Universidade de Brasilia - UnB

Xilanases produzidas porAspergillusterreus:

Caracterizacao, degradacao de biomassa lignoceluiés e

efeito de compostos fendlicos

Leonora Rios de Souza Moreira

Orientador: Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho



Universidade de Brasilia — UnB

Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Biologia Celular
Pos-Graduacao em Biologia Molecular

Xilanases produzidas porAspergillusterreus:

Caracterizacao, degradacao de biomassa lignoceluiés e

efeito de compostos fendlicos

Leonora Rios de Souza Moreira

Orientador: Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho

Tese apresentada ao Programa de Pés
Graduacao em Biologia Molecular da
Universidade de Brasilia como parte dos
requisitos para a obtencao do titulo de Doutor.

Brasilia, Agosto de 2013



ii
Xilanases produzidas porAspergillusterreus: Caracterizacao,

degradacéo de biomassa lignocelulésica e efeito@mnpostos fendlicos

Leonora Rios de Souza Moreira

Banca examinadora:

v' Profa. Dra. Maria de Lourdes Teixeira de Moraes Pakteli - USP
v Profa. Dra. Nadia Skorupa Parachin - UnB

v Prof. Dr. Carlos André Ornelas Ricart - UnB

v Prof. Dr. Marcio José Pocas Fonseca - UnB

v" Profa. Dra. Eliane Ferreira Noronha - UnB

Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho - Orientador

Brasilia, Agosto de 2013



“A mente que se abre a uma nova ideia

jamais voltara ao seu tamanho original”

Albert Einstein



Agradecimentos

A Deus

“Que nos deu o dom da vida, nos presenteou commdébe, nos abencoou com
inteligéncia e nos deu a graca de lutarmos pacm@uista das nossas realizacées” (Ruy

Barbosa).

Ao meu orientador, Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Fea&ilho por ter me recebido e me
incentivado desde o inicio da minha vida acadénice.toda paciéncia, dedicacao e
apoio durante muitos anos de convivéncia. Por tadanversas — académicas ou hao
— que contribuiram muito para todos os aspectawidha formacdo. Mais do que um

orientador, € um grande amigo.

Ao Prof. Dr. Carlos André Ornelas Ricart pela inreeagida no desenvolvimento desta

tese, por toda paciéncia, amizade e inUmeros eneimas;

Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Félix por toda paci@nei disponibilidade, por todos os

ensinamentos e sugestdes, sempre com muito carinho;

A Profa. Dra. Lourdes Isabel Velho do Amalfial memorian” pelos poucos momentos,

mas de muito aprendizado;

A Prof2, Dra. Eliane Noronha pela disponibilidadatencdo na resolucdo de ddvidas

gue surgiram em varios momentos ao longo dessas ano
Ao Prof. Dr. Marcio Pocas pelas criticas e sugestieelongo deste trabalho;

Ao Dr. Luciano Paulino Silva pelo auxilio com miscopia de forca atbmica;



Vi

Ao Dr. Clévis Oliveira Silva por me dar total acesso seu laboratério durante o

periodo de experimentos com o HPLC;

Ao Prof. Dr. Francides Gomes da Silva Junior petatiteza no fornecimento das

amostras de polpas de celulose;

Ao Dr. Edgardo Olivares Gomez e Dr. George JackisoNorais Rocha pela gentileza

no fornecimento das amostras de bagaco de cangadara

Ao Prof. Dr. Carlos Frederico de Souza Castro pedtdizacdo das analises quimicas

composicionais;
Ao Prof. Dr. Luis Roberto Batista pela identificagéorfologica do fungo;

A Profa. Dra. Nadia Skorupa Parachin pela idemtfim molecular da cepa de

terreus;

As técnicas Marisia e Margarete pela amizade, layimfinitas ajudas, por serem

pessoas tdo doces e por tornarem meus momentabaratbrio muito mais agradaveis;
Aos amigos Pedro Henrique e Marcela!! Sem vocésteasalho ndo seria possivel;

Aos amigos do laboratério de enzimologia Caio, HeldAntonielle, Gilvan, Liana,
Jacke, Paula, Juliana, Barbara, Rafaela, Brendanciene, Priscila, Pedro, pela

amizade, companheirismo e pelos bons momentosagsamos juntos;

Ao amigo Pedro Martins por todo auxilio com a espatetria de massa e aos demais
amigos do laboratério de bioquimica e quimica detghnas Luis, Caroll, Rayner,

Jaques, Diana;

Ao amigo Dr. Félix Sigueira pelo incentivo, apoimameras dicas;



Vi
Ao programa de Poés-Graduacdo em Biologia Molecpkla qualidade e estrutura

oferecidas;

Ao meu grande companheiro, Leandro, obrigada pofaxner crer que sou capaz, por
nao me deixar desistir. Obrigada pelo carinho, geesao e apoio... Por todo amor e
por tudo que tem me ajudado a aprender!! Qualqgexdacimento ficara aguém do

merecido!

Aos meus pais por terem me dado todas as condpgiestrilhar esse caminho, por
terem me encorajado a seguir meu sonho e por terendado a méo em todos os
momentos. Por tudo que me ensinaram em difereages fda minha vida, por serem

meus maiores exemplos;

Aos meus irmaos por sempre me encorajarem e gurtil@nhas conquistas,

especialmente ao Ric e Taind, pelo estimulo, carntompanheirismo;

A amiga Ju, pelo carinho e pelo suporte técnicistmcial



viii

Apoio Financeiro

Esta pesquisa foi desenvolvida com o apoio finmacda CAPES, por meio de
concessdao de bolsa de estudos. E pelos projetopedquisa: Redes Sisbiota
(CNP@/563260/2010-6), Rede Centro Oeste (CNPQq/552820-0 e
FAPDF/193.000.470/2011) Universal (CNPQ/470265/26),1 Pronex

(FAPDF/193000584/2009) e INCT do Bioetanol/CNPq.



Sumario

Stz W0 [ o [0 > TSRS Rag. xv
Lista de tabelas..........uueeeiiii e Pag. xxi
Lista de abreviaturas...........oooooe e Rag. xxiii
=TS U o TP Pag. xxiv
Y 011 T PR Pag. xxv
Capitulo I: Introducdo, justificativa € objetivos .......ccceevvveeieiiiiiinis Pag. 1
1.1. Consumo mundial de energia e aquecimento global...................... Pag. 1
1.2.Lignocelulose e parede celular vegetal......ccccceeeoeeieeieiiiiiiiiiiiiiiiiiee, Rag. 7
O {1 = 1 o = L ST Pag 10.

1.3.0 papel da biomassa no sistema energético mundial..................... Pag. 12
1.3.1.Bagaco de cana de AGUCAT.............eeeieememeeeeeeeeeaiiieeeea e Pag 18

1.3.2. CASCA UE SOJA.....ceeiiiiiiiiiiiiieaeeeee e eeeee ettt e e e e Rag21

1.3.3. Piolho de algod80........ccooiieiiiiiiiiiiieiieeeeeee e Rag.22
1.4.Holocelulases e a degradacao de biomassa vegetal...................... Pag. 23
1.4 L XilANASES. . uuuuiiiiii et ee e e ee et e e e e e e e e e e eeaaaee Pag 25

1.5. ASpPergilluS teITQUS........cooe et Rag 31

2. JUSHIFICALIVAS. ...eeeeeeeieiiiiee ettt e e e e e e e e e eeeeeebe s ennansesnnnned Pag 33
3. ODJELIVOS. ... Pag 35

v N =1 o] [ ToTo | = = VT Pag 35



Capitulo II: Utilizagdo de residuos agroindustriais no cultil@Aspergillus terreus

para producao de enzimas holoceluloliticas wcceevooeeeeeiiieeiee . Pag. 45
1. INErOTUGE. ..o et et e e e e e e e e e e e e eeenne e e Pag. 47
P O ] o] =110 1P UUPPTRPPPP Pag. 49
3. Material € MEIOUOS. ... . ..ttt e e e e e e e e e e e e eneeaes Pag.49

3.1.0rigem dOS rEAgENTES. ......ciiiieeieeeie it eeeeeeemriee s e e e e e e e e eeeeeeeeeaanees Pag. 49
3.2.Residuos AgroindUSIHAIS...........cooviiiiiiemeeeee e Pag. 49
3.2.1. Origem dos residuos lignoceluldsiCos.........cccceeeeeeiiiiiiicnnnnns Pag. 49

3.2.2. Pré-tratamentO.........ccoooiiiiiiiiiiiiieeeeemree e e e e e e e e e R4g. 50

3.2.3. Analise BromatOlOQiCa. . ......cuuvvirieeeeeee e eeeeaeeeeeaeaseeennnnnnnns Pag. 50
3.2.3.1. Andlise dos extrativeiS.........ccccccvveeeeeeieeeeecccciie Pag. 50

3.2.3.2. Andlise da HemiceluloSe............uuveeeiiiieeeeeeeiienneennenn RPag. 50

3.2.3.3. Andlise de Lignina...........ccooeiiiiiiiiiimmmemecceeeeeeee e P4g. 50
3.3.Manutencéo e cultivo do miCro-organiSmo..... o .eeeeereeeeninneeeeeess Rag.52
3.4.Determinacdo da quantidade de proteinas....cccceeeeeeeeeeevvveeerniinnnnns P4ag.53

3.5. Determinacado da atividade enzimatica........mmmmeeeeeniiiiiiieeeeeennne.... P2Qg.53

4. ReSUItad0OS € DISCUSSEO......uuuiiiieieeeee e eeeeeeeeatetann s ee e e e e e e e aeeeeeeees Pag.55.
4.1.Curva de induGao de Xilanase.............uuimmmmmmreeeeeeeeeeeiiiiiiiinnneeeeesd RPag.55
4.2. Caracterizac@o dos extratos DrutoS. ..ccccccvvvvvvevvviviiiiiiiieeeee e, Pag 58
ST o ] [od (1501 S Pag 65
6. BIiblografia...........oouuiiumiiiii e Pag 66

Capitulo 11l : Purificacéo e caracterizacado de xilanaseAspeergillus terreusultivado

em residuos agroiNAUSTIIAIS. .......vviiiiieeee e Pag. 69

1. INETOTUGED. ..o ettt e e e e e e e e e e e eeenrn e Pag 70



Xi

2. ODBJELIVOS. ...ttt rnnnaed Pag 71
3. Material @ MELOUOS. ........ccoeeeiiiiiceerree e e e e e e e e Pag 72
3.1.0rigem dOS rEAJENTES. ......cceeeiiiiiiieeetieeeeeem s e e e e e e e e eeeeeeb s Pag 72
3.2. Purificagcio de Xilanases..............uuuuiimemeeeeeeeeiee e Pag.73
320 XY TL @ XYL 20ttt ap73

33,3 XY T3ttt Pag 74

3318 XYL Tttt Pag 75

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida desm@auig............................. Rag. 77
3.4. Coloracdo com Nitrato de Prata.............ceeeeeeeeeeeeeerreiiniiiiinreeeeeeeeaens Rag 78
3.5. Caracterizacdo das amostras de xilanases purificada................... Rag 78
3.5.1. Determinacéo de parametros CINEtiCOS.........cuevvevvveeniiieenennn. Pag 79

3.5.2. Efeito de ions metalicos, agentes modificadoresagenoacidos e

=1 11 T T= T [0 [ 1 SRR Rag 80

3.5.3. Atividade em substratos SiNtetiCoS..........ccccceerviieiiiieeeeeeeeeen, Rag 81
3.5.4. Atividade de celulase total............ccccceeeeeeriieiiiiieiiiie, Pag 81
3.6. Espectrometria de massa MALDI-TOF (Xyl T1 e Xy)T2............... Pag 82
3.6.1. Preparo das amoOStras.........ccovvvveeriviiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnn Pag 82

3.6.2. Espectrometria de massa (MS)Reptide Mass Fingerprintifig(PMF)

POF MALDI-TOF ..ottt e, Pag. 83
3.7. Microscopia de Forca Atdmica (MFA) .....ccooioccccevveeeeeeveee e Rag. 84
3.8. ANAIISES eStatiStICAS. ....uvvuuiiiiiei e et RPag. 85

4. ReSUltados € DISCUSSEOD......uciiiiiieieeiesceeeeeeeeeeeetiaese s s e e e e e aeaaaeeeeeenaenns Pag. 85
4.1. Purificac8o de XilanaSesS........uuuiiiiiiiii e Pag. 85
4.2. Espectrometria de massa de Xyl Tl € Xyl T2..ouueeiciiiiiiiieeeeeenn. Rag. 99

4.3. Microscopia de massa atbmica (MFA) de Xyl T1 e X#l................. RPag. 101



Xii

4.4, Caracterizagdo das xilanases purificada8.derreus....................... Pag.102
5. CONCIUSOES. ...ttt ettt e Pag. 117
B. PEISPECHIVAS. ... coiiiiii i iiiieeiiiiiitte e e s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeetebsnnnnnsrees Pag. 117
7. BiblOgrafia...........ouvuieiiiiiiiii e —————— Pag. 117

Capitulo 1V: Influéncia de compostos fendlicos na atividade fde xilanases

purificadas deASPergillus terreUS..........uuvieiiiiie e Rag 125
I [ 110 Yo [ o= To TSP Pag. 127
P2 © ] o =110 13 Rag. 129
3. Material € MELOUOS.........ceeeeieiiiiii e e e e e e e e e Pag. 129
3.1.Inibicdo e desativacédo por compostos fendlicas...........cccevvvvvvnnees Rag. 129
3.2.Determinacéo de parametros cinéticos de Xyl T1IeTRy................. Pag. 130
3.3. ANAliSeS eStatiStiCAS .......oiiiiieieeiiii s Pag. 130
4. Resultados € AISCUSSAOD .......ccceeeiieiiiieieiees e e e e Pag. 131

4.1.Efeitos de compostos fendlicos na atividadepdalanases purificadas d&
14T (=] U PSR Pag. 131

4.2.Efeitos dos compostos fendlicos nas constantesicaséde Xyl T1 e Xyl

L1722 P EPRPT Rag. 148
ST O o ] [od (115 01 USSR Pag. 152
6. PEISPECLIVAS ....coiiieieeeeeieeieiiiieeee e e e a e s e e e e e e e aaaeeeeeeesssesnnnnnnnnnnes Pag. 152
7. BIDHOGrafia ......ccoovviiiiiiiiii e Pag. 152
Capitulo V: Hidrolise enzimatica da polpa de celulose.......ccoocvvevvviennnnnnnn. Pag. 156
1. INErOTUGED . .o et et e e e e e e e e e e e e eeennne e Pag. 158
2. ODBJBLIVOS. ...t —————————— Pag. 161

3. Material € MELOAOS .......ccoeeiiiiiiiterre e Pag. 161



Xiii

3.1.Origem e producao das polpas de celulose ..cooooooooeieeeieiiiiineee R4g. 161
3.2. Hidrolise enzimética das polpas de celuloSe................cccevvvvneeeee. Pé&g. 162
3.2.1. Dosagem de gliCOSE ......cooeiiieiiiiiiiiiiiiee e Pag 163
3.2.2. Dosagem de agucares redutores totais ........ccccceeruveeeeeeennns Pag. 163

3.2.3. Dosagem de pentoses e hexoses livres pelo métodaraiool-férrico

................................................................................................ Pag 163

3.2.4. Leituras em diferentes comprimentos de onda.................... R4g. 164

3.3. Andlise por HPLC da hidrdlise enzimatica das polpaselulose .....R4g. 164
3.4. ANAlISES EStatiStICAS ...vvvvvviiiiiieeeee ettt ee e e e e e e e e e e e e e Pag. 165

4. Resultados € dISCUSSEOD ......cceeeeeiiiiiiiiiiiee e Pag. 165
4.1. Hidrolise enzimética das polpas de celuloSe...............cccvvvvenneeee. Pé&g. 165

5. CONCIUSAO ... n e Pag. 195
B. PEISPECHIVAS. ... ciii i i i i e ittt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeebansnnnnnseees Pag. 195
A 5 G (=111 (o3 - T S Pag. 196
Capitulo VI: Hidrolise enzimética da xilana e bagago de carecdear........ Péag. 200
I [ 110 Yo [ o= To RS Pag. 202
Y © ] o] = 11 o 1SRRI Pag. 203
3. Material € MEtOAOS .......oevuviiiiiii i Pag. 203
B L XIANA ..o ——— Pag. 203
3.2.0rigem do bagaco de cana de agUCar.........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns Pag. 204

3.2.1. Analise bromatoldgica dos bagacos de cana: Naadwatidrolisado por
acido sulfarico, bagaco de cana explodido a vapat................ Pag. 205
3.3. Hidrdlise enzimatica da Xilana...............ceeeeeeveeeeiieiiiiiiiiiieeeeeeeeee, Rag. 205

3.3.1. Analise por HPLC da hidrolise enzimética...........................Pag. 205



Xiv

3.4.Hidrolise enzimética do bagaco de cana de acucar...................... Pag. 206
3.5. Analises estatiStiCas............ccoeiiiiiicerreee e Pag. 206
4. Resultados € dISCUSSA0. .......cccuiiiiiiiiiiee et Pag 206

4.1. Andlise bromatoldgica dos bagacos de cana utilzpdoa hidrélise.RPag. 206
4.2. Hidrolise da xilana de bétula por Xyl TL.....eeeeeeeeiiiiniiiiininnnnne. Pag. 208

4.3. Hidrolise do bagaco de cana de agucar..... .o eeeeeeeeeeeeeeennnnnn . PAQ. 212

5. CONCIUSOES. ...ttt e e e et nnne Pag 215
6. PEISPECLIVAS ....ciiiiiiiiiiiie ittt ettt e s s e e e e e e e e e e e e e eeeeeasbssennnnseeees Pag 215
7. BiblOgrafia..........couvuiuiiiiiiiiii e —————— Pag 215

Capitulo VII: Hidrélise de residuos agroindustriais por enzirdasdegradacdo de
NOIOCEIUIOSE. ... e Pag 219

Consideracdes finais € PerSPECHiVAS..........uuvvieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeieeveeenaeeeeeannns Pag 230

Apéndice 1:Artigo aceito para publicacéo. Tvlexylanases fronaspergillus terreus

characterization and influence of phenolic compisuon xylanase activity Pag. 232

Apéndice 2 Capitulo publicado no livro: Routes to CelluloEithanol - Chapter 6:

Enzymology of Plant Cell Wall Breakdown: An Update......................... Pag 234

Apéndice 3 Biomass-derived inhibitors of holocellulases.......................... Pag 260

Apéndice 4:Use of residual biomass from the textile indusisycarbon source for

production of a low-molecular-weight xylanase fréxspergillus oryzae.....Pag 261

Anexo A: Identificagdo de cepas de Fungos Filamentosggergillus terreusPag 265

Anexo B: Pré-tratamento e andlise quimica composicionsibdgacos de cana-de-

=T od I [>T PSSR Pag 269



XV

Lista de figuras

Figura 1.1. Consumo mundial de energia primaria entre os dad986 e 201 PR4ag 1
Figura 1.2. Matriz energética mundial em 2011..........ccoeeeeeeeiiiiciiviiiiiiinee Pag 4
Figura 1.3.Matriz de energia elétrica brasileira........ccoeeeeeeeeeeiien, RPag 4

Figura 1.4. Reservas (em anos) para a producdo de combustdgsisis no ano de

201 et e ettt ettt ettt et r e e eeee et rere Pag.6

Figura 1.5. Camadas da parece celular vegetal: ML (Lamela média(parede

priméria), S1, S2 e S3 (camadas da parede secandari................ccccceeeeinnns Pag 9
Figura 1.6. Estrutura da parede celular de residuos
=T | o] =TSP PPOP Pag 9

Figura 1.7.Estrutura de xilana. Ac: grupo acetitAraf: a-arabinofuranosej-4-O-Me-

GIcA: Acido 0-4-O-Metil-gIUCUIBNICO .......cveeveieeieeeseeeeee e ce s Pag 11

Figura 1.8. Diferentes vias para a producdo de biocombustaveartir de biomassa

HGNOCEIUIOSICA. .......cci i ereee e e e e e e e e e e e nnnnnr e e e e e aeeas Pag 17
Figura 1.9.Safra de cana de acucar no Brasil (1970/1971 &/2010)............. Rag 19

Figura 1.10.Energia contida em 1000 toneladas de cana de a@jcarcomposi¢cédo do

bagaco de cana de agUCar (B).........c.iiiicceeeeeeiieie et ee e e e ee e e Pag 21
Figura 1.11.Ataque enzimético na estrutura holocelulésica................... P4g. 24

1.12. Mecanismo geral de hidrélise de ligacdo glicosidiomn retencdo anomérica

..................................................................................................................... Pag 27



XVi

Figura 1.13. Estrutura hipotética de uma xilana, mostrando €lifegs grupos

substituintes, com sitios de ataque de xilanasemanas.................ccccceeee.. Rag 29

Figura 2.1. Esquema do pré-tratamento da biomassa lignoca&alds............ Rag. 48

Figura 2.2. Curvas de inducédo d&. terreusquando cultivado em bagaco de cana de

acucar, piolho de algodao sujo € CasCa € SOJA...ccvvvrrrrriiereeeeeeeeeeeeeiiiiinans Pag. 57

Figura 2.3. Perfil de holocelulases produzidas pAr terreusem cultivo em meio
liguido contendo bagaco de cana de acucar, piothalgbdao sujo ou casca de soja

como fontes de CarbONO0...........cooveeiiiiic e ——— Rg 59

Figura 2.4. Efeito do pH na atividade xilanolitica dos extratbsutos de A.

L= =T £ P Pag 62

Figura 2.5. Efeito da temperatura na atividade xilanolitica egisatos brutos.Rag. 64

Figura 3.1.Esquema da purificagdo de Xyl T1 e Xyl T2...cooeeeeiiiiiinnnnnnnn. Pag. 74
Figura 3.2.Esquema da purificagdo de Xyl T3. ... coeeeeeiiie e RPag. 75
Figura 3.3.Esquema da purificac@o de Xyl T4. ......oooiceeeeemveniiiiiieeeeeeeeeeend Rag. 76

Figura 3.4. Atividade xilanolitica presente nas fracbes coneelat e ultrafiltrada

provenientes do fracionamento dos extratos DrutQS...........cccceevevevviviinnnnnns Péag. 86

Figura 3.5. Perfis cromatogréaficos da purificacdo da enzima Xyl a partir da fracéo
concentrada do extrato bruto proveniente do culiiwd. terreusem bagaco de cana de

acucar como fonte de CarbONO.............. e eeeeeee e Péag. 88

Figura 3.6. Perfis cromatograficos da purificacdo da enzima ™| a partir da fracéo
ultrafiltrada do extrato bruto proveniente do audtdeA. terreusem bagaco de cana de

acucar como fonte de CarboNO. .............ommeeereeeiiiiire e Pag. 89



XVii
Figura 3.7. Perfis cromatograficos da purificacdo da enzima ®3/ a partir da fracéo

ultrafiltrada do extrato bruto proveniente do audtdeA. terreusem piolho de algodéo

sujo como fonte de carbonO. ..........oovvvveeiccii s Pag. 91

Figura 3.8. Perfis cromatograficos da purificacdo da enzima P4l a partir da fracéo
ultrafiltrada do extrato bruto proveniente do adtdeA. terreusem casca de soja como

fonte de carbonO. ........oveeei e ——— Pag. 92

Figura 3.9. SDS-PAGE (12%) das amostras purificadas Xyl T1 &gy corado com

NITFALO 08 Prala.......cciiiiiiiiiiiiiiiiir e e e e e ettt s e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeenes P&g. 98

Figura 3.10.SDS-PAGE (12%) da amostra purificada de Xyl T4 doreom nitrato de

012 L= VPSPPSR Rag. 99

Figura 3.11. Espectrometria de massa de amostras de Xyl T1 ()l &2 (B) apos
digestdo com tripsina. Os 14 picos mais intensés apligestao triptica estdo indicadas

para cada enzima e representadas pela sua razéacasga........................ Pag. 100

Figura 3.12. Imagens de MFA de amostras purificadas Xyl T1 (AXy T2 (B),
depositadas sobre uma superficie de mica, em ctvacén de 10 pg/mL e histograma
de distribuicdo de altura de ambas as enzimas.téhv@melha mostra estruturas de

tamanho grande em Xyl T2........oooiiiiiiiitmn et eeaieeees Pag.102

Figura 3.13.Efeito do pH na atividade de xilanases purificadas................ Rag. 104

Figura 3.14.Efeito da temperatura na atividade xilanolitica éasimas purificadas de

N (=] 1 €=U U PUPTPPRTT Pag. 105

Figura 4.1. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilaiwaide Xyl T1P4g. 135



Xviii

Figura 4.2. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalibdeacdo de acucares

redutores para XYl TL. ... Pag. 136

Figura 4.3. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilareaide Xyl T2.Pag. 139

Figura 4.4. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalbdeacédo de aclcares
redutores para XYl T2. ... Pag. 140
Figura 4.5. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilame@ide Xyl T3.Pag. 142
Figura 4.6. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalbdeacédo de aclcares
redutores para Xyl T3. ..o Pag. 143
Figura 4.7. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilaieaide Xyl T4.Pag 145
Figura 4.8. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalbdeacédo de aclcares
redutores para XYl T4, ... Pag 146
Figura 4.9. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalbdeacédo de aclcares
redutores para Xyl T1, Xyl T2, Xyl T3 € XYl T4.covrvrreeeiiciiiiie e Rag. 147

Figura 5.1. Estagios do branqueamento da polpa de celuloseapar@ducéo de papel.

................................................................................................................... Pag. 159
Figura 5.2. Amostras de polpas de celulose. ..........cccceeeeieiiieieeeiiiiiienns Pag. 162
Figura 5.3. Hidrolise da polpa clara pelas enzimas Xyl T1 ¢ Ky ............... Pag 168

Figura 5.4. Hidrolise da polpa clara pelas fragcdes ultrafilaisem PM 10 kDBRag 169
Figura 5.5. Liberacdo de xilooligossacarideos durante a hgkdiia polpa de celulose

clara em funGao dO tEMPO. ...ccevviiiiiiiiieie e Pag. 171

Figura 5.6. Detecc¢des por HPLC dos produtos formados pela ligdrdla polpa de

(o] (0] [o 1T ol - - U Pag. 172

Figura 5.7. Hidrolise da polpa pré-branqueada pelas enzima3 Xg Xyl T2Pag. 175



XiX

Figura 5.8. Hidrélise da polpa pré-branqueada pelas fra¢cGeafiltradas em PM 10

N 7 Rag. 176

Figura 5.9. Liberacdo de xilooligossacarideos durante a hikdlia polpa de celulose

pré-branqueada, em fungao do tempo. ... eeeeeeeeeeieeeeeieiiiiiinnnnn. . RAQ. 177

Figura 5.10. Detecc¢des por HPLC dos produtos formados pela ligdrda polpa de

celulose pré-branqueada COmM.Q.........coovviviiiiiiiiiiieeee e eeeeeeeee e, Pag. 178

Figura 5.11.Hidrdlise da polpa escura pelas enzimas Xyl TyETR ........... Pag. 181

Figura 5.12. Hidrdlise da polpa escura pelas fracdes ultrafiss em PM 10 kDa.

................................................................................................................... Pag 182

Figura 5.13.Liberacéo de xilooligossacarideos durante a hgkdla polpa de celulose
escura em fuNCAO dO tEMPO..........uuuuuuencmmmmmmn e e e eeeeeeeeieerrr e e e e e e e e e e aeees Pag. 183
Figura 5.14. Detecc¢des por HPLC dos produtos formados pela ligdrda polpa de
(o= [0 [0 1S T I =T o U - Pag. 184
Figura 5.15.Hidrdlise da polpa pescura pelas enzimas Xyl KyleT2.......... Pag. 186
Figura 5.16. Hidrolise da polpa escura pelas fracfes ultratiis em PM 10 kDa.
................................................................................................................... Pag 187
Figura 5.17. Detecc¢des por HPLC dos produtos formados pela ligdrda polpa de
(o] [0 [ 1T =T o U - T Pag. 188
Figura 5.18. Xilooligossacarideos liberados por Xyl T1 duranteidrolise das polpas
de celulose clara, pré-branqueada cone ©scura, em funcéo do tempo....RPag. 190
Figura 5.19. Xilooligossacarideos liberados por Xyl T2 duranteidrolise das polpas

de celulose clara, pré-branqueada cone ®scura, em funcédo do tempo...RPag. 191



XX

Figura 5.20. Xilooligossacarideos liberados pelo ultrafiltradmyeniente do cultivo
com bagaco de cana durante a hidrolise das polpazldiose clara, pré-branqueada
com G e escura, em fuNGa0o dO tEMPO......ceviiiiiueeeeeeeiieeeeeeeeiii e Rag 192
Figura 5.21. Xilooligossacarideos liberados pelo ultrafiltradmyeniente do cultivo
com piolho de algodao durante a hidrélise das goffgacelulose clara, pré-branqueada
com G e escura, em fuNGao do tEMPO. .....uvveiiiiiiieiieiieeiiiii e Rag. 193
Figura 6.1. Amostras de bagaco de cana de agucar. .....cwwmn-eneveeeee......Rag. 204
Figura 6.2. Hidrélise de xilana de bétula solavel e insoluvatatisada por Xyl T1.
................................................................................................................... Pag. 208
Figura 6.3. Liberacdo de xilooligossacarideos durante a hgkdtla xilana solavel e
insolavel por Xyl T1 em fungao do teMPO. ......eeeerviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeieeens Pag. 210
Figura 6.4. Detecgbes por HPLC dos produtos formados pela ligdrda xilana de
bétula SolUVEl POr XYl TL. ..ot e e eee s Pag 211
Figura 6.5. Detec¢gbes por HPLC dos produtos formados pela ligdrda xilana de
bétula iNSOIUVEl POr XYl Td...ccoo e Pag. 212
Figura 6.6. Hidrélise do bagacgo de cana nao tratado, hidraigamin &cido sulfdrico e

explodido a vapor com o extrato bruto € Xyl TL..o.cc..ouvuiiiiiiiiiiiieiiieeeieeee Rag. 214



XXI

Lista de tabelas

Tabela 2.1.Andlise bromatoldgica de residuos agroindustrigéstgatados......Pag. 61

Tabela 3.1.Resumo das etapas de purificacdo de Xyl T1 e ddXyroduzidas poA.

terreuscultivado em bagaco de cana de acucar como fortarteno. ........... Rag. 94

Tabela 3.2.Resumo das etapas de purificacdo de Xyl T3 produpim A. terreus

cultivado em piolho de algodao sujo como fontea®ano. ..............cceeeeeenn. Pag. 95

Tabela 3.3.Resumo das etapas de purificacdo de Xyl T4 produpm A. terreus

cultivado em casca de soja como fonte de carbanQ...............cccceevvevvennnnns Rag. 96

Tabela 3.4.Parametros cinéticos determinados para xilanag#dgpdas deA. terreus

com xilana de bétula cOmMO SUDSEIAtO. .......ummmmeeeeeeeiiiiieieeeeeee e Pag. 103

Tabela 3.5. Caracteristicas fisico-quimicas descritas paranagas purificadas,

produzidas por fungos do généxspergillus..............ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines Rag. 106

Tabela 3.6.Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade flaglanases purificadas
deA. terreusa partir do cultivo submerso com bagaco de caregdear (Xyl T1 e Xyl
L1772 TSP Pag. 111
Tabela 3.7.Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade plaglanases purificadas
deA. terreusa partir do cultivo submerso com piolho de algosidio (Xyl T3) ou casca

(o LR 1= W 0V I I ) PRSPPI Pag. 112

Tabela 3.8.Efeito de reagentes modificadores de aminoacidosiroacidos na
atividade dé8-xilanase de Xyl TL e Xyl T2 ..., Rag. 114

Tabela 3.9.Especificidade do substrato de Xyl T1, Xyl T2 e XWl............... Pag. 116



XXii

Tabela 4.1.Efeito inibidor de compostos fendlicos na atividatte holocelulases......

................................................................................................................... Pag. 132

Tabela 4.2. Constantes cinéticas de Xyl T1 na presenca e aas@eccompostos
FENONICOS. e Péag. 151

Tabela 6.1.Andlise bromatoldgica dos bagacos de cana.........................Pag. 207



xXxiii

Lista de Abreviaturas

DEPC: dietil pirocarbonato

DP: Desvio padrao

DTNB: 5,5- ditio-bis (acido 2-

nitrobenzédico)

DTP: 2,2-ditiodipiridina

DTT: 1,4-ditiotreitol

EC: Enzyme comission

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)

— carbodiimida

Km: Constante de Michaelis-Menten

MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser

Desorption lonization-Time-of-Flight

MFA: Microscopia de forca atbmica

NBS: N-bromosuccinimida

PMF: Peptide Mass Fingerprinting

PNPA: p-nitrofenil-o-

arabinopiranosideo

PNPG: p-nitrofenil-p-D-

glicopiranosideo

pPNPM: p-nitrofenil-3-D-

manopiranosideo

pPNPX: p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo

SDS: Dodecil Sultafo de Sédio

TCA: Acido tricloroacético

TFA: Acido trifluoroacético

Vmax: Velocidade maxima

Xyl T1: Xilanase purificada a partir da
fracdo concentrada proveniente do

cultivo em bagaco de cana de acucar

Xyl T2: Xilanase purificada a partir da
fracdo ultrafiltrada proveniente do

cultivo em bagaco de cana de agucar

Xyl T3: Xilanase purificada a partir da
fracao ultrafiltrada proveniente do

cultivo em piolho de algodao sujo

Xyl T4: Xilanase purificada a partir da
fracao ultrafiltrada proveniente do

cultivo em casca de soja



XXIV
Resumo

Bagaco de cana de acucar, piolho de algoddo sujasea de soja sdo residuos
agroindustriais com elevado teor de holocelulosefud@yo filamentosoAspergillus
terreusfui cultivado por 6, 9, e 5 dias, nos meios contehdgaco, piolho e casca de
soja, respectivamente, como fontes de carbono.rQualanases de baixas massas
moleculares foram purificadas, com rendimentosavad entre 5,70 e 74,70% e
maiores atividades no intervalo de pH 5,0-6,0 eptraturas entre 45 e 60°C. Os
valores de Km para xilana de bétula soltuvel vaniaemtre 0,42 e 15,33 mg/mL e para
xilana insoluvel 0,47 e 10,90 mg/mL. As variacdes #lalores de Vmax para xilanas
solavel e insoluvel foram 0,15 e 5,37 UlI/mL e 0¢08,46 Ul/mL, respectivamente. As
quatro enzimas foram ativadas pelo fon’M@0 mM) e inibidas pelos fons Hge K

(1 e 10 mM). MFA mostrou uma distribuicdo bimoda @articulas globulares,
indicando que Xyl T1 é maior que Xyl T2. Xyl T1 g/IXT2 foram especificas para
xilana como substrato. A espectrometria de massadiestos tripticos de Xyl T1 e
Xyl T2 mostrou dois espectros diferentes. Xyl Ty T3 foram inibidas em maior ou
menor grau por todos os compostos fendlicos enqugune Xyl T2 e Xyl T4 foram
bastante resistentes a todos os compostos fendéstedos. Para Xyl T1, houve um
aumento ou diminuicdo do Km aparente com xilan&étala, dependendo do tipo de
composto fendlico utilizado, entretanto houve urmairticdo do Km aparente de Xyl
T2 para xilana de bétula, ap6s a incubacdo destBnancom todos os compostos
fendlicos. A andlise do hidrolisado de trés tipesplpaskraft e de xilana de bétula
solavel e insoluvel por Xyl T1 e Xyl T2 mostrou urpeedominancia na liberacédo de
xilobiose indicando um mecanismo de acédo do tipdoer auséncia de atividade

celulolitica demonstra que essas enzimas tém patgrara o uso no branqueamento de

papel.
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Abstract

The filamentous funguAspergillus terreusvas cultivated for 6, 9, and 5 days in media
containing bagasse, dirty cotton residue and soybesidue, respectively, as the carbon
sources. Low-molecular-weight xilanases, named Tyl Xyl T2, Xyl T3 and Xyl T4,
were purified with purification yields ranging beten 5.70 and 74.70% and higher
activities in the pH range 5.0-6.0 and temperatbegween 45 an80°C Km values for
soluble and insoluble birchwood xylans were at ihterval ranges of 0.42-15.33
mg/mL and 0.47-10.90 mg /mL, respectively. Vmaxueal for soluble and insoluble
birchwood xylans ranged from 0.15 to 5.37 IU/mL afd8 to 2.46 IU/mL,
respectively. All the above enzymes were activagd/in >* (10 mM) and inhibited by
Hg?" and K* (1 and 10 mM). AFM showed a bimodal distributidrgtobular particles,
indicating that Xyl T1 is larger than Xyl T2. XylITand Xyl T2 were specific for xylan
as substrate. Mass spectrometry showed two diffdirggerprinting spectra for Xyl T1
and Xyl T2, indicating that they are distinct enagnXyl T1 and Xyl T3 were inhibited
in a greater or lesser degree by all phenolic camgs, while Xyl T2 and Xyl T4 were
very resistant to the inhibitory effect of all plodic compounds tested. The apparent
Km for Xyl T1 over birchwood xylan increased or desed depending on the type of
phenolic compound used, however, the apparent Koesaf Xyl T2, using birchwood
xylan as substrate, decreased in the presencémfaolic compounds. The hydrolysis
of cellulose pulps and soluble and insoluble bircbd xylan by Xyl T1 and Xyl T2
showed predominance in the release of xylobioseatidg an endo-type mechanism.
The absence of cellulolytic activity indicates ttiaése enzymes have a potential for use

in the pulp bleaching process.
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1. Introducgéo

1.1. Consumo mundial de energia e aquecimento global

Héa mais de um século, foi postulada a ideia deoq@€, proveniente da queima
de combustiveis fésseis poderia levar a uma opdeidia atmosfera suficiente para
aquecer a Terra (Arrhenius, 189Blp século XX, a populacdo mundial quadruplicou,
levando a um aumento no consumo de energia prirdéraproximadamente 16 vezes.
A teoria do efeito estufa causada por combustii@siseis tornou-se mais aceitavel na
medida em que observagdes foram sendo acumulddaas/e um melhor entendimento
das ligagbes entre a queima de combustiveis foseeidancas climaticas e impactos
ambientais (Hoffert, Caldeiraet al., 2002). O CQ@ atmosférico aumentou de
aproximadamente 275 ppm para aproximadamente 3if) p@ ndo controlados, os
niveis de CQ@ podem passar de 550 ppm ainda nesse século. Mod@heaticos e
paleontoldgicos sugerem que 550 ppm, se mantidaeriam eventualmente produzir
um aquecimento global comparado em magnitude, nwms efeito oposto, ao
resfriamento global visto na ultima Era do Gelo ffeid e Covery, 1992; Hoffert,
Caldeiraet al., 2002).

Atualmente, o consumo energético primario mundideéproximadamente 12
TW, dos quais, 85% sdo de combustiveis fosseisf¢HpiCaldeiraet al., 2002). O
consumo mundial de energia priméria cresceu 2,5%@kh, menos da metade da taxa
de crescimento experimentada em 2010, mas proxamoétlia histérica nos ultimos 10
anos. O petroleo continua sendo o combustivel tidenundo, com 33,1% do consumo

global de energia, mas o mesmo continua a perdecsta de mercado pelo décimo
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segundo ano consecutivo, e sua participacdo deadwratual € a mais baixa desde
1965. Por outro lado, atualmente 30,3% da energgalaino mundo vém do carvao,

sendo esta a maior participacdo deste combustivelarcado desde 1969 (figura 1.1)

(British Petroleum, 2012).

13000
Carvdo
Comb. Renovaveis.
Hidroeletricidade
Energia nuclear

Gas natural
Petrdleo

Figura 1.1. O consumo mundial de energia primaria entre os a@eo4986 e 2011

(British Petroleum, 2012).

Entre as regides do mundo, hd um consumo difedteada uma das fontes
energéticas. O carvdo € o combustivel dominanteegi@io da Asia-Pacifico, o gas
natural € dominante na Europa e Eurdsia, enquargoogpetroleo € o combustivel
dominante em todas as outras regides. A partiocipdedcombustiveis renovaveis ainda

€ muito baixa em todas as regides (figura 1.2).
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Carvdo

Comb. Renovéveis
Hidroeletricidade
Energia nuclear
Gas natural
Petréleo

América Américas Central Europa & Oriente Médio Africa Asia Pacifico
do Morte edosul Eurdsia

Figura 1.2. Matriz energética mundial em 2011 (British Petrale2012).

Com relacao apenas a producado de energia elati@aasil, a principal fonte é
a hidrelétrica, representando 64,21%, da matrizgétiea elétrica brasileira, conforme
dados da figura 1.3. A energia gerada a partiriciadissa, € atualmente de 10.677.550
kW, correspondendo a 8,09% do total da energiaiaéproduzida no pais, ja
ultrapassando o percentual de producéo a pargietiéleo (Aneel, 2013).

I Gas

Edlica: 1,57%:

Biomassa: 8,00%:
B caredo Mineral

Muclear: 1,52%:
Carvio Mineral: 2,299

Muclear
Biomaszsa
B ciica
Gds: 10,49%: Hidro: 64,21%:
B Hidro
Importagio: 6,19%: .
Petrdlzo

Petrileo: 5,64%

Figura 1.3.Matriz de energia elétrica brasileira (Aneel, 2013)
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Embora as estimativas variem, as reservas de coivdigs fosseis
economicamente exploraveis incluem quase um trittéitoneladas de carvao, mais de
um trilhdo de barris de petroleo liquefeitos e nuEsL50 trilhdes de metros cubicos de
gas natural. No ano 2000, o consumo mundial déioapetréleo e gas, correspondeu a
0,5, 3,0 e 1,6% das reservas mundiais, respectitam(€how, Koppet al., 2003).
Mantendo-se constantes as taxas de producdo enconde energia no mundo, as
reservas atualmente conhecidas de petréleo durareaoca de 40 anos, as de gas
natural, 64 anos e as de carvao, 155 anos. Emboita simplificada, essa analise
ilustra porque combustiveis fosseis ndo podema@wsiderados como a principal fonte
de energia no mundo por mais de uma ou duas geradlEm disso, 0s custos de
producdo aumentardo a medida que as reservas @enzgmao da exaustdo e que
tecnologias mais caras serdo usadas para explesdragr tais recursos. (Goldemberg,
2007). A figura 1.4 ilustra a quantidade de anos cgra as trés principais fontes
energéticas mundiais ndo renovaveis estariam diggisnse a producdo e consumo de
combustiveis mantiver a mesma taxa. Ao se diviliegervas remanescentes no fim de
cada ano pela produ¢cdo no mesmo ano, o resultadpegiodo de tempo em que as
reservas restantes durariam, se a producao e comsantivessem a mesma taxa. Nota-

se que o carvao é o unico combustivel para os @aisservas durariam mais de um

século (British Petroleum, 2012).
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Petraleo
m Gas natural
Carvao

Figura 1.4. Reservas (em anos) para a producdo de combustdgsisis no ano de

2011 (British Petroleum, 2012).

Além da questdo do esgotamento, o uso de combisstosseis apresenta sérios
problemas ambientais, particularmente, o aquecmnghibal (Goldemberg, 2007).
Uma reconstrucao da historia recente do conteudoQala atmosfera estabeleceu um
aumento de 13% na concentracdo de @@hosférico desde o periodo pré-industrial até
0 ano de 1958, e um aumento de 29% desde o mesnwa@até o ano de 1995.
Estudos baseados em isétopos de carbono relativ@mleandantes confirmam o papel
do carbono derivado de combustiveis fésseis no aiamabservado na quantidade de

CO, (Holdren e Smith, 2000).

Como alternativa para o problema do aquecimentbadl causado pelos
combustiveis fésseis, os biocombustiveis produziagsartir de fontes energéticas
renovaveis podem ajudar a reduzir a queima destebustiveis e a producéo de £0
Os biocombustiveis produzidos a partir de biomgssem ajudar a reduzir tanto a
dependéncia mundial por petréleo quanto a emissd@@l. Isso ocorre porque o GO
liberado na queima se iguala ao afasto na fotossintese, de forma que ndo ha um

aumento na quantidade total de fa atmosfera (Naik, Gowed al., 2010).
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1.2.Lignocelulose e parede celular vegetal

A lignocelulose, o principal componente da biomassgetal, constitui cerca de
metade da matéria produzida pela fotossintese ntpasta de principalmente de dois
tipos de polisscarideos — celulose e hemicelubdéey da lignina. O termo holocelulose
refere-se ao arranjo entre os polissacarideos gqu@dem a parede celular vegetal. A
ocorréncia, abundancia, distribuicdo e estruturehalacelulose sdo dependentes da

espécie, tecido e condi¢bes de crescimento daaplAntreaus, Filhet al., 2008).

A lignina € um complexo fendlico amorfo, tridimemsal, de subunidades
aromaticas, normalmente derivadas de fenilalaingnina é hidrofobica e altamente
resistente a degradacdo quimica e biologica. Fnacdomo uma matriz em volta dos
polissacarideos da parede celular das plantasedemdo uma rigidez adicional e
tornando as paredes impermeaveis a agua (Whe8edexoff, 1995; Andreaus, Filleo

al., 2008).

Por outro lado, a celulose, o polissacarideo mhisw@ante na Terra, € um
polimero altamente ordenado de celobiose, frequenite cristalino, representando
mais de 50% da massa das madeiras. O tamanho d&sutas de celulose varia entre
as diferentes fontes (Martinez, Sperasizal., 2005; Andreaus, Filhet al., 2008). A
justaposicédo de cadeias de celulose € mantidaigaggdes de hidrogénio, interacdes
hidrofobicas e forcas de Van der Waals que manté@inbamento paralelo da estrutura
cristalina da microfibrila. Como resultado destat®mento, a celulose € insolivel em
diversos solventes e apresenta baixa acessibilida@gdos e a hidrélise enzimatica

(Balat e Balat, 2009). Estimativas indicam a pr@aude 1,5 trilhdes de toneladas de
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celulose anualmente, representando uma fonte itlesiode matéria-prima para

produtos biocompativeis e ambientalmente corré€am@r, Singhet al., 2008).

As hemiceluloses sdo o0 segundo polissacarideo ahatnais abundante e
representam 25-35% da biomassa lignoceluldsica pSkssacarideos heterogéneos de
pentoses (D-xilose, D-arabinose), hexoses (D-manasB-glucose, D-galactose) e
acidos D-galacturénico e D-glucurdnico, formados pmido dos agucares por ligaces
glicosidicas3-1,4 e, ocasionalmentg;1,3, mas, ligacbes do tipel,2 ea-1,5 também
sdo encontradas entre residuos de agUcares eia peadeipal. (Pérez, Mufioz-Dorado
et al.,, 2002). As hemiceluloses podem ser classificadasocxilanas, glicomananas,
galactanas ou arabinanas, de acordo com o primgp@luo de aclUcar presente em sua
estrutura polimérica (Beg, Kapoetral., 2001; Bhat e Hazlewood, 2001). Os acuUcares
C5 e C6, ligados por ligac6es glicosidicas 1,3,€1,64 sdo normalmente acetilados,
formam uma estrutura solta, muito hidréfila, quediona como uma cola entre a
celulose e lignina (Andreaus, Filebal., 2008). Madeiras de angiospermas ou plantas
floriferas pardwoods) contém principalmente xilanas, enquanto glucomasaao mais
comuns em gimnospermas ou conifemtWoods) (Saha, 2003; Polizeli, Rizzaitt

al., 2005; Teixeira, Siqueirgt al., 2010).

A parede celular vegetal € uma estrutura complkesponsavel por, entre outras
funcdes, conferir resisténcia fisica as célulasiag. Consiste de trés camadas (figura
1.5 e 1.6), a camada mais externa é chamada déalanéelia, € a primeira camada
formada durante a divisao celular, e € formadacraimente por compostos pécticos e
proteinas. Os compostos pécticos formam géis Hiidas que unem uma célula a outra
e proporcionam tecidos coesos (Siqueira e Filnd0ROA parede primaria € uma
estrutura altamente hidratada, com uma distribuigdlativamente espacada das

microfibrilas de celulose, embebida em uma matiatgnosa que aumenta de tamanho

8
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durante o crescimento da planta (Siqueira e Fi#81,0). A parede secundaria esta

depositada sobre a parede primaria e apresentaidela em trés camadas: S1, S2 e

S3.

Figura 1.5. Camadas da parece celular vegetal: ML (Lamela médRa(parede
primaria), S1, S2 e S3 (camadas da parede secandBérez, Mufioz-Doradet al.,

2002), com modificagdes.

1 - Cellulose
) * " Pectin

Lignocellulosic fiber

- &

= ="

Middle lamella

T N o Primary wall

Plant oélls Plasma membrane

s

om
Sugar cane bagasse or Plant cell wall 7
other agricultural residues 5

Lignin
Hemicellulose o

Figura 1.6. Estrutura da parede celular de residuos agri¢8lgaeira e Filho, 2010).
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Estas trés camadas se organizam de modo a form@amatha de polimeros
entrelagcados por ligacbes covalentes e interac@escavalentes. Principalmente nas
paredes primarias, a rede de celulose-hemicelélg@¥meada por pectinas, um tipo de
polissacarideo altamente hidrofilico que confereomhidratacdo a estrutura. Além
destes, também sdo encontrados outros componeiessiruturais como extrativos

polares (fendis e taninos), extrativos apolareso®le esteréis) (Martinez, Speramtza

al., 2005).

1.2.1. Xilanas

As xilanas sdo a principal classe de hemicelulosas angiospermas,
contribuindo com 15-30% do peso uUmido total, mas s@&nos abundantes em
gimnospermas, que contém 7-12% de xilanas. Saagopetssacarideos compostos
principalmente de D-xilose, um acucar de cinco @aos que pode ser convertido em
fonte de energia em diversas células microbiané&anAle xilose, as xilanas podem
conter arabinose, acido glucurdnico e acipl@simarico, aceético e ferulico. Xilanas de
diferentes fontes, como gramineas, cereais e naaddiferem na sua composicao

(figura 1.7) (Filho, 1998; Saha, 2003).

De acordo com seus substituintes mais comuns,aaaipode ser classificada
como homoxilana linear, arabinoxilana, glucuronaxd, glucuronoarabinoxilana e
galactoglucoronoarabinoxilanas. Homoxilanas séméalas apenas por residuos de D-

xilose e ndo sdo comuns na natureza, tendo sithrl&de poucas fontes como, por
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exemplo, talos de tabaco. De acordo com seus Bubtds, as xilanas podem ser
classificadas em quatro grandes grupos: 1) Araldlantas: sdo comumente isoladas de
cereais e tém apenas cadeias laterais formadasiaddeas de:-L-arabinofuranosil. 2)
Glucuronoxilanas possuem o acidd-glucurénico ou o seu derivado 4-O-metil-éter
como Unico substituinte. 3) Glucuronoarabinoxilanigicamente encontradas em
gimnospermas, possuem tanto o aaeld-glucurdnico ou o seu derivado 4-O-metil-
éter, comoa-L-arabinofuranosil. (Filho, 2004; Polizeli, Riztiagt al., 2005; Motta,
Andrade et al., 2013). 4) Galactoglucoronoarabinoxilanas séamatarizadas pela

presenca do residup-D-galactopiranosil como cadeia lateral, além dogpgs ja

presentes em glucuronoarabinoxilanas (Motta, Aredead ., 2013).

«-4-0-Me-GlcUA
HOOC o
\
HC \
OH OH Ac
? Ac | 0 Ho- o [ ? H o
\ 0 A \\ o \ o \\ 8]
) 4 o o !
| Ac o Ac OH H OH
(o] (o]
OH OH
H H
CHz OH CJH2 OH
a-Araf a-Araf

Figura 1.7. Estrutura de xilana. Ac: grupo acetitAraf: a-arabinofuranosey-4-O-Me-

GlcA: Acido o-4-O-metil-glucurénico (Sunna e Antranikian, 1995)m modificacdes.
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Xilanas sdo encontradas principalmente na paretldac secundaria e forma
uma interface entre a lignina e os polissacaridéasais provavel que a xilana esteja
covalentemente ligada com os residuos fendlicdgydama e também interaja com o0s

outros polissacarideos (Kulkarni, Sheneial., 1999; Beg, Kapooet al., 2001).

1.3. O papel da biomassa no sistema energético mundial

O uso continuo de combustiveis fésseis para supmat grande parcela da
demanda energética mundial tem consequéncias amibieregativas significativas.
Assim, ha um grande interesse na utilizacdo dee$orgnovaveis para suprir nossas
necessidades de combustivel e matérias-primas cqagmEm vista do aumento dos
precos do petréleo bruto devido a crescente dem@dmdambustiveis, a necessidade de
fontes alternativas de energia devera aumentaifisgjivamente nos proximos anos. A
parede celular vegetal representa metade do carag@dmico da biosfera, sendo um
substrato renovavel abundante e, portanto, um paterandidato para substituir uma
grande fracdo de produtos que atualmente sdo desvde combustiveis fosseis.
Existem muitos microrganismos encontrados na redyrgue podem eficientemente
degradar a parede celular e utilizar os subproddi@ssua degradacdo para sua
alimentac&o (Minic e Jouanin, 2006; Smeets, Faailj., 2007; Moreira, Milanezét al.,

2011).

Dentre as alternativas aplicadas a reducdo dass@esisde gases do efeito
estufa destaca-se a substituicdo dos combustieesigem fossil pelos combustiveis

obtidos de fontes renovaveis. A biomassa lignoésicd € atualmente considerada a
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Unica grande fonte renovavel que pode produzir Umacdo significativa de
combustiveis liquidos e materiais renovaveis narfytpois a energia armazenada na
fotossintese a cada ano € de aproximadamente 3€s \@zenergia consumida
anualmente para o transporte. Os biocombustivaiemposer produzidos a partir de
material organico vegetal (ex.: milho, trigo, caleaacucar, beterraba, mandioca, etc),
residuos das culturas agricolas (ex.: palha e absearoz, sabugo e espigas de milho,
farelo de trigo) ou outros tipos de residuos (esiduos residenciais, residuos de papel,
derivados de madeira utilizada nas construcoe® entiros). (Neves, Kimuret al.,
2007; Huang e Zhang, 2011). Uma grande variedadbiammbustiveis pode ser
produzida a partir da biomassa lignocelulosicduindo etanol (Huang e Zhang, 2011;
Goldemberg, 2013), butanol e/ou alcoois de caderagms (Atsumi, Hanait al., 2008;
Zhang, Sawayat al., 2008), eletricidade (Campbell, Lobetlal., 2009; Logan, 2009),
hidrogénio (Chow, Kopgt al., 2003; Ye, Wangt al., 2009), hidrocarbonetos (Serrano-

Ruiz e Dumesic, 2011; Wang, Huaet@l., 2011) e ceras (Steen, Kaetl., 2010).

Segundo previsdes da Agéncia Internacional de kneag fontes renovaveis de
energia terdo aumento progressivo em suas cotasencado energético mundial. A
energia gerada a partir da biomassa, ja no and4d@, 2guala-se em importancia ao
petréleo. Ainda segundo previsdes da mesma agémiano de 2050, a biomassa sera
a principal fonte de energia, suprindo 24,94% dergéa consumida no mundo, um
aumento de quase 11% em relacdo ao ano de 2002QE?). Estima-se que apenas 0s
EUA tém potencial para produzir mais de 1,3 bilhdestoneladas (base seca) de
biomassa por ano. Um bilhdo de toneladas de bi@msesa produz entre 80 e 130
bilhdes de galdes de etanol celulésico (Huang engha011; Santos, Queir@ al.,

2012).
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Matérias primas como milho, trigo, cana-de-acUbaterraba, mandioca, entre
outros, podem ser usadas para producao de etanlndeira geracédo. Atualmente, o
etanol é o primeiro combustivel renovavel produzadoartir de plantas como cana de
acucar no Brasil e milho nos Estados Unidos. Q @0duzido pela queima do etanol é
assimilado pelas plantas, de forma que o etanoge#&m um desequilibrio de gases de
efeito estufa como fazem gasolina, diesel e ouwtomsbustiveis derivados de petréleo.
Preocupagbes energéticas e o aquecimento global legado outros paises a
desenvolverem suas proprias producdes de etanekafpla maior produtividade do
bagaco de cana, 2.105 galGes de etanol por acreaetd5 galdes por acre do milho, os
Estados Unidos ultrapassaram a producédo brasieiegtanol em 2006 e atualmente séo
0Ss maiores produtores de etanol no mundo. Poo datto, existem preocupagdes
relacionadas ao fornecimento de matérias primagluindo o0 impacto na
biodiversidade, e da competicdo com culturas aliares. Além disso, 0 aumento da
demanda de biocombustiveis de primeira geracadtaesm um aumento dos custos de
manutencdo dos solos agricultdveis e do uso delizimtes, que podem ser
relacionados com o aquecimento global e também aooontaminacdo das aguas
subterraneas. Culturas agricolas sao principalneggenvolvidas como monoculturas
gue necessitam de mais pesticidas, que sao agedtgsres da biodiversidade do meio
ambiente. Somado a isto, grandes areas de florgefzsais estdo sendo devastadas
para producdo destas monoculturas, especialmenBrasil, por meio de queimadas
que liberam CQ@ e levam a erosdo dos solos. Atualmente, a produd@o
biocombustiveis de primeira geracdo € rentavel, apmoximadamente 50 bilhdes de
litros produzidos anualmente. A maior desvantages) ldocombustiveis de primeira

geracdo € o debate “alimentersus combustivel”, sendo que uma das razfes para o

aumento do prec¢o dos alimentos em algumas partesiddo € o aumento na producao
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de tais combustiveis (Goldschmidt, 2008; Naik, Getwal., 2010; Santos, Gomextal.,

2011).

As matérias-primas renovaveis utilizadas para duyg@o do etanol podem ser
divididas em trés grupos principais: as que congaterose, como cana-de-agucar,
acucar de beterraba, sorgo doce e frutas; as deiahamiladceo, como milho, trigo,
arroz, batata, mandioca, batata doce e cevadade bh®omassa lignocelulésica, como
madeira, palha, casca e gramineas. No ano de 20p&ducéo de etanol como um
combustivel veicular foi quase inteiramente deppteddo amido e agUcares existentes
nas culturas agricolas (Balat e Balat, 2009), seegle um combustivel de primeira
geracdo. Os atuais meios de producéo estdo longerdmpazes de fornecer bioetanol
para suprir a demanda mundial. Nesse sentido, [gasijues e governos tem dado
especial atencdo a exploragdo da energia dispamvgiomassa lignocelulésica, com o
intuito de produzir maior quantidade de biocomlwessi e de forma mais eficiente e
sustentavel. Atualmente, a maioria da biomassaepiente do bagaco de cana de
acucar e milho é desperdicada ou ineficientememdétpda. Essa biomassa € formada
basicamente de polissacarideos. O problema € gas ewelissacarideos séo ligados
entre eles de formas complexas, formando uma netlelacada de polimeros, que sédo
muito dificeis de separar. Entretanto, uma vezolighdos em acgucares livres, esses
polissacarideos podem ser fermentados para prodtaiol (Santos, Goémez al.,
2011).

Grandes quantidades de lignocelulose sdo geraddaandente como residuos
industriais, agricolas e urbanos, contribuindo par@umento da poluicdo ambiental.
Desta forma, o uso destes residuos como fonte &grbde energia, via producdo de

acucares que podem ser convertidos a combustigeidds, tém tornado-se de grande
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interesse nos ultimos anos (Demain, Newcetrdd., 2005; Kumar, Singlat al., 2008).
Combustiveis gerados a partir de materiais lignidégicos sao vistos como potenciais
substitutos para o petroleo. Etanol lignoceluldésieduz a emissdao de gases de efeito
estufa, além de aliviar a dependéncia do petrédti@regeiro e fornecer um impulso
econdmico para as comunidades rurais (FarrelljiPéal., 2006).

A matéria-prima lignocelulésica tem o potencial dernecer novos
biocombustiveis, os chamados biocombustiveis deunsieg geracdo. Estes sé&o
produzidos a partir de biomassa lignocelulésica, material barato, abundante e nao
alimentar, disponivel a partir das plantas. Entitetaatualmente, a producdo destes
combustiveis ndo é rentavel, pois ha uma quantidkdebstaculos técnicos que
precisam ser superados para concretizacao de ¢odpogencial, como a recalcitrancia
natural deste material. A biomassa vegetal reptasam dos mais abundantes e
subutilizados recursos biolégicos do planeta, ésto\como uma promissora fonte de

material para biocombustiveis liquidos e matériasgs. O etanol celulésico € um

exemplo de biocombustivel de segunda geracéo. (Saildet al., 2010).

Esses novos biocombustiveis tém potencial parafisgivamente reduzir a
producao de C& com a vantagem de ndo competirem com a produgadirdentos. A
tecnologia de conversao de biomassa lignocelul@sitacucares fermentesciveis para
a producdo de etanol vem sendo considerada comoalieraativa promissora para
atender a demanda mundial por combustiveis. Apdsaja existirem tecnologias
disponiveis para o processamento da celulose, arimagsbarra em dificuldades
técnicas ou econdémicas (Santos, Queeatdal., 2012). A figura 1.8 ilustra diferentes

vias para a producéo de biocombustiveis a partii@iaassa lignocelulésica.
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Figura 1.8. Diferentes vias para a produgdo de biocombustiveiartir de biomassa

lignocelulosica (Huang e Zhang, 2011).

As dificuldades no estabelecimento de metodologfiaazes para a aplicacéo da
biomassa lignocelulosica como fonte precursora pgpeoducao do bioetanol, mesmo
esbarrando em entraves relacionados a recalcdramaiural destes materiais, tém
impulsionado a pesquisa cientifica na busca denaligas viaveis para a utilizacdo
desta fonte renovavel de energia, principalmergartr de produtos residuais oriundos
das atividades agricolas, residuos domeésticos estigis que oferecem amplas
possibilidades de producdo do bioetanol em largal&sfavorecendo seu consumo
global como combustivel renovavel. Assim, espergise a biomassa lignocelulosica
possa se tornar a matéria-prima prioritaria papaoducédo do bioetanol em um futuro

proximo (Cardona e Sanchez, 2007).

O processo de producao do bioetanol a partir dadsea lignocelulésica inclui
etapas de deslignificacdo da biomassa e a hidrdisseelulose e hemicelulose a

monossacarideos. A hidrolise pode ser feita péartrantos com acidos, em elevadas
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temperaturas ou por acdo enzimatica. A hidrélisgaaequer alto consumo energético
e equipamentos resistentes a corrosao por acidpge dorna 0 custo deste processo
elevado. Entretanto, a hidrélise enzimatica naaretza essas desvantagens. A acdo
sinérgica de enzimas resulta num processo de feagdio mais eficiente residuos

lignoceluldsico visando a producao de bioetar&hafma e Kumar, 2013)

Diante das perspectivas de que, em um futuro pmximnbioetanol seja um
substituto eficiente tanto econbmico quanto amhblepaira os combustiveis fésseis,
duas alternativas sé@o particularmente importantentqg a utilizacdo da biomassa
lignoceluldsica: 1) como substrato para a sacagfio e liberagdo de hexoses e
pentoses que possam ser fermentados, posteriorneeteomo fonte de carbono para

o cultivo de microrganismos produtores de enzimas.

De acordo com o Departamento de Energia dos Esthdaodos, diversos
produtos de elevado valor agregados, como o bioktéoplasticos, surfactantes,
biodiesel, 6leos e acidos graxos, detergentes,vadediogas, lubrificantes, tintas e
pigmentos, podem ser obtidos pela bioconversaaataadssa lignocelulésica (Turner,

Mamoet al., 2007).

1.3.1. Bagaco de cana de Acucar

No Brasil, o cultivo da cana de acucar € diretamesiacionado a producéo de
acucar e etanol de primeira geracdo e representagrande parcela da producdo
agricola brasileira. Atualmente a area cultivada cana de acucar (safra 2012/2013) é

de 8.520,5 mil hectares, havendo um aumento de rA%ekacdo a safra passada. O
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estado de S&o Paulo € o principal produtor com8%4,da producdo, seguido pelos
estados de Goias e Minas Gerais com 8,52% e 8 @gjectivamente. A produtividade
da cana de agucar esté estimada em 69.846 kgZba,Maior que a safra de 2011/2012.
A producdo de etanol total é estimada em 23,6Dé&dhde litros (Conab, 2012b). A

figura 1.9 mostra o crescimento da producéo de darsgucar desde o ano de 1970.

SERIE DA SAFRA BRASILEIRA DE CANA-DE-ACUCAR (1970-71 A 2010-11)

640.000

560.000
480,000 /
400,000 /_,/
320000 V
240.000 _____,—f
160.000 //—\

80.000 | /\/

—

Mil teneladas

o

S D
%) ] i ) sl e % e 4 N %
-'F‘ﬁ\ o 'dﬂ‘:ﬁ 'ﬂ’& 19& 46"}1’ q;"ﬁ 1.\@ 035‘@ cPB q"'ﬁ ﬁ“:'q ,;&3 q‘ﬁ‘ @.p 6‘? QQ@ d“\@ csé'-@

Figura 1.9.Safra de cana de acglcar no Brasil (1970/1971 a/2010) (Conab, 2011).

O Brasil € o maior produtor de cana de acucar degie india e China (Kadam,
2002; Chandel, Silvat al., 2012). Com uma produg¢édo tao expressiva, uma dages
quantidades de residuos lignocelulésicos é o badacoana de acucar (ou bagaco,
como é geralmente chamado). O bagac¢o € um reshilosd de talos que sobram apés
a trituracdo e extracdo do caldo de cana. E unduesignocelulésico da industria
acucareira usado pelas proéprias industrias comdustivel para as caldeiras. Com o
maior interesse na utilizacdo de residuos agricolasgaco ja vem sendo aplicado em
varios processos, como geracao de eletricidadelup@o de polpa e papel (Pandey,

Soccolet al., 2000).
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Um fato importante é que a energia renovavel pridduzelas usinas é cerca de
nove vezes maior que o insumo féssil utilizado v producao. Isso torna o processo
mais atraente entre 0s usos comerciais de endtgraaiiva sob o ponto de vista de
sustentabilidade, com a reducéo de emissdes de dasdeito estufa em cerca de 12,7

milhdes de toneladas de carbono (equivalente) (§€4).

A complexa composi¢cdo quimica do bagaco de candaliseu uso como
alimento para gado e outros ruminantes, em coat@asn a palha de trigo, palha de
arroz, palha de sorgo, etc, o que o torna um stbstnais atrativo para a aplicagao
industrial. O bagac¢o de cana de aclUcar € uma exeetetéria prima para ser utilizada
como combustivel de segunda geragdo, pois um dergmergia da cana de acUcar esta
contida no bagaco (figura 1.10). Os polissacaridem#idos no bagaco podem ser
hidrolisados por coquetéis quimicos ou enzimata@gucares monoméricos (glicose,
manose, xilose, arabinose, galactose, etc). Convllaeita mecanizada, que esta
progredindo rapidamente no Brasil, a quantidadeoditvel de tais materiais € cada vez
maior. Os acucares obtidos a partir da hidrolisebdgaco podem ser convertidos a
produtos de alto valor agregado, como producao iti®lxe acidos organicos,
biocombustiveis, além de ser um bom indutor na yy@d de enzimas (Siqueira,
Siqueiraet al., 2010b; Goldemberg, 2011; Chandel, Sitaal., 2012). Um estudo
envolvendo o uso de bagaco de cana de acUcar padmzp etanol utilizando
sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF) @ymomonas mobilis obteve
produtividade de 60% (Santos, Camedp al.,, 2010). As tecnologias capazes de
hidrolisar a holocelulose em seus monossacaridaos@isto baixo irdo tornar possivel
a utilizacdo dos mais diversos residuos de plgmdas a producdo de etanol. Essas
tecnologias podem, em teoria, dobrar a produtivedaal bioetanol, contribuindo assim

para evitar a expansao da area de cultivo necagsara produzir biocombustiveis de
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primeira geragdo e, consequentemente, evitar impanhs ambientais pelo uso

inadequado da terra (Santos, Gordedd ., 2011).

M Sucrose B Bagasse W Tops and Leaves Composition of sugarcane bagasse

A

Hemicellulose
25%

Figura 1.10.Energia contida em 1000 toneladas de cana de a@jcarcomposi¢céo do

bagaco de cana de agucar (B) (Goldemberg, 2011).

1.3.2. Casca de Soja

O Brasil é o segundo maior produtor e exportadosaja no mundo, ficando
atras apenas dos EUA. Na segunda década do séXulo téor de 6leo e proteina do
gréo da soja comecou a despertar o interesse diadstrias mundiais. Com a expansao
do cultivo de soja, o Brasil se tornou o segundmn@odutor mundial da cultura, com
produtividade média de 2.823 kg/ha, chegando axgdcaaté 3.000 kg /ha. A cultura
alcancou na safra de 2008/2009 a producdo de 570 toneladas do grdo (Embrapa,
2010). A casca do grao soja, composta de aproximewiz 60% de celulose, 10,4% de
hemicelulose e 9,4% de lignina (Siqueira, Siqueiral., 2010a), representa o maior
subproduto das industrias processadoras dessa teeiensafra de 2011/2012, esta

cultura ocupou uma area de 25 milhdes de hectatatizando uma producéo de 66,37
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milhdes de toneladas (Conab, 2012a). No ano de, 2@1Bstados Unidos tiveram uma
producao deste grao em torno de 90,6 milhdes adatdas por ano (Embrapa, 2010). A
grande producdo mundial da soja torna os residgoscklulésicos desta cultura um

dos mais expressivos em volume e uma alternatiesessante para bioconversao do

seu hidrolisado a produtos de alto valor agregado.

1.3.3. Piolho de algodéao

Os residuos que se acumulam nas industrias tédteibeneficiamento de
algodéo séo coletados de diferentes fases da f@dgadgoddo. Formam basicamente
trés fracbes de diferentes qualidades: uma frab&ash mais limpa que contém fibras
de algodao curtas com um comprimento inferior anth, que podem ser reutilizadas
para a producéo de fios de baixa qualidade, dersmtagpiolho de algod&o limpo; uma
segunda fracdo mais suja que contém fibras maikas;ucascas e outras matérias
escuras, denominada piolho de algodao sujo e cedit, (Siqueira, Siqueirat al.,
2010b). Na safra 2011/2012, o Brasil teve 1.396da$ de hectares plantados com
algodao (Conab, 2012a), produzindo grande voluretedesiduo. O piolho de algodéao,
constituido por aproximadamente 66% de celulos&y tlé hemicelulose e 6,3% de
lignina (Siqueira, Siqueirat al., 2010a), possui grande potencial para utilizagéo e

processos biotecnoldgicos.
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1.4.Holocelulases e a degradacao de biomassa vegetal

Num mundo onde a sustentabilidade tem sido um temstante, a utilizacao de
enzimas em processos industriais torna-se indiggehsuma vez que estas reduzem a
utilizacdo de produtos quimicos poluentes.

O uso de enzimas tornou-se atualmente uma neceéssigais elas produzem
efeitos similares aos dos produtos quimicos, carmndgagem de serem ecologicamente
corretas. As vantagens do uso de enzimas ao irvgwatlutos quimicos sédo a alta
eficiéncia de conversdo, a auséncia de perda dstratth devido as modificacbes
quimicas, e 0 uso de condi¢cdes de operacdo fisicoicas mais moderadas e néo-
corrosivas (temperatura de reacdo mais baixa, tildagdo de extremos de pH e uso
de reagentes biodegradaveis e nao-toxicos), oaina b processo mais amigavel ao
meio ambiente (Andreaus, Fillebal., 2008; Sharma e Kumar, 2013).

A degradacdo de materiais lignocelulésico a ac8ceam@nomeéricos tem grande
importancia, uma vez que o0s aguUcares fermentescpaiem ser utilizados como
matérias-primas em inimeros de processos de prochigfecnoldgica, incluindo a
producdo de etanol. A hidrolise completa da pord¢@micelulésica requer a
participacdo de enzimas responsaveis pelas cligagas cadeias principais e laterais.
Dois tipos basicos de enzimas sdo necessarioggaizar a quebra de polissacaridos
da parede celular vegetal: as exohidrolases, queesfonsaveis por atuar nas ligacoes
glicosidicas terminais e liberar as unidades deassacarideos terminais, enquanto que
as endohidrolases clivam ligagBes glicosidicasrnate de forma aleat6ria ou em
posicdes especificas, geralmente dentro da ca@eiaghlan, 1992; Moreira, Milanezi

etal., 2011).

23



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduacéo em Biologia Molecular

A degradacéo completa da holocelulose requeriaag#io de glicosil hidrolases
GHs, como as celulases, hemicelulases e pectigageséo eficientemente secretadas
por fungos filamentosos como sistemas multienztoaticapazes de atuarem de
maneira sinérgica (Turner, Mangb al., 2007; Moreira, Ferreirat al., 2012) (figura
1.11). Uma ampla variedade de enzimas hidrolitcagcesséria para a degradacao da
holocelulose. Dentro desse grupo enzimético, dastse xilanase, mananase,

poligalacturonase, endoglicanase e exoglicanase.
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Figura 1.11.Ataque enzimatico na estrutura holocelulésicaySiigq e Filho, 2010).
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1.4.1. Xilanases

As xilanases (EC 3.2.1.8) sdo GHs que catalisandralise de ligacdes 18-
D-xilosidicas da cadeia principal da xilana (CdliGerdayet al., 2005). O sistema de

classificagdo CAZy (Carbohydrate-Active enZymespdnivel emwww.cazy.org €

baseado no principio da similaridade de sequérciagresenta 132 familias de GHs
reconhecidas pel&nzyme Comission (EC). Os fungos produzem enzimas hidroliticas
gue estdo presentes em 20 dessas familias, ajpredests atividades necessarias para o
processo de hidrélise da biomassa (Jovanovic, Mamgnet al., 2009). Enzimas da
mesma familia apresentam estrutura tridimensionaeanismos moleculares similares
(Collins, Gerdayet al., 2005). Xilanases sédo encontradas nas familidas&,10, 11, 26

e 43 (Juturu e Wu, 2012). As GHs sao comumenteidaecomo glicosidases e podem
catalisar a hidrdlise de ligacdes dos tipos O-eI$- entre glicosideos. Cada familia de
GHs contém proteinas que sao relacionadas pelé&mggude aminoacidos e pelo
dobramento estrutural nativo. Esta inter-relagéessende para a maquinaria catalitica e
mecanismos moleculares que sao conservados pareanglegmaioria das GHSs.
Usualmente, o mecanismo catalitico de retencamwersao da configuragdo em torno
do carbono anomérico resultante € também conserdadtio das familias de GHs
(Gloster, Turkenburget al., 2008). A eficiéncia catalitica de GHs é aumentada
presenca de modulos de ligacdo ao carboidrato (¢Bbdés esses podem apresentar
mais de um sitio ligante e exibir uma gama de éfigidades a substratos. A ligacdo do
CBM ao polissacarideo especifico aumenta a coraggiurda hidrolase na superficie do
substrato polimérico e mantém a enzima proxima aostgto, levando a uma

degradacgdo mais rapida do polissacarideo (Andrédhe,et al., 2008).
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Outro tipo de classificagdo baseia-se na homoldgisequéncia de aminoacidos
e analise doslusters hidrofébicos (HCA). De acordo com a HCA, as xilsesm estdo
subdivididas em duas familias, F e G, analogasaasiliis 10 e 11 das GHs,
compreendendo xilanases de alta (35 kDa) e baiga k2a) massa molecular,
respectivamente (Kulkarni, Shendsteal., 1999).

As xilanases das familias 10 e 11 compartilham snmeemecanismo de acao:
catalisam a hidrolise de xilana mantendo a cordigiio estereoquimica do carbono
anomérico (C1 do anel de xilopiranose) apos a gfira da ligacdo glicosidica. Isso
indica um mecanismo de duplo-deslocamento, no qualintermediario covalente
glicosil-enzima, o ion oxicarbono € formado e sgbsatemente hidrolisado via
estados de transicao (Clark, 1997). Dois residoosezvados de acido glutamico sdo
responsaveis pela catalise. Os grupos carboxiltms residuos cataliticos estédo
envolvidos na formacdo do intermediario; um delge aomo acido, protonando o
substrato, enquanto o segundo executa o ataqueofilicb durante a formacdo do
intermediério a-glicosil-enzima (inversdo da configurac$o para a). Numa etapa
posterior, 0 primeiro grupo carboxilato funcionanmuma base geral, subtraindo um
préton de uma molécula de agua que, por consegaitatea o carbono anomérico. 1sso
leva a uma segunda substituicdo na qual o carbmmérico passa hovamente por um
estado de transicdo para dar origem a um produtoac@onfiguraca® (inversao da

configuracdo dex parap) (figura 1.12). Dessa forma, o resultado final ietencéo da

configuracdo estereoquimica no centro anoméricdif€oGerdayet al., 2005).
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Figura 1.12. Mecanismo geral de hidrélise de ligacdo glicosidoman retencao

anomerica (Rye e Withers, 2002).

As xilanases sao produzidas principalmente porargenismos e participam da
quebra de paredes celulares vegetais, juntamemte czdgras hidrolases. Xilanases
podem ainda ser encontradas em protozoarios, ceesa insetos, caramujos e
sementes de plantas terrestres. Entre as fonteshiainas, fungos filamentosos séo de
especial interesse, pois eles secretam essas anzimmam meio extracelular e os niveis
de xilanases sdo bem mais altos que aqueles eadostem leveduras e bactérias
(Sunna e Antranikian, 1997; Filho, 2004).

As xilanases séo extracelulares e induzidas posglesirato, o0 que determina a
importancia da escolha do meio nutricional. Em lgexainducdo da xilanase € um
fendbmeno complexo e o nivel da resposta de um ondudria de acordo com o
organismo (Kulkarni, Shendyet al., 1999). Devido a sua estrutura heterogénea, a
degradacdo da xilana requer um complexo de enzpaes sua total degradacao,
conforme mostrado na figura 1.13. Estudos mostram &feitos sinérgicos entre as

enzimas xilanoliticas aumentam a suscetibilidadepdibmero de xilana ao ataque
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enzimético (Van Dyk e Pletschke, 2012). Da mesmado as xilanases provenientes de
microrganismos crescidos sobre diferentes fontesmdeono também atuam em sinergia
sobre a xilana, aumentando a quantidade de acgutbesados durante a hidrolise
(Moreira, Mattoset al., 2008). p-Xilanases e as enzimas que atuam sobre a cadeia
lateral sdo necessarias para uma eficiente quebrdlaha a aclUcares fermentesciveis
ou oligossacarideos. As enzimas de cadeia latemabvem os substituintes que estédo
ligados a véarios pontos da xilana, criando maisaifocpara posterior hidrolise
enzimética. Endo-1,8-xilanase (EC 3.2.1.8) é a enzima crucial para a
despolimerizacdo da xilana, pois ela hidrolisadégs glicosidicas entre os residuos de
D-xilose na cadeia principal, reduzindo o grau dengerizagdo do substrato, gerando
xilooligossacarideos. A xilana ndo é atacada aieatente, mas as ligacbes
selecionadas para hidrélise dependerdo do compianaiencadeia, grau de ramificacao,
e da presenca de substituintes. A hidrélise complat xilana depende ainda da agéo
sinérgica de vérias enzimas que agem hidrolisasdbigacdes das cadeias laterais,
como, a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), que hidroliaa arabinose, a-
glucuronidase (EC 3.12.1.-), que remove o acideugfinico, acetilxilanaesterase (EC
3.1.1.6), que hidrolisa o grupo acetato, ferulodesse (EC 3.1.1.-) e cumaroilesterase
(EC 3.1.1.-) agem hidrolisando os &cidos ferulicgp-euméarico, respectivamente.
Finalmente asp-xilosidases (EC 3.2.1.37) hidrolisam a xilooligasarideos ou
xilobiose liberando residuos fleD-xilopiranosil a partir da extremidade néo redaje
sua afinidade por xilooligossacarideos € inverséan@noporcional ao seu grau de
polimerizacao (Wong, Taé al., 1988, Biely, Vrsanskat al., 1997; Liab, Azadet al.,
2000; Filho, 2004; Moreira, Milane# al., 2011). Por exemplo, muitas xilanases néo

clivam as ligacdes glicosidicas entre as unidaéesildse, se estas foram ramificadas,

de forma que a cadeia lateral deve ser clivadasadte esqueleto de xilana ser
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completamente hidrolisado. De forma oposta, metasmas acessorias s6 clivam as
ligacGes laterais de xilooligossacarideos, ne@es$it da acdo prévia dexilanases

(Polizeli, Rizzattiet al., 2005; Sharma e Kumar, 2013).

P 1, 4-Dxy lopyranose |i|1L T I \““\'H ANASE

H I
\ n
OAc OH \ OH H i \, lf:lll Ii
D-xy lopyranose

ring | OH OH '-.H OH :mc
XY 1J-.|I}.-\h|-. +— =] 2-d-0-methyl-D- I". ,1,,{ ETYL X¥LAN
S | glucuronic acid linkage ' ESTERASE
CPOH f-" 0 a-1,3-L-arabino-
H | furanose linkage
H CH, u\_\ j
OH a=AR "ﬁHI.'\['I
_ H /| ja-GLUCURONIDASE \_ O | FURANOSIDASE
CHy0 Y 0 ., -
a-f-methyl-Ix
glucuronic acid ring OH C=—0 R
. L. — ("IH f’f \
A Acetyl group | FERORYL. and CH— ( W,
R--H .Ir'_-u uu.‘l‘lrr_:{ acid p-COUMAROYL | \ S/
R==OCH,: ferrulic acid " i

ESTERASES

Figura 1.13. Estrutura hipotética de uma xilana, mostrando eifegs grupos
substituintes, com sitios de ataque de xilanasesohianas (Beg, Kapoat al., 2001),

com modificagdes.

Enzimas de fontes microbianas tém tido um cresdioneapido no campo de
biotecnologia. O mercado global de enzimas indaistastava proximo a um milh&o de
dolares em 1990 e passou de dois milhdes de ddlaraso de 2005 (Krishna, 2005).

Este mercado foi estimado em 3,3 bilhdes no an20d® e espera-se que atinja 4,4
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bilhdes de délares em 2015 (Sharma e Kumar, 2@ 3yercado para enzimas com

aplicacdes industriais é separado em trés setores:

1. Enzimas para aplicacéo técnica - com estimativaalc@ncar cerca de
US$ 1,5 bilhdo em 2015, um crescimento de 6,6%n@o As maiores
vendas de enzimas de aplicacdo técnica ocorrememcado de couro,
seguido pelo setor de produc¢éo de bioetanol;

2. Enzimas envolvidas na manipulagdo de alimentos @dég - com
estimativas que devem alcancar US$ 1,3 bilhdo ert5,2Qum
crescimento anual de 5,1% ao ano. Neste segmentoaeres vendas
de enzimas serdo para 0os mercados de leite e di@sivaujo valor
alcancado em 2009 foi de US$ 401,8 milhdes;

3. Enzimas para nutricdo animal, com valorizagéo estanpara 2012 de

US$ 375 milhdes (Bcc Research, 2011).

As xilanases comerciais sdo produzidas no Japéal@néia, Alemanha, Irlanda,
Dinamarca, Canada e Estados Unidos. Sua comesagiatz tem finalidade
biotecnolégica na industria alimenticia, na extoacéarificacdo e estabilizacdo de
sucos de frutas e vegetais, clarificacdo de cesyaja reducdo da viscosidade e
incremento da recuperacdo de aromas, Oleos edsersasés minerais, vitaminas e
panificacdo. Na industria farmacéutica, o complestanolitico é utlizado na
formulacdo de produtos dietéticos ou medicamerdos fpatar problemas digestivos; na
indUstria quimica, os produtos hidroliticos da mdlapodem ser convertidos em
combustiveis liquidos, solventes e adocantes. Xslem também tém aplicacdo na

reducdo da viscosidade de racdes animais, alémodagfio de bioetanol. Entretanto,
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seu principal uso encontra-se na induUstria do papede sao utilizadas no
branqueamento da polpa de celulose. Para esliaéid@, € necessario que as xilanases
sejam livres de celulases, a fim de se evitar afidagdo das fibras da polpa. As
xilanases também encontram aplicacdo nas biorgf&grarticipando da bioconverséo
da biomassa lignocelulésica em aculcares fermentgsciApesar de a celulose ser o
polimero mais abundante da biomassa, a remocdo ehaicdlulose altera
substancialmente a estrutura e a acessibilidadégdacelulose as outras enzimas

participantes do processo (Kirk, Borchettal., 2002; Polizeli, Rizzattet al., 2005;

Medeiros, Silva Jet al., 2007; Merino e Cherry, 2007; Sharma e Kumar, 2013

1.5. Aspergillus terreus

Os fungos compdem um grupo extenso e diversificaddendo ser encontrados
como organismos unicelulares (leveduriformes) auigelulares (filamentosos), sendo
a ultima, a forma mais abundante. S&o responsgeeisecretar inimeras enzimas de
grande eficiéncia na degradacdo de nutrientes milgpie no ambiente, que serdo
absorvidos por suas células o que gera uma graaddidade na degradacdo da
biomassa lignoceluldsica. Essa eficiéncia na degé@alde biomassa lignoceluldsica faz
com que os fungos sejam capazes de adaptaremdiserentgs fontes de carbono e
nitrogénio, permitindo-os ocupar uma seérie de rsamldgicos como solos, madeira e
outros residuos de materiais organicos. Alguns dsingdo conhecidos por seus
impactos negativos no bem estar dos animais e dargg|nos, como agentes
causadores de doencas em plantas (ex.. ferrugemcerenis), biodegradacéo
(apodrecimento e mofo) ou como agentes patogémincognimais (ex.: producdo de

toxinas e micoses). Entretanto, alguns fungos diapsofitos tém inUmeras aplicacoes,
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dentre esses destacam-se os filos Ascomycota di@agcota (Bennett, 1998; Bouws,
Wattenberget al., 2008).

O géneroAspergillus é constituido por um grupo de fungos filamentosos
um grande namero de espécies. Sdo fungos de dispeosmopolita, podendo ser
encontrados principalmente em material vegetal eoomposicdo. Algumas espécies
de Aspergillus regularmente produzem esporos sexuados e assexuadosutras
espécies, a forma sexuada é rara e ha ainda espésiguais as formas sexuadas nunca
foram vistas. Os fungos do géndgpergillus foram primeiramente reconhecidos como
organismo em 1729 por Micheli. SGo amplamente dssigepor todos os ambientes e
consistem aproximadamente 250 espécies oficialmmtenhecidas e formam um
importante grupo de fungos filamentosos, os Ascetag O grupo é morfologicamente
definido pelo formato caracteristico de seu cofil@ onde se encontram o0s
conidiésporos (esporos), e das células da hifande se ramificam os conidiéforos. O
tamanho, o arranjo e a cor dos conidiésporos sadaatcaracteristicas para a
identificacdo e divisdo interna do género em suybusu Neste grupo também sé&o
encontrados agentes patogénicos humanos, como sadmauda aspergilose em

humanosA. fumigatus; produtor de aflatoxina. flavus e A. parasiticus (De Vries e

Visser, 2001; Ward, Qiet al., 2005; Bennett, 2010).

As espécies de fungos pertencentes ao géAgpergillus podem possuir
propriedades benéficas, como € o casoAdgergillus terreus, muito utilizado na
induUstria para producdo de importantes acidos argéndentre eles pode se destacar o
acido itaconico, além disso, € fonte inicial pararaga lovastatina, utilizada para
reduzir o colesterol.

A Lovastatina, um metabdlito secundarioAlderreus, € um potente redutor do

colesterol e foi aprovada pekood and Drug Administration (FDA) em 1987 como
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droga contra hipercolesterolemia. Embora variagaep de fungos possam produzir a
lovastatina, apenas a produgéo deste compost. pareus tornou-se comercial para a
producdo de grande quantidade de lovastatina pswacamo medicamento anti-
colesterol. A lovastatina foi vendida sob o nomevidvacof™ e tornou-se uma droga
de sucesso para a Merck (Bennett, 1998; Shu, 78®8omi, Lianget al., 2012).

A. terreus é usado ainda para a producdo de acido itacéreoco,um amplo
espectro de aplicagbes na producdo industrial dgna® pode ser facilmente
incorporado em polimeros e pode servir como umtsutzspara acrilico. E utilizado de
1 a 5% em resinas e também na producdo de fibrdétisas, em revestimentos,
adesivos, espessantes e agentes ligantes. Desdealpf®ducao de acido itaconico é
conseguida por fermentacdo coln terreus em meios contendo acgucar (Willke e
Vorlop, 2001; Steiger, Blumhofet al., 2013). Embora outros micro-organismos

também produzam o &cido itacénid, terreus € o principal produtor devido a alta

producao de 80-86 g/L (Kuenz, Gallenmubeal., 2012).

2. Justificativas

Atualmente, a sustentabilidade vem sendo largamdistaitida, com isso ha
necessidade da criacdo e aperfeicoamento de posdeskistriais menos agressivos ao
meio ambiente. A aplicacdo das enzimas em processigstriais nos quais
tradicionalmente usa-se produtos quimicos altamemesivos, traz as vantagens de
um processo ndo poluente. A aplicacdo de enzimas pemessos industriais
frequentemente elimina o uso de altas temperatachgentes organicos, extremos de
pH e ao mesmo tempo oferece aumento da especifecidia reacdo, pureza do produto

e reducdo de impacto ambiental.
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A hidrdlise enzimatica da lignocelulose permiteeagir valores a residuos, o
que ajuda a controlar o problema da poluicdo alénfochecer bioenergia reduzindo
nossa dependéncia por combustiveis fosseis. Od®gEnento de tecnologias que tém
residuos agroindustriais, como bagaco de canalmmr@iolho de algodao e casca de

soja como fonte de energia tem sido muito comum Ulamas décadas sendo uma

tendéncia cada vez mais abrangente no mundo.

Nos ultimos anos tem havido um progresso considenda identificacdo de
parametros importantes para a obtencdo de xilaneses alta atividade, o que
influencia economicamente seu processo de prodWgamusto da fonte de carbono,
bem como dos outros componentes do meio, tem uel paportante na economia da

producao de xilanases (Siqueira, Siqueira., 2010b).

A aplicacédo de enzimas holoceluloliticas (celulabesicelulases e pectinases)
em processos de bioconversdo de biomassa lignosielal tem levado a um
crescimento acelerado no mercado de enzimas hidaslio que tem influenciado
diversos trabalhos com objetivos de caracterizgougficar enzimas fungicas. A
utilizacdo comercial de enzimas ja pode ser vistalersos paises, principalmente na

Europa eAmérica do Norte, com aplicacfes nas mais diverssas.

Sabe-se que o fungo recém-isolado de residuosgdda da industria téxtil
Aspergillus terreus € um eficiente produtor de xilanase (Siqueira,uSic et al.,
2010b).A terreus tem sido bastante estudado por sua habilidadeodieizir enzimas do
complexo xilanolitico (Rogalski, Szczodrak al., 1985; Hrmova, Petrakové& al.,
1991; Ghanem, Yuset al., 2000; Chantasingh, Pootanadtital., 2006; Pal, Ragt al.,

2006; Lakshmi, Raet al., 2009).
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Esta tese de doutorado faz parte do projeto do IN€Bioetanol/CNPq, rede
sisbiota e rede centro-oeste, de forma que foramizadas as analises com as enzimas
provenientes do extrato bruto cultivado com bag#gaana de agucar como fonte de

carbono.

3. Obijetivos

Utilizar a biomassa lignocelulésica de residuo®iaglustriais para o cultivo
em meio liquido deAspergillus terreus e consequente producédo de holocelulases que

degradem substratos diversos, visando a aplicad@istrial destas enzimas.
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Capitulo I

Utilizacao de residuos agroindustriais no cultive d
Asperqgillus terreus para producao de enzimas

holoceluloliticas
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Resumo

Os residuos agroindustriais bagaco de cana, paghalgodao sujo e casca de soja
foram utilizados como fontes de carbono para owvoukm estado liquido dA.
terreus para producao de holocelulases, especialmenteasigs. O cultivo do fungo
foi feito por 6, 9, e 5 dias, nos meios cultivadom bagaco, piolho e casca de soja,
respectivamente. Os maiores percentuais de heraselue lignina foram
observados no bagaco de cana de acucar, enquanto pgilho de algodao sujo
mostrou o maior percentual de celulose. Dentretiaglades holoceluloliticas, a
xilanolitica foi a mais expressiva nos trés exsdioutos. O extrato bruto cultivado
com soja mostrou a maior atividade de xilanasexildgases apresentaram maiores
atividades nos valores de pH 5,0, 6,0 e 6,5 nosatest brutos provenientes dos
meios cultivados com bagaco, piolho e soja, res@eoente. As atividades mais

altas foram observadas a 50°C (bagaco e piolh0j@ @oja).

Palavras-chave:A. terreus, xilanases, bagaco de cana de acucar, piolho ddadgo

sujo, casca de soja.
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1. Introducéo

Conforme mencionado no capitulo |, residuos agigcad florestais, lixo
organico municipal, residuos originados do processdo industrial e safras agricolas
representam uma fonte alternativa de baixo custmaterial holocelulésico que pode
ser utilizado para obtencdo de precursores quimisimEombustiveis, alimentos e
racOes. Estas matérias-primas tém as vantageserel® suficientemente abundantes e
gerarem emissdes muito baixas de gases de eféitia ¢&ndreaus, Filhat al., 2008;
Kumar, Barretet al., 2009). Esses residuos séo fontes de carbonaxdeduesto para o
cultivo em meio liquido de micro-organismos, inolld fungos filamentosos para a
producdo de holocelulases (Siqueira, Siqueiral., 2010a). A habilidade de certos
micro-organismos em metabolizar celulose, hemiosks e lignina, faz com que eles
sejam potencialmente importantes na utilizacdo et#duos agroindustriais (Pérez,
Mufoz-Doradoet al., 2002). Muitas pesquisas tém usado meio de culfgrado,
devido a maior facilidade de controlar fatores antais necessarios para as condi¢coes
ideais de cultivo do micro-organismo e producadreatica, como o grau de aeracao,
pH e temperatura do meio (Moreira e Filho, 2008).

O elevado teor de celulose, hemicelulose e ligltma a uma alta recalcitrancia
nesta biomassa lignoceluldsica, o que dificultaoaversdo dos polissacarideos em
acucares monomericos. Por esta razdo, uma boantarta € a utilizacdo de fungos
filamentosos para producédo de enzimas extracetutpre atuem sinergicamente sobre
esses substratos levando a liberacdo de acucarentesciveis.

Devido a complexidade estrutural da lignocelul@ass degradacédo é facilitada
pela inclusdo de etapas de pré-tratamento quédatcih remocao de lignina, tornando a

celulose e a hemicelulose mais acessiveis, patsiloib a hidrélise total ou parcial da
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porcdo de hemicelulose, a reducédo do grau de loridtde da celulose, tornando o
substrato mais adequado aos passos subsequertigbdliae enzimatica (figura 2.1).
Existem varias técnicas de pré-tratamentos, indtuiexplosdo da fibra por aménia,
tratamentos quimicos ou biologicos, explosdo a wapohemicelulose esta muito
proxima da celulose e da lignina, de forma que rdera pré-tratamento, parte dela é
removida. Entretanto, parte da hemicelulose perogama fracdo solida do material
pré-tratado, e pode ser usada como substrato pdwgdo enzimatica ou producdo de
enzimas. Entre as técnicas de pré-tratamentos sig@ta quebrar a celulose, tanto
hidrolise acida como enzimatica podem ser empregddahasz, Szengyetial., 2005;
Kumar, Barrettet al., 2009), entretanto as enzimas apresentam a vamtdgendo

poluirem o meio ambiente.

Hemiceliulose Prefreannent /
Al

g I
r:’ | Hemicellulose
[

Cellulose
“elhilose

Figura 2.1. Esquema do pré-tratamento da biomassa lignocedal@sumar, Barretet

al., 2009).
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2. Objetivos

2.1.Produzir e caracterizar holocelulases, com focoxnagsases, déspergillus

terreus crescido em meios liquidos contendo: bagaco de @am@glcar, piolho

de algodao sujo e casca de soja como fontes dertarb

3. Material e Métodos

3.1.Origem dos reagentes

Os reagentes xilana de bétular¢hwood), carboximetil-celulose (CM-celulose),

pectina, manana, foram adquiridos da Sigma Chen@cal (St. Louis, MO, USA).

Todos outros reagentes utilizados foram de gralit@oa

3.2.Residuos Agroindustriais

3.2.1. Origem dos residuos lignoceluldsicos

O bagaco de cana de acgucar foi coletado na FaB¥effta em Formosa, GO. O

piolho de algodao sujo foi gentiimente cedido pedntex - Residuos Téxteis Ltda.,

Gaspar, SC. A casca do gréo de soja é proveniarftazenda Tropical, em Cabeceiras,

GO.
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3.2.2. Pré-tratamento

Os residuos foram autoclavados a 121°C por 2 hooas, posterior lavagem
em agua corrente para retirar sujidades encontrestds residuo. Apds a lavagem, este
material foi seco a 65°C por 48 horas em estufadsentdo triturado em moinho de

bancada para obtencdo de pequenas particulas hoeasgé

3.2.3. Analise Bromatologica

A andlise da composicdo bromatologica destes resifhi feita pelo Prof. Dr.
Carlos Frederico de Souza Castro, do laboratoriQuienica Tecnoldgica do Instituto

de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano, Rio VerG®.

3.2.3.1. Anélise dos extrativeis

Foram pesadas 5 g do material lignocelulésico (raO)osteriormente
transferidos para um extrator Soxhlet. A extragéarr@u por 8 horas, usando cerca de
300 mL de hexano PA. Apés a extracdo, o materiadoo a 35-40°C e pesado (m1). A

diferenca de massa corresponde ao teor de exisafing — m0).

O percentual de extrativeis (%E) pode ser caloupemt:

ml —mo
%EZTX].OO
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3.2.3.2. Andlise da Hemicelulose

Foi utilizado precisamente 1 g (ml1l) do materiahdigelulésico (livre de
extrativeis). Este material foi acrescido de 10 delLsolucdo aquosa de hidréxido de
sédio (500 mM; 20 g/L). A mistura foi fervida pojsdhoras, filtrada e lavada com agua
destilada. O residuo sdlido foi seco a 35- 40°@®ago (m2). A diferenca das massas
corresponde a hemicelulose.

O percentual de hemicelulose (%HC) foi determinaaio

m2 —ml
%HC =Tx100

3.2.3.3. Andlise de Lignina

Foi utilizado 1 g (m3) do material lignocelulosi@ivre de extrativeis) e este foi
acrescido de 30 mL de solugdo aquosa de acidorisolf(i72%; 72 mL de acido
sulfurico concentrado com 28 mL de agua destilaflapistura ficou em repouso por
24 horas e depois foi diluida com 300 mL de agusiildda e fervida por 1 hora. A
mistura foi filtrada e o residuo sélido foi lavadom agua destilada. O residuo sélido
foi seco a 35-40°C e pesado (m4). Esta massa porrds ao teor de lignina.

O percentual de lignina (%L) foi determinado por:

m4
%L =— x 100
m3
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3.3. Manutencéo e cultivo do micro-organismo

A. terreus foi isolado da compostagem natural de residudadisstria téxtil e,
posteriormente, identificado morfologicamente pletof. Dr. Luis Roberto Batista do
Laboratério de Microbiologia Agricola da UniversidaFederal de Lavras, Lavras -
MG, (Siqueira, Siqueirat al., 2010b). A identificacdo molecular da cepafdeerreus
foi feita pela Profe. Dra. Nadia Skorupa Paractim]aboratério de Biologia Molecular
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Brasilia (UnB), conforme
metodologia no anexo A.

O isolado foi mantido em meio solido Batata-Dexérdgar (BDA) contendo
(m/v) caldo de batata 2,0%, dextrose 1,0% e aga¥_2com repiques realizados
periodicamente. O isolado encontra-se depositaddVit@teca do Laboratério de
Enzimologia do Instituto de Ciéncias Biologicas jwénsidade de Brasilia (UnB), sendo
mantido em criotubos, contendo glicerol 18% (vpgra conservacdo em ultrafreezer a
-80°C.

O cultivo em meio liquido dé\. terreus foi realizado em frascos do tipo
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 250 mL de meio digusuplementado (m/v)
(KH2PO, 0,7%, KHPO, 0,2%, MgSQ.7 H,O 0,05%, (NH).SO, 0,1%, extrato de
levedura 0,06%); pH 7, e 1,0% (m/v) das fontesatbano: bagaco de cana de acucar,
piolho de algodéo sujo ou casca de soja (MedeBdga Jret al., 2007). Todos 0s
meios foram autoclavados a 121°C por 30 min.

O inoculo foi obtido por meio da raspagem dos espde placas de Petri. O
material obtido da raspagem foi disperso em 50 nelL sdlucdo salina 0,9%,

autoclavada. A contagem de esporos da suspensdcedbrzada em camara de
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Newbauer e microscopico 6tico. Para producéo ernmajaaliquotas de suspensédo de
esporos (1besporos/mL) foram inoculadas nos Erlenmeyers,ropapcdo de 1 mL de
solucéo de esporos para cada 100 mL de meio deaul® cultivo em meio liquido foi
realizado a 28°C e agitacdo constante de 120 rpr6,@ou 5 dias, cultivados com as
fontes de carbono bagaco de cana de acuUcar, pielladgodéo sujo e casca de soja,
respectivamente. Apos o cultivo, o meio foi filtoagim funil do tipo Biichner com papel
de filtro (Whatman N° 1) e armazenadas a 4°C, atigia de 0,1% de azida sodica. O
filtrado, a partir de agora denominado extrato dyrubi usado como fonte de
holocelulases. Para os ensaios da curva de indogamyltivos foram incubados por 19

dias com aliquotas retiradas diariamente.

3.4.Determinacdo da quantidade de proteinas

A concentracdo de proteinas totais foi determinzela método de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando it Protein Assay (Bio-RadLaboratories, EUA). Uma
solucdo de BSA (albumina sérica bovina) (0,1 mg/ridi)usada para construcédo da

curva padréo de acordo com instru¢des do fabricante

3.5. Determinacéo da atividade enzimatica

Para determinacdo das atividades de xilanase, npseti CM-celulase e
mananase foram realizados micro ensaios incubamd@otel de solucdo enzimatica e
10 pL de solucéo dos substratos 1% (xilana, peeticarboximetil celulose — CMC) ou
0,5% (manana). Os ensaios foram realizados por iBQ an50°C (Filho, Pulst al.,

1993). Apds o periodo de incubacéo, as reacOemfori@rrompidas pela adicdo de 15
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pL de solugcédo do acido 3,5-dinitro-salicilico (DNShovamente incubados a 97°C por
10 minutos (Miller, 1959). Apdés a ultima incubacfmam adicionados 150 pL de agua
destilada. A quantidade de acucar redutor foi diieanda pela leitura da absorbancia a
540 nm (SpectraMax M2 Molecular DevicesCo., EUA). As atividades enzicad
foram expressas em Ul/mL, sendo definida como antglede de acucares redutores
liberados na unidade de tempo por mililitro (umel acacar redutor/min/mL). As
curvas padroes foram determinadas com solucdesximde, acido D-galacturénico,
D-glicose e D-manose no intervalo de concentracéoO@ - 1,2 mg/mL. Para
determinacdo do efeito do pH na atividade de x#anabs extratos brutos foram
incubados a 50°C, numa faixa de pH entre 3,0 — @9 seguintes tampdes foram
usados: acetato de sédio 50 mM (pH 3,0 — 6,0)afoste s6dio 50 mM (6,0 — 7,0), tris-
HCI (7,0 — 9,0). Todos os tampdes, independentgHjdoram ajustados para a mesma
forca i6bnica com NaCl. O efeito da temperatura tddade de xilanase foi avaliado
realizando-se ensaios enzimaticos no intervaleedgeratura de 30 - 80°C. Aliquotas
foram retiradas em intervalos determinados paratdicacao da atividade residual de
xilanase. Os resultados dos ensaios de efeitonjzeratura e pH foram expressos como
atividade relativa, sendo que o valor de 100% dlédatle correspondeu a temperatura
ou ao pH de maior atividade. Todos os ensaios fdegtims em triplicata e os desvios

padrbes foram menores que 15% da média.
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4, Resultados e Discussao

4.1.Curva de inducéo de xilanase

A utilizacdo de residuos agroindustriais tem dd¢apger um grande interesse
acerca de suas potencialidades biotecnoldgicasmecbomo vantagens a reducdo da
poluicdo ambiental, além de ser uma fonte baratabendante para producéo
enzimatica. Por esse motivo, foi avaliado o potdrdn fungo filamentos@. terreus de
produzir enzimas holoceluloliticas, com foco emamdses, usando como substratos

diferentes residuos agroindustriais.

A. terreus cresceu em meio liquido suplementado com os residuo
agroindustriais, bagaco de cana de acucar, picdhalgbddo sujo ou casca de soja, por
19 dias. O perfil de inducédo de xilanases esta detraxlo na figura 2.2. Tanto o
crescimento de fungos como a sua producdo de g@éansdo determinados por uma
grande variedade de parametros, como a composictmperatura e o pH do meio,
além disso, a escolha da fonte de carbono tem ymel pmportante na producao
enzimética (Juhdsz, Szengyetl al., 2005). Para a otimizacdo da utilizacdo dessas
enzimas na industria, faz-se necessaria uma pecévégterizacdo enzimatica, que seja
capaz de determinar os principais parametros dleeirtiam a atividade e estabilidade

enzimaética.

O cultivo deA. terreus no meio suplementado com baga¢co mostrou um dnico
pico de atividade xilanolitica, no 6° dia de inogdia (figura 2.2). O perfil de inducéo

foi acompanhado por um aumento na quantidade deipas totais, chegando ao
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maximo no 11° e 12° dias (dados ndo mostradosgaBasnos resultados descritos, o 6°
dia foi definido como tempo de cultivo ideal paraneio de cultura liquido cultivado

com bagaco de cana.

O meio de cultura cultivado com piolho de algoddgo sdemonstrou um
aumento progressivo na producdo de xilanases, stlegao maximo no 9° dia de
cultivo, com atividade de 0,634 Ul/mL (figura 2.8gndo este tempo definido como

padrédo para indugéo de xilanase®\dirreus com esta fonte de carbono.

Por outro lado, o cultivo dA. terreus no meio de cultura com casca de soja foi
acompanhado por diversos picos de producéo deasgaisendo o mais alto no 5° dia de
cultivo. Dentre as trés culturas usadas como fodéesarbono para o cultivo de
terreus, a casca de soja apresentou a maior producdo deas@achegando a 1,794
Ul/mL no 5° dia. A partir de tais dados, o 5° dva definido como tempo ideal para

inducéo de xilanases nesta fonte de carbono.

A quantidade de proteinas oscilou durante o pertglacultivo com as trés
fontes de carbono, sugerindo que este resultadangdroutras enzimas além das
xilanases, que séo produzidas concomitantemenie e&agmbém participam do processo
de degradacédo desses substratos. Entretanto, pdmsodeste trabalho, a atividade

xilanolitica foi o principal alvo de investigacgao.
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Dias

Figura 2.2. Curvas de inducéo de xilanase durante o cultivA.derreus em bagaco de

cana de acucas), piolho de algodao suja) e casca de soja().

Comparado a outros fungos selvagehsterreus possui atividade xilanolitica
intermediaria, sendo superior Mucor sp (0,560 = 0,040 Ul/mL),Cladosporum
cladosporioides (0,017 £+ 0,014 Ul/mL), Trichoderma harzianum (0,397 = 0,009

Ul/mL), Penicilium citrinum (0,412 £+ 0,020 Ul/mL)Aspergillus siydowii (0,343 *

+

0,014 Ul/mL), Fusarium sp (0,387 + 0,047 Ul/mL)Fusaruim proliferatum (0,047 +
0,034 Ul/mL) e inferior &mericella nidulans (2,288 £ 0,075 Ul/mL) e Aspergillus

tamarii (1,418 £ 0,019 Ul/mL) (Siqueira, Siqueiegal., 2010b)

A proporcdo entre celulose e hemicelulose conti@donte de carbono usada
para cultivo do fungo é um parametro importante @aproducao de xilanase (Haltrich
e Steiner, 1994). A diferenca na constituicdo digjaimica leva a um acesso

diferenciado as fibras de hemicelulose de cadatratibs consequentemente leva a
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producoes e liberacdes enzimaticas diferenciadasagl@m um residuos agroindustriais

avaliados. Sabe-se que a presenca de acUcardsoe produtos liberados durante a

hidrolise dos substratos no meio de cultura sdazsspde inibir a atividade de xilanases
(Panagiotou e Olsson, 2007). As xilanases contidasneios de cultura cultivados com

bagaco de cana e casca de soja sofrem uma quegackmadamente 12% em suas
atividades a partir do sexto e quinto dias de iacéib, respectivamente. E possivel que
produtos da hidrolise destes substratos comecemr @co inibitéria sobre essas

enzimas. Entretanto, aparentemente, as xilanassserges no meio de cultura cultivado
com piolho de algodao sofrem pouca inibicdo porcaggs ou outros produtos de

hidrolise presentes no meio. O efeito inibitoreodkrivados de lignina (furanos, fenois

e acidos organicos de baixa massa molecular) pieves da palha de trigo, na

atividade de uma mistura de enzimas comerciais, cmmo sobre amostras de extrato
bruto dePenicillium brasilianum IBT 20888 durante a hidrolise enziméatica de xilama

observado por Panagiotou e Olsson (2007).

4.2. Caracterizacao dos extratos brutos

Devido a estrutura complexa dos substratos usadosulivo deA. terreus,
houve producdo de diversas enzimas holocelulditopge atuam sinergicamente no
processo de degradacao desses substratos. Indefgedddonte de carbono utilizada, a
maior atividade holocelulolitica observada foi axdanase. As demais enzimas tiveram
atividades significativamente mais baixas (figurd)2A maior atividade de CMCase

foi observada no meio de cultura cultivado em baghe cana, e as maiores atividades
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de pectinase e mananase foram observadas nos codtivados com casca de soja e

piolho de algodao, respectivamente.

1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -

0,400 -

Atividade Xilanolitica (Ul/mL)

0,200 - %

0,000 -
Xilanase CMCase Pectinase Mananase

M bagaco de cana # piolho de algoddo M casca de soja

Figura 2.3. Perfil de holocelulases produzidas pArterreus em cultivo em meio
liguido contendo bagacgo de cana de acucar, piothalgbdao sujo ou casca de soja

como fontes de carbono.

A maior producdo de xilanase pé: terreus esta de acordo com dados
previamente descritos (Siqueira, Siquetral., 2010a) para producao de holocelulases
por A. flavus crescido em diversas fontes de carbono, onde ssvabsmaior producao
de xilanase quando este fungo foi cultivado comabagle cana de acguUcar, casca de
soja e piolho de algodéo sujo.

O efeito de diversas fontes de carbono na indugigildnases poA. niveus
RS2 foi investigado por Sudan e Bajaj (2006) edfanonstrado que, entre os residuos
agricolas, a casca de arroz, farelo de trigo eapdh trigo sdo bons indutores de

xilanases. Siqueira e Siquesiaal. (2010b) demonstraram que piolho de algodédo sujo e
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engaco de bananeira também sdo bons indutoredat@ses enA. terreus. Fungos
filamentosos tém sido cultivados em bagaco de cemago esta uma boa fonte de

carbono para producéo de enzimas holocelulolifltaadey, Soccad al., 2000).

Diferentes fontes de carbono levam a producdonsiizia em quantidade e
caracteristicas distintas (Yang, Ya&h al., 2006; Siqueira, Siqueirat al., 2010a;
Moreira, Ferreiraet al., 2012). Nas trés fontes de carbono usadas, hotaede
variacdo nas concentracdes de hemicelulose, celeldgnina (tabela 2.1). Os teores
observados de holocelulose também variaram bastoniespondendo a 52,4, 77,8 e
64,6, para bagaco, piolho e soja, respectivaméntbagaco de cana tem os maiores
percentuais tanto de hemicelulose (40,7%) quantoligiena (44,4%). A maior
concentracdo de celulose foi observada no piolhalgieddo sujo (62,2%). Resultados
anteriores demonstram maiores concentracdes decélainse no bagaco de cana,
maiores concentracdes de celulose no piolho dedatgsujo, entretanto, maiores
proporcdes de lignina na casca do grido de sojaig¢Biy Siqueiraet al., 2010a). E
possivel que o pré-tratamento tenha tornado maid €A acesso as fibras de
hemicelulose na casca de soja que no bagaco de darfarma que a producéo de

xilanases naquele substrato foi maior.

O efeito de diferentes fontes de carbono na ingldegxilanases dé. terreus foi
demonstrado também durante o cultivo deste fungo malha de trigo, farelo de trigo,
sabugo de milho, casca de arroz e cevada, no gueli@ producdo de xilanase foi
notada com palha de trigo, seguida pela palhame &hanem, Yusedt al., 2000).
Producdes diferenciadas de hemicelulases e cedulasebém foram demonstradas
quando o fungdviyceliophthora sp. IMI 387099 foi cultivado em diferentes residuos

agricolas (Badhan, Chadtial., 2007).
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Tabela 2.1.Analise bromatoldgica de residuos agroindustriggstfatados.

Parametros Bagaco de cana de Piolho de algoddo Casca do grao de

analisados (%) acucar sujo soja
Extrativeis 3,2+£0,2 4,1+0,9 53+0,3
Hemicelulose 40,7+ 2,0 15,6 £ 0,8 38,7+£35
Lignina 444+ 2.0 18,1+0,9 30,2+1,5
Celulose 11,7 0,2 62,2+0,8 259+17

O efeito de diferentes pH sobre xilanases nao ipadés deA. terreus esta
demonstrado na figura 2.4. A xilanase induzidal@gaco de cana de acgucar foi mais
ativa em pHs &cidos, mantendo mais de 40% da atleiém pHs de 3,0 a 6,0, sendo a
maior atividade (0,771 Ul/mL) em pH 5,0 (tampé&o tate de sédio 50 mM). A
atividade xilanolitica do extrato bruto provenient® cultivo com piolho de algoddo
mostrou picos de atividade, nos pHs 4,5 (tampadatcaele sédio 50 mM), e 6,0
(tampdes acetato de sodio e fosfato de sodio, amb&® mM), provavelmente
indicando a presenca de mais de uma xilanase egfis¢o bruto. A maior atividade
xilanolitica (0,378Ul/mL) foi no pH 6,0 (tampéo s&® de sodio), foi muito estavel,
retendo pelo menos 47% da atividade no intervalphieentre 3,0 e 7,0. A atividade
xilanolitica do extrato bruto proveniente do meidtigado com casca de soja foi mais
alta (1,794 Ul/mL), no pH 6,5 (tampao fosfato ddisp50 mM), e foi também a mais
estavel, retendo pelo menos 54% de sua atividadénmagem todas as faixas de pH

analisadas.

61



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

120 -

100 -

80 -

Atividade Relativa (%)
o))
o
1

2,5 3,5 4,5 5,5 6,5
pH

Figura 2.4. Efeito do pH na atividade xilanolitica dos extratositos deA. terreus.
Meio cultivado com bagaco de cana (linha azul) oneeitivado com piolho de algodao
sujo (linha verde) e meio cultivado com casca gl @mha vermelha). Intervalo de pH
de 3,0 a 6,0, tampao acetato de sédio; pH de 8,0,daampao fosfato de sddio e pH de

7,0 a 9,0, tmpéo tris-HCI. Todos os tampdes a 50 mM

A temperatura tem forte influéncia na atividadegim¥dtica, desta forma, o
efeito desta variavel foi observado na atividadanxilitica dos trés extratos brutos. A
temperatura teve efeito mais marcante sobre aastampresente no meio de cultura
cultivado com bagaco de cana de agucar. As tempasatais altas e mais baixas (30 e
80°C) tiveram um maior impacto sobre a atividadereéatica, reduzindo essa atividade
a aproximadamente 30% da mais alta. A xilanaseeptesno meio cultivado com

bagaco manteve 40% de sua atividade num inteneaterdperatura entre 40 e 70°C. As
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xilanases induzidas por bagaco de cana e por padhalgodao tiveram maior atividade
a 50°C, ja a induzida por soja apresentou maiafidatle a 60°C. A atividade
xilanolitica contida no meio de cultura cultivadant casaca de soja foi a mais estavel
dentre as trés analisadas, retendo 56% da suaaatevimaxima em toda faixa de
temperatura analisada (figura 2.5).

Os pHs e temperaturas de maiores atividades paxdaasses nao purificadas
de A. terreus foram tipicas para xilanases de fungos mesofili§iseira, Sousat al.,
1999). As xilanases da maioria dos fungos filamsogestudados sao estaveis na faixa
de pH de 3 a 10, apresentando maior atividade teyvalo de pH de 4,0 a 7,0
(Kulkarni, Shendyeet al., 1999). Xilanases nao purificadas d& corylophilum e T.
longibrachiatum foram mais ativas a 45°C, enquanto que aAdeiger teve maior
atividade a 40°C, e tiveram atividades mais elevaadre os pHs 4,5 e 5,5 (Medeiros,
Hanadaet al., 2003). De forma semelhante, as xilanases naéiqaatas deAspergillus
sp PAQ-H,Coalletotrichum sp. WABA-L, Guignardia sp. 2SANQ-F Paecilomyces sp.
FDCAB-7, Penicillium sp. LIABA-L, Phomopsis sp. MACA-J também apresentaram
maiores atividades a 50°C (Torres e Dela Cruz, R0@3extrato bruto dé\ oryzae
também apresentou atividade xilanolitica mais aetatemperaturas e pH semelhantes
aos deA. terreus (55°C e pH 6,0) (Duarte, 2013 estabilidade em uma ampla faixa de
temperatura, demonstrada pela xilanase induzidagsma de soja, € uma caracteristica

desejavel para a utilizacdo das enzimas em prosesdastriais.
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Figura 2.5. Efeito da temperatura na atividade xilanolitica dmdratos brutos
cultivados em bagaco de cana de acledy giolho de algodéo sujai() e casca de soja

(*).

Com o intuito de aprofundar a caracterizacdo enmmao efeito do pH foi
avaliado ainda nas atividades de pectinase, CM@asgnanase, presentes no extrato
bruto cultivado com bagaco de cana de acUcar. bsergado que a atividade de
pectinase foi mais alta em pH 7,0 (tampéao fosfasadio 50 mM), as atividades de
CMCase e mananase foram mais altas em pHs 4,0, ee§fectivamente, ambas em
tampéao acetato de sddio. A avaliacdo de pectimasepurificadas dé. flavus indicou
o pH 9,0 como o de maior atividade (Siqueira, 20Ud) estudo envolvendo efeito do
pH em celulases de varios fungos do géremergillus, entre elesA. niger SJ1,A.
niger SJ2,A. niger SJ3,A. niger SJ4A. terreus e Aspergillus sp SJ 11 demonstrou que a

atividade mais alta foi observada em pH 4,8 padadoas preparacdes enzimaticas
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citadas (Jahangeer, Khaa al., 2005). Outro estudo também apresentou resultados
similares, com atividade mais alta de CMCasePéacillium sp. em pH 4,5 (Picart,
Diaz et al., 2007). De forma geral, mananases apresentandades mais elevadas em
intervalo de pH entre 3,0 e 7,5 (Moreira e FilnB0&). Mananases nédo purificadas de
A. flavus apresentaram atividade mais altas em pH 6,0 ougo@ndo o fungo foi
cultivado em engaco de bananeira ou bagaco de smBectivamente, como fontes de

carbono (Siqueira, 2010).

5. Conclusbes

» Dentre os residuos utilizados, maiores concentsagéehemicelulose e lignina
foram observadas no bagaco de cana de acucar, nfoqu@e maior
concentracdo de celulose foi observada no piolrelgtedo sujo;

* A utilizacdo de residuos agroindustriais como faigecarbono em cultivo em
meio liquido deA. terreus constitui uma alternativa viadvel para a producéo d
enzimas que degradam a holocelulose, principalmelateases;

* A casca de soja induziu maior producao de atividddeolitica;

* Maiores atividades foram observadas em tempera&mas 50 e 60°C e numa

faixa de pH entre 5,0 e 6,5.
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residuos agroindustriais
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Resumo

Xilanases foram purificadas por ultrafiltracdo eomatografias de exclusdo
molecular e troca ibnica. Xilanases de baixa mamsse&ecular foram isoladas e
denominadas de Xyl T1, Xyl T2, Xyl T3 e Xyl T4, camndimentos de purificacdo
de 5,70% (Xyl T1), 74,70% (Xyl T2), 26,49% (Xyl T3 43,80% (Xyl T4). A
espectrometria de massa dos digestos tripticosyleX e Xyl T2 mostrou dois
espectros diferentes, indicando duas enzimas w@istiMicroscopia de forca atdbmica
de Xyl T1 e Xyl T2 mostrou uma distribuicdo bimodde classes de particulas
globulares para ambas as enzimas, indicando qud Xy maior que Xyl T2. As
xilanases purificadas mostraram maiores atividadesntervalo de pH 5,0-6,0 e
temperaturas entre 45 e 60°C. Os valores de Kmxiara de bétula soltvel foram
0,42 mg/mL (Xyl T1), 13,03 mg/mL (Xyl T2), 6,54 nmgL. (Xyl T3) e 15,33 mg/mL
(X1 T4). Para xilana insoluvel os valores de KmxXge T1 e Xyl T2 foram de 0,47 e
10,90 mg/mL, respectivamente, e 4,67 e 9,59 mg/rata pXyl T3 e Xyl T4,
respectivamente. As variagfes dos valores de Vraex xilanas soluvel e insolavel
foram 0,15 e 5,37 Ul/mL e 0,08 e 2,46 Ul/mL, resjvaenente. A temperatura
ambiente, as enzimas demonstraram meias-vidamnde dias (Xyl T1), maior que
sete dias (Xyl T2 e Xyl T4) e de 2,5 dias (Xyl TBx quatro enzimas foram ativadas
pelo fon MA* (10 mM) e inibidas pelos ifons Hge K (1 e 10 mM). Os reagentes
NBS e DEPC inibiram Xyl T1 e Xyl T2, enquanto qu®®NB teve acao inibitéria
sobre Xyl T1 e ativadora sobre Xyl T2. Xyl T1 e XyR foram especificas para

xilana como substrato.

Palavras chave:p-xilanases, purificacdo, caracterizacdo, espectraange massa,

microscopia de forga atdbmica.
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1. Introducéo

A purificagdo de xilanases € necessaria para algstnsdos bioquimicos e
moleculares detalhados, é necessaria também padateaminacdo acurada das
sequéncias primarias de aminoacidos e estruturdrier da proteina. A chave para a
obtencao de estratégias de purificacédo eficientesestolha de técnicas apropriadas que
possam maximizar o rendimento e a pureza da ergima mesmo tempo, minimizar o
namero de passos necessarios para a purificacaPef®aa, Paveiat al., 2003).
Entretanto, para muitas aplica¢des industriaidjli@dacdo de enzimas puras é inviavel,
pois o0 processo de purificagdo proteica é labor@siispendioso. Dada a importancia
das xilanases, consideraveis esforcos tém sidosfgitira aperfeicoar sua producéo
(Ximenes, Sousat al., 1999; Salles, Cunhat al., 2000; Carmona, Fialhet al., 2005;

Badhan, Chadhet al., 2007; Amir, Arifet al., 2013).

Xilanases foram descritas em fungos, bactériavedigas, entretanto, fungos
filamentosos sao particularmente Uteis para pradulgi xilanases do ponto de vista
industrial, pois eles secretam maiores quantidddesnzimas xilanoliticas que bactérias
ou leveduras. Dentre os fungos filamentosos, osrgéAspergillus e Trichoderma séo
0S mais extensivamente estudados. Devido a diaelsicha estrutura quimica das
xilanas que podem ser derivadas de inUmeras fanmes grande variedade de xilanases
€ conhecida, com atividades hidroliticas, propdegafisico-quimicas e estruturas
diferentes. Além disso, derivados de xilanas séquientemente usados para induzir a
producdo de xilanases por micro-organismos, usaadanto fermentacdo em estado

sélido, quanto submersa (Haltrich, Nidetz#tyal., 1996; Puchart, Katapodet al.,
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1999; Polizeli, Rizzattet al., 2005; Agnihotri, Duttet al., 2010; Kamble e Jadhav,
2012; Motta, Andradet al., 2013).

Como descrito no capitulo I, a hemicelulose € aisgg fracdo de biomassa
renovavel mais abundante na natureza e a xilana @ingipal componente da
hemicelulose. A xilana € um heteropolissacaridenifisado e complexo, sendo
encontradas em maiores proporcfes em angiosperaga&ny gimnospermas, sendo
uma fonte potencial para producdo de muitos preddéoalto valor agregado (Motta,
Andradeet al., 2013; Sharma e Kumar, 2013). Devido a heterodedei e a natureza
quimica complexa da xilana, a sua hidrélise corapktvolve a acdo sinérgica de
enzimas que clivem tanto a cadeia principal contatexal. Entre estas enzimasp-a
xilanases (EC 3.2.1.8) tem papel importante, plaisharolisa ligacad 1-4 entre os
residuos de D-xilose na cadeia principal. O insremm xilanases tém sido marcante
nos ultimos anos por seu potencial biotecnolégiooncipalmente devido a sua
utilizagdo na industria de papel e celulose, nacgsso de branqueamento do papel.
(Puchart, Katapodiet al., 1999; Beg, Kapooet al., 2001; Collins, Gerdagt al., 2005;
Polizeli, Rizzattiet al., 2005; Sandrim, Rizzate&t al., 2005; Sudan e Bajaj, 2007,
Magalhdes e Milagres, 2009; Pandya e Gupte, 20i&nta e Kumar, 2013; Torres e

Dela Cruz, 2013).

2. Objetivos

2.1.Purificar xilanases a partir do cultivo liquido Aeterreus contendo bagaco de
cana, piolho de algodéao sujo e casca de soja comesfde carbono;
2.2.Caracterizar as xilanases purificadas quanto arstigeparametros, incluindo

cinético e fisico-quimicos;
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2.3. Utilizar técnicas de espectrometria de massa eostopia de forca atdbmica
para diferencias as duas xilanases purificadagta gda cultivo deA. terreus

em bagaco de cana de acucar como fonte de carbono.

3. Material e métodos

3.1.Origem dos reagentes

Os reagentes xilana de bétutar ¢hwood), xilana de faialieechwood) e xilana de
aveia Oat spelt); carboximetil-celulose (CM-celulose), pectina, nama, p-
mercaptoetanol, N-bromosuccinimida (NBS), iodoaoéda, dietil-pirocarbonato
(DEPC), 5,5-ditio-bis-acido-2-nitrobenzoico (DTNHB)etil-3-(3-dimetilamino-propil)-
carbodiimida (EDC), 2,2-ditiodipiridina, 1,4-ditigitol (DTT), L-cisteina e L-
triptofano foram adquiridos da Sigma Chemical Cat (ouis, MO, USA). Dodecil
sulfato de sédio (Sodiumdodecyl sulfate, SDS) faivpniente da Gibco BRL Life
Technologies (Jap&o). N,N,N’,N’- tetrametilenediam{TEMED) adquiridos da ICN
Biomedicals, Inc (Aurora, OH, USA). As resinas caetograficas Sephadex G-50,
DEAE-sephacel, além do marcador de massa moldoovaiMolecular Weight (LMW)
foram adquiridos da GE Healthcare Life Sciencesod@®away, NJ, USA). Todos outros

reagentes utilizados foram de grau analitico
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3.2. Purificacéo de xilanases

3.2.1. Xyl T1 e Xyl T2

Todos os passos cromatograficos foram realizad@sngeratura ambiente. O
extrato bruto, cultivado em bagaco de cana comtefde carbono, foi concentrado
aproximadamente 10 vezes por ultrafiltracdo, usandstema Amicon (Amicon Inc.,
Beverly, MA, 01915, USA), com uma membrana de es@bumolecular de 10 kDa.
Aliguotas do concentrado e do ultrafiltrado foraracionadas por cromatografia de
filtracdo em gel Sephadex G-50 (51,0 x 3,6 cm) ldyada com tampéo fosfato de
sédio 50 mM, pH 7,0. Fracbes de 5 mL foram eluida® fluxo de 20 mL/h, e as
fracOes contendo atividade flexilanase foram reunidas e aplicadas em uma calena
troca ibnica DEAE-sephacel (8,0 x 3,0 cm) equililaraom o mesmo tampéo descrito
anteriormente. Fragdes de 5 mL foram coletadasrerfluxo de 30 mL/h. A coluna foi
lavada com o tampéo acima citado, seguido por wadignte linear de NaCl (0 - 1,0
M), pH 7,0. As fracbes com atividade fleilanase foram reunidas e armazenadas a
4°C. As B-xilanases purificadas a partir do concentrado eutafiltrado foram

denominadas de Xyl T1 e Xyl T2, respectivamentgu(t 3.1).
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‘ Extrato Bruto (bagaco de cana agucar) |

l

| Ultrafiltragdo em membrana de 10 kDa |

/\

I Concentrado | Ultrafiltrado

Gel-filtracdo Gel-filtragdo
Sephadex G-50 Sephadex G-50
Troca 16nica DEAE-
) ) sephacel
Troca i6nica Troca i6nica
DEAE-sephacel DEAE-sephacel Xyl T2

¥

Figura 3.1.Esquema da purificagdo de Xyl T1 e Xyl T2.

3.2.2. Xyl T3

O extrato bruto foi proveniente do meio cultivadoncpiolho de algodéo sujo. O
processo de purificagdo de Xyl T3 foi feito comsatéo anteriormente, no item 3.1.1,
para Xyl T1 e Xyl T2, até a cromatografia de fiffia em gel Sephadex G-50. Apos esta
cromatografia, as fracbes com atividadepedlanase foram concentradas duas vezes
por speed vac. As amostras foram entdo ressuspensas em aguaQ\vilisubmetidas a
outra cromatografia de exclusdo molecular, parsaleizacdo, em coluna HiTrap™
Desalting (GE Healthcare) no sistema AKTA purifier. A elucdoi isocratica em
tampdo acetato de sodio 50 mM, pH 5,0, a um fluxo 30 mL/h. Apds a

dessalinizacdo, as amostras foram aplicadasuperloop do sistema AKTA purifier
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(GE Healthcare), em uma coluna de troca idnica &fiTt SP Fast Flow (HiTrap SP
FF) de 1 mL, a um fluxo de 60 mL/h. A coluna faiidla com 0 mesmo tampéo citado
anteriormente, seguido por um gradiente linear d€INO - 1,0 M), pH 5,0. As fragbes
com atividade d@-xilanase foram armazenadas a 4°C e denominadag3xXylodos os
tampdes utilizados no sistema AKTA purifier forailtrddos em membrana de exclusao

molecular de 0,22 um (GE Healthcare) e previameéetaerados (figura 3.2).

’ Extrato Bruto (Piolho de algodio sujo) ‘

l

‘ Ultrafiltracdo em membrana de 10 kDa ‘

/\

Gel-filtracdo
Sephadex G-50

l

Concentracdo 2x —
speed vac

T3 | <—— Troca 16nica HiTrap Dessalmlzggao Hi Trap
? SPFF 1mL Dessalting 5 mL

Figura 3.2.Esquema da purificacdo de Xyl T3.

3.2.3. Xyl T4

O meio de cultura contendo casaca de soja comea fdat carbono foi

ultrafiltrado e aplicado em coluna de exclusdo mdbr Sephadex G-50, conforme
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descrito no item 3.1.1. Apés a cromatografia deaffio em gel, as fragcbes com
atividade de3-xilanase foram dialisadas contra tampao acetasndi® 50 mM, pH 5,0.
As amostras foram aplicadas soperloop do sistema AKTA purifier (GE Healthcare),
e 0s demais passos desta purificacdo foram os nmj@sescritos anteriormente no item
3.1.2, deste capitulo. Bxilanase purificada a partir do cultivo Beterreus com casca
de soja como fonte de carbono foi denominada XyeTalesquema de sua purificagéo

esta demonstrado na figura 3.3.

‘ Extrato Bruto (Casca de soja) |

l

| Ultrafiltragdo em membrana de 10 kDa |

/\

Concentrado l Ultrafiltrado

Gel-filtracdo
Sephadex G-50

l

Dialise contra tampao
acetato de sodio 50
mM, pH 5.0.

\
Troca i6nica HiTrap
; «—
Xyl T4 SPFF 1mL

Figura 3.3.Esquema da purificagao de Xyl T4.
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3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante

O grau de pureza das enzimas purificadas foi aulispor SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). As amostras foram previamente wilmlas a precipitacdo por
solucéo de acido tricloroacético (TCA) 10% em aguacubadas por 1 h a 4°C. Em
seguida, as amostras foram submetidas a centréogad 4000 rpm por 15 min a 4°C.
Posteriormente, estas foram lavadas por trés vemsacetona PA refrigerada, e
centrifugadas conforme mencionado anteriormente. aA®stras permaneceram a
temperatura ambiente por 3 min para secagem. Astésperiodo, as mesmas foram
ressuspensas em 20 puL de agua milli-Q, e, a ekiengpforam adicionados 10 pL de
tampéo de amostra (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS®,8zul de bromofenol 0,05%;
glicerol 20% ep-mercaptoetanol 5,0%). Apés precipitacdo com TC#,amostras
foram fervidas por 5 min e aplicadas no gel deggolamida 12%. A eletroforese foi
realizada em sistema Mini-Protean Tetra Cell (BawR.aboratories, Hercules, CA,
EUA) contendo SDS 0,1% (v/v). Para cada corridegrfoutilizados 2 puL de marcador
de massas moleculares Low Molecular Weight (LMWhntendo: fosforilase b (97,0
kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovoalbumii&a,@ kDa), anidrase carbonica
(30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) elactalbumina (14,4 kDa) (GE
Healthcare). A eletroforese foi realizada em tamga&ocorrida (Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM e SDS 0,1% (v/v), pH 8,3), a tempana ambiente, submetida a 25

mA constante por 60 min.
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3.4.Coloragao com nitrato de prata

AplOs a corrida das amostras em SDS-PAGE, as bapdseicas foram
reveladas por coloragcdo com nitrato de prata (BlBeier et al., 1987). O gel foi
incubado sob agitacdo, em solucao fixadora (vAgtémol 40% e acido acético 7%)
pelo periodo minimo de 1 h. Em seguida, o geldwatlo por trés vezes em solucéo
etanol 50% (v/v) durante 20 min cada, sob agitaggms as lavagens, o gel foi
incubado por 1 min em solucdo de tiossulfato deoso@d2% (m/v), lavado trés vezes
em agua destilada e incubado na solucdo de cotoi@iiato de prata 0,2% (m/v),
formaldeido 0,03% (v/v) em agua destilada) por I s0b agitacdo. Novamente, o gel
foi lavado trés vezes em agua destilada e submatsiducéo reveladora (carbonato de
sodio 6,0% (m/v), tiossulfato de sédio 0,004% (vfeymaldeido 0,02% (v/v) em agua
destilada). A reacéo foi interrompida com soluciadora, apos o surgimento das

bandas.

3.5. Caracterizacdo das amostras de xilanases purificada

A quantificacdo das proteinas e 0s ensaios enziosatioram realizados
conforme descritos no capitulo Il, itens 3.5 e B8pectivamente. Os ensaios de efeito
de temperatura e pH foram feitos conforme menciomaaitem 3.5 do capitulo II. O
ensaio de termoestabilidade das amostras enzimagioaficadas foi realizado a
temperatura ambiente e a 50°C. Aliquotas foramacdes em intervalos determinados
para a quantificacdo da atividade enzimatica residie xilanase. A atividade foi

expressa como atividade relativa, sendo que o d&ldi00% de atividade correspondeu

78



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pds-graduacgéo em Biologia Molecular

a atividade realizada no tempo zero de incubac8alédvios-padréo foram calculados

como percentuais da média para 0 ensaio correspande

3.5.1. Determinacédo de parametros cinéticos

Os parametros cinéticos (Km e Vmax) das amostrasndticas purificadas
foram determinados para fracdes soluveis e ins@ide xilana de bétuldif chwood).
Foi pesado 1 g de xilana e entdo foram adiciona@asL de solu¢cdo de NaOH 1,0 M,
seguida de agitacdo por 30 min a temperatura atebiea sequéncia adicionou-se 20
mL de solucéo de HCI 1,0 M, seguida de agitaca@fanin. A este volume adicionou-
se tampéo acetato de sédio 100 mM, pH 5,0 paraletenm volume final de 100 mL.
As solucbes de xilana foram agitadas por mais 30 @&nitemperatura ambiente, e
posteriormente, centrifugadas a 8.500 g por 15amiC resultando em duas fracoes:
uma soluvel e outra insolavel (Filho, Puis al., 1993). As duas fracbes foram
previamente dialisadas contra agua destilada, eos st didlise com poros de 12 kDa
a 4°C, e liofilizadas. O ensaio enzimatico folizealo conforme descrito anteriormente
(capitulo 11, item 3.6), usando como substratorasdes solGveis e insoluveis da xilana
no intervalo de concentracdo de 0,66 a 40 mg/mkoAstante de Michaelis-Menten
(Km) e a velocidade maxima de reacdo (Vmax) foratemhinadas pelo método de

regressao nao linear Enzffiter (Leatherbarrow, 1999
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3.5.2. Efeito de ions metélicos, agentes modificadores deninoacidos e

aminoacidos

O efeito dos fongAg®, K*, Na', Cc*, C&*, Cf, F&€*, HF', Mg®, Mn**, Zré™,
Al** Fe") e EDTA sobre a atividade das xilanases purificadasiéberminado pela
pré-incubacéo das amostras enzimaticas com asosslaguosas dos respectivos ions
nas concentracgdes finais de 1 e de 10 mM.

O efeito dos reagentes modificadores de aminoa@dizss aminoacidos sobre a
atividade das amostras enzimaticas foi determirgala pré-incubacdo das amostras
enzimaticas com solucdes dos reagentes, nas coag@es finais de:

* 1 mM: NBS

e 2 mM: 5,5- ditio-bis (4cido 2-nitrobenzdéico) (DTNBE 2,2-
ditiodipiridina (DTP)

* 5 mM: L-triptofano, iodoacetamida, dietil pirocartao (DEPC), 1-etil-
3-(3-dimetilamino-propil)- carbodiimida (EDC)pemercaptoetanol;

* 20 mM: 1 4-ditiotreitol (DTT), L-cisteina e DodecBultafo de Sdédio

(SDS).

Os controles foram feitos substituindo-se o volulog reagentes por agua ou no

caso do DTNB e DTT, por alcool etilico 4% .

O efeito dos ions e dos reagentes foi avaliado plancubacdo das amostras
por 20 minutos, a temperatura ambiente, e a atleideesidual de xilanase foi
quantificada como descrito anteriormente (capitlljoitem 3.6). A atividade foi

expressa como atividade relativa, sendo que o daldi00% de atividade correspondeu
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a atividade realizada no tempo zero de incubac8alédvios-padréo foram calculados

como percentuais da média para 0 ensaio correspande

3.5.3. Atividade em substratos sintéticos

Para os experimentos envolvengamitrofenil glicosideos, as atividades fle
xilosidade, B-glicosidase,;-manosidase e-arabinofuranosidase foram determinadas
com o0s substratos p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo  NPX), p-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo dNPG), p-nitrofenil-p-D-manopiranosideop(NPM) e p-nitrofenil-a-
arabinopiranosideo plNPA), respectivamente (Ximenes, Silveigh al., 1996). A
amostra enzimatica (100 pL) foi misturada ao sabst(50 pL) e a 850 pL de agua
destilada. A mistura foi incubada por 10 minutdS0&C e a reacao foi interrompida
pela adicdo de 1,0 mL de solucdo de@@; 1,0 M. O produto dNP) liberado foi
quantificado pela leitura da absorbéncia a 410 bma unidade de atividade foi
definida com a quantidade de enzima que catalisdibeaacdo de 1,0 umol/L de

pNP/minuto/mL.

3.5.4. Atividade de celulase total

O ensaio para celulase total (FPase) foi realizagla adicdo de 150 pL de
solucdo enzimética a uma tira de papel de filtrév@han n°. 1) de dimensdes 1,0 x 6,0
cm, como substrato, incubados a 50°C por 60 mirog&hl987). As reacdes foram
interrompidas pela adicdo de 150 pL de solucacctn &,5-dinitro-salicilico (DNS) e

incubagcdo em agua fervente por 10 min. (Miller,2)9&m seguida, foram adicionados
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150 pL de agua destilada e a glicose liberada dantificada pela leitura a 540 nm
(SpectraMax M2 Molecular Devices Co., EUA). As atividades enziows foram
expressas em Ul/mL, que é definida como a quardidadacucares redutores liberados
na unidade de tempo por mililitro (mol de acteatutor/mifmL), usando-se glicose

como padréo.

3.6. Espectrometria de massa MALDI-TOF (Xyl T1 e Xyl T2)

Os experimentos de espectrometria de massa fordipados no laboratério de
bioguimica e quimica de proteinas da Universidad®silia (UnB), sob supervisdo

do Prof. Dr. Carlos André Ornelas Ricart.

3.6.1. Preparo das amostras

As proteinas purificadas foram separadas por éeése desnaturante em gel
de poliacrilamida e, em seguida, submetidas a uotegso de digestdo em gel
(Shevchenko, Tomast al., 2006). As bandas de interedseam descoradas utilizando-
se solucao de ferricianeto de potassio 15 mM sulésto de sédio 50 mM e, por fim,
lavadas com agua até que o gel ficasse transpar@stebandas foram, entéo,
submetidas a agente redutor por 1 hora a 56°C casicdo de DTT 10 mM em tampé&o
NHsHCO; 10 mM e em seguida alquiladas por 1 hora a terhparambiente em
iodoacetamida 55 mM em tampédo MCO; a 10 mM. Apds esse processo, as bandas

foram submetidas a trés ciclos de lavagens de ntasnem tampao NMHCO; (10

82



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pds-graduacgéo em Biologia Molecular

mM), seguidos de 7 minutos de lavagens em acdtarfitdCN) 100%. Apds a lavagem
em ACN as bandas foram reidratadas em tampao @stda gelado (NJHCO; 10
mM; CaCh 5 mM; 10% acetonitrila) adicionado de tripsina5L2y/100uL (Promega,

Madison, WI, EUA) e incubados a 40°C por 17 horas.

3.6.2. Espectrometria de massa (MS) e Peptide Mass Fingerprinting

(PMF) por MALDI-TOF

Para analise por espectrometria de massas (MSkpsdeos resultantes da
digestdo triptica foram acidificados com a adic&o 1d uL de TFA 0,1% (Acido
trifluoroacético). A solugéo resultante de pept&dém dessalinizada e concentrada em
coluna de fase reversa (POROS R2) e, entdo, eltiidzando solugdo de mistura de
matrizes (1:1) contendo acido 2,5-dihidroxibenz@&¢o pg/pL (DHB; diluido em ACN
90% e acido férmico 0,5%) e acidoeciano-4-hidroxicinamico 2,5 pg/uL (CHCA;
diluido em ACN 90% e TFA 0,01%). As amostras elgsittaam aplicadas em placas
AnchorChip™ (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

A andlise foi feita utilizando o espectrometro dassa Autoflex Il MALDI-
TOF/TOF (Bruker Daltonics). Antes da obtencédo dggeetros das amostras, realizou-
se uma calibracdo do equipamento utilizando-se mistura de peptideos de massas
conhecidas (Peptide calibration standard, BrukdtoDi&s) plagueada com a mesma
mistura de matrizes (DHB e CHCA).

Para cada amostra foram gerados espectros de neassasdo refletor positivo
com o auxilio do programa FlexControl v. 2.4 (Bnukzaltonics). Em seguida, 0s
espectros foram editados e analisados no programedralysis v. 2.4 (Bruker

Daltonics). Para cada espectro foram geradas Idtapicos contendo as massas

83



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pds-graduacgéo em Biologia Molecular

monoisotopicas dos peptideos tripticos observal®distas foram usadas para buscar
massas semelhantes contra o banco de dados decadgle proteinas de fungodline

do NCBI (National Center for Biotechnology Infornwat, Bethesda, EUA) e também
sequencias de proteinas de fungasne contra o banco de dados Algerreus gerado a
partir do seu genoma, disponibilizados no NCBIjaathdo-se o programa BioTools v.

3.0 (Bruker Daltonics) acoplado ao programa Magcip://www.matrixscience.corm/

(Perkins, Pappin e al.,, 1999). Como parametro de busca utilizou-se
carbamidometilacdo da cisteina (proveniente dailaf@o com iodoacetamida) como
modificacao fixa. Estabeleceu-se como zero ou, &rimmo, um, o0s sitios de clivagem
perdidos pela tripsina. Ndo foram impostas restsc@e massa. Para que uma
identificacdo fosse considerada significativa oe&m-se as que apresentarsoore

acima do limiar calculado pelo Mascot considerasele@alor de p < 0,05.

3.7. Microscopia de Forca Atémica (MFA)

Os experimentos de microscopia de forca atdémicanforealizados na
EMBRAPA-CENARGEN, sob supervisao do Dr. Luciano lReuSilva. Xyl T1 e Xyl
T2 foram analisadas por MFA com o intuito de inigest suas caracteristicas
topograficas. Um pedaco de mica recém-clivada éteda a um disco de ferro com
uma fita dupla-face, em seguida 3 pL de amost@nfarolocadas sobre a superficie da
mica e, entéo, secas ao ar. Para remover os sdidaonas amostras, Xyl T1 e Xyl T2
foram previamente lavadas contra agua mili-Q. Asstras foram analisadas em modo
dindmico, com for¢a constante, com aquisicdo degy@made altura (topografia) e fase

(viscoelasticidade), por microscopio de for¢ca atan{SPM-9600 Shimadzu, Japao). As
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imagens foram obtidas a aproximadamente a 20°Ced20umidade relativa. As areas
escaneadas foram quadrados de 5 pmx5 um com fequknl Hz, aplicando 500 pN

de forca constante. Traco e retraco foram realzadoante o processo, a fim de provar
que as amostras ndo foram modificadas duranteapsetde digitalizacdo. Todas as
imagens de MFA contém 512 x 512 pixels e as imagdqgsiridas foram e processados
com o auxilio do software de SPM-966f-line (versdo 3,304, Shimadzu, Japao). As
analises estatisticas foram realizadas com o s@&ft®@&aginPro (verséao 8.0, OriginLab,

EUA.

3.8. Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas (com excecdo da NurA feitas com o
software Satistica 8.0. Os dados foram submetidos a ANOVA fatorial ou Qvay
ANOVA e post-hoc teste LSD Fisher de comparacdo pareada, com rdgel

significancia de 0,05%.

4. Resultados e Discussao

4.1. Purificacédo de xilanases

O pool de xilanases obtido a partir dos cultivos liquidosn bagaco de cana,
piolho de algod&o ou casca de soja foi isoladoupoa combinacgao de ultrafiltracéo e
cromatografias, conforme mostrado anteriormentefigasas 3.1, 3.2 e 3.3. O sistema

xilanolitico deA. terreus foi fracionado por ultrafiltracdo usando membraracdrte de
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10 kDa. A habilidade d@-xilanases de mudar sua conformacéo e passar sitdeve
membranas com ponto de corte de 10 kDa é comuntesteito para xilanases de
origem fungica (Sa-Pereira, Pavetal., 2003). A figura 3.4 mostra a quantificacdo da
atividade xilanolitica presente nas fracbes comadate ultrafiltrada proveniente dos
meios de cultura cultivados com bagaco de candh@ae algodao sujo e casca de soja.
Embora o extrato bruto cultivado com casca de sojao fonte de carbono tenha
apresentado maior atividade de xilanase (discutadoapitulo 1), apos o fracionamento
por ultrafiltracdo, nota-se atividades maiores fnagdes provenientes do cultivo com
bagaco de cana de acucar. Este fato pode ser dewsimor estabilidade das xilanases

provenientes do cultivo com casca de soja.

0,800 -~
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0,600 -

0,500 -

0,400 -

0,300 -

0,200 -

Atividade Xilanolitica (Ul/mL)

0,100 -

0,000 -

Bagaco de cana Piolho de algodao Casca de soja

Figura 3.4. Atividade xilanolitica presente nas fracdes coneela (preto) e

ultrafiltrada (cinza) provenientes do fracionameshbs extratos brutos.

86



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pds-graduacgéo em Biologia Molecular

O perfil de eluicdo da fracdo concentrada origaéo cultivo deA. terreus com
bagaco de cana em coluna de sephadex G-50, restsaparacdo de dois picos de
atividade deB-xilanase, conforme mostrado na figura 3.5 (A). i@npiro pico dep-
xilanase foi eluido em um Unico pico de proteinposteriormente purificado por
cromatografia de troca idnica DEAE-sephacel (fig8ra — B). O perfil de eluicdo do
ultrafiltrado mostrou apenas um pico [glkxilanase que foi eluido antes do pico maior
de proteina (figura 3.6 — A). O pico de atividadeimatica foi fracionado por

cromatografia de troca anidnica DEAE-sephacel (g6 — B).
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Figura 3.5. Perfis cromatograficos da purificacdo da enzima Xl a partir da fracéo
concentrada do extrato bruto proveniente do culiiwA. terreus em bagaco de cana de
acucar como fonte de carbono. Cromatografia degéio em gel em resina Sephadex
G-50, equilibrada com tampéo fosfato de sédio (80, pH 7,0), com fluxo de 20 mL/h
(A). Cromatografia de troca idnica do primeiro pide atividade xilanolitica da
cromatografia Sephadex G-50, em resina DEAE-sephageilibrada com tampéao
fosfato de sédio (50 mM, pH 7,0), com fluxo de 30/im(B). Absorbancia a 280 nm

(0), atividade de xilanasa) e gradiente de NaG=¢).
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Figura 3.6. Perfis cromatograficos da purificacdo da enzima ™| a partir da fracéo
ultrafiltrada do extrato bruto proveniente do audtdeA. terreus em bagaco de cana de
acucar como fonte de carbono. Cromatografia deg#éio em gel em resina Sephadex
G-50, equilibrada com tampéo fosfato de sédio (80, pH 7,0), com fluxo de 20 mL/h
(A). Cromatografia de troca idnica em resina DEApkgcel, equilibrada com tampéao
fosfato de sédio (50 mM, pH 7,0), com fluxo de 30/im(B). Absorbancia a 280 nm

(0), atividade de xilanasa) e gradiente de NaG=¢).

No fracionamento em resina de troca anionica do@DBAE-sephacel, tanto Xyl
T1 quanto Xyl T2 foram eluidas apenas no tampéaequdibrio, antes do gradiente de

NacCl.
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Assim como o extrato bruto proveniente do cultiedAdterreus com bagaco de
cana de acucar, o extrato proveniente do cultivo pmlho de algodao sujo também foi
ultrafiltrado em membrana de corte de 10 kDa ecagb em coluna de filtracdo em gel
Sephadex G-50. A figura 3.7 (A) mostra o perfilaligicdo da fracdo ultrafiltrada, com
um pico de atividade xilanolitica pouco antes dmme proteinas. Posteriormente, este
pico de atividade de xilanase foi purificado poorsatografia em sistema AKTA

Purifier com coluna cationica HiTrap SPFF (figurd-38).
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Figura 3.7. Perfis cromatograficos da purificacdo da enzima X3/ a partir da fracao
ultrafiltrada do extrato bruto proveniente do autdeA. terreus em piolho de algodéao
sujo como fonte de carbono. Cromatografia de fitcaem gel em resina Sephadex G-
50, equilibrada com tampao fosfato de sodio (50 mpMI,7,0), com fluxo de 20 mL/h
(A). Cromatografia de troca ibnica em coluna HiT&p FF, em sistema Akta Purifier,
equilibrada com tampéao acetato de sodio (50 mM5 8 com fluxo de 300 mL/h (B).

Absorbancia a 280 nn), atividade de xilanasay).

O extrato bruto proveniente do cultivo em cascaaja como fonte de carbono
foi fracionado da mesma forma que os outros doigaes brutos descritos
anteriormente. O perfil de eluicdo da fracdo ultratla em coluna Sephadex G-50

mostrou apenas um pico de atividade xilanoliticdesdo pico de proteinas (figura 3.8
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— A). Este pico de atividade foi reunido e puriflogpor cromatografia de troca idnica,

em coluna cationica HiTrap SP FF, em sistema AKTAfier (figura 3.8 — B).

A 280 nm

Figura 3.8. Perfis cromatogréaficos da purificacdo da enzima P4yl a partir da fracéo
ultrafiltrada do extrato bruto proveniente do adtdeA. terreus em casca de soja como
fonte de carbono. Cromatografia de filtracdo em gel resina Sephadex G-50,
equilibrada com tampéao fosfato de sédio (50 mM,7p8), com fluxo de 20 mL/h (A).
Cromatografia de troca i6nica em coluna HiTrap 3R &m sistema Akta Purifier,
equilibrada com tampéo acetato de sédio (50 mM5 8 com fluxo de 300 mL/h (B).

Absorbancia a 280 nm), atividade de xilanasa) e gradiente de NaGk).

Xilanases fungicas tém sido purificadas até a h@meigade aparente por

diferentes técnicas cromatograficas, incluindoragio em gel e troca ibnica com
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diferentes graus de rendimento (Sa-Pereira, Patesh, 2003). Xyl T1 e Xyl T2
tiveram rendimentos de 5,70 e 74,70%, respectiveandtabela 3.1). O baixo
rendimento da purificacdo de Xyl T1 é consisterden outros estudos envolvendo
purificacdo de xilanases nos quais o rendimentd&mo. Um baixo rendimento foi
também reportado para unflaxilanase deA. terreus S; (13,90%) (Pal, Rat al.,
2006), A. fumigatus (4,49%) (Amir, Arifet al., 2013),A. awamori (4,58%) (Teixeira,
Siqueiraet al., 2010) eA. niger (9,5%) (Milanezi, Mendozat al., 2012). Devido ao
fato de que3-xilanases atuam sinergicamente para a completalisil de xilana, e,
como foi detectada outra forma glilanase no ultrafiltrado (Xyl T2), o rendimenta d
purificacdo de Xyl T1 foi provavelmente subestima@or outro lado, #-xilanase Xyl

T2 (tabela 3.1), teve um rendimento muito supesims comumente descritos péira
xilanases, com@3-xilanases purificadas d& capsulatum (13,7 e 12%) (Filho, Pul

al., 1993),A. oryzae (16,74%) (Duarte, Moreiret al., 2012),Paecilomyces themophila
(38,3%) (Li, Tianet al., 2006) eA. caespitosus (61,6 e 22%) (Sandrim, Rizzati al.,
2005). Xyl T3 (tabela 3.2) e Xyl T4 (tabela 3.3yegentaram rendimentos de 26% e
43%, respectivamente. Os rendimentos descritosgsaparrificacées de xilanases@e
subvermispora, de 44% (Magalhaes e Milagres, 2009) eBdeillus stear othermophilus
T-6 (46%) (Khasin, Alchanatt al., 1993), foram bastante proximos ao observado para

Xyl T4.
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Tabela 3.1.Resumo das etapas de purificacdo de Xyl T1 e deTXyproduzidas poA. terreus cultivado em bagaco de cana de agucar como

fonte de carbono.

Atividade
Etapas da Proteinas totais  Atividade total Purificacéo Rendimento
especifica
purificacéo (mg) (un (vezes) (%)
(Ul/mg)
Extrato bruto 27,315 2,616 0,096 1,000 100,000
Xyl T1
Concentrado 6,500 0,286 0,044 0,460 10,930
Sephadex G-50 2,950 0,221 0,075 0,783 8,460
DEAE-Sephacel 0,094 0,149 1,578 16,48 5,700
Xyl T2
Ultrafiltrado 4,975 1,184 0,238 2,486 45,270
Sephadex G-50 1,683 1,953 1,160 12,114 74,650
DEAE-Sephacel 3,290 1,954 0,594 6,201 74,700
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Tabela 3.2.Resumo das etapas de purificacao de Xyl T3 prodyzidA. terreus cultivado em piolho de algodéo sujo como fontea®ano.

Atividade
Etapas da Proteinas totais  Atividade total Purificacéo Rendimento
especifica
purificacédo (mg) (un (vezes) (%)
(Ul/mg)
Extrato bruto 6,240 158,000 25,183 1,000 100,000
Concentrado 3,239 9,500 2,933 0,116 6,010
Ultrafiltrado 1,694 54,540 32,198 1,279 34,520
Sephadex G-50 0,950 81,300 85,579 3,398 51,456
HiTrap SP FF 0,055 41,850 76,213 30,264 26,487
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Tabela 3.3.Resumo das etapas de purificacao de Xyl T4 prodyzidA. terreus cultivado em casca de soja como fonte de carbono.

Atividade
Etapas da Proteinas totais  Atividade total Purificacéo Rendimento
especifica
purificacéo (mg) (un (vezes) (%)
(Ul/mg)
Extrato bruto 30,544 103,002 3,372 1,000 100,000
Concentrado 47,426 8,953 0,189 0,056 8,692
Ultrafiltrado 12,290 67,988 5,532 1,640 66,007
Sephadex G-50 3,932 118,607 30,164 8,945 115,150
HiTrap SP FF 3,401 45,117 13,264 3,933 43,802
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As B-xilanases purificadas foram visualizadas em gegbamcrilamida 12%. A
eletroforese sob condi¢cdes desnaturantes de X¢ X{l T2 (figura 3.9) mostrou uma
Unica banda protéica, apresentando massas mokx@parentes de 24,3 e 23,6 kDa,
respectivamente. As eletroforeses tanto de Xylde@lgs ndo mostrados) como de Xyl
T4 (figura 3.10) mostraram também bandas UnicasTXyapresentou massa molecular
aparente de 23,4 kDa. A massa molecular de XylaiBpode ser determinada devido a
baixa concentracdo proteica e ndo pode ser detegiald coloracdo com nitrato de
prata. As massas moleculares observadas sdo cotedizeom a relatada por Chidi e
Godanaet al (2008) para umg@-xilanase purificadas d&. terreus UL 4209, com massa
de 22 kDa. Entretanto, massas moleculares de 33k®& foram determinadas pdia
xilanases dé\. terreus, cepas BCC 129 e;S respectivamente (Chantasingh, Pootanakit
et al., 2006; Pal, Rayt al., 2006). Asp-xilanases purificadas apresentaram massas
moleculares menores que outfasilanases purificadas d&spergillus. As xilanases de
A. versicolor (Carmona, Fialhet al., 2005),A. niger (Milanezi, Mendoza et al., 2012) e
A. awamori (Teixeira, Siqueira et al., 2010) apresentam massdsculares de 32 kDa.
Uma xilanase dé. fumigatus apresentou massa de 43 kDa (Amir, Astifal., 2013),
enquanto que xilanases d@e sojae apresentaram massas de 33 e 36 kDa (Kimura,
Sasaharat al., 1995). Os zimogramas dessas amostras tambémananstuma Unica
banda de atividade dexilanase, coincidente com aquela corada com aitlat prata
(dados ndo mostrados). Xilanases de baixa masseate como Xyl T1, Xyl T2 e Xyl
T4 apresentam propriedades que as tornam Uteisagrasede branqueamento de papel,
uma vez que enzimas com menores massas molecpladesn penetrar com maior
facilidade na matriz hemicelulose-lignina-celulases fibras constituintes da polpa de
celulose, e hidrolisar eficientemente a xilanagratdo de maneira eficiente as

propriedades da polpa (Filho, 1998; Medeiros, Shal., 2007). Xilanases com massas
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moleculares menores que 30 kDa tém sido agrupaaldammilia GH 11 (Henrissat e

Bairoch, 1993; Sharma e Kumar, 2013).

kDa MW Xyl T1 Xyl T2

o7

66

30

20.1

144

f (42

Figura 3.9. SDS-PAGE (12%) das amostras purificadas Xyl T1 &gy corado com

nitrato de prata. MW — marcador de massa molecalarendo as proteinas: fosforilase
B (97 kDa), soroalbumina (66 kDa), ovoalbumina {3a), anidrase carbonica (30

kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa)eelactalbumina (14,4 kDa).
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Figura 3.10.SDS-PAGE (12%) da amostra purificada de Xyl T4 doreom nitrato de
prata. MW — marcador de massa molecular contendor@einas: fosforilase B (97
kDa), soroalbumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDe)idrase carbonica (30 kDa),

inibidor de tripsina (20,1 kDa) @ lactalbumina (14,4 kDa).

4.2.Espectrometria de massa de Xyl T1 e Xyl T2

As bandas protéicas de Xyl T1l e Xyl T2 separadas $I0S-PAGE foram
excisadas e digeridas com tripsina. Embora as baddsa enzimas tenham migrado
muito préxima uma a outra, a analise por espectiriande massaspéptide mass
fingerprint; PMF), mostrou um perfil de espectros completamethterente (figura
3.11). Analisando-se ainda os 14 picos mais inter cada espectro, tem-se que,
provavelmente, Xyl T1 e Xyl T2 s&o enzimas dissnt@ontudo, a andlise dos espectros
de fragmentacdo dos peptideos obtidos (MS/MS) edelou nenhuma sequéncia que
tivesse identificagdo positiva com alguma proteinabanco de dados do NCBI para
fungos. Em um estudo feito por Chidi, Godaeh,al (2008) verificou-se que as
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sequéncias de 8 peptideos, resultantes da anati$¢AlDI TOF/TOF, mostraram que
a p-xilanase produzida pdk terreusUL 4209 tem homologia com outras do

géneroAspergillus, comoA. terreus e A. versicolor.

m/z
124 A 842,7
870,7
913,6
960,7
980,7
1.214,8
1.343,8
15119
ot 1.587,7
1.624,0
1.640,0
0.2+ 1.837,9
1.842,0
2.031,0

Intens. [a.u]

1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 aooo 3250 o

x104

10 B m/z
1.036,5
1.082,6
1.277,7
1.383,6
1.475,7
1.707,8
064 1.765,7
1.794,8
1.891,0
1.994,0
2.064,2
21751
23431
0.2 2.367,3

Intens. [a.u]

0.8

044

. " |

T T T T T T T T
1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250

miz

Figura 3.11. Espectrometria de massa de amostras de Xyl T1 ¢yl &2 (B) apos
digestdo com tripsina. Os 14 picos mais intensds apdigestao triptica estéo indicadas

para cada enzima e representadas pela sua razéa/caaga.
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4.3. Microscopia de massa atdbmica (MFA) de Xyl T1 e XyI'2

A microscopia de forca atbmica (MFA) gera imageidirhensionais, permitindo a
medicao destruturando coradas e nao revestidas, com observacao deetapécimes
nativos ou em condi¢cfes quase nativas (Yanget/Ah, 2005). A MFA tem sido usada
para estudar mudancas fisico-quimicas na supedéibras apds o tratamento com
xilanases (Ristolainen, Alémt al., 2002; Medeiros, Silvaet al., 2007) ou para
caracterizar forma, tamanho e heterogeneidadetwstrude arabinoxilanas(Adams,

Kroonet al., 2003; Adams, Kroost al., 2004).

A analise de Xyl T1 e Xyl T2 por microscopia dec¢ratdmica foi feita com o
objetivo de obter informacfes sobre possiveis @ifgais topograficas entre as duas
enzimas em escala nanométrica. As duas enzimasanewstdistribuicdes bimodais. No
caso de Xyl T1, 89,5% das particulas foram obsawarh primeira classe, com uma
altura média de 6,26 nm e 10,5% das particulavastana segunda classe, exibindo
uma altura média de 13,5 nm (figura 3.12 — A). Efagéo a Xyl T2, foi observado que
80,1% das particulas estavam na primeira class@,34ldas particulas estavam na
segunda classe, com alturas médias de 4,82 nm26 héy, respectivamente (figura
3.12 — B). Foram observadas particulas de doisrtaosaem ambas as enzimas, iSso
pode ser devido as modificagbes pds-traducionaespgderiam aumentar o tamanho de
uma populacdo dessas enzimas, ou, ainda, podeossequéncia da formacao de
dimeros entre as particulas, fato que ja foi olaskrvem xilanases d&. reese
(Parkkinen, Hakulinesmt al., 2004),Thermotoga thermarum (Sunna, Puls et al., 1996) e

Talaromyces emersonil (Tuohy, Pulset al., 1993). Além disso, Xyl T2 exibiu, ainda,
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particulas de maior tamanho, em torno de 30 nnurdi@.12 — B — Seta), entretanto,
estas particulas sdo extremamente raras, possivelmegregados de particulas

menores.
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Figura 3.12. Imagens de MFA de amostras purificadas Xyl T1 (AXy@ T2 (B),
depositadas sobre uma superficie de mica, em cwacéao de 10 pg/mL e histograma
de distribuicdo de altura de ambas as enzimas.téhv@melha mostra estruturas de

tamanho grande em Xyl T2.

4.4. Caracterizacao das xilanases purificadas da&. terreus

Os valores obtidos para os parametros cinéticokmlee Vmax das xilanases
purificadas foram determinados para as fracdewvaisl@ insolluveis de xilana de bétula
(birchwood) e estdo apresentados na tabela 3.4. Xyl T1 exwhliores de Km bem
abaixo do observado por Ghanem e Ywsel. (2000) para uma xilanase purificada de
A. terreus (16,7 mg/mL). Em comparagcdo a Xyl T1, Xyl T2, XyB e Xyl T4

apresentaram menor afinidade por xilana, com peéia pela xilana insoluvel, o que
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pode sugerir um impedimento estérico, devido aegmes de substituintes na xilana

soluvel.

Tabela 3.4.Parametros cinéticos determinados para xilanas#gpdas deA. terreus,

com xilana de bétula como substrato.

Xilana soluvel Xilana insoltvel

Km (mg/mL) Vmax (U/mL) Km (mg/mL) Vmax (Ul/mL)

Xyl T1 0,421 0,147 0,465 0,078
Xyl T2 13,030 1,016 10,900 1,020
Xyl T3 6,540 3,090 4,670 0,840
Xyl T4 15,330 5,370 9,500 2,460

Foi observado que as quatro enzimas estudadasanamstmaiores atividades na
faixa de pH 4,0 a 7,0 (figura 3.13Xyl T1 teve maior atividade em pH 6,0, retendo
pelo menos 50% da sua atividade maxima no inted@lpH entre 3,5 e 7,5. Xyl T2 e
Xyl T3 exibiram maior atividade em pH 5,0. Xyl T3anteve pelo menos 70% de sua
atividade entre os pHs 3,0 a 7,5. Xyl T4 foi mdigaaem pH 5,5 e reteve 90% de sua

atividade em uma faixa de pH entre 4,5 e 7,5.
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Figura 3.13. Efeito do pH na atividade de xilanases purificadad. T1 (linha azul),
xyl T2 (linha preta), Xyl T3 (linha verde) e Xyl Tdinha vermelha). Intervalo de pH
entre 3,0 3 6,0, tampéo acetato de sodio, pH da 8,0, tampéo fosfato de sédio e pH

entre 7,0 e 9,0, tampéao tris-HCI.

Com relacdo a temperatura, notou-se uma maiordatei no intervalo de
temperatura entre 50 e 60°C (figura 3.14). Xyl TAyeT3 exibiram maior atividade a
50°C, enquanto que Xyl T2 e Xyl T4 tiveram maioms/idades a 45 e 60°C,
respectivamente. Xyl T3 foi estavel em uma ampbeafde temperaturas, retendo pelo
menos 70% da sua atividade entre 30 e 70°C. Asogearzimas exibiram atividades

muito baixas a 80°C.
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Figura 3.14.Efeito da temperatura na atividade xilanolitica éiasimas purificadas de

A terreus. Xyl T1 (=+=), Xyl T2 (==), Xyl T3 (") e Xyl T4 78— ).

Outros estudos envolvendo a purificacdo e carzefgdio de B-xilanases
Aspergillus também estabeleceram a temperatura de 50°C carabpdra a atividade
enzimatica(tabela 3.5). Os resultados deste trabalho tamisé&io €le acordo com os
resultados apresentados por Ghanem e Yaisdf(2000) que apresentam 50°C como a
temperatura de maior atividade para uma xilanaséiqaa deA. terreus, entretanto,
Chidi e Godanat al (2008) purificaram outra xilanase deste mesnmmgdi com maior
atividade a 35°C. Xilanases de diversos fungoséeAspergillus apresentam maior
atividade na faixa de pH de 4,0 a 6,0 (SubramangyBrema, 2000). De forma geral, os
extratos brutos mostraram-se estaveis por mai@eacbes de temperatura e de pH do
que as enzimas puras. Este fato pode ser devidesanga de moléculas com atividade
estabilizadora da atividade enzimatica presenteertwatos brutos e removida ao longo

dos processos de purificacdo das enzimas.
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Tabela 3.5.Caracteristicas fisico-quimicas descritas paraadas purificadas, produzidas por fungos do géhspegillus.

Massa
Temp.
Espécie Enzima molecular Km pH étimo Referéncia
otima (°C)
(kDa)
A. awamori CMI I 39 - 55-6,0 55 (Kormelink, Leeuwehal., 1993)
A. awamori CMI I 23 - 5,0 50 (Kormelink, Leeuwest al., 1993)
A. awamori CMI [l 26 - 4,0 45-50 (Kormelink, Leeuwest al., 1993)
A terreusUL 4209 xylanase 22 3,57 6,0 35 (Chidi, Godetred., 2008)
A. terreus xylanase - 16,7 7,0 50 (Ghanem, Yuaddl., 2000)
A. niger XYLI 20,8 - 5,0 55 (Frederick, Kiang al., 1985)
A. niger XYL 13 - 6,0 45 (Frederick, Kiangt al., 1985)
A. niger XYLII 13 - 55 45 (Frederick, Kiangt al., 1985)
A. niger XYLIV 14 - 4,9 45 (Frederick, Kiangt al., 1985)
A. niger XYLV 28 - 5,0 42 (Frederick, Kiangt al., 1985)
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Massa
pH Temp.
Espécie Enzima Molecular Km Referéncia
otimo Otima
(kDa)
A. caespitosus Xyl | 27 2,5 6,5-7,0 50-55 (Sandrim, Rizzattal., 2005)
A. versicolor Il 32 2,3 6,0-7,0 55 (Carmona, Fialbial., 2005)
A. fumigatus xylanase 43 3,12 6,0 50 (Amir, Aef al., 2013)
A. oryzae Xyl O1 21,5 3,34 55-6,0 50 (Duarte, Moreital., 2012)
A.oryzae KBN 616  Xyn G2 21 51 6,0 58 (Kimura, Suzekial., 2000)
A. niveus RS2 xylanase 22,5 2,5 7,0 5,0 (Sudan e Bajaj,)2007
A. kawashii XylA 32,87 - 5,0-5,5 50 (Ito, Ikemasuial., 1992)
A. carneus M34 xylanase 18,8 - 6,0 50 (Fang, Changl., 2008)
A. terreus Xyl T1 24,3 0,421 (S) 6,0 50 Este trabalho
A. terreus Xyl T2 23,6 13,03 (S) 5,0 45 Este trabalho
A. terreus Xyl T3 - 6,540 (S) 5,0 50 Este trabalho
A. terreus Xyl T4 23,4 15,33 (S) 55 60 Este trabalho
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As enzimas purificadas foram submetidas a ensaademoestabilidade nos
quais foi dosada a atividade residual de xilangs®s aim periodo de incubacéo, a
temperatura ambiente e a 50°C. A temperatura atebiammeia vida de Xyl T1 foi de
cinco dias. Xyl T2 e Xyl T4 retiveram 100 e 90% demas atividades iniciais,
respectivamente, ao final de sete dias de incuba@QAdl'3 teve baixa estabilidade, de
dois dias e meio, a temperatura ambiente. Entetanb0°C a meia vida de todas as
enzimas foi reduzida para menos de 12 horas. Cahjaiivo de tentar aumentar a
estabilidade destas enzimas a 50°C, as mesmas focailmadas com L-cisteina (20
mM) que aumentou a meia vida de Xyl T1 e de Xyl p&a 14 e 24 horas,
respectivamente, nas outras duas enzimas nao fenawo nenhum efeito. A
incubacdo com L-triptofano (20 mM) ndo acarretoureaior estabilidade da atividade
xilanolitica de nenhuma das enzimas. A estabiliddeleenzimas pode ser aumentada
por muitos métodos, incluindo modifica¢cdes quimigésskar, Srinivasast al., 1989;
Deshpande, Hinget al., 1990; Angelo, Aguirret al., 1997) e o uso de aditivos (Singh,
Pillay et al., 2000; S4-Pereira, Pavedaal., 2003). Um efeito estabilizador da atividade
de PXII-1, purificada d&. awamorii foi observado na presenca de 20 mM de cisteina
(Teixeira, Siqueirat al., 2010), além disso, 1 mol de triptofano e de trist@or mol de
enzima foi essencial para a atividade de uma xsk&rmprificada dé&reptomyces T7

(Keskar, Srinivasast al., 1989).

A funcao de ativacdo ou inibicdo de compostos qrdsou ions constitui uma
ferramenta de grande utilidade na caracterizacaesttatura e as possiveis interacdes
que ocorrem no sitio ativo e o mecanismo de acdendénas xilanoliticas. Desta
forma, o efeito de ions metalicos na atividade geT4, Xyl T2, Xyl T3 e Xyl T4 foi

determinado, confirme mostrado nas tabelas 3.8.e 3.
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As quatro enzimas purificadas de terreus foram completamente inativadas
quando incubadas com Hgna concentracdo de 10 mM, sugerindo a presenca de
grupamentos tiol no sitio catalitico destas enzif@andrim, Rizzattiet al., 2005;
Teixeira, Siqueirat al., 2010). O efeito inibitério de Hgja foi relatado para inimeras
B-xilanases produzidas por varios fungos, entre, élesaespitosus (Sandrim, Rizzatti
et al., 2005),A. niveus (Sudan e Bajaj, 2007A. awamori (Teixeira, Siqueiraet al.,
2010), A. niger (Milanezi, Mendozeet al., 2012),A. oryzae (Duarte, Moreiraet al.,
2012),Penicillium sp (Murthy e Naidu, 2012) &ermitomyces clypeatus (Soren, Janat
al., 2010). O ion A§ (na concentracdo de 10 mM) é Kas concentracbes de 1 e 10
mM) também tiveram efeitos inibitorios sobre Xyl, ™Kyl T2 e Xyl T3, entretanto Xyl
T4 ndo foi afetada por tais ions. Uma xilanase fipada de Bacillus
stearothermophilus T-6 também sofreu inibicdo por AgKhasin, Alchanatiet al.,
1993). Uma inibicdo causada pelos ions &gk’ também foi observada na xilanase
Xyl purificada deA. niger (Milanezi, Mendozaet al., 2012), entretanto o ion’Keve
efeito ativador sobre uma xilanase purificadaTdamitomyces sp (Faulet, Niamkéet
al., 2006) e deBacillus stearothermophilus T-6 (Khasin, Alchanatet al., 1993). Por
outro lado, o fon Mfi aumentou a atividade de todas as enzimas em 3§%T (¥,
61% (Xyl T2), 26% (Xyl T3) e 20% (Xyl T4) na condesgdo de 10 mM. Na
concentracdo de 1 mM, o aumento foi de 15 e 16%dyuaste ion foi incubado com
Xyl T2 e Xyl T4, respectivamente. Esse aumento fasl® durante a incubagédo com
Mn?* indica uma possivel fungdo como co-fator na reagémma-substrato (Ghanem,
Yusefet al., 2000).p-xilanases dé\. versicolor (Carmona, Fialh@t al., 2005)e deA.
awamori (Teixeira, Siqueiraet al., 2010)também foram ativadas pelo fon ¥ma
concentracdo de 10 mM. Entretanto, a enzyma XyfddInibida na presenca de 10

mM de Mrf* (Duarte, Moreirat al., 2012). Os outros fons, incluindo MgC&”*, Zré",
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CU”" e Nd, e EDTA tiveram pouco ou nenhum efeito na ativelalstas xilanases

estudadas.
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Tabela 3.6.Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade flaglanases purificadas
deA. terreus a partir do cultivo submerso com bagaco de caracdear (Xyl T1 e Xyl

T2).

Xyl T1 Xyl T2

Atividade Relativa (%) Atividade Relativa (%)

1mM 10 mM 1mM 10 mM

Controle 100,00 £ 0.006 100,00 £ 0,02 100,00 + 0,053  10&,0030
MgSO, 97,40 £ 0,005 94,67 £0,009 107,77 £0,019 10402911
MnCl, 110,02 + 0,005 136,78+0,008* 115,24 +0,001* 18H46,020*
AgNO; 101,71 +£0,005 84,40 +0,018* 118,68 +0,038 6%85028*
FeSQ 102,30 + 0,015 96,92 + 0,012 71,99 +£0,024*  7%TBO42*
CoClh, 115,95 +£0,003* 95,04 +0,010 95,06 + 0,049 8187002
FeCk 103,14 £ 0,008 72,39 +0,013* 85,99 + 0,022 86,@1007*
CusQ 85,25+0,005* 86,52+0,027 84,96 + 0,047 75,95022*
EDTA 97,71 +0,010 91,55+0,010 101,06 +0,003 493 0,008
CaCb 98,10 £ 0,010 86,75+0,022 91,059 +0,019  95,20006
MgCl, 102,23 +0,003 68,90 £ 0,013* 81,03 + 0,012 98, M015
ZnCl, 98,21 + 0,007 92,29 £ 0,029 94,33 £ 0,029 100,05083
ZnSQ; 98,21 + 0,009 100,20 + 0,005 89,61 + 0,033 98,94063
HgCl, 56,220 + 0,001* 00,00 + 0,001* 86,72 +0,034*  @0,020*
KCI 79,09 £ 0,010* 69,26 +0,006* 79,54 +0,024* ,79 £ 0,05*
NaCl 98,12 +£ 0,010 96,20 £ 0,012 91,29 + 0,009 988,040
CuCbh 98,13 £ 0,010 101,01 + 0,005 86,96 + 0,052 102,8840

* Indica diferenca estatistica no teste pareado LFi3her. DP em relacdo a média de

cada composto avaliado.
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Tabela 3.7.Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade flaglanases purificadas
deA. terreus a partir do cultivo submerso com piolho de algosido (Xyl T3) ou casca

de soja (Xyl T4).

Xyl T3

Xyl T4

Atividade Relativa (%)

Atividade Relativa (%)

1mM 10 mM 1mM 10 mM

Controle 100,00 £ 0,048 100,00 £ 0,041 100,00 +£ 0,020  10&,0094
MgSO, 104,86 +0,003 106,89 + 0,076 102,49 +£0,026 94,0897
MnCl, 102,03 + 0,031 126,08 £ 0,022* 116,76 + 0,059* ,0RQ+ 0,074*
AgNO; 102,55 + 0,034 85,00 + 0,083* 94,33+ 0,34 333; 0,084
FeSQ 98,64 + 0,069 91,77 £ 0,019 101,90 £ 0,026 1139450
CoClh, 105,96 + 0,026 104,47 + 0,020 90,81 + 0,053 7%,8079*
FeCk 104,12 + 0,093 99,35 + 0,042 98,97 £ 0,035 74,22043*
CusQ 97,79 £ 0,066 78,94 £0,054* 94,43 + 0,012 83,8(Da5*
EDTA  103,41+0,099 94,58 + 0,082 94,81 +£0,067 68B5; 0,080*
CaCb 98,67 + 0,007 96,36 + 0,070 95,17 + 0,045 98,93088
MgCl, 91,87 £0,041 100,98 + 0,056 111,58 + 0,055101,19 + 0,080
ZnCl, 97,63 £ 0,016 97,98 + 0,099 97,27 £ 0,091 101, 04046
ZnSQ, 98,17 + 0,028 94,05 + 0,074 102,58 £ 0,016  95,852062
HgCl, 76,98 £0,057* 00,00 £ 0,060* 67,94 £0,072*  0060,087*
KCI 80,09 £ 0,071* 76,68 +0,068* 79,40 £ 0,003* ,98 + 0,006*
NaCl 101,98 £ 0,005 97,98 + 0,067 105,14 + 0,077 ,69& 0,082
CuCbh 101,01 +0,075 104,92+0,056 81,20 +0,016* 9k&1095

* Indica diferenca estatistica no teste pareado LFi3her. DP em relacdo a média de

cada composto avaliado.
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O efeito de reagentes modificadores de aminoacidoslos préprios
aminoacidos foi avaliado na atividade dagilanases Xyl T1 e Xyl T2. Ambas as
enzimas foram fortemente inibidas pelo NBS (tab&l@), descrito como agente
oxidante de residuos de triptofano. Uma inibic@&edrdas duas enzimas foi observada
na presenca do reagente alquilante iodoacetamiggerisdo que estas enzimas
requerem grupamentos tiol para sua estabilidadedifa, Siqueiraet al., 2010). Por
outro lado, um aumento de 15 e 11% das atividadesXd T1 e Xyl T2,
respectivamente, foi obtido na presenca de L-fiaptm, que por sua vez, pode estar
envolvido no sitio ativo das enzimas, participadddigacao e/ou hidrélise do substrato
e ha manutencdo da integridade do sitio ativo.TRyfoi ativada em 50% na presenca
de L-cisteina, sugerindo um envolvimento das ligagde hidrogénio com o substrato
ou com o enovelamento da enzima. Embora haja selato literatura de uma
superestimacdo da concentracdo de xilose liberadaidnolise enzimatica de xilana,
durante ensaios de DNS na presenca de 20 mM déneigfTeixeira, Da Silvat al.,
2012), esse efeito de interferéncia da L-cistemanmsaio de DNS néo foi observado. O
tratamento de Xyl T2 com DTNB aumentou a ativida@deenzima, sugerindo uma
influéncia de L-cisteina na catédlise da xilana.aR& outros compostos que contém o
grupo tiol, foi observada uma ativagdenjercaptoetanol) e inibicdo (DTT) de Xyl T1.
A inibicdo da atividade de Xyl T1 e Xyl T2 por DERCEDC apenas para Xyl T2
sugere o envolvimento de histidina e grupos cathaxatividade enzimatica. Xyl T1 e

Xyl T2 foram levemente ativadas por DTP e SDS,eeSpamente.
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Tabela 3.8.Efeito de reagentes modificadores de aminoacidosiroacidos na

atividade de3-xilanase de Xyl T1 e Xyl T2

Reagente ou Concentracdo  Atividade Relativa Atividade Relativa

aminoacido (mM) (%) — Xyl T1 (%) — Xyl T2
Controle HO - 100,00 + 0,011 100,00 + 0,010
Controle 4% etanol - 100,00 = 0,020 100,00 + 0,014
DTNB? 2 88,13 + 0,014* 117,16 + 0,006*
DTT 20 75,78 +0,008* 109,11 + 0,007
L-Cisteina 20 96,71 + 0,003 149,86 + 0,012*
NBS 1 48,61 +0,027* 11,083 + 0,086*
DTP 2 118,66 +0,008* 72,09 +0,037*
L-Triptofano 5 114,69 +0,006 110,68 +0,012*
lodoacetamida 5 89,40 +0,020* 85,28 + 0,006
DEPC 5 81,58 + 0,012* 70,07 £ 0,102*
EDC 5 100,09 +0,006 65,44 +0,043*
B-mercaptoetanol 5 122,92 + 0,005* 105,83 +0,040
SDS 20 96,35 + 0,014 114,00 +0,014

4Compostos diluidos em etanol 4%. * Indica difereegtatistica no teste pareado LSD

— Fisher. DP em relacdo a média de cada composliadw.

A especificidade das enzimas Xyl T1, Xyl T2 e Xyl foi avaliada por meio de
ensaio de hidrolise de diversos substratos (taB€lp As trés enzimas mostraram
maiores atividades na hidrolise das fracbes sa@ldeixilana de bétula, de aveia e de

faia. Nenhuma das enzimas apresentou atividadedquaoubadas com papel de filtro.
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Estes resultados indicam que estas enzimas témmgmitepara aplicacbes em
biobranqueamento de polpa de celulose, uma vezaqaplicacdo de xilanases em
industrias de polpa e papel requer xilanases lideesitividade celulolitica (Christov,
Szakacst al., 1999; Beg, Kapooet al., 2001; Cardoso e Filho, 2003; Polizeli, Rizzatti

et al., 2005). As trés enzimas foram completamente iaatem substratos sintéticos.
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Tabela 3.9.Especificidade do substrato de Xyl T1, Xyl T2 e Xyl

Ligacéo da
Atividade Atividade Atividade
Substrato cadeia
(IU/mL) (IU/mL) (IU/mL)
principal
Xyl T1 Xyl T2 Xyl T4
Xilana de Bétula (S) B-1,4 0,400 + 0,006 0,360 + 0,011 0,289 + 0,031
Xilana de Bétula (1) B-1,4 0,120 + 0,050 0,140 + 0,018 0,043 + 0,018
Xilana de aveia (S) B-1,4 0,259 + 0,008 0,225 + 0,028 0,178 + 0,062
Xilana de aveia (1) B-1,4 0,073 +£ 0,019 0,064 + 0,085 0,190 + 0,057
Xilana de faia (S) B-1,4 0,253 + 0,038 0,208 = 0,029 0,227 + 0,042
Xilana de faia (I) B-1,4 0,087 + 0,015 0,096 + 0,023 0,070 + 0,042
Papel de filtro B-1,4 0,000 + 0,001 0,000 + 0,001 0,000 + 0,002
CM-celulose B-1,4 0,038 + 0,006 0,035+ 0,003 0,032 + 0,020

Manana B-1,4 0,046 + 0,015 0,075 + 0,022 0,000 + 0,003
Pectina a-1,4 0,042 + 0,004 0,046 + 0,008 0,094 + 0,033
pNPX pNP--1,4 0,000 + 0,000 0,000 + 0,005 0,000 + 0,000
pNPA pNP-0-1,4 0,000 + 0,003 0,000 + 0,030 0,000 + 0,002
pNPG pNP-$-1,4 0,000 + 0,000 0,000 + 0,005 0,000 + 0,004

pNPM pNP--1,4 0,000 + 0,003 0,000 + 0,000 0,00 + 0,004

(S) Solavel (1) Insolavel
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5. Conclusdes

» Xilanases de baixa massa molecular foram purifeagando-se técnicas de
ultrafiltracdo e cromatografias;

* Xyl T2 apresentou alto rendimento na purificaca® {0%);

* MFA mostrou diferencas na topografia entre Xyl TAW T2;

» Espectrometria de massa mostrou dois espectroemiés para Xyl T1 e
Xyl T2;

Xyl T1 e Xyl T2 apresentaram especificidade petirdlise de xilana, sendo
enzimas com bom potencial para aplicacdes na indis papel e celulose,

ja que esta atividade industrial requer xilanases atividade de celulases.

6. Perspectivas

* Analise de espectrometria de massa de Xyl T3 €TAyl

» Analise por MFA de Xyl T3 e Xyl T4;

* Analisar a especificidade de hidrélise da enzimb D8y

* Analisar o efeito de reagentes modificadores denaatidos e dos

aminoacidos em Xyl T3 e Xyl T4.
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Capitulo IV

Influéncia de compostos fenadlicos
na atividade dé - xilanases purificadas

de Aspergillus terreus
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Resumo

O pré-tratamento da biomassa gera compostos fes@amUveis que tém acao inibitoria
e dificultam tanto a hidrélise enzimatica quantfeanentacdo de agucares a etanol.
Quatro enzimas purificadas d& terreusforam pré-incubadas com 0s compostos
fendlicos: &cido ferdlico, acidp-cumarico, vanilina, acido cindmico, acido 4-hidrox
benzéico e acido tanico. Xyl T1 e Xyl T3 foram iididas em maior ou menor grau por
todos os compostos fendlicos. A maior inibicdo g¢ KL foi observada com o &cido
cindmico, enquanto que Xyl T3 foi mais fortementida pela vanilina. Por outro
lado, Xyl T2 e Xyl T4 foram bastante resistentesodos os compostos fendlicos
testados, os Unicos compostos com atividade imidigbobre Xyl T4 foram os &cidos
tanico e cindmico. Com relacdo a Xyl T1, houve,eteifendo do composto fendlico
utilizado, um aumento ou diminuicdo do Km apareat® xilana de bétula. Houve uma
diminuicdo do Km aparente de Xyl T2 para xilanabééula, apos a incubacdo desta

enzima com todos os compostos fendlicos.

Palavras-chave:Compostos fendlicos, lignina, pré-tratamento, ohdoés de xilanase,

constante de Michaelis-Menten.
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1. Introducgéo

A maior limitacédo para a conversao de biomassaa@upos finais de alto valor
agregado é a recalcitrancia natural da lignocetulddm arranjo complexo entre a
holocelulose, as proteinas e a lignina torna aites&r da parede celular uma estrutura
de dificil degradacéo para as enzimas que a hsdraoli O pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica € um passo crucial antes da hsk&@nzimatica da holocelulose contida
na parede celular vegetal. Aspectos fisicos, quisn& morfolégicos da lignocelulose
sao alterados durante o pré-tratamento e, geradni@miam a biomassa mais acessivel a
sacarificacdo enzimatica. Véarias opcbOes de pranramntos estdo disponiveis para
fracionar, solubilizar, hidrolisar e separar a tmda, hemicelulose e lignina (Saha,

2003; Duarte, Moreirat al, 2012).

Na parede celular nativa, bem como na biomassade&unlosica minimamente
tratada, a maior parte dos compostos fendlicoscéngrada na lignina, um complexo
fendlico heterogéneo, que esta ligado a celulas&emicelulose (Tejirian e Xu, 2011,
Duarte, Moreiraet al, 2012). Durante o pré-tratamento da biomassagrnk é
normalmente modificada, resultando em demetilagcésotubilizacdo com formacéo de
fendis simples ou oligomeéricos. A fracao insolugallignina pode permanecer apds o
pré-tratamento e estar presente junto com a cel@dsemicelulose na biomassa, o que
dificulta a acdo hidrolitica de celulases e hemieskes devido a adsorcdo inespecifica
(Berlin, Balakshinet al, 2006; Xu, Dinget al, 2008; Tejirian e Xu, 2011). O uso de
aditivos, comoTween polietileno-glicol (PEG) e albumina bovina séri@SA) tem

mostrado resultados promissores para aumentaciérefia da hidrélise enzimatica da
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lignocelulose, pois eles ligam-se a superficieigiaina, prevenindo a ligacdo entre as
enzimas e a lignina (Borjesson, Enggwstal, 2007). Aléem disso, a adicdo de NaCl
(concentracbes de 0 — 0,4 M) mostrou que a forgecabtambém tem efeito na
diminuicdo da adsorcdo de celulases a lignina, psisons do sal poderiam tanto
competir com a proteina por sitios de ligacao, tpuatierar a configuracao da proteina,
resultando numa diminuicdo nas interacdes entmotgipa e a lignina (Can e Giuner,

2006).

O processo fisico-quimico de pré-tratamento daotigiulose modifica a
estrutura da lignina e promove a solubilizacao féasis. Muitos compostos fendlicos
simples foram identificados na fracdo sollvel daniz@ssa pré-tratada, e eles
frequentemente inibem fungos ou bactérias, que artem glicose, xilose ou outros
carboidratos em etanol. Além disso, os compostudifas podem reagir com proteinas
através de interacdes covalentes ou ndo coval@igi@soes de hidrogénio ou interacdes
hidrofébicas) (Kroll, Raweét al, 2003). Uma interferéncia dos subprodutos sollneis
degradacdo da lignina no processo de ligacdo ediamase e xilana foi também

observado por Kaya e Heitmaanal (2000).

Para aplicacao industrial de enzimas, a interagéie enzima e substrato deve
ser muito bem entendida, assim como as variaveiegt#io envolvidas nesse processo.
Na parede celular, a celulose e a hemicelulose astbciadas a lignina, por esta razéo,
€ importante determinar como a lignina e seus sulpos afetam a atividade
enzimatica de xilanases e celulases, além de iggesteu mecanismo de acdo (Kaya,

Heitmannet al, 2000; Tian, Jiangt al, 2013).
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2. Objetivos

2.1. Analisar o efeito dos compostos fendlicos, acidulieo, acidop-cumarico,
vanilina, acido cinamico, acido 4-hidroxi-benzoéieo &cido tanico sobre a
atividade de3-xilanases purificadas dke terreus;

2.2. Analisar o efeito destes compostos fendlicos sobnstantes cinéticas de Xyl

Tle Xyl T2.

3. Material e métodos

3.1.Inibicdo e desativacdo por compostos fendlicos

O efeito de compostos fendlicos na atividade déases purificadas dé.
terreus Xyl T1, Xyl T2, Xyl T3 e Xyl T4 foi avaliado pelaré-incubacédo das enzimas
com acido ferulico, acidg-cumarico, vanilina, acido cinamico, acido 4-hidrox
benzdico e &cido tanico, na concentracdo de 1 mghmni agua (vanilina e acido
ferdlico) ou alcool (acidos cinamico, 4-hidroxi-laéico, p-cumarico e tanico). O efeito
de inibicdo foi medido imediatamente apos a incabalas enzimas com 0s compostos
fendlicos, enquanto que o efeito de desativacaadiativo ao tempo de incubacéo
(Ximenes, Kimet al, 2011). A incubacao foi feita a 25°C por sete.ddigjuotas foram
retiradas em intervalos para determinar a atividadeidual de p-xilanase. A
determinacdo da atividade residual de xilanase apit&ubacdo com 0s compostos
fendlicos foi feita conforme descrito no item 3@ @hpitulo Il, desta tese. Os controles
foram feitos com a pré-incubacdo das enzimas cama &y alcool e submetidos as

mesmas condicbes de ensaio. A atividade enzim#bice&xpressa como atividade
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relativa, sendo que 100% de atividade correspordatividade realizada a partir de
amostras retiradas do controle no tempo zero dabag@io. Os desvios-padrdo foram

calculados como percentuais da média para o eosasspondente.

3.2. Determinacédo de parametros cinéticos de Xyl T1 e X§2

Os parametros cinéticos (Km e Vmax) foram deterdosgpara Xyl T1 e Xyl
T2, ap0s pré-incubacéo das enzimas com todos opasbtos fendlicos, a temperatura
ambiente. Xyl T1 foi pré-incubada em tempo iguatia meia vida com cada composto
fendlico. Xyl T2 foi pré-incubada por 30 minutospd@s a pré-incubacéo, as constantes

cinéticas foram determinadas conforme descritdaam B.5.1 do capitulo Ill.

3.3. Andlises estatisticas

Os experimentos de desativacdo e inibicdo por cetopdfendlicos foram

submetidos a ANOVA fatorial e tespost hocde comparacdo pareada LSD Fisher,

conforme descrito no item 3.7 do capitulo IlI.
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4. Resultados e discussao

4.1. Efeitos de compostos fendlicos na atividade @exilanases purificadas deA

terreus

Segundo Ximenes e Kimt al (2011), a inibicdo se da quando a acdo do
composto fendlico sobre a enzima ocorre imediatéengnos o contato da enzima com
0 composto, por outro lado, a desativacao ocords appré-incubacdo da enzima com o
composto fendlico por determinado tempo. A conegdio usada dos compostos
fendlicos (1mg/mL) néo teve interferéncia na culeaDNS. Experimentos anteriores
foram feitos com duas concentragcdes mais altas dgdnme 10 mg/mL) e nestas
concentracdes, os compostos fendlicos interfermancurva de DNS, aumentando os

valores de absorbancia (dados ndo mostrados).

Xyl T1 teve sua atividade fortemente reduzida podos oS compostos
fendlicos (figura 4.1 A e B). Os acidos ferulicanico e 4-hidroxi-benzoico e a vanilina
inibiram aproximadamente 35% da atividade inicial @hzima. Com o &acide-
cumarico nota-se uma desativagdo progressiva, cdecorrer do tempo, chegando a
50% de reducdo da atividade com 8 horas de incaba@aefeito mais forte de
desativagadoi notado com acido cinamico, que com meia horandebacéo, desativou
completamente a enzima. Conforme discutido no wapit os acidos ferulico e-
cumarico podem fazer parte da constituicdo da ajlaigerindo que a hidrolise da
xilana também libere compostos que afetem negaéimtama atividade desta enzima.
Sabe-se que compostos fendlicos tém acdo de iaibidesativar as holocelulases

(tabela 4.1).
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Composto fendlico Efeito Referéncia
Acido vanilico, acido siringico, Forte inibicdo da atividade de xilanase. (Panagiotou e Olsson, 2007)
acetoseringona, seringaldeido Nenhum efeito significante na atividade de

celulase §-glicosidase
Acido ferulico Desativacao deglicosidase
Acido ferdlico Repressao da atividade de pectinase
fenois substituidos (clorofendis, saligenina, InibicAo moderada de celulases fungicas

orto fenil fenol e clorofenil)

(Ximenes, Kirat al, 2011)
(Wu, Luoet al, 2010)

(MandBlsese, 1965)

Acidos tanico, galico, hidroxi- 20-80% de desativacao de celulases ¢fou (Ximenes, Kimet al, 2010; Ximenes, Kinet
cindmico, 4-hidroxibenzéico e vanilina glicosidases, apos 24 h de pré-incubacao. al., 2011)
Acido tanico Forte inibicdo na atividade de celalde uma (Tejirian e Xu, 2011)
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preparacao da Novozyme.
Forte inibicdo de uma celulase conciak (Sineiro, Domingueet al, 1997)

(celluclast 1.5 L)

Acdao inibitoria sobre as aiilad de (Bae, Mcallisteret al, 1993; Mcallister, Bae
endoglucanases e avicelases et al, 1994)
Forte inibicdo de celulase exammal (Spezyme (Jing, Zhanget al, 2009)
CP)
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Compostos fendlicos, especialmente os acidos tamigalico causaram tanto
inibicdo quanto desativacéo effaglicosidases dé. niger e Trichoderma reesg{im,
Ximenes et al, 2011). Celulases e pectinases foram inibidas peésenca de
compostos fendlicos produzidos apos pré-tratamidmas de linho (Gamble, Snoak
al., 2000). Outro estudo mostrou que guaiacol (2-nifstioal) e acido caféico (3,4 -
acido di-hidroxicinamico) inibiram significativamina atividade de xilanase presente
no extrato bruto dé. japonicusg(Sharma, Milsteiret al, 1985). Outro estudo feito com
uma xilanase comercial derivada fdechoderma,mostrou que esta enzima foi mais
inibida por preparacdo contendo compostos fenokoh3veis derivados de lignina do
que por preparagdo contendo residuos de lignina ptamento enzimatico (Berlin,
Balakshinet al, 2006). Os compostos solUveis derivados da ligom@aém menos
grupos reativos (grupos carboxil e hidroxila) geepeeparacdes contendo residuos de
lignina apods tratamento enzimatico. Estes resudtacdsugerem uma maior
hidrofobicidade na primeira preparacdo do que ars#a. Supostamente, interagdes
hidrofébicas desempenham um importante papel neorgiits de enzimas a
lignocelulose (Palonen, Tjernekt al, 2004; Berlin, Balakshiret al, 2006; Berlin,

Maximenkoet al, 2007)

O teste de Fisher dos dados de Xyl T1 mostrou goetempo zero, 0S
compostos fendlicos (acidos ferulico, tanico, 4rtxitbenzoico e a vanilina) tém acao
inibitéria estatisticamente significativa sobre ontole (ANOVA p =0,000), com
excecdo do acido cinamico que nado se diferenciaodtrole. Ao final dos sete dias,
todos os tratamentos diferem-se estatisticamenteodtrole (ANOVA p=0,000). Na
figura 4.2 esta mostrado o efeito do tempo e desrslos tratamentos, em funcéo da

liberacdo de acucares redutores por Xyl T1.
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Figura 4.1. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilamaide Xyl T1. Controle

(#), &cido ferdlico &), acido cinamico «), Vanilina ¢), acido tanico «f), acido p-

cumarico (), acido 4-hidroxi-benzodico?). (A) Tempos entre 0 e oito horas. (B)

tempos entre 48 e 168 horas. Atividades relativasoatrole no tempo zero.
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Tempo™Tratamento; LS Means
Current effect F(48, 123)=37,835, p=0,0000
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Figura 4.2. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em func¢éalibdeacdo de agucares

redutores para Xyl T1.

Espera-se que a desativagdo da enzima aumente quaitr for o tempo de
exposicdo da enzima aos fendis e este efeito taidnoem quase todos os compostos
fendlicos testados contra Xyl T1. Conforme disautid capitulo Ill, a meia vida desta
enzima a temperatura ambiente foi de cinco diasetamto, na presenca dos acidos
ferdlico ep-cumario, a meia vida foi reduzida para 48 e 7Zasorespectivamente. O
maior efeito sobre a meia vida foi detectado codcido cindmico e a vanilina, que
reduziram a meia vida de Xyl T1 para apenas 15 toénus acidos tanico e 4-hidroxi-
benzadico reduziram a meia vida de Xyl T1 para eitpuatro horas, respectivamente. De
forma similar, a meia vida da xilanase Tx-Xyl, pweada de Thermobacillus
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xylanilyticus foi reduzida na presenca dos &cidos cindmjegumarico, caféico,

ferdlico e 3,4,5-trimetoxi-cinamico (Boukari, O’daimueet al, 2011).

De forma oposta a Xyl T1, Xyl T2 foi muito resistera todos os compostos
fendlicos estudados (figura 4.3 A e B). Na auséndeidais compostos (controle), a
enzima mostrou-se estavel a temperatura ambieenmapods sete dias de incubacgao.
No inicio da incubacdo (tempo zero), pelos resaoladio teste pareado LSD Fisher,
todos os compostos se diferenciam estatisticantent®ntrole, com efeitos ativadores
da atividade de Xyl T2, com excecdo dos acidosctéémei cinamico. A Unica acao
inibitéria sobre a atividade de Xyl T2 foi notadant acido cinamico, apds sete dias de
incubacgédo, reduzindo a atividade para 70% da Ini€ia outros compostos fendlicos
nao foram capazes de inibir nem desativar estanenzihegando a causar uma ativagao
aparente de sua atividade em alguns casos. Natlitey existem poucos relatos de
ativacdo de xilanses por compostos fenodlicos. Urepgracdo comercial de xilanase
(Irgazyme-40S, Ciba-Geigy Corporation, Greensbdi@G) foi ativada em até 50% na
presenca de &cido vanilico, acetovanilona e acidtogatecuico, na concentracdo de
0,05%. Em concentracdes mais altas, estes mesmusostos desativaram a enzima
(Kaya, Heitmanret al, 2000). Neste mesmo trabalho, a vanilina e gubh@aooentaram
a taxa de hidrolise enzimatica da xilana, na medida que suas concentracdes
aumentaram, chegando a aumentar a atividade da@ren até 75%. Além disso, a
lignina, em baixas concentracdes (0,06%) tambéneatou em 20% a atividade desta
mesma preparacdo comercial de xilanase. O aunmentaxa de hidrélise de xilana
devido a adicdo de porcbes solaveis de lignina meaedevido a uma afinidade da
xilanase pela lignina, de forma que a enzima igei@m a lignina ou seus derivados

fendlicos (Senior, Mayeret al, 1990; Kaya, Heitmanret al, 2000). Resultados
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similares foram observados para atividade de culgue foi ativada na presenca de
lignina, guaiaciol, vanilina, &cido vanilico, acedoilona e &cido protocatecuico, em
baixas concentracdes. Em altas concentragdes ésdes compostos inibiram a celulase

(Kaya, Heitmanret al, 1999).

Na figura 4.4 esta mostrado o efeito do tempo edilsrsos tratamentos, em
funcéo da liberacdo de acucares redutores por Xylmiostrando que mesmo apos 0s
sete dias de incubacdo, a enzima permaneceu &ivim, no controle, quanto nos

diversos tratamentos com compostos fendlicos.

Conforme descrito por Duarte e Morekea al., (2012), durante a hidrolise
enzimatica do material lignocelulésico pré-tratadogrrem modificagcdes na estrutura
da lignina, expondo alguns compostos fendlicos tgme um efeito inibitdério na
conversao enzimatica da biomassa holocelulésicstalderma, um ponto crucial para a
hidrolise enzimatica da biomassa € reduzir a iéibie a desativacdo causada por
compostos fendlicos, de forma a aumentar a taxdidelise e reduzir a carga
enzimatica usada. Neste contexto, a enzima panlificXyl T2, surge como alternativa
interessante para aplicacdes industriais, uma uezfgj muito resistente a todos os

compostos fenolicos estudados.
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Figura 4.3. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilamaide Xyl T2. Controle
(#), acido ferdlico ), acido cinamico «), vanilina ¢), acido tanico ), acido p-
cumarico (), acido 4-hidroxi-benzoico¢]. (A) Tempos entre 0 e oito horas. (B)

tempos entre 48 e 168 horas. Atividades relativasoatrole no tempo zero.
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tempottratamento; LS Means
Current effect. F(48, 126)=14 400 p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 4.4. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcakbdaacdo de acucares

redutores para Xyl T2.

Xyl T3 mostrou menos estabilidade a temperaturaiemdy quando comparada
as outras enzimas purificadas, com um valor dedas. Xyl T3 teve sua atividade
reduzida por varios compostos fendlicos, sendoogekeito mais notado foi da vanilina
que desativou 90% da atividade enzimatica apogastae incubacao (figura 4.5 — A).
Os acidos 4-hidroxi-benzdico e tanico desativarampietamente a enzima com trés
dias de incubacdo, enquanto que o acido cinamisatisleu 75% da atividade da
enzima apo6s o mesmo periodo. Um efeito semelhantd$ervado por Ximenes e Kim
et al (2010) com um forte efeito inibidor da vanilina ®i® inibidor moderado do

acido 4-hidroxi-benzoéico em celulase$-glucosidases comerciais @e niger Outro
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estudo relata que as atividades de celulase eas#atanto de uma mistura de enzimas
comercial quanto de uma preparacaddeicillium brasiliensigeve diferentes graus de
inibicdo quando compostos fendlicos como acido Iwani &cido siringico,
acetosiringona, siringaldeido, acido furdico, acalecinico, acido formico e guaicol
foram adicionados ao ensaio enzimatico (Panagiet@isson, 2007). Entretanto, os
acidos ferulico @-cumarico parecem ter um efeito de estabilizanddaide de Xyl T3,
visto que na auséncia de compostos fendlicos @eptrha uma queda de 65% na
atividade xilanolitica de Xyl T3, no terceiro dia thcubag¢do. Quando comparado ao
controle no inicio da incubacado (tempo zero), ada&cferulico ep-cumarico retiveram
94 e 83% da atividade inicial, respectivamente, ceete dias de incubacéo,
aparentemente estabilizando a atividade enzim@igraa 4.5 — B). O teste LSD Fisher
revelou que, apos os sete dias de incubacdo, tsldsatamentos se diferenciaram
estatisticamente do controle, tanto com efeitodesmtivacdo da enzima (acidos tanico,
4-hidroxi-benzoico e cindmico e a vanilina), quactam efeitos de uma possivel
estabilizacdo da enzima (acidos feralicop-eumarico). O efeito do tempo e dos
tratamentos em funcao da liberagcdo de agUcarewredypara Xyl T3, esta mostrado na
figura 4.6, evidenciando que os efeitos de desgiivanais fortes sdo causados pela

vanilina e pelo &cido tanico.
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Figura 4.5. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilamaide Xyl T3. Controle
(¢#), acido ferdlico ), acido cinamico «), vanilina ¢), acido tanico ), acido p-
cumarico (), acido 4-hidroxi-benzoico¢]. (A) Tempos entre 0 e oito horas. (B)

tempos entre 48 e 168 horas. Atividades relativasoatrole no tempo zero.
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tempo*tratamento; LS Means
Current effect: F(48, 126)=59,602, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 4.6. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalbdeacédo de aclcares

redutores para Xyl T3.

Na auséncia de compostos fendlicos (controle), Tdymanteve-se estavel por
sete dias. Assim como previamente observado pataTXy Xyl T4 sofreu menos
influéncia dos compostos fendlicos. Porém, ao éoiotrde Xyl T2, ndo foi observado
nenhum efeito de ativacdo da enzima quando inculbada fenois. Os efeitos de
desativacdo mais fortes foram notados com o A&ci@leicd, que desativou
completamente a enzima com sete dias de incubag&acielo cinamico que reduziu a
atividade da enzima para 40% da atividade iniejas 0 mesmo periodo de incubacéo.
Um efeito moderado foi observado para o acido 4ekicbenzdico, com reducéo de

22% da atividade inicial da enzima. O teste paré®I>- Fisher mostrou que os acidos

143



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

cindmico e tanico diferenciam-se estatisticamerde cdntrole, apdés sete dias de
incubacdo, os demais compostos nao tiveram efigihdfisativo sobre Xyl T4 (figura

4.7 A e B). O efeito do tempo e dos tratamentosfuemgdo da liberacdo de agucares
para Xyl T4, esta mostrado na figura 4.8, e evidencefeito de desativacdo do acido

tanico com sete dias de incubagéo.
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Figura 4.7. Efeito de compostos fendlicos na atividade xilamaide Xyl T4. Controle
(#), acido ferdlico §), acido cinamico «), vanilina ¢), acido tanico ), acido p-
cumarico (), acido 4-hidroxi-benzéico0). (A) Tempos entre 0 e doze horas. (B)

tempos entre 24 e 168 horas. Atividades relativasoatrole no tempo zero.
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tempo*tratamento; LS Means
Current effect: F(48, 126)=11,439, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 4.8. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalibdeacdo de agucares

redutores para Xyl T4.

A figura 4.9 mostra o efeito dos diversos tratatoere do tempo nas quatro
enzimas, em funcéo da liberacdo de acucares reduis analises estatisticas mostram
gue cada enzima responde de forma diferente anteato com compostos fendlicos
(ANOVA p=0,000). Fica evidente ainda que o tempexeosicdo aos tratamentos tem

influéncia na resposta de cada enzima ao tratancentaccompostos fendlicos.
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tempo*tratamento; LS Means
Current effect: F(48, 126)=11,439, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 4.9. Efeito do tempo (h) e dos tratamentos em funcéalibdeacdo de acucares

redutores para Xyl T1, Xyl T2, Xyl T3 e Xyl T4.

As quantidades e os tipos de inibidores de enziomsadas durante o pré-
tratamento da lignocelulose dependem da composigdbiomassa, do tipo de pré-
tratamento, e das condi¢cbes de reacao (Panagiofssen, 2007; Kumar e Wyman,
2009) Os fenodis sao fortes inibidores da produg@ongtica por micro-organismos,
bem como fortes inibidores das atividades enzimstiExcoffier, Toussainét al,
1991; Sineiro, Domingueet al, 1997; Gamble, Snoadt al, 2000; Berlin, Balakshiet
al., 2006).

Com base nos resultados observados, Xyl T2 e Xylpddsuem grande

potencial para aplicacdo na producédo de bioetadegunda geracdo, uma vez que
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ambas as enzimas foram resistentes a seis compestdisos por sete dias. Compostos
fendlicos podem ter efeitos variados na atividagl&ithnase, chegando a aumentar sua
atividade dependendo dos compostos usados, danttagd® destes e da estrutura da
enzima usada. Portanto, a atividade de xilanaspresganca de produtos de degradacéo
de lignina ndo podem ser correlacionadas de umaafermples (Kaya, Heitmaret al,

2000).

4.2. Efeitos dos compostos fendlicos nas constantes tices de Xyl T1 e Xyl T2

Na auséncia de compostos fendlicos, Xyl T1 teverealde Km proximos para
as fracdes sollvel e insolavel da xilana de bétalela 4.2). Os valores de Km para
xilana soltvel diminuiram na presenca dos acidodié® e p-cumarico e de vanilina.
De forma oposta, os acidos cinamico, tanico e #sRiebenzdico diminuiram a
afinidade de Xyl T1 tanto pela xilana solavel cop®a insoluvel. Embora tenha sido
detectada uma diminuicdo nos valores de Vmax delXyh incubacdo de Xyl T2 com
todos os compostos fendélicos diminuiu substancialenes valores de Km, sugerindo
gue os compostos fendlicos aumentam a afinidadéyd@2 pelo substrato. Trabalhos
futuros serdo necessarios para esclarecer o metanie acdo desses compostos na
atividade de Xyl T1 e de Xyl T2. Uma reducdo na ¥rteanbém foi notada para uma
B-xilanase (Tx-Xyl) purificada d&hermobacillus xylanilyticuguando esta enzima foi
posta em contato com os acidos cinamiesasumarico, caféico, ferulico e 3,4,5-
trimetoxi-cindmico Estes compostos fendlicos também tiveram acéo diacdie da
atividade desta enzima. Um mecanismo de inibic&oco@npetitivo foi proposto para a

acao dos compostos fendlicos sobre a enzima. BEstamsmo indicaria que mais de
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uma molécula aromatica interage com a enzima pal@zir sua inativacdo completa,
consequentemente a inibicdo de Tx-Xyl pelos congso$¢ndlicos ndo envolve a
interacdo direta destes com o sitio ativo da enzdsacompostos fendlicos poderiam
afetar a atividade da enzinravitro de duas formas: formando um complexo sollvel,
porém inativo entre enzima e fenol, com baixas enttacdes de compostos fendlicos;
ou reduzindo a solubilidade da enzima pela formagiam complexo insoluvel entre
enzima e fenol, em altas concentracdes de comptatoticos. (Sharma, Milsteiet

al., 1985; Boukari, O’donohuet al, 2011). Alguns relatos descrevem que interacdes de
compostos fendlicos com celulases estao correladasicom mudancgas na estrutura da
enzima (Boukari, O’donohuet al, 2011; Tian, Jiangt al, 2013). Estas interacdes
podem incluir tanto interacdes hidrofébicas qualigacdes de hidrogénio entre os
grupos funcionais (COOH, OH) e os residuos de afcidos basicos.

Estudos de espectroscopia de fluorescéncia mastrgua o acido ferulico e o
acidop-cumarico modificam a estrutura e 0 ambiente habio da celulase, afetando
sua atividade. Analise de dicroismo circular tamb®ostrou que a adicdo de &cidos
fendlicos diminuiu significantemente conteudoddiélice, mas aumentou o contetdo
de folhasp de uma preparacéo comercial de celulase (Tiang &gal, 2013). Como
resultado, a estrutura da enzima se torna maisvéler sua afinidade pelo substrato
aumenta.

Conforme observado na microscopia de forca ato(ommaitulo 3, item 4.3), Xyl
T2 é composta de particulas menores que as padiéiyl T1. Uma hipbtese para o
menor tamanho de Xyl T2 seria a falta de um segmeesta enzima, o que poderia

impedir a ligacdo dos compostos fenolicos com autest da enzima. Além disso, as
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interacdes de compostos fendlicos com residuograng e triptofano poderiam ser

responsaveis por mudancas na estrutura de Xyl T2.
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Tabela 4.2.Constantes cinéticas de Xyl T1 na presenca e aaséacompostos fendlicos.

Xyl T1 Xyl T2
Xilana solavel Xilana insoluvel Xilana soluvel Aita insoluvel
Km Vmax Km Vmax Km Vmax Km Vmax
Controle 0,421+0,035 0,147+0,001 0,465+0,037 0,033 13,030+0,2781,016+0,013 10,900+0,290 1,200+0,190

Acido ferdlico 0,216%0,036 0,121+0,024 0,901+0,0150,152+0,001  0,258+0,001 0,094+0,00D,195+0,005 0,094+0,004
Acido p-
cumarico 0,301+0,083 0,225+0,009 0,244+0,001 0,167+0,001 0,668+0,048 0,186%+0,003 0,080+0,003 0,123+0,001
Acido cindmico  0,453+0,030 0,140+0,003 0,465+0,043 0,116+0,004 0Z%@,020 0,119%+0,001 0,115+0,022 0,078+0,001
Vanilina 0,166+0,031 0,233+0,003 0,457+0,052 0,2)644 0,352+0,026 0,127+0,0010,141+0,030 0,093+0,002
Acido 4-Hidroxi
0,905+0,001 0,184+0,001 0,476x0,012 0,138+0,001 040,003 0,121+0,000 0,839+0,292 0,105%0,008

benzoico

Acido tanico 0,645+0,089 0,247+0,008 0,305+0,013 258+0,002 0,141+0,001 0,110+0,0010,278+0,044 0,166+0,004
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5. Conclusdes

» Os compostos fendlicos tém efeitos variados nadatie das xilanases Xyl
T1, Xyl T2, Xyl T3 e Xyl T4. Os dados sugerem quenpostos fendlicos
podem tanto aumentar como diminuir a aumentavalatie destas enzimas;

» Xyl T2 e Xyl T4 mostraram resisténcia a acdo dbigdio ou desativacao de
seis compostos fendlicos, sendo enzimas atrata@s@uso na producao de
bioetanol, uma vez que esses compostos sédo formawaste o pre-
tratamento da biomassa;

» Os compostos fendlicos estudados aumentam a afaida Xyl T2 pela

xilana.

6. Perspectivas

» Determinacao de constantes cinéticas para Xyl X@ &4;
» Utilizacdo de dicroismo circular para compreensas idteracfes entre as

enzimas e 0s compostos fendlicos.
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Resumo

O processo de producédo de papel utiliza grandestigades de produtos quimicos
poluentes, tornando-se um problema devido a descdoy residuos nos rios. A
necessidade de tecnologias ecologicamente con@tas-se cada vez mais urgente.
Sabe-se que xilanases podem ser aplicadas no keengquto do papel, substituindo os
compostos clorados para promover a quebra dasdBgagovalentes entre a
hemicelulose e a lignina da polpa de celulose,ltegglo em uma diminuicdo na
utilizacdo de compostos poluentes. Neste trabatrant usadas trés amostras de polpas
de celulose em diferentes estagikmft de branqueamento e quatro amostras
enziméticas sendo duas purificadas e duas senfigadas. A maior liberacdo de
acucares redutores ocorreu entre 1 e 2 horas enipaclara e pré-branqueada cop O
e com 20 horas para a polpa escura, evidenciantia recalcitrancia deste substrato.
A predominancia na liberagao de xilobiose por taaenzimas e em todas as amostras
de polpas utilizadas sugere um mecanismo do tipin.eA maior liberacdo de
croméforos a 237 nm sugere uma remoc¢do de cor alpaspde celulose catalisada

pelas amostras enzimaticas.

Palavras chave:Polpakraft, Xilooligossacarideos, hidrélise, cromatografia ifigude

alta presséo, xilanase.
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1. Introducéo

A hidrélise enzimatica de substratos lignoceluldsjctem tido posicdo de
destaque nos cenarios ambiental e econémico mur@i&bco principal do segundo
milénio sera aperfeicoar a conversao enzimatichiaaassa lignoceluldsica renovavel
em acucares fermentesciveis, 0os quais poderacoseertidos em produtos com alto
valor agregado (Himmel, Ru#t al, 1999).

O processo mais utilizado de transformacao de meéen papel é o processo
kraft, no qual trés espécies de eucaliffadalyptus grandis, E. saligna e E. urophylla
sdo as mais usadas como matéria-prima. Neste pomgesquenos cavacos de madeira
sao digeridos com uma mistura de sulfeto de sduailvpxido de sédio e agua a 165 -
170°C. Esses dois reagentes tém a funcdo de acelerdeslignificacdo, com
recuperacdo das fibras de celulose. Neste procgsste da lignina solubilizada,
comumente se liga a polimeros residuais de henoseluigue precipitam novamente
sobre as fibras de celulose, resultando em uma pl@oloracdo escura que precisa ser
branqueada antes da producédo do papel final. Ro@dssumir que, nesta etapa do
processo, 90-95% da hemicelulose e da lignina ediSsolvidas e parcialmente
degradadas. A lignina depositada na pdifdt confere a coloracdo escura a polpa, por
esta razdo, € realizado um pré-branqueamento cagéma para a remocao de
impurezas e de uma parte da lignina remanescentpolpa pré-branqueada com
oxigénio tem coloracdo amarelo-claro, devido aifigne ainda ndo esta pronta para a
producao de papel boa qualidade. No proximo passorahqueamento, a polgeaft
devera atingir uma coloracdo branca devido a remalg substancias cromaoforas

formadas pela quebra da lignina. O ultimo procedsdbranqueamento consiste na
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remocao da lignina residual em varios processosirmggleem a utilizacdo de ozoénio,
diéxido de cloro, hidroxido de sddio, cloro e padaxde hidrogénio. O procesgoaft
envolve cinco estagios (figura 5.1). (Kulkarni eoRa996; Viikari, Suurnakket al,

1996; Techapun, Poosaranal, 2003; Filho, 2004; Polizeli, Rizzatt al, 2005).

A B C D E

Figura 5.1. Estagios do branqueamento da polpa de celuloseapam@ducéo de papel.
Aparar as arestas dos cavacos de madeira (A), pelgzlulose apds o procedsaft

(B), polpa pré-branqueada com QC), polpa de celulose branqueada com 0z6nio e
dioxido de cloro (D) branqueamento final com di@xae cloro, apos o tratamento com
hidroxido de sdodio, peréxido de hidrogénio e oxigéfE) (Polizeli, Rizzattiet al,

2005).

O processo de producédo de papel utiliza grandestigades de produtos
quimicos poluentes, tornando-se um problema dewiddescarga dos residuos nos
efluentes. A necessidade de tecnologias ecologit@noerretas torna-se cada vez mais
urgente. Pressdes ambientais e legislativas tégador as industrias papeleiras a
modificar seus processos de branqueamento e argast@residuos de forma a reduzir
0 impacto sobre o meio ambiente. Resolu¢cbes analserdgspecialmente na Europa

Ocidental e Estados Unidos, colocaram restricbesiso de cloro no processo de
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branqueamento do papel (Bajpai, Bhardetagl, 1994; Kulkarni, Shendyet al, 1999;
Gupta, Bhushaet al, 2000; Manimaran, Kumaat al, 2009).

Enzimas hemiceluloliticas tém mostrado potencied piilizacdo na industria de
papel e celulose para a modificacdo das fibras alpapde celulose. Dentre essas
enzimas, a aplicacdo mais bem sucedida tem sidoxdathases no branqueamento das
polpaskraft (Gerber, Heitmanet al, 1999; Motta, Andradet al, 2013; Torres e Dela
Cruz, 2013). Sabe-se gue xilanases podem seadpticno branqueamento do papel,
diminuindo a utilizacdo dos compostos organoclosag@ra promover a quebra das
ligacOdes covalentes entre a hemicelulose e a Bgdmn polpa de celulose.. Além da
reducao significativa na quantidade de organoctiwatbspejados nos efluentes, outra
vantagem do uso de xilanases é o aumento do hidhpapel (Bajpai, 2004; Salles,
Medeiroset al, 2005; Kamble e Jadhav, 2012; Sharma e Kumar,)2@L8nportante
que a preparacao enzimatica usada no branqueademolpa ndo tenha atividade de
celulase, caso contrario, ela poderia causar madangorfolégicas nas fibras de
celulose, o que reduziria a qualidade final do pépapta, Bhushamet al, 2000; Filho,
2004; Salles, Medeirast al, 2005).

A inducdo da producdo de enzimas usando substpat@s faz com que o
processo seja muito caro, dificultando a aplicagéstes catalisadores nos diversos
ramos industriais. Neste contexto, o uso de residagroindustriais se torna uma
alternativa para a producao de altos niveis deada com menor preco de producéo, o
que torna a aplicacédo destas enzimas mais at@iwarcialmente. A aplicacdo destas
enzimas produzidas com substratos agroindustr@iprocesso de producdo de papel
diminui os custos do branqueamento enzimatico dlzapite celulose (Gupta, Bhushan

et al, 2000). Biobranqueamento € o nome dados ao branogreo da polpa através da
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utilizacdo enzimas ou micro-organismos lignolitiog@®érez, Mufioz-Doradet al,
2002).

Conforme apresentado nos capitulos anteriores tkesta 0 fungo filamentoso
A. terreusproduz grandes quantidades de xilanases quand@adatem meios de
cultura contendo bagaco de cana de acucar e pd#halgoddo sujo. Tais enzimas,
purificadas ou semi-purificadas podem ter aplicac@@m inUmeros processos

biotecnoldgicos, como o biobranqueamento de palpalulose.

2. Objetivos

2.1.Avaliar o potencial hidrolitico de enzimas purassemi-purificadas deA.
terreus em polpas de celulose obtidas de diferentes estdgiaft de
branqueamento;

2.2.Comparar a eficiéncia de hidrolise de xilanaseagarsemi-purificadas.

3. Material e métodos

3.1.Origem e producéao das polpas de celulose

As polpas de celulose (Figura 5.2) obtidas a padirmistura deEucalyptus
grandis (40%),E. saligna(30%) eE. urophylla(30%), foram produzidas pela empresa
Conpacel, localizada no municipio de Limeira - 8Bentilmente fornecidas pelo Prof.
Dr. Francides Gomes da Silva Junior do LaboratdedQuimica, Celulose e Energia,

Departamento de Ciéncias Florestais, ESALQ - Usidade de S&o Paulo, Piracicaba
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— SP. A polpa de celulose foi submetida ao procesdostrial Kraft. O material
resultante apés as etapas de cozimento e lavagaterfominado polpa escura (figura
5.2 — A). A polpa escura submetida ao estagio ddigméficacdo com @ foi
denominada polpa pré-branqueada per(f@ura 5.2 — B). Por fim, a polpa pré-
branqueada submetida ao processo final de brangmanpor reagentes clorados,

resultou no material designado polpa branca (fig2a C).

Figura 5.2. Amostras de polpas de celulose. Polpa de celidesara (A), polpa de

celulose pré-branqueada com (B) e polpa de celulose clara (C).

3.2. Hidrolise enzimética das polpas de celulose

O potencial de hidrélise de xilanases puras e gemiiicadas, cultivadas em
bagaco de cana de agucar ou piolho de algodao feujdeterminado pela mistura de
um volume de amostra enzimética e dois volumesuthstato em solugdo aquosa
(10mg/mL) de polpa de celulose escura, polpa ddass pré-branqueada com Qu
polpa de celulose clara. Todos os substratos fa@aobilizados em agua destilada. A
mistura entre enzima e substrato foi incubada @ 565m agitacdo de 120 rpm, por trés
horas (polpas pré-branqueada e polpa clara), owimhoras (polpa escura). A polpa

escura foi incubada novamente a 28°C, com agitded®0 rpm, nos tempos de 20, 24,
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28 e 48 horas. Os controles foram feitos substse o0 volume de enzimas por agua
destilada e submetidos as mesmas condi¢cées d®.eAlguotas foram retiradas para

realizacdo dos seguintes ensaios:

3.2.1. Dosagem de glicose

A analise da quantidade de glicose liberada fdafpelokit glicose oxidase
(Trinder, 1969). Aliquotas de 10 pL retiradas dastumas de enzima e substrato usado
na hidrdlise foram incubadas com 1 mL de reageateod, a temperatura ambiente, por
30 minutos. Uma solucéao de glicose padrao fornecal&t foi preparada de maneira
semelhante as amostras e utilizada como padramcaewtracédo de glicose liberada foi

expressa em mg/mL.

3.2.2. Dosagem de acucares redutores totais

A quantificacdo de acUcares redutores totais ldmrdoi feita pelo método do
DNS, conforme descrito no item 3.5 do capitulod$ta tese. A quantidade de acgucares

liberados foi expressa em mg/mL.

3.2.3. Dosagem de pentoses e hexoses livres pelo métod@dunol-férrico

Uma aliquota de 100 puL das misturas de hidrélisad@ionada a 100 pL do
reagente A (TCA 10% (m/v), em agua destilada) estuna foi submetida a fervura por
15 min. Em seguida, a mistura foi resfriada a teatpea ambiente e na sequéncia foi

adicionada de 600 pL do reagente B (m/v) (sulf&ahonio férrico 1,15% e orcinol
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0,2%, diluido em solucdo de HCI 9,6 mol/L). A mrsturesultante foi fervida
novamente por 20 min e entdo resfriada a temperanonbiente. A solucéo final do
ensaio foi diluida 10 vezes em agua destilada metitta as leituras nas absorbancias
de 660 (pentoses) e 520 nm (hexoses) (Chaplin,)13%9dse e manose foram usadas
como padrdes para as conversdes de pentoses @seraspectivamente. Os resultados

foram expressos em mg de acucar redutor liberado/mL

3.2.4. Leituras em diferentes comprimentos de onda

Aliguotas de 20 pL foram analisadas nos comprinsedeéoonda de 237, 254,

280 e 465 nm (Medeiros, Silvaelral, 2007).

3.3. Analise por HPLC da hidrélise enzimatica das polpasie celulose

A analise das amostras por cromatografia liquidaltke pressdo (HPLC) foi
feita sob supervisdo inicial da Profa. Dra. Lourdeabel Velho do Amaral e
posteriormente do Prof. Dr. Clovis Oliveira Silvdiquotas de 250 pL foram retiradas
dos ensaios, fervidas por 10 min e, posteriormeartegeladas a -20°C. As amostras
foram liofilizadas e ressuspensas em 500 pL de aglid. A analise foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de trooc#mica, acoplada a um detector de
amperometria pulsada (HPAE-PAD) para a quantificagd identificacdo dos
xilooligossacarideos liberados durante a hidro(Rgan, Nolanet al, 2003). Os
xilooligossacarideos foram analisados em sistemand ICS 3000 DC lon
Chromatography com utilizacdo de pré-coluna Carb@dRaard e coluna CarboPac PA-

100 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), cdoxd de 15 mL/h, a 20°C. Foram
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injetados 10 pL de amostra comaato samplerAS40 (Dionex). As amostras foram
eluidas em solucdo de hidréxido de sodio (0,1 MpriBx) e solucdo de Acetato de
sédio (0,5 M) (Merck, Darmstadt, Germany) com hxild de sddio (0,1 M), por 70
min. Entre as injecOes das amostras consecutivaduaa foi reequilibrada por 15 min
com solucéo de hidroxido de sodio (0,1 M). Os Migmssacarideos foram identificados
e guantificados em detector eletroquimico ED40 iBig, e os dados analisados pelo
programa Chromeleon 6.8 SR8 (Dionex). Como padidaytilizada uma mistura de
xilooligossacarideos (15 pg/mL) contendo entre ensis unidades de D-xilose (X1,
xilose; X2, xilobiose; X3, xilotriose, X4, xiloteiose, X5, xilopentaose; X6,

xilohexaose; Megazyme Corporation, Wicklow, Ireland

3.4. Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas como desnatdem 3.7 do capitulo I,

desta tese.

4. Resultados e discussao

4.1. Hidrdlise enzimatica das polpas de celulose

Amostras de enzimas puras (Xyl T1 e Xyl T2) e mdmeente purificadas
(fracOes ultrafiltradas em membrana de corte de&kf, provenientes dos extratos
brutos dos cultivos dA. terreusem bagaco de cana ou piolho de algoddo) produzidas

conforme descrito no capitulo 11l desta tese, foraoubadas juntamente com polpas de
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celulose obtidas em diferentes estadi@dt de producéo de papel: polpa escura, polpa
pré-branqueada com,@ polpa clara.

Na hidrdlise da polpa clara, nota-se que a maiardicio de acucares redutores
totais acontece entre a primeira e a segunda lmcdbacdo, tanto para as enzimas
puras (figura 5.3), quanto para as duas fracOesfilitadas (figura 5.4). O ensaio de
orcinol férrico mostrou uma maior liberacdo de psas e hexoses entre uma e duas
horas de hidrdlise, assim como observado paratosegs redutores totais. As maiores
liberacbes de acucares redutores foram observadadrolise da polpa clara com o
pool de enzimas contidas nos dois ultrafiltrados. A amdiberacdo de acUcares
redutores totais (0,435 mg/mL) ocorreu durantedadtise com gpool de enzimas do
ultrafiltrado do piolho de algodéo, enquanto quaaor liberacdo de pentoses (67,67
mg/mL) ocorreu com pool de enzimas do ultrafiltrado do bagaco de cana.

A hidrélise das polpas de celulose foi analisadabtam pela liberacdo de
cromoforos detectados nos comprimentos de ond8de2B4, 280 e 465 nm, 0s quais
estdo relacionados a produtos de degradacdo atagnda estrutura polimérica das
polpas de celulose (Garg, Robestsal, 1998). Assim como a liberagcédo de acucares, de
forma geral, a maior liberacdo de croméforos f@esbada entre uma e duas horas de
hidrolise. A maior liberacdo de cromoforos foi & 28n e ocorreu durante a incubacgéao

com Xyl T1.

Na hidrolise da polpa clara, a maior quantidadprdéeinas presente nas fracdes
ultrafiltradas n&o resultou em um aumento estadistente significativo na liberacao de
acucares redutores totais, nem de pentoses e Bexdseficiéncia na hidrélise das
enzimas Xyl T1 e Xyl T2, apesar da baixa conceétiale proteinas, pode ser atribuida

ao fato de serem amostras purificadas, com maividade especifica. Esse efeito
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também foi observado durante a hidrélise de polpascelulose por uma fracao
ultrafiltrada e uma enzima purificada de oryzae onde a maior quantidade de
proteinas presente na fracdo ultrafiltrada naoraduziu em maior eficiéncia na
hidrolise (Duarte, 2013). Por outro lado, o temgohidrolise é um parametro com
diferenca estatisticamente significativa na libéoagle pentoses das quatro amostras
enzimaticas, com valores de ANOVA fatorial para Xyl (p = 0,0002), Xyl T2 (p =
8,66 x 10), pool de enzimas contidas no ultrafiltrado do bagacoate ¢p = 5,8 x 10)

e poolde enzimas contidas no ultrafiltrado do piolho ld@@é&o (p = 0,0002).

Durante a hidrélise da polpa clara com as enzimaffigadas houve uma
relacdo entre a liberac@o de aclcares redutoags &8 liberacdo cromoforos a 237 nm,
no periodo de trés horas de incubacéo, sugerinel@ @amocao da cor esti associada a
liberacdo de lignina. Segunda Gupta e Bhugtaal., (2000) o pré-tratamento da polpa
Kraft com a xilanase purificada d&taphylococcus sgB5G-13 resultou na liberacdo de
xilose com aumento subsequiente da deteccéo deresliedutores totais e liberacdo de
croméforos a 237 e 465 nm, indicando uma dissogiagd complexo lignina-

carboidratos das fibras de celulose.
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Figura 5.3. Hidrdlise da polpa clara pelas enzimas Xyl TLBAC) e Xyl T2 (D, E, F). AclUcares redutores aa@dis por DNS (A e D), por

orcinol-férrico a 660 nma() e a 520 nmc) (B e E). Liberacao de croméforos a 237 min 254 nm ¢), 280 nm &) e a 465 nmcf) (C e F).
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Figura 5.4. Hidrélise da polpa clara pelas fragdes ultrafilts em PM 10 kDa. Ultrafiltrado proveniente doigaldeA. terreusem bagacgo de

cana (A, B, C). Ultrafiltrado proveniente do cutticultivo deA. terreusem piolho de algodéo (D, E, F). Aclcares redutaxediados por DNS

(A e D), por orcinol-férrico a 660 nnm) e a 520 nmc() (B e E). Liberacdo de cromoforos a 237 min 254 nm ¢), 280 nm &) e a 465 nmd)

(CekF).
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A analise dos xilooligossacarideos liberados deranhidrélise da polpa clara
mostrou uma liberacéo preferencial de xilobioséa Bealise da figura 5.5 nota-se que a
guantidade de xilose permaneceu praticamente caastatre zero e trés horas para as
guatro amostras enzimaticas, indicando que a qlegide xilose detectada apds trés
horas de incubacéo, provavelmente ja estava peesertempo zero e nédo foi resultado
da atividade enzimatica sobre a polpa de celuldséANOVA fatorial indica que ha
diferenca na utilizagcdo das quatro amostras enmiasaem funcdo do tempo (p =
0,000). A figura 5.6 mostra exemplos de cromatogsawbtidos com o hidrolisado da
polpa clara, no tempo de maior liberacdo de ac&agadutores (2 horas), evidenciando

0s picos de identificagdo de xilose (X1) e xiloki¢Xx2).
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Figura 5.5. Liberagdo de xilooligossacarideos durante a hikdlia polpa de celulose
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Figura 5.6. Detec¢cbes por HPLC dos produtos formados pela ligdrala polpa de
celulose clara, com duas horas de incubacédo, palemas Xyl T1 (A), Xyl T2 (B),
pelopool de enzimas contidas no ultrafiltrado provenientewdltivo deA. terreuscom
bagaco de cana (C) e pgbool de enzimas contidas no ultrafiltrado proveniente do
cultivo deA. terreuscom piolho de algodao (D). Xilose (X1), xilobios€2(), xilotriose

(X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5) e xilota@se (X6).

A hidrélise da polpa pré-branqueada pelas enzimaaspXyl T1 e Xyl T2
mostrou uma maior liberacdo de acucares totais jDdJprimeira hora de hidrélise,
enquanto que a maior liberacdo de pentoses (oréémoto a 660 nm) ocorreu na
segunda hora de hidrolise. A liberagdo de cromé&f@omentou com o aumento do
tempo de incubacéo (figura 5.7), durante a incub&gén as duas enzimas. De forma

geral, a maior liberacdo de cromoforos foi obsesvadm trés horas de hidrdlise.
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Resultados semelhantes foram observados no estuSalleés e Medeirast al.,(2005)
durante a hidrdlise de polpaaft de eucalipto pré-branqueada utilizando-se xilandse
Humicola griseavar. thermoideano qual a maior liberagcdo de cromoforos também
ocorreu com trés horas de incubagao.

Assim como observado para polpa clara, ndo haedifer estatisticamente
significativa na liberagcdo de acucares quando atgatb foi incubado com enzimas
puras ou fragcOes ultrafiltradas. Ou seja, a utiBmadas amostras de ultrafiltrado poderia
levar a uma reduc¢ao nos custos de obtencao de @anajpticadas como uma alternativa
no processo de branqueamento do papel. Diferenterdarpolpa clara, na hidrélise da
polpa pré-branqueada o tempo de incubacao sothistiEamente significativo para a
liberacdo de pentoses para Xyl T2 (p = 0,0010)ra pdaracéo ultrafiltrada do bagaco
de cana (p = 7,183 x ) sendo que o teste LSD Fisher mostrou que tosldsmpos
séo diferentes uns dos outros.

A maior liberacdo de acuUcares totais e de croméfamcomprimento de onda
de 280 nm na hidrélise da polpa pré-branqueadaliservada conpool de enzimas
presentes no ultrafiltrado proveniente do cultiwAd terreusem bagaco de cana de
acucar. A figura 5.8 mostra a liberacéo de acugacdkstores e de cromoéforos durante a
hidrolise com o ultrafiltrado proveniente dos owd8 deA. terreusem bagaco de cana e
em o piolho de algoddo. A maior liberacdo de pestascorre com duas horas de
hidrélise com as duas amostras enzimaticas ddilatardo.

A maior liberacdo de xilooligossacarideos se dam t@s horas de hidrolise
(figura 5.9). Este resultado pode parecer contrediem relacdo aos dados de liberacao
de acucares totais e de pentoses (figuras 5.7),eehiBetanto, como no HPLC s6 foram

detectados xilooligossacarideos contendo seis omosneinidades de D-xilose, é
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possivel inferir que os produtos com maior graupdémerizacdo ndo puderam ser
identificados, assim como agucares redutores cdatentro residuo que ndo D-xilose.
Nos cromatogramas obtidos com o hidrolisado dagppip-branqueada com @igura
5.10) podem ser vistos xilooligossacarideos conoraeaitempos de retencdo que néo
puderam ser identificados pela auséncia de xilostigcarideos padrbes para maiores
tempos de retencdo. Apesar dos produtos de higrdlistectados por HPLC
representarem valores menores que os obtidos carutess técnicas de deteccdo de
acucares redutores, a técnica de deteccdo conebaseus tempos de retencéo resulta
em maior especificidade. De forma oposta, a detededacgucar redutor pelo método do
DNS é menos especifica, pois mesmo utilizando Bseilcomo acglcar de referéncia,
ndo seria possivel a distincdo entre as extremédeettutoras de mondémeros de D-
xilose e xilooligossacarideos de maiores massasamares. Um resultado semelhante
foi observado por Gupta e Bhushetral.,(2000) com maior eficiéncia do tratamento da
polpakraft de eucalipto com xilanase ap0s quatro horas aélise.

Da mesma forma que observado para a hidrélise = pdara, a ANOVA
fatorial mostra diferenca estatisticamente sigaifii@ (p = 0,000) entre os diversos

tratamentos e tempos de hidrdlise.
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Figura 5.7. Hidrélise da polpa pré-branqueada pelas enzim&3I XyA, B, C) e Xyl T2 (D, E, F). Acucares redrgs avaliados por DNS (A e
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F).
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Figura 5.8. Hidrdlise da polpa pré-branqueada pelas fracdeafiltradas em PM 10 kDa. Ultrafiltrado proveniemo cultivo deA. terreusem
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nm @) (C e F).

176



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

enzyme*pulpitime; LS Means Factors: Levels
Wilkslambda= 07683, F(108, 528,7 )=2.7650, p=00000  PulP- pre-bleached
Effective hypothessdecompostion
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
100 . '
o0 b L
20| L
a0 b L
a L L
50 b L
4L L
W0+ L
i) L
0 -
ar 5
-0 1 H
=1 I
=7 I - i | :
- B8 2 = BB S - B F
B = B B £ = 1 £ = b £ B
= o} o } = s } s } = s } o} = s } s }
time: 0 time: 1 time: 2 time: 3

Figura 5.9. Liberacdo de xilooligossacarideos durante a hgkdiia polpa de celulose
pré-branqueada, em funcdo do tempo. Xilos¢, (ilobiose @), xilotriose (),

xilotetraose §), xilopentaosex() e xilohexaosex().
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Figura 5.10. Detecg¢bes por HPLC dos produtos formados pela lisdréa polpa de
celulose pré-branqueada com, ©om trés horas de incubacao, pelas enzimas Xyl T1
(A), Xyl T2 (B), pelopool de enzimas contidas no ultrafiltrado provenientecditivo

de A. terreusem bagaco de cana (C) e pelool de enzimas contidas no ultrafiltrado
proveniente do cultivo dA. terreusem piolho de algodao (D). Xilose (X1), xilobiose

(X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4), xiloperdae (X5) e xilohexaose (X6).

Devido a maior recalcitrancia da polpa de celuleseura, a hidrélise deste
substrato foi feita durante oito horas, com aligsatetiradas a cada hora. Embora a
ANOVA mostre diferencas estatisticamente significet em poucos casos (liberacao
de acucares totais, Xyl T2, p = 0,0095; liberacéopdntoses, Xyl T2, p = 0,0012 e
ultrafiltrado proveniente do cultivo com bagacoad®a, p = 7,83 x 19 liberacdo de
hexoses, ultrafiltrado proveniente do cultivo comgdco de cana, p = 8,94 x%)0nota-
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se uma tendéncia de aumento de liberacdo de asUeahatores totais e de pentoses e
hexoses com o passar do tempo, indicando que a taaade hidrélise acontece apds
maior tempo de incubacdo. Na hidrélise da polparassao observados desvios-padrao
muito maiores que o0s observados anteriormentehiaadlises da polpa clara e pré-
branqueada, entretanto, por tratar-se de um stistiaito heterogéneo, séo esperados
maiores desvios em relagdo a média do que quaridosémlo um substrato mais
homogéneo.

Maiores liberacdes de pentoses e hexoses foranmvaldss durante a hidrélise
com Xyl T1 e com o ultrafiltrado proveniente dotoud de A. terreusem bagaco de
cana. Na hidrdlise feita com a amostra enzimatcallafiltrado proveniente do cultivo
de A. terreusem bagacgo de cana também foram observadas asemélmracdes de
cromoforos. As figuras 5.11 e 5.12 mostram as dib@es de acUcares redutores e de
cromoforos durante a hidrolise com as amostrasn&iimias purificadas e semi-
purificadas, respectivamente.

A analise por HPLC mostrou maior liberacdo de xdeb com duas horas de
hidrolise. A figura 5.13 mostra a deteccédo de Xidmssacarideos produzidos durante a
hidrolise da polpa escura, entre zero e trés hawdsdrolise. Como o método estatistico
usado para analisar a deteccéo de xiloolgossaoari@dseou-se na comparagcao entre 0os
trés substratos, a construcéo do grafico de liBerae xilooligossacarideos em funcao
do tempo para a hidrolise da polpa de celuloseiggossivel nos tempos em que houve
também hidrélise das polpas clara e pré-branquédalfigura 5.14 estdo exemplos de
cromatogramas obtidos durante a deteccdo de xtmdacarideos presentes no
hidrolisado da polpa escura, apds oito horas d@lisd. Assim como ja observado para

as hidrolises anteriores, tanto da polpa clarareocda pré-branqueada, a ANOVA

179



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

fatorial mostrou diferenca estatisticamente sigatfva (p = 0,000) entre os tratamentos

enziméaticos, em fungéo do tempo.
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Figura 5.11.Hidrdlise da polpa escura pelas enzimas Xyl TIRAC) e Xyl T2 (D, E, F). Acucares redutores @aas por DNS (A e D), por

orcinol-férrico 4 660 nma) e a 520 nmc{) (B e E). Liberacdo de croméforos a 237 min 254 nm ¢), 280 nm &) e a 465 nmH) (C e F).
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Figura 5.12. Hidrolise da polpa escura pelas fragfes ultrafiis em PM 10 kDa. Ultrafiltrado proveniente ddiealde A. terreusem bagaco
de cana (A, B, C). Ultrafiltrado proveniente dotiud deA. terreusem piolho de algodéo (D, E, F). Agucares redutavediados por DNS (A e
D), por orcinol-férrico a 660 nmaj e a 520 nmcf) (B e E). Liberacédo de cromoéforos a 237 miy 254 nm ¢), 280 nm &) e a 465 nmcf) (C e

F).
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Figura 5.13.Liberacéo de xilooligossacarideos durante a hgidla polpa de celulose
escura em funcdo do tempo. Xiloas, (xilobiose @), xilotriose @), xilotetraose ),

xilopentaosex) e xilohexaosex)).
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Figura 5.14. Detecg¢bes por HPLC dos produtos formados pela lisdréa polpa de
celulose escura, com oito horas de incubacgéao, pazsias Xyl T1 (A), Xyl T2 (B),
pelo pool de enzimas contidas no ultrafiltrado provenientecdltivo deA. terreusem
bagaco de cana (C) e pgbool de enzimas contidas no ultrafiltrado proveniente do
cultivo deA. terreusem piolho de algodao (D). Xilose (X1), xilobiose2)X xilotriose

(X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5) e xilofa@se (X6).

Por ser um substrato que apresenta maior dificaldachidrélise, a polpa escura
foi incubada novamente por 48 h, porém, conformaameado no capitulo Ill, as
enzimas tém baixa estabilidade a 50°C, por es#arazincubacao foi feita a 28°C. Da
mesma forma como na hidrélise a 50°C, a maior diffey de acuUcar foi observada
durante a incubagdo com Xyl T1 e conpaol de enzimas contidas no ultrafiltrado

proveniente do cultivo dA. terreusem bagaco de cana. Em todos os casos, a maior
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liberagdo de pentoses foi observada com aproximaw@m20 horas de hidrdlise.

Entretanto, a liberacdo de cromoforos aumentourpssgyamente com o aumento do
tempo de incubacéo (figuras 5.15 e 5.16). Os xdoaberos liberados entre 20 e 48
horas foram, na sua maioria, xilobiose (figura h.Cbmo discutido anteriormente, as
andlises estatisticas de liberacdo de xilooligesgdens em fungdo do tempo foram
feitas de forma comparativa entre as quatro ansosinaimaticas e os trés substratos,
portanto, ndo foi possivel a andlise nos tempdde4 28 e 48 horas de hidrolise, pois

nao foi feita hidrélise das polpas clara e pré-Humada com O nestes tempos.
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Figura 5.15.Hidrdlise da polpa pescura pelas enzimas Xyl TIBAC) e Xyl T2 (D, E, F). A¢ucares redutoresleaos por DNS (A e D), por

orcinol-férrico a 660 nma() e a 520 nmc) (B e E). Liberacao de croméforos a 237 min 254 nm ¢), 280 nm &) e a 465 nmcf) (C e F).
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Figura 5.16. Hidrélise da polpa escura pelas fragGes ultrafiis em PM 10 kDa. Ultrafiltrado proveniente ddivalde A. terreusem bagaco
de cana (A, B, C). Ultrafiltrado proveniente dotu deA. terreusem piolho de algodéo (D, E, F). Acucares redutawediados por DNS (A e
D), por orcinol-férrico a 660 nmmj e a 520 nmc) (B e E). Liberacdo de croméforos a 237 mn 254 nm ¢), 280 nm &) e a 465 nmdf) (C e

F).
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Figura 5.17. Detec¢bes por HPLC dos produtos formados pela lisdréa polpa de
celulose escura, com 20 horas de incubacao, pelasias Xyl T1 (A), Xyl T2 (B),
pelo pool de enzimas contidas no ultrafiltrado provenientecdltivo deA. terreusem
bagaco de cana (C) e pgbool de enzimas contidas no ultrafiltrado proveniente do
cultivo deA. terreusem piolho de algodao (D). Xilose (X1), xilobiose2)X xilotriose

(X3), xilotetraose (X4), xilopentaose (X5) e xilofa@se (X6).

A liberacdo de glicose foi medida em todos os ewptos, e em todos 0s
casos, ndo houve liberacdo deste acucar, demahstgaie as enzimas ndo agem sobre
a polpa de celulose. Além disso, a liberacdo deopen foi maior que a liberacédo de
hexoses, evidenciando que a atividade das enzipasapalmente sobre a xilana. As
enzimas usadas nesses experimentos tém potena@glidacdo na industria de papel e

celulose, pois como anteriormente mencionado, egdecacdo industrial requer
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xilanases livres de atividade celulolitica para anuiencdo da estrutura da fibra de
celulose (Li, Jiangt al, 2005; Chidi, Godanat al, 2008; Motta, Andradet al, 2013).
Dentre os cromoéforos liberados, a maior quantidadeservada foi no
comprimento de onda de 237 nm. Cromoéforos liberatsde comprimento de onda
correlacionam-se com a remocéao de cor e consequente reducéo no teor de lignina,
além de aumentar o brilho da polpa de celulose afg@ianqueamento (Elegir, Sykets
al., 1995; Gupta, Bhushaet al, 2000; Motta, Andradet al, 2013). A liberagéo de
cromoforos a 465 nm ocorreu de forma geral, no tefimal de todas as hidrolises. A
liberagdo de cromoéforos neste comprimento de omdiaciona-se a liberacdo de
compostos hidrofobicos (Gupta, Bhusteral, 2000). A liberacdo de cromdéforos é um
melhor indicador da acdo enzimatica do que a li#erale acucares redutores, uma vez
que acucares redutores continuam sendo gerados hphidlise xilanolitica dos
oligossacarideos soluveis liberados pela despaliago inicial da xilana na superficie

das fibras (Garg, Roberts al, 1998).

Andlises estatisticas foram feitas entre os cagrelos tratamentos enzimaticos,
demonstrando que o0s tratamentos enzimaticos témlta#s estatisticamente
significativo na liberacdo de acucares redutoredeecromoéforos. Além disso, a
liberacdo de acucares e de cromoéforos difere siitatnente entre os trés substratos,
em todos os tempos analisados (zero hora, p =x1J0F; uma hora, p = 0,0013; duas
horas, p = 5,55 x 1De trés horas, p = 3,16 x 10

A analise da liberacdo de xilooligossacarideos atta @amostra enzimatica em
funcdo do tempo e com relacdo a cada substratolisatto mostrou que todas as

enzimas liberam preferencialmente xilobiose, ewtg@o o mecanismo de acéo destas
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enzimas como do tipo endo, tanto para as enzimas ¥yl T1 e Xyl T2) quanto para
o pool de xilanases contidas nos ultrafiltrados proveegmos cultivos dé. terreus
em bagaco de cana e em piolho de algodao (figurd8, %.19, 5.20, 5.21).
Concentracdes menores de xilose também foram ddeegtentretanto, esta xilose pode
ter sido liberada durante as etapas de cozimentapos a deslignificacdo por,O

anteriormente a obtencédo da polpa clara, duraptecessdraft.
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Figura 5.18. Xilooligossacarideos liberados por Xyl T1 duranteidrdlise das polpas
de celulose clara, pré-branqueada cosre@scura, em funcédo do tempo. Xiloag, (

xilobiose @), xilotriose (@), xilotetraose §), xilopentaosex() e xilohexaosex).
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Figura 5.19. Xilooligossacarideos liberados por Xyl T2 durantei@rolise das polpas
de celulose clara, pré-branqueada cosne@scura, em funcdo do tempo. Xiloag, (

xilobiose @), xilotriose (@), xilotetraose §), xilopentaosex() e xilohexaosex).
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Figura 5.20. Xilooligossacarideos liberados pelo ultrafiltradmyeniente do cultivo
com bagaco de cana durante a hidrolise das polpa®ldlose clara, pré-branqueada
com QG e escura, em fungdo do tempo. Xiload, (xilobiose @), xilotriose @),

xilotetraose ), xilopentaosex() e xilohexaosex().

192



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de po6s-graduacao em Biologia Molecular

enzyme“pulp*time; LS Means Factors: Levels _
Wilks lambda= 07683, F(108, 5287 }=2,7650, p=,00000 SR
Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

dark b
PID: o
Wi

| HH
= &8
a az

Wik B

@ prbeacied
@ prebeacied
@ prebeacied

(3]

i pre-beacied §

“

Figura 5.21. Xilooligossacarideos liberados pelo ultrafiltradmyeniente do cultivo
com piolho de algodao durante a hidrélise das gotleacelulose clara, pré-branqueada
com QG e escura, em fungdo do tempo. Xiload, (xilobiose @), xilotriose @),

xilotetraose ), xilopentaosex() e xilohexaosex().

A liberacdo do complexo carboidrato-lignina libexampostos fendlicos que
podem inibir a acdo enzimatica, entretanto, conéodiscutido no capitulo IV, Xyl T2

nao € inibida por tais compostos.

O processcraft de branqueamento ocorre em varias etapas, contiemem
etapas para a remocao da lignina residual e agsefimais aumentam o brilho do papel.
A etapa de deslignificacdo € normalmente realizamacloro, (Bajpai, 2004), gerando
grandes problemas durante a descarga destes esidtados. Os subprodutos gerados

dessa utilizacdo do cloro sdo substancias orgacicaadas, toxicas, mutagénicas e
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presistentes, causando numerosos prejuizos a assteimogicos (Filho, 2004). Com
relacdo a este problema, o branqueamento enzimétiaoma alternativa muito
promissora para diminuir os produtos a base de clorprocesso de branqueamento da
polpa e consequentemente, reduzir a demanda dénaxigos efluentes usados como
descarga de residuos. Um tratamento com xilanasewu o uso de reagentes clorados
durante o branqueamento de uma pdidt em 15% (Skjold-Jorgensen, Muek al,
1992). Essas enzimas melhoram o processo de bmmgueo da polpa, pois ao
hidrolisarem a xilana, a ligacdo lignina — carbaidr € interrompida e
consequentemente, a lignina presa é liberada, nagltlo o acesso para produtos
quimicos branqueadores a polpa. (Viikari, Rareta al, 1986; Bajpai, 2004;
Angayarkanni, Palaniswamgt al, 2006; Pandya e Gupte, 2012). As enzimas
purificadas e semi-purificadas de terreuspodem ter aplicabilidade no processo de

branqueamento de papel, uma vez que mostraramcpit@ara hidrélise de xilana,

aparentemente, sem afetar a fibra de celulose.
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5. Conclusao

Xyl T1, Xyl T2 e as amostras enzimaticas semi-padas mostraram
potencial para o biobranqueamento de papel, umaguezhidrolisaram a
xilana, aparentemente sem hidrolisar a celulose;

Andlises estatisticas revelam que os tratamentasnéticos tém acdes
diferentes nas trés polpas analisadas;

Xilobiose foi o xilooligossacarideo produzido conaior frequéncia para a
hidrolise das trés polpas de celulose pelas quatnostras enzimaticas
analisadas, evidenciando o mecanismo de acdo agegstimsas como do tipo

endo.

6. Perspectivas

Avaliar as enzimas Xyl T3 e Xyl T4, assim como traflltrado em PM 10
kDa proveniente do cultivo com casca de soja nosnme processos
apresentados neste capitulo;

Utilizar a microscopia eletronica de varredura cderoamenta para avaliar
a integridade estrutural da polpa de celulose &pé@mento enzimatico;

Utilizar as amostras enzimaticas em processos alegbeamento de polpa

de celulose.
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Resumo

Foi avaliado o potencial de hidrolise da xilanabé&ula por Xyl T1. A maior liberacdo
de acucares redutores foi observada com 12 horhgldgise tanto para xilana soluvel
(2,40 mg de acucar/mL) quanto para xilana insol(v&dl2 mg de acucar/mL). A analise
do hidrolisado de xilana soluvel por HPLC mostrae dpa liberacdo de cinco tipos de
xilooligossacarideos (X2, X3, X4, X5, X6), sugemngue a enzima catalise a clivagem
aleatdria no interior da cadeia da xilana, sencdhsistente com o mecanismo de acao de
uma endo-xilanase. O potencial de hidrdlise de Kyle de xilanases nao purificadas
induzidas por bagaco de cana de acucar foi avakado amostras de bagaco nao
tratado, hidrolisado com acido sulfurico e explod@a vapor. Para ambas amostras
enzimaticas, a maior liberacdo de acuUcares rezkitmorreu na hidrolise do bagaco de
cana explodido a vapor, com 20 horas. Tanto o ratarhento por hidrélise acida
quanto a explosdo a vapor mostraram-se eficazeinmauicdo da recalcitrancia do
bagaco de cana, evidenciado pelo aumento da llb®@d€ aclcares redutores nas duas

amostras pré-tratadas em relacédo a nao tratada.

Palavras chave:Hidrolise enzimatica, xilanase, bagaco de cana gleaa, xilana,

cromatografia liquida de alta presséo.
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1. Introducéo

Espera-se que o mercado do bioetanol atinja 100 jitfos de combustivel em
2015. Os maiores produtores mundiais deste comielis@io os Estados Unidos, Brasil
e China. Em 2009, os EUA produziram 39,5 X liteos de bioetanol utilizando o milho
como matéria prima, enquanto no Brasil, segund@maiodutor, cerca de 30 x %10
litros foram produzidos utilizando a cana- de-acidaChina também tem despendido
grandes investimentos na producao de bioetanolti@@hRihriet al, 2012). O aumento
da demanda energética mundial para varias finagladdustriais tem aumentado a
necessidade da producédo de etanol (Brooks, 2008ndHe Zhang, 2011). Algumas
propriedades do bioetanol o tornam um combustmpbitante, como o teor de 35% de
oxigénio, que resulta na completa combustdo do ostivel, diminuindo as emissodes
de gases toxicos. Além disso, a producdo de bioktatiliza energia de fontes
renovaveis; portanto quantidades reduzidas de daboxie carbono (C£ séao

adicionadas ao ambiente. (Bhatia, Jetial, 2012).

Conforme mencionado na introducédo desta tese, acbage cana de acucar é
uma excelente matéria prima para ser utilizada coomebustivel de segunda geracéao,
pois um terco da energia da cana de acUcar edid@o bagaco (Goldemberg, 2011)
e grandes quantidades de bagaco estdo disponareisifilizacdo deste residuo para a
producdo de bioetanol (Neves, Kimuea al, 2007; Moreira, Milaneziet al, 2011,
Chandel, Silvaet al, 2012). As tecnologias capazes de hidrolisar adaetllose em
seus monossacarideos a um custo baixo tornardivg@ossitilizacdo dos mais diversos
residuos de plantas para a producdo de etanols Essaologias podem, em teoria,

dobrar a producéo do bioetanol, (Santos, Géetedt, 2011).

202



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

Como discutido anteriormente, o bagaco de canaupassa alta recalcitrancia
que dificulta sua sacarificacdo a acucares ferrseiveis. Aléem da utilizacdo do pré-
tratamentos (Cardona e Sanchez, 2007; Kumar, Batral, 2009; Kawakubo, Karita
et al, 2010), pode-se utilizar um consorcio de enzimas @cdo sinérgica para
liberacdo de mondmeros e oligbmeros, que podenusaios como precursores de

combustiveis ou outros produtos quimicos (Moréigareiraet al, 2012).

2. Objetivos

2.1. Avaliar o potencial de hidrolise de uma fragdo erética purificada (Xyl T1);

sobre a xilana de bétula;

2.2. Avaliar o potencial de hidrélise do extrato brutoguzido a partir do cultivo de

A. terreusem bagaco de cana de acucar e de uma fracao eicaiipatificada

(Xyl T1) sobre trés amostras de bagaco de canalt=ma

3. Material e métodos

3.1. Xilana

As fracdes sollveis e insoluveis da xilana de bétatam preparadas como

descrito no item 3.5.1 da capitulo Il desta tese.
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3.2.0rigem do bagaco de cana de acucar

O residuo bagaco de cana-de-acucar nao-tratadogfyl — A) foi produzido
pela Usina da Pedra, localizada na zona rural duaipio de Serrana — SP. O material
foi obtido da Safra de cana-de-acucar do ano dd,2€dlhida mecanicamente sem
gueima prévia do canavial. O teor de umidade ddilbdgo em torno de 8,0 a 10%, base
umida. O material foi seco a 25°C.

Outros dois residuos, o bagaco de cana-de-acldratibado por acido sulfarico
(figura 6.1 — B) ou bagaco de cana-de-acucar exjuaa vapor (figura 6.2 — C) foram
originados a partir do pré-tratamento de amostraadmco de cana nao tratado (Anexo
B), com umidade em torno de 50%, produzido pela&$fale do Rosario, localizada
na zona rural do municipio de Morro Agudo — SP.

As trés amostras de bagaco de cana-de-acuUcar fgeatimente fornecidas
pelos pesquisadores Dr. Edgardo Olivares Gomez.eGPorge Jackson de Morais
Rocha do Laboratorio Nacional de Ciéncias e Teqialalo Bioetanol (CTBE) do

Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Maté@N®EM), Campinas — SP.

Figura 6.1. Amostras de bagac¢o de cana de agucar. Bagago dendantratado (A),

bagaco de cana hidrolisado por &cido sulfurico fBgaco de cana explodido a vapor

(©).
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3.2.1. Analise bromatologica dos bagacos de cana: Nao-teto,

hidrolisado por acido sulfurico, bagacgo de cana expdido a vapor

A analise composicional dos trés tipos de bagagwexXa B) (Rocha, Silvat al,
1997; Gouveia, Nascimentet al, 2009), foi realizada pelo CTBE do CNPEM,

Campinas — SP.

3.3. Hidrélise enzimética da xilana

A hidrélise da xilana de bétula pela xilanase ada (Xyl T1) foi feita pela
mistura de um volume de amostra enzimatica e daisnes de substrato em solucdo
aquosa (10mg/mL) de xilana (fracBes soluvel e ingd). A mistura entre enzima e
substrato foi incubada a 28°C, com agitacdo derg@0 por seis, 12, 18 ou 24 horas.
Nos intervalos de tempo determinados, aliquotaanforetiradas para realizacdo da
quantificacdo de acUcares redutores totais libstaglee foi feita pelo método do DNS,
conforme descrito no item 3.5 do capitulo Il detgse. A quantidade de acgUcares

liberados foi expressa em mg/mL.

3.3.1. Analise por HPLC da hidrélise enzimatica

A andlise das amostras por cromatografia liquidalte pressdo (HPLC) foi

feita como descrito no item 3.4 do capitulo V désse.

205



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

3.4. Hidrolise enzimatica do bagaco de cana de acucar

Na hidrolise de bagaco de cana de acgucar, fordipadias amostras de bagaco
nao-tratado, hidrolisado com &cido sulfurico ouledjgo a vapor, solubilizados em
agua destilada (10 mg/mL). Foram usadas amostraazima purificada (Xyl T1) e de
extrato bruto. Foi usada a mesma proporcdo entm@mane substrato citada
anteriormente, para a hidrélise da xilana. A matiei incubada a 28°C, com agitacéo
de 120 rpm. Aliquotas foram retiradas com 24, £8¢ 06 h., para quantificacdo dos

acucares redutores liberados pelo método do DNS

3.5. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas como desoatitem 3.7 do capitulo I,

desta tese.

4. Resultados e discussao

4.1. Andlise bromatologica dos bagacos de cana utilizasigpara hidrolise

Os bagacos de cana nao-tratado, hidrolisado cotlo &cilfarico e explodido a
vapor foram caracterizados quanto a sua compofigi&o-quimica. Conforme dados
mostrados na tabela 6.1, as duas metodologiagagkiis de pré-tratamento do bagaco,
aumentaram o percentual de celulose, visto quercepiial inicial correspondeu a

43,8% no bagactin natura”, e foi aumentado para 58,4 no bagaco hidrolisad®, 2
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no bagaco explodido a vapor. De forma inversa, analsametodologias reduziram o
teor de hemicelulose para menos da metade dalinegadois casos, 0 que indica a
eficiéncia dos pré-tratamentos.

A hidrélise por acido sulfurico e a explosdo a vapéo caracterizadas por
melhorar a exposicdo da celulose a digestdo enzapa@umentar a degradacdo da
fracdo de hemicelulose e sdo eficazes na promagé@eslignificacdo da lignocelulose
(Balat, 2011). Inesperadamente, o percentual dedigjulose detectado aumentou nos
dois casos apOs o pré-tratamento, entretanto mrdeavido uma maior exposicao da

lignina apOs as etapas de pré-tratamento.

Tabela 6.1.Andlise bromatolégica dos bagacos de cana.

% em massa

Hidrolisado Explodido

Componentes Né&o tratado
com H,SO, a vapor

Celulose 43,8+1,1 58,4+1,4 53,7+ 0,6
Hemicelulose 25,8+0,8 6,5+0,3 89+0,1
Lignina total 22,1+0,8 32,0+0,3 32,3+0,3
Cinzas 1,4+0,2 29+0,3 55%+0,2
Extrativos (Ciclo-hexano/etanol 2:1) 6,1+0,3 ND DN
Total 99,2+0,8 99,3+0,6 110,3+0,4
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4.2.Hidrolise da xilana de bétula por Xyl T1

Os produtos de hidrolise da xilana de bétula pdr ™y foram analisados por
HPLC e pela metodologia do DNS. Os resultados giardi 6.2 mostram que Xyl T1
tem maior potencial para hidrolisar xilana solUgeé insolivel. A maior liberacdo de
acucares redutores, tanto na hidrodlise da xilaherasb(2,40 mg de agucar /mL) quanto
insoltvel (1,42 mg de acucar/mL ) foi observada cbnhoras. A maior taxa de
hidrolise observada para a fracdo soluvel da xildeabétula pode indicar que as
ramificacbes presentes em maior quantidade xilahavel funcionem como sitios de
ligacdo para a atividade catalitica de Xyl T1 (Qdag, 1992). Resultados semelhantes,
com maior taxa de hidrélise para xilana solUvehforobservadas por Ryan e Noktn
al., (2003) utilizando uma xilanase purificada Rlenicillium capsulatumE importante
ressaltar que Xyl T1 apresentou maior afinidade pibd@na soluvel, conforme

mencionado no capitulo Ill.

mg de agucar/mL

O T T T 1
0 6 12 18 24
Tempo (h)

Figura 6.2. Hidrolise de xilana de bétula soluval) (e insoluvel ¢) catalisada por Xyl

T1.
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Embora o método de DNS mostre maior liberacdaqieares totais com 12
horas de hidrélise, a andlise por HPLC detectou omaguantidade de
xilooligossacarideos com seis horas de hidrélisgud 6.3). Como ja discutido
anteriormente no capitulo V, como no HPLC so fodetectados xilooligossacarideos
contendo seis ou menos unidades de D-xilose, évebssferir que os produtos com
maior grau de polimerizacdo ndo puderam ser idemtibs, assim como acucares
redutores contendo outro residuo que nao D-xil&sdretanto, fica claro que nos
tempos de hidrdlise de 12, 18 e 24 horas ha detedeaxilooligoassacarideos em
maiores tempos de retencdo que nao puderam séfigdelos pela auséncia de padrdes
(figuras 6.4 e 6.5). Com a metodologia do DNS, réim@e 12 horas de hidrélise nota-se
uma reducao na liberacdo de aclcares redutores sugere um envolvimento de Xyl
Tl em reacdes de transglicosilacdo. Os xilooligrm$deos detectados com alta
intensidade em maiores tempos de retencéao (figdra B, C, D e figura 6.5 — B, C, D)
corroboram com esta hipotese, entretanto, € netessa teste especifico para reacéo
de transglicosilacdo para confirmar a hipéteseuwde Xyl T1 promova catalise a partir
de determinado tempo de incubacéao.

A analise do hidrolisado de xilana soltvel mosijae ha liberacdo de cinco dos
seis tipos de xilooligossacarideos estudados (X&,%4, X5, X6), sugerindo que a
enzima catalise a clivagem aleatoria no interiocadeia da xilana, sendo consistente
com o0 mecanismo de acdo de uma endo-xilanase. @nieew de acdo de Xyl T1
como endo-xilanase ja foi discutido no capituloestd tese, para a hidrdlise de polpas
de celulose. Um mecanismo similar foi descrito paracdo de3-xilanases XynA e
XynB purificadas deP. capsulatumsobre varios tipos de xilanas (Filho, Pelsal,

1993), XynC também purificada e capsulatunfRyan, Nolan et al., 2003), xylanase
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I, purificada deA. fumigatugSilva, Pulset al, 1999), Xynl purificada dé. nainiana

(Ximenes, Sousat al, 1999) e Xyl O1 purificada d&. oryzae(Duarte, Moreireet al,

2012).
Xylan*Time; LS Means
Wilks lambda=,00004, F(18, 31,598)=59,429, p=0,0000
Effective hypothessdecompostion
Vertical barsdenote 0,95 confidence intervals
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insoltvel por Xyl T1 em funcdo do tempo. Xilose),(xilobiose @), xilotriose (@),
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Figura 6.4. Deteccdes por HPLC dos produtos formados pela ligdrda xilana de
bétula soluvel por Xyl T1, com seis horas de ingébaA) 12 horas (B), 18 horas (C) e

24 horas (D). Xilose (X1), xilobiose (X2), xilotse (X3), xilotetraose (X4),

xilopentaose (X5) e xilohexaose (X6).
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Figura 6.5. Deteccdes por HPLC dos produtos formados pela ligdrda xilana de
bétula insoltvel por Xyl T1, com seis horas de bag#o (A) 12 horas (B), 18 horas (C)

e 24 horas (D). Xilose (X1), xilobiose (X2), xilmise (X3), xilotetraose (X4),

xilopentaose (X5) e xilohexaose (X6).

4.3. Hidrolise do bagaco de cana de agucar

Os trés tipos de bagaco de cana de agucar forawlibédios por Xyl T1 e pelo
extrato bruto obtido a partir do cultivo do fungn bagaco de cana de acglcar. As duas
metodologias adotadas para o pré-tratamento da;batgcana mostraram-se eficazes
na reducdo da recalcitrancia desse substrato, gg® a quantidade de acglcares

redutores liberados nos substratos pré-tratadosiér mque no substrato ndo tratado

(figura 6.6).

212



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

De forma geral, a hidrélise feita com o extratotbrieve maior liberacdo de
acucares que a hidrolise com Xyl T1 para todospos tde bagaco analisados. Como o
extrato bruto é composto por varias enzimas, ekasm ter uma agao sinérgica sobre
o bagaco de cana. Uma ampla variedade de enzimaesegsaria para a degradacao da
porcdo de holocelulose, dentro deste grupo de @szixilanases, mananases,
poligalacturonases, endo- e exo-glucanases témispapportantes na hidrolise de
holocelulose (Andreaus, Filtet al, 2008; Kumar, Singlet al, 2008; Siqueira, Siqueira
et al, 2010; Moreira, Ferreirat al, 2012). Esses resultados estdo de acordo com
estudos préevios, onde foi observada uma grande tidaeda de enzimas
holoceluloliticas produzidas p#x. terreug(Moreira, Ferreirat al.,2012).

Com ambas as amostras enzimaticas, a maior liteeds;acucares redutores foi
observada na amostra de bagaco de cana explodidpas. E possivel que o pré-
tratamento tenha aumentado a exposicédo destas filwrehemicelulose facilitando a
acao hidrolitica das enzimas. Ainda com relacabag@aco de cana explodido a vapor,
nota-se uma tendéncia de queda na liberacdo darastiedutores apdés 24 horas de
hidrolise, possivelmente por acao inibitoria dedoitos liberados na hidrolise. Sabe que
produtos de hidrolise como furfural, 5-hidroximefiiirfural (HMF) e derivados da
lignina liberados durante a hidrélise de substratmsplexos como o bagaco de cana de
acucar inibem a acéo de holocelulases (Takagi,;1R&4nqgvist, Hahn-Hagerdat al,

1996; Gruno, Valjamaet al, 2004; Xiao, Zhangt al, 2004; Hu e Ragauskas, 2012).
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Figura 6.6. Hidrélise do bagaco de cana nao trata#o lfidrolisado com acido sulfurica e explodido a vapom) com o extrato bruto (A) e

Xyl T1 (B).
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5. Conclusodes

« Xyl T1 hidrolisa preferencialmente a fracdo soludal xilana de bétula,
sugerindo um mecanismo de ac¢ao do tipo endo;

* O bagaco de cana explodido a vapor foi o substnees suscetivel a
hidrolise catalisada por Xyl T1 e pelo extrato brdeA. terreus;

* As duas metodologias adotadas de pré-tratamentdag@aco de cana
mostraram-se eficazes na diminuicdo da recalcimdtic bagaco de cana,
evidenciado pelo aumento da liberacdo de acUcadstares nas duas

amostras pré-tratadas em relacdo a nao tratada.

6. Perspectivas

» Aplicar as enzimas purificadas Xyl T2, Xyl T3 e Xy#4 na hidrélise da
xilana de bétula e do bagaco de cana
* Analisar os produtos de hidrdlise das trés amosteabagaco de cana de

acucar por HPLC.
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Resumo

A hidrolise completa da holocelulase de residuosiadustriais necessita de enzimas com
especificidades diferentes que clivem tanto a eagiéncipal como as cadeias laterais.
Combinacdes de extratos brutos de diferentes espéeifungos filamentosos, incluindo
Aspergillus terreus, Aspergillus oryzae, Aspergiliugere Trichoderma longibrachiatum

foram utilizadas na hidrolise de bagaco de caracdear, engaco de bananeira e piolho de
algodao sujoA. terreuse A. oryzagproduziram as maiores taxas de FPase e xilanase. A
combinacéo de 50% entre os extratos brutos. derreuse A. oryzaedemonstrou a maior taxa
de hidrdlise do piolho de algodao sujo e do engicbananeira. Na hidrolise do bagaco de
cana de acucar, a maior liberacdo de acucareredubi obtida com amostra de extrato bruto

deA. terreus.

Palavras chave: Residuos agricolas, misturas enzimaticas, hidrélise
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ABSTRACT

Holocellnlose stracimres from azre-industrial residues rely on main and side chain attacking enzymes with
different specificities for complete hydrolysis. Combinations of cmde enrymatic exiracts from different
finzal species, inchding dspergiiius serrens, Aspergiiius oryzow, Aspergilus miper and Trichoderma
longibrachiatum, were applied to suzar cane bagasse, banana stem and dinty cotion residue to investizate the
hydrolysis of holocellulose stuchmres. 4 derreus and 4 oryzee were the best producers of FPase and
xylanase activities. A combination of 4. tereus and 4. ervzae extracts in a 50% proportion provided optinal
brydrolysis of dirty cotton residue and banans stem For the hydrolysis of sngar cane bagasse the beat results
were obtained with samples cnly contining 4 ferreus crude exoact.

Key words: agriculiral waste, enryroatic mixmres, ypdrobysis.

INTRODUCTION

Agro-industrisl residues are available for exploitation as
sources of fuel food and chemical feedstocks (12). Aszro-
industrial residues consist basically of Hznecelhlosic material
contzining mainty cellulose (40-50%), hemicellilose (30-
40%%), Lignin (2-10%) and a lower percentage of pectin. {3,15).
The use of agro-industrial residues as raw materials decreases
the impact on the enviromment becanse it renses these sub-
products, reducing their scoummlation in the environment and
adding economic vahie to the waste. The production of ethanol
from  agro-industrial residues is & good altemative for
improving energy availability. In recent years, there has been
an increasing wend towards more efficient utilizstion of agro-

proeduction (127). In additon, these agro-indusirial residues can
be msed as & carbon source for the production of enzymes,
especially holocellulases, by filsmentows fimzi A broad rnge
of hydrobytic enzymes are necessary for the depradation of the
carbohydrate portion of lipnocellnlose (holocellolose) (1, B,
14y Within this group of enzymes, xylansse mannsnase
polygalacironase, endoplocansse and exoplucansse have
important roles in the hydrolysis of holocelinbose (10, 13).
The procedures to optimize the production of fonzal
holocellulases requite only an inexpensive carbon source {13).
Here, we mvestigate the potential wse of dirty cotton residue
(DNCE), sugar cane bagasse (SCB) and bansns stem residues
(B5) as an inexpensive source of carbom. DICR is the fraction
collected from the cotton spioming and yam forming textile
mdustries that is composed of very short fibers, Imsks and

““Correipanding Amthor. Mailing address: Laboratory of Enzymology. Deg
Brazl; Eeail: legonrza S pnaloom

aof Callular Biology, Univarsity of Brasibia, Bondla, OF, CEF 709140 500,
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other dark matter. BS, the zrain stalk that supports the banana
fruit, iz normally discarded from the “packing houses” or
delivering centers after harvesting the fruit because it is
conzidered waste due to the great volume generated (10). SCB
iz the largest Brazilian agro-industrial waste, amounting to
approximately 217-380 x 10% tons per vear (3, 6). The bagasze
piles have low economic value and represent an envircnmental
problem due to the risk of spontanecus combustion. This study
will investizate the quantity of reducing sugars liberated in the
hvdrelysis of SCB, DCR and BS using different combinations

of enzymatic extracts from filamentous fongi.

MATERIALS AND METHODS

Organisms and enzyme production

The fongt (dspergilius  flavus,  Aspergillus  niger,
Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Emericela nidulans,
Monilic zp., FPenicillium  coryvlophilum  and  Trichodarma
longibrachiatum) were obtained from the fungus culture
collection of the Enzymelogy Laboratory, University of
Brasilia, Brazil, and maintained in PDA medivm (2.0% potate
broth, 2.0% dextrose and 2.0% agar). An aliquot (2.5 mL) of a
zpore  suspension (llll3 spores'ml) was incculated in
Erlenmeyer flasks contamning 500 mL of liquid medium (0.7%
EKH:PO, 021% EK;HPO; 003% Mg304TH:O, 0.01%
(NH4)2830¢, and 0.06% veast extract) at pH 7.0 with 1.0% (wiv)
zugar cane bagasse or dirty cotton rezidue a3 the carbon source.
Fungi were grown for eight days at 28°C under agitation at 100
rpm. The resulting supernatants, hereafter called crude extracts,
were used for the determination of holocellulese-degrading

enzyme activities and extracellular protein concentrations.

Substrates
Xylan preparation was carried out as described elsewhere
(12). The filter paper activity (FPase) assay was carried out

with a strip of paper of 1 x 6 cm, Whatman number 1.

Residue Pretreatment

SCB, BS and DCR were thoroughly washed with tap

Holocellulose-degrading enzymes

water and avtoclaved at 121°C for 2 h. After autoclaving, they
were dried at 63°C for 48 h and ground to form a homogenecus
blend. A fine powder was cbtained and used as a substrate for

enzymatic hydrelysis experiments.

Enzyme assays

Nylanzse activity was determined by mixing 30 pL of
enzyme sample with 100 pL of 1% wi'v substrate (cat spelt
xvlan) at 30°C for 30 min. FPaze activity (9) was determined
uzing 130 uL of enzyme with filter paper (Whatman N1} as a
substrate at 50°C for 1 h. The amount of reducing sugar
released was measured vsing acid 3.3 dinitrozalicylic acid
(DNS) (10). Activity was expressed as pmol reducing sugar
formed per min per liter of enzyme sclution, or IUL. Glucose
and xylose were used as standards. Protemn concentration was
measured by Bradford assay (2) vzing bovine serum albumin as
the standard. Glocese content was measured by the glucose

oxidasze method (16).

Hydrolysis Assays

The degradation of agro-industrial residues by
holocellulose-degrading enzyme crude extracts was determined
by guantifying the reducing sugars that were released during
the BS, SCB and DCE residue breakdown. The degradation of
agro-industrial residues was determined by incubating diffarent
propertions (30% — T0%, 50% — 30% and 70% - 30%) of
crude enzyme extracts named combinations A, B and C,
respectively (comb A, B and C). The crude extracts from A4
terreus, A oryzae and A, niger were obtained from growth
cultores containing SCB, while the crude extract from TT
longibrachiatum was from a growth culture containing DCE.
Hydrolysis of SCB, DCR and BS was performed as follows: 10
mlL of sodivm acetate buffer (50 mM, pH 5.0) was added to 0.5
g of pretreated substrate in 125 ml Erlenmeyer flasks. The
mixture was then autoclaved at 121°C for 1 b, and the contents
of the flasks were incubated with 10 mL of enzyme solutions

for 168 h at 30°C and 120 rpm. At varicus time peoints, aliquots

(2 mL) were withdrawn to quantify reducing sugars released

223



Universidade de Brasilia
Departamento de Biologia Celular
Programa de pés-graduagéo em Biologia Molecular

Moreira, LE.5. er al.

and glucose concentration. All experiments were performed in
triplicate, and the data are reported as the average of those

experiments, with the standard deviations indicated.

Statistical Analysis

The effect of different mixtures were statistically tested
the program PAST (Palaentclogical Statistics) (4). available i
Data submitted  to

hitp:/folk vio.no/chammer'past’. were

normality test Shapiro-Wilk e than, One Way analysiz of
varnance (ANOVA) and Tukey's Parwize Comparisons, with

significance P<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

In thiz study, fungi were grown in liquid coltures
zupplemented with 3CB or DCR. Crude extracts from 4. niger,
A. oryzae, A terreus, E. nidulans, Monifia sp., P. corylophilum
and T lomgibrachiatum were prepared to investigate their
ability to degrade lignocellulosic substrates. Previous ressarch
(13) has shown that SCB, DCR and BS represent a rich source
of lignocellulese. Bromatological analysis revealed that DCR
was found to be particolarly rich in cellulose, followed by BS

and SCB. The highest hemicelluloze contents were present in

Holecellulose-degrading enzymes

ES and SCB. The lowest level of lignin was detected in SCB,
while BS contained the highest liznin content. All crude
extracts were screened for the production of helocellulose-
degrading enzyme activities ([-xvlanase, [-mannanase,
pectinaze, [-glucosidaze, avicelaze, FPase and CMCase).
Although fungal growth was abundant on both carbon sources,
there were differences in the production of holocellulose-
degrading enzyme activities (data not shown). Compared to the
other fungi, 4. ferrous and 4. oryzas were responsible for the
greatest production of holocellulose-degrading enzymes (13).
Combinaticns of two crude extract samples (286 mixtures)
were tested for xylanase and FPase activities and zelected for
hydrolysts experiments. Combination B of 4. ferreus crude
extract grown on SCB and DCE exhibited the highest vield of
FPaze activity, followed by combination B of 4. ferreus and
Monilia sp. (Table 1). The best yield of FPase activity was
obtained from A ferreus crude extract grown on SCB. which
also has low protein content, while combination B of the 4.
niger and E. nidulans crude extracts was the most active, with
a 25% increase in xylanolytic activity (Table 2). Combination
B of 4 niger and E nidufans showed the highest protein

content.

Table 1. Crude extract combinations with higher FPase activity and correspondent protein quantification.

FPase activity

Combinations (IU/mL) =8D
At 0.507 0.001
AtVAF (Comb. B) 0.371 0.005
At'Mo! (Comb. B) 0322 0.020
Aol Tr! (Comb. A) 0318 0.004
AoYT1 (Comb. B) 0312 0.015
AtYAE (Comb. A) 0204 0.010
AtVAF (Comb. A) 0.284 0.011
AoYAf (Comb. A) 0.284 0.011
A:J]"Ao:(Camb. A 0.278 0.007
Aot Mo’ (Comb. A) 0275 0.015

Protein Concentration
pgmL
550
27.79
2458
3522
46.05
33.60
33.73
50.60
63.24
2024

. Crude extracts fom the growth on suzar cane bagasse, °- Crude extracts from the growth on dirty cotton residue.

A A rewvens; Moo Monilia sp. Ao A ornzae; | longibra,

iare; AL A flavus
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Table 2. Crude extract combinations with higher xylanase activity and correzpondent protein quantification.

Xvlanase activity

Protein Concentration

C:mema tions (TU/mL) = 5D (ug/mL)
An'En’(Comb. B) 0978 0.013 9416
Af'Mo (Comb. B) 0778 0.015 74.03
AnYEn’(Comb. &) 0.756 0.010 42,87
Af Mo’ (Comb. C) 0.736 0.012 38.09
Af/En! (Comb. C) 0.015 35.11
Aol/An' (Comb. A) 0.011 31.68
AfAn' (Comb. B) 0.020 90.47
Af/An' (Comb. C) 0.013 86.13
Ac’/An’ (Comb. B) ¥ 0.008 76.35
An"/En'(Comb. C) 0.696 0.012 60.83

“- Crude extracts Fom the growth on sugar cane bagazze, *- Crude extracts from the growth on dirty cotton residus.

An: A nigsr; Bn- E. nidulans; AT 4 flavus; Mo: Monilia sp.; Ao: 4 onzas

The releaze of reducing sugars from pretreated SCB, BS
and DCR. by crude enzyme samples was measured by DNS and
glucose oxidase assays (Figs. 1-6). Figures 1 and 2 indicate that
the highest amount of reducing sugars released from DCR
occorred after an incubation of 72 h with the crude extract
combination B of 4. ferrens and 4 oryzae, followed by the
crude extract combination A In addition, the highest release of
reducing sugars after 96 h of incubation was observed with T
The concentration  decreased

lomgibrachiatum. glucose

significantly after 72 and 96 h of incubation in comparison to

the rezults shown tn Figure 1 (Fig. 2). The release of reducing

zugars from SCB increased steadily with the highest
concentration detected after 168 h of incubation (Figs. 3 and 4).
It iz noteworthy that the release of reducing sugars continued to
increaze even after 168 h of incubation (Figs. 3 and 4). The
best results for reducing sugar release were achieved with 4
tarreus crude extract alone or in combination A (Fig. 3). The
maximal glucose release was detected in mixtures containing
A. ferreus crude extract alone and in combination C. A similar
pattern was cbzerved when BS was used as the substrate (Figs.
3 and 8).

Shapire-Wilk test demonstrated that zll data have normal
distribution. ANOVA and Tukey's Pairwise comparisons
showed that P values are less then 3% (P<0.03) in almost all

the times and substrates nsed, demonstrating that mixtures have

statistical differences among them.

A number of fungi species were found to secrete a group
of enzyme activities able to breakdown holocellulose when
grown on DCE and SCB. It appears that the activity vield of
holocelluloze-degrading enzymes iz influenced by the agro-
industrial residue vsed as the carbon source. These materials

ve complex structures composed of different polymers and
compenents that interact with one another in ways that are not
fully uvaderstocd. The brological conversion of these structures
requires a consortivm of enzymes that interacts synergistically
to release products. such as monomers and oligomers, that
might zerve as fuel precursers and other chemicals. Some
izolates, notably 4. terreus, produced a significant amount of
holocellulose-degrading enzymes. Thus, the mechanism of
enzymatic hydrolysis of helocellulose iz an unportant factor to
be considered for improving the enzymatic cosnversion in
bicprocesses based on  lignocelluloses. Furthermore, the
phenomencn of enzyme adsorption zhould be taken into
accouat when agro-industrial residues are used as substrates.

The mechanizm of holocelluloze-degrading  enzyme
adzorption has to do with the presence of highly ordered
structures that represent the rate-limiting step in the conversion
of holocellulose to soluble products (17). Thus, there appears
to be a strong correlation between holocelluloze accessibility
and the degree of enzyme adserption. This might contribute to
the conversion rates and yields of lignocellulosic structures in

plant cell walls (7).
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Figure 1. The production of reducing sugars by enzymatic hydrolysis of dirty cotton rezidue measured by DNE. 4. ferreur crude
extract (=@~ ). 4 onzas crude extract { ™), A terreus/d. oryzas (Comb. A) (™ ), 4. ferreus/d. oryzae (Comb. By [ —e— ),

A terreus/d. orysae (Comb. C) (== ), I longibrachiatum (i ). A. miger (===, T. longibrachiatum/d. niger {Comb A))

(=== )T longidrachiaium/d. niger (Comb B.) ( == ), and T. longibrachioium/4. niger {Comb C) [ === ).

Relative Activity (")

Figure 2. The production of reducing sugars by enzymatic hydrelvsis of dirty cotten residue measured by the glucose oxidase
method. 4. terveus crude extract (=8 ), 4 oryzae crude extract (™% ), 4 terrens/d. oryzas (Comb. A) (™%, 4 terreus/d.
orvzae (Comb. B) { —e— ), A ferrsus/d. oryzae (Comb. C) ( ==Y, I lougibrachigtum {7 ), 4. nmiger (=== ). T

longibrachigtum/A. niger (Comb A) (===, I. Jongibrachigium/4. niger (Comb B)) (=<=), and I. Jongibrachiatum/d. niger
(Comb C.)( ===,
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Figure 3. The producticn of reducing sugars by enzymatic hydrolyziz of sugar cane bagasse measured by DNS. 4. ferreur crude
extract { =W ), 4. oryzae crude extract { - ). A terreus;d. oryzas (Comb. A) (-‘- ), A terreus/d. eryzae (Comb. B} { —e— ),
A terrens/d. oryzas (Comb. C) (—="), T. longibrachiatum ("), A. niger (==, T. longidrachigium'd. niger (Comb A ) (===},

I longibrachiatum/d. niger (Comb B.) ( === ). and I" longibrachiatum/A. niger (Comb C.) ( === .

Relative Activity

Thime (b)

Figure 4. The production of redocing sugars by enzymatic hvdrelvsis of sugar cane bagasse measured by the glucoze oxidase
method. A, ferreus crude extract (=8 ), 4. orjzee crude extract (™), 4. terreus/d. oryzas (Comb. A) (™%, A terreusid.

oryzaes (Comb. B) { —e— ), A ferreus’d oryzae (Comb. C) { ==, T longibrachiatum (™ 3, 4 wiger (--= ) T

longibrachiatwm/d. niger (Comb A) (===, I longibrachiatum/A. niger (Comb B.) (==, and T. longibrachiatum/ 4. niger

(Comb C){ =*=).
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Figure 5. The production of reducing sugars by enzymatic hydrolysis of banana stem by DNS. 4. terreus crude extract (== ), 4.
oryzae crude extract ( . A terreusid eryzae (Comb. A) | i Y, A terreus/d. eryzae (Comb. BY { —e— ) A4 ferreus/d
orvzae (Comb. C) (==, I. longibrachiatum ("~ ), A. niger (~==), I. longibrachiafum'd. niger (Comb A)) (-=-), .

longibrachiatum/A. niger (Comb B.) ( =<= ), and T. longibrachiotum/d. niger (Comb C} [ === ).

Relative Activiry (%)

o —----n--'-lIlI'IlI.‘l.lIl---tﬂ-l'liliii

i} 24 45 F# Time () an 120 144 164
Figure 6. The production of redocing sugarz by enzymatic hydrolysis of banana stem measured by the glocose oxidasze method. 4.
tarreus crude extract (== ), 4. oryzas crode extract | ¢ ), 4. terreus/d oryzas (Comb. A) (™% ), A farreus/d oryzas (Comb.
B) { —e— ), A terrews’d. oryzae (Comb. C) { ==, I lengidrachiatum (7 ). A wiger (=== ). I. longibrachiatum/d. niger

(Comb A} (===, T longibrachiatum:/d. niger (Comb B} (===, and T Jongibrachiatum/A. niger (Comb C} ( === ).
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In cencluzion, DCR, 8CEB and BS are inexpensive rezidues
that can be used as substrates to reduce the cost of enzyme
production while enzymatically converting the carbohvdrate
portion of DCR. SCB and BS inte fermentable sugars. Further
research will be required to study the enzyme mechanizms,

particularly the role of xvlanases.
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Consideracdes Finais e Perspectivas

A utilizacdo da biomassa lignocelulosica presemteresiduos agroindustriais
como bagaco de cana de acucar, piolho de algogae stasca de soja, constitui uma
alternativa viavel para a inducdo de enzimas hbltméicas. Com os resultados
descritos ao longo desta tese, notou-se que o flilagoentosoAspergillus terreus,

guando cultivado nestas fontes de carbono, é uenpiad produtor de xilanases.

Quatro xilanases de baixas massas moleculares fonaficadas. A analise do
hidrolisado de Xyl T1 e Xyl T2 sobre diversos sudigts caracterizou o mecanismo de
acao destas xilanases como endo. A auséncia ddadivde celulase demonstra que
essas enzimas tem bom potencial para a utilizaggaracesso de branqueamento de
polpa celulose para fabricacdo de papel. Devemsdiadas as vantagens econémicas
da utilizacdo das enzimas puras em relacao assduigdes enzimaticas, como extratos

brutos, fracdes ultrafiltradas e concentradas.

Compostos fendlicos sdo liberados durante o procdss pré-tratamento de
biomassa lignoceluldsica e descritos como inibislale hemicelulases e celulases. Tal
efeito de inibicdo contribui para uma menor efici@nnos processos de hidrolise
enzimética de lignocelulose, visando a obtencdetdeol de segunda geragédo. Neste
contexto, Xyl T2 e Xyl T4 tém potencial para apfiga no processo de producgédo de
bioetanol uma vez que foram resistentes a umadaatéee de compostos fendlicos. A
continuidade do estudo da relacdo entre enzimascerapostos fendlicos é necessaria
para a compreensao do mecanismo que leva a resistiystas enzimas aos compostos.
Serdo realizados estudos da estabilidade confoomelcie andlises qualitativas e

quantitativas das estruturas secundariasélice e folhaf dessas enzimas na presenca
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e auséncia de compostos fendlicos. Pretende-séuagan os estudos das interacdes
entre os compostos fenolicos e essas enzimas atdevé@xperimentos de dicroismo

circular e fluorescéncia.
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Apéndice - 1

Artigo aceito para publicacao

Fungal Genetics and Biology DOI 10.1016/j.fgh.20%3006

TWO B-XYLANASES FROM ASPERGILLUS TERREUS:
CHARACTERIZATION AND INFLUENCE OF PHENOLIC COMPOUN DS ON
XYLANASE ACTIVITY
Leonora Rios de Souza Moreira, Marcela de Carvalh@ampos, Pedro Henrique
Vieira Martins de Siqueira, Luciano Paulino Silva,Carlos André Ornelas Ricart,
Pedro Alves Martins, Rayner Myr Lautherjung Queiroz,

Edivaldo Ximenes Ferreira Filho

ABSTRACT

Sugarcane bagasse was used as an inexpensivataleicarbon source for production
of B-xylanases fronAspergillus terreus. The induction profile showed that the xylanase
activity was detected from the sixth day of cultiva period. Two low molecular
weight enzymes, named Xyl T1 and Xyl T2 were padfto apparent homogeneity by
ultrafiltration, gel filtration and ion exchange romatographies and presented
molecular masses of 24.3and 23.60 kDa, as detednbgeSDS-PAGE, respectively.
Xyl T1 showed highest activity at 50 °C and pH &v@ijle Xyl T2 was most active at 45
°C and pH 5.0. Mass spectrometry analysis of trygbgested Xyl T1 and Xyl T2
showed two different fingerprinting spectra, inding that they are distinct enzymes.

Both enzymes were specific for xylan as substéye.T1 was inhibited in greater or
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lesser degree by phenolic compounds, while Xyl B2 wery resistant to the inhibitory
effect of all phenolic compounds tested. The appgakan values of Xyl T2, using
birchwood xylan as substrate, decreased in theepcesof six phenolic compounds.
Both enzymes were inhibited by N-bromosuccinimidd &i¢f* and activated by M.
Incubation of Xyl T1 and Xyl T2 with L-cysteine ireased their half-lives up to 14 and
24 hours at 50 °C, respectively. Atomic force mscapy showed a bimodal size
distribution of globular particles for both enzymexlicating that Xyl T1 is larger than

Xyl T2.

Keywords:Aspergillus terreus; Phenolic compoundgstomic force microscopyf-

xylanase purification; Mass spectrometry
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Chapter 6
Enzymology of Plant Cell Wall Breakdown:
An Update

Leonora R.5. Moreira, Natilia vi(z. Milaneri, and Edivaldo X.F. Filho

1 Introduction

The continued usage of fossil fuels to support the world economy has significant
negative environmental consequences. Thus, there is great inferest in utilizing
renewable sources to supply our fuel and chemical feedstock needs. The plant cell
wall represents half of the organic carbon in the biosphere, being a plentiful
renewable substrate and, therefore, a2 potential candidate to displace a large frac-
tion of products currently derived from fossil fuels (Lee et al. 2008). Its physio-
logical functions during plant life include growth, ntercellular communication,
defense agzainst pathogen attack, mechanical resistance and interaction with the
environment. Even so, there are many organisms in nature thzt can efficiently
degrade the cell wall and use by-products of its degradation for nutrition (Minic
and Jouamin 2006).

Lignocellulose, the most abundant biomatenal in nature, is mainly composed by
cellulose, hemicelluloses and lignin (Juhdsz et al. 2005), forming plant cell walls in
different proportions. Its predomunant polysaccharide is cellulose, followsd by
hemicellulose, which usually forms hydrogen bonds with the first, as well as with
other hemicelluloses, helping in the stabilization of the cell wall matrix and making
it water insoluble (Himmel et al. 1999). The study of the enzyvmes imvolved in cell
wall breakdown has been intense since the early 19505 (Reese 1976; Coughlan
1985; Mandels 1985). The sugars released during the enzyme acting have many
applications in different industries.

Hydrolytic enzvmes such as cellulases, xvlanases, and mannanases contribute
to the degradation of the carbohydrate moieties, while oxidative enzvmes such as
laccases, lignin peroxidase, and manganese peroxidase, in combination with low-
molecular-weight mediators, have been shown to be involved in lignin biodegrada-
tion (Manfield et al. 1997).

E.XF Fiho (=)

Departamento de Biologa Celular, Laborsténo d= Ennmeolema,
Universideds de Brasihia, CEF 70910-900 Bresilia, DF, Braz:l
e-mail: eximenss @unb br

M.5. Buckeridge and G H. Goldmen (eds.), Routes to Cellulosic Ethanet, 73
D¥OI 10.1007/4978-0-387-92740-4_6, © Sprnger Science+Businsss Media TT.C 2011
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The plant cell wall complexity and heterogeneity requires a large spectum of
exo- and endo-enzvmatic activities (Minic and Jouanin 2006). The degradation of
lignocellulosic materials to monomeric sugars has great importance, since fermentable
sugars can be used as raw materizls in a number of biotechnological production
processes, including the ethanol production (Lawford and Roussean 2003). As matter
of fact, two types of enzyme are required to carry out the breaking down of plant
cell wall polysaccharides. The excohydrolases are responsible for acting on the
terminal glycosidic linkages and liberate termins]l monosaccharide units, while
endohydrolases cleaves internal glycosidic linkages at random or at specific posi-
tions, usually internally {(Coughlan 1992). The plant cell wall stucture 1s 2 good
environment to induce substrate promiscuity (Sigueira and Filho 20100 In this
case, enryvme systems with high substrate promiscuity act in synergism with
enzymes with strict substrate specificity, leading to 2 more efficiency in the catalytic
process. Within this context, enzymes that cut specific sites in the plant cell
wall are also Important tools for understanding the stucture and function of cell wall.
Thus, it is clear that one must have a thorough understanding of the enzymatic
systems required for the breaking down of each of the components of ignocellulose
structure in plant cell wall.

The progress in biotechnology of cellulases and related enzymes atiracts world-
wide attention. Currently, cellulases, hemicellulases and pectinases are widely used
in biofuel, food, brewery and wine, animal feed, textile and laundry, paper and pulp
industries a5 well as in research and development. Some of these applications prefer
one or two selected enrymatic components, while others require mixtures of all of
them for maximum benefit (Bhat 2000). This chapter aims to overview the main
studied enzymes involved in the cell wall degradation. The mowledge of the potentizl
of these enzymes raises the possibility of development of new technologies, including
the gresn ones.

2 Cellulases

Many enzymes are involved in the degradation of the polvimers that compose
lignocellulose (Ward and Moo-Young 1989). Its predominant polysaccharide is
cellulose, which 1s a crystalline matrix of linear [i-(1.4)-p-glucan chains (DiGEle)
(Himmel et al. 19997,

In the middle of the twentieth century began the discussions about the complexity
of the naturzl cellulolytic enzymes and their different abilities to degrade cellulose.
It was speculzted that there were three tvpes of enzyvme activities imvolved in hydro-
lyzing cellulose: C . which would convert crystalline cellulose to amorphous, C |
which would h}-'d.r-u:sl}'za amorphous cellulose to cellobiose, and [f-glucosidase,
which would hydrolvze the soluble cellobiose to glucose (Tolan and Foody 1999

The current opinion about cellulases diversity and action still agrees with the
synergistic and coordinate attack of cellulose for a complex of enzymes,
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facilitating the degradation of the polymer (Lynd et al. 2002). Theze enzvmes zre
described in terms of three major classes of cellulases. The endoglucanzses (EC
3.2.14, EG) act randomly on scluble and inscluble cellulose chains. The exog-
lucanases, which include cellobichydrolases (EC 2.2.1.91, CBEHs), act proces-
sivelv to preferentially liberate cellobiose (and glucose in some cases) from the
reducing (CBHIT) and nonreducing (CBHI) ends of the cellulose chain. The
[-glucosidases (EC 3.2.1.21) liberate o-glucose from cellobiose and exoglucosi-
dazes (Himmel 2t 21. 1229; Tolan and Foody 1999). Among the studied microor-
ganisms, fungl are most active against natural polyvmers (Sohail et al. 2009),
being capable of producing different amounts of 2ach type of cellulase (Picart
gt al. 2007}, which act sinergistically.

Almest all commercizl cellulases obtained by submerged femmentation zre
produced by the fungl Trichoderma, Humicola, Aspergillus and Penicillinm
iTolan and Foodwy 1999, and proteins from Trichoderma and Aspergillus
involved in the transcriptional regulation of the genes encoding cellulazes and
hemicellulases have already been identified (de Vries and Visser 2001; Mach
and Zeilinger 2003). The inducer molecules produced during degradanion of the
lignocellulosic marterial regulate positively the expression of these enzymes,
g.g., celloblose, p-xylose and r-arabinose (de Vries 2002). However, zssentizl
differences between the fungi do exist (Jorgzensen et al. 2005). Sophorose, for
example, is an effective inducer of cellulase genes and some xvlanase genes in
Trichoderma {Mach and Zeilinger 2003) but this dizaccharide does not function
as an inducer of zn endoglucanase gene in Penicillium janchinellum, having no
effect on the expression of several cellulolytic genes in A niger (Gilelkens et al
1999%. In gensral, cellulase is inhibited by its end products, cellobioze and glu-
cose. Its action is also inhibited or inactivated by severzl classes of compounds,
including strong oxidants or reducing zgents, metzl ions, salts, solvents, and
surfactants (Tolan and Foody 199%).

Most cellulases are modular enzymes containing two or mere discrete med-
ules, described as catalvtic and carbohydrate-binding modoles (CBMs). They are
connected to each other via 2 linker sequence (Mosler et al. 1999; Arai et al
2003). Catalytic modules, which are engaged in the hydrolysiz of cellulose, are
classified in 14 groups in glycoside hydrolzse (GH) families on the basis of
amino acid sequence similarities (http://afmb cnrs-mrs fricazy/CAZY findex.
html). On the other hand, CBMs, many of which bind preferentially to cellulose,
are zlso classified into 30 families on the basis of amino acid sequence similari-
ties (hitp:/fafmb cnrs-mrs fr/cazy/CAZY /index html). It is thought that 2 CBM in
a cellulzse melecule enhances the hydrolytic activity of a catalytic domain adja-
cent to the CEM by increasing the enzyme concentration on the surface of an
insoluble substrate or by supplying the catalytic module with 2 more easilv degrad-
able substrate, ie. amorphous cellulose. Cellulases can provide huge benefits in
the wtilization of blomass in the long term because of the possible high glucose
vields and the opportunity te zpply the modem tocls of biotechneology to reduce
costs (Himmel gt al. 19997
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2.1 Cellobiose Dehydrogenase

Cellobiose dehydrogenase (EC 1.1.99.18) is produced extracellularly by a number
of wood- and cellulose-degrading fungi when grown on cellulose. It oxidizes the
reducing end of cellobiose and cellooligosaccharides to their corresponding
1.5-1actones, which are subsequently hvdrolvzed to carboxylic acids in aqueons
environments. In addition to the cellocligosaccharides, the presumed namral sub-
strates, CDH oxidizes very few other sugars, the most efficient substrates being
[i-1,4-linked disaccharides with a [i-glucose moiety at their reducing end (Baminger
et al. 2001).

CDH is 2 monomeric enzyme consistng of two prosthetic groups, a heme and 2
flavin adenine dinuclectide molety (hemoflavoenzyme). The latter domain is
directly involved in both the oxidative and reductive half-reactions and the reduced
enzyme is reoxidized by different electron such as cytochrome « and Fe®. These
two domains are linked by a protease-sensitve region (Manfield et al 1997;
Baminger et al. 2001).

The in vive function of CDH is not fully understood. CDH is not an essential
compeonent of the lignocellnlose-degrading enzyme complex but can enhance both
cellulose and lignin degradation. CD'H also could have 2 protective function since
it can reduce quinones, one of the major antimicrobial systems used by plants
(Baminger et al. 2001).

3 Hemicellulases

Hemicelluloses are strucmiral polvsaccharides of the plant cell wall in close associa-
tion with cellulose and lignin, forming the lignocellulosic biomass (Moreira and
Filho 2008). Hemicelluloses are heterogensous polymers of pentoses ixylose, arabi-
nose), hexoses (mannose, glucose, galactoze), and sugar acids (glucuronic acid)
Unlike cellulose, hemicelluloses are not chemically homogensons. Hardwood hemi-
celluloses contain mostly xylans, whereas softwood hemicelluloses show a high
percent of glucomannans (Saha 2003). Hemicelluloses are classified as arzbinoxylan,
acetylglucuronoxilan, xylan, xvloglucan, arsbinan, arabinogalactn, galactomannan,
glucomann and galactoglucomannan.

The utilization of hemicellulosic sugars is essential for efficlent and cost-
effective conversion of lignocelluloses material to biofuel (ethanol). In 2002, over
two billion gallons of ethanol was produced, mazinly by fermenting com starch
(Saha 2003).

Hemicellulases are freguently classified according to their action on distinet
substrates. Xylan is the main carbohydrate found in hemicellulose. Its complete
degradation raguires the cooperative action of 2 variety of hvdrolvtic enzymes, such
as endo-1_4-P-xvlanzse and 1.4-f-xylosidasze (Pérez et 2l 2002). Besides, hemicellulose
degradation nesds accessory enzyvmes as xylan esterases, u-L-arabinofuranosidases,
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ferulic and p-coumaric esterases, and o-4-O-methyl glucuronidases acting syner-
gistically to efficiently hydrolyze wood xylans and mannans.

3.1 Xylanases

The structure of xyvlans found in cell walls of plants can differ greatly depending on
their origin, but thev always contain a [§-1.4-linked p-xvlose backbone (de Vnes
and Visser 2001). Owing to its heterogeneous structure, xylan degradation needs
not just one enzryme, but an enzyme complex. Xylanzses are produced mainly by
microorganisms and tzke part in the brezkdown of plant cell walls, along with other
enzvmes that zlso hvdrolvze polysacchandes (Polizeli et al. 2005).

Xylan are the major constituent of the hemicelluloses with linear or branched
backbone of [i-1,4-linked xvlopyvranose units respectively (Polizeli et al. 2005).
[i-Xylanases (EC 3.2.1.8) and side-chain enzymes are required for an efficien:
breaking down of xvlan to fermentable sugar or cligosaccharides. Side-chain
enzvmes remove substituents that are attached at various points on xylan, creat-
ing more sites for subsequent enzvmatic hydrolysis of xvlan. Endo-14-f-
xzvlanase (EC 2.2.1.8) is the crucial enzvme for xylan depolvmerization, which
hvdrolyses [i-1.4-bonds between o-xylose residues in the main chain generating
nonsubsttuents or branched xyloolizossacharides. Morevover, a-L-arabinofura-
nosidase, g-glucuronidase, zcetyl (xvlan) esterase, ferulic and p-coumaric acid
esterase have cooperative functions in the complete degradation of xyvlan (Biely
et al. 1997).

Endo-14-fi-xvlanase cleaves the glycosidic bonds in the xvlan backbone,
bringing about a reduction in the degree of polymerization of the substrate.
Initially, the main hvdrelysis products are [-D-xvlopyrancsyl clizomers, but at a
later stage, small molecules such as mono-, di- and trisaccharides of f-o-xylopy-
ranosyl may be produced. Acetvlxylan esterase (EC 3.1.1.6) removes the J-acetyl
groups from positions 2 andfor 2 on the f-p-xvlopvranosyl residues of acetyl
zvlan. a-Glocurenidase (EC 3.2.1.131) hydrolvzes the «-1.2 bonds between the
glucuronic acid residues and f-p-xvlopyranosyl backbone units found in glucuron-
oxylan (Polizeli et al. 2005)

3.2 Arabinofuranosidases

Lately, much of attention has been given to G-L-arzbinofurancsidases (o-L-AFases
EC 3.2.1.55). In many plants, xylan backbone is substituted by different side chains
with L-arabinose, o-galactose, acetyl, ferulolyl, p-coumaroy] and glucuronic residues
(de Vries and Viszer 2001; Adams ot 2l 2004). There can be differences in the
compaosition and in the frequency of the side chains of xylans of different types of
plants (Saha 2000; de Vries and Visser 2001). The @-r-zrabinofurancse (o-r-Araf )
residues are part of many plant cell wall polyssacharides, including arabinoxylan,
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arabinogzlactzn; and arabinan. In arsbinans they are 1,5-linked 1o the backbone, as
well as 1.2- and 1 3-linked as side chains. They are zssociated with pectic sub-
stances in a great variety of sources, e.g.. sugar beet and citrus pectins. In arabi-
nogalactans they are found az 1.3- and 1,6-linked side chains (de Wet et al. 2008).
Arabinoxvian is the major componsnt of the cell wall of softwoods, as well as
grasses and cereals. It consists of 2 backbone of 1.4-linked f-xylopyranosy] units
that have o-L-Araf substituents at the ©-2 and -3 positions (Bacic et 2l. 1988},

The r-arabinosy] residues diswibuted a2s side chains restrict the enzymatic
hydrolysis of hemicelluloses and pectins (Saha 2000; Rahman et al. 2003). The
o-1-AFases are accessory enzymes that cleave o-r-arabinofuranosidic linkages
at the nonreducing ends of arabinose-containing polyszaccharides znd play an
integral role in the biodegradation of hemicellulose (Saha 2000). The action of
these enzyvmes accelerates the hydrolvsis of the glvcosidic bonds by more than
107 fold, making them one of the most efficient catalysis kmown (Rye and Withers
2000; Shallom et al. 2002). Thev act synergistically with other hemicellulases
and pectic enzvmes for the complete hydrolysis of hemicellulozes and pectins
(Spagna et 2l 1098).

The w-1-AFases exhibit wide substrate specificity for not distinguiching the
saccharide link to the arabinofuranosyl moiety (Rahman et al 2003). They catalyze
the hvdrolysis of terminal o-L-1.2- @-L-1.3- and o-L-1 S-arabinofuranosyl residues
(Szha and Bothast 1998; Saha 20003, but zlso residues from pectic, homo and
hemicellulosic polysaccharides (branched arabinans, debranched arabinans),
heteropolysaccharides (arsbinogalactans, arabinoxyvlans, zrabinoxyleglucans,
glucuronoarabiloxylans, etc.) and different glycoconjugates (Beldman et al. 1997;
Sozzi et al 2002). Based on primary sequence, a-1-AFases are grouped into GH
families 43, 51, 54, and 62, each one with unique substrate specificity (de Wet et al.
2008). The recently described crystal structure of a o-L-AFase (GH 54 family) from
Aspergillus kawachii (Mivanaga et 2l. 2004} and whose active site in the catalytic
domain similarly accommodates the -1 a-L-Arafin a shallow surface pocket, explains
its ability to hvdrolvze a variety of sugars, linked from different positions o O-1 of
the -r-Araf

The action of o-r-AFsses alone or in combination with other lignocellulose-
degrading enzymes represents a promising biotechnological tool as altematives to
some of the existing chemical technologies such zs chlorination in pulp and paper
industry, synthesis of oligosacchandes and pretreamment of lignocelluloses for bio-
ethanol production (Numan and Bhosle 2006).

3.3 Feruloyl esterase

Ferulov] esterases or femlic acid esterases (FAEs, E.C. 3.1.1.73) are members of
the carboxylic ester hydrolases subclass of enzymes, which are responsible for
cleaving the ester-link between the polysaccharides in the main chein of xylans or
pecting, and meonomeric or dimeric ferulic acid. These polysaccharides which
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complex together with macrocolecular complexes like lignin and cellulose, modulate
the plant cell wall materizl. To date, feruloy] esterases prove to be the key in the
enzvmatic synthesis of phenolic sugar esters (Vafiadi et al. 2006). Ferulic acid (FA)
ester-links arabinose, one of arabinoxylan’s side chain types, to lignin (Ralph et al.
1895). Since FAEs hyvdrolyze the bond between zrabinose and FA,| they may release
the covalently bound lignin from hemicelluloses and aid in the degradation of plant
cell walls. Moreover, cross-links through difernlic bridges are found both In heterooxy-
lans and pectin tissues thus plaving an importznt role in the sumcture of nonlignified
cell walls (Saulnier and Thibault 19997,

EAE: occur as single catalytic modules znd 2lzo a5 2 part of multimaodular protein
stroctures. Some enzyvmes contzin cellulose-binding modules (CBM) and zome
others are part of multimodular complex, such as cellulosomes (BElum et al. 2000).
The fusion of a CBM to a catzlvtic domain improves their catalytic efficiency
(reviewed by Vafiadi et 1. 2006).

Since the 1990s, more than 30 FAEs have been purified and characterized from
a wide range of microorganisms, including bacteria and fungl (Faunlds et al. 1995;
de Vres et al. 2002), Many enzymes from the genus dspergillus, Closiridinm and
Penicillinon have been smdied (Topakas et 21, 2007). The purified FAEs show sig-
nificant variztions in physiczl characteristics such as molecular weight, isoelectric
point and optimmnm hvdrolyvtic reaction conditions (Topakas et 21, 2007

The nomenclature of FAE:s follows both the source of the enzyvme and the
type of the esterase {Topakas et 2l. 2007). FAEs are subclassified into four types
{A-D" and indicate evolutionary relationship between farulov] esterases, acetvl
xvlan esterazes and certain lipases. The four functional classes alsc take into
account substrate specificities against synthetic methyl esters of hydroxycin-
narmic acids, growth substrate requirements of the microorganizsms and protein
sequence identity (Crépin et al. 2004}, Each fernloy] esterase has its own speci-
ficity with regard to the release of specific cinnamic acids. Two major enzymes
were purified from Aspergillus niger and classified as types A and C. The first
does not hydrolvze methy] ester of caffeic acid but is zble o release difernlic
compounds. The second hvdrolvzes the four methy] esters of hidroxveinnamic
acids generzlly used as model subswrates but not diferulic compounds {Benoit
et al. 2006).

It iz extremely common for esterases to act on 2 broad range of substrates. Type
A FAFE shows preference for the phenolic moiety of the substrate containing
methoxy substtutions, especially at meta-position(s}, as occur in ferulic and sna-
pinic acids. Type B FAE shows complementar activity to type A esterases, prefer-
ring substrates containing one or two hydroxy] substitations as found in p-coumaric
or caffeic acid. In contrast to tyvpe B, type A FAE seems to prefer hydrophobic
subsirates with bulky substitients on the benzene ring (Kroon et 2l 1957; Topakas
et 2l 2005). In any case, the enzyme requires 2 certain distznce between the aro-
matic ring of substrates and the ester bond for the catalvtic activity (Kroon et al.
1997; Vafiadl et al. 20046).

Studies with an inzctive mutant of the A riper tvpe A fernlovl esterase (AnFacd)
complexed with a ferlovlated trizaccharide demonstrated that tight binding of the
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carbohydrate 1s not required for catalvsis (Faulds et al. 2005). Also Type C feruloy]
esterase from Sporotrichum thermophile (5tFzeC) in nonconventional media seems
to be able to sterify a broad spectrum of sugars, showing specificity onlv on the
ferulic moiety {Vafiadi e al. 2005).

As phenolic acid sugar esters have presented antitumeric activity, they could be
applied in the formulation of antimicrobial, antiviral and/or anti-inflammatory agents
{Wafiadi ez al. 2006). FAEs could also be used in pulp and paper processing and as
animal feed additives to facilitate nutrient assimilation. FAFs play a vital role in the
deligmification and depolymerization of pelvsaccharide chzins as the cross-linking
through the FA ester bond substantially increases the recalcitrance of biomass and the
resistance to enzymatic hvdrolysis. Besides, FA released from plant cell wall by the
action of FAEs is an effective natural antioxidant with potential applications in
the pharmacentical and food ndustries (raviewed by Topakas et 21 2007).

3.4 Coumaroyl Esterase

Lignin plays 2 critical role in biomass utilizztion Lignins are macromolecular
complexes composed of three phenyvlpropanoid monomers, p-coumary], coniferyl,
znd sinapyl zlechols coupled through dehvdrogenative polymerization via combi-
natorial radical coupling reactions. In many crops, ligning may be acvlated by various
zeids (Ralph et al 2004}, though the process and function have not been resolved
vet. The enzyme responsible for this acylaton reaction is p-coumaroy] transferaze
(pCAT).

The znaerchic mmen fungi are kmown preferentially to colonize and degrade
lignified cell walls, which are the least biodegradable walls (Aldn et al. 1983).
These fungi were found to produce high levels of both p-coumaroy] and feruloyl
esterase (Bomeman et 2], 1990). Bomeman et al. (1991 proposed that p-coumaroy]
and fernloy] esterases may provide the anaercbic fungi with an advantage in the
degradation of phenolic-containing plant cell walls, providing an ecologiczl niche
for the fungl in the momen.

Studies suggest that ester linkages between phenolic moieties and arabinoxylans
prevent the enzymatic hyvdrolysis and limit uwtilization by bacteria of otherwise
available carbohydrates (Hespell and OFBryan 1992). Therefore, possession of
feruloy] and p-coumaroy] esterases, coupled with the penetrative ability ziven by
fungal rhizoids or rhizomicelia, provides 2 mechanism for the degradation and
subsequent utilization of the phenolic ester-linked carbohvdrates in plant cell walls
{Bomeman et al. 1992).

The xylans of gramineaceous cell walls are often hughly substituted with arzbinosyl
residues, many of which are esterified with p-coumaroy] and femulov] groups (Hartley
and Ford 1989). There is evidence that these esterified phenolic groups dimerize
in vivo either by oxidative coupling, forming dehydrodifernlic acid (Ishii 1991),
or by photodimernzation in sunlight, forming a series of substituted toxillic and
tmixinic acid cross-links (Hartley et al. 1990}, Evidence also suggests that feruloy] and
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p-conmaroy]l groups form bonds between the xvlan heteropolvmer and lignin
(Scalbert et al. 1985), possibly limitating cell wall biodegradation (Hartley et al.
1590). Furthermore, the esterification of ferulov] and p-coumarov] groups to arabi-
noxylans has been shown to limit the release of cell wall pentoses (Hespell and
"Bryan 1992). p-Coumaric acid, as 2 phenclic acid, is an antioxidant which is
implicated for the prevention of pathologies, such as colon cancer and cardiovascular
diseases (reviewed by Lin et al. 2006).

3.5 Xyloglucanases

The xyloglucan (XG) family of polysacchandes receives considerable attention due
to the key structurzl role these matrix polvmers play in the cell walls of higher
plants. XGs are major components of the primary wzll of 21l dicots and some monocots
where they bridge paracrystalline cellulose microfibrils by surface adsorption and
chain mmterczlation thereby moduolating wall mechanical properties and affecting
morphology (Baumann et al. 2007). G zets 25 the interface between cellulose and
other polysaccharides in the primary cell wall and seeds of mono and dicotvledons.
They are composed of a backbone of 1,4-linked [i-p-glucopyranosyl units with side
chains of o-xylosyl residues attached by o-link to O-6 of some of the glucosyl residues
(Couglan et al. 1993}

Enzvmes involved in the modification of XG structure are XG specific
endogluocanases including XG endo-transglycosylase/hydrelazes (XTH,
2.41.2070, a XG-active [I-p-galzctosidase (3.2.1.23), a XG specific o-1-fucosidase
(32151/321.63) and a XG oligosaccharide-specific @-p-xvlosidasze (3.2.1.37)
(Minic and Jouanin 2008). X THs appear to play & major role In plant growth and
development because they are probably imvelved in the constraction and restructura-
tion of the plant cell wall (Fry 2003). It cleaves a donor X G to release a smaller XG,
with a reducing end in the first step, and then transfers the remainder to the acceptor,
an cligosaccharide. Finally, a-o-xylosidaze cleaves specifically the a-xylosyl residue
attached to the glucose residue of the xvloglucanolizosaccharde (Minic and Jouanin
2008). XTH= n plants are aszigned to family 16 of GHs. The stucture and organiza-
tion of the XTH gene family were analyvzed in Arabidopsis and 33 open reading
frames (ORFs) potentially encoding XTH proteins that were divided into three
major phylogenetic groups or subfamilies were identified (Rose et al. 2002).

3.6 Mannanases

[-mannanazes have been classified within families 5 and 26 of GHs (Henriszat and
Bairoch 1993). They are important enzymes for the enzymatic degradation of
hemicelluloses from softwood. The mannan-degrading enzymes are composed of

-

[(-mannanaze (1.4-fi-o-mannan mannchydrolase, EC 3.2.178), [-mannosidase
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(L 4-fi-p-manmopyranoside hvdrolase, EC 3.2.1.25), and [i-glucosidase (1.4-fi-o-
glezcoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21). Additonal enzymes such as acety] mamnan
esterase (EC 3.1.1.6) and q-galactosidase (1.6-¢-p-galactoside galactohvdrolase,
EC 32,122} are required to remove side-chain substituents that might be zttached
&t various podnts on the mannan structure, creating more sites for subsequent enzymic
hydrolysis (Filhe 1998). f-Mannanase, an endo-type enzvme, is responsible for the
cleavage of [}-1.4-linked intemal linkages of the mannan backbone randomly to
produce new chain ends. In nature, ende-1 4-i-mannanase cleaves the main chain
of galactomannan, vielding principally oligosaccharides and mannobiose.
Subsequenily, 1 4-[i-mannosidase (EC 3.2.1 25) produces mannose (30a et 21 2002;
Morzirz and Filho 2008}, The degradation of galactomannan and galactoglucoman-
nan by [f-mannanase iz greatly affected by the extent and pattemn of substitution of
the mannan backbone. [i-Mannosidase, an exo-type enzyme, cleaves [i-1,4-linked
mannocsides, releasing mannose from the nonreducing end of mannans and man-
nooligosacchandes. f-Glocosidase, an exe-type enzvme, hydrolyze 1.4-fi-o-
glucopyranose at the nonreducing end of the oligosacchanides released from
glucomannan and galacroglucomsnnan by [f-mannanase. «-Galactosidase, a deb-
ranching enzyme, catzlyzes the hydrelysis of o-1,6-linked p-galactopyranosyl side
chains of galacrtomannan and galactoglucomannan. Acetv] mennan esterase, a deb-
ranching enzyme, relezses acetyl groups from galactoglucornannan Moreira and
Filho 2008). The mannan structure affords the synergistic actions of a varety of
main- and side-chain-cleaving enzymes (Couglan et al. 1993} These enzymes have
ability to degrade several substrates; this might be explained by the presence of
multiple catalytic or binding sites where 2ach substrate is being hydrolyzed ar 2
different site in the enzvme (Gibitz ez al. 1996; Magalhfes and Milagres 20087,

4 Glucuronidases

Glucuronic acid residues and their 4-0-methyl ethers can be removed from the
xylan backbone by o-glucuronidases (EC 3.2.1.131). The acuvity of this enzyme
has been detected in a large number of fungal and bzeterial culture filtrates, bue
ti-glucuronidzses have been purified from only a small number of organisms. The
enzyme is active meinlv on small xylooligomers and therefore iz dependent on the
action of endoxylanases. e-Glucuronidases have the highest zctivity against olizo-
zaccharides, whereas only low or no acuvity iz obsarved against polymeric
substrates (de Vries and Visser 2001). Most of the a-glucuronidaszes will release
glucuronic acid only if the chemical moiety 15 located on the terminzl xylose on the
nonreducing end of xylo-olizgozaccharides. However, there have been repors of
d-glucuronidase enzymes that hydrolvze intemal glucuronic acid residues from
clucuronoxylan (Lee er 2l 2008). Swynergy between w-glucuronidases and
endoxvlanases and between w-glucurcnidases and [i-xylosidase has been reported
ide Vries and Visser 2001; Lee et al. 2008). Despite the important nzoare of the
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glucuronic acid substituent, there are very few lmown o-glucuronidase-encoding
genes (=407, This situation is caused in part by the lack of a high-throughput activity
assay (Lee et al. 2008).

5 Pectinases

Pectinases are one of the upcoming enzymes of the commercial sector, especially
the juice and food industry and in the paper and pulp industry (JTayani et al. 2005).
Pectinases are a heterogenecus group of related enzymes that hydrolyze the pectic
substances, present mostly in plants. Pectinolytic enzymes are widely distributed in
higher plants and microorzanisms. They are of prime Importance for plants as they
help in cell wall extension and softening of some plant tissues during maturation
and storage (Javani et 2. 2005; Uenojo and Pastore 2007).

It has been reported that microbial pectinases account for 25% of the global food
enzymes szles. Almost 2ll the commercizl preparations of pectinases are produced
from fungal sources. 4. miger is the most commonly used fungal species for indus-
trial production of pectinolyvtic enzymes (Jayani et al. 2005).

Pectinelytic enzvmes can be divided in three major groups based in the attack to
galacturonic backbone, preference to the substrate (pectin, pectic acid or protopecting
(Uenojo and Pastore 2007)

5.1 Protopectinases

Protopectinases or pectinosidases degrade the insoluble protopectin and give rise to
highly polymerized soluble pectin and can be classified into two types, on the basis
of their reaction mechanism. A-tvpe of protopectinases (PPase-A) react with the
inner site, Le., the polvgalacturonic acid region of protopectin, whereas B-type
protopectinases (PFPase-B) react on the outer site, Le., on the polysaccharide chains
that may connect the polyvgalacturonic acid chain and cell wall constituents (Tayani
et al. 2005; Uenojo and Pastore 2007).

5.2 Polygalacturonase

Polygalacturonzses (PGases) are the pectinolyvtic enzyvmes that catalvze the hydro-
Iytic cleavage of the polyzalzcturonic acid (1,4-¢-p-galacturonide) chain with the
introducton of water across the oxyvgen bridge. They are the most extensively studied
among the family of pectinolytic enzymes. The PGases involved in the hydrolvsis
of pectic substances are:
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Endo-PGase (E.C. 3.2.1.15) with random hydrolysis.
Endo-PGase (EC. 3.2.1.67) with sequencizl hydrolysis (Kashyap et al. 2001;
Tayani et al. 2005; Uenojo and Pastore 2007}

5.3 Lyases

Lyases (or transelimminases) perfonm nonhvdrolytic breakdown of pectates or pecaonares,
charactenzed by 2 trans-eliminative split of the pectic polymer The lvases break the
glyeosidic linkages at C-4 and simultanecusly eliminate H from C-5, producing a A
4:5 unsatarated (Javani et 2l 2005). Lvases can be classified into following types on
the basis of the pattem of zction and the substrate acted upon by them:

Endopolygalacturonate lyase (EndePGL, EXC. 4 2.2 1) catalizes random cleavage of
w-1.4-glicosidic linkage in pectic acid.

Exopolvgalacuronate lvase (ExoPGL, E.C. 4.2.2.9) catalizes sequencial cleavage of
ct-1.4-glicosidic linkage in pectic acid.

Endopolvmethvlgalactwronate tyvaze (EndoPMGL EC. 422.10). catzlizes random
cleavage of a-1 4-glveosidic linkages in pectin.

Exopolvmethylgalacturonate lyzse (exo PMGL) catzlizes stepwise breakdown of
pectin by trans-eliminasive cleavage (Kashvap et 21. 2001; JTayani et al. 2005).

6 Swollenin

Swollenin, 2 protein with sequence similanty to the plant expansins, breaks down
hydrogen bonds between cellulose microfibrils or celiulose and other cells
(Cosgrove 2000). Unlike plant expansins. swollenin has 2 bimodulzr stacture
composed of N-terminal fungzl rype carbohvdrate binding domain, connected by
a linker region to the plant expansin homologous domain with homology to the
group 1 grass pollen allergens {pfam 01357). This modulzr sorucrare 1s typical of
fungz] celiulases and some hemicellulzses thar contam one or several CBMs to
target the catalytic module close to the substrate (Levasseur et al. 2006; Brotman
et al. 2008)

Thiz protein was first isclated and charactenized from the saprophytic cel-
lulolytic fungus Trichoderma reesel, and was named swollenin due to ite ability
to swell cotton (Gossypiwm hirsutumr) fibers without prodocing detectzble
amounts of reducing sugars, poinung to potendal application in promoting ligno-
celluloses enzymatic degradation (Saloheimo et al. 2002; Brotman et al. 2008;
Yao et al. 2008). Moreover swollenin has been found to weaken filter paper (Yao
et zl. 2008). The protein also contains regions similar 10 mammalian fibronectin
type III repeats, found for the first time in a fungal protein. The swollenin gene
isregulated in 2 largelv similar manner as the T reesel cellulose genes (Szloheimo
etal. 2002).
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In the fungz] database, proteins sharing similar domain structure to swollenin, 2
CBD domain linked to an expansin-like domsin, are present only in Asperpillie
Jumipatus and Neosarforva fischeri (Brotman et 2l 2008). Brooman et al. (2008}
examined Trichoderma mutants with overexpression or silencing of the swollenin
gene, providing evidence that this protein remarkably increases fungus plant root
colonization efficiency and that the CBD domain is indispensable for protein full
activity im vivo.

7 GHel

The extensive variety of stereochemistry of carbohvdrates is parzlleled by 2 large
multiplicity of the enzymes nvolved in their metabolism. Glycosyl hydrolases
(EC 3.2.1.x) are key enzvmes of carbohydrate metabolism that are found in the
three major kingdoms (zrchaebacteria, eubacteria and enlearvotes). Heritable defi-
clencies n glveosyl hvdrolases, for example lactose intolerance or mucopolysac-
charidosis are among the most frequent zenetically based syndromes in man
(Henrizsat 1991).

Glycosyl hydrolases have been classified into families of related seguences
using hydrophobic cluster anzlvsis (Henrissat and Bairoch 1993}, The glveosyl
hvdrolase (GH) family 61 is 2 long-recognized class of proteins, with little known
about the zctivity, mechanism or function. GHs have been classified into more
than 100 families (Karkehabadi et al 2008; Koseki et al 2008). GH family 61
includes a endoglucanase from Aspergillus kawachii (AkCel61) that is 2 modular
enzyme consisting of a catalytic domain and 2 carbohydrate-binding module
belonging to family 1 (CEM1) that are connected by a Ser-Thr linker region
longer than 100 amine acids (Koseki et al. 2008}, The family 61 endoglucanzses
of GHs have been described only in fungi (http://afmb cnrs-mrs frf CAZY).
The endoglucanases EGIV from Trichoderma ressei (Saloheiomo et al. 1997) and
CEL1 from Agaricus bisporus (Baguz et 2l 1992) also belong to GH 61 family.
CeldlA from the filamentous fungus Hypocrea jecorinma is reported to act on
microcrystalline cellulose and cellulose derivative substrates, including carboxym-
ethyl cellulose and phosphoric acid-swellen cellulose (Karlsson et al. 2001;
Karkehabadi et 21 2008). In addition, this enzyme is also active against [I-glucan,
lichenan znd cellooligosaccharides. Other examples of endoglucanases in GH 61
family are from Crypfococcus negformans (Chang and Kwon-Chung 1998 — cited
by Koseki et al 2008), Phanerochaete chrysosporiwm (Wymelenberg et al. 2002
— cited by Koseld et al 2008), Cochliobolus heterostrophus (Lev and Horwitz
2003 — cited by Koseld et al. 2008), Aspergilius kawachii (Hara et al 20032 — cited
bv Kosel et al. 2008), Aspereillus nidulans (Bauer et al. 2006 — cited by Koseki
et al 2008), and Volvariella volvacea (Ding et al. 2006 — cited by Koselki et al.
200%8). Radford (2008} found sleven endoglucanases belonging to GH 61 family
in Newrospora crassa.
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8 Laccase

Lignin is the third major component of lignocellulose, forming 2 macromolecular
complex that surrounds cellulose fibers (Saha 2003). After acid or enrymatic
hydrolysis of polvsaccharides, lignin is the H O-insoluble residue obtained. It is
essential in structural support and in plant defense response. It also provides imper-
mezability to the cell wall of plant vascular tissue, which is needed to water conduction
(O Malley et al. 1993).

For 2 long time it was believed that peroxidzses were the only cell wall-associated
oxidative enzymes involved in the polymerization step of lignin biosynthesis. After
many years of disbelief it was revealed the participation of laccase, first deseribed
in 1823 but only lzter characterized, and laccase-like oxidzses in lignification processes
(Wellace and Frv 1999}, However, Mayer and Staples (2002), reviewing later studies
with fungi and plant laccases, exposed the possibility of fungzal laccases not to take
part in lignification processes. In plants these enzymes would be involved in cell-wall
formarion, but not exactly in lignification.

The presence of lacecase, 2lone or together with lignin peroxidase and manganese
peroxidaze, has been detected in a wide variety of white rot fungi, making clezr its
fundamental role during delignification. The structurs of many of these laccases
have been described and, although the catzlvtic site seems to have been highly con-
served and despite the fact that lignocellulose is 2 comumen substrate, the rest of the
malecule appears to show very wide vanability (Maver and Staples 2002). The presence
of phenolic compounds, which act as mediators, enhance the stability of some of
them, increasing the lignocellulose breakdown ability (Egzert et al 1996).

The phenclic substrates are zlsc oxidized by laccases, which use oxygen as the
electron acceptor. This enzyme is 2 blue metalloprotein, containing three copper
ions that participate In a four-electron transfer to molecular oxvgen, which is
reduced to form water (Solomon and Lowery 1993). Laccase, which is glvcosy-
lated, belongs to the group of the multicopper enzvmes along with ascorbic acid
oxidase, ceruloplasmin and others, being able to oxidize 2 wide range of phenolic
substrates (Messerschmidt and Huber 1990). Circular dichroism and electron para-
magnetic resonznce have zlready been used in the smdy of the metzl centers of
fungal laccases, showing that they are relativelv stable compared to the secondary
structure of the protein (Bonomeo et al. 2001). Basically, any substrate with charac-
teristics similar to p-diphenol will be oxidized by laccases. In addition, zt least
some of the fungal laccases can also oxidize monophenols such as cresol, and some
are zble to oxidize ascorbic acid (Mayer and Staples 2002).

Laccases are divided into two groups: the fungi one, having appeared in most of
the studied organisms, and in the higher plants one, where they are less frequently
found. The enzymes known as laccase-like enzyimes are szid to belong to bacteria
and insects (Mayer and Staples 2002). Laccase has been shown to be an important
virmlence factor in many diseases caused by fungil, protecting them from the toxic
phytoalexing and tannins in the host environment (Pezet et al. 1992). Its activity
may also contribute to cell-wall reconstitution in regenerating protoplasts of higher
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plants (De marco and Roubelakis-Angelalas 1997). Laccase-lLke oxidase activity
can be localized in the differentiating xvlem of both herbaceous znd woody angio-
sperms (Bao et al 1993)

9  Industrial Application of Enzymes

The majorty of wsed induswial enrymes are hydrolytic, including proteases and
GHs. The global market for industrial enzvimes was estimated to totally $2 billion
in 2004, and its annual growth rate predicted to be between 4 and 5% (Kirk et al.
2002; Tamer et al. 2007). Given the namiral abundance of holoczllulosic materials,
many microorganisms produce enzvme systems to hydrolvze holocellulose com-
pletely into simpler sugars that can be used as energy, feed and food sources. The
enzvimes described in this chapter are involved in the cleavage of plant cell wall
structure. As the induswriz] processing of c2ll wall structure involves degradation of
its comiplex components. it 1= obvious that enzyme systems capable of degrading
those components can be applied in vancus industnizl processes (Table 1),

The use of enzvmes in the production of feed is an important sector of agro-
business, with an ammnal werld production exceeding 600 million tons and a twm-
over of =50 billion dollars. [I—Glucanases, xylanases, mannzanases, pectinzses and
feralovl esterases are used m ammal feed to reduce viscosity, leading to an increase
on the sbzorption and release of notrients through the hydrolysis of nonstarchy
polvssacharides, such as [i-gluocans and arabinoxvlans, znd =lso increzsing feed
conversion rates and welght gzin (Bhat 2000; Polizeli et 21 2005, Topakas et al.
2007; Uenojo and Pastore 2007; Moreirz and Filho 20087}, Morevover, the ncrease
m digestibality 1s well correlated with the decrease in the degree of substitution of
the hemicellulose polymers with arabinosyl residues, promoted by the addition of
-L-Arabinofuranosidazes (Numan and Bhosle 2006

Hemicellulolytic enzymes have shown potentizal in the pulp and paper mdostoy
for the modification of wood fibers. Mixtures of hemicellulases and cellulases have
zlzo been used to ncrease the drainage of secondary fiber during papermaking
(Gerber et al. 19997, In the enzymatic wreztment for pulp bleaching, [l-mannanase
and its accessory enzymes are gble to cleave the mannan portion in pulps selectively
without affecting cellulose (Filho 1998). Xylanases can also be industrially zpplied
in the pulp biobleching. leading to a decreaze in the amount of organochlonne com-
pounds in bleach plant effluents and elements] chlonne —free (ECE) svstem (Medeiros
eral 2002). Ferulovl esterases. if used together with xylanase and other xylan-degrading
enzyvrnes, cold partially distupt and loosen the cell wall structure, enhancing the lignin
extractability and reducing the chlorine consumption at the subseguent bleaching
stages (Topakas et 21 2007). The application of q-r-Arabinofursnosidases can
further enhance the delignificztion of pulps. The enzvime acts to release the arabinose
side chain that retards the action of other bleaching enzvmes (Numan and Bhosls
2004}, It was also shown that laccases, manganese-dependent peroxidases, and
lignin peroxidaszes, produced by an isolate of the fangus Flovodon flavis, were able
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Table 1 A summary of the main biotechnclogy applicatons of some plant cell wall-degrading

ERIVIOEs
Enzyme= Applicabion Sector
Cellulass Diecrease in the viscosity and maintsnance Juice ndustry
of the texture of frut juces
Controlling coronary heart disease znd Pharmaceutical
artheroscl=rosis industry
Eeducing food spoilage Food industry
Protein degradztion Diet=rg=nt
Cellulass end hemacellulase Lignocelluloss breaking down Biofuel
Kylznase Improvement of nutnent uptake Animal fmed
Paper tio-bleachin throngh ligrin removal Paper and pulp
indusery
Separation end isclation of starch Food industy
and gluten from wheat flour
Endoglucanzse Separzton znd i1scletion of starch Food industry
and gluten from wheat flour
Pectinase Decrease in the viscosity and meints=nance Juice industry
of the texture of fmut juices
Increased vields Wine industy
Eaducing food spoilage Food industry
MNutment vptale improvemsnt Animal feed
Alt=ration of the sensory properiiss Food industry
of fruits end vegetables
Paper big-bleaching thronugh Lgnin removel Pzper and pulp
ndustry
Increased vi=lds {hl extracticn
Eemove mucilege coat from the Coff=
coffee beans [TOCessIng
Pzctin esterass Improvement in the clanfication of cider Wins industry
Production of high guality tomato k=tchup Food industry

Ehemnogalacturonese
Endoxylanzse

F-Glucosidase

Polygalacturonass

f-Mannanass

and fruit pulps
Production of cloud stable apple juice
Improvement in the texturs znd quality
of bekery products
Improvement in the aroma of wines

Alterztion of the sensory properties of fmuts
and vegetaoles

Improvement in pressing fruit meshes and
high color extraction

Food safsty znd preservation

MNutrient upteke improvemsent

Paper prebleaching reducing loss of
fiber vild

Wiscosity reduction by hvdrolvsis

Clanficetion of julces end wines

Increased yislds

Juice industry
Food industry

Win=
producton
Food industry

Juice Indusoy

Food Industry
Animal Feed
Pzper and Fulp
Industry
Coffe
processing
Juice znd win=
industy
Uil extrecton

(contnued)
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Table 1 {continu=d)

Enzymes Application Sector
f-Glucznasz= Food saf=ty =nd preservation Food industry
Improvement in primary fsrmentation, Beer brewing
filtration end gquelity of beer
Wutment uptale improvement Amimal feed
Endo-mannsnzse Production of weter-soluble dictary fibers Food industry
to exmich the fiber content of foods
Feruloyl esterase Mutment uptalos improvement Amimal feed
o-L-Arztinofuranosidase Pzper bio-bleaching through Lgnin removal Pzper and pulp
industry
Diacreace in the hemicellnlose polvmers Animal feed

substtution degres

to act in the decolorization of the effluent from 2 Kraft paper mill bleach plant,
being potential candidates for bioremediation of colored industrial effluents (Mayer
and Staples Z002).

Cellulzses have achisved worldwide success in textle and laundry because of
their ability to modifv cellulosic fibers in 2 controlled and desired manner, so as to
improve the quality of fabrics. Bio-stoning and bio-polishing are the best known
current textile applications of cellulases, but they can also be used in household
washing powders, since they enhance the detergent performance znd allow the
removzl of smzll, fuzzy fibrils from fabric surfaces and improve the appearance and
color brightmess (Bhat 2000).

The wine making process requires the extraction of juice from grapes and subse-
guent fermentation of the juice by weast. The addition of exogenous glucanases and
pectinases ars known to improve not only the wine guality, but also its ovearall pro-
duction (Bhat 2000}, One of the most important characteristics of wine guality is its
aromatic fragrance. Terpenols are sorongly aromatic molecules, and most of them are
linked to disaccharide moieties, in which the major terminal nonreducing sugar is
ti-L-arabinofuranose that can be relezsed by the action of a-L-Arabinofuranosidases
(™Wumsan and Bhosle 2006).

The beer brewing technology is based on the action of enzymes activated during
malting and fermentation. Malting of barlev depends on seed germination, which
initiates the biosynthesis and activation of - and P-zmylases, carboxypeptidase
and [}-glucanasze that hydrolyze the seed reserve. All these enzymes should act in
synergy under optimal conditions to produce high quality malt {Bhat 2000).

Currently, a combination of pectinases (pectin lyase, pectin methylesterase, endo
and exo-polvgzlacturonases, pectin acetylesterase, rhamnogalacturonzse, endo and
exo-zrzbinase), cellulases (endoglucanases, exoglucanases and cellobiases) and hemi-
cellulases (endo and exo-xylanases, galactanases, xyloglucanases and manmanases) are
used in the extraction and clarification of fimit and vegetable juices (Bhat 2000). The
t-L-arabinofuranosidases zre receiving zttention for their applications in fruit juice
clarification because they specifically remowve the 1.3-side chains present on the main
1,5-linked arzbinan chains. The resulting 1.5 arshinans in the precipitate are hydro-
lyzed by the w-1,5 arsbinases, increasing their solubility (Numan and Bhesle 2006).
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Enzyme-catalyzed conversion of sugarcane, sugar beet, com or wheat to ethancl
by distillers veast 5. cerevisiae is the current process for the industrial production
of bioethancol (Sorenzen et 2zl 2005). These zubstrates contain nonfermentable
hemicelluloses, which accumulate during the process of ethanol production.
Enzvimatic hydrolysis can be used for the hydrolvsis of arsbinoxylans in hemicel-
luloses to monosacchzarides. The complexity and heterogeneity of the arabinoxylans
demsznd zlso complex enzyvme systems that should depolymerize and cleave side
groups to degrade hemicelluloses to pentoses monosaccharides (Numan and Bhosle
2006; Kumar et al. 2008). However, cellulose bloconversion into fermentable sugars
by cellulases iz a blorefining area that has imvested enormous research efforts
because of its crmcial importance to bicenergy production, since cellulose is the most
prevalent sugar in nature.

In the processing of instant coffez, where the extracts of coffee beans are con-
centrated by evaporation and dried by freeze drving, [l-mannanase is responsible
for the hvdrolysis of galactomannan in coffee extracts, leading to a viscosity reduc-
tion (Moreira and Filho 2008).

10 Conclusions

The complexity of lignocellulosic substrates is reflected n the battery of main-
chzin- and side-chain-cleaving enzymes required for their hydrolysis. Such enzyme
systems are not only of academic interest since they have potential applications in
the bioconversion of agro-industrial residues. As the nature of plant cell wall poly-
saccharides is heterogeneous, 2 complex mixture of enrymes is required for their
degradation. Efficient conversion of lignocellulosic material into useful products by
enzyvmatic degradation, e.g., bioethanol production, requires a complex, but bal-
anced mixture of enzymes, including hydrolvic and oxidative enzvme svstems.
The search for new renewable sources of energy has increased in the past 10 years.
In this context bioethanol has shown up as a candidate for substituting the old fash-
1oned fossil fuels. The increased demand for fermentable sugars cansed the use of
lignocelluloses from agricultural residues as substrates for microorganisms to work
on. Fungus and bacteria’s enzymes and complexes have being smdied and their use
could promote a sustainable wav of dealing with these residues. The leftover from
sugarcane, sov, cormn, wheat, cotton what was thought to be worthless is now seen a
possible gold mine. as well 2s a mean of saving the world from some of the human’s
wastes. The costs of the studies make the new technologies not very advantageous
vet but there are some characteristics that could still be investigated and exploited.

The understanding of enzymatic synergism is a key for improving the cell wall deg-
radation and sugar production. In many siatons the dependence on others can be a
better cholce than being all by itself. Also, the promizcuous behavior of some enrymes
15 a desirable charscteristic, for its wide range of suitable substrates. But when com-
pared to manlind’s simation, it is guestionable whether the natwre’s push towards
diversificztion is a step back when faced with the modem tendency of specialization.
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Should enzymes be fzithful and direct 21l their energy to one target or should they
be promiscucus and share their performance between many? Anyway, apart from
the enzvmatic dilemma, the establishment of sugarcane and other culmres as
energy source plants, especially in developing countries such as Brazil, could bring
positive and negative effects, depending on the focus and in the way it will be
treated from now on.
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BioEnergy Research (2012): 768-777 ISSN 1939-1242
BIOMASS-DERIVED INHIBITORS OF HOLOCELLULASES
Gilvan C. Duarte -Leonora Rios S. Moreira - Paula Mecela D. Jaramillo -
Edivaldo Ximenes F. Filho*
ABSTRACT
Enzymes constitute a major monetary cost in thedmweersion of holocellulose to
ethanol. lIdentifying enzyme inhibitors and modergtiheir effects is one approach that
may help to overcome this issue. Most inhibitoat tteduce the hydrolysis activity of
holocellulase are released as the holocellulosmmbss is broken down in the
pretreatment and hydrolysis steps. Recent reportse literature have shown that the
major inhibitors or deactivators of cellulases atenols and xylooligosaccharides.
Bioconversion of hemicelluloses by hemicellulasdso ahas important practical
applications in various agro-industrial processesaddition to the conversion of
hemicellulosic biomass to fuels and chemicals. Hethilases, such g&xylosidases,
may also help alleviate the inhibitory effect oflogligosacharides in cellulases.
However, compared to cellulases, less is known tath&uinhibition or deactivation of
hemicellulases and pectinases, especially for thdsbitors that are generated during
pre-treatment and the hydrolysis of lignocellulossabstrates. Considering the
importance of such enzymes for the complete degoadaf lignocellulosic substrates,
this review has a broad approach to providing mi&iion on the effect of inhibitors of
holocellulases (cellulases, hemicellulases andraess).
Keywords: Cellulase - Hemicellulase - Pectinasésbitors - Xylooligosaccharide -

Biomass
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Apéndice 4
Applied Sciences (2012): 754-772 1ISQN76-3417
USE OF RESIDUAL BIOMASS FROM THE TEXTILE INDUSTRY A S
CARBON SOURCE FOR PRODUCTION OF A LOW-MOLECULAR-WEI GHT

XYLANASE FROM ASPERGILLUS ORYZAE

Gilvan Caetano Duarte, Leonora Rios de Souza More, Diana Paola Gomez-
Mendoza, Félix Goncgalves de Siqueira, Luis Robert®atista, Lourdes Isabel Velho
do Amaral, Carlos André Ornelas Ricart and EdivaldoXimenes Ferreira Filho,*
ABSTRACT

Pretreated dirty cotton residue (PDCR) from thetileexindustry was used as an
alternative carbon source for the submerged ctibimaof Aspergillus oryzae and the
production of xylanases. The filtered culture sope&ant was fractionated by
ultrafiltration followed by three chromatographiess, which resulted in the isolation
of a homogeneous low-molecular-weight xylanase {@¥%) with a mass of 21.5 kDa as
determined by sodium dodecyl sulfate-polyacrilangéé electrophoresis (SDS-PAGE)
co-polymerized with 0.1% oat spelt xylan. Enzyméakeis was the most efficient at
50 °C and pH 6.0. The Km values (mg-mL-1) for tbkilsle fraction of oat spelt and
birchwood xylans were 10.05 and 3.34, respectivElt-O1 was more stable in the
presence of 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)T{B), 1,4-dithiothreitol (DTT), L-
cysteine of3-mercaptoethanol, which increased the rate of ysitaby 40%, 14%, 40%
or 37%, respectively. The enzyme stability was iowpd at pH 7.0 in the presence of
20 mM L-cysteine, with the retention of nearly 100¥%the activity after 6 h at 50 °C.
Xyl-O1 catalyzed the cleavage of intern&ll,4 linkages of the soluble substrates

containing D-xylose residues, with a maximum eéfiray of 33% for the hydrolysis of
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birchwood xylan after 12 h of incubation. Ident#imn of the hydrolysis products by
high-performance anion exchange chromatographyledupith pulsed amperometric
detection (HPAEC-PAD) indicated the predominancéhefhydrolysis products X2-X6
during the first 12 h of incubation and the accuatioh of higher xylooligomers after
the elution of the last xylooligomer standard, X@maose.

Keywords: agro-industrial residues; hemicelluloggizyme purification; xylanase;

hydrolysis
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BMC Biotechnology (2011): 1-14 ISSN 1472-6750

A NEW CHITINASE-LIKE XYLANASE INHIBITOR PROTEIN (XI P) FROM

COFFEE (COFFEA ARABICA) AFFECTS SOYBEAN ASIAN RUST

(PHAKOPSORA PACHYRHIZI) SPORE GERMINATION

Erico AR Vasconcelos, Celso G Santana, Claudia V @oy, Claudine DS Seixas,
Marilia S Silva, Leonora RS Moreira, Osmundo B Oliweira-Neto, Daniel Price5,

Elaine Fitches, Edivaldo XF Filho, Angela Mehta, Jon A Gatehouse,

Maria F Grossi-De-Sa*

ABSTRACT

Background: Asian rust (Phakopsora pachyrhizi) is a common disease in Brazilian
soybean fields and it is difficult to control. To identify a biochemical candidate with
potential to combat this disease, a new chitinase-like xylanase inhibitor protein (XI1P)
from coffee (Coffea arabica) (CaclX1P) leaves was cloned into the pGAPZa-B vector
for expression in Pichia pastoris.

Results: A cDNA encoding a chitinase-like xylanase inhibitor protein (XIP) from coffee
(Coffea arabica) (CaclXIP), was isolated from leaves. The amino acid segquence
predicts a (b/a) 8 topology common to Class I11 Chitinases (glycoside hydrolase family
18 proteins; GH18), and shares similarity with other GH18 members, although it lacks
the glutamic acid residue essential for catalysis, which is replaced by glutamine.
CaclXIP was expressed as a recombinant protein in Pichia pastoris. Enzymatic assay
showed that purified recombinant CaclXIP had only residua chitinolytic activity.

However, it inhibited xylanases from Acrophialophora nainiana by approx. 60% when
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present at 12:1 (w/w) enzymeiinhibitor ratio. Additionally, CaclXIP a 1.5 pg/uL

inhibited the germination of spores of Phakopsora pachyrhiz by 45%.

Conclusions; Our data suggests that CaclXIP belongs to a class of naturally inactive
chitinases that have evolved to act in plant cell defence as xylanase inhibitors. Its role
on inhibiting germination of fungal spores makes it an eligible candidate gene for the

control of Asian rust.
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ANEXO A

Identificagéo de cepas de Fungos Filamentos@spergillusterreus

1. Extragdo de DNA

Os micélio do isolado da&, terreus, foi crescido em frasco erlenmeyer contendo
200 mL de meio de cultura minimo (KPO, 1.51g/L, MgSQ.7H,O 0.52 g/L, NaCl 0.4
g/L, ZnSQ.7H,0 1 mg/L, Fe(NO) *9H,O 2.0mg/L, 0.04mg/L de Biotina, e 1 mL/L da
solugcéo de elementos traco contendo;B¥@,10H,O 100mg/L, MnC} 50mg/L, Na
MoO, *2H,O 50 mg/L e CuS©5H,0 250mg/L. Extrato de levedura e lactose serdo
usados como fonte de nitrogénio e carbono nas ntragées de 4g/L e 20g/L,
respectivamente) incubados a 30° e rotacdo de @@0por 48 horas. O micélio foi
recuperado por filtragem manual e mantido a -80°C.

Apds a maceracdo do micélio em cadinho de porcetafaENA genémico foi
extraido segundo protocolo de Mello-de-Sousa, 206d@e foram homogeneizados 200
mg de micélio macerado em 1 mL de solu¢cdo NDB a (28D mM sucrose, 60 mM
KCI, 15 mM NacCl, 0.05 mM Cagl3 mM MgCh, 0.5 mM DTT, 15 mM Tris—HCI pH
7.5). Em seguida foram adicionados 800 pL de felmbférmio (1:1), agitados por
inversdo e submetidos a centrifugacdo por 5 minatds2.000xg e a fase aquosa
coletado. Tal processo foi realizados duas veze®sAao segundo tratamento com
fenol-cloroférmio, a fase aquosa foi submetido atatmento com 800 pL de
cloroférmio, agitados por inversao e submetidosrardfugacdo por 5 minutos a 12.000
Xg. A fase aquosa foi coletada e tratada com 10 pgimmRNAse A a 37°C por 15
minutos. Apés o tratamento com RNAse A, foram aiados 25 pL de Acetato de
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Sédio 3M pH 5,2 e 550 pL de Etanol 70%, agitado ipwersdao e submetido a
centrifugacdo por 15 minutos a 16.0a§) Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e ao precipitado adicionou-se 1 mlaleokt 95%, o qual foi submetido a
centrifugacdo por 15 minutos a 16.0@0. O sobrenadante foi descartado. Para

ressuspender a amostra utilizou-se 100 pL de Trid HH 7,5.

2. PCR

A amplificacdo dos genes ocorreu utilizando-se aeP deprimers ITS1F e
ITS4 capazes de amplificar as regides interespagadios genes do RNAr. Essas
regides nao sofrem pressao evolutiva e sao bemeddiadas em individuos de espécies
diferentes (tabela 1). As reacgOes tiveram: 1 x @ng@e Taq polimerase; 1,5 mM
MgCl,; 0,2 mM dNTP; 25 pmol de cada primer; 3 U de Tagjinkerase; e
aproximadamente 5 ng de DNA formando 25 de solucdo (WHITE, 1990). As
condi¢des de PCR foram: 10 min de desnaturacailinseguidos de 40 ciclos de 240
segundos: Desnaturacao 94°C, 60 seg.; Anelamef®@ 6B seg.; Extensdo 72°C, 120

seg.; finalizado por 10 min. de extensao. (SMI&lgt1999)

Mome Direglo  Sequencia 5° == 3° Tamanho do produte Referdncia

GARDHES &t al,,
ITS1F Adiante CTTGGTCATTTIAGAGLHAAGTAA “bdl Bp 1993

WHITE &t al,
IT54 Reverso  TCCTOOGCTTATTGATATGE 1390

SMIT et al,

T-Elhl!'-lﬂ 1. SEqUENCIE GG prmers, direizio & Seus respecinos produtes apniaimados em panes de
g,

3. Purificagao
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Os produtos de PCR foram purificados com o Kit €yelre Kit D6493-02 da

Omega para preparo da reagao de sequénciamento.

4. Sequenciamento Sanger 3130

O sequenciamento foi realizado no Centro de Gergdnd& Universidade

Catdlica de Brasilia, utilizando o método de Saf§ANGER et al., 1977).

5. Analise das sequéncias

As sequéncias foram analisadas através da condpadas obtidas com as do
banco de dados GenBank utilizando-se o software BLAALTSCHUL et al., 1990)
Com o software BIOEDIT (HALL, 1999) as sequéncias ducleotideos foram
examinadas. O software MEGA (Kumar et al., 2001$spunlitou a construcdo de

arvores filogenéticas para analise das relacoes estfungos obtidos.

OBS.: Sequéncia obtida

ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCE
GAAAAATAAAAGGTTGCAAAAACTTGCGCCGGCGGGCGCCGGCCGGGLCCT
GCAGAGCGGAAGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGLCG
CCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGAGCCGGGGGACGAGGACCCAACAC
ACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCLCCCCCGG
AATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGA
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CCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCAAAGAATCACACTCA
GACTGCAAGCTTTCAGAACAGGGTTCATGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGG
GCCCGGGGGCGAGACGCCCCCCGGLCGGLCCAGCAGGGLTGGLGGGLLLCLGLL
GAAGCAACAAGGTACAATAGTCACGGGTGGGAGGTTGGGCCACGAGGACC

CGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGT
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ANEXO B
Pré-tratamento e andlise quimica composicional ddsmgacos de cana-de-agucar

1. Bagaco pré-tratado por explosdo a vapor em escaladustrial utilizando

reator de 5000 litros — Usina Vale do Rosario

O bagaco de cana na sua forma “in natura”, com &%midade utilizado para

o pré-tratamento foi analisado quanto a sua com@osfRocha, Silvaet al, 1997;

Gouveia, Nascimentet al, 2009).

Composicao quimica do bagagn haturd’ empregado:

Componenets % em massa
Celulose 438+1,1
Polioses 25,8+0,8
Lignina total 22,1+0,8
Cinzas 1,4+0,2
Extrativos (ciclo hexano/etanol 2:1) 6,1+0,3
Total 99,2+0,8

O bagaco ith naturd, contendo aproximadamente 50% de umidade foi
carregado em reator de 5000 litros fabricado pelldéna Equipamentos Industriais
Ltda,, somando aproximadamente 1000 kg de bagagdour® reator foi fechado

pneumaticamente e pressurizado com vapor flueéteatatgir uma pressao de 15,7
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kg/cm2. Manteve-se pressurizado durante 7 minupmes$ao final 15,3 kg/cm?2

(equivalente a 20@). Apos este tempo o reator foi despressurizabiitasnente, tendo

a abertura total da valvula em aproximadamentee@Qrelos. O material pré-tratado foi
recolhido em um ciclone. Este material, 2500 kgg&c0es) foi transportado para a
EEL/USP onde foi exaustivamente lavado até a remdofal dos componentes
solubilizados na reacdo de auto hidrolise, secardivre e devidamente armazenado
para futuras reacbes. Uma pequena quantidade mesézial (3 amostras diferentes)

foram caracterizadas quanto a sua composicao cuimic

Rendimento médio das reacdes de pré-tratamentie 168%.

Composigdo quimica média de 3 reacgdes:

Componentes % em massa Rendimento = 68%
Celulose 53,7+0,6 36,5 +0,6
Poliose 89+0,1 6,0+0,1
Lignina 32,3+£0,3 22,0+£0,1
Cinzas 55+0,2 22,0+0,3
Extrativos (ciclo hexano/etanol 2:1) ND 3,7+0,2
Total 100,3+0,4 ND

2. Bagaco pré-tratado com solucéo de acido sulfuricareescala piloto

O bagaco“in natura” empregado nestes experimentos apresentou a seguint

composicao:

Composigdo quimica do bagagn haturd’ empregado nestes experimentos:
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Componentes % em massa

Celulose 43,4 +0,8
Polioses 23,7+0,6
Lignina total 22,3+0,2
Cinzas 31+0,1
Extrativos (ciclo hexano/etanol 2:1) 45+0,3
Total 100,6 + 0,5

O pré-tratamento do bagaco na sua forma natura) (Bl aproximadamente
50% de umidade foi efetuado em escala piloto enreator de ferro revestido de ago
inoxidavel com capacidade de 350L, com uma soldedécido sulfurico contendo 100
mg por grama de bagaco seco (1% m/v) e relacddoddduido de 1:10, a uma
temperatura de 120°C por 10 minutos. ApoOs estegeriprocedeu-se a separacédo do
bagaco pré-tratado com solu¢cdo de acido sulfuride) (da fracdo solida por

centrifugacao.

Esse material foi lavado em uma centrifuga semuistréal com capacidade de
100 litros a 1100 rpm até a completa remocéao dosaaes presentes. O rendimento do

experimento piloto foi de 65%, sendo solubiliza8%% de seus componentes.

Observacéao: os calculos da segunda coluna sas teifmartir do rendimento do pré-
tratamento. Desta forma podemos comparar com cbdganaturd’. Exemplo: 89,0 x
0,65 = 38,0 Composicao quimica do bagaco pré-watacth solugdo de acido sulfarico

(H)

Componentes % em massa Rendimento = 68%
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Celulose 58,4+1/4 38,0+1,2

Poliose 6,5+0,3 4,2+0,3
Lignina total 32,0£0,2 20,8+0,4
Cinzas 29+0,3 1,9+0,1
Total 99,3+0,6 64,9 +0,8
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