi similar ao SiW;;Mn™
nas mesmas condigdes experimentais (Tabela 3.9). No entanto, a reoxidagdo do

m s L. . . ) )
PW;:Mn" apds o estagio com a lacase foi muito baixa, apenas 4% no estado oxidado, o

que nao justificou o uso deste catalisador com 3 e 5 estagios de branqueamento.

E importante notar que a diminui¢do do indice kappa da pasta ndo branqueada ¢
determinada ndo somente pela oxidacdo da lenhina, mas também devido a hidrdlise dos
residuos de acido hexourdnico (HexA) ligados aos polissacarideos da pasta. A pasta kraft
de eucalipto contém cerca de 30-40 mmol de HexA/kg de pasta seca, o que corresponde a

3-4 unidades de indice kappa (Furtado et al., 2001). Entdo, a 110°C e pH 4.5 uma parcial
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hidrolise do HexA contribui para a diminuigdo do indice kappa. Este facto foi confirmado

pela experiéncia em branco sem a adi¢do de nenhum catalisador (Tabela 3.9).
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Figura 3.27 — Espectros de UV-VIS da solugio de SiW;;Mn"" antes do branqueamento (a); depois
de um estagio de branqueamento POM (b); depois de dois estagios de
branqueamento POM-L (c) seguido de uma semana de armazenamento do efluente
(d); depois de cinco estagios de branqueamento POM-L-POM-L-POM (e).

O mesmo tratamento de branqueamento da pasta em multi-estagios foi aplicado
para o POM SiW; VY. Os resultados mostrados na Tabela 3.10 indicam que este POM foi
mais eficiente na deslenhificagdo da pasta do que o SiW;;Mn'"", entretanto apresentou
uma menor selectividade. Os resultados mais proximos entre estes dois POMs foram
obtidos com dois estagios de branqueamento (POM-L), Tabelas 3.9 e 3.10. Com apenas
trés estagios de branqueamento, o Siw,, V¥ apresentou o mesmo grau de deslenhificagao,
cerca de 50%, do que o SiW;;Mn™ com cinco estagios de branqueamento. O aumento da

temperatura também nao favoreceu o branqueamento.
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Tabela 3.10 - Branqueamento da pasta kraft em estigios sequenciais catalisado por SiW,; V" e

lacase
Sistema de Indice Viscosidade Reducao no Perda de Siw, VY
branqueamento Kappa Intrinseca indice kappa Viscosidade oxidado
(cm3/g) (%) Intrinseca (%) (%)
Pasta Kraft 12.3 1185 - - -
POM 9.0 1055 26 11 6
POM-L (45°C) 8.2 1035 33 13 98
POM-L (60°C) 7.7 1010 37 15 80
POM-L (45°C)-POM 6.9 1005 44 15 15
POM-L (60°C)-POM 6.2 935 50 21 12

Similarmente ao SiW;;Mn, o SiW;V foi encontrado predominantemente na
forma reduzida apds os estagios POM e POM-L-POM, como mostrado na Figura 3.28,
que apresenta os espectros de UV/Vis no final das reacdes. Apos o estagio POM-L cerca
de 80-100 % do SiW;,;V ficou no estado oxidado que corresponde a uma taxa de
reoxidagdo mais rapida do que para o SiW;;Mn nas mesmas condi¢gdes reacionais. O
espectro de RMN confirma a estabilidade do SiW;;V apos as reacgdes em multi-estagios

(Figura 3.28).
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Figura 3.28 — Espectros de UV-Vis da solucio de SiW,;V" antes do branqueamento (a), depois
de um estagio POM de branqueamento (b), depois de dois estdgios POM-L (45°C)

de branqueamento (c), depois de dois estagios POM-L (60°C) de branqueamento
(d), e depois de trés estagios POM-L (60°C)-POM de branqueamento (e).
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A menor selectividade do SiW;; V' no branqueamento da pasta quando
comparada com o SiW;Mn"™ pode ser explicada pela parcial dissociagdo, com a
libertagcdo dos ides VO, do SiW11VV em condi¢gdes acidificadas que favorecem a
degradagdo dos polissacarideos da pasta de papel. Emboras as espécies de VO, ndo
terem sido detectadas pela analise de RMN (Figura 3.29) ao fim do branqueamento, a sua
formacdo durante o branqueamento pode ter ocorrido. Esses ides causam a
despolimerizagio oxidativa da pasta de papel. Os ides livres VO, apresentam um
potencial de redu¢do mais alto, E°= 0.9 V, do que o POM correspondente, além de exibir
um forte actividade catalitica em reacgdes com compostos organicos. Deste modo, VO,"
pode ser considerado como uma das espécies cataliticas mais activas, além de apresentar
um efeito pronunciado na oxidacao da celulose durante a catalise do branqueamento da

pasta com o SiW,; V" (Shatalov et al., 2000).
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Figura 3.29 — Espectro de °'V RMN da solugdo obtida apés dois estagios de branqueamento:
SiW;V-L (60°C).

128



Resultados e Discussao

3.4 — Producio de exopolissacarideo (EPS) por Trametes versicolor

3.4.1 Selec¢ao do meio de producio do exopolissacarideo

Com a finalidade de seleccionar o melhor meio de cultura para a producao de EPS
por T. versicolor estudaram-se em cinco diferentes meios ja descritos: meio Tien & Kirk
(TaK) (utilizado na manutengdo do fungo); meio definido para Trametes (MDT) (meio
utilizado na producao da lacase); meio extracto de malte e levedura (YM); meio completo

para fungos (MCM) e meio glucose extracto de levedura e peptona (GPY).

Dos cinco meios testados no cultivo, nenhuma produgdo de EPS por T. versicolor
foi observada para os meios MDT e GPY. O meio MDT, por ser um meio definido e
pobre, provavelmente ndo possui as fontes de nutrientes necessarias para sintetizar o EPS
pelo fungo. Por outro lado, o meio GPY apresenta uma alta concentracdo de glucose (40
g/L) que provavelmente inibe ou reprime o mecanismo de producdo do EPS pelo fungo.
Os outros trés meios usados, TaK, YM e MCM mostraram-se promissores para a

produgdo do EPS.

A Figura 3.30 mostra o crescimento da biomassa (a), o consumo de agucares
redutores (b) e a produg¢do do EPS (c) para os meios MCM, TaK e YM. Os resultados
mostram que a concentracao dos agucares redutores diminui durante a fermentagdo com o
correspondente aumento da biomassa. A curva da biomassa (Figura 30a) apresenta uma
fase de crescimento linear da biomassa entre o segundo e o quarto dia de cultivo e uma
fase de desaceleracdo no crescimento entre o quarto e o sétimo dia de cultivo. Este perfil
de crescimento da biomassa, com duas fases, foi 0 mesmo observado durante a producao

de lacase pelo T. versicolor neste estudo.

A producao do EPS somente se iniciou ao quarto dia de cultivo (Figura 3.30c), o
que mostra que a formagao deste EPS ndo ¢ associada a fase exponencial de crescimento
da biomassa (Figura 3.30a). A producdo do EPS desencadeia-se quando termina o
crescimento celular mais activo e as células iniciam a fase de desaceleracao do
crescimento. Este comportamento ¢ tipico dos produtos que ndo sdo produzidos pelo
metabolismo primdrio, cuja produg¢do ¢ associada com o crescimento exponencial da

biomassa, mas sim dos produtos do metabolismo secundario. Usualmente, os produtos
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secundarios dos fungos filamentosos estdo relacionados com a produgao dos metabolitos

secundarios no inicio da fase de desaceleragdo no crescimento (Waites et al. 2001).

Comparando-se a produ¢do do EPS nos trés meios de cultura (Figura 3.30c),
observa-se que a produgdo termina apds o sétimo dia de cultivo para os trés meios
estudados. A produgdo méaxima € obtida numa concentracdo de aproximadamente 700
mg/L (Tabela 3.11) no ultimo dia de cultivo para o0 meio YM, enquanto que para os
meios TaK e MCM a concentragdo maxima de EPS obtida foi de 590 e 460 mg/L,
respectivamente. E de salientar que para ambos os meios a produgdo do EPS terminou
antes do consumo total de substrato.

A producdo do EPS obtida com o meio YM (700 mg/L; Tabela 3.11) foi superior
do que a mostrada por Kim et al. (2002a) para o cultivo de C. versicolor, cuja maxima
producdo do EPS no meio YM foi de 504 mg/L.

Tabela 3.11 - Resultados do cultivo de Trametes versicolor nos meios de cultura TaK, MCM e
YM.

Meio de cultura
Parametros de cultivo

TaK MCM YM
Concentragdo maxima da biomassa (g/L) 4.4 33 3.8
Concentragdo maxima do EPS (mg/L) 590 460 700
Maxima viscosidade aparente (mPa.s) 26.0 16.0 47.1
Maxima produtividade do EPS (g/L d™) 0.073 0.068 0.094
Rendimento (g de biomassa/g de agucares 0.24 0.17 0.23
redutores consumidos)
Maximo EPS/biomassa (g/g) 0.16 0.14 0.24

130



Resultados e Discussao

@

Biomassa (g/L)

10

(b)

10,0

50

Acucares redutores (g/L)

(©

0,8 1

0,6

EPS (g/L)

04 1

0,2 4

0 - ‘ = o ;
6] 2 4 6 8 10
Tempo (dias)
—— TaK —=— MCM —— YM

Figura 3.30 — Crescimento da biomassa (a), consumo de agucares redutores (b), producao de EPS
(¢) durante a fermentagdo de Trametes versicolor nos meios TaK, MCM e YM.

A Tabela 3.11 mostra os resultados do cultivo de T. versicolor para a produgao do
EPS nos meios de cultivo TaK, MCM e YM. Embora a alta concentragao e o rendimento
da biomassa (g de biomassa/g de agucares redutores consumidos) sejam obtidos com o
meio TaK, a maxima concentra¢do e a maxima produtividade de EPS sdo conseguidas

usando-se o meio YM, conforme discutido anteriormente. Calculando-se a razdo maxima
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de EPS/biomassa (g/g), claramente se mostra que o meio YM apresenta os melhores
resultados com 0.24 g/g que ¢ 1.5 e 1.7 vezes superior quando comparado com os meios
TaK e MCM, respectivamente. Por outro lado, TaK ¢ o melhor meio para a produgdo de
biomassa, com concentragdes finais de 4.4 g/L, enquanto que os meios YM e MCM

obtiveram concentracdes finais de biomassa de apenas 3.8 e 3.3 g/L, respectivamente.

Estudos com o fungo do género Tremella mostraram que o YM foi o melhor meio
para a produgao de polissacarideo extracelular em termos de rendimento do polimero,
tanto para cultivos liquidos como para cultivos solidos, quando comparado com o meio

GPY e com o meio potato dextrose agar (PDA) (Khondkar et al. 2002).

3.4.2 Optimizacao do meio de cultura YM para a producao de EPS

Os resultados discutidos anteriormente indicaram que YM foi o melhor meio de
cultura para a producdo de EPS por T. versicolor e por isso foi seleccionado para a
optimizacao da producdo do EPS. Os resultados apresentados para a producdo da lacase
mostraram que, a concentragdo de glucose como fonte de carbono e¢ o pH do meio de
cultura como um factor fisico, s3o as duas principais condi¢des de cultivo que podem
afectar tanto o crescimento celular como a formac¢ao do produto. Para optimizar o pH e a
concentragdo de glucose para a produgdo do EPS, o cultivo de T. versicolor foi estudado
no meio YM, partindo-se um planeamento de experiéncias 2* com um ponto central. Para
a glucose escolheu-se um nivel inferior de 5 g/L, um nivel superior de 15 g/L e um ponto
central de 10 g/L. Para o pH testou-se um nivel inferior de 4, um nivel superior de 7 e um

ponto central de 5.5.

A Figura 3.31 mostra os resultados da produgdo do EPS por T. versicolor em
diferentes valores de pH e concentragdes iniciais de glucose no meio de cultura,
conforme o planeamento de experiéncias. Os meios com a maior concentracao inicial de
glucose apresentaram um maior crescimento celular e maior produgdo de biopolimero. Os
meios com valor de pH de 4 apresentaram um consumo de agucares redutores mais lento
pelo fungo, entretanto este facto resultou numa maior quantidade de biomassa formada.
Para os meios com concentragado inicial de glucose 15 g/L, nota-se claramente que o valor

de pH de 4 favoreceu a produgdao da biomassa enquanto que o pH de 7 favoreceu a
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producao do EPS. Para os meios com concentragdo inicial de glucose de 5 g/L ja ndo ¢
possivel notar-se este facto, uma vez que a producdo do EPS pelo fungo ¢ muito

aproximada durante o cultivo.
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Figura 3.31 — Crescimento da biomassa (a), consumo de aglicares redutores (b) e produgido de
EPS (c) durante o cultivo de Trametes versicolor em diferentes concentragdes (g/L)
de glucose (G) e valores de pH.
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A optimizag¢io do EPS foi realizada através do planeamento de experiéncias 27
com um ponto central conforme se encontra no grafico de superficie de resposta na
Figura 3.32 e na Tabela 3.12. A resposta do planeamento foi a méxima producdo de EPS
produzida no decorrer do cultivo. De acordo com a Figura 3.32 o pH ndo exerce uma
grande influencia na maxima producdo do EPS, ao contrario do aumento da concentra¢do

inicial de glucose que apresentou um grande aumento na maxima producao do EPS.

Superficie de Resposta; Variavel: EPS
2**(2-0) design; MS Residual=4898,45
DV: EPS

Bl 366,961
Bl 398,288
B 429,615
[ 460,942
[ 492,27

[ 1523597
[ 554,924
Bl 586,251
Bl 617,579
Il 648,906

Bl above EPS=334,52+5,97*G-15,1*pH+3,03*G*pH

Figura 3.32 — Superficie de resposta para o planeamento de experiéncias 2.

De acordo com os resultados deste planeamento de experiéncias nao foi possivel
obter o ponto de méxima curvatura para a maxima produc¢ao de EPS com os niveis de pH
e de glucose seleccionados. Deste modo, um segundo planeamento de experiéncias foi
realizado, onde os niveis dos factores passaram a ser: glucose com um nivel inferior de 5
g/L, um nivel superior de 25 g/L e um ponto central de 15 g/L e o pH com um nivel

inferior de 4, um nivel superior de 7 e um ponto central de 5.5.
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Tabela 3.12 — Planeamento de experiéncias 2* e repostas da produgio de EPS por Trametes

versicolor
pH Glucose Biomassa Maxima
Experiéncia inicial inicial  final (g/L) dceogc;; 1&11‘2511‘0)
(g/L)

El 4 5 3.0 380

E2 7 5 2.0 380

E3 5.5 10 34 415

E4 4 15 4.8 561

E5S 7 15 3.6 652

Os resultados do segundo planeamento de experiéncias para a producao do EPS

estdo mostrados na Tabela 3.13.

Tabela 3.13 - Resultados para o segundo planeamento de experiéncias 2> e repostas da produgio
de EPS por Trametes versicolor

Experiéncia Glucose pH Biomassa Maixima Produtividade

inicial  inicial final concentracao do EPS (mg
(g/L) (g/L) de EPS (mg/L) /(L.d))

Al 5 4 3.0 380 47.5

A2 5 7 2.7 380 47.5

A3 15 55 4.2 640 80.0

A4 15 4 3.8 520 74.3

AS 25 4 2.5 274 343

A6 25 7 23 300 37.5

A analise dos resultados da Tabela 3.13 mostra que os meios com uma

concentragdo inicial de glucose de 15 g/l promoveram as melhores produgdes e
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produtividades do EPS, com 640 mg/L e 80 mg /(L.d) respectivamente, assim como o
melhor crescimento celular. Esses resultados indicam que esta concentracao de glucose
foi a mais favoravel para a producdo do EPS provavelmente devido a uma concentragdo
celular elevada nestas condig¢des. Para a maior concentracdo inicial de glucose, 25 g/L, a
producao do EPS ndo foi estimulada, resultando em baixas concentragdes, menores que
300 mg/LL e também em baixos crescimentos celulares. Elevadas concentragdes de
glucose (acima de 20 g/L) provavelmente afectam o metabolismo da sintese do EPS por
T. versicolor assim como o proprio crescimento celular. Fang & Zhong (2002) sugerem
que na presenga de altas concentragdes de glucose (acima de 50 g/L) o crescimento do
fungo Ganoderma lucidum e a produgdo de um polissacarideo intracelular foram inibidos
devido a pressdao osmotica desfavoravel do meio de cultura, entretanto a alta
concentragdo de glucose favoreceu a producdo de polissacarideo extracelular. Num outro
estudo, a produgdo do EPS pelo fungo Paecilomyces japonica também mostrou que a
concentracdo da fonte de carbono ¢ um factor importante para a produgdao de um
biopolimero e para o crescimento do fungo, além de influenciar a morfologia do fungo e
a reologia do meio, que determina as caracteristicas de transporte em altas concentragdes

(acima de 40 g/L) (Sinha et al. 2001b).

Nesse segundo planeamento de experiéncias, o modelo de superficie de resposta
de segunda ordem ¢ adoptado e mais um ponto no planeamento (ponto A4, Tabela 3.13)
foi adicionado. Este ponto correspondeu a mais um ponto central para ndo afectar as
estimativas usuais dos efeitos. O modelo usado contém somente os termos lineares (L) e
quadraticos (Q) dos efeitos principais. O modelo que contém os termos lineares e
quadraticos dos efeitos principais e a interac¢ao dos dois factores também foi aplicado e

mostrou-se inadequado para representar os dados experimentais obtidos.

A significancia de cada coeficiente foi determinada através do valor de p (p <
0.1), considerando-se 90% de intervalo de confianga, onde os baixos valores de p indicam

um valor significativo do efeito de cada factor (Tabela 3.14).
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Tabela 3.14- Efeitos individuais calculados e ANOVA para o planeamento de experiéncias 2°

Efeitos Estimado Valordet Valordep SS df MS F
Glucose -93.0 -7.1538 0.0884 8649.00 1 8649.00 51.1775
L)
Glucose -386.0 -12.1218 0.0524 24832.67 1 24832.67 146.9389
Q)
pH (L) 13.0 1.0000 0.500 169.00 1 169.00 1.0000
pH (Q) -227.0 -5.8205 0.1083 572544 1 572544 33.8784
Error 169.00 1 169.00
Total SS 97203.33 5

R’=0.99826

O grafico de superficie de resposta (Figura 3.33) mostra o efeito da variacdo da

concentragdo inicial de glucose e do pH na producdo do EPS. Tanto a variagdo da glucose

como a do pH afectaram a concentragdo maxima do EPS obtido. Neste caso foi possivel

observar a curvatura do plano, ou seja, verificou-se a existéncia dos temos quadraticos no

modelo de regressdo. As curvas de nivel da Figura 3.33 servem para definir melhor a

regido de maximo do rendimento. O maximo valor previsto para a produ¢do do EPS foi

de 642.9 mg/L a uma concentragdo de glucose de 13.8 g/L. e de pH de 5.5. A equacao 3.3

representa o modelo da superficie de resposta para a producao do EPS (Figura 3.32):

EPS (mg/L) = -1274.28+53.25xG-1.93xG*+559.22xpH-50.44xpH>
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Superficie de Resposta; Variavel: EPS
2 factores, 6 experiéncias; MS Residual=169,
DV: EPS

I 9,248
I 55,949
B 121,146
[ 186,343
[ 1] 251,539
[ 1]316,736
[ 381,933
I 447,13
Il 512,326
Il 577,523
Il above

Bw) saa

Figura 3.33 — Superficie de resposta para a producdo do EPS do segundo planeamento de
experiéncias 2> com ponto central.

3.4.3 Analises do EPS

3.4.3.1 Analise dos agUcares neutros

A anélise dos agucares neutros presentes no EPS produzido nos trés diferentes
meios YM, MCM e TaK foi realizada usando-se a metodologia de Blakeney et al. (1983)
e os resultados estdo resumidos na Tabela 3.15. O aglcar predominante no EPS
produzido nos trés meios de cultura foi a glucose, com quantidades relativas de 98%,
95% e 88% para os meios YM, TaK e MCM, respectivamente. Pequenas quantidades de
manose ¢ xilose também foram detectadas no EPS produzido nestes meios em diferentes
quantidades. O EPS produzido no meio MCM contem 3% de outros acgucares, que
incluem a ramnose, a arabinose, a galactose e a fucose. Estes resultados indicam que o
meio de cultura influencia a composicao dos agtcares neutros do EPS produzido por T.
versicolor. Entretanto, sem levar em consideragio o meio de cultura, o acucar
predominante ¢ a glucose que estd de acordo com os dados previamente publicados por

Miayazaki et al. (1974) para este fungo, onde o agucar predominante foi a glucose com
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um conteudo estimado de 97.2%. Também Sugira et al. (1980) referiram que a glucose é

o principal acucar do EPS extraido do micélio deste fungo.

Tabela 3.15- Agucares neutros presentes no EPS produzido por Trametes versicolor nos meios
YM, MCM e TaK

Acucares neutros (%, p/p)

Meios
Glucose Manose Xilose Outros(*)
MCM 88% 7.4% 1.6% 3%
YM 98% 1.2% 0.8% tracos (8)
TaK 95% 3.4% 1.6% tracos (8)

(*) Ramnose, Arabinose, Galactose, Fucose
(§)<0.1%

Os acidos hexurénicos presentes no EPS produzido pelo T. versicolor foram
quantificados pelo total de acido galacturonico (Anexo A4). Os resultados estdo
apresentados na Tabela 3.16. Nota-se que o teor em dacidos hexuronicos do EPS
produzido no meio TaK ¢ inferior aos dos outros EPSs produzidos nos meios YM e

MCM.

Tabela 3.16 - Acidos hexourdnicos presentes no EPS produzido por Trametes versicolor nos
meios YM, MCM e TaK

Meio Acidos Hexurénicos (mg/mg EPS)
MCM 59.6

YM 53.4

TaK 31.8

3.4.3.2 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica do EPS produzido nos meios YM, MCM e TaK pode

ser observada na Figura 3.34. O EPS foi termicamente estavel at¢ uma temperatura de
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280°C para os meios TaK ¢ YM e de 250°C para o meio MCM. Acima destas
temperaturas a decomposi¢do do EPS ocorreu em dois estagios: o primeiro ocorreu entre
aproximadamente 270°C e 350°C observando-se uma rapida perda de peso, que
representa uma perda de massa do EPS de 50%, 60% e 57% para o EPS produzido nos
meios YM, TaK e MCM, respectivamente; o segundo estagio de decomposicao iniciou-se
a partir de 350°C até 560°C, onde uma decomposi¢ao mais lenta e gradual do EPS foi
registada, possivelmente devido a decomposicdo dos agregados de polissacarideos. A
partir de 700°C nenhuma perda de peso foi observada, indicando um residuo inorgéanico
de 7.5 % para o EPS produzido nos meios YM e TaK e de 1.5% para o EPS produzido no
meio MCM.

120

100 -

80 A

60 A

40

Perda de massa (%)

20 1

0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Figura 3.34 — Analise termogravimétrica do EPS produzido nos meios YM (a), TaK (b) e MCM (c).

3.4.3.3 Analise de cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A distribui¢do do peso molecular médio do EPS obtido nos meios YM, MCM e
TaK esta apresentada no cromatrograma da Figura 3.35. Os perfis da distribui¢cao do peso
molecular foram muito semelhantes para o EPS produzido nos meios TaK ¢ MCM,
enquanto que o EPS do meio YM apresentou um perfil de distribui¢do mais distinto, com

uma banda mais alargada o que pode representar a presenca de agregados.

Os pesos moleculares médios obtidos foram: 67 KDa para o meio YM, 21 KDa
para o meio TaK e 25 KDa para o meio MCM. Comparando estes valores dos pesos

moleculares médios, com os polissacarideos de T. versicolor PSK e PSP que apresentam
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um peso molecular de 100 KDa (Cui & Chisti 2003), o peso molecular médio do EPS

produzido no meio YM foi o que mais se aproximou a este valor .

Distribuicdo de massas

150 ~

Resposta - Intensidade R I/mm

12 13 14 15 16 17 18 19 20
Volume de retencéo (mL)

——YM —8—MCM —&—TaK

Figura 3.35 — Analise de cromatografia de permeacéo em gel (GPC) do EPS produzido nos meios
YM, MCM e TaK.

3.4.3.4 Analise reologica do meio de cultura

O comportamento reologico dos meios de cultura YM, MCM e TaK durante a
producdo do EPS por T. versicolor esta mostrado na Figura 3.36. Em termos qualitativos,
o comportamento reoldgico foi similar para todos os meios de cultura. Durante os quatro
primeiros dias, antes que significativa quantidade de EPS no meio fosse produzida, o
comportamento reoldgico do meio apresentou-se essencialmente Newtoniano. Apos este
periodo, ocorreu uma mudanca no comportamento reologico dos meios, passando de
Newtoniano para o comportamento Pseudopléstico, que ¢ o comportamento esperado
para dispersdes de polissacarideos em meio aquoso (Whistler et al. 1997), onde o grau da

pseudoplasticidade do polimero é dependente da concentragao presente.
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A Figura 3.37 mostra a viscosidade aparente dos trés meios de cultura durante
toda fermentacdo para uma taxa de cisalhamento de 10s”. Os resultados mostram que a
viscosidade aparente do cultivo aumenta rapidamente a partir do quarto dia da
fermentacdo. Para o meio YM a viscosidade aparente aumentou continuamente até o
oitavo dia de cultivo, em concordancia com os resultados obtidos de peso seco do EPS ao

longo da fermentagdo (3.31c).

Para os meios MCM e TakK a viscosidade aparente aumentou até ao sexto e sétimo
dia respectivamente (Figura 3.37), permanecendo a viscosidade constante até¢ ao fim da
fermentacdo para o meio MCM enquanto que para o meio TaK houve uma ligeira

diminuicao na viscosidade.
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Figura 3.36 — Viscosidade aparente dos meios de culturas YM (a), MCM (b) e TaK (c) durante a
produc¢do de EPS por Trametes versicolor.
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Figura 3.37 — Viscosidade aparente dos meios de cultura TaK, MCM e YM durante a produgao
do EPS por Trametes versicolor.

Comparando-se as Figuras 3.31c e 3.37 observa-se uma boa relagdo entre a
concentragdo do EPS e a viscosidade do meio de cultura. Uma vez que a quantificagdo do
EPS por peso seco ¢ uma metodologia trabalhosa e que demora bastante tempo, a
avaliacdo da producdo do EPS durante o tempo de fermentacdo pode ser determinada
através da andlise reologica do meio de cultura, sendo esta metodologia com muito mais
precisdo e rapidez. Deste modo, procurou-se uma correlagdo entre o peso seco do EPS e a
viscosidade aparente do meio de cultura YM e obteve-se uma correlagdo logaritmica

mostrada na Figura 3.38 e pela equagdo 3.4 (R*= 0.9903):

Y =235.64 In (X) + 1495.5 (3.4)

onde X ¢ a concentracao do EPS (mg/L) e Y ¢ a viscosidade aparente (Pa.s).

1000 1 y = 235,64Ln(x) + 1495,5
R? = 0,9903

~ 800 1 4
£
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4
B 400 |
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0 ; ; ; ; ‘
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Viscosidade aparente (Pa.s)

Figura 3.38 — Concentracdo do EPS em relacdo a viscosidade aparente do meio de cultura.
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3.4.3.5 Analise do EPS produzido no meio YM por Espectrometria no Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de FTIR obtido a partir do EPS produzido no meio YM estd mostrado
na Figura 3.39. O espectro ¢ consistente com os espectros obtidos de polissacarideos, de
acordo com as seguintes bandas observadas: banda a 3400 cm™ larga e forte devido aos
grupos hidroxilo (v O-H) e humidade residual do EPS; pequena banda a 2925 cm’
caracteristica da vibragdo dos grupos metino e metileno (v C-H); banda a 1076 cm™
tipica das ligagdes éter (U C-O-C) e finalmente uma pequena banda a 894 cm™ indicando
a presenca de ligagdes glicosidicas, banda das estruturas polissacaridicas. A banda a 1635
cm” pode ser designada por & N-H, sendo correspondente a vibragio de grupos de

proteina residual ou a presenca de humidade residual.

60 -
50 -
40 -
30 -

20 -

Transmitancia (%)

10

0 T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

NGmero de onda (cm™)

Figura 3.39 — Espectro de absor¢do na regiao do Intravermelno do ErP> produzido por Trametes
versicolor no meio YM.

3.4.3.6 Analise do EPS por Espectrometria de Emissédo de Plasma Induzido (ICP) e por
Analise elementar

O teor em ides do EPS produzido nos meios YM, MCM e TaK esta apresentado

na Tabela 3.17. O EPS que apresentou uma maior quantidade de ides foi o produzido no
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meio MCM, seguido pelo EPS produzido no meio TaK e no meio YM. Estes resultados
nao puderam ser associados com a analise termogravimétrica uma vez que no meio MCM
o EPS apresentou uma menor quantidade de residuos (1.5%) quando comparado com o

EPS produzido nos meios YM e TaK com 7.5% de massa residual (Figura 3.34).

Os dados da analise elementar do EPS mostram que este apresenta praticamente a
mesma composicao em C, N e H para os trés meios de producao. O EPS ¢ composto por
uma maior percentagem em C, aproximadamente 35%, uma concentragdo em H entre 5 e

7% e um baixo teor em N com cerca de 1%.

Tabela 3.17 — Teor em ides e analise elementar do EPS produzido por Trametes versicolor nos
meios YM, MCM e TaK

Meios Ioes (mg/g) (ICP) Analise elementar (%)
P Fe Mg Ca Na K C H N
YM 2,08 0,15 0,15 1,52 0,69 2,29 34,45 5,65 0,9

MCM 810 027 832 257 091 104 | 3598 7,05 0097
TaK 8,66 0,08 524 675 009 1,01 | 3591 64 1,1
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Capitulo 4 - Conclusoes

Através deste trabalho, pode-se concluir que o fungo da podridio branca da

madeira, Trametes versicolor, foi capaz de produzir a enzima lacase em concentragdes

significativas em matraz e em bioreactor:

L.

II.

I1I.

IV.

A concentragdo inicial de glucose foi extremamente importante para a optimizagao da
producdo da lacase em matraz, as menores actividades de lacase foram observadas
para as maiores concentracdes iniciais de glucose (5 e 9 g/L), mostrando que altos
niveis de glucose reprimem a produ¢do da lacase, enquanto que a limitagdo por

carbono favoreceu a produgdo enzimatica;

O perfil da evolucdo da concentragdo de proteina total do meio de cultura ndo
coincide com o perfil da producao da lacase, o que indica que o fungo produz outras

proteinas certamente necessarias ao seu desenvolvimento;

A queda do pH durante a producdo da lacase estd directamente relacionada com o
consumo de glucose por T. versicolor devido a produgao de acidos organicos pelo

fungo;

A adigdo do cobre ao meio de cultura foi mais favoravel como micronutriente do que

como indutor da produg¢ao da lacase;

Dos diferentes indutores testados na producdo da lacase, o etanol ndo favoreceu a
produgdo da enzima enquanto que o cobre, 2.5-xilidina e a mistura fendlica
apresentaram um aumento na actividade da lacase, e uma maior actividade foi obtida
quando foi empregue em simultdneo a mistura fendlica com 2.5 xilidina e cobre em

condi¢des de limitagdo por carbono.

A optimizac¢do da produgdo da lacase em bioreactor por planeamento de experiéncias

apresentou as maiores actividades enzimaticas:

L.

Controlo de pH, concentracao inicial de glucose e as suas interac¢des apresentam um

grande efeito na actividade maxima da lacase;
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II.

I1I.

IV.

A maxima actividade de lacase foi obtida quando o pH do meio de cultura estava

controlado e a concentracao inicial de glucose era de 9 g/L;
A agitacdo ndo apresenta nenhum efeito significativo na produ¢do da lacase;

Com a modelacdo matematica da producdo da lacase em bioreactor foi possivel
determinar os parametros cinéticos da fermentagdo e de estimar-se o crescimento da

biomassa ao longo do tempo;

A lacase ¢ produzida durante a fase de desaceleracao do crescimento da biomassa, ou

seja, durante o metabolismo secundério do fungo.

Para além da optimiza¢ao da produgdo, aplicou-se a lacase produzida pelo T. versicolor

no branqueamento da pasta kraft de papel onde diferentes mediadores da enzima e

diferentes condi¢des experimentais foram avaliados:

L.

II.

I11.

IV.

Dos mediadores organicos (TEMPO, ABTS, HBT e acido violarico) e inorganicos
POMs (PW; Mn", Siw;;Mn", BW;,Co", (PWo),Mn", Siw;,Co™ e Siw; V" )
testados num Gnico estigio de branqueamento, os POMs SiW;Mn" ¢ Siw, V¥
apresentaram os melhores resultados de branqueamento com uma maior
selectividade;

I
e de

Os espectros de UV-Vis e de voltametria ciclica da solu¢des de SiW;;Mn
SiW;; VY mostram que estes POMs sdo facilmente reoxidados pela lacase,

principalmente para o SiW,;V";

Os POMs actuam mais facilmente no branqueamento da pasta a temperaturas
elevadas (110°C) enquanto que a lacase actua preferencialmente a baixas

temperaturas (45°C);

Os branqueamentos em estagios sequenciais, com a oxidagdo da lenhina pelo POM a
110°C e a reoxidagdo do POM pela lacase num estdgio separado a 45°C,
apresentaram uma reduc¢do no indice kappa da pasta de cerca de 50% para o POM
Siw;;Mn"™ com 5 estdgios de branqueamento e para o SiW,;;V' com apenas 3
estagios de branqueamento, com uma pequena perda da viscosidade intrinseca

reduzida para ambos os POMs utilizados;
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V.

O SiW,;Mn"" apresentou-se como sendo o catalisador mais selectivo enquanto que o
SiW,; V" apresentou-se como sendo o mais efectivo no branqueamento da pasta

durante o branqueamento em estagios sequenciais.

Para a selec¢do, optimizacdo e analise do exopolissacarideo produzido por T.

versicolor foram estudados:

L.

II.

I1I.

IV.

VL

Os meios de cultura apresentam um papel importante na produgcdo do
exopolissacarideo. Dos cinco diferentes meios de cultura empregados (MCM, TaK,
YM, GPY e MDT), os meios MDT e GPY nao favoreceram a produgdo do EPS
enquanto que os meios MCM, TaK e YM produziram EPS. Destes trés, o meio YM

foi o que apresentou a maior produgdo de EPS;

As andlises de reologia dos meios MCM, TaK e YM mostram que qualitativamente
estes trés meios sdo similares, apresentando um comportamento pseudoplastico a
partir do quarto dia de fermentagdo. A andlise de reologia do meio de cultura surge
como sendo uma metodologia rapida e eficaz para o acompanhamento da producao

do EPS ao longo da fermentagao;

A metodologia do planeamento de experi€ncias permitiu optimizar a produgdo do
EPS no meio de cultura YM. Para a maior € menor concentracao inicial de glucose (5
e 25 g/L) a produgdo do EPS ndo foi favorecida. Com a concentragdo de 15g/L de

glucose ¢ que se optimizou a producao de EPS;

O agucar predominante no EPS produzido nos meios de cultura MCM, TaK e YM ¢ a
glucose embora também existam pequenas quantidades de manose e xilose. O EPS
produzido no meio MCM contem 3% de outros agucares, que incluem ramnose,

arabinose, galactose e fucose;

O EPS foi termicamente estavel até uma temperatura de 250-280°C para os meios
MCM e YM. Acima destas temperaturas a decomposicdo do EPS ocorreu em dois
estagios: no primeiro uma rapida perda de peso é observada, enquanto que no
segundo estagio se observou uma lenta decomposi¢do. A partir de 700°C nenhuma

perda de peso € obtida;

Os pesos moleculares médios do EPS nos diferentes meios sdo 67 KDa para o meio

YM, 21 KDa para o meio TaK e 25 KDa para o meio MCM,;
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Conclusoes

VII. O EPS no meio YM apresenta grupos hidroxilas (v O-H), grupos metino e metileno
(v C-H), ligacdes de éter (v C-O-C), ligacdes glicosidicas e ligacdes 6 N-H, que
correspondem a vibracao de grupos de proteina residual ou a presenga de humidade

residual.
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Anexos

ANEXOS

Al. Curva de calibracio para o método de DNS de determinacgio de aciicares

redutores
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Anexos

A2. Curva de calibracio para o método de Lowry de determinacio de proteina total

Ptn = 0,7835 Abs - 0,177 °
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Anexos

A3. Curva de calibracio do GPC para a determinacio do peso molecular médio do
EPS

Curva de calibragdo com pululana

S Log Mp= -0,5864Vr + 13,614
R’ = 0,9994
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Anexos

A4. Curva de calibracio para a determinacio dos acidos hexourdnicos

0,50 - Abs = 0,0091 Ac. Galac + 0,0054
R?=0,9967
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