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A minba mae,

Diva,

que me ensinou a sonbar.

Hoye, mais do gque nunca, vocé vive

em mim.

In memoriam.
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“Bichano de Cheshire (...) poderia me dizger, por favor, que

caminho devo tomar para ir embora dagui?”

“Depende bastante de para onde quer ir”, responden o Gato.
“Nao me importa muito para onde”, disse Alice.

“Entao nao importa que caminho tome”, disse o Gato.

“Contanto que en chegue a ‘algum lugar’, Alice acrescenton a
guisa de explicagao.

“Ob, isso vocé certamente vai conseguir”, afirmon o Gato, “desde
gue ande o bastante.”

Lewis Carrol, Aventuras de Alice no Pais das Maravilhas

You know what happens when you dream of falling? Sometimes yon wake up. Sometimes the fall
kills yon. And sometimes, when you fall, you fly.

Neil Gaiman, Sandman
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RESUMO

OGEDA, T. L. Hidrolise Enzimatica de Celuloses Pré-tratadas. 2011. (107 p).

Dissertagao (Mestrado) — Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, 2011.

A hidroélise enzimatica de celulose representa, em relagio a hidrolise acida, uma alternativa
limpa para produ¢iao de etanol. No entanto, existem duas dificuldades: o alto custo das
enzimas e recalcitrancia das regiGes cristalinas da celulose. Para o primeiro problema,
propomos a imobilizagdo de celulase, um complexo enzimatico que sinergicamente
promove a degradacao da celulose em glicose e celobiose, sobre wafers de silicio. Apesar da
atividade enzimatica de celulase adsorvida ser em geral menor que a de celulase livre, a
imobilizacdo de celulases provou ser vantajosa, pois permite até seis reusos, mantendo um
nivel de atividade apenas 20% inferior ao original. Quanto a questio da recalcitrancia das
regides cristalinas da celulose, utilizamos diferentes pré-tratamentos de celulose, a fim de
reduzir a sua cristalinidade e o seu grau de polimerizagao, além de também modificar a
estrutura supramolecular da celulose e a quantidade de poros que esta apresenta, avaliando
todos estes parametros quantitativamente frente a atividade enzimatica livre e imobilizada.
A sacarificacao enzimatica de celulase livre e imobilizada foi determinada na hidrolise de
celulose microcristalina (Avicel), e dois tipos de celulose nativa, algodao e eucalipto. Avicel
foi pré-tratada a partir da (i) dissolugao e degradagao em acido fosférico, (i) dissolu¢ao em
acetato de 1-etil-3-metil-imidazdlio (EMIMACc), e (i) da hidrdlise por endoglucanases
adsorvidas, uma enzima do complexo enzimatico celulase. Celulose de eucalipto e algodao
foram mercerizadas a fim de se retirar contaminantes. A hidrélise com celulase livre levou a
taxas de conversao de celulose a glicose que nao apresentaram correlacio com o indice de
cristalinidade, nem com o grau de polimerizagao, mas apresentaram correlagao direta com a
capacidade de absor¢ao de agua, também chamada de constante de capilaridade. As taxas
de conversio obtidas na presenca de celulase adsorvida apresentaram correlagdao inversa
com a constante de capilaridade, evidenciando que o mecanismo de hidrélise neste caso é

fortemente dependente da camada de hidratagao da celulose.

Palavras-chave: Hidrélise enzimatica. Celulose. Pré-tratamentos. Celulase. Filmes finos de

biomacromoléculas.



ABSTRACT

OGEDA, T. L. Enzymatic Hydrolysis of Pretreated Cellulose. 2011. (107 p).

Dissertation (Masters Degree) — Institute of Chemistry, University of Sao Paulo, 2011.

Enzymatic hydrolysis of cellulose represents, in relation to acid hydrolysis, a clean
alternative for production of ethanol. However, there are two difficulties: the high cost of
enzymes and the recalcitrance of the crystalline regions of cellulose. For the first problem,
we propose the immobilization of cellulase, an enzymatic complex which synergistically
promotes the degradation of cellulose to glucose and cellobiose, onto Si wafers. Although
the enzymatic activity of immobilized cellulase is generally lower than that of free cellulase,
immobilization has proven to be advantageous since it allows up to six reuses maintaining
the activity level at 80% of the original one. Concerning the recalcitrance of the crystalline
regions of cellulose, we used different cellulose pretreatments in order to reduce its
crystallinity and degree of polymerization, and to modify the cellulose supramolecular
structure along with the amount of pores. All these parameters were quantitatively
correlated with the activity of free and immobilized cellulase. The enzymatic activity of free
and immobilized enzyme was determined by the hydrolysis of microcrystalline cellulose
(Avicel), and two types of native cellulose, cotton and eucalyptus. Avicel was pretreated in
three different ways: (i) dissolution and degradation in phosphoric acid, (ii) dissolution in 1-
ethyl-3-methyl-imidazolium acetate (EMIMAc), and (iii) hydrolysis by immobilized
endoglucanase, an enzyme that is part of the cellulase enzyme complex. Eucalyptus and
cotton pulp were mercerized in order to remove contaminants. Hydrolysis with free
cellulase yielded cellulose to glucose conversions that were neither correlated with the
crystallinity index nor with the degree of polymerization, but were directly correlated with
the cellulose ability to absorb water (capillary constant). The conversion rates obtained in
the presence of immobilized cellulase correlated inversely with the capillary constant values,
indicating that hydrolysis mechanism in this case is strongly dependent on the hydration

layer of cellulose.

Keywords: Enzymatic hydrolysis. Cellulose. Pretreatments. Cellulase. Biomacromolecules

thin films.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o sistema energético internacional é fortemente dependente de
combustiveis fésseis (carvao, petroleo e gas), pois cerca de 80% do consumo mundial de
energia se originam dessas fontes; o consumo apresenta um crescimento anual de cerca de
2% (média em 20 anos) e cresceu 3,1% ao ano (média dos ultimos 5 anos)
(GOLDEMBERG, 2008; W.E.A., 2000). Esta ¢ uma situagao que merece mudangas nao s
pela exaustao gradativa das reservas de combustiveis fésseis como também pelos efeitos
negativos a0 meio ambiente que resultam do seu uso, entre 0s quais o aquecimento global.
A busca por combustiveis alternativos levou alguns paises a optar por biocombustiveis
devido principalmente a esse recente interesse na energia da biomassa, o que gerou
combustiveis liquidos tais como o etanol produzido pela fermentacio de acucares (etanol
de primeira geragao) extraido, principalmente, da cana-de-agucar, do milho, da beterraba,
entre outras fontes (MARQUES, 2008). Outra via para a produgido de etanol ¢ pela
hidrélise de biomassa celulésica (GOYAL, 1991; WYK, 2001), com geracao de glicose, a
qual pode ser fermentada produzindo etanol (etanol de segunda geracao).

O Brasil esta avancado quando se trata de substituir combustiveis fésseis, como a

gasolina, por etanol renovavel; o Estado de Sio Paulo é um dos maiores produtores de
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cana-de-agucar (68% do total das plantagbes no pais) (GOLDEMBERG, 2007
GALEMBECK, 1997; GALEMBECK, 2009; HAHN-HAGERDAL, 2006). O Brasil
produz cerca de 18 bilhoes de litros de etanol combustivel (dado da safra 2008/09 de
maio/2009) (size UNICA, 2011), o que representa 36% do total mundial. O Projeto
Bioetanol (“Producio de Bioetanol através de Hidrolise Enzimatica de Biomassa de Cana-de-agiicar”),
iniciado em 2006 e financiado pela FINEP (Financiadora de Estudos e Projetos) através do
Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MCT) tem como meta viabilizar uma tecnologia para a
conversao da celulose do bagaco e da palha da cana ao combustivel etanol, ja que apenas
um terco da biomassa contida na planta cana é aproveitado para a produgao de agucar e
etanol (ERENO & CESAR, 2007), minimizando a expansao dos canaviais. O Projeto
Bioetanol é uma grande rede de pesquisa que agregou competéncias geradas ao longo da
historia brasileira, em especial pelo Proalcool, para desenvolver o processo de hidrolise
enzimatica de modo a torna-lo viavel comercialmente (STAMBUCK, 2008).

Outro projeto da FAPESP que também objetiva a producao de bioenergia no Brasil
¢ o Programa BIOEN, voltado para aprimorar a produtividade do etanol brasileiro de 1 e
2% geracdo e avangar tanto em ciéncia basica quanto em desenvolvimento tecnolégico
relacionados a geracdo de energia a partit de biomassa (MARQUES, 2008; site
BIOENFAPESP, 2011). O programa ja gerou uma série de trabalhos, indo desde o
seqienciamento do genoma da cana-de-agicar por um equipamento chamado
Pirossequenciador 454 até diversos workshops, como o Bioen on Sugarcane Inmprovement, onde
se discutiu tanto caracteristicas intrinsecas da cana-de-agicar — o seu genoma — como 0s
parametros ambientais que aperfeicoariam o crescimento e rendimento da planta
(GUIMARAES, 2009). Em outro workshop, o BIOEN/PPP FEtanol on Sugarcane
Photosynthesis, que uniu o programa BIOEN a outro programa da FAPESP, o Programa de
Pesquisa em Politicas Pablicas (PPPP), responsavel por financiar atividades de pesquisa que

beneficiem a formulagdo e implementacdo de politicas publicas, cujos resultados tenham
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impacto no Estado de Sio Paulo, discutiram-se as caracteristicas da fotossintese na cana-
de-agtcar, os mecanismos de fixagdo de energia da planta e os meios para se alcancar uma
melhor produtividade.

Basicamente, a biomassa celulésica é composta de cadeias de celulose
(polissacarideo formado por moléculas de glicose ligadas através de ligagcdes B-1,4-
glicosidicas) unidas entre si por ligacées de hidrogénio. Essas longas fibras celuldsicas sio,
por sua vez, recobertas por hemiceluloses (polissacarideos ramificados formados
principalmente por D-xilose com pequenas quantidades de r-arabinose, D-glicose, D-
manose, D-galactose, acido glucuronico e acido manurdnico) e ligninas (redes poliméricas
tridimensionais formadas por unidades fenilpropano interligadas) (WYMAN, 2005). As
porcoes celuldsicas e hemiceluldsicas da biomassa, representando em torno de 40-50% e
20-30% do peso seco das plantas, respectivamente, sio polissacarideos que podem ser
hidrolisados a agucares e fermentados. As ligninas, quando degradadas a fragdes de massas
molares menores, podem ser utilizadas na fabricagio de espumas de poliuretanas, resinas
fendlicas e epoxi, como fontes de fenol e etileno (LORA & GLASSER, 2002), e podem ser
convertidas em fibras de carbono (KADLA, 2002).

Pode se dizer de uma maneira simples que a obten¢do de etanol a partir de
biomassa envolve duas etapas (OLSSON, 2005). A primeira etapa consiste na hidrélise dos
polissacarideos, gerando mono e dissacarideos. A segunda etapa envolve a fermentacao dos
monos e dissacarideos em etanol. A hidrélise de celulose gera glicose e celobiose (um
dimero de glicose). Por outro lado, a hidrélise de ligninas e hemicelulose geram agucares e
subprodutos (principalmente, difendis, derivados de fenilpropano, cetonas, furfural e acido
acético), que muitas vezes inibem a fermentagao microbiana.

Os processos hidroliticos nao sao triviais devidos (i) as complexas interagoes entre
hemicelulose e celulose presentes nas paredes celulares dos vegetais e entre estes

polissacarideos e ligninas, (ii) a natureza cristalina da celulose e (iii) a barreira fisica formada
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por ligninas ao redor das fibras celuldsicas. Por esta razdo, a biomassa sofre um pré-
tratamento para separar a matriz de lignina, reduzir a cristalinidade da celulose e hidrolisar a
hemicelulose, separando o hidrolisado da celulose, a qual sofre tratamento especifico para a
obtencdo de glicose.

A hidrolise de celulose pura a glicose pode ocorrer via acida ou via enzimatica, e
segue a reacao geral (1).

(CHyOs), + 7 H,O = n CH,,0 1)

A hidrélise acida, apesar do seu baixo custo, apresenta as desvantagens de corrosao
e meio reacional agressivo, com formagao de subprodutos (WYMAN, 2005). Se, por um
lado, o uso de 4acidos diluidos (como 1,0% acido sulftrico) é mais brando, sua reagio
requer temperaturas muito mais altas (cerca de 220°C) que provocam a degradacio da
glicose a subprodutos como hidroximetil furfural. Por outro lado, o uso de 4acidos
concentrados (como, por exemplo, 75% acido sulfdrico) requer temperaturas mais
moderadas para alcangar altas produtividades semelhantes as das enzimas celulase. Porém,
0 meio reacional torna-se, nesse ultimo caso, altamente cortrosivo.

Enzimas celulase sio muito especificas em catalisar apenas a adigdo de agua as
cadeias de celulose; a temperatura 6tima necessaria para a rea¢do ¢ de cerca 50°C,
praticamente eliminando rea¢es de degradacdo. Assim, somente a glicose é formada pela
hidrélise enzimatica da celulose, e os rendimentos tedricos podem se aproximar de 100%.
Entretanto, os processos hidroliticos enzimaticos nao sao triviais devido ao (i) alto custo
das enzimas celulases e (ii) a recalcitrancia das regides cristalinas da celulose (OGEDA,
2010). Como a hidrdlise enzimatica de celulose em glicose tem recebido um interesse cada
vez maior nos ultimos 10 anos, a demanda por biocombustiveis economicamente
sustentaveis indica uma necessidade urgente de reduzir os custos associados a sua produg¢ao
(LYND, 2008). Apesar do custo das enzimas ser elevado, o que torna inviavel a sua

aplicacao industrial, o processo enzimatico ¢ muito mais atraente, pois sua eficiéncia pode
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ser ajustada através da adequagao das condi¢des ou mesmo por modificagao genética da
enzima. A principal vantagem esta no fato de ser um método mais “limpo” do que os
processos quimicos, sendo considerada uma “alternativa verde” para a produgido de etanol.

Esta introdugdo descreve as caracteristicas estruturais e propriedades da
celulose (1.1), pré-tratamentos de biomassa (1.2), além da estrutura e fungio do

complexo enzimatico celulase (1.3) e, finalmente, a hidroélise enzimatica (1.4).

1.1 - Estrutura e Propriedades da Celulose

A celulose ¢ um polimero linear com ligacoes glicosidicas 3-1,4 entre unidades D-
glicopiranose. Tipicamente, cadeias de celulose em paredes celular primaria de plantas tém
graus de polimerizacio (DPs) na faixa de 5.000 a 7.500; o DP de celulose de madeira ¢ em
torno de 10.000, enquanto que a celulose algodao varia ao redor de 15.000 (O’'SULLIVAN,

1997). A Figura 1.A, abaixo, mostra a estrutura molecular da celulose.

unidade repetiviva (celobiose) UAG (n = valor do GP)
1,03 nm

extremidade nao redutora extremidade redutora

Figura 1.A. Estrutura molecular da celulose (KLEMM, 1988).

A temperatura ambiente, os anéis relativamente rigidos de glicose se encontram em
sua energia mais baixa, em conformacao cadeira, com os grupos volumosos em posi¢cao
equatorial, sem transi¢oes para outra conformagao cadeira ou para varias possiveis formas
(barco ou barco-torcids)) (OGEDA, 2010). A presenca de grupos hidroxilas na glicose gera
fortes ligagoes de hidrogénio inter- e intramoleculares ao longo da cadeia polimérica. Na
Figura 1.B encontram-se representadas essas ligacoes, sendo OH(6)---OH(3”) e OH(3)---

OH(5), ligagbes intermolecular e intramolecular, respectivamente.
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Figura 1.B. Representacdo das ligacbes inter- e intramoleculares nas cadeias de celulose.
(MORGENSTERN & KAMMER, 1996).

A celulose é um polimero semicristalino, isto é, apresenta regioes cristalinas,
altamente organizadas e também regides amorfas, onde as cadeias estio agrupadas de
maneira mais irregular (FRENCH, 1985; MARCHESSAULT, 1983). Isso acontece devido
ao empacotamento das cadeias, que se unem pela rede de ligagdes de hidrogénio inter e
intramoleculares, conforme explicitado acima. Essas liga¢oes sao responsaveis por certas
propriedades da celulose, pois geram uma alta rigidez na estrutura e proporcionam um
elevado grau de organizagao cristalina — sob condi¢des normais, celulose é extremamente
insolivel em agua, necessario para sua propria fungao como armacio estrutural nas paredes
celulares vegetais (SJOHOLM, 2000).

As ligacGes intramoleculares sio responsaveis pela rigidez da cadeia polimérica,
enquanto que as intermoleculares levam a formagao da fibra vegetal (KLEMM, 1988). A
porcio de material cristalino em um polimero, inclusive na celulose, é denominada Indice de
Cristalinidade (Ie). O Ic influencia uma série de propriedades da celulose, sendo uma
caracteristica estrutural muito importante, e sera discutida extensivamente ao longo deste
trabalho.

A estrutura cristalina da celulose foi primeiramente descrita por Mark e Meyer, em

1928 (MARK, 1928). Desordem e polidispersidade no comprimento das cadeias impedem
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a formacao de cristais simples, e estudos de difracao de raios-X da estrutura cristalina da
celulose sdo limitados para experimentos de difracio da fibra (WYMAN, 2005). A
combinacao de difragiao de raios-X com calculos de modelo indica que cadeias de celulose
cristalina estio em conformacgao de duplas hélices, achatadas e estendidas; pequenas
variacOes nesta conformac¢do ou no empacotamento das cadeias celulésicas dentro dos
cristais levam a um bom nimero de polimorfos cristalinos, muitos dos quais podem ser
interconvertidos por varios processos de tratamento (KROON-BATENBURG, 1996).
Sete cristais polimorfos foram identificados para celulose, e sao designados como

I, I8, 11, 111, II1,;, IV}, e IV}, como indicado na Figura 2 (KADLA, 2000).

Io gch %)
%&nte

II
0,1 NaOH i
260°C - A i
mercerizagio/ morna
regenragao
M/R o
-80°C
Y IHI
| amonia liquida
P s
M/R
agua IHI
morna
acido
fervente | | glicerol
260°C
glicerol
260°C
V] M/R

Figura 2. Polimotfos da celulose (KADLA, 2000).

Cada uma destas formas cristalinas apresenta caracteristicas fisicas e quimicas
proprias, como solubilidade, densidade, ponto de fusdo, forma do cristal, além de
propriedades Opticas e elétricas (LI, 1991; GILBERT, 1992). Na natureza, celuloses I e 18

sao as mais abundantes e, logo, conhecidas por celulose nativa.
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Celulose I é o alomorfo majoritario produzido por fontes de bactérias e fungos e é
um cristal triclinico P; com um residuo de celobiose por cela unitaria (CHEN, 1998). As
cadeias de celulose sio orientadas de modo paralelo como seria esperado para uma cela
unitaria com uma cadeia. Celulose I é convertida a forma mais estavel I através de um
processo de recozimento a 270°C em varias fontes (MORGAVI, 1994). Celulose I8 ¢é a
forma cristalina majoritiria em plantas superiores sendo monoclinica na natureza, com
duas metades de celobiose por cela unitaria. Celulose II é o polimorfo majoritario na
industria de processamento de celulose. Celulose II pode ser formada a partir de
regeneracao ou mercerizacio da celulose I e é também o alomorfo mais estavel
termodinamicamente.

Na Figura 3.A, temos a representacao da estrutura de celulose I (nativa) e celulose
IT (regenerada) (GARDNER, 1975; LANGAN, 2001). Nota-se que o0s grupos
hidroximetila da celulose I encontram-se na conformacao #-g (frans-ganche), enquanto para a
celulose II essa conformacgao é g-#. A conseqiiéncia desta diferenca conformacional dos
grupos hidroximetila faz com que a celulose I apresente uma ligagdo intramolecular

adicional (HO-2’ ..... O-6) ao longo da cadeia, nao existente na celulose II.

Fignra 3.4. Modelo molecular da celulose I e II. As conformacdes dos grupos hidroximetila, t-g ou
g-t, estdo marcados e as ligacoes intramoleculares indicadas (GARDNER, 1975).
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Como consequiéncia das diferentes conformagdes que o grupo hidroximetila pode
assumir, torna-se possivel duas estruturas de empacotamento das cadeias de celulose em
um microcristal: estrutura de cadeia paralela e antiparalela, caracteristica da celulose I e
celulose 1II, respectivamente. A estrutura paralela ocorre quando os grupos —CH,OH das
cadeias adjacentes encontram-se no mesmo lado, enquanto que na estrutura antiparalela
esses grupos se encontram em lados diferentes do “backbone” do polimero. Na Figura 3.B,

estao ilustradas essas estruturas.

)

Fignra 3.B. Projecio da cela unitaria da celulose no plano a,b, representando: (z) a celulose I (cadeia
paralela); e (b) a celulose II (cadeia antiparalela); (“-----" representa as liga¢oes de hidrogénio entre
as cadeias) (KROON-BATENBURG & KROON, 1997).

O empacotamento antiparalelo (celulose II, Figura 3.B.b) permite a formacao de
ligagbes de hidrogénio em maior extensao ao longo das cadeias, gerando arranjos em escala

tridimensional, resultando numa estrutura de menor energia e, conseqiientemente, mais

estavel. Esta caracterfstica estrutural pode ser uma explicagao plausivel do fato da celulose
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II ndo ser convertida para a celulose I (menos estavel, Figura 3.B.a) (KROON-

BATENBURG & KROON, 1997).

1.2 — Pré-tratamentos de Celulose

Geralmente a estrutura altamente ordenada da celulose é quebrada em uma etapa de
pré-tratamento, para aumentar a eficiéncia da hidrélise da celulose em agucares
fermentaveis para producido de biocombustiveis ou biofermenta¢ao a outros produtos.
Hidrdlises enzimaticas possuem um rendimento de producio de agucar menor que 20%,
enquanto que, se uma etapa de pré-tratamento for utilizada, o rendimento pode alcangar
at¢ >90% (GHOSH & GHOSE, 2003). Atualmente, ha uma grande quantidade de
processos de pré-tratamentos disponiveis, podendo estes serem fisicos, quimicos,
biolégicos ou de fracionamento por solvente (SOUSA, 2009), cada voltado aos seus
substratos especificos, com vantagens e desvantagens (OGEDA, 2010).

As operagoes fisicas de pré-tratamento sio baseadas na redu¢ao do tamanho da
particula de celulose através de moagem, aumentando o desempenho da enzima pelo
aumento da area superficial e, em alguns casos, pela reducao do grau de polimerizagao e
cristalinidade da celulose (FAN, 1981).

Os pré-tratamentos biolégicos normalmente utilizam fungos e algumas bactérias
(actinomicetos) e sao utilizadas em substratos mais complexos, como biomassa
lighocelulésica (SOUSA, 2009). Durante o processo, estes microrganismos secretam
enzimas extracelulares como lignina peroxidases e lacases que ajudam a remover uma
quantidade consideravel de lignina da biomassa.

As principais tecnologias de pré-tratamento estao representadas junto aos pré-
tratamentos quimicos, incluindo pré-tratamentos acidos, alcalinos ou oxidativos. Neste tipo

de processo, a maior parte dos pré-tratamentos difere nos tipos de reagentes e mecanismos
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responsaveis pelas modificagdes estruturais e quimicas, que resultam numa acessibilidade
melhorada da enzima, além de rendimentos maiores (SOUSA, 2009).

A categoria de pré-tratamento de fracionamento por solvente aplica o conceito da
solubilizagdao diferencial e do fracionamento dos varios componentes da parede celular
vegetal (lignocelulose), incluindo a celulose, pelo rompimento das ligacdes de hidrogénio
entre as microfibras (HEINZE & KOSCHELLA, 2005). A dissolu¢do da celulose por um
solvente de celulose ndo ¢é considerada o método mais facil para perturbar a estrutura
cristalina da celulose, pois ha poucos solventes capazes de dissolver celulose por completo.
Recentemente, liquidos i6nicos (DADI, 2006; LIU & CHEN, 2006; RAYNE & MAZZA,
2007), N-metil-morfolina-N-6xido (NMMO) (KUO & LEE, 2009), solu¢ao aquosa de
NaOH e uréia (CAI, 2004; RUAN, 2004) e acido fosforico concentrado (WEI, 1996;
ZHANG, 2006; ZHANG, 2007) tém sido empregados para a dissolugdao da celulose. Estes
solventes oferecem condi¢Ges amenas de dissolu¢do, com temperatura < 130°C e pressio
atmosférica, quando comparados com os pré-tratamentos convencionais, tais como acido
diluido, explosoes de vaport, organosoly, e etc (MOSIER, 2005; PAN, 2005).

O H,PO, concentrado (> 82%) é usado para tratar (intumescer) materiais
lighocelulésicos (ZHANG, 2007). Ele ¢ utilizado principalmente para (i) dissolver as
microfibrilas de celulose, quebrando as ligacbes de hidrogénio entre as cadeias e (ii)
hidrolisar fracamente a celulose a fragmentos de baixos graus de polimerizagao. O acido
fosférico concentrado aqui deve ser considerado principalmente como um solvente de
celulose e, secundariamente, como um catalisador de hidrélise da celulose.

O uso de liquidos i6nicos como meio para dissolugao e hidrélise de biomassa se
caracteriza como um potencial pré-tratamento (SWATLOSKI, 2002). O interesse nestes
compostos, comumente anunciados como o “meio verde” e a “alta tecnologia do futuro”,

esta aumentando devido a baixissima pressao de vapor, estabilidade térmica, além das
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varias propriedades ajustaveis, como polaridade, hidrofobicidade e miscibilidade com
solventes (pela modificagdo apropriada do cation e do anion).

Especialmente na quimica de carboidratos e polissacarideos os liquidos i6nicos vém
ganhando um espago especial (SWATLOSKI, 2002; ZHU, 2006; EL. SEOUD, 2007). Por
exemplo, alguns liquidos i6nicos como o cloreto de 1-butil-3-metil-imidazdlio e cloreto de
1-alil-3-(1-metil)imidazélio sdo excelentes solventes para celulose. A Tabela 1 nos da
exemplos de solubilidade, utilizando celulose de alta massa molar (DP = 1000), sem pré-

tratamento.

Tabela 1. Solubilidade de celulose de alta massa molar (DP~1000) em liquidos idnicos. DMIM,
AMIM, EMIM, BMIM, HMIM e OMIM representam os cations 1,3-dimetilimidazélio, 1-alil-3-
metilimidazolio, 1-etil-3-metilimidazolio, 1-butil-3-metilimidazdlio, 1-hexil-3-metilimidazélio e 1-
octil-3-metilimidazélio, respectivamente.

Liquido i6énico M¢étodo S(()i;ll/)ﬁc(l)z;ie
[DMIM][(CH,),PO,] Aquecimento (30°C) 2
[AMIM]CI Aquecimento (80°C) 2,9-5
[EMIM]CI Aquecimento (97°C) 4
Aquecimento (80°C) + 900 rpm 34
[EMIM]Ac ! Aqueciminto ()1 10°C) " ~10
Aquecimento (70°C) 3
Aquecimento (80°C) + ultrassom 5
[BMIM]CI Aquecimento (100°C) 10
Aquecimento por microondas, pulsos de 25, solucio viscosa
3-5-s clara
[BMIM]|Br Microondas 5-7
[BMIM]SCN Microondas 5-7
[BMIM][BF,] Microondas Insoluvel
[BMIM][PF ] Microondas Insolavel
[HMIM]CI Aquecimento (100°C) 5
[OMIM]Cl Aquecimento (100°C) Pouco solavel

A maior solubilidade de celulose em [BMIM]Cl observada a partir de andlise
comparativa dos dados da Tabela 1 pode ser devida a maior penetragao dos fons na extensa
rede de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de celulose, permitindo uma dissolugao mais
rapida. Ja a presenga de 4gua no liquido i6nico diminui significantemente a solubilidade da

celulose (SWATLOSKI, 2002). Apds a dissolugao em liquido ionico a celulose pode ser
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regenerada pela adi¢ao de agua, etanol ou acetona a solucdo. A celulose regenerada possui
grau de polimerizagdo e polidispersidade semelhantes aos iniciais, indicando que nio ha
degradacio das cadeias de celulose pelo liquido i6nico. Entretanto, a morfologia inicial de
microfibras se transforma em uma macroestrutura homogénea, revelando perda de
cristalinidade apds a regeneracio (FIDALE, 2009). Portanto, o uso de liquidos i6nicos
como solvente ¢ um excelente pré-tratamento de celulose, o qual leva a reducido de
cristalinidade da celulose e conseqiiente aumento dos rendimentos nos processos
hidroliticos e da producao de agucares fermentaveis.

O processo de mercerizacao também foi analisado neste trabalho, e recebe este nome
em homenagem ao seu inventor, John Mercer. Neste tratamento, a celulose é tensionada
em solu¢do aquosa de NaOH (concentragoes empregadas variam de 12 a 20%), e tem
como principal objetivo melhorar a resisténcia das fibras e fios a tracao (D’ALMEIDA,
1988; SJOSTROM, 1993). O processo de mercerizacio corresponde a uma das formas de
aumentar a reatividade e a acessibilidade as fibras celuldsicas, pois os feixes de fibras
tornam-se mais separados (converte de maneira irreversivel a celulose do tipo I em celulose
tipo II, sem a degradagiao do biopolimero). Este processo também promove a purificacio
da celulose, pois remove as impurezas como ceras, hemiceluloses, pectinas e sais minerais
eventualmente presentes, restando a ot-celulose que é a celulose pura, quando o processo
atinge eficiéncia maxima (SJOSTROM, 1993).

Neste trabalho, investigaram-se principalmente quais sdo as caracteristicas
estruturais das celuloses que influenciam na atividade hidrolitica. Ou seja,
avaliaram-se os efeitos de diferentes pré-tratamentos de dissolugao e mercerizagao

de celulose sobre a sacarificagdo enzimatica.
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1.3 — Complexo Enzimitico Celulase
1.3.A4 — Modo de agao e sinergismo

Celulase ¢ um complexo enzimatico, cujas enzimas atuam sinergicamente —
sinergismo ¢é dito quando a atividade exibida por misturas de componentes é maior que a
soma das atividades desses componentes avaliadas separadamente (WOOD, 1979).
Endoglucanases, EGB (E.C. 3.2.1.4) clivam as cadeias de celulose em posicOes aleatorias
dentro das proprias cadeias, atuando majoritariamente em por¢oes amorfas; exoglucanases,
CBH, (ou seja, celobiohidrolases, E.C. 3.2.1.91) degradam eficazmente as regioes cristalinas
da celulose mediante a clivagem de dimeros de celobiose nas extremidades (redutora ou

nao-redutora) das cadeias celulésicas de forma continua (DIVNE, 1994; LI, 2007,
DAVIES, 1995). A celobiose é posteriormente convertida a glicose pela B-glicosidase (E.C.

3.2.1.21) minimizando a acdo inibitéria que a presenca de celobiose exerce sobre as
atividades endo e exo (HENRISSAT, 1994; LYND, 2002). A Figura 4 mostra

esquematicamente a agao catalitica explicada acima.

1
1
" CBH . EGB EGB EGB
: i
CBHE Celobiohidrolase (CBH) Endoglucanase (EGB)
EGB | |
1 ]
1 ]
L OO OO OO0 OO0
E Celobioses Celotrioses e oligomeros
"
1

beta-Glucosidase O’O O O

Figura 4. Representacdo esquematica da agdo catalitica do complexo enzimatico (celulase) sobre
celulose com geracio de glicose.
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O sinergismo exo-endo ¢ facilmente explicado pelo fato das endoglucanases
fornecerem mais fins de cadeia nos quais as celobiohidrolases podem degradar (MEDVE,
1998; HENRISSAT, 1985).

O sistema da celulase de fungos foi largamente interpretado em termos de
desenvolvimento substancial biolégico molecular e bioquimico para o fungo Trichoderma
reesei — o primeiro fungo a ser utilizado na produgao industrial de celulase, permanecendo
ainda como a fonte mais utilizada. De varias maneiras, este sistema fol o sistema arquétipo
desenvolvido de celulase. Muito da pesquisa subseqiiente neste campo focou em
mutac¢io/selecio de melhores descendéncias para comercializagio da enzima, incluindo
conversao em biomassa. Além de celulases de fungos, ha celulases produzidas por bactérias
aerébicas e anaerobicas. Na literatura ha excelentes revisdes sobre celulases bacterianas

(WRIGHT, 1988; WRIGHT, 1987; LINDER, 1995; WYMAN, 1999).

Tabela 2. Nomenclatura, substratos, massa molar média ponderal (Mw), ponto isoelétrico (pl) e
teores relativos das celulases produzidas pelo T. reesei (OLSSON, 2005). A familia diz respeito a
classificagdo de enzimas com seqiéncias homoélogas de aminoacidos similares, as quais geram
estruturas tridimensionais e sitios ativos semelhantes e, portanto, mecanismos cataliticos
semelhantes.

oA b o Mw Teor
Enzima Substratos Familia (kg/mol) y24 relativo (%)
CM, CA, CMC,
EGI (Cel7B) HEC, xilana 7 48,2 4,5 6-10
CM, CA, CMC,
EGII (Cel5A) HEC, galactomanana 5 442 5,5 1-5
EGIII (Cel12A) CM, CA, CMC, HEC 12 25,2 7,5 <5
EGIV
(Cel161A) CM, CA, CMC, HEC 61 35,5 dd d.d.
EGV (Cel45A) CM, CA, CMC, HEC 45 244 2,9 <5
CBHI (Cel7A) CC,CM, AC 7 54,1 39 60-75
CBHII (Cel6A)  CC, CM, AC, CMC 6 49,7 5,9 10-20
BGI (Cel3A) CB, CT 3 78,4 d.d. 1-2
BGII (CellA) CB, CT 1 52,2 d.d. 1-2

d.d. - dados desconhecidos

@ Abreviagées entre parénteses correspondem a classificagao das familias das glicosil hidrolases.

b Substratos para os quais as celulases sio ativas. CM-celulose microcristalina (Avicel), CA-celulose amorfa,
CMC-carboximetil celulose, HEC-hidroxietil celulose, CC-celulose cristalina, CB-celobiose, CT-celotriose.
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T. reesei produz duas celobiohidrolases, a0 menos cinco endoglucanases e duas -
glucosidades. A Tabela 2 mostra classificagao, substratos, caracteristicas e teores relativos
das celulases produzidas pelo T. reeses (OLSSON, 2005).

A arquitetura molecular das endoglucanases e celobiohidrolases tem um papel
importante nas respectivas atividades cataliticas. Celobiohidrolases CBHI apresentam
terminais de pequenos glicopeptideos, os quais se ligam a celulose e grandes nucleos
protéicos que carregam o sitio ativo (SALOHEIMO, 1997). De fato, a maioria das
endoglucanases e celobiohidrolases consiste de um grande nuicleo protéico e um pequeno
dominio ligante de celulose (CBM) unido por sequéncias longas de aminoacidos (até ~60
residuos). Os sitios ativos das endoglucanases estio expostos para fora da enzima,
enquanto os sitios ativos das celobiohidrolases estio dentro de um tanel. Por exemplo, no
caso da CBHI do T. reesei, um tanel de 50 A de comprimento e 10 sitios ligantes de celulose
garante a permanéncia da celulose dentro do tunel enquanto ocorre a hidrélise (DIVNE,
1994). O dominio ligante tem a fun¢iao de aproximar o nuicleo catalitico da superficie da

celulose e sera detalhado na se¢ao a seguit.

1.3.B — Adsorcao da celulase sobre celulose

A primeira e mais rapidas das etapas de degradacdo enzimatica da celulose ¢ a
adsorcao da celulase sobre a celulose (HALL, 2010).

A Tigura 5 traduz a organizagdao estrutural (geral) da maioria das celulases. O
dominio catalitico, responsavel pela atividade hidrolitica, liga-se ao dominio de ligagao
(CBM), responsavel pela ligagio da enzima ao substrato, através de um peptideo ligante

longo e flexivel.
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Fignra 5. Estrutura geral das celulases. Na imagem, temos um modelo hipotético de uma CBH 1
agindo na celulose microcristalina (DIVNE, 1998).

Algumas enzimas da celulase carregam um CBM livre ou um CBM ligado a um
peptideo. Embora o CBM possua um papel inquestionavel na hidrélise da celulose por
algumas celulases, ele pode levar a adsor¢ao de enzimas “nao-produtiva” sobre a celulose
(LINDER, 1995). Por exemplo, a imobilizagio de enzimas celobiohidrolases sobre fibras
de celulose nao segue uma isoterma de adsor¢ao de Langmuir, e tal fato foi explicado pela
desigual disponibilidade de sitios de ligacdo para as proteinas na superficie da celulose
(STAHLBERG, 1991). A principal func¢ao do CBM ¢, portanto, trazer o nucleo catalisador
em estreito contato com a superficie de celulose, aumentando assim o tempo de contato. A
superficie do médulo ligante interage com a superficie de celulose, através de trés residuos
aromaticos de aminoacidos que sdo capazes de interagir com as unidades glicosidicas.

Neste trabalho, procuramos estudar o efeito da imobilizagao das enzimas
celulases em substratos solidos, tornando o processo enzimatico economicamente
atrativo, pois as enzimas mantém suas propriedades cataliticas e torna possivel sua

re-utilizagio (CHIBATA, 1978).
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1.4 — Hidrolise Enzimidtica — Enzimas Livres e Imobilizadas

A hidrdlise enzimatica das ligagoes glicosidicas ocorre através de catalise acida geral,
onde sio necessarios dois aminoacidos criticos, um doador de prétons e um
nucle6filo/base. A hidrolise pode ocorrer via dois mecanismos principais, nos quais havera
a retencao ou inversio da configuragao do carbono anomérico (DAVIES, 1995). O
mecanismo pelo qual a reagdo ocorre depende da distancia entre os residuos de
aminoacidos envolvidos na catilise. Nas enzimas que catalisam a reacdo por meio do
mecanismo de reten¢do (Figura 6a) os residuos do sitio ativo estdo distantes entre si por
um distancia média de 5,5 A, enquanto que naqueles que atuam por meio do mecanismo de

inversio (Figura 6b, abaixo), a distancia média é de 10 A.
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Fignra 6. (a) Mecanismo de refendo por reacdo de substitui¢do, através de um intermediario glicosil-

enzima covalente (mecanismo Sx1). (b)) Mecanismo de dmversdo por reacdo de substituigdo
(mecanismo Sx2) (DAVIES & HENRISSAT, 1995).



Introducdo |19

A hidrélise enzimatica de celulose pela celulase envolve basicamente trés etapas:
adsorc¢ao das celulases na superficie de celulose, subseqiiente quebra da celulose através da
acao sinérgica das celulases e dessor¢ao da celulase do residuo de celulose no sobrenadante.
Acredita-se que a acessibilidade da celulase nos sitios de adsor¢io sobre a estrutura
cristalina da celulose é um fator importante na determina¢ao da taxa de hidrolise. A fim de
se aumentar a area superficial acessivel a adsorcio de celulases, o substrato é sujeito
freqiientemente a pré-tratamentos que destroem o arranjo de microfibrilas de celulose nos
dominios cristalinos.

A susceptibilidade da celulose a hidrélise enzimatica é em grande parte determinada
pela acessibilidade das enzimas celulase. Contato fisico direto entre as enzimas e as
moléculas do substrato ¢ um pré-requisito para a hidrélise. Qualquer caracteristica
estrutural que limite a acessibilidade das enzimas diminui o rendimento hidrolitico.

A hidrélise da celulose, um sélido insolavel em 4gua, ¢ uma reacio heterogénea,
que nao segue modelo com base na cinética de Michaelis-Menten (LYND, 2002; ZHANG,
2004; BANSAL, 2009). Ap6s uma fase inicial de adsor¢ao de celulases em celulose, que ¢
uma etapa rapida em comparagao a hidroélise (MEDVE, 1998), a reacdo prossegue a graus
intermediarios de conversao: nesse ponto, a velocidade da rea¢ao diminui drasticamente. A
ultima etapa da hidrolise requer uma grande fragdo do tempo da reagio global total
(BOMMARIUS, 2008). Varios fatores, relacionados tanto com o substrato quanto com as
enzimas, foram sugeridos de serem responsaveis por esta desaceleragao, mas, até agora,
nenhuma explicagdo mecanistica foi validada. As caracteristicas do substrato comumente
ligadas a esta desaceleragdo incluem a area superficial, porosidade, cristalinidade, grau de
polimerizagao e composicao global (no caso de substratos mais complexos; lignocelulose
versus celulose pura). Para as caracteristicas das enzimas, temos desativagao, inibi¢ao,
obstrucdo, acumulo e processabilidade imperfeita as quais sao freqiientemente associadas

com desaceleracao da hidrolise (ZHANG, 2004; XU, 2007).
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Uma das teorias mais controversas diz respeito a influéncia da cristalinidade e da
mudanga do grau de cristalinidade durante a hidrélise enzimatica. Admite-se que o grau
inicial da cristalinidade da celulose desempenhe um papel importante e determinante na
velocidade de reagao. Uma amostra completamente amorfa pode ser hidrolisada muito
mais rapidamente do que uma celulose parcialmente cristalina (ZHANG, 2004; FAN,
1981), o que levou a idéia de que os dominios amorfos em uma amostra parcialmente
cristalina sao hidrolisados primeiro, deixando a parte cristalina para ser hidrolisada ao final.
Conseqiientemente isto resultaria em um indice de cristalinidade que aumentaria com o
decorrer da hidrdlise, e explicaria a drastica queda na velocidade a graus mais altos de
conversao (OOSHIMA, 1983).

Virias revisoes afirmam que ¢ dificil concluir que a cristalinidade é um fator
determinante (LYND, 2002; ZHANG, 2004; MANSFIELD, 1999). Por exemplo,
recentemente (HALL, 2010), o grau de cristalinidade foi medido 7# situ a medida que a
hidrdlise enzimatica ocorria. Curiosamente, nao foi observada mudancas de cristalinidade
em funcdo da taxa de hidrélise. Embora a correlacio entre cristalinidade e a velocidade de
hidroélise enzimatica ja foi demonstrado (MANSFIELD, 1999), a polémica continua.

Outro critério importante relacionado com a velocidade de hidrélise envolve a
capacidade de adsor¢ao de celulases sobre a superficie de celulose. A velocidade mostrou-
se proporcional a quantidade de enzimas adsorvidas (MEDVE, 1984; STEINER, 1988;
SATTLER, 1989; LEE & FAN, 1982) até um valor critico de saturagiao, o qual depende do
indice de cristalinidade (HALL, 2010). A diferenca de reatividade entre a celulose cristalina
e amorfa pode ser relacionado a capacidade de adsor¢ao de endoglucanases em ambos os
tipos de substrato (KLYOSOV, 1986). O grau de cristalinidade de celulose influencia a
adsor¢ao a uma dada concentragao de proteina, sendo que a constante de adsor¢ao maxima
mostrou-se elevada em indices de baixa cristalinidade (LEE, 1982). O mesmo estudo

concluiu que a ligagao eficaz foi o parametro limitante com relacdo a taxa de hidrélise no
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caso da celulose com baixo grau de cristalinidade, apesar de uma alta constante de
adsorcao.

Neste trabalho, a hidrélise enzimatica de celuloses de diferentes fontes serdo
pré-tratadas e avaliadas frentes a sacarificagdao enzimatica tanto com enzimas livres
quanto com enzimas imobilizadas. Como as enzimas adsorvidas retém atividade
ap6s imobilizagdao e o contato fisico entre a enzima imobilizada e seu substrato ¢
facilitado, esperamos um nivel catalitico alto e ainda competitivo com a enzima
livte. Em estudos anteriores, celulases imobilizadas em liminas de Si puderam ser

reutilizadas seis vezes, apresentando atividade apenas 20% inferior ao da celulase

live (TEBEKA, 2009).



Objetivos |22

2 OBJETIVOS

Esta dissertagdo tem por objetivos estudar:
(i) a influéncia dos diferentes pré-tratamentos de celulose sobre sua estrutura e
propriedades fisico-quimicas;
()  a hidrélise enzimatica das amostras de celulose antes e apds os diferentes pré-
tratamentos;
(i) e quantificar comparativamente as atividades hidroliticas de celulase livre e
imobilizada, correlacionando-as com as propriedades fisicas das amostras de

celulose.



Materiais e Métodos |23

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

Laminas de silicio, Si, da Silicon Quest (Califérnia, EUA), cortadas em placas de
dimensdes tipicas de 1 x 1 (cm®), com camada nativa de SiO, de aproximadamente 2 nm,
foram utilizadas como substratos para a imobilizacio das enzimas, apds a lavagem de
acordo com um método padrao (PETRI, 1999).

Enzimas celulase (C8546, do fungo Trichoderma reesec ATCC 26921), solugao de
cuproetilenodiamina hidréxido 1,0 M em agua (CUEN), liquido i6nico acetato de 1-etil-3-
metil-imidazélio (EMIMAc), b-glicose, e acido 3,5-dinitro-salicilico (DNS) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Reagentes analiticos, tais como acetato de sodio, hidroxido de
sédio, acido acético glacial e acido fosférico foram adquiridos da LabSynth, Brasil, e
utilizados sem prévia purificagao.

Para os ensaios com endoglucanases, utilizamos uma cepa da bactéria Xanthomonas
campestris pv  campestris (XCC) contendo copias adicionais do gene c/p no plasmideo
pUFRO047. Esta cepa foi gentilmente doada pelo aluno de doutorado Maxuel Andrade,
orientado do Prof. Dr. Chuck Shaker Farah (DBQ-IQUSP).

As solugoes enzimaticas foram preparadas sempre no momento de sua utilizagao.
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3.1.A — Celuloses

Celulose microcristalina comercial, Avicel (22184), foi adquirida na Fluka, EUA, e
usada como recebida ou conforme descrito abaixo, seciao 3.2.

Amostras de celulose algodao (CC), algodao mercerizado (MCC), eucalipto (EC) e
eucalipto mercerizado (MEC) foram doadas pela aluna de doutorado Ludmila C. Fidale,
orientada do Prof. Dr. Omar El Seoud (DQF-IQUSP). A mercerizagao foi realizada de
acordo com método descrito na literatura (EL. SEOUD, 2008). Detalhes sobre as amostras
estdo descritos abaixo:

= Celulose linter de algodao Buckeye, foi fornecida pela Cia. Nitro Quimica Brasileira (Sao
Paulo) e triturada em moinho de facas Thomas Scientific (Swedesboro), Modelo 3383-
L10 contra tela de ago inox de orificios de 1 mm de diametro. Depois, foi submetida a
um peneiramento mecanico, no aparelho FRITSCH Analysette 3 SPARTAN (Idar-
Oberstein), a fim de se obter celulose com o diametro entre 100-200 mesh, referida
como celulose algodao, ou CC;

»  Celulose linter de algodao mercerizado foi obtida a partir da celulose anterior, apds o
processo de mercerizagao e em seguida triturada, referida aqui como MCC;

»  Celulose encalipto Lwarcel, da Liwarcel Papel e Celulose Ltda. (LLengdis Paulista, SP) foi
triturada e peneirada como no caso da CC, referida aqui como EC;

»  Celulose encalipto mercerizado foi obtida a partir da celulose anterior, apos o processo de

mercerizacdo e em seguida triturada, referida aqui como MEC.

3.2 — Pré-tratamentos de Celulose Microctistalina Avicel
3.2.A4 — Dissolugao em liguido idnico EMIM.Ac

Celulose Avicel foi dissolvida em EMIMAc (5% m/m) sob agitagao e temperatura

de 70°C, por 2 horas. Apés este periodo, a celulose foi precipitada em 4gua destilada e
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lavada exaustivamente com uma solu¢io de NaCl 15% m/m para a completa remog¢io do
EMIMACc residual. A dissolugdo da celulose em EMIMAc ocorre rapidamente, resultando
em uma solugao limpida, porém extremamente viscosa.

A celulose regenerada resultante sera chamada de CIL.

3.2.B — Dissolugao e degradagio em dcido fosforico 85%

Celulose Avicel foi dissolvida em H,PO, 85% (12,5% m/m) sob agitacio e
temperatura de 50°C, por um periodo de 45 minutos (ZHANG, 2007). Depois deste
petiodo, a celulose foi precipitada em acetona gelada, sendo a acetona evaporada e o sélido
resultante lavado exaustivamente com agua destilada e neutralizado com NaOH 1%.

A dissolugao da celulose em acido fosférico concentrado é muito eficiente:
praticamente instantanea, ocorrendo em meio aquoso a baixas temperaturas. Além disso, o
acido fosférico residual na celulose regenerada nio possui nenhum efeito inibitério na
hidrélise enzimatica (ZHANG, 2007). A precipitagao da celulose e o resfriamento da
reacao foram realizados com acetona gelada, ja que este solvente também ajuda na remoc¢ao
e reutilizac¢ao do acido fosférico sendo ela prépria de facil remogao por evaporagao.

A celulose regenerada resultante sera chamada de CP.

3.2.C — Pré-tratamento enzimdtico com endoglucanase imobilizada

O pré-tratamento enzimatico de amostras de celulose com endoglucanase foi feito
sob as mesmas condi¢bes utilizadas para a hidrélise. Suspensoes de celulose Avicel (1%
m/m, 10 mL) foram preparadas em tampio de acetato (0,050 molL')) no pH 4,6.
Endoglucanases imobilizadas sobre 6 laminas de Si (6 cm”) foram deixadas em contato com
a suspensio durante 24 horas, a 40°C. Apéds este perfodo, a celulose resultante foi lavada

abundantemente com agua destilada.
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Todas as celuloses regeneradas foram dialisadas a fim de remover residuos de sais,
liofilizadas e mantidas em dessecador até uso. Todas as amostras de celulose foram

caracterizadas conforme se¢ao 3.3.

3.3 — Caracterizagdo das Amostras de Celulose
3.3.A — Viscosimetria capilar

A viscosidade de uma solu¢ao aumenta pela presenca de solutos macromoleculares
devido ao elevado atrito intermolelular. O efeito é notavel, mesmo em concentracoes
baixas, pois as moléculas de grande porte alteram o escoamento do fluido ao longo de
extensas regides nas vizinhancas delas (ATKINS, 2008). Em concentra¢oes baixas, a

viscosidade, 7, da solugdo esta relacionada a viscosidade do solvente puro, 7,, por:

n=n, €+ -c+k, Irfcz+...; 1)
onde a viscosidade intrinseca, /7], pode ser interpretada como o volume hidrodinamico da
macromolécula. Quanto maior for o valor de /7/, mais solvatada estd a macromolécula.
A Equacao de Huggins descreve a relacdo entre a viscosidade intrinseca e as

concentragoes das solucdes diluidas de polimeros como:

LU L ®

onde 7 ¢é a viscosidade da solugao polimérica, 7, é a viscosidade do solvente puro, £, é o
coeficiente de Huggins, e ¢ ¢ a concentracao do polimero.

A viscosidade intrinseca, [7/, é definida como o valor da viscosidade reduzida a

diluicao infinita (¢—0).

- . -1
77 770 — Ilm 50 77/770 (3)

=lim
[77] c—0 C 770 C
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A viscosidade de fluidos newtonianos pode ser medida em viscosimetros capilares,
onde se mede o tempo de escoamento do fluido através do capilar e relaciona-se esse
tempo ao do escoamento do solvente. O método é conveniente para a medida de [/, pois a
razao entre a viscosidade da solucdo e a do solvente puro é proporcional a razao entre os

tempos de escoamento 7 ¢ 7, feitas as corre¢oes das densidades, como mostra a Equagao 4:

M b P Ty @)

A massa molar viscosimétrica e o grau de polimerizagao das amostras de celulose
foram determinados para todas as amostras através do tempo de escoamento, utilizando-se
sistema Schott AVS 350 e um viscosimetro do tipo Ubbelohde modelo I e Oc, a 25°C ¢
solucdo de cuproetilenodiamina (CUEN)/4agua (1:1, v/v) como solvente, de acordo com o
método ASTM D1795-94. Inicialmente, determinou-se o tempo (em segundos) de
escoamento do solvente e em seguida da solugdo. Celulose foi dissolvida numa proporgio 1
g para 2 ml, e a partir desta solucio foram feitas as diluicGes, sendo que para cada
concentra¢ao o tempo de escoamento foi determinado. Todas as amostras foram saturadas
com N,, para evitar rea¢oes de oxidagao. Os sistemas foram deixados dissolvendo overnight,
sob agitacdo magnética. As analises foram realizadas em triplicata (ASTM D1795-94, 2001).

Determinou-se entdo a viscosidade relativa, 7, ou 7/7,. A viscosidade intrinseca foi

determinada pelo grafico de Huggins, e a partir deste valor a massa molar média

viscosimétrica, My, foi determinada (GROBE, 1989):

[7]=K- € ©)
sendo K = 13,13.10” e a = 0,905, parametros para este sistema de polimero e solvente a
25°C (KLEMM, 1998), e considerando que a massa molar de uma unidade anidra de
glicose (UAG) cotresponde a 162 g/mol:

v = OP X162 ©6)

tem-se, entao:
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OP > =0,75x }_ @)

Os desvios entre os DP calculados a partir das triplicatas foram < 2%.

3.3.B — Indices de cristalinidade por raios-X

O indice de cristalinidade dos polimeros (I¢) expressa a porcao de regides cristalinas
presentes na molécula com relagao as regides amorfas. Esta propriedade esta relacionada
com a acessibilidade dos grupos hidroxilas presentes na celulose, sendo que as amostras de
alto Ir possuem uma estrutura altamente ordenada e pouca acessibilidade do solvente
(TASKER, 1994). As regides cristalinas na celulose estdo agrupadas em nucleos
denominados ¢ristalitos. Os cristalitos, por sua vez, sio rodeados de regides amorfas.

A celulose I (nativa) apresenta difragées proximas aos seguintes angulos de difragao

20 = 23° (plano 002), 21° (plano 021), 17° (plano 104) e 15° (plano 101). Para a celulose 11

(regenerada), 20 = 23° (plano 002) e 20° (plano 104) e 13° (plano 101) (TASKER, 1994).

Celulose possui espectros de raios-X com picos largos e nido muito bem resolvidos,
principalmente devido aos diversos tamanhos de cristalitos.

Os Ir foram obtidos através de difracao de raios-X. Foi utilizado um difratometro
Rigaku Miniflex operando a 30 kV, corrente anddica de 15 mA e A(CuKa) a 0,154 nm. Os
difratogramas foram obtidos na faixa de angulo de incidéncia 20 variando de 10° a 40°
medidos nos intervalos de 0,02°/minuto. O I¢ foi calculado através da Equacio 8
(BUSCHLEDILLER, 1992):

A
—1—| Lam 8
. (ch ®

onde A, corresponde a da regiao amorfa da celulose (halo amorfo dos difratogramas), 4, a

area das regides cristalinas. As areas foram calculadas através da deconvolucao dos picos,

no aplicativo OriginPro 8.0.
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3.3.C — Morfologia

Todas as amostras de celulose foram analisadas em sua morfologia através de
imagens de MEV, com um Field Emission Scanning Electrons Microscope da JEOL
modelo JSM 7401F, equipado com microssonda de energia dispersiva de raios-X (EDS) da
NORAN Instruments Model System SIX. A amostra foi depositada sobre uma fita adesiva
de cobre dupla face (suspensa em um s##b de carbono), aderida ao porta-amostra de cobre.
A teoria sobre o funcionamento de um microscopio eletronico de varredura pode ser

encontrada na literatura (CANEVAROLO JR, 2004).

3.3.D — Medida da capacidade de absorcio de dgna

A molhabilidade de um pé é uma propriedade importante envolvida em muitos
problemas praticos como, por exemplo, a dispersabilidade de um pé em um liquido, a
biodisponibilidade de um medicamento, a selecdo de um ligante liquido para um po
granulado, entre outros (GALET, 2010). A molhabilidade de um sélido por um liquido é
dada pelo angulo de contato (6), definido pela equagiao de Young (YOUNG, 1805) como o
angulo resultante do equilibrio de forcas na interface de trés fases: sélido (s), liquido (/) e

vapor ().

cosfd = Ysv Z Vs )
Vv

onde ygy € a tensio interfacial sélido/vapor, yq ¢ a tensio interfacial sélido/liquido e vy, é
a tensao superficial do liquido.

Este angulo pode ser determinado diretamente através da medida do angulo de uma
gota de liquido colocada em uma superficie sélida e lisa. Com sélidos na forma de po, a

determinagdao da molhabilidade envolve técnicas menos diretas e mais complicadas, como,
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por exemplo, calorimetria de imersdo, cromatografia gasosa inversa (IGC), isotermas de
sor¢ao de vapor de dinamica (DVS) (HEERTJES & KOSSEN, 1967).

A habilidade de absor¢ao de agua das fibras de celulose na forma de po, neste
trabalho, foi determinada a partir da dinamica do fluxo capilar, conhecido também como
método de Washburn. Uma determinada massa da amostra de celulose foi inserida em um
cilindro (ou holder) de fundo poroso e pressionada, a fim de que o volume ocupado pela
amostra e, portanto, o empacotamento, fosse sempre constante. Para este estudo, a massa
de celulose variou de 0,2 g até 0,5 g. O Jholder foi entio conectado a unidade de medigao, o
Tensiometro Kriiss K100 (Hamburgo, Alemanha). Um recipiente com agua destilada foi
colocado sobre a plataforma com movimentagdo, que se aproxima automaticamente do
holder até que este toque a superficie do liquido. Neste ponto, o liquido comeca a penetrar e
molhar as fibras por capilaridade. O aumento de massa (7) com sensibilidade de 0,00005 g
em funcdo do tempo foi registrado pelo software K100 Kriiss. Como controle, as mesmas
medidas foram realizadas com o holder vazio.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata a (24,5 £ 0,5)°C. Os desvios entre
os valores de Cw obtidos a partir de triplicatas variaram entre 10% e 15%.

A capacidade de absor¢ao de agua das fibras foi avaliada através da equacdo de
Washburn, modificada para um dnico capilar (Equagao 10), que resulta da combinagao da
expressao para a pressio de Laplace e da equacao de Hagen-Poiseuille para condi¢es de

fluxo constante:

m2

215 2 2
D
IMMCOSQICWMCOSQ (10)
t 64 n n

onde Cw ¢ a constante de capilaridade, p a densidade do liquido, y a tensdo superficial, 7 a
viscosidade do liquido, 7 o ganho de massa, # o tempo, ¢ 0 é o angulo de contato

sélido/liquido. Considerando que cos 0 é igual a 1,0, porque todas as amostras de celulose

sao completamente molhadas pela agua, e que os valores, p, y e 7 para a agua sao aqueles
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tabelados (CRC HANDBOOK OF CHEMISTRY AND PHYSICS, 2010), Cw péde ser
determinado a partir da inclinagio no grafico de 7° em fungao de # Deve-se ressaltar que

Cw é uma grandeza que depende somente da geometria dos poros do material.

3.3.E — Titulagio potenciometrica

A fim de calcular o ponto isoelétrico da celulose CP, utilizou-se a técnica de
titulacado potenciométrica (LIMA, 1999; MASINI, 1998). Como teste de controle, Avicel
também foi titulada sob as mesmas condi¢oes. Quantidades conhecidas do absorvente
(0,100 * 0,001 g) foram colocadas em erlenmeyers; 22 mL de uma solugao 0,05 M de
KNO;, que foi utilizado como eletrélito de fundo, foi adicionado a cada frasco. A titulagao
foi feita adicionando-se quantidades conhecidas de HCI 0,02 M ou NaOH 0,05 M, a fim de
se alterar o pH da solu¢do. Apds o equilibrio, o pH foi medido com o auxilio de um
eletrodo de vidro.

A quantidade de prétons (Q)) consumida ou liberada pelo adsorvente foi calculada

utilizando a Equacao 11 (PUZIV, 2004):
V, +V ~
Q= [Vt | 7)o 1, -1, + [0 an
m -

onde 17, e I/, sio os volumes do eletrélito de fundo e do titulante, ¢ 7 é a massa do

2 « 2
7 4

adsorvente. Os subscritos e referem-se as concentragdes iniciais e no equilibrio,
respectivamente. A concentracao inicial de préotons foi calculada através da quantidade
adicionada do titulante. A contragao no equilibrio foi calculada através do valor medido de

pH.
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3.4 — Crescimento das Bactérias XCC e Obtengio das Endoglucanases

As bactérias Xanthomonas campestris pv campestris (XCC) foram cultivadas a 28°C em
meio LB 1,5% agar. O meio liquido utilizado para o crescimento foi o XVM2 (0,16 mM
KH,PO,, 0,31 mM K,HPO,, 20 mM NaCl, 0,03% m/m caso-aminoicidos, 0,01 mM
FeSO,, 10 mM (NH,SO,, 1 mM CaCl,, 6 mM MgSO,) no qual as bactérias foram
cultivadas sob agitacio de 200 rpm por 24 horas a 28°C, contendo 8 mM de frutose e
sacarose como fonte de carboidratos, cuja solucio de agucares foi filtrada em filtros
Millipore 0,22 pm apds a preparagdo, para esterilizacio (WOOD, 1982; GOUGH, 1988).
Antibiéticos foram adicionados ao meio nas seguintes concentra¢des finais: ampicilina, 0,1

mg/ml; gentamicina, 0,01 mg/mL.

3.4.A — Ensaios de producio de endoglucanases

Culturas de XCC crescidas em meio XMV2 foram centrifugadas a 7.000 rpm a
temperatura ambiente, para entdo o sobrenadante ser transferido a eppendorfs. 50 pL. do
sobrenadante foram aplicados em pog¢os de 5 mm de diametro em placas contendo 20 mL
0,125% de carboximetilcelulose (CMC) em 1,5% de Agar e 50 mM de KH,PO, (pH 6). As
placas foram incubadas a 37°C por 20 h, coloridas com 0,1% de vermelho congo por 30
min, e descoloridas com 1 M NaCl (GOUGH, 1988). O diametro dos halos, indicando
degradacao de CMC, foram medidos para determinar a quantidade relativa de atividade das
endoglucanases.

Mais detalhes sobre os testes de atividade enzimatica podem ser vistos no Anexo D.

3.4.B — Purificacao das endoglncanases

As enzimas endoglucanases (EGB) foram obtidas a partir do extrato protéico

através da dialise de 40 mL do sobrenadante da cultura de bactérias em meio liquido,
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previamente centrifugado a 7.000 rpm a temperatura ambiente. Elas foram purificadas
utilizando-se membranas de dialise (Viskase Corporation, EUA) com faixa de corte de
massa molar de 14.000 g.mol'. Foram realizadas trocas com é4gua milliQ até a
condutividade i6nica da mesma ficasse em torno de 5 puS.cm’, pois este é o valor da

condutividade i6nica da dgua destilada.

3.5 — Ensaios de Adsorgao e Dessorgao das Enzimas
3.5.A — Adsorgao de celulase

A imobilizacio das celulases sobre laminas de Si/SiO, foi feita a pattit de solu¢des
aquosas da enzima na concentra¢do de 0,5 g/L, durante o periodo de 60 minutos a 60°C.
Apbs este periodo, elas foram abundantemente lavadas com agua destilada e secas com
jatos de N,. Num trabalho recente (TEBEKA, 2009), a energia de adsorcio da celulase
sobre superficies hidrofilicas foi determinada como sendo 24,2 kJ /mol, que é comparivel a
energia de ligagdes de hidrogénio (~20 kJ/mol). Evitaram-se testes a temperaturas maiores,
pois a 70°C ocotre a desnaturacio da celulase.

Assim, a adsor¢do da celulase em laminas de silicio é provavelmente regida por
ligacbes de hidrogénio entre os residuos polares da celulase e os grupos silandis na
superficie. Esta magnitude da energia de adsor¢ao também explica a natureza irreversivel da
adsorcdo. Por outro lado, 24 kJ/mol nio siao altas o suficiente para causar cisio das
ligagbes covalentes, explicando a elevada estabilidade térmica. Assim sendo, o aumento da
quantidade adsorvida com a temperatura pode ser explicado pelo melhor empacotamento
na superficie devido as diferentes orientagoes da celulase na superficie e cooperativismo
entre as moléculas de celulase. Também sao esperadas contribui¢oes entrépicas devido a

liberagao de fons e agua de hidratagdo tanto da enzima quanto da superficie sélida
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decorrente da adsorc¢ao. Os filmes resultantes de enzima imobilizada foram caracterizados

por meio de elipsometria (espessura) e microscopia de forca atomica, AFM (topografia).

3.5.B — Adsorcao de endoglucanases

A adsorcio de endoglucanases em Si/SiO, foi feita a pattit do sobrenadante
purificado. O comportamento de adsor¢ao das enzimas foi investigado a 30°C, 40°C, 50°C
e 60°C por imersao das laminas de Si na solucdao de endoglucanases por 24 h, para garantir
que o equilibrio de adsor¢ao foi atingido. Em seguida, as amostras foram lavadas
abundantemente com agua destilada e secas sob um fluxo de N,. Os filmes resultantes de

enzima imobilizada foram caracterizados por elipsometria e AFM.

3.5.C — Experimentos de dessorcao

Celulase e endoglucanase imobilizadas em laminas de Si foram submetidas a testes
de dessorc¢ao. O teste consistiu em expor o substrato apds a imobilizacdo as condigoes de
hidrolise, ou seja, tampao de acetato a pH 4,6 e 60°C por 24 horas. Apos esse tempo, as
laminas foram analisadas por elipsometria para determinar a espessura da enzima. A
quantidade adsorvida de ambas as enzimas nio se alterou apds 24 horas em contato com o

meio de hidrdlise.

3.5.D — Dicroismo circular

O fendémeno de dicroismo circular refere-se a absorcio diferenciada da luz
circularmente polarizada a direita e a esquerda.
Luz circularmente polarizada e a luz linearmente ou plano-polarizada sao

prontamente interconvertidas, sendo dois feixes plano-polarizados ortogonais a 90° (1/2)
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fora de fase. Neste tipo de feixe resultante, o vetor elétrico gira na dire¢do de propagagao,
realizando uma volta completa a cada periodo da onda de luz. Se a luz for circular para a
direita (rp), um observador olhando na dire¢io da fonte de luz veria o vetor elétrico

girando em sentido horario. A Figura 7 mostra a resultante da combinacdo de duas ondas,

defasadas em 90°.

Figura 7. Combinacio de duas ondas linearmente polatizadas, defasadas em 90°.

Os dois tipos de polarizacio obedecem a lei de Lambert-Beer:
A=eCl (12)
O dicroismo circular ¢ definido como a diferenca ante a absorcao da /p e rp,
gerando uma luz resultante que ¢ elipticamente polarizada (na pratica, o equipamento nao

recombina as componentes). Podemos definir a absorbancia para /p como:

| 0
= I = . .
A =log 1 =¢-C-l (13)
|
onde I/ e I, sdo, respectivamente, a intensidade da luz /p incidente na amostra e a
intensidade apds viajar uma distancia / através de um meio contendo uma concentragao

molar C de soluto quiral, ¢, ¢ o coeficiente de extingao molar decadico do soluto para a luz

lep. A mesma férmula é valida para luz rp.
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Na pratica, os espectropolarimetros possuem um cristal diaxial que, dependendo da
voltagem aplicada, se move de modo a permitir que luzes 7p e /p emerjam alternadamente
e, assim, o sinal detectado seja a diferenca de absor¢ao entre ambas. A mesma defini¢ao é a
da luz 7 na férmula acima. Assim:

A=A -A =gCl-¢gCl=Ae-C-I (14)
onde o Ae¢ ¢ o CD decadico molar.

Historicamente, o método original de medida era feito aproveitando-se do fato que,
quando luz planopolarizada, atravessava um meio quiral, a absor¢do diferencial entre os
dois componentes circular convertia a luz plano-polarizada em luz elipticamente polarizada.
CD pode ser caracterizada pela relagiao entre os eixos da elipse, no qual a tangente o angulo
6, ¢ chamado de elipticidade. Por definigio, 6 = tan"(b/a), onde 4 ¢ a sio os eixos menores
e maiores da elipse resultante. Como o angulo ¢ geralmente pequeno, a tan 6 pode ser
aproximada por 0 em radianos. De maneira simples, I?:z 3298-Ag, dado em
graus.cnt’.dmol .

Para apresentar o efeito de dicroismo circular, uma molécula deve apresentar
centros assimétricos, de modo que a 7 seja absorvida em diferente quantidade da /p.
Dessa forma, as duas ondas transmitidas, quando combinadas, resultario numa luz
elipticamente polarizada, caracterizando assim o fenémeno.

A espectroscopia de CD ¢é uma das técnicas mais uteis no estudo estrutural de
proteinas, uma vez que suas unidades basicas, os residuos de aminoacidos, possuem centro
quiral (o grupo amina ligado ao carbono-a assimétrico). A analise de um espectro de CD
geralmente se concentra na regido do ultravioleta distante (180 a 250 nm), onde as
transicdes n—>7 centrada (em torno de 210 nm — transicao fraca, porém larga) e T—>7 (em

torno de 190 nm — transigdo intensa) da amida estio compreendidas.
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Além disso, de acordo com a conformacao estrutural que as proteinas adquirem (o

hélices, B-folhas, estruturas desordenadas), é possivel caracterizar a estrutura secundaria
dessas macromoléculas devido ao perfil espectral de CD particular destes arranjos, bem
como estimar as fragdes destas estruturas na estrutura global das mesmas. Mudangas
conformacionais que podem ocorrer nas proteinas em funcio de ligagdes com ligantes
especificos, variagdes de temperatura, pH e forca ionica do meio também podem ser
monitoradas por CD. A estimativa de fragdes de estrutura secundaria esta apoiada no
conceito de que o espectro de CD de uma proteina ¢ uma combinagao linear de todas as
fracoes de estrutura secundaria que a constitui.

O estado conformacional das enzimas celulase foi avaliado por dicroismo circular
no intervalo de 200 a 260 nm (UV distante). Este teste se fez necessario a fim de verificar
se a forca i6nica do meio devido a presenca do EMIMAC estaria influenciando a estrutura
secundaria da enzima celulase. Ensaios de dicroismo circular foram realizados em um
espectropolarimetro JASCO ]-720, utilizando-se cubetas de quartzo (/ = 0,1 cm). Os
espectros foram coletados em intervalos de 0,5 nm, tempo de resposta de 0,25 s,
velocidade de 100 nm/min, e temperatura de 25°C. As amostras consistiam em solucoes
aquosas de enzima, do complexo enzimatico celulase, na concentragdo de 50 pM. As
medidas foram realizadas na presenca e auséncia de EMIMAc, em proporcoes de

agua:EMIMAc de 100:0, 95:5 e 0:100.

3.5.E — Eljpsometria

A elipsometria ¢ um método 6ptico nao-destrutivo, com resolu¢ao na faixa de
angstrons, utilizada na determinagao das propriedades Opticas (Iindice de refragdo) e
espessura de filmes finos a partir da mudanca do estado de polarizagao da luz apds a sua

reflexdo da superficie refletora da amostra (TOMPKINS, 1993).
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A base da técnica é a mudanga do estado de polarizagio de uma onda
eletromagnética apds a reflexdo a partir de uma superficie refletora. Ele nao mede
diretamente a espessura do filme depositado no substrato, mas sim as mudangas de fase e
amplitude dos feixes incidentes e refletido a partir de uma superficie refletora (AZZAM &
BASHARA, 1979; TOMPKINS, 1993). Nas intera¢oes de luz com a matéria, geralmente as
mudangas no vetor campo magnético sao despreziveis, enquanto que mudangas no vetor
campo elétrico sao significativas.

A amostra deve ser composta por um pequeno nimero de camadas discretas e bem
definida, opticamente homogénea e isotropica. A violagio destes pressupostos invalida o
modelo elipsométrico padrao — uma variante mais avan¢ada deve ser aplicada.

Quando uma luz planopolarizada (linearmente polarizada) reflete a partir de uma
superficie refletora, ha uma mudanga no estado de polarizacao de luz, o qual depende das
propriedades oticas do substrato, assim como da espessura e das propriedades oOticas dos
filmes resultantes (AZZAM & BASHARA, 1979; TOMPKINS, 1993).

As medidas de elipsometria foram feitas utilizando um elipsometro vertical DRE-
ELO2 controlado por um computador (Ratzeburg, Alemanha) (ver Figura 8, abaixo). O
angulo de incidéncia foi de 70,0° (angulo polarizante) (AZZAM & BASHARA, 1979), e o
comprimento de onda A do laser He-Ne foi fixado em 632,8 nm. Para a interpretagdo dos

dados, um modelo multicamadas (substrato, camada desconhecida e meio circundante) foi

utilizado.

Light source Detector

Polarizer Analyzer
1
d
Compensator 1 Compensator
(optional) ! (optional)

Sample
Fignra 8. Esquema de funcionamento de um elipsémetro.
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A espessura (d,) e o indice de refragao (7) da camada desconhecida puderam ser
calculados pelos angulos elipsométricos, A e ¥, utilizando a equagido fundamental da
elipsometria em conjunto com calculos iterativos com matrizes de Jones. De acordo com a
Equacao 15:

—~«~ R -
p =tan ({’E‘A’:R—p= f€,.d, 1,0 (15)

S

onde a tan(W) ¢ a razdo da amplitude da radiagao antes e apos a reflexdo, e a A é a razdo
das fases antes e apos a reflexdo, R, e R, sdo os coeficientes de reflexdo total para ondas
paralelas e perpendiculares respectivamente (AZZAM & BASHARA, 1979; TOMPKINS,
1993). Elas sao func¢ao do angulo de incidéncia ¢, do comprimento de onda A da radiagao,
do indice de refragao 7, e da espessura d, de cada camada do modelo. A partir dos angulos
elipsométricos A e ¥ e um modelo de multicamadas composto de silicio, diéxido de silicio,
a camada de enzima e ar, é possivel determinar a espessura da camada de celulase
adsorvida, d. A espessura das camadas de SiO, foram determinadas em ar, considerando
um indice de refragdo para o Si de 7 = 3,88 — /0,018 e sua espessura como infinita; para o
meio circundante (ar), o indice de refragao foi considerado 1,00. Devido a camada nativa de
Si0, ser muito fina, o indice de refragao foi fixado em 1,4620 (PALIK, 1985) e apenas sua
espessura calculada.

A espessura média da camada nativa de SiO, de 50 amostras foi (1,9 £ 0,1) nm. Em
seguida, os filmes de enzimas foram preparados e a espessura das camadas adsorvidas das
proteinas determinada em ar. As camadas adsorvidas de celulase e endoglucanase foram

calculadas assumindo 7 =un,, = 1,50 (FUJIMOTO & PETRI, 2001). A quantidade de

celnlase

celulase adsorvida, I" (mg.m?), pode ser estimada multiplicando a espessura da camada o
(espessura elipsométrica da camada) pela densidade p de uma camada seca de enzima (p

~1,37 g.cm™) (ORTEGA-VINUESA, 1998):

I'= Penzima * d (16)
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3.5.F — Microscopia de for¢a atomica (AFM)

Os microscopios de varredura por sonda (“Scanning Probe Microscopes”) sao uma
familia de microscopios em que uma sonda varre a superficie da amostra, registrando
ponto a ponto algum tipo de interaciao entre a sonda e a amostra. A microscopia de forca
atomica (AFM) é uma forma de microscopia em que as forgas de atragdo ou repulsdao entre
um superficie e a sonda sao medidas. A sonda normalmente é constituida de uma ponta
piramidal (~500 A de didmetro), que esta localizada na extremidade livre de um cantilever
(~100 a 200 pm de comprimento).

Os sistemas de varredura dos microscopios deste tipo devem ser capazes de realizar
deslocamentos com alta precisao e para isso, utiliza-se um tubo de material piezelétrico, ou
seja, um material capaz de alterar sua dimensdo quando sofre um potencial elétrico,
apresentando também um potencial elétrico quando comprimido mecanicamente.

No sistema 6ptico de detec¢ao utilizado, onde a deflexao de um feixe de laser e um
fotodiodo determinam o movimento da sonda, o laser (de cumprimento de onda de 650
nm e potencia de 5 mW) incide sobre a extremidade do cantilever, sendo refletido no
fotodiodo de quatro quadrantes. Conforme se procede a varredura, a interagdo ponta-
amostra provoca uma mudanga no angulo de reflexdo do feixe de laser, que sera detectado
pelo fotodiodo. Assim, através de um soffware apropriado, o computador ¢ capaz de formar
a Imagem topografica da amostra com os dados armazenados da deflexao nos eixos x, y e z.
Para maiores detalhes quanto ao funcionamento do aparelho e teoria da técnica, vide
(HERRMANN, 1997; VANTEENKISTE, 2000).

As imagens de AFM foram obtidas em um microscépio PICO SPM-LE (Molecular
Imaging), com cantilevers de Si;N, operando no modo de contato intermitente (modo AAC),

na freqiiéncia de ressonancia de aproximadamente 323 kHz, ao ar. As areas variaram de (5
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x5) um” a (1 x 1) pm® com resolucio de 512 x 512 pixels. O processamento das imagens e
a determinag¢do da rugosidade média quadratica (mzs) foram feitos com o uso do sgftware
Pico Scan ou do software WSxM 4.0. Pelo menos dois filmes de cada amostra foram
analisados em diferentes areas antes e depois da imobilizacao das enzimas, celulase ou

endoglucanase.

3.6 — Hidrolise Enzimdtica Livre e Adsorvida

Suspensdes de celulose antes e apds o pré-tratamento, na concentragdo de 1%
m/m, 10 ml, foram preparadas em tampdo de acetato (0,050 mol.L.") no pH 4,6 e
colocadas em contato com celulase imobilizada sobre 6 placas de Si (total de 6 cm”) durante
um periodo de 24 horas, a 60°C. Apds este periodo, uma aliquota foi coletada e
centrifugada por 10 minutos a 13.200 rpm. A quantificagdo de glicose foi realizada no
sobrenadante para determinacio da atividade enzimatica (TEBEKA, 2009).

Para efeitos de comparagdao, a atividade catalitica de celulase livre também foi
avaliada. Para isso, a quantidade de celulase livre utilizada na hidrélise com enzimas livres
foi a correspondente ao de celulase imobilizada, adicionada a 10 mlL de dispersao de
celulose. Para os experimentos comparativos, em primeiro lugar a quantidade adsorvida
(massa/area) foi determinada através de elipsometria. Como a drea de lamina de silicio é
conhecida, a massa correspondente de celulase adsorvida pode ser estimada, bem como a
concentra¢ao de enzima no meio. Este valor estimado da concentragio de celulase foi

utilizado para produgao de celulases livre.

3.7 — Atividade Enzimatica

A quantidade de glicose presente no sobrenadante apds a hidrélise da celulose foi

determinado por um método padrio (MILLER, 1959) baseado na redu¢ao do acido 3,5-
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dinitro-2-hidroxibenzéico (DNS) a acido 3-amino-5-nitrosalicilico (ANS) por um aguicar

redutor, como a glicose (Figura 9).

o) HO o

7 Z

Oy -OH & Ox_OH =

OH

= 1 —

1§ HOP——=H dd +3 ¥ H
H — e O H —_—— Hw——=OH

O,N NO °
2 DNS 2 Hom—|~=OH 2':79:1"2; 02N NH2 Hom— |~ OH
ANS

\OH \OH

D-glicose

Fignra 9. Reacio entre agucares redutores, no caso, D-glicose na sua forma aberta, ¢ o acido 3,5-
dinitro-salicilico (DNS).

O produto ANS apresenta uma banda larga de absorbancia na faixa de
comprimento de onda de 400 nm até 550 nm, enquanto que o DNS (0,05 x 10”° mol.L")
nao absorve radiagdo a 500 nm, conforme apresentado nas Figuras 10a e 10b (abaixo),
respectivamente.

Todos os ensaios foram analisados em 500 nm em um equipamento Beckmann
Coulter DU600, em cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm. Todos os testes
foram feitos com aliquotas de 2,0 mL de solu¢ao de DNS, adicionados a aliquotas de 1,0
mL de solugdes de glicose (ou do meio reacional de hidrélise). Como o O, dissolvido em
agua pode interferir com a reacido de oxidacdo da glicose, N, foi borbulhado através da
mistura resultante durante 2 minutos, a fim de retirar o oxigénio por arraste.

As reacoes entre DNS a 0,05 x 10° mol.LL" e glicose na faixa de concentragao de 1,0
x 1072 10,0 x 10° mol.I." aconteceram pelo intervalo de tempo de sete minutos, em pH 13

e (95 £ 2)°C. Apés este periodo, os frascos foram resfriados para a temperatura ambiente

de (24 £ 1)°C e o espectro eletronico (Figura 10a) foram obtidos. A alta temperatura e meio
alcalinos favorecem a forma hemiacetal da glicose. O tempo de reacdo foi fixado em sete

minutos, pois tempos maiores de reagdo nao aumentaram a quantidade de ANS formada.
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Um experimento de controle também foi conduzido, onde o DNS a 0,05 x 10° mol.L! foi

mantido a (95 + 2)°C, a pH 13,0 durante sete minutos. Apos seu resfriamento para a

temperatura ambiente, o espectro eletronico foi obtido (Figura 10b).

0.8
——1.0mM
—2.0mM
0.6 4 3.0mM
R~ ——4.0mM
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> \
oo | \
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0.1 ’
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1 2
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Fignra 10. (a) Espectro eletronico obtido para a reacdo entre o DNS a 0,05 x 103 mol.L! e glicose
variando a concentracio de 1,0 x 103 mol.L' a 10,0 x 103 mol.L-1. (4) Espectro eletrénico tipico
obtido para DNS puro a 0,05 x 103 mol.L-1. (¢) e (d) mostram a dependéncia da absorbancia com a

concentracio de glicose.

A absorbancia a 500 nm aumenta com a quantidade de glicose na reagio até o valor

~ 1 . ~ . - . . .
de 3,0 x 10” mol.l"; a partir desse valor, a absorbancia ndo mais muda, indicando que a

forma hemiacetal da glicose alcangou a sua maxima concentracio a 3,0 x 10° mol.LL".

Assim, uma curva de calibragao para a deteccao de glicose na mistura foi obtida para a faixa

de concentragio de 1,0 x 10”2 3,0 x 10” moL.L.", conforme apresentado nas Figuras 10c e

10d.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Caracterizagdo das Celuloses

Desordem e polidispersidade no comprimento das cadeias impedem a formagao de
cristais simples de celulose (WYMAN, 2005), sendo que pequenas variagdes na
conformagao ou no empacotamento das cadeias celulésicas dentro dos cristais levam a um
alto nimero de polimorfos cristalinos. A andlise por difracao de raios-X do péd das
celuloses mostra os picos relativos as regioes cristalinas e halos amorfos (Figura 11). Para o
calculo das respectivas areas, os difratogramas sofreram deconvolu¢ao, como mostra o
Anexo A.

Avicel, CC e EC (Figuras 11a, 11b e 11c) apresentaram planos de difragao 20
caracteristicos em 23° (002), 21° (021), 17° (10%) e 15° (101), que correspondem ao
alomorfo tipo I, a forma mais abundante ¢ um dos polimorfos conhecido como celulose
nativa. Apds o tratamento da Avicel com H,PO, (CP) e mercerizagio (MCC e MEC)
(Figuras 11a, 11b e 11d) os difratogramas apresentaram 20 em 22.5° (002), 20.5° (104),
12.5° (101), evidenciando alteragbes para o alomotfo tipo II, que ¢ comumente conhecido

como celulose regenerada.



=
&

(¢)

Intensidade (u.arb.)

Intensidade Relativa (cps)

2000 4

1500

1000+

Celulose Il

Celulose |

CP

Avicel

16004

14004

12004

10004

800

600

400+

200

Celulose |

2248

Angulo de Difragéo, 2 6 (graus)

®)

Intensidade (u.arb.)

(d)

Intensidade Relativa (cps)

Resultados e

Di

scussao |46

3000 4

2000 A
Celulose |

1000 4

Celulose Il

CcC

10

1400 -

1200

1000

800

600

400

200 !

20

30 40

26 (°)

Celulose 1l

Mol i

W

Angulo de Difragéo, 2 0 (degree)

Figura 11. Difratograma de raios-X obtido para: () Avicel, Avicel ap6s seu pré-tratamento com
EMIMACc (CIL), e Avicel ap6s seu pré-tratamento com HsPOy4 (CP); (b)) Celulose algodao (CC) e
algodao mercerizado (MCC); (¢) Celulose eucalipto (EC) e (4) eucalipto mercerizado (MEC).

No entanto, apés o pré-tratamento com liquido i6nico EMIMAc (CIL) (Figura

11a), houve uma sensivel diminuicao na intensidade dos picos correspondentes as regides

cristalinas, dificultando um pouco o processo de deconvoluc¢ao do difratograma.

Os indices de cristalinidade (), o grau de polimerizagao viscosimétrico (DP), e a

capilaridade (Cw) determinados para Avicel, CP, CIL, CC, MCC, EC e MEC estiao

apresentados na Tabela 3. Detalhes sobre os procedimentos utilizados para a obten¢ao dos

valores de Cw e DP para as amostras de celulose estio apresentados nos Anexos B e C,

respectivamente.
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Tabela 3. Caracteristicas das amostras de celulose.

Amostra Ic Dpr Cw (x 10° m’)

Avicel 0,69 + 0,03 302 £ 15 31+05
Cp 0,42 + 0,05 61+5 1,6 £0,2
CIL 0,47 + 0,03 226 + 8 7,5%10,8
CC 0,81 + 0,04 958 + 26 10+ 1

MCC 0,77 + 0,04 932 + 25 49+ 0,7
EC 0,74 + 0,05 1049 + 27 34+ 04

MEC 0,70 + 0,04 1022 + 28 1,0£0,3

Os pré-tratamentos da Avicel com H;PO, e LI levaram a uma reducdo substancial
(~40%) do valor do Ie. Ja o processo de mercerizagio nao causa diminui¢ao significativa do
I¢, se considerarmos os valores de desvio padrao. A mercerizagao provocou mudangas na
forma cristalina, de celulose I para II, mas nio causou a degradagdo significativa das
cadeias. A pequena diminuicilo de DP observada apds a mercerizacio deve-se
provavelmente a dissoluc¢ao de hemiceluloses presentes nas amostras nativas, ainda que em
pequena quantidade.

Ja a dissolugao em acido fosférico levou a uma drastica redugao (~80%) do DP,
evidenciando que este pré-tratamento cause degradagao da celulose Avicel, o que explica
em parte a grande perda de cristalinidade. O tratamento com EMIMAc também degradou
Avicel, pois o DP da CIL é ~ 75% do DP da Avicel. A degradacao de Avicel pelo acido
fosférico e EMIMAC certamente ¢ a causa para os baixos valores de I¢ observados para a
CP e CIL.

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) obtidas para as amostras de

celulose estao apresentadas nas Figuras 12, 13 ¢ 14.
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LEI 10kV  X5000 1um  WD7.9mm

¥
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LEI 1.0kV X300 V 10;(111_ WD 7.8mm
Fignra 12. Micrografias eletronicas de varredura obtidas para celulose Avicel: (z) sem pré-tratamento
com aumento x300; (b) com aumento x5.000; (¢) tratamento com H3PO4CP; (d) tratamento com
LI, CIL.

A celulose Avicel ¢ formada por fibras (Figura 12a), sendo que a superficie de uma
fibra individual revela a presen¢a de muitas fibrilas (Figura 12b). Apés o pré-tratamento
com 4cido fosférico, amostra CP, a estrutura fibrosa desapareceu (Figura 12¢), dando lugar
a uma estrutura de pé muito fino. A Figura 12d ilustra micrografias eletronicas de
varredura tipica obtida para CIL, ou seja, regenerada a partir de dissolucio em EMIMAc.
As fibras individuais observadas na Avicel (Figura 12a) parecem ter sido “desfeitas” em
fibras mais finas apés o tratamento com EMIMAc (Figura 12d), sofrendo uma drastica

modificacdo. Porém, estas fibras finas estdo distribuidas numa macroestrutura amorfa.
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Esta mudanga, no entanto, nao é apenas morfolégica, visto que o I¢ decresce de
0,09 para 0,47. Na literatura, entretanto, alguns autores afirmam que a dissolugao em LI
niao afeta a cristalinidade da celulose, mas acarreta em uma desfibrilacio do material,

gerando, consequentemente, um aumento na area superficial da celulose (WEI & CHENG,

2007).

/ f

Figura 13. Micograﬁas cletronicas de varredura obtidas para celulose CC: (a) sem pré—%fatamento
(aumento x400); e apds mercerizagdo, MCC, com dois aumentos: (4) x400, (¢) x5.000.

As micrografias das celuloses de algodio e eucalipto, nativas e mercerizadas,
apresentadas nas Figuras 13 e 14, mostram que a transformacio irreversivel, de celulose I
em celulose II, nio ocorre apenas no nivel cristalografico, mas também em um nfvel

morfologico, concordando com resultados da literatura (DINAND, 2002).
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[

Fzgz/r 74. Microgratias e

letronicas de varredura obtidas para celulose EC: (2) sem pré-tratamento
(aumento x400); e apés mercerizagdo, MEC, com dois aumentos: (b) x400, (¢) x5.000.

Através das micrografias observa-se que o processo de mercerizagiao, para ambas as
celuloses (Figuras 13b e 14b), reduz a espessura da fibra e remove os fragmentos da
superficie. Em uma ampliagao maior (x5.000) (Figuras 13c e 14c), observam-se orificios, ou
poros, contidos nas fibras de celulose de algodao e eucalipto mercerizadas, sendo que esta
ultima apresentou uma quantidade muito maior de poros. O tamanho e a distribuicao

destes orificios sao importantes para a penetracao do solvente na fibra da celulose.
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4.1.A — Caracterizagiao da CP: cdlenlo do pl

Sabe-se que no tratamento de celulose com acidos pode ocorrer a adsor¢ao da base
conjugada sobre a superficie das fibras. Um exemplo tipico ¢ a obtencao de nanowhiskers de
celulose a partir do tratamento de celulose com acido sulfurico (EICHHORN, 2010). As
whiskers de celulose carregam grupos sulfatos adsorvidos na superficie, gerando potencial
zeta de ~-15 mV (EICHHORN, 2011; CAPADONA, 2009). Considerando estes fatos,
suspeitou-se que a CP também poderia carregar grupos fosfatos adsorvidos na superficie.
Por isso, o ponto isoelétrico (pI) da amostra CP foi determinado por titulacdo
potenciométrica.

O método de titulacdo linear foi realizado, nos quais volumes constantes do
titulante (NaOH ou HCI) foram adicionados, e calculados de acordo com a Equagao 11.
Métodos de regressio nao-linear ja foram utilizados com sucesso na caracterizagio de
grupos funcionais titulaveis de proteinas (LIMA, 1999; MASINI, 1998). A Figura 15 mostra
as curvas de titulagdo potenciométrica obtidas para a amostra de celulose CP tituladas com

base (Figura 15a) e com acido (Figura 15b).
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Figura 15. Curvas de titulagdo potenciométrica experimental obtidas para a Avicel ou eletrélito de
fundo (KNOj 0,05 M) (preto) e para a amostra de CP (vermelho); (a) titulacio com NaOH 0,05 M;
(b) titulacio com HCI 0,02 M.
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A Avicel também foi analisada pela mesma metodologia, mas seus dados nao estao
apresentados, pois seu comportamento frente a titulagdo foi o mesmo apresentado pelo
branco, ou seja, pelo teste realizado na auséncia de uma amostra de celulose.

A Tigura 16 mostra a isoterma da capacidade de adsor¢do de prétons para a
amostra de CP. Valores positivos de QQ indicam que ha adsor¢ao de protons, enquanto que

valores negativos de Q representam liberacdo de préotons.
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Figura 16. Isoterma da quantidade de protons linrados ou adsorvidos obtida para a amostra CP, a
(24 + 1)°C.

O pH no qual a quantidade de prétons consumida ou liberada (Q) é zero define o
pl e significa que, neste ponto, ha um equilibrio entre a adsorg¢ao e a liberagiao de proétons
(n3o ha excesso de cargas negativas ou positivas). Dessa maneira, o valor obtido para o pl
da CP ¢ 5,37 (Figura 16).

Considerando que o acido fosférico ¢ um acido triprético, com pKa, = 2,15, pKa,
= 7,1, e pKa; = 12,4 (ATKINS, 2008), o pI da CP em 5,3 indica que provavelmente haja
grupos H,PO, e HPO,” adsorvidos na superficie da celulose. Anilise de ICP-AES (Perkin
Elmer) quantificando fésforo na amostra de CP resultou em uma quantidade de (314 * 5)

mg de foésforo/kg de CP presente na amostra, o que corrobora os resultados calculados do
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pl. Esta caracteristica da CP serd novamente discutida na apresentagao das atividades

enzimaticas na se¢ao 4.4, possuindo um papel determinante.

4.2 — Filmes Finos de Enzimas
4.2.A — Adsorgao das enzimas celulase

O fenémeno da adsor¢iao pode ser definido como sendo a ligagao de particulas (ou
moléculas) a uma superficie (ATKINS, 2008). A adsor¢ao resulta das forcas de interacdo
entre o adsorbato e o substrato. Estas for¢as podem variar em magnitude, desde as fracas
interagoes do tipo de van der Waals (adsorcao fisica ou fisissorcao) até as fortes ligagcdes
covalentes (adsor¢ao quimica ou guimissorgao).

Especialmente no caso de adsor¢do de proteinas sobre substratos sélidos, os
principais fatores que afetam este processo sao as caracteristicas de proteina (pl,
conformacao), for¢a ionica e pH do meio e caracteristicas quimicas e fisicas (topografia) de
superficie. A maioria dos processos de adsor¢dao tem sido tratada termodinamicamente em
termos das isotermas de Langmuir (LANGMUIR, 1918). O principio de Langmuir se
baseia em trés hipoteses: (i) a adsor¢ao ndo excede uma monocamada, (ii) todos os sitios de
adsor¢ao sao equivalentes e a superficie do substratos ¢ uniforme (perfeitamente plana em
escala microscopica), (iii) uma molécula do adsorbato pode interagir somente com um sitio
de adsor¢io e (iv) ha equilibrio dinamico entre as moléculas adsorvidas e as livres em
solucio.

A adsorcao espontanea de proteinas sobre substratos solidos pode ser dirigida por
ganho entilpico e/ou ganho entrépico. O ganho entilpico pode provir de interagdes
favoraveis (ligagoes de hidrogénio, eletrostatica, hidrofdbicas) entre os residuos das
proteinas e a superficie. O ganho entrépico geralmente decorre de mudangas

conformacionais que a macromolécula pode sofrer ao adsorver, liberando agua de
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hidratacio ou contra-fons. Tais mudancas conformacionais levam a desnaturacio das
proteinas (NORDE & LYKLEMA, 1991).

A imobilizagio das enzimas celulase sobre substratos solidos foi proposta como
uma solugao para permitir a reutilizagdo das mesmas sem perda de atividade, ja que o uso
de enzimas livres gera uma grande instabilidade, além de ndo ser passivel de regeneragiao —
0 que traz um custo muito alto. Com a imobilizacio das enzimas, torna-se possivel a
reutilizagdo, o que é mais vantajoso do ponto de vista econdémico, além de uma maior
estabilidade, com faixas de trabalho mais amplas de pH e temperatura, com menor
susceptibilidade a influéncia de inibidores (CHIBATA, 1978).

A imobilizacdo da celulase em substratos de Si/SiO, segue os padroes ja definidos
em trabalhos anteriores (TEBEKA, 2009), sendo que o comportamento de adsor¢io da
celulase de T. reesez sobre laminas de Si foi acompanhado por meio de elipsometria e AFM.
A maior eficiéncia na adsor¢ao das enzimas encontra-se a 60°C com um periodo de

incubagao de 60 minutos. A topografia foi analisada e monitorada por AFM, como mostra

a Figura 17.

Fignra 17. Imagéns topograficas de AFM no modo intermitente obtidas da celulase T. reesei
adsorvida sobre liminas de Si. (@) Area de varredura 5,0 um x 5,0 pm, com g = 8,0 nm. (5) Area de
varredura 1,0 um x 1,0 um, com g = 20,0 nm.
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A espessura média da camada de celulase adsorvida foi calculada como sendo (6,1
+ 0,8) nm. As imagens de AFM mostram os filmes relativamente rugosos, com uma
rugosidade média quadratica (rms) de (2,3 £ 0,2) nm, e quantidade de enzimas adsorvidas
de I' ~ (7,9 £ 0,7) mg.m'z, o que esta de acordo com trabalhos anteriores (TEBEKA,
2009). Considerando que as laminas de Si, antes da imobilizagdo, apresentam uma
rugosidade média de (0,09 * 0,01) nm para uma area semelhante de verificacio, nenhuma
influéncia da rugosidade do Si era esperada nas imagens de AFM da celulase.

A imobilizacio de celulase sobre superficies hidrofilicas deve proporcionar um
ambiente altamente hidratado, que ajuda a preservar a estrutura secundaria do complexo
enzimatico de celulases e favorece a agao sinérgica das celobiohidrolases, endoglucanases e
B-glucosidase. Interagdes entre celulase e filmes de celulose ja foram estudadas por meio de
microbalanca de cristal de quartzo (TURON, 2008). Foi observado que, conforme as
moléculas de celulase se ligam ao filme, este se torna mais espesso e hidratado; apenas
depois as endoglucanases comegam a cortar as cadeias de celulose de forma aleatoria,
criando novos terminais de cadeia. Nesse momento, o filme de celulose torna-se mais
hidratado e macio. A agua de hidratagao presa as laminas de Si é o que parece manter a

estrutura nativa de muitas enzimas, evitando a desnaturagao depois da adsorgao.

4.2.B — Ensaios de adsorcao das enzgimas endoglucanases

A espessura média determinada para camadas de endoglucanases (EGB), adsorvidas
por 24 horas sobre laminas de Si a 40°C foi de (2,1 * 0,3) nm. As imagens topograficas
correspondentes estao apresentadas na Figura 18. A Figura 18b tem imagens de ponta, ou
de algo que aderiu a ponta, como artefatos. F muito provavel que tais artefatos ocorreram

devido a interagoes entre a superficie e a ponta do AFM. Esta ¢ outra evidéncia da atragao
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de endoglucanases por superficies hidrofilicas a base de Si. O material da ponta do AFM ¢

Si;N,, o qual apresenta boa molhabilidade por agua.
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Fignra 18. Imagens topograficas de AFM no modo intermitente obtidas das endoglucanases de X.
campestris adsorvidas em laminas de Si: (@) Area de varredura 5,0 pm x 5,0 pm, com z = 25,0 nm; (b)
Area de varredura 1,0 pm x 1,0 pm, com g = 20,0 nm; (¢) e (d) se referem aos cross sections
correspondentes das imagens em (a) e (b), respectivamente, cujas alturas representadas no eixo y

estao em nm.
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Endoglucanases formam filmes que cobriram completamente a superficie do silicio.
Nota-se nas Figuras 18a e 18b que a 40°C as laminas de Si foram completamente
recobertas por endoglucanases com I' maximo de (2,2 + 0,2) mg.m?. Os valores de T,
entretanto, diminuiram com o aumento da temperatura. Mesmo para tempos maiores de
adsor¢ao (48 h ou 72 h), se observou diminui¢ao de I' com o aumento de temperatura.

A Figura 19a mostra o efeito da temperatura na quantidade de endoglucanases

adsorvidas (concentracao do bulk de 90% m/v, com tempos de adsorcao de 24 h) sobre
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laminas de Si/SiO,. O comportamento foi analisado através da equacio de Arrhenius na
faixa de temperatura estudada, a 30°C, 40°C, 50°C e 60°C. A fim de se estimar a energia de
adsor¢ao, os dados foram tratados como tipicos de um grafico de Arrhenius, conforme
mostra na Figura 19b. Através da equacdo linearizada foi possivel encontrar o valor da

energia de adsor¢ao para o processo, E,.

_E
I'= A.e RT 17)

hT=IhA- E,
RT

(18)
onde I"¢é quantidade de material adsorvido; A ¢é o fator de freqiiéncia, uma constante pré-
exponencial (que depende, entre outros, da area de contato); I£, a energia de ativacao; T a

temperatura em Kelvin; e R a constante universal dos gases.
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Fignra 19. (a) Quantidade de EGB adsorvida (I') (estimada teoricamente utilizando uma area de 6
cm? e densidade dos filmes de 1,37 g/cm?) em funcio da temperatura (T) sobte laminas de Si; (b)
grafico de Arrhenius obtido a partir da linearizacdo de (a), linha vermelha corresponde a uma ajuste
linear com declive = 3634,56 K. O tempo de adsor¢io foi mantido constante em 24 h para todos os
experimentos.

A partir do ajuste linear, a energia de ativacao (E,) pode ser estimada em -30,2

kJ/mol. Este valor negativo indica que o aumento de temperatura desfavorece a adsor¢ao

de EGBs sobre supetficies de Si/SiO,.
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4.3 — Avaliagdo do Pré-tratamento com EGBs Imobilizadas e Hidrolise

As endoglucanases hidrolisam as cadeias de celulose de modo aleatério. O sitio
ativo das endoglucanases possui a forma de uma chave, possibilitando a a¢do da enzima ao
longo da cadeia de celulose e reduzindo seu grau de polimeriza¢ao de maneira consideravel.
As regides de menor organizagao estrutural sio mais facilmente atacadas, pois possuem
cadeias que nio estdo envolvidas em interacées de hidrogénio intermoleculares tio fortes
quanto as que ocorrem nas regioes cristalinas, levando, conseqiientemente, a uma maior

exposicao das ligacGes glicosidicas internas das cadeias de celulose.

4.3.A — Pré-tratamento com EGBs imobilizadas

A fim de verificar a atividade das endoglucanases adsorvidas nas diferentes
temperaturas, celulose Avicel foi colocada em contato com os filmes das enzimas. As
amostras resultantes foram analisadas através de viscosimetria capilar, um método indireto
escolhido para verificar a atividade das endoglucanases, enzimas que clivam
randomicamente liga¢oes internas da celulose, gerando uma despolimerizacao rapida do
substrato.

Tabela 4. Viscosidades reduzidas (ns/C) obtidas para amostras de celulose Avicel apds o pré-
tratamento com endoglucanase adsorvida em diferentes temperaturas.

Temperatura de Tempo de escoamento 7,/ C
adsorg¢io ) (L/2)
30°C 2423 +0,2 312+1

40°C 223,0+0,1 267+ 1

50°C 2323 +0,2 288 + 1

60°C 2475+ 0,4 3242

Pela Tabela 4 é possivel observar que o menor valor de viscosidade reduzida e,
portanto, seu grau de polimerizagdo foi aquele obtido a partir dos experimentos de

endoglucanases adsorvidas realizados a 40°C. Tal resultado é condizente com os dados
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obtidos na formacao dos filmes de enzimas, no qual o valor maximo de adsor¢ao ocorreu
também a 40°C.

Um experimento de controle foi realizado com as enzimas endoglucanases na
forme livre, a fim de verificar se a adsor¢do das endoglucanase mudangas conformacionais.
Os resultados apresentados na Tabela 5 mostraram que as EGBs livres e as adsorvidas
diminuiram os valores de viscosidade reduzida da Avicel em 26% e 15% respectivamente,

evidenciando que o processo de adsor¢ao leva a certo grau de desnaturacao das EGBs.

Tabela 5. Viscosidades reduzidas (ny/C) obtidas para Avicel, antes e apds o pré-tratamento com
endoglucanase livre e adsorvida (experimento de adsorgio realizado a 40°C, hidrélise a 60°C).

75/ C

Celuloses Tempo (s) (L/2)

Avicel 256,21+ 0,1 343 £1
Avicel (tratada com EGB livre) 198,2+0,2 253 +1
Avicel-EGB (tratada com EGB imobilizada) 2284+ 0,1 289 + 1

4.3.B — Hidrdlise enzimatica da avicel tratada com EGB imobilizada

A celulose Awpicel-EGB citada refere-se a celulose caracterizada no item 4.3.A, ou
seja, apos sua hidrélise com endoglucanases imobilizadas, como uma forma de pré-
tratamento.

A idéia deste pré-tratamento enzimatico era analisar, além da prépria atividade das
endoglucanases, se uma exposi¢ao prolongada as enzimas que clivam as ligagcdes internas da
cadeia de celulose geraria um resultado aprimorado em relacdo a hidrélise sem esta etapa.

A Figura 20 mostra que a utilizagio de endoglucanases imobilizadas nio aumentou
a conversao de celulose a glicose de forma significativa, pois as taxas de conversiao sao

similares se seus respectivos erros forem considerados.



Resultados e Discussédo |60

2,0

I Adsorvida
[ JlLivre

1,64

1,24

0,8

Conversao (%)

04

0,0

Avicel Avicel-EG

Fignra 20. Taxas de conversdo de celulose em glicose obtida para hidrélise da Avicel, antes e apos
pré-tratamento com EGB imobilizada, utilizando celulase livre (4,1.104 mg/mL) ou imobilizada em
Si (2,7.104 mg/m?).

Frente a esse resultado, podemos tecer algumas consideragoes:

(i) o substrato utilizado (celulose Avicel) talvez nao seja ideal para estas
endoglucanases, por ter um I¢ elevado. Talvez as atividades sejam maiores se o
substrato for CMC, que geralmente ¢ utilizada como ensaio padrao para as EGBs;

(i) a exposi¢do prévia da Avicel as enzimas endoglucanases imobilizadas auxiliou,
ainda que pouco, apenas no desempenho da hidrélise com enzimas adsorvidas e
(i)  a adsor¢io das endoglucanases nas laminas de Si/SiO, causa uma desnaturagio

parcial das enzimas.

Na consideragao (i), a literatura (MEDVE, 1997; GHOSE, 1987) reporta que estas
enzimas hidrolisam majoritariamente a celulose amorfa e celuloses modificadas
quimicamente (soltveis), como carboximetilcelulose (CMC) e hidroxietilcelulose (HEC).
Celulose cristalina e o algodao, ambos os substratos com elevado grau de cristalinidade, sao
menos hidrolisados devido ao maior grau de organizacao molecular que apresentam.

Com relagdo a consideracao (iii), se as endoglucanases sofrerem mudangas
conformacionais ao adsorver, o aumento de entropia associado a liberacio das moléculas

de agua que antes hidratavam segmentos da macromolécula livre em solu¢iao, aumenta o
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grau de liberdade translacional das moléculas de agua, promovendo, assim, o ganho

entrépico para todo o sistema (LYKLEMA, 19906).

4.4 — Hidrolise com Enzimas Livres e Imobilizadas

Considerando que todos os grupos hemiacetais terminais na celulose sao capazes de
reduzir o DNS a ANS, para cada amostra um experimento de controle foi realizado, no
qual a formagao de ANS foi medida na auséncia de enzimas. Este controle é importante
para avaliar a contribui¢ao de cada grupo terminal de cada tipo de amostra na redugio do
DNS a ANS, ja que, ap6s hidrolise, o DNS ¢ reduzido por glicose, celobiose e qualquer
oligbmero redutor soluvel presente no sobrenadante. Como esperado, entre todas as
amostras de celulose, CP foi a unica capaz de reduzir uma quantidade significativa de DNS
a ANS, pois apresenta o menor DP e, portanto, a maior concentragao de grupos terminais
hemiacetal. Portanto, para todas as determina¢oes da concentracao de glicose, decorrentes
da hidrolise enzimatica, foram subtraidos os valores de conversio 2 ANS determinados nos
experimentos de controle.

Tabela 6. Taxas de conversdo de celulose em glicose obtidas para a hidrélise das diferentes celuloses
utilizando celulase livre ou imobilizada.

Conversio (glicose formada/grama de celulose) (%)

Celulose Adsorvida sobre Si Livre
(2,7.10° mg/m?) (4,1.10° mg/mL)
Avicel 0,7%0,2 1,1+0,4
CcP 1,2+ 0,5 1,0+ 0,7
CIL 1,3+ 0,6 0,8 +0,4
cC 1,2+ 0,3 6,5+0,9
MCC 1,7+0,3 4,8+0,7
EC 2,3+0,1 3,0+£0,2
MEC 3,410, 2,3+0,4

As conversoes de celulose a glicose estao apresentadas na Tabela 6 e na Figura 20.

Deve-se notar que as baixas taxas de conversio foram obtidas utilizando uma pequena
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quantidade de celulase (0,43 mg) por 1,0 grama de celulose. Os procedimentos padroes

recomendam 20 mg de celulase por grama de celulose (~ 50 vezes maior).
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Fignra 21. Taxas de conversdo de celulose em glicose obtida para hidrélise de diferentes celuloses,
antes e apds pré-tratamento, utilizando celulase livre (4,1.104 mg/mL) ou adsorvida sobre Si
(2,7.10* mg/m?).

Na presenca de celulase livre e adsorvida, as amostras Avicel, CP e CIL
converteram quantidades similares e pequenas de glicose, apesar da CP e CIL serem menos
cristalinas do que Avicel. Este resultado foi surpreendente porque, em geral, amostras
menos cristalinas sao mais passiveis de hidrdlise enzimatica, pois sao mais reativas e
acessiveis (HALL, 2010; BERTRAN & DALE, 1980).

No caso da CP, a primeira hipdtese para explicar esse comportamento inesperado
seria a presencga de grupos fosfatados ligados a superficie da CP, o que impediria as enzimas
celulase de se aproximarem devido a repulsio eletrostatica. O pl de CP (pH em que Q ¢
igual a zero) foi determinado na se¢ao 4.1.A como sendo 5,3, indicando que a Avicel, apos
pré-tratamento com 4acido fosfoérico, grupos fosfato adsorveram sobre a superficie de
celulose, mesmo apos lavagens exaustivas e didlise. A hidrélise enzimatica ocorre em pH
4,6 (tampao acetato), onde ~ 5 umol de fosfato por grama de CP é esperado que esteja

protonada (ver Figura 16). Como o DP da CP é 61, a massa molar média de CP ¢é 9.882

g/mol. Em 1,0 g de CP hd ~ 1 x 10" mols de CP. Portanto, em pH 4,6 a relacio entre o
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namero de mols de CP e grupos fosfatos protonados é de 100:5. Considerando que a etapa
de adsor¢dao da celulase e hidrolise representada na Figura 5 é aleatoria, pode ser que a
presenca de 5% de fosfatos protonados seja suficiente para repelir a celulase ou alterar seu
mecanismo de hidrolise. Assim, a presenca de acido fosférico na superficie da CP, reduz a
acessibilidade da enzima (no caso da imobilizada) e da adsor¢ao de celulases na superficie
CP (no caso da livre).

No caso da CIL, nao apenas nio houve favorecimento da hidrélise, como também
houve uma reducio do rendimento na hidrélise com a enzima livre. E possivel que
moléculas de EMIMAc ainda tenham permanecido fortemente adsorvidas sobre as
moléculas de celulose, apesar das lavagens exaustivas com solu¢ao de NaCl, agua destilada

e dialise, causando desnaturagao parcial da celulase.

—— Solv Agua (100%)
-20 4 —— Solv Agua/Ll (95:5)
— Solv LI (100%)

200 210 220 230 240 250 260
A (nm)
Figura 22. Espectros de dicrofsmo circular do complexo enzimatico celulase em 4gua, e em
propor¢des de EMIMAc na solugdo. Propor¢es dadas em v/v.
A Figura 21 mostra os espectros de dicroismo circular (CD) obtidos para celulase
de T. reesei em dgua, em EMIMACc puro e na mistura de EMIMAc e agua (95%/5% v/v).

Nota-se que a banda em 216 nm, caracteristica de a-hélices da estrutura nativa da celulase,

desaparece na presenca do liquido i6nico mesmo em misturas contendo somente 5% de

EMIMAc, indicando a desnaturagdo da enzima. A literatura (TURNER, 2003) reporta
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estudos sobre a hidrélise enzimatica de celulose em alguns liquidos i6nicos, mostrando uma
perda da atividade enzimatica da celulase em BMIMCI. A inibi¢ao da celulase acontece pela
alta for¢a i6nica, a qual provoca desnaturagao e inativacao das enzimas.

Os maiores valores de conversao foram observados para as celuloses CC, MCC, EC
e MEC as quais apresentam graus de polimerizagao e indices de cristalinidade muito
similares. Os unicos parametros que diferem uma amostra de outra sdo os valores de
constantes de capilaridade, Cw (Tabela 7) e os poros, mostrado nas imagens de MEV
(Figuras 13c e 14c). As taxas de conversao obtidas com celulase livre apresentaram

correlagao linear com os valores de Cw, como mostra a Figura 23.

Tabela 7. Constantes de capilaridade (Cp) obtidas para as amostras de celulose.

Amostra Cw (x 10° m?’)

Avicel 3,1+05
CP 1,6 £ 0,2
CIL 7,5%10,8
CC 101

MCC 49+ 0,7
EC 34+ 04

MEC 1,0+ 0,3

Considerando que Cw depende apenas da geometria do poro e que a presenca de
poros nas fibras influencia no rendimento hidrolitico, estando diretamente ligada ao
intumescimento do polimero que favorece a hidrélise com enzimas livres, esta correlagao
linear é bastante coerente. Portanto, quanto maior o valor da constante de capilaridade,
maior é a molhabilidade e mais favorecidas sio a adsor¢io das enzimas sobre a celulose e a
hidrélise enzimatica. Assim, a difusio das proteinas em dire¢do a celulose pode ser
facilitada devido a presenca de agua de hidratacio na superficie insoluvel da celulose.
Seguindo esse raciocinio, uma vez adsorvida na superficie, um mecanismo de hidrélise no

qual a enzima possua um CBM (como todas as EGBs e CBHs — a exce¢ao de uma — do
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complexo enzimatico celulase da T. reeses), conhecido como mecanismo processivo, setia

mais rapido do que um mecanismo que exija deixar o substrato para, posteriormente, re-

penetrar as camadas de hidratagaio (WYMAN, 2005).
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Fignra 23. Correlacao entre os dados de capilaridade (Cw) de cada amostra de celulose, com seus
respectivos valores de conversdo a glicose, ap6s a hidrélise com celulase livre.
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Figura 24. Correlagio entre os dados de capilaridade (Cw) de cada amostra de celulose, com seus

respectivos valores de conversdo a glicose, apds a hidrolise com celulase imobilizada sobre laminas
de Si.
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No caso da celulase imobilizada, a correlacio entre a taxa de conversio e Cw
aparece invertida. Uma possivel explicacao é a perda do grau de liberdade do complexo
enzimatico quando adsorvido. Na pratica, o contrario da hidrélise com enzimas livres
ocorre, pois ¢ a fibra que tem que adsorver sobre a celulase para que a hidrélise ocorra. Por

isso, para obter rendimentos altos, a area de contato entre a fibra e a celulase imobilizada
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tem que ser muito grande. Porém, se capilaridade for muito alta, a camada de agua de
hidratacio pode ter efeito de “blindagem”, reduzindo o contato efetivo entre os sitios
ativos e as fibras.

Simula¢oes mecanisticas moleculares foram utilizadas para modelar a estruturagao
da agua adjacente a duas diferentes faces da celulose I8 monoclinica e microcristalina
(MATTHEWS, 20006). Fortes localizagdes da agua adjacente foram encontradas por
moléculas na primeira camada de hidratacio, devido tanto a ligacSes de hidrogénio das
hidroxilas das moléculas de carboidratos, como também a hidratacio hidrofébica das
regides extensivas de superficies hidrofébicas resultantes dos atomos de hidrogénio
alifaticos axiais do “topo” das unidades de monomeros de glicose. As camadas altamente
estruturadas de dgua podem apresentar uma barreira substancial a aproximagao da celulase
em direcao a superficie (100) na hidrdlise catalisada por enzimas, contribuindo para as taxas
lentas de hidrélise observadas experimentalmente. De modo oposto, a face (110) induz
muito menos estruturagdo e, logo, pode ser mais facilmente aproximada, resultando em
altas taxas de hidrolise nesta face.

De maneira geral, existem varios fatores relacionados com o substrato que podem
influenciar a conversio na hidrélise enzimatica da celulose, tais como area superficial,
porosidade, cristalinidade, grau de polimerizacao e adsor¢ao, tanto da enzima quanto do
substrato. A partir dos resultados obtidos no presente estudo, ¢ logico afirmar que, para a
quantidade de enzima utilizada, o grau de polimerizagdo teve pouco ou nenhum efeito
sobre as hidrélises. Ja para os outros quatro parametros, temos uma relacio complexa, que
nos leva a questionar o papel da adsor¢ao e da cristalinidade nos rendimentos hidroliticos.

Em baixos indices de cristalinidade, as enzimas presentes estariam mais ativas na
mesma concentraciao total, devido a estrutura mais aberta da celulose, resultando numa
maior area superficial. Tal acessibilidade foi sugerida como um fator importante que afeta a

hidrélise enzimatica (HONG, 2007) e o seu aumento em menor grau de cristalinidade foi
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proposto como uma razio para a maior digestibilidade (MOXLEY, 2008), sendo o
resultado de uma causa dinamica independente da fase de adsor¢do e diretamente
relacionado a concentragdo da enzima. Entretanto, grupos carregados na superficie da
celulose e sais residuais em sua estrutura influenciam negativamente no rendimento,
quando lidamos com baixas concentra¢des de enzima, sendo que nem sua grande area
superficial foi capaz de melhorar os rendimentos.

Melhorar o acesso da enzima a indices maiores de cristalinidade é muito limitado. A
superficie interna da celulose cristalina é pouco acessivel as enzimas, levando a uma baixa
adsor¢ao das mesmas. Superficies acessiveis tem sido objeto de numerosos estudos (ZHU,
2008), mas, tendo em conta os resultados obtidos no presente estudo, este nao parece ser o
unico parametro critico com relagao a conversao de hidrolise. Para amostras com DP e
indice de cristalinidade semelhantes, uma correlacao linear crescente com a constante de
capilaridade, Cw, foi observada, mostrando que a geometria dos poros e a agua de
hidratagao do material celulésico tém também um papel determinante na acessibilidade da
celulase.

No caso das celulases imobilizadas para todas as amostras de celulose desse estudo,
a correlagdo entre o rendimento de conversao a glicose e Cw foi decrescente, evidenciando
que o mecanismo de agdo neste caso ¢ muito mais complexo e que sdo as fibras que tem
que acessar o sitio catalitico da enzima imobilizada. Se as fibras estiverem muito hidratadas,
a camada de 4gua de hidratacio pode vir a ser um impedimento estérico para que a

adsor¢iao ocorra, diminuindo as conversoes obtidas.
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4.5 — Avaliagées de Reuso das Enzimas Imobilizadas

A celulase imobilizada apresentou niveis de atividade catalitica que variaram em
funcdo do substrato utilizado, com perda em relacdo ao nivel original da enzima livre de
cerca ~80% ou aumento de até ~20%. Entretanto, seu uso provou ser vantajoso, pois os
wafers com celulase imobilizada puderam ser reutilizados, como mostra a Tabela 8. Todos

os dados de reuso sao referentes a hidrolise frente ao substrato de celulose Avicel.

Tabela 8. Dados de reuso das placas de silicio com celulase imobilizada.

Reuso Atividade (%)*
1° 0,8 £0,2
2° 0,8+ 0,2
3° 0,8+ 0,1
4° 0,7+ 0,1
5° 0,7%0,2
6° 0,6 £ 0,1

* dados de atividade referem-se a conversio de celulose Avicel em
glicose (% m/m) apés a hidroélise.

Em comparagio com amostras recém-preparadas, atividade catalitica diminuiu
cerca de ~25% em relagdo ao primeiro uso, mas o nivel de atividade enzimatica
permaneceu constante, mesmo apos cinco utilizagdes sucessivas. A perda de atividade em
~25% pode ser explicada pela dessorcao de celulase durante o teste catalitico, ou mesmo
pela deposi¢ao da celulose nas laminas contendo a enzima, o que reduziria a atividade. A
espessura média da celulase adsorvida, acompanhada por medidas elipsométricas, nao
sofreu alteragdo significativa (menos que 10% do valor original) apds os seis ciclos
cataliticos, o que descarta a hipétese de dessorcao. O sétimo uso mostrou um nivel de
atividade muito baixo para fins praticos.

A possibilidade de reuso também foi analisado para as amostras de endoglucanases

imobilizadas em silicio, conforme apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9. Dados de reuso das placas de silicio com endoglucanase imobilizada.

Tempo de Viscosidade

Reuso b . b

escoamento (s) relativa (v,.)
Avicel 256,2 £ 0,1 2,37
1° 2284 £ 0,1 2,11
2° 2291+ 0,1 2,12
3° 230,4 £ 0,1 2,12
4° 234,5 £ 0,1 2,17

b dados de atividade foram analisados indiretamente através da medida do tempo
de escoamento (viscosidades) da celulose Avicel resultante, apds a hidrélise.

Em comparacio com amostras recém-preparadas, atividade catalitica diminuiu
cerca de ~20% em relagdo ao primeiro uso, mas as endoglucanase imobilizadas puderam
ser reutilizadas por quatro vezes consecutivas. O quinto uso se comportou como no caso

de celulases imobilizadas, com um nivel de atividade muito baixo para fins praticos.



Conclusao |70

5 CONCLUSOES

Celulase imobilizada para hidrdlise de celulose microcristalina Avicel apresentou
desempenho semelhante ao da livre e é vantajosa porque pode ser reutilizada por seis vezes
consecutivas com apenas ~20% de perda do seu nivel de atividade original, reduzindo
custos. Este efeito foi atribuido a hidratacdo da superficie, que previne a desnaturagdo da
enzima.

Ja as endoglucanases imobilizadas apresentaram desempenho inferior ao da enzima
livre, mas seu uso ¢ vantajoso pois pode ser reutilizada por até quatro vezes, com perda de
~25% de atividade catalitica com relagdo ao primeiro uso.

O pré-tratamento com EMIMACc reduziu a cristalinidade da celulose, mas sua forte
adesdo sobre a celulose prejudicou a agdo enzimatica; efeito mais pronunciado quando se
utilizou as enzimas na forma livre.

Ja o pré-tratamento com H,PO, degradou e diminui drasticamente a cristalinidade
da celulose original além de promover a adsorcio de grupos fosfato na superficie da
celulose, impedindo a enzima de se aproximar e diminuindo o rendimento enzimatico.

A hidrélise com as endoglucanases, imobilizadas na forma de uma etapa de pré-
tratamento, nao gerou resultados satisfatorios para o substrato analisado (celulose Avicel),

provavelmente pelo alto indice de cristalinidade da celulose Avicel.
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As taxas de conversio de celulose a glicose pela acdo da celulase livre nao
apresentaram correlagdo com o indice de cristalinidade nem com o DP, mas apresentaram
correlagao linear crescente com a constante de capilaridade, Cw. Este resultado mostra que
a geometria dos poros do material celuldsico tem papel determinante na acessibilidade da
celulase.

No caso das celulases imobilizadas, a correlacio entre conversao e Cw foi
decrescente, evidenciando que o mecanismo neste caso é muito mais complexo e que sio
as fibras que tem que acessar o sitio catalitico da enzima imobilizada. Se as fibras estiverem
muito hidratadas, a camada de agua de hidratacao pode vir a ser um impedimento estérico

para que a adsor¢ao ocorra.
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Anexo A — Difratogramas de raios-X com deconvolugio dos picos
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Figura A.1. Difratogramas de raios-X com a deconvolucdo de picos, utilizada no céalculo do indice
de cristalinidade (I¢): (a) Avicel; (b) CP; e (¢) CIL.
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Fignra A.2. Difratogramas de raios-X com a deconvolugdo de picos, utilizada no calculo do indice

de cristalinidade (Ic): (2) CC; e (b)) MCC.
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Anexo B — Determinac¢io do Cw

A Figura abaixo apresenta uma curva tipica obtida para as amostra de celulose, com
as constantes de capilaridade (Cw) obtidas pelo método de Washburn. Os valores de massa
foram primeiramente normalizados com o valor maximo de massa obtido (#/,,) para s6
entao os valores normalizados serem elevados ao quadrado, conforme apresentado na
Figura A.4.

A inclinagio de (#/m,, )’ em funcio do tempo foi utilizada para a determinagio de

Cw, através da Equagdo 11.
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Figura A.4. Curvas tipicas do ganho de massa para as diferentes amostras de celuloses, apds a
subtracio da medida de controle do cilindro. Elas mostram o aumento de massa, devido a
capilaridade, em func¢do do tempo.
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Anexo C - Grificos de Huggins

Apresentagao dos graficos de Huggins utilizados para determinagio do DP das

amostras de celulose em solu¢des de CUEN:H,O a 25°C, por teste de viscosimetria capilar.
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Fignra A.5. Determinagdo da viscosidade intrinseca das celuloses CP e CIL em solucbes de
CUEN:H;0, a (25,0 £ 0,5)°C, onde 7 é a viscosidade relativa.
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Fignra A.6. Determinacio da viscosidade intrinseca da celulose Avicel em solugdes de CUEN:H-2O,
a (25,0 £ 0,5)°C, onde ngp € 7wl sd0, tespectivamente, a viscosidade especifica ¢ a viscosidade

relativa.
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Anexo D — Teste de Atividade do Vermelho-Congo

Apresentagdo da imagem obtida das placas coradas com vermelho-congo, apés o
teste de atividade. Neste teste, o quanto as enzimas degradaram a CMC presente no agar é
medido através do tamanho do halo formado (WOOD, 1982), onde a atividade encontra-

se tabelada. O halo obtido para as endoglucanases purificadas rendeu uma atividade de

94%.

Figura A.7. Foto tirada das placas obtidas do teste de vermelho-congo, para medir a atividade do
sobrenadante de EGBs.
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