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RESUMO

A biodegradacéo da biomassa lignoceluldsica, particularmente da hemicelulose,
depende de um grupo de enzimas denominado de complexo hemicelulolitico, produzidas
principalmente por fungos e bactérias. Dentre estas hemicelulases, as endo-xilanases tém
sido amplamente utilizadas com objetivo de se valorizar a hemicelulose na aplicacdo em
bioprocessos. Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi produzir, purificar,
caracterizar e avaliar o potencial biotecnoldgico da endo-xilanase de Humicola brevis var.
thermoidea na sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica. Com este intuito, a partir do
coquetel enzimatico obtido através de fermentacdo em estado solido, a endo-xilanase
nativa (XylHb) foi purificada. A caracterizacdo biofisica das estruturas secundéarias por
dicroismo circular indicaram a predominancia de folhas 3, uma caracteristica tipica de
endo-xilanases da familia GH11 e a analise da fluorescéncia intrinseca dos Trp indicaram
que a proteina tem o seu enovelamento terciario com os residuos de Trp imersos em um
ambiente hidrofébico. Os resultados das caracterizagfes bioquimicas e cinéticas da
XylHb indicaram que a enzima apresentou uma maior tolerancia em uma ampla faixa de
pH, temperatura, NaCl e etanol, tendo um melhor desempenho em hidrolisar a xilana
birchwood em temperaturas de 50 e 60 °C quando compara a xilanase comercial
(Cellic®HTec2). Os ensaios de hidrolise do bagaco de cana-de-aglicar pré-tratado
hidrotérmicamente demonstraram que a suplementacdo de Cellic®CTec2 com XylHb
apresentaram interacdes sinérgicas e elevaram significativamente a liberagdo de glicose
e acucares redutores totais quando comparados ao padrdo comercial Cellic®Ctec2
individual. Assim, a XylHb purificada do extrato enzimético de H. brevis var. thermoidea
por apresentar propriedades fisico-quimicas potenciais, performances e sinergismo com
celulase comercial, que sdo caracteristicas importantes para a aplicagdo em ambiente
industrial, podera contribuir como uma alternativa biotecnolégica promissora para
aplicacéo e valorizagdo da hemicelulose na produgéo de bioprodutos.

PALAVRAS CHAVE: Endo-xilanase, Cellic®HTec2, Sinergia, Sacarificacao.

Aline Pereira de Almeida Mestrado
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ABSTRACT

The biodegradation of lignocellulosic biomass, particularly hemicellulose,
depends on a group of enzymes called the hemicellulolytic complex, produced mainly by
fungi and bacteria. Among these hemicellulases, endo-xylanases have been widely used
to enhance hemicellulose in application in bioprocesses. In this context, this work aimed
to produce, purify, characterize and evaluate the biotechnological potential of Humicola
brevis var. thermoidea in saccharification of lignocellulosic biomass. For this purpose,
from the enzymatic cocktail obtained by solid-state fermentation, the native endo-
xylanase (XylHb) was purified. The biophysical characterization of the secondary
structures by circular dichroism indicated the predominance of [ sheet, a typical
characteristic of endo-xylanases of the GH11 family, and the intrinsic fluorescence of Trp
analysis indicated that the protein has its tertiary folding with the Trp residues immersed
in a hydrophobic environment. The results of the biochemical and Kkinetic
characterizations of XylHb indicated that the study enzyme had a higher tolerance over a
wide range of pH, temperature, NaCl, and ethanol, having a better performance in
hydrolyzing birchwood xylan at temperatures of 50 and 60 °C when comparing
commercial xylanase (Cellic®HTec2). The hydrolysis assays of the hydrothermally
pretreated sugarcane bagasse demonstrated that the supplementation of Cellic®CTec2
with XylHb showed synergistic interactions and significantly increased the release of
glucose and total reducing sugars when compared to the individual Cellic®Ctec2
commercial standard. Thus, a purified XylHb from the enzymatic extract of H. brevis var.
thermoidea, due to its physical-active properties, performance and synergism with
commercial cellulase, which are important characteristics for application in an industrial
environment, can contribute as a promising biotechnological alternative, application and
valorization of hemicellulose in the production of bioproducts.

KEYWORDS: Endo-xylanase, Cellic®HTec2, Synergy, Saccharification.

Aline Pereira de Almeida Mestrado
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1 INTRODUCAO

Com o objetivo de proporcionar melhorias em seu meio, o ser humano esta sempre
em busca de transformacGes. A mais promissora se fez através da producdo energética,
pois a maneira pela qual esta é produzida, armazenada e transmitida sdo fatores
determinantes para o desenvolvimento de uma nagio (GONZALEZ; AMADO; SAUER,
2019). Entretanto, a forma como o homem utiliza a disponibilidade de recursos
energéticos vem gerando diversas preocupacdes nas Ultimas décadas, quando projetada
em longo prazo no que diz respeito a oferta e a demanda (FGV, 2019; COSTA;
BLANCHET, 2019).

Tais preocupagdes serviram de incentivo para que o termo ‘“sustentabilidade”
fosse implementado pela primeira vez, em julho de 1972, na Conferéncia das Nacgdes
Unidas sobre o Meio Ambiente, na cidade de Estocolmo — Suécia (COSTA;
BLANCHET, 2019), abrangendo a discussdo de assuntos relacionados as solugdes para
0s impactos ocasionados pelo crescente desenvolvimento global buscando a preservagéo
da humanidade e o meio ambiente. Entretanto, tais medidas foram intensificadas na
reunido da Rio 92, com a criacdo da Agenda 21 (WITTMAYER et al., 2015; XAVIER;
JACOBI; TURRA, 2019). Sua relevancia ndo se deu apenas por estas singelas citacoes,
mas principalmente por ter servido de marco historico, pois a partir deste momento a
necessidade de desenvolvimento sustentavel foi vista e reconhecida em todo o mundo.

Buscando atender ao que foi proposto, o governo brasileiro reduziu o investimento
em fontes energéticas ndo renovaveis. Esta iniciativa foi reforcada pela crise do petréleo
na década de 70, que somada a incerteza politica dos principais paises exportadores dessa
mercadoria e a desvantagem de ser uma das maiores fontes de gases causadores do efeito
estufa, corroborou para que o pais buscasse realizar o investimento em fontes energéticas
renovaveis (FURTADO, 2019; MENDES et al., 2020).

O primeiro passo rumo a sustentabilidade se deu pela criacdo do Programa
Nacional do Alcool (Proélcool), em 14 de novembro de 1975 (Decreto n° 76.593)
(EAGLIN, 2018; NASTARI, 2019; SILVA; BOMTEMPO; ALVES, 2019). O principal
objetivo deste foi realizar a substituicdo da gasolina pelo alcool visando estimular a
producéo de etanol para atender o mercado energético global (COSTA, 2020). Para que
este objetivo fosse atingido, foram adquiridas algumas medidas: a) estimulo da
agricultura voltada para a produgdo do etanol; b) estimulo & ampliagdo, modernizacao e

producdo de biorrefinarias; ¢) estimulo a pesquisa cientifica brasileira e d) estimulo ao
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desenvolvimento de veiculos movidos a alcool (GIMENEZ, 2018; PESSOA; REZENDE;
ASSUNCADO, 2019).

Este cenério se demonstrou promissor até o ano de 2000 e foi novamente
impulsionado pela iniciativa governamental da implementacdo dos veiculos flex fuel em
2003, e do aumento dos percentuais deste biocombustivel (anidro) na gasolina (PESSOA;
REZENDE; ASSUNCAO, 2019; BRITO et al., 2019). Desde 1977 até os dias atuais, este
percentual variou de 4,5 até 27% (Figura 1) (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO,
GAS NATURAL E DE BIOCOMBUSTIVEIS, 2016).

O etanol combustivel pode ser produzido a partir de diversas fontes de biomassa
vegetal. Dentre estas, a cana-de-acUcar € a mais promissora quando associada a
rendimento energético (ANTERO; SILVA; VALE, 2019; ANTUNES et al., 2019).

Figura. 1: Evolucédo do diesel de petrdleo no Brasil.

Adiciode 15% Percentual de Primeiros Ob_ri%atorien_:lad_e da O percentual de
Origem do programa  de etanol etanol anidrona carros com adi¢do dO_B'Od'eSEI etanol anidro sobre
Prodlcool. anidro na gasolina chegaa tecnologia B2 no d!esel de para27,5%edeB6e
gasolina. 22%. flex. petréleo. B7 para o Biodiesel.

1975 1977 1978 1983 1985 1990 2003 2005 2008 2010 2014

Adicdo de 4,5% Primeiros Adic8o entre Inicio do 0O percentual

de etanol anidro carros 22 e 25% de programa de Biodiesel

na gasolina. movidos a etanol anidro nacional do sobe paraBS.
alcool. na gasolina. Biodiesel (PNBD).

Representacdo do progresso na utilizagdo de biocombustiveis a partir da origem do programa Proélcool. Os
automaveis que circulam no Brasil usam duas categorias de etanol: o hidratado e o anidro. O hidratado é
usado diretamente em motores desenvolvidos para este fim ou em motores com tecnologia flex. O etanol
anidro é misturado a gasolina, sem prejuizo para os motores a gasolina, em propor¢des varidveis, de acordo
comavigéncia legal. Fonte: Adaptado de Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e de Biocombustiveis,
(2016).

O Brasil produz duas variedades de etanol a E1G, a partir da sacarose extraida da
cana-de-agucar e a E2G, através da biomassa gerada pelo processamento da cana
(MOREIRA et al., 2019). Este segundo foi influenciado principalmente pela inciativa de
se duplicar a producdo do alcool utilizando uma menor area cultivavel, auxiliando na
sustentabilidade da producdo com a diminui¢do do descarte incorreto de matéria prima
ao final do processamento industrial (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2018; EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2019;
MOREIRA et al., 2019).
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Dados da safra referente a 2019/2020 demonstraram que foram produzidos 625,96
milhGes de toneladas de cana-de-agUcar e a area colhida foi estimada em 8,4 milhGes de
hectares (Figura 2) (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2019). De modo geral,
para cada tonelada que é processada nas usinas ocorre a producdo de 270 kg de bagago,
constituido de 50% de umidade e 50% de fibras (TOLMASQUIM, 2016). Ainda de
acordo com este autor, deste excedente, cerca de 70% é reutilizado para atender as
demandas energeéticas da unidade e os outros 30% podem ser comercializados ou

utilizados para exportacdo de bioeletricidade.

Figura 2: Area colhida e de plantio de cana do setor sucroalcooleiro.
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A érea total colhida pelo setor sucroenergético, na safra 2019/20, foi de 8,4 milhGes de hectares. Desde a
safra 2013/14, a area de cana colhida tem oscilado em torno de 8,8 milh8es de hectares. Fonte: Empresa de
Pesquisa Energética, (2019).

Outra grande vantagem relacionada a diminuicéo de areas cultivaveis da cana se
faz por meio da reducdo da competicdo agricola para a producdo alimenticia. Dados
referentes a safra de 2018/19 demonstraram que foram produzidos 242,1 milhdes de
toneladas, sendo que a soja, 0 milho e o arroz foram as principais culturas produzidas no
pais (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019). Dentre estes, 0 milho
tem se demonstrado promissor para a producdo de biocombustiveis apresentando um
elevado crescimento na producdo de bioetanol nos ultimos anos (CHEN et al., 2018;
ZHAO et al., 2019). Em 2019, a producéo brasileira atingiu 36 bilhdes de litros, cerca de,
11% superior a 2018 (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2019). Frente a estas
informagdes diversos investimentos foram feitos nesta matéria prima, reafirmando seu
potencial dentro do setor de biocombustiveis e para a matriz energética brasileira
(MOHANTY; SWAIN, 2019).
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Entretanto, nos Gltimos anos a crescente expansédo da agricultura levou ao acimulo
de uma grande quantidade de residuos lignocelulésicos em todo o mundo (SINDHU;
BINOD; PANDEY, 2016; BHARAGAVA, 2019). Estes residuos sdo o excedente da
mistura de agdes envolvendo a producgdo de safras e processos de colheita, e podem
envolver bagacos, sementes, palhas, caules, cascas, fiapos, farelos, polpas e fibras
(SARSAIYA et al., 2019).

Objetivando promover um destino mais nobre aos residuos lignocelulésicos
gerados, diversas aplicacOes tém sido investigadas para a producdo de uma grande
variedade de produtos de alto valor (monossacarideos, oligossacarideos, biocombustiveis,
compostos bioativos, nanocelulose e subprodutos da lignina) (Figura 3) (BHOWMICK;
SARMAH; SEN, 2018).

Figura 3: Valorizacéo de residuos lignoceluldsicos em produtos de alto valor.
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A valorizacdo dos residuos de biomassa é baseada na utilizacdo de constituintes quimicos, como
carboidratos e fra¢gdes ndo carboidratos da biomassa, para produzir produtos comercialmente viaveis como
0s monossacarideos, oligossacarideos, biocombustiveis, moléculas bioativas, nanocelulose e subprodutos
da lignina. Fonte: Adaptado de Cho et al., (2020).

Para a obtencdo destes bioprodutos é necessario que ocorra a hidrdlise dos
principais polimeros presentes nos residuos lignoceluldsicos, sendo estes: a celulose,
hemicelulose e a lignina (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2020).

Neste sentido, o método inicial para acesso a estas fibras € através de pré-
tratamentos que podem ser quimicos, fisicos, termoquimicos e/ou biologicos (VIDAL,;
HORA, 2011). O objetivo do pré-tratamento é a recuperacdo maxima destes biopolimeros
que deverdo ser utilizados nas etapas subsequentes de sacarificacdo e fermentagédo
(ENSHASY et al., 2016; MICHELIN et al., 2017). A sacarificacdo ou hidrolise

enzimatica tem como objetivo desconstruir eficientemente os biopolimeros em
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mondmeros de acucares fermentesciveis (principalmente glicose e xilose) por
microrganismos. Estas etapas sdo consideradas muito caras e os “gargalos” no processo
de producéo, de bioprodutos.

Durante anos, o direcionamento da maioria das pesquisas no desenvolvimento de
tecnologias de etanol E2G estava focado majoritariamente no reaproveitamento da
celulose. Entretanto, atualmente viu-se a importancia econémica da bioconversao do
conteddo de hemicelulose em bioprodutos de alto valor agregado (xilitol, xilo-oligbmeros
e biocombustiveis) (AJAO et al., 2018).

A desconstrucdo dos residuos lignoceluldsicos, em especial da hemicelulose, é
realizada por enzimas denominadas hemicelulases (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN,
2018; MALGAS et al., 2019; FU et al., 2019). O complexo xilanolitico presente dentro
do grupo das hemicelulases é composto por xilanases que podem ser do tipo endo-p-
(1—4)-xilanases e B-xilosidases, e as enzimas acessorias: a-L-arabinofuranosidases,
feruloil esterases, esterases de acido p-coumarico, a-D-glicurénidases e acetil xilano
esterases. Dentre estas, as xilanases se destacam por realizarem a hidrdlise do principal
componente da hemicelulose, a xilana (POLIZELI et al., 2005; WALIA et al., 2017;
SINGH et al., 2019).

A xilana é um polimero constituido de repeticdes de xilose (agUcares de cinco
carbonos - 5C) e é considerado o segundo polissacarideo mais abundante encontrado na
natureza representando, cerca de 35% da massa seca da madeira e de residuos agricolas
(NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018). Os principais produtos de hidrélise da xilana
incluem a xilose, xilobiose e os xilo-oligossacarideos (XOS) (NAIDU; HLANGOTHI,
JOHN, 2018; MALGAS et al., 2019; FU et al., 2019).

Uma aplicagdo muito discutida, porém pouco explorada, ¢ a utilizagdo dos XOS.
A importéncia comercial dos xilo-oligdmeros se baseia nas propriedades nutracéuticas
benéficas para a micro-flora intestinal humana e animal, podendo ser incorporados aos
produtos alimentares. Porém, a producdo de XOS € apenas uma das diversas aplicacfes
que podem ser feitas através da utilizacdo de xilanases (HONG et al., 2019).

Outras aplicacGes envolvem a clarificacdo de sucos, melhora na consiténcia de
cervejas, na digestibilidade de racdes animais e producdo de acUcares fermentesciveis
para conversdo em bioprodutos, nos quais a utilizacdo destas enzimas auxiliaria na
reducdo do impacto ambiental ocasionado pelo descarte incorreto dos residuos
lignocelulosicos (JUTURU; WU, 2012; TORRE; KADOWAKI, 2017).

Os microrganismos produtores de xilanases variam desde protozoarios e fungos,

a bactérias e leveduras, sendo os mais importantes para producdo em escala industrial os
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fungos filamentosos por secretarem grandes quantidades destes biocatalisadores para o
meio extracelular (POLIZELI et al., 2005; CHADHA et al., 2019; SINGH et al., 2019;
KANGO; JANA; CHOUKADE, 2019).

Neste contexto, algumas caracteristicas enzimaticas que sdo consideradas
importantes para o estudo e aplicacdo biotecnoldgica envolvem: a alta eficiéncia,
quimiotolerancia (pH, sais, solventes e outros), termofilia e termotolerancia, e outras
condicdes adversas que sdo encontradas em processos industriais. Dentre estas, a
termofilia e termotolerancia se destacam devido ao fato de alguns processamentos serem
realizados em altas temperaturas e pHs extremos, como ex. o biobranqueamento da polpa
celulosica (JUTURU; WU, 2012; WALIA et al., 2017). Além disso, 0 microrganismo
produtor deve ser de facil cultivo (fontes nutricionais estaveis e de baixo custo) e
escalonavel.

Trabalhos anteriores relataram que fungos termofilicos do género Humicola se
mostraram promissores na producdo de hidrolases glicosidicas consideradas atipicas e
eficientes (MASUI et al., 2012; SOUZA et al., 2013; SHI et al., 2015; FARIA et al.,
2020). Dentre estes, Humicola brevis var. thermoidea, quando cultivado em farelo de
trigo e agua 1:2 (m/v), foi capaz de expressar altas quantidades de B-glucosidases (20,7 +
1,5 U g ') e xilanases (5.327,4 + 370,7 U g!) tolerantes a altas temperaturas e pHs
alcalinos que sdo altamente eficientes para hidrolisar substratos ricos em celuloses e
hemiceluloses, respectivamente (MASUI et al., 2012).

Desta forma, o foco deste trabalho foi realizar a producdo, purificacdo,
caracterizacdo e avaliacdo do potencial biotecnoldgico da endo-xilanase produzida pelo

fungo termofilo H. brevis var. thermoidea.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Biomassa lignocelulésica

Os materiais lignoceluldsicos sdo a fonte de biopolimeros mais abundante
encontrado na natureza, representando aproximadamente de 60 a 65% da biomassa
vegetal (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2020). Estes materiais podem ser
categorizados como toda a biomassa acima do solo (galhos, folhagens, caules e frutos),
abaixo do solo (raizes) e proveniente de madeiras mortas (ARIFFIN; SAPUAN;
HASSAN, 2019). Além de serem subdivididos em outros seis grupos, sendo estes:
residuos de colheitas (bagaco de cana e palha de milho), madeira de lei (alamo e alpino),
madeira de conifera (pinheiros), residuos celuldsicos (papel), biomassa de herbaceas
(feno de alfafa) e residuos so6lidos municipais (papeldo, caixas de cereais e jornal
(RODRIGUES et al.,, 2017). Tornando-os uma alternativa rentavel para pequenos
produtores que queiram utilizar materiais renovaveis.

Dentre as principais fontes de residuos lignocelulésicos encontra-se o
agronegocio. De acordo com Rodrigues et al., (2017), a oferta de agroresiduos mundiais
corresponde, cerca de, 290 milhGes de toneladas produzidas de culturas de cereais, 300
milhGes da producédo de sementes e 54 milhdes de outros tipos de cultura que podem ser
somadas com aqueles ndo comestiveis, incluindo os caules e palhas, que sdo descartados
como residuos.

O Brasil destaca-se no agroneg6cio por conter uma grande area cultivavel de
grdos, cereais, frutas e principalmente cana-de-acucar. O Gltimo levantamento da safra de
inverno de 2020 pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) mostrou que
foram produzidas, cerca de, 2,93 milhdes de toneladas de algoddo; 11,2 milhGes de
toneladas de arroz; 3,18 milhdes de toneladas de feijdo; 102,1 milhdes de toneladas de
milho; e 120,9 milhdes de toneladas de soja, gerando, portanto, uma grande quantidade
de subprodutos, como os residuos lignocelulésicos.

Os residuos lignocelulosicos gerados sdo constituidos principalmente por
biopolimeros incluindo a celulose, hemicelulose e lignina (RODRIGUES et al., 2017;
YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2020). A quantidade destes biopolimeros € variavel
entre os materiais lignoceluldsicos (Tabela 1) e tem atraido consideravel atencdo pelo
potencial de bioconversdo em produtos de alto valor agregado, como agulcares, acidos
organicos, oligossacarideos e biocombustives (YADAV; KUMAR; SEHRAWAT, 2019;
OKOLIE et al., 2020).
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Tabela 1: Teor de celulose, hemicelulose e lignina em diferentes materiais lignocelulésicos.

Material lignocelul6sico Celulose (%) Hemicelulose (%0) Lignina (%)
Palha de trigo 29-35 26 -32 16-21

Gramineas 25-40 25-50 30
Bagaco de cana-de-agUcar 42 25 20
Palha de arroz 38 26 19
Espiga de milho 45 35 15
Palha de milho 38 26 19
Casca de banana 13 14 14

Fonte: Adaptado de Yadav, Kumar e Sehrawat, (2019).

Essas estruturas ligam-se umas as outras por ligagdes de hidrogénio de maneira
rigida e hierarquica, impedindo que haja a interacdo de moléculas de &dgua e a acdo de
microrganismos (Figura 4) (GUERRIERO et al., 2016).

Figura 4: Representagdo esquematica da estrutura da biomassa lignocelul6sica.
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O esquema mostra 0s principais componentes que formam a estrutura de residuos lignocelulésicos. A
matéria prima (biomassa) é formada pela unido de varias células vegetais. Cada célula contém uma perede
celular responsavel pelo transporte de nutrientes, comunicacao e barreira contra patégenos. A estrutura da
parede contém fibrilas de celulose que se cruzam formando o aspecto de malha. A celulose se liga a
hemicelulose por ligagBes de hidrogénio e ambos os polissacarideos realizam ligacdes covalentes com a
lignina. Fonte: Adaptado de Magalhées et al., (2019).
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A celulose é o polissacarideo mais abundante encontrado nos materiais
lignocelulosicos. Sua estrutura é formada por cadeias contendo de 10 a 20 mil unidades
de glicose (B-D-glicopiranose) unidos através ligagdes -(1—4)-glicosidicas (Figura 5)
(KLEMM et al., 2005; SOMERVILLE, 2006; CRANG; LYONS; WISE, 2018). A
auséncia de cadeias laterais permite que a glicose seja empacotada firmemente em
decorréncia de interacdes de VVan der Waals e ligacGes de hidrogénio, através dos grupos
hidroxila (-OH) presentes nas unidades de glicose (SOMERVILLE, 2006). A complexa
rede de interacGes a torna uma estrutura cristalina insolGvel e relativamente resistentes a
solugdes alcalinas e agentes oxidantes (MAHMUD et al., 2019). No entanto, ao longo da
estrutura da celulose ha regides desordenadas denominadas de amorfas (SOMERVILLE,
2006).

Figura 5: Estrutura da celulose demonstrando o padrao de ligacGes de hidrogénio inter e intracadeia.

Extremidade . .
nio redutora Glicose Extremidade redutora

Celobiose

No esquema acima as unidades de glicose estdo dispostas em um angulo de 180° entre si e cada dimero de
glicose formam as unidades repetitivas de celobiose. A juncdo de vérias unidades de celobiose formam a
celulose contendo as extremides redutora e ndo redutora. Cada unidade de glicose apresenta trés grupos
hidroxilas (OH), um primario no carbono 6 e dois secundarios nos carbonos 2 e 3, que exibem diferentes
polaridades e podem estar envolvidas em ligacdes intra e intermoleculares. Linhas tracejadas: ligacdes de
hidrogénio intercadeias; Linhas pontilhadas: ligacdo de hidrogénio intracadeia. Fonte: Adaptado de
Ciolacu, (2018).

Nas regides cristalinas as redes de interacGes inter e intramoleculares, bem como
as orientacGes moleculares, podem variar originando polimorfos de celulose. Sdo essas
regides que sdo extraidas, resultando na celulose nanocristalina (CNC) (GEORGE;
SABAPATHI, 2015). Em plantas superiores, a celulose desempenha um papel essencial
como elemento de reforgo na parede celular, geralmente em conjunto com a hemicelulose
e a lignina podendo ser considerada um bio-nanocompdsito, que resulta de uma interagédo
unica entre essas estruturas (SOMERVILLE, 2006).
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Apos a celulose, a hemicelulose é considerada o segundo polissacarideo mais
abundante encontrado na natureza. O termo hemicelulose compreende um grupo
heterogéneo de polimeros que contém diferentes unidades de agucares unidos através de
ligagdes PB-(1—4) glicosidicas, incluindo as pentoses (xilose e arabinose), hexoses
(manose, glicose, galactose e ramnose) e acucares acetilados, podendo apresentar
adicionalmente ramificacGes de acidos urénicos (SCHELLER; ULVSKOV, 2010; ZHU;
XIN; GU, 2019).

Devido a heterogeneidade estrutural deste polissacarideo, este foi subdividido
em 4 grupos de acordo com a prevaléncia do aglcar em sua cadeia principal, sendo estes:
as xiloglucanas, xilanas (xilana simples, arabinoxilana, glucuranoxilana e
glucuranoarabinoxilana), mananas (manana simples, glucomananas, galactomananas e
glucoglactomananas) e -(1—3,1—4)-glucanas (Figura 6) (PAULY et al., 2013).

As xilanas se destacam por serem as mais abundantes dentro da hemicelulose.
Consistem principalmente de uma estrutura formada por unidades de Xxilose unidas
através de ligacdes B-(1—4) glicosidicas e ramificagdes cujas proporgdes variam de
acordo com a origem do tecido da planta, podendo ser amplamente classificadas como
homoxilanas, arabinoxilanas, glucuranoxilanas ou glucuranoarabinoxilanas (NAIDU;
HLANGOTHI; JOHN, 2018).

As homoxilanas sdo fomadas por uma cadeia simples de unidades de xilose e
podem ser encontradas por ex. em madeiras de carvalho e faia. Por outro lado, as
arabinoxilanas sdo os principais constituintes da parede de células vegetais,
especialmente em grdos cereais, consistindo em uma cadeia princial de residuos de xilose
com ramificacdes de arabinose que séo ligados ao oxigénio 2 ou 3 da xilose (KISZONAS;
FUERST; MORRIS, 2013). Ademais, os residuos de arabinose podem ter ligacGes
adicionais ao &cido ferulico podendo formar reticulacdes covalentes com a lignina ou
grupos de acido feralico presentes em outras cadeias de arabinoxilana (SCHELLER;
ULVSKOV, 2010; PAULY et al., 2013). Ja as glucuranoxilanas sdo encontradas
principalmente em madeiras, ervas, plantas lenhosas e consistem normalmente de uma
estrutura de xilose com residuos de &cido 4-O-metil-a-D-glicurdnico ligados ao oxigénio
2 da xilose.

Por fim, as glucuranoarabinoxilanas sdo encontradas normalmente na
lignocelulose de gramineas como ex. bagaco de cana de agucar e contem cadeias laterais
de arabinofuranosil, &cidos 4-O-metil-a-D-glucurdnico e acetil ligadas a cadeia principal
de xilose, refletindo a composigéo atual da biomassa que é direcionada para a produgéo
de bioprodutos (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018; ZHU; XIN; GU, 2019).
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Figura 6: llustracdo esquematica dos tipos de hemiceluloses presentes na parede celular de plantas.
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Acido-D-Glicurénico Xiloglucana [B-D-Glcp-(1— 4)],. Representacéo das cadeias laterais substituidas em Arabidopsis.
GleAp As setas indicam o sitio de clivagem da B-Glucanase.
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Glucuranoxilana, estrutura tipica de dicotiledéneas.

Galactomanano, estrutura tipica de sementes de Fabaceae.

Galactoglucomanano, estrutura tipica da de madeira de coniferas.

As letras sob a molécula de xiloglucano (XYFG) ilustram os simbolos usados para as cadeias laterais mais
comuns. O padrdo de ramificacdo dos xiloglucanos é de significancia tanto funcional quanto taxonémica,
pois, xiloglucanos menos ramificados sdo menos sollveis e isso pode se correlacionar com aspectos
funcionais. Os glucanos ligados a B- (1—4) com ligagdes - (1—3) Unicas intercaladas sdo bem conhecidos
em gramineas (Poales). “Fer” representa a esterificagdio com acido fertlico (4cido 3-metoxi-4-
hidroxicindmico), que é caracteristico de xilanos em monocotileddneas comelinideos. As
glucuranoarabinoxilanas feruiladas sdo encontrados em todas as monocotileddneas comelinideos com
excecdo de Arecales (palmeira). Polissacarideos B-(1—4) contendo manose sdo amplamente distribuidos e
a hemicelulose principal em Carofitas (algas verdes). A cadeia principal pode consistir inteiramente de
manose, COMo nos mananos e galactomananos, ou com manose e glicose em um padrdo ndo repetido como
nos glucomananos e galactoglucomananos. Mananas e glucomananas sdo frequentemente acetiladas. Fonte:
Adaptado de Scheller e Ulvskov, (2010).

Embora as proporgoes relativas dos polissacarideos presentes nas paredes de

celulares vegetais (que sdo direcionadas como matérias-primas para producgéo
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bioprodutos) sejam geralmente conhecidas, a falta de conhecimento sobre como 0s
acucares individuais que estdo quimicamente ligados dentro da parede representam uma
limitacdo importante para projetos de coquetéis enzimaticos para hidrélise eficiente da
biomassa.

Por fim, a lignina é considerada um dos componentes mais complexos presentes
na biomassa lignocelulodsica. Durante o desenvolvimento celular é incorporada como o
ultimo componente a parede, interpenetrando as fibrilas de celulose para promover o
fortalecimento celular (CRANG; LYONS; WISE, 2018). Do ponto de vista morfoldgico
é considerada um heteropolimero amorfo de trés precursores do alcool cinamilico (alcool
sinapilico, coniferilico e p-cumarilico) ligados uns aos outros por ligacGes alquil-alquil,
alquil-aril e aril-aril (Figura 7) (RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019). Esses
precursores consistem em um anel aromatico de até dois grupos metoxi e uma cadeia
lateral de trés carbonos, que formam uma rede tridimensional dentro da parede celular
(LU; RALPH, 2010).

Dentre os tipos de lignina originados atraves destas interacdes, pode-se citar a
guaiacil, guaiacil sirigil e a p-hidroxifenil lignina. A guaiacil é composta principalmente
por unidades de alcool coniferilico, enquanto que a guaiacil siringil contém unidades de
alcool coniferilico e sinapilico. Por outro lado, a p-hidroxifenil € composta por
mondmeros de alcool p-cumarilico (SHARMA; KUMAR, 2020). Em geral, a guaiacil é
encontrada em angiospermas, enquanto a guaiacil siringil e p-hidréxifenil estdo presentes
em gimnospermas e gramineas, respectivamente (HATAKEYAMA; HATAKEYAMA,
2010; LU; RALPH, 2010; RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019).

Figura 7: Alcoois precursores das unidades fenilpropandides.

A) B) ©
OH OH OH
= = =
OCH3z  H,CO OCHj
OH OH OH

(A) Alcool p-cumarilico; (B) Alcool coniferilico; (C) Alcool sinapilico. Fonte: Adaptado de Yousuf,
Pirozzi e Sannino, (2020).

Essas estruturas favorecem para que a lignina adquira propriedades recalcitrantes
tornando-a o componente mais dificil de ser extraido da lignocelulose. Desta forma,
fazendo-se necessario a utilizacdo de pré-tratamentos para separad-la totalmente da
biomassa (KUMAR; SHARMA, 2017).
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2.2  Obtencéao e aplicacdes da hemicelulose e seus derivados

As aplicagdes potenciais das hemiceluloses tém atraido um volume crescente de
pesquisas devido as suas propriedades fisico-quimicas e biodegradabilidade (SAHA,
2003; AJAO et al., 2018; NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018). No entanto, este
polissacarideo precisa ser primeiramente obtido, através de métodos que visam a sua
despolimerizacdo da biomassa lignocelulésica e posterior fracionamento com indices de
rendimento otimizados (ARORA et al., 2020).

A hemicelulose pode ser obtida através de pré-tratamentos que podem ser
quimicos, fisicos, termoquimicos ou bioldgicos, ou uma associacdo entre algumas destas
técnicas (RAJENDRAN et al., 2017). O tratamento quimico com acido diluido 2-5%
(v/v) em temperaturas acima de 160 °C é uma forma eficaz para a extracdo e converséo
da hemicelulose em aglcares monomeéricos e produtos de degradacdo como o furfural ou
5-hidroximetilfurfural (CANILHA et al., 2011; MICHELIN et al., 2017; SANTOS et al.,
2018).

Por outro lado, a extragdo quimica alcalina é considerada uma das mais eficazes
para o rendimento de hemiceluloses de alto peso molecular (NASCIMENTO et al., 2016;
RAJAGOPALAN; SHANMUGAVELU; YANG, 2017). O tratamento alcalino dissolve
em condi¢cdes moderadas as por¢coes de hemicelulose e lignina presentes nos materiais
lignocelul6sicos, diminuindo a cristalinidade da celulose resultando em duas frag6es, uma
liquida (xilo-oligbmeros e lignina) e outra sdlida (celulose) (KIM; LEE; KIM, 2016).
Ademais, este pré-tratamento promove a quebra das ligacdes éster que reticulam a lignina
e axilana, proporcionando a deslignificacdo e o aumento da porosidade da biomassa (XU;
SUN, 2016). No entanto, os maiores impedimentos das extra¢des alcalinas envolvem a
corrosao da superficie de reatores, incrustracdo por silica e o tratamento da agua efluente.
Desta forma, fazendo-se necessaria a utilizacdo de pré-tratamentos que sejam mais
amigaveis ao meio ambiente.

Dentre as metodologias consideradas ecologicamente corretas, estdo o pré-
tratamento bioldgico e o hidrotermico. O pre-tratamento biologico faz o uso de
microrganismos capazes de produzir enzimas que degradam os componentes presentes
na lignocelulose para a producdo de derivados (SINDHU; BINOD; PANDEY, 2016;
SHARMA et al., 2017). No entanto, os tempos de tratamento variam entre 10-14 dias, 0

que torna o processo desvantajoso para fins industriais.
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O tratamento hidrotérmico é um processo que utiliza apenas &gua como meio de
reacao sob alta pressdo e temperatura (XIAO; SONG; SUN, 2017; POLETTO et al.,
2020). Dentre os tratamentos hidrotérmicos a explosdo a vapor é amplamente utilizada
para a separagdo dos constuintes presentes na lignocelulose. Durante este tratamento, a
agua pressurizada em temperaturas acima de 120 °C é submetida a ionizacao formando
ions hidronio que induzem a despolimerizacdo parcial da hemicelulose. A clivagem de
grupos acetil presentes na estrutura dos acucares C5 e C6 da hemicelulose,
consequentemente, levam a formacé&o adicional de ions hidronio (GALLINA et al., 2018).
Posteriormente, a explosao causada pela réapida liberagcdo da pressdo rompe as ligacdes
entre os constituintes da lignocelulose, formando ao final fragdes distintas de celulose,
hemicelulose e lignina (JEONG; LEE, 2015).

Dentre os materiais lignoceluldsicos, o bagago de cana-de-aclcar (Saccharum
spp.) € amplamante utilizado como fonte de biopolimeros para producdo de aglcares e
oligossacarideos (SINGH et al., 2007; BATALHA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2018;
SCARCELLA et al., 2021). O bagaco recuperado nos canaviais € composto de
aproximadamente 50% de celulose, 30% de hemicelulose e 20% de lignina, podendo ser
variavel (BEZERRA; RAGAUSKAS, 2016). Apbés o processo de pré-tratamento
hidrotérmico, Robl et al., (2016) relatam que o0 bagaco pré-tratado resultou em uma fracédo
liquida rica em hemiceluloses e uma fracdo sélida contendo as seguintes composi¢oes:
56,03 £ 0,26% de celulose, 4,59 + 0,40% de hemicelulose, 36,36 = 0,34% de lignina e
4,24 + 0,14% de cinzas.

As pentoses e hexoses presentes na fracdo liquida podem ser usadas diretamente
para o cultivo de leveduras, producdo de enzimas e filmes polimérios, ou convertidos
através de métodos quimicos ou bioguimicos (fermentacdo) em produtos como o0s
biocombustiveis, aclcares alcoois, acidos organicos, furanos ou oleofinas (Figura 8)
(AJAO et al., 2018; QASEEM; SHAHEEN; WU, 2021). Por outro lado, a fragdo solida,
contendo a celulose e por¢des de hemicelulose e lignina residuais, pode ser encaminhada
para processos de sacarificacdo com coquetéis enzimaticos para aumentar o rendimento
de acucares fermentesciveis (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018).
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Figura 8: Produtos potenciais a partir do pré-hidrolisado de hemiceluloses.

Uso direto
Produg¢do enzimdtica (Cs, Cg)
Filmes poliméricos (Cs, Cs)
Fermentagdo (Cs, C;)

Biocombustiveis
Etanol (Cs, Cs) e Butanol (Cs, Cg)

Pentoses Acidos Orgénicos
Xilose Acido succinico (Cs, Ce)

Arabinose Fumdrico (Cs, Ce)
Acido malico (Cs, Cs)
Acido 2,5 furanodicarboxilico { Cg)
Acido 3 hidroxipropidnico (Cs, Ce)

\ Hexoses Acido aspértico
Glicose :Q(EIdO gluc.an!:o (Ce)
M Acido glutdmico (Cg)
anose e iy
Galactose ) Acido itacénico (Cg)
Acido levulinico (Cs, Cg)
Acido latico (Cs, Cg)
Acido citrico (Cg)

Hemiceluloses

Acucares dlcoois
Xilitol/Arabitol ( Cg)
Sorbitol { Cg)
Manitol ( Cs)
Gliceral (Cs, Cg)

1,3 Propandiol (Cs,Cg)
Butanodiol (Cg)
Propileno Glicol (Cs, Cg)
Alcoois graxos (Cs, Cs)

Furanos
Furfural (Cs)
HMF (C¢)

Oleofinas

1,3 Butadieno (Cg)

Isopreno (Cg)

Isobuteno (Cg)
Na ilustracdo estdo representadas as possiveis rotas de aproveitamento das pentoses e hexoses obtidas a
partir da hemicelulose pré-tratada. As aplicacdes diretas envolvem a fermentagdo, produgdo enzimatica e a
producdo de filmes poliméricos. J& as aplicagdes indiretas envolvem processos de conversdo que podem
ser quimicos ou bioquimicos para a produc¢do de derivados incluindo os biocombustiveis, aglcares alcoois,
furanos e oleofinas. Fonte: Adaptado de Ajao et al., (2018).

Os coquetéis enzimaticos reproduzem o0s processos naturais de hidrolise que
ocorrem no meio ambiente, auxiliando na clivagem e/ou modificacdes de ligagdes
especificas nos componentes das fibras lignocelulésicas (BALA; SINGH, 2017). O
conjunto de enzimas responsaveis pela sacarificacdo da hemicelulose sdo as
hemicelulases. Dentre as hemicelulases, as xilanases se destacam por hidrolisarem as

fracOes de xilana presentes na hemicelulose (CHADHA et al., 2019).

2.2.1 Xilanases e o complexo xilanolitico
As xilanases sdo hemicelulases pertencentes ao complexo xilanolitico e atuam em

sinergismo para realizarem a completa hidrélise da xilana em seus agucares constituintes
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(ALOLIKA; SINGH, 2019). Podem ser do tipo endo-p-(1—4)-xilanases (EC 3.2.1.8) e
B-xilosidases (EC 3.2.1.37), e atuam em conjunto com enzimas acessorias: a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a-D-glicuronidases (EC 3.2.1.139), acetil xilano
esterases (EC 3.1.1.72), Feruloil estererases (EC 3.1.1.73) e esterases de &cido p-
coumarico (EC 3.1.1.B10) (Figura 9) (MICHELIN et al., 2017).

As endo-B-(1—4)-xilanases clivam as liga¢cOes glicosidicas internas da estrutura
da xilana ocasionando uma reducédo no grau de polimerizacéo do substrato. A xilana ndo
é clivada aleatoriamente, as ligacGes selecionadas para hidrélise dependem da natureza
da molécula do substrato, ou seja, do comprimento da cadeia, do grau de ramificacdo e
da presenca de substituintes (POLIZELI, et al, 2005; BALA; SINGH, 2017).
Inicialmente, os principais produtos da hidrolise sdo os xilo-oligdmeros B-D-xilopiranosil,
mas em um estagio posterior, pequenas moléculas como di e trissacarideos podem ser
produzidos (GONCALVES et al., 2012).

Figura 9: Estrutura da hemicelulose e modo de acdo das hemicelulases.
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A cadeia principal de xilana é composta por residuos de D-xilose ligados em B—1,4. Esta estrutura pode
ser substituida de varias maneiras por cadeias laterais de residuos arabinosil, glucuranosil,
metilglucuranosil, acetil, feruloil e p-coumaroil. A hidrélise da estrutura da xilana é realizada por xilanases
que podem ser do tipo endo-xilanases (realisam a hidrdlise das ligacdes internas da xilana liberando xilo-
oligdmeros) ou B-xilosidases (realizam a hidrolise dos xilo-oligdmeros em xilobiose e monémeros de D-
xilose), enquanto que a remocéo de cadeias laterais da xilana é catalisada por a-L-arabinofuranosidases, o-
D-glicuronidases, acetil xilano esterases, feruloil esterases e esterases de &cido p-cumarico. Fonte: Adaptado
de Javier et al., (2007).

Atuando em conjunto com as endo-xilanases, as B-xilosidases hidrolizam os xilo-
oligbmeros em xilobiose, liberando residuos B-D-xilopiranosil do terminal ndo redutor.
As B-xilosidases purificadas geralmente ndo hidrolisam a xilana, seu melhor substrato é
a xilobiose e sua afinidade pelos xilo-oligbmeros é inversamente proporcional ao seu grau
de polimerizacdo (GONCALVES et al., 2012; CHADA et al., 2019).
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Ja as a-L-arabinofuranosidases, a-D-glicuronidases e acetil xilano esterases
removem a arabinose, 0s substituintes do acido 4-O-metil glicurdnico e acetil das cadeias
de xilana, respectivamente. Enquanto que as feruloil esterases e esterases de acido p-
coumarico clivam as ligacGes éster entre os grupos laterais de arabinose e &cido feralico

e p-coumarico, respectivamente (SINGH et al., 2019).

2.2.2 Classificagao estrutural e modo de acéo das xilanases

Em relacédo a classificagdo estrutural e organizacdo, Henrissat e Bairoch (1993)
propuseram um sistema de agrupamento no qual é baseado em comparacdes da estrutura
priméaria e dos sitios cataliticos. Este € o mais aceito hoje por fornecer informac6es
estruturais, mecanismos de acdo e evolugdo dentro do grupo, sendo denominado de
enzimas ativas carboidratos ou hidrolases de glicosideos (GH) (http://www.cazy.org/).

As hidrolases de glicosideos constituem um grupo extenso de enzimas, que inclui
aquelas gue catalisam a clivagem de ligagdes glicosidicas entre carboidratos ou entre um
carboidrato e uma porcéo néo carboidrato (NAUMOFF, 2011). Com base na similaridade
de sequéncia do dominio catalitico, as xilanases foram classificadas em 13 familias dentro
das GHs (GH5, 7, 8, 10, 11, 16, 26, 30, 43, 44, 51, 62 e 98) (BASIT et al., 2018). Dentre
estas, as mais estudadas e abundantes nos fungos filamentosos sdo as pertencentes as
familias GH10 e 11 (GONCALVES et al., 2015).

As endo-xilanases GH10 (anteriormente conhecidas como F) sdo enzimas de peso
molecular elevado (>30 kDa) sua estrutura apresenta 8 dobras em forma de barril (f/c)
criando o formato de "tigela de salada”, com loops estendidos criando uma fenda
catalitica que contém de quatro a cinco subsitios de ligacdo para a xilose (DODD; CANN,
2009). Em contrapartida, as endo-xilanases do tipo GH11 (anteriormente conhecidas
como G) sdo enzimas que apresentam baixo peso molecular (<30 kDa), podem ser sub
agrupadas com base em seus pontos isoelétricos (pls alcalinos e acidos) (PAES; BERRIN;
BEAUGRAND, 2012). A estrutura das GH11 apresenta a forma de “p-sanduiche”
composta por folhas 3 paralelas e antiparalelas, e uma unica a hélice que lembra o formato
de uma “méo direita”, de maneira que as folhas p formam regibes conhecidas como
“dedos”, “palma” e “polegar” (Figura 10) JUTURU; WU, 2012; BASIT et al., 2018).

Aline Pereira de Almeida M estrado



Revisdo bibliografica | 30

Figura 10: Dobramento caracteristico de uma endo-xilanase GH10 de Aspergillus fumigatus Z5 e GH11
de T. lanuginosus.

A\

Polegar = | \f )

Endo-xilanase GH10 Endo-xilanase GH11

Representacéo tipica de uma endo-xilanase GH10 mostrando a forma em “tigela de salada” constituida por
8 dobras em forma de barril (B/a) e e de uma endo-xilanase GH11 contendo a representacdo estrutural -
sanduiche e as regides reconhecidas como “polegar”, “palma” e “dedos”. As folhas 3 estdo representadas
em amarelo enquanto que as a hélices estdo representadas em roxo. Fonte: Adaptado de Gruber et al.,
(1998) e Miao et al., (2018).

Algumas endo-xilanases GH10 e 11 podem ser consideradas modulares
apresentando pelo menos dois mddulos distintos: um dominio catalitico e um modulo de
ligacdo a carboidratos (CBM). Os CBMs séo estruturas que apresentam as seguintes
funcBes: aumentar a superficie de contato com o substrato, ruptura ndo hidrolitica do
substrato e modificacdes superficiais e interfaciais. Por outro lado, o dominio catalitico é
a regido responsavel por acomodar o substrato e promover a sua conversao em produto
(ENSHASY et al., 2016).

O sitio ativo ou sitio de ligacdo ao substrato de endo-xilanases estd comumente
localizado dentro do dominio catalitico. Residuos de aminoacidos aromaticos que
revestem a parte interna do dominio catalitico, formam varios subsitios responséaveis por
reconhecer e acomodar uma unidade monomérica de substrato, como a D-xilose
(MOREIRA; FILHO, 2016). Os subsitios podem ser identificados com nimeros positivos
+ n (para aqueles onde a extremidade redutora do substrato se liga) e nimeros negativos
- n (para aqueles onde a extremidade ndo redutora se liga) (POLLET; DELCOUR;
COURTIN, 2010). O sitio catalitico contendo os residuos de aminoacidos responsaveis
pela clivagem da ligag&o xilosidica estdo situados entre os subsitios -1 e +1 do substrato
polissacarideo (DODD; CANN, 2009).

As endo-xilanases GH11 podem apresentar até sete subsitios de reconhecimento

que selecionam o substrato baseado na localizagdo das ramificagdes presentes na cadeia

Aline Pereira de Almeida M estrado



Revisdo bibliografica | 31

principal de xilana, uma vez que s6 pode hidrolisar ligacdes xilosidicas onde as duas
fracdes de xilose, presentes nos subsitios (-1) ou (+1) ndo sdo ramificados (KARLSSON
et al., 2018). Por outro lado, as endo-xilanases GH10 podem apresentar de quatro a cinco
subsitios de ligagdo para o substrato e a sua atividade ndo é impedida pela presenca de
substituintes nos subsitios (-1) ou (+1) (Figura 11) (DODD; CANN, 2009; MOREIRA;
FILHO, 2016). Desta forma, as endo-xilanases GH10 clivam estruturas de xilanas
altamente decoradas e liberam xilo-oligdmeros que contém arabinose ou cadeias laterais
glicurénicas na extremidade ndo redutora. Ademais, estas enzimas também realizam a
hidrolise dos xilo-oligdmeros solUveis produzidos pelas endo-xilanases GH11, sendo este
0 princial mecanismo sinérgico entre estas duas familias enzimaticas (GONCALVES et
al., 2015).

Figura 11: Subsitios de hidrélise de endo-xilanases da familia GH10 e GH11.
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O esquema representa as diferengas nos produtos de hidrdélise entre endo-xilanases GH10 e 11 quando
incubadas com xilanas substituidas. A) Para as enzimas da familia GH10, as substituicGes na cadeia de
xilana s8o acomodadas no local +1, portanto, essas enzimas podem liberar xilo-oligbmeros nos quais o
residuo de xilose no terminal ndo redutor é substituido. B) Para as enzimas da familia GH11, as
substituicGes na cadeia de xilana ndo sdo acomodadas no local +1, portanto, essas enzimas produzem xilo-
oligossacarideos com substituicSes no pendltimo residuo de xilose. Fonte: Adaptado de Dodd e Cann,
(2009).

A catalise da ligagdo glicosidica presente entre os subsitios -1 e +1, em endo-
xilanases GH10 e 11, sdo realizadas através retencdo da configuracdo do carbono
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anomérico através dois residuos de glutamatos atuando como um nucleofilo e um
catalisador &cido/basico (POLLET; DELCOUR; COURTIN, 2010; JUTURU; WU,
2012; BASIT et al., 2018). A retencdo é realizada através do mecanismo de duplo
deslocamento envolvendo duas reagdes consecutivas de substituicdo molecular. Durante
a primera reacdo (glicosilacao), um nucleofilo de acido carboxilico desprotonado ataca o
carbono anomérico do substrato, deslocando o residuo de acUcar para formar um
intermediario enzima-substrato covalente. Durante a segunda reacdo (deglicosilacéo),
uma molécula de &gua ativada desloca o &cido carboxilico enzimatico, resultando na
hidrélise do intermediario enzima-substrato e na retengdo da configuracéo estereoquimica
do carbono anomérico (DODD; CANN, 2009; PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012;
KARLSSON et al., 2018).

Algumas endo-xilanases GH10 e 11 sdo amplamente estudadas para aplicagdes
industriais como a producao celulose e papel, e 0 biobranqueamento da polpa celulésica
pela resisténcia em altas temperaturas e pHs extremos (TORRE; KADOWAKI, 2017). O
mecanismo pelo qual ocorre a termoestabilidade ndo foi muito bem elucidado, mas
estudos sugerem que podem ocorrer em decorréncia da presenca de pontes dissulfeto,
interacbes entre residuos carregados, grau de empacotamento hidrofébico e o
ancoramento das extremidades amino e carboxi terminais (RULLER, et al., 2014; PAES;
BERRIN; BEAUGRAND, 2012; CHADA et al., 2019).

2.2.3 Aplicagdes de endo-xilanases termotolerantes

A termofilia € uma caracteristica altamente desejavel para a utilizacdo industrial
de enzimas, as quais, devido a maior termoestabilidade tendem a serem preservadas de
uma possivel inativagdo térmica em operacgdes de transporte, manuseio e/ou necessidades
de operagdo no bioprocesso. Além disso, uso de temperaturas mais altas em processos
industriais também aumenta a solubilidade do substrato e do produto, reduz o tempo de
hidrélise e minimiza o risco de contaminacdo microbiana. (ATALAH et al., 2019).

As xilanases termoestaveis atuam em um amplo nimero de aplica¢des industriais
incluindo desde a producéo de papel e celulose até alimentos, races e biocombustiveis
(ENSHASY et al., 2016; MICHELIN et al., 2017). De acordo com Polizeli et al., (2005),
as xilanases junto com as celulases e pectinases representam 20% do mercado global de
enzimas industriais.

A producéo de papel e celulose € realizada em altas temperaturas (55 - 70 °C) e
pH alcalino. Neste cenario as endo-xilanases termoalcalinoficas sdo utilizadas para

realizarem a hidrolise da ligacdo interna da xilana entre as macromoléculas de
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revestimento, o que facilita a remocdo da lignina nas etapas subsequentes de
branqueamento, aumentando o brilho da polpa (POLIZELI et al., 2005; ENSHASY et al.,
2016; WALIA et al., 2017). A vantagem da utilizacdo de enzimas neste processo envolve
a reducgdo do consumo de cloro e descargas toxicas, tornando-a uma opcdo amigavel ao
meio ambiente.

Além disso, a hidrdlise enzimatica da xilana durante o biobranqueamento da polpa
resulta na liberacdo de alguns produtos, dentre estes os xilo-oligossacarideos (XOS). Os
XOS possuem efeitos pré-bidticos, que podem ser usados na alimentagcdo aumentando o
crescimento de microrganismos promotores da saude, como as bifidobactérias, na
microflora intestinal humana e animal (HONG et al., 2019). Por esse motivo, os XOS
tem sido usados em uma série de bebidas, chés, laticinios, leite de soja e racOes
(GONCALVES et al., 2012). Ademais, os XOS tém sido utilizados em setores
farmacéuticos por apresentarem efeito imunomodulador, antimicrobiano, anti-
inflamatdrio e anticarcinogénico (GUPTA et al.,, 2018; YAHFOUFI et al., 2018;
BHARDWAJ; KUMAR; VERMA, 2019).

As racgdes animais contém diversas fibras provenientes de cereais e soja, que séo
ricos em contetido lignoceluldsico. Essas fibras precisam sofrer tratamentos sobre alta
temperatura e pressdo para serem transformados em pallets ou granulos que melhoram a
sua absorcdo nutricional (ENSHASY et al., 2016). Entretando, este processo gera grande
gasto. As endo-xilanases termoestaveis sdo benéficas se adicionadas antes do processo de
peletizagdo, facilitando a liberagdo de nutrientes e XOS presentes nas fibras
(GRAMINHA et al., 2008).

Os mossocarideos oriundos da hidrélise da xilana (D-Xilose) podem ser
convertidos através de fermentacdo em aclcares alcoois como o xilitol e em
biocombustiveis como o etanol E2G (CHEN et al, 2018). Na indastria de
biocombustiveis, primeiramente as endo-xilanases sdo utilizadas em conjunto com outras
enzimas na forma de coquetéis enzimaticos. Estes coquetéis atuam em sinergismo para
degradarem a biomassa lignocelulésica em oligossacarideos e aglcares fermentesciveis
(D-Xilose e D-Glicose), que poderdo ser posteriormente fermentados através de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae, Pichia fermentans, Pichia stipitis, Candida shehatae e
Kluyveromyces marxianus) em etanol E2G (AZHAR et al., 2017). Por outro lado,
produtos comerciais como o0 adogante xilitol, presentes em algumas gomas de mascar,
também podem ser produzidos através da fermentagdo da D-Xilose por microrganismos

(MICHELIN et al., 2017). O efeito benéfico do xilitol esta associado ao menor teor
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calérico quando comparado a glicose, tornando-o uma alternativa na producéo
alimenticia para pacientes diabéticos (SOOCH, 2017).

Além das aplicagBes tradicionais ja citadas, as endo-xilanases termoestaveis
também tém sido utilizadas em varias outras areas, incluindo a fabricacao de téxteis e de
alimentos (JUTURU; WU, 2012; SINGH et al., 2019). Nas industrias téxteis as endo-
xilanases livres de celulases sdo usadas para processar a fibra vegetal, pois podem liberar
fibras longas de celulose intactas, diminuir o teor de lignina e melhorar a cor e a qualidade
das fibras (KANGO; JANA; CHOUKADE, 2019; EID; IBRAHIM, 2021). Ademais, ap0s
esta etapa, ndo hd a necessidade de etapas subsequentes de branqueamento, pois a
utilizacdo dos quimicos ocasiona a oxidacgdo e escurecimento das fibras.

Na industria alimenticia, as endo-xilanases podem ser utilizadas na panificacéo,
extracdo e clarificagdo de sucos, e producdo de XOS (BUTT et al., 2008; SHARMA;
THAKUR; GOYAL, 2018). O pado é um dos alimentos mais convencionalmente
consumidos em escala mundial e pode se produzido com farinha refinada ou trigo
integral. O trigo integral € rico em fibras compostas por arabinoxilanas, que estdo
presentes em duas formas: solvel e insoltvel em agua (CAVELLA et al., 2008). As
endo-xilanases transformam o arabinoxilano insolivel em uma forma soltvel, que
interage com a agua na massa aumentando o volume, criando fracdes mais uniformes e
finas, e diminuindo a firmeza da massa (SHARMA; THAKUR; GOYAL, 2018). Além
disso, a melhora na qualidade da massa favorece para que ndo ocorra aderéncia as pecas
da méquina durante a fabricacdo (BUTT et al., 2008).

Por outro lado, durante os processos de extracao e clarificacdo de sucos as endo-
xilanases termoestaveis, em conjunto com celulases, amilases e pectinases, elevam o
rendimento de suco por meio da liquefagéo de frutas e vegetais, estabilizacdo da polpa do
fruto, aumento da recuperacdo de aromas, 6leos essenciais, vitaminas, sais minerais,
corantes comestiveis, pigmentos etc., reducdo da viscosidade, hidrélise de substancias
que dificultam a limpeza fisica ou quimica do suco, ou que podem causar turvacao no
concentrado (POLIZELI, et al., 2005; MALHOTRA; CHAPADGAONKAR, 2018,
SILVA et al., 2019).

Estas foram algumas das possiveis aplica¢fes envolvendo a possivel utilizagdo de
endo-xilanases termoestaveis para a melhoria de processos biotecnoldgicos. No entanto,
para as possiveis aplicacdes, estas enzimas precisam ser primeiramente obtidas através a

triagem de microrganismos produtores.
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2.2.4 Microrganismos produtores de endo-xilanases termotolerantes

Os principais produtores de endo-xilanases termotolerantes para aplicacdes
industriais sdo as bactérias, arquéias, os fungos e as leveduras (CHADA et al., 2019;
KASIRAJAN; MAUPIN-FURLOW, 2020). Estes microrganismos podem ser isolados de
varias fontes incluindo solo, mar, materiais em decomposicao, piscinas quentes e fontes
termais (KUMAR et al., 2018).

Diversos trabalhos relataram a extracao e purificagdo de endo-xilanases de origem
bacteriana (GERASIMOVA,; KUISIENE, 2012; RULLER et al., 2014; GHOSH et al.,
2019). Dentre alguns géneros produtores de endo-xilanases termotoleantes pode-se citar
Caldicoprobacter, Microcella, Planococcus, Bacillus, Caldicellulosiruptor, Geobacillus,
Thermosaccharolyticum, Rhodothermus, Roseithermus, Thermoanaerobacterium e
Thermotoga (CHAKDAR et al., 2016; THEBTI et al., 2016; BASIT et al., 2018;
KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018; TEO et al., 2019). Dentre estes, os exemplares
Bacillus sdo amplamente estudados por serem fontes potenciais de endo-xilanases, como
ex. as expressas por B. brevis e B. subtilis nas quais apresentaram atividade entre
temperaturas de 40 a 80 °C e foram estaveis a uma ampla faixa de pH 4,0 — 10,0
(GOSWAMI et al., 2014; TORKASHVAND et al., 2020).

Por outro lado, estudos relacionados demonstraram que uma das endo-xilanases
mais termoestaveis, foi relatada para Thermotoga sp. FJISS3-B.1, com temperatura 6tima
de 105 °C e ti2= 90 min a 95 °C (KUMAR; DANGI; SHUKLA, 2018). Posteriormente,
uma nova Thermoanabacterium prospectada de uma fonte termal na Islandia, quando
enriquecida anaerobicamente com 0,5% (m/v) de xilana, mostrou ser capaz de expressar
endo-xilanases termofilicas com temperaturas 6timas acima de 70 °C. Uma destas endo-
xilanases (XynDZ5), reteve mais de 80% de sua atividade maxima em temperaturas de
até 65 °C, ap6s 24 h de reacdo (ZARAFETA et al., 2020). Ademais, Herbinix
hemicellulosilytica, uma bactéria isolada de um reator de biogas, também produziu seis
endo-xilanases termofilicas, incluindo duas GH11 (MECHELKE et al., 2017).

Além das bactérias mencionadas acima, existem varios microrganismos como as
arquéias que também foram relatadas como bons produtores de endo-xilanases
termoestaveis que podem ser utilizadas na valorizacdo dos residuos hemicelul6sicos
(KASIRAJAN; MAUPIN-FURLOW, 2020). Dentre estas: Pyrococcus furious,
Sulfolobus solfataricus, Thermococcus zilligii, Pyrodictium abyssi e cepas de
Thermofilum (BASIT etal., 2018; SULEIMAN; KRUGER; ANTRANIKIAN, 2020). Em
complemento, estudos relacionados mostraram que as hidrolases glicosidicas originadas

por arquéias apresentam atividades maximas em uma faixa de temperatura mais alta em
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comparagdo com o0s bacterianos, como ex. a endo-xilanase de Pyrodictium abyssi, que é
ativaa 110 °C (ATALAH et al., 2020).

No entanto, dentre os microrganismos, os fungos filamentosos termoéfilos séo
preferiveis para a producdo de termozimas voltadas para aplicagdes industriais, por
vantagens que envolvem: alta secrecdo enzimatica para meio extracelular, maior
solubilidade de reagentes e produtos, e reducdo da contaminacdo em temperaturas
elevadas (TORRE; KADOWAKI, 2017).

Entre alguns fungus termofilos amplamente explorados para a producéo de endo-
xilanases de alto valor industrial, destacam-se: Thermoascus aurantiacus, Thermomyces
lanuginosus, Scytalidium thermophile, Malbranchea cinnamomea, Chaetomium
thermophilum, Myceliophothora thermophila, Mycothermus thermophilus, Rasamsonia
emersonii, Clostridium thermocellum, Sporotrichum thermophile, Humicola lanuginosa,
Humicola grisea e Humicola insolens Y1 (POLIZELI et al., 2005; BASIT et al., 2018;
BALA,; SINGH, 2019; SADAF; FATIMA; KHARE, 2019). Termoascus aurantiacus, um
fungo isolado da area de floresta Aravali da Universidade de Nova Delhi, além de
produzir xilanases termoestaveis, também produz compostos antioxidantes e subprodutos
que podem ser Uteis durante a producdo de biocombustiveis (PING et al., 2018).

No entanto, fungos do género Humicola, que contém espécies ndo patogénicas e
ndo tdxicas, se mostraram promissores na producdo de ampla gama de celulases e
hemicelulases. Dentre estes, H. insolens Y1, H. grisea e H. brevis var. thermoidea sdo
uma excelente fonte para a producdo de enzimas xilanoliticas (RANA; JOHRI;
THAKUR, 1996; MASUI et al., 2012; SHI et al., 2015).

2.3 Microrganismo de estudo

O género Humicola se engloba dentro da divisdo dos ascomicotas e foi introduzido
inicialmente por Traeen (1914) envolvendo duas espécies, H. fuscoatra e H. grisea.
Ambos produzem esporos (formados lateralmente ou terminalmente em hifas ou
conidioforos) e obtém parede espessa. Anos apos, Goh e Hyde (1999) constaram que 0
género Trichocladium representava uma contraparte de Humicola, diferenciada pela
producdo de conidios septados de pigmentacdo escura. Esta afirmacgéo foi corroborada
pelos resultados obtidos por Hambleton e colaboradores nos quais ficaram surpresos ao
observarem que as sequéncias ITS de H. grisea e a espécie-tipo de Trichocladium, T.
asperum, eram idénticos, sugerindo que as duas espécies pertencem ao mesmo género
(HAMBLETON; NICKERSON; SEIFERT, 2005).
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Apesar de ser um género com caracteristicas morfologicas simples quando
comparados a outros ascomicotas, estes vém se demonstrando promissores para
aplicacdes biotecnoldgicas. Algumas espécies obtém potencial como biofertilizantes no
controle bioldgico de pragas presentes em cultivares, na producdo de cogumelos
(promovendo o crescimento de espécies comestiveis do género Agaricus) e
principalmente na producdo de enzimas termoestaveis para decompor carboidratos
poliméricos (STRAATSMA; SAMSON, 1993; MASUI et al., 2012; YANG; LIN; SU,
2014). Vérios exemplares Humicolas apresentam a caracteristica de termofilia (RANA;
JOHRI; THAKUR, 1996; NETO; FILHO, 2004; MASUI et al., 2012; SHI et al., 2015).
As enzimas produzidas por este género tém sido investigadas durante os Ultimos anos em
razdo do seu grande potencial em aplicacBes biotecnologicas (NETO; FILHO, 2004;
MASUI et al., 2012; YANG; LIN; SU, 2014; SHI et al., 2015; FARIA et al., 2020).

O microrganismo utilizado neste projeto é o fungo filamentoso H. brevis var.
thermoidea obtido da American Type Culture Collection (ATCC) N° 28402 gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Jodo Atilio Jorge da Falculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da
Universidade de Séo Paulo (FFCLRP — USP) de Ribeirdo Preto - SP. Humicola brevis.
var. thermoidea apresenta a velocidade maxima de crescimento entre 37-60 °C, enquanto
que a temperatura minima e maxima em que foi observado o crescimento foram de 23 e
65 °C, respectivamente. Resultados obtidos por Masui et al., (2012) mostraram que H.
brevis var. thermoidea é um bom produtor de xilanases secretadas para o0 meio
extracelular, quando cultivado entre 40-60 °C, em meio semi-sélido, constituido de farelo
de trigo e 4gua 1:2 (m/v).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi produzir e obter de forma homogénea a endo-
xilanase nativa do fungo H. brevis var. thermoidea para estudos biofisicos, bioquimicos

e avaliacéo do potencial biotecnoldgico na sacarificacao da lignocelulose pré-tratada.

3.2  Objetivos especificos

e Produzir por fermentacdo em estado sélido (FES) a endo-xilanase do fungo H. brevis
var. thermoidea;

e Desenvolver um protocolo de purificacdo envolvendo precipitacdo por agentes
quimicos e cromatografias, e validar o método através de zimograma;

e Andlisar o ponto isoelétrico e massa molecular da XylHb através de gel bidimensional
(2D);

o Caracterizar biofisicamente a XylHb através de dicroismo circular (CD) e
fluorescéncia intrinseca do triptofano (FIT);

e Avaliar as propriedades da endo-xilanase purificada (XylHb) e comercial
(Cellic®HTec?2), em relaco as propriedades bioquimicas (efeito e estabilidade ao pH,
temperatura, agentes quimicos e cinética);

e Auvaliar o potencial da XylHb com celulase comercial (Cellic®CTec2) na sacarificacio

de bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Microrganismo
A linhagem de H. brevis var. thermoidea usada neste trabalho foi obtida da
American Type Culture Collection (ATCC 28402).

4.2  Manutencao e ativacao do fungo produtor

A linhagem de H. brevis var. thermoidea foi mantida através de repiques
sucessivos em tubos de ensaio inclinados contendo meio sélido Batata Dextrose e Agar
3,9% % (Oxoid, GBR), previamente esterilizados em autoclave por 20 min, a 1,5
Kgf/cm?. Em seguida, H. brevis var. thermoidea foi incubado durante 14 dias a 40 °C e
70% de umidade, e ap06s o periodo de incubacao, o cultivo foi imediatamente utilizado
para a producdo enzimatica ou armazenado a 4 °C com repiques mensais (MASUI et al.,
2012).

4.3  Producéo da endo-xilanase de H. brevis var. thermoidea por fermentagdo em
estado sélido (FES)

Para o in6culo em FES foi utilizado o repique produzido de acordo com o item
4.2. A suspensdo do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio
de cultura empregando 10 mL de agua destilada previamente autoclavada por 20 min, a
1,5 Kgf/cm? A inoculagdo do fungo no substrato (residuo agricola) se deu pela
transferéncia de 2 mL desta suspensdo na fonte de carbono.

A producéo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var. thermoidea seguiu o
protocolo otimizado por Masui et al., (2012), no qual determinou que o farelo de trigo e
agua 1:2 (m/v) foi melhor agroresiduo utilizado como fonte nutricional em FES. Desta
forma, seguiu-se a metodologia realizada em triplicatas, em frascos de Erlenmeyer de 250
mL n&o ultrapassando a capacidade igual a 5 vezes o volume, contendo 5 g de farelo de
trigo previamente autoclavado por 20 min, a 1,5 Kgf/lcm? e 10 mL de in6culo.
Posteriormente, o meio de cultivo foi mantido durante 7 dias a 50 °C com 70% de umidade
para a expressdo enzimatica.

O coquetel hemicelulasico (xilanase extracelular) foi obtido através da
ressuspensdo do cultivo em 30 mL de &gua destilada gelada. O ressuspenso foi filtrado
em peneira sintética e centrifugado por 10 min, a 10.000xg, a 4 °C em centrifuga Hermle
Z236K (Hermle, DEU). O conteudo sedimentado foi descartado e o sobrenadante

contendo coquetel enzimatico foi avaliado em testes de atividade enzimatica.
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4.4  Atividade xilanasica

A atividade endo-xilanasica foi mensurada pela hidrélise da xilana comercial. O
meio reacional foi inicialmente constituido por por uma micro-reacdo adapta em placa
usando 10 pL de solucdo enzimatica, 40 pL de agua destilada e 50 pL de tampéo acetato
de sddio 50 mmol L, pH 5,5, contendo xilana Birchwood 0,5% (m/v) (Sigma-Aldrich,
USA) a 50 °C (MASUI et al, 2012). Apés a incubacdo durante 10 min, a reacdo foi
interrompida com a adicdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959) na
proporcdo 1:1, seguida de aquecimento em banho fervente. Uma aliquota de 100 uL foi
retirada para leitura em microplaca a 540 nm em espectrofotdmetro Spectramax 384 Plus
(Molecular Devices CA-USA®). Cada ensaio foi reproduzido em quintuplicata (RULLER
etal., 2014).

Os acucares redutores formados ap6s a hidrolise dos polimeros foram mensurados
através do método proposto por Miller (1959), utilizando-se xilose como padrdo. Medidas
de atividade controle contendo enzima deshaturada por calor foram realizados para
estimar a hidrolise espontanea do substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 pmol de acucar redutor por
minuto. Uma unidade de atividade especifica (U mg™) foi definida como a relagdo entre
0 nimero de unidades de atividade por massa de proteina (total ou de xilanase purificada),

em miligramas, presente no meio de reagéo.

45  Dosagem de proteinas
A concentracéo de proteinas totais (mg mL™) foi determinada através de método

descrito por Bradford (1976), usando soro alboumina bovina como padréo.

4.6  Purificacdo da endo-xilanase de H. brevis var. thermoidea (XylHb)

A purificacdo proteica é importante, pois objetiva atingir a homogeneidade da
proteina em estudo para posteriores etapas de caracterizacdo enzimatica. Inicialmente a
amostra produzida precisa passar por etapas de captura (precipitacdo e concentracao),
purificacdo intermediéria (troca i6nica) e polimento (exclusdo por peso molecular)
(MILNE, 2016).

4.6.1 Precipitacdo da XylHb com sulfato de amonio
Dentre os métodos cléssicos utilizados em laboratorio para a precipitacdo de

proteinas destaca-se a precipitacdo com sais. Dentre os sais, o sulfato de aménio é o
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preferido para a precipitacao "salting-out™ de proteinas por permitir o alcance de forgas
ibnicas elevadas (WINGFIELD, 2016; MATULIS, 2016).

Por este motivo, foi realizado um teste de precipitagdo com o extrato bruto de H.
brevis utilizando 1 mL de volume final, variando um gradiente de concentracdo entre O e
80% (m/v) de sulfato de amoénio PA (Sigma-Aldrich, USA). Apos, a solucdo foi
armazenada durante 24 h, a 4 °C e posteriormente centrifugada durante 5 min a 16.000xg
em centrifuga Eppendorf 5418 (Eppendorf, USA). O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido e dialisado no mesmo volume inicial em tamp&o acetato de
sadio 50 mmol L (pH 5,0). A atividade enzimatica e a quantificacdo de proteinas foram
feitas de acordo com os itens 4.4 e 4.5, respectivamente. Os resultados obtidos foram
apresentados na forma de atividade residual relativa, considerando-se a atividade da

xilanase sem tratamento como 100%. Todos os testes foram feitos em quintuplicatas.

4.6.2 Precipitacdo da XylHb com solventes organicos

Outro método bem empregado para precipitacdo de proteinas envolve a utilizagédo
de solventes organicos. A adicdo desses solventes em um extrato aquoso contendo
proteinas tem uma variedade de efeitos, que combinados auxiliam na reducdo da
constante dielétrica do meio, o qual promove a agregacdo de proteinas por interacdo de
cargas proporcionando a precipitacdo (MATULIS, 2016). Por esta razao, foram avaliados
o efeito dos dois principais solventes organicos utilizados na precipitacdo de proteinas: a

acetona e o etanol.

4.6.2.1 Precipitacdo da XylHb com acetona

Posteriormente ao teste de precipitacdo com sulfato de aménio foi realizada a
precipitacdo da xilanase extracelular com acetona e etanol, respectivamente. Para este
primeiro, o volume desejado de extrato bruto foi distribuido em microtubos de 2 mL e
mantidos em banho de gelo. A seguir, acetona gelada foi adicionada a cada um dos
microtubos, variando a concentracao so solvente de 0 a 80% (v/v). Apos, a solucéo foi
armazenada durante 24 h, a -20 °C e posteriormente centrifugada a 16.000xg durante 5
min, a 4 °C em centrifuga Eppendorf 5418 (Eppendorf, USA). O sobrenadante foi
removido e o precipitado ressuspenso no mesmo volume inicial em tampéo acetato de
sddio 50 mmol L1, pH 5,0. A atividade enzimatica e a quantificacdo de proteinas foram
feitas de acordo com os itens 4.4 e 4.5, respectivamente. Os resultados obtidos foram
apresentados na forma de atividade residual relativa, considerando-se a atividade da

xilanase sem tratamento como 100%. Todos os testes foram feitos em quintuplicatas.
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4.6.2.2 Precipitacdo da XylHb com etanol

Para a precipitagdo com etanol gelado foi utilizada um teste com a mesma
metodologia empregada no item 4.6.2.1. A precipitacdo com etanol gelado como ja
descrito pela literatura para outras xilanases, mostrou vantagens quanto ao rendimento de
recuperacdo e possibilidade de reciclo (WANG et al., 2017; COSTA; FARINAS;
MIRANDA, 2018). Por esta razéo, este método de precipitacdo serd continuado na etapa
de purificacdo intermediéria (os resultados obtidos serdo demonstrados e discutidos em
outra sessao).

A precipitacdo da amostra para a purificacdo intermediaria envolveu aumento da
escala sendo precipitados 10 mL de extrato bruto contendo 2.084,9 U Totais. Estes foram
adicionados em um Becker de vidro de 50 mL e precipitados com 70% de etanol gelado
(v/v), durante 24 h, a —20°C. Ap0s, a amostra foi centrifugada a 16.000xg durante 5 min
a 4 °C em centrifuga Hermle Z236K (Hermle, DEU). O sobrenadante foi retirado e o
precipitado ressuspenso em 1 mL de tamp&o acetato de sodio 50 mmol L pH 5,0. O
material ressuspenso foi reservado para os testes subsequentes, e a atividade e proteinas
avaliados de acordo com os itens 4.4 e 4.5, respectivamente. Os resultados obtidos foram

expressos na tabela de purificacao.

4.6.3 Teste de “binding” da XylHb em diferentes resinas de troca ionica

Etapas cromatograficas utilizando resinas de troca i6nica para a purificacdo de
biomoléculas proteicas sdo muito utilizadas por separa-las de acordo com as diferencas
em sua carga superficial (LACKI, 2018).

Com a finalidade de se selecionar a melhor resina e o pH de interacdo entre a
xilanase extracelular de H. brevis e a fase estacionaria, foram realizados testes manuais
em “binding ”. Os testes foram feitos através de micro-ensaios em tubos contendo de 2
tipos de resinas de trocas idnicas, respectivamente: CM Celulose (Sigma-Aldrich, USA)
e DEAE Toyopearl® giga cap — 650M (Tosoh, JPN).

Para cada matriz foram avaliadas trés solu¢des tamponantes em diferentes pH:
Glicina-HCI 50 mmol L%, pH 3,0, acetato de sodio 50 mmol L, pH 5,0 e Tris-HCI 50
mmol L, pH 8,0, em quintuplicatas equilibradas em seu tamp&o correspondente. Em
sequida, foram adicionadas amostras de xilanases na propor¢édo de 1:1 (v/v) (extrato e
resina) equilibradas no tampao correspondente. Incubou-se durante 20 min sobre baixa
agitacdo a 25 °C. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 5.000xg em centrifuga

Eppendorf 5418 durante 5 min, e o primeiro eluido da resina foi denominado de “ndo
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ligado”. Em seguida, foram realizadas cinco lavagens “lavagem 1-5”, e a eluicdo foi
realizada utilizando tampao com NaCl 2 mol L e denominados de “elui¢éo 1-5.

A atividade enzimatica e quantificacdo de proteinas totais de cada sobrenadante
foram feitas de acordo com os itens 4.4 e 4.5, respectivamente. Os resultados obtidos
foram expressos na forma de atividade residual relativa, considerando-se a atividade das
xilanases sem o tratamento como 100%. Baseado no valor de pH e na matriz que obteve

a melhor interacdo com a proteina de interesse, foi realizado o teste em escala ampliada.

4.6.4 Cromatografia da XylHb por troca idnica

Baseada nos resultados obtidos anteriormente foi feita a cromatografia de troca
ibnica manual utilizando a coluna de 1,0 x 10 cm contendo 10 mL da resina DEAE
Toyopearl® giga cap 650M. A resina foi equilibrada com tamp&o acetato de sodio 50
mmol L, pH 5,0. Em seguida, a resina foi carregada com 1 mL da xilanase precipitada
(item 4.6.2.2), contendo 1.754,09 U Totais, que foram eluidos utilizando gradiente de 100
mL contendo NaCl 0-2 mol L™ e recolhidas em fragGes de 1 mL por tubo.

As fragdes coletadas foram monitoradas individualmente mediante a medida de
absorbancia a 280 nm utilizando espectrofotometro 600 Plus (FEMTO — BRA). Aquelas
fracdes que obtiveram absorcdo em 280 nm e correlacdo com atividade xilanasica (item
4.4) foram reunidas, concentradas e equilibradas em tampao acetato 50 mmol L%, pH 5,0,
contendo de NaCl 150 mmol Lt utilizando Vivaspin®20, 10 kDa (Cityva, DEU) através
de centrifugacdo a 7.000xg, a 4 °C. O concentrado foi analisado mediante a atividade
enzimatica, quantificacdo proteica e grau de pureza através dos itens 4.4, 45 e

eletroforese SDS-PAGE, respectivamente.

4.6.5 Cromatografia da XylHb por exclusdo molecular

Como segunda etapa de cromatografia e polimento para obtencdo da endo-
xilanase pura, adotou-se a cromatografia manual por exclusdo molecular. Para isso, o
concentrado da troca ionica com 1.710,54 U Totais de endo-xilanase, foi aplicado na
coluna de 1,0 x 130 cm contendo 102 mL da resina TSK Fractogel (Merck, DEU)
previamente equilibrada com o mesmo tampao contendo NaCl 150 mmol L?, a uma
vazédo de 0,1 mL/min, a 25 °C e recolhidas em fragGes de 1 mL por tubo. As fracOes
coletadas foram monitoradas individualmente mediante a medida de absorbancia a 280
nm utilizando espectrofotdometro 600 Plus (FEMTO — BRA). Aquelas fragbes que

obtiveram absorcdo em 280 nm e correlagcdo com atividade xilanasica (item 4.4) foram
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reunidas, quantificadas e analisadas quanto a sua pureza através de eletroforese SDS-
PAGE.

4.7 Analise eletroforética da XylHb pura e teste de atividade por zimograma

A analise da endo-xilanase purificada foi feita através de eletroforese em
condicdes desnaturantes (SDS-PAGE) 15% de acordo com o método de Laemmli (1970),
utilizando os marcadores de peso molecular de 14 a 100 kDa Scienco (Scienco Biotech,
BRA) e 10 a 250 kDa Kaleidoscope (BIO-RAD - USA). Para a aplicagdo das amostras,
as mesmas foram dialisadas em &gua destilada e concentradas em concentradores
Microcon Amicon 10 kDa (Millipore, USA). As bandas de proteinas foram reveladas com
Comassie Brilliant blue R-250 e nitrato de prata (DAVIS, 1964; BLUM; BEIER;
GROSS, 1987).

O zimograma de atividade em gel foi feito utilizando diferentes concentrac¢des de
xilanase purificada, variando entre 5 a 25 pg. Inicialmente, o gel foi incubado durante 30
min a temperatura ambiente em solugdo tampé&o acetato de sodio 50 mmol L, pH 5,0,
contendo isopropanol 25% (v/v), sob baixa agitacdo para remover o SDS e renaturar as
proteinas no gel. Em seguida, o gel foi incubado durante 30 min, a 50 °C, em tampé&o
acetato de sodio 50 mmol L%, pH 5,0, contendo xilana birchwood 0,5 % (m/v) (Sigma-
Aldrich), lavado sob agitacdo branda com agua destilada durante 10 min e incubado em
solucgéo de vermelho Congo a 0,1% (m/v) durante 15 min, a 25 °C, respectivamente. Por
fim, a solugdo foi descartada e substituida por NaCl 1,0 mol L durante 10 min para
deteccéo das bandas de atividade (YANG et al., 2010).

4.8  Analise da XylHb por eletroforese bidimensional

Todos os experimentos desta sesséo foram realizados com o auxilio do Prof. Dr.
Hamilton Cabral e técnica de laboratério Dr.2 Nathalia Gonsales da Rosa-Garzon da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) em parceria com
o laboratorio de bioquimica e microrganismos da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS). Esta analise foi feita em 4 etapas principais: Primeira dimensédo
(Isofocalizacgdo), Equilibrio da tira focalizada, Segunda dimensdo (separagdo por massa

molecular) e Analise de imagem, que estdo descritos a seguir:

4.8.1 Primeira dimenséo - focalizagao isoelétrica
Objetivando analisar o ponto isoelétrico da endo-xilanase purificada, foi realizada

a primeira dimensdo em gel. Uma amostra contendo 10 pg de XylHb foi suplementada
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com de azul de bromofenol 0,002% (m/v), solucdo de anfolitos (IPG buffer) 0,5% (v/v) e
DTT 2,8 mL. Posteriormente, a amostra foi reidratada passivamente durante 16 h, a 25
°C em tiras com gradiente linear de pH 3,0 a 10,0 Imobilline Dry Strip (Cytiva, USA) de
7 cm. Para esta etapa a tira foi acomodada no aparato IPG Box (Cytiva, USA).

As amostras foram submetidas a isofocalizacdo em placa de ceramica (Dry Strip
Cover Fluid) utilizando o sistema Ettan IPGfor 3 (Cytiva, USA) e 0s parametros
analisados através do Ettan IPGfor 3 Control Software. Apds a focalizacdo foram
acumulados 5720 V h. As tiras foram retiradas do sistema de focalizacdo e submetidas

ao equilibrio ou armazenadas a -80 °C até 0 momento do uso.

4.8.2 Equilibrio da tira focalizada

Para a execugdo da segunda dimensdo, a tira focalizada foi equilibrada com
tampao de equilibrio SDS (tamp&o Tris-HCI 75 mmol L, pH 8,8, contendo ureia 6 mol
L%, glicerol 29,3% (v/v), SDS 2% (m/v), azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 10%),
durante 15 min, a 25 °C. Ap0s, a solucdo foi removida e a tira adicionada a0 mesmo
tampao contendo iodoacetamida (25 mg mL™) e novamente submetidas a agitacdo pelo
mesmo intervalo de tempo e temperatura. Por fim, a solugéo foi retirada e a tira pronta

para a segunda dimenséo.

4.8.3 Segunda dimenséo - eletroforese desnaturante (SDS-PAGE)

A tira equilibrada foi acomodada horizontalmente sobre o gel de poliacrilamida
desnaturante 15%, e com o auxilio de papel filtro foi aplicado o marcador de peso
molecular 14 a 100 kDa Scienco (Scienco Biotech, BRA).

As placas foram seladas com solugé@o de agarose 0,5% (m/v) contendo azul de
bromofenol 0,002% (m/v) e o aparato foi introduzido na cuba Mini PROTEAN® Tetra
Cell (Bio-Rad). A cuba foi preenchida com tamp&o Tris-glicina 0,05 mmol L, pH 8,3, e
a segunda dimenséo foi realizada seguindo o protocolo do fabricante: 15 mA/gel durante

15 min e 30 mA/gel durante 30 min.

4.8.4 Revelacdo das bandas do gel bidimensional e analise de imagem

Apos o término da eletroforese o gel foi retirado das placas e solucgdo fixadora
composta por acido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v), durante 24 h, a 25 °C. Em
seguida, a solugéo foi removida e o gel foi submetido a coloracdo da mesma forma que

no item 4.7, durante 16 h, a 25 °C. Posteriormente, a solucéo foi descartada e o excesso
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de corante removido com solucéo fixadora, previamente descrita. O gel adequadamente
descorado foi submetido a analise de imagem.

Para a obtencdo das imagens, o gel bidimensional foi lavado com &gua ultrapura
e digitado com o auxilio do densitdmetro DS-6000. As imagens capturadas foram
arquivadas no modo TIF (Targed Image File) e analisados no programa Image Master
2D platinum v7.0 (GE) para a deteccao dos pontos de proteinas isofocalisados, da massa
molecular e ponto isoelétrico. Os pontos de proteinas isofocalisados de interesse foram
coletados manualmente com o auxilio de agulhas hipodérmicas estéreis, armazenados em

tubos congelados a -80 °C para a anélise por espectrometria de massas.

4.9  Caracterizacdo biofisica

Os experimentos biofisicos objetivaram analisar os parametros de estrutura
secundaria e terciaria da XylHb purificada. As analises de fluorescéncia intrinseca do
triptofano (FIT) e dicroismo circular (CD) foram realizados em colaboracdo com o prof.
Dr. Hamilton Cabral e o auxilio da técnica Dr.2 Nathdlia Gonsales da Rosa-Garzon
(FCFRP-USP), e com o prof. Dr. Arthur Henrique Cavalcante de Oliveira e o0 auxilio do
técnico André Justino (FFCLRP-USP), respectivamente.

4.9.1 Avaliacdo do perfil da estrutura secundaria da XylHb por dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular foram coletados em um espectropolarimetro J-
810 (Jasco, JPN). Foram realizadas 5 varreduras a 50 nm s variando de 190 a 240 nm
em agua ultrapura contendo 0,1 mg mL™* de amostra a 25 °C, em uma cubeta de quartzo
com caminho 6ptico de 1 mm. As varreduras foram subtraidas do branco (amostra de
agua ultrapura). Os resultados foram expressos na forma de elipsidade molar residual
média (0), 10° grau.cm?.dmol, através da equacao 1:

[0] _ 6.100. M
~ C.ln

Onde:

O: Elipsidade (graus);

I: Caminho éptico (cm);

C: Concentracdo de proteinas (mg mL™Y);

M: Massa molecular da proteina;

n: Namero de residuos de aminoacidos da proteina (kDa);
100: Fator de adequacao das unidades.
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4.9.2 Efeito da temperatura na fluorescéncia intrinseca do triptofano (FIT) da

XylHb

Os espectros de fluorescéncia foram coletados em um espectrofluorimetro
Lumina™ (Thermo Scientific, USA). A amostra foi analisada utilizando-se a
concentragéo proteica de 0,1 mg mL™* em tamp&o acetato de s6dio 50 mmol L, pH 5,5,
em cubeta de quartzo de 10 mm de caminho dptico e submetida a incubagdo em diferentes
temperaturas em intervalos de 10 min, variando entre 30 e 90 °C.

Para a emissdo de fluorescéncia a amostra foi excitada em 295 nm,
fotoselecionando-se majoritariamente os residuos de triptofano. A emissdo foi
monitorada no intervalo de 200 a 450 nm, acumulando-se 5 varreduras para cada
temperatura com o intervalo de equilibrio térmico. As corre¢Bes da linha de base foram
realizadas subtraindo-se o espectro do tampdo de amostra e os resultados foram
analisados pelo comprimento de onda maximo de emissdo (Amax) através do Luminous
Software (Thermo Scientific, USA).

ApOs a caracterizagdo biofisica, com objetivo de avaliar o potencial
biotecnoldgico da XylHb, fez-se testes comparativos de desempenho bioquimico (efeito
e estabilidade ao pH, temperatura, etanol, NaCl, eficiéncia catalitica, efeito de ions e
quimicos) e de sacarificacio com celulase comercial Cellic®CTec2 (Novozymes, DNK),
da enzima em estudo, confrontados com a endo-xilanase comercial Cellic®HTec2
(Novozymes, DNK). As avaliagdes foram confrontadas com Cellic®HTec2 por esta
enzima ser a principal endo-xilanase utilizada para diversas aplicacGes envolvendo o
bioprocessamento da biomassa lignocelulésica para a producéo de bioetanol E2G e de

papel e celulose.

4,10 Caracterizacdo bioquimica da XylHb e endo-xilanase comercial
Cellic®HTec2
4.10.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica

A influéncia do pH foi feita mediante a incubacdo individual de 0,3 pg de endo-
xilanase (XylHb ou Cellic®HTec2) em 40 pL de tamp&o glicina-citrato-fosfato 100 mmol
L, em diferentes valores de pH (entre pH 3,0-10,0), e 50 pL de xilana birchwood
(Sigma-Aldrich, USA) 1% (m/v) diluida em &gua destilada, durante 10 min, a 50 °C
(RULLER et al., 2014).
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A estabilidade ao pH foi realizada através da incubacgéo de 3 g de endo-xilanase
em 900 pL de tampéao em diferentes pHs como ja citado anteriormente, durante 24 h, a
25 °C. Uma aliquota de 10 pL (contendo 0,3 ug) de endo-xilanase foi utilizada para
atividade enzimatica e posterior analise de acUcares redutores totais liberados de acordo
com o item 4.4. Os resultados obtidos foram expressos na forma de atividade residual
relativa, considerando-se o pH com a maior atividade enzimatica como 100%. Todos 0s

micro-ensaios foram realizados em quintuplicatas.

4.10.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimética

As reacdes de micro-ensaios para o efeito da temperatura foram feitas respeitando
0 item 4.4 mediante a incubacdo individual de 0,3 pug de endo-xilanase (XylHb ou
Cellic®HTec2) em tampdo acetato de sodio 50 mmol L, pH 5,5, durante 10 min e em
temperaturas que variaram entre 25 e 80 °C.

A termoestabilidade foi avaliada mediante a pré-incubacdo de 100 pL de endo-
xilanase (contendo 3 pg) em 900 pL de agua, em intervalos de tempo entre 0 e 24 h e nas
temperaturas de 50, 60 e 70 °C. Em seguida, as amostras foram resfriadas em banho de
gelo por 1 min e uma aliquota de 10 pL (contendo 0,3 pg) de endo-xilanase foi utilizada
para atividade enzimatica e posterior analise de agucares redutores totais liberados de
acordo com o item 4.4. Os resultados obtidos foram expressos na forma de atividade
residual relativa, considerando-se a temperatura com a maior atividade enzimatica como

100%. Todos os micro-ensaios foram realizados em quintuplicatas.

4.10.3 Parametros cinéticos

Para a determinacédo dos parametros cinéticos (Km, Vmax, Kcat € Kcat/ Km) 0 micro-
ensaios de atividade enzimética foram realizados individualmente utilizando 10 pL de
endo-xilanase (contendo 0,3 pg) (XylHb ou Cellic®HTec2) de acordo com o item 4.4,
sob as condi¢bes 6timas de pH (5,5 para ambas) e temperaturas de 70 e 50 °C, durante 10
min. O substrato utilizado foi a xilana birchwood em concentragdes finais variando de

0,1 a 18 mg mL™. Todos os micro-ensaios foram realizados em quintuplicatas.

4.10.4 Efeito de sais e agentes quimicos na atividade enzimatica

O efeito de diferentes sais (KCI, LiCl, NaCl, CaCly, NiSO4, ZnCly, FeCls, CuSOs,
MgSO., HgCl, Pb(NOs)2), compostos quelantes (EDTA) e redutores (B-mercaptoetanol)
foram avalidos através da presenca de 10 mmol L destes aditivos nas micro-reagoes

enzimaticas. Os solventes (etanol e metanol) e compostos fendlicos (&cido cinamico,
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ferulico, tanico, p-coumarico e 4-hidroxibenzoico) foram avaliados através da presenca
de 10% (v/v) e 1 mg mL* destes aditivos nas micro-reagdes enzimaticas, respectivamente
(CARLI et al., 2016).

As micro-reagdes enzimaticas e a quantificagdo de acUcares redutores liberados
foram realizados individualmente utilizando 10 puL de endo-xilanase (contendo 0,3 pg)
de acordo com o item 4.4 nas condicGes 6timas obtidas anteriormente para a XylHb (pH
5,5 e 70 °C) e Cellic®HTec2 (pH 5,5 e 60 °C). As atividades relativas foram calculadas
considerando-se o sistema reacional sem adi¢do de nenhum composto como 100%. Todos

0s micro-ensaios foram realizados em quintuplicatas.

4.10.5 Efeito do etanol e NaCl na atividade e estabilidade enzimatica

O efeito da concentracdo do etanol e NaCl na atividade enziméatica foram
avaliadas por meio da pré-incubacao individual de 10 pL (contendo 0,3 pg) de endo-
xilanase (XylHb ou Cellic®HTec2) em um gradiente de concentracdo de etanol, de 0 a
30% (v/v) ou NaCl, de 0,1 a 2 mol L (v/v), em tamp&o acetato e sddio 50 mmol L com
0,5% de xilana birchwood (Sigma-Aldrich, USA), de acordo com o item 4.4 e nas
condicBes 6timas obtidas anteriormente.

Os testes de estabilidade utilizando concentracdes crescentes de etanol e NaCl,
foram realizados individualmente através da pré-incubacdo de 3 pg de endo-xilanase
(XylHb ou Cellic®HTec2) em etanol 0 a 30% (v/v) ou NaCl 0,1 a 2 mol L (v/v), os
mesmos sendo incubados a 25 °C durante 24 h. A atividade enzimatica e a quantificacdo
de acUcares redutores totais liberados foram de acordo com o item 4.4 nas condicdes
Otimas obtidas anteriormente. Os resultados obtidos nos micro-ensaios foram expressos
na forma de atividade residual relativa, considerando-se a atividade da amostra sem

tratamento como 100%. Todos os micro-ensaios foram realizados em quintuplicatas.

4.11 Ensaios de sacarificacdo do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado

O bagago de cana-de-aglcar é uma das matérias primas mais exploradas para a
producdo de acucares fermentesciveis voltados para a inddstria de biocobustiveis, no
entanto, para que a producdo destes agucares ocorra, S0 necessarias etapas preliminares
de pré-tratamento e sacarificacdo enzimatica (RAJENDRAN et al., 2017). Os pré-
tratamentos, como ex. hidrotérmico, auxiliam na reducéao da recalcitrancia do bagaco para
que as enzimas utilizadas na etapa sacarificagdo possam realizar a conversdo dos
polissacarideos presentes no material pré-tratado, em mono e oligossacarideos, com
maior eficiéncia (KANGO; JANA; CHOUKADE, 2019).
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Umas das principais enzimas utilizadas como controle comercial, para realizar a
conversdo da lignocelulose aglcares, é o coquetel celulasico Cellic®CTec2 (Novozymes,
DNK). No entanto, a Cellic®CTec2 individual ndo é totalmente eficiente para a conversio
do bagago pré-tratado, fazendo-se necessaria a suplementagdo com enzimas axiliares
(BRAR et al., 2021). Por esta razdo, a fabricante sugere a suplementagio da Cellic®CTec2
com o coquetel hemicelulasico Cellic®HTec2 para auxiliar na conversio adicional das
porcdes de celulose e hemicelulose presentes na biomassa, mas o0 alto custo desta mistura
somada a quantidade necessaria para a conversdo da lignocelulose é um dos principais
“gargalos” para a viabilidade econdmica do processo (LOPES; FERREIRA-FILHO;
MOREIRA, 2018).

Com o objetivo de se solucionar este problema, estratégias incluindo a triagem de
novas enzimas de origem microbiana, para a substituicdo ou suplementagéo das enzimas
comerciais, tem sido explorada (BASIT et al., 2018; FARIA et al., 2020). A aplicagéo
destes novos biocatalisadores tem sido feita principalmente por meio de combinacdes
enzimaticas, extraidas diretamente dos microrganismos produtores, ou na forma semi-
purificada, por gerarem menos custo de produgdo quando comparados as enzimas puras
(CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018).

Por este motivo, o presente trabalho buscou avaliar o potencial biotecnoldgico da
XylHb pré-purificada com 70% de etanol como complemento para a Cellic®CTec2 na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-agUcar pré-tratado hidrotermicamente, e substituto da
hemicelulase comercial (Cellic®HTec2).

As micro-reacdes de hidrolise enzimaticas (HE) foram realizadas utilizando dois
controles, sendo estes: um controle principal constituido pela celulase comercial
Cellic®CTec2 100% (5 mg / g de substrato) e outro pela mistura comercial contendo
Cellic®CTec2 50% + Cellic®HTec2 50% (2,5 + 2,5 mg / g de substrato). Estes controles
foram comparados em relacdo a quantidade de glicose, agUcares redutores totais liberados
e sinergia com a mistura de Cellic®CTec2 50% + XylHb 50% (2,5 + 2,5 mg / g de
substrato). As micro-reacdes foram realizadas em diluicbes adequadas de modo a ter
cargas finais enzimaéticas de 5 mg / g de substrato, conforme proposto pela bula da
fabricante das enzimas comerciais.

Os micro-ensaios de HE foram realizados em microtubos contendo substrato pré-
tratado 2% (m/v) e o volume final de 1 mL foi ajustado com tampé&o acetato de sédio 50
mmol L?, pH 5,0, (ALVIRA et al., 2011). As amostras foram todas acondicionadas e
controladas mediante utilizagdo em condic@es de ensaio usando termomixer Accuterm™
(Labnet, New Jersey, USA) a 50 °C e 500 rpm, durante 72 h. As quantidades de glicose e
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acucares redutores totais liberados foram analisados através dos métodos da glicose-
oxidase (GOD) (BERGMEYER; GAWEHN, 1974) e do &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), respectivamente. Os efeitos sinérgicos entre as preparagdes de misturas
enzimaéticas individuais foram avaliadas usando a equacao 2, de acordo com Hu, Arantes
e Saddler, (2011).

Z CPmistura

DS = ————M——
Y. CPingividual

Onde:

DS: Grau de sinergismo;

> CPnmistura: Soma da concentracdo de produto produzido com o coquetel;

> CPindividual: SOma da concentracdo de produto produzido com o preparo enzimatico
individual.

4.12  Analise dos dados obtidos

Os experimentos de caracterizacdo foram realizados em quintuplicatas utilizando
diferentes amostras purificadas de XylHb (N=5) e os dados estdo apresentados como
média e desvio padrdo (DP). A velocidade méaxima (Vmax) € a constante de Michaelis-
Menten (Kwm) foram calculados, empregando o programa SigrafW (LEONE et al. 2005).
Os dados obtidos no experimento de hidrélise do bagaco de cana pré-tratado e efeito de
aditivos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey e Dunnett no programa Graphpad Prism 8

(Graphpad Software, San Diego, CA, USA), respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producédo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var. thermoidea

Inicialmente, o extrato bruto rico em xilanases extracelulares foi produzido
através de fermentacdo em estado solido (FES) e extraido de acordo com o item 4.3.

Os resultados de producdo demonstraram que H. brevis var. thermoidea quando
cultivado em farelo de trigo e &gua 1:2 (m/v) produziu aproximadamente 4.560 + 552 U
g de xilanases extracelulares. Esta producéo foi proxima ao relatado anteriormente para
a mesma cepa (5.327,4 + 370,7 U g'!) e para outros fungos do mesmo género, como
Humicola lanuginosus (4.977 U g?), quando cultivados sobre as mesmas condigdes
(KAMRA; SATYANARAYANA, 2004; MASUI et al., 2012).

Estudos adicionais de producao realizados por Masui et al., (2012), demonstraram
que H. brevis var. thermoidea quando cultivado eu outras fontes de carbono em FES,
apresentou niveis, cerca de, 5 a 12 vezes menores de xilanases extracelulares quando
comparados ao farelo de trigo. Dentre alguns exemplos, pode-se citar: a fibra de soja
(1.102,3 + 121,1 U g1, casca de amendoim (935,5 + 110,4 U g 1), bagaco de cana-de-
aclicar (481,7 + 58,3 U g), proteina de soja (435,3 + 55,3 U g!) e soja moida (426,1 +
51,4Ug?).

Por outro lado, em estudos de producéo envolvendo fungos de géneros distintos,
foi relatado que Trichoderma longibrachiatum produziu 479,7 U g de xilanases
extracelulares, enquanto que Aspergillus niger NFCCI 4113, M. thermophila e Fusarium
oxysporum produziram, 1.175; 1.292 e 1.840 U g quando cultivados em FES utilizando
farelo de trigo como substrato (AZIN; MORAVEJ; ZAREH, 2007; MORETTI et al.,
2012; KUMAR et al., 2018). Essas producbes foram menores quando comparadas as
obtidas para fungos do género Humicola ao utilizarem o mesmo substrato, sugerindo que
este género seja promissor para a producdo de hemicelulases a partir de agroresiduos ricos
em glucuranoarabinoxilanos, como o farelo de trigo.

Desta forma, o extrato bruto rico em xilanases extracelulares, produzidas por H.
brevis var. thermoidea em FES constituido por farelo de trigo e agua 1:2 (m/v), foi

utilizado para etapas posteriores de precipitacdo e purificagéo.

5.2  Precipitacdo e purificagdo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var.

thermoidea
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5.2.1 Precipitacéo seletiva da endo-xilanase extracelular

As xilanases extracelulares presentes no extrato bruto produzidos a pertir de FES
foram submetidas a testes iniciais de precipitacdo utilizando solventes organicos e
inorganicos de acordo com os itens 4.6.1 e 4.6.2, respectivamente. Foram avaliadas trés
metodologias para precipitacdo de proteinas, sendo estas: sulfato de amonio, acetona
gelada e etanol gelado.

Dentre as metodologias testadas a que se demonstrou mais efetiva para a
precipitacdo de xilanases extracelulares foi aquela utilizando 70% (v/v) de etanol gelado,
apresentando a recuperacdo de 85% de atividade quando comparada ao extrato bruto
(Figura 12). O segundo melhor foi o sulfato de amonio 60% (m/v) (com 80% de
recuperacdo) e por ultimo a acetona gelada 75% (v/v) (20% de recuperacdo). O
decréscimo de atividade na utilizacdo de acetona gelada indica que ocorreu a possivel
desnaturacdo proteica ndo reversivel ao utilizar este solvente organico.

O etanol é o mais importante dos solventes devido as suas propriedades fisico-
quimicas, como ex.. a completa miscibilidade com agua, inércia quimica, baixa
toxicidade, baixo custo, auséncia da necessidade de etapas subsequentes de dialise (que
sd0 necessarias para aquelas que utilizam sais como sulfato de aménio). Além disso,
pensando em um processo de escalonamento e aplicacdo, a possibilidade de reciclo para
novas precipitacdes através da rota evaporacdo e recuperacdo do solvente (CORTEZ;
PESSOA; ASSIS, 1998). Estas caracteristicas tornaram o método escolhido de
precipitacdo com etanol gelado além de viavel, uma etapa unitaria de producdo
(downstream) da endo-xilanase, uma estratégia sustentavel.

Metodologias envolvendo a precipitacdo de proteinas como etapas preparativas
para procedimentos de purificacdo sdo amplamente utilizadas. Um estudo realizado por
Kumar e Shukla, (2018), ao testarem diferentes solventes organicos na precipitacdo de
xilanases produzidas por T. lanuginosus VAPS24, observaram que a acetona foi o
solvente que obteve o maior indice de recuperacéo, correspondendo a 83%. Diferente do
observado para as endo-xilanases extracelulares de H. brevis var. thermoidea, nas quais
tiveram apenas 20% de recuperacdo quando a acetona foi usada.

Outro trabalho realizado por Costa, Farinas e Miranda, (2018) demonstrou que ao
utilizarem 80% de etanol obtiveram recuperacdes de 79 e 97% da atividade de xilanases
extracelulares expressas por A. niger e Trichoderma harzianum, respectivamente.
Corroborando com o obtido para as endo-xilanases de H. brevis var. thermoidea quando

a precipitacdo com etanol foi utilizada.
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Figura 12: Precipitacdo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var. thermoidea utilizando sulfato de
amonio e solventes organicos.
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A) Sulfato de amdnio; B) Acetona gelada; C) Etanol gelado. 100% = 140 U mg. Cada valor no painel
representa as médias + SD (n = 5).

Aline Pereira de Almeida M estrado



Resultados e discussdo | 55

A diferenca da metodologia de precipitacdo e a concentracdo final do solvente
organico ou inorganico que sera utilizado é estritamente relacionada a variacdo da
solubilidade proteica, dependendo de fatores que incluem a distribuicéo e proporgéo dos
grupos polares e apolares presentes na superficie da biomolécula (BURGUES, 2009).

Desta forma, buscando-se aperfei¢oar o procedimento, aumentar a rentabilidade e
a praticidade da etapa de concentracdo da enzima, o método selecionado para dar
continuidade aos estudos de purificacéo foi o da precipitacdo com etanol. Uma amostra
de 10 mL de extrato bruto contendo 2.084,90 U Totais foi precipitada e ressuspendida em
1 mL de solugéo tampao acetato de sédio 50 mmol L™ de acordo com o item 4.6.2.2. O
precipitado apresentou 1.754,09 U Totais, representando 84,13% de recuperacdo e um
fator de purificacdo de 2,09 vezes (Tabela 2). Esta foi reservada para as etapas

subsequentes de cromatografia.

5.2.2 Teste de “binding” da XylHb em diferentes resinas de troca idnica

Apds a padronizacdo do método de precipitacdo, amostras do extrato bruto foram
previamente equilibradas, em valores de pH 3,0; 5,0 e 8,0, e submetidas a testes em
binding utilizando duas resinas de trocas i0nicas, como descritos no item 4.6.3.

Foram utilizadas duas resinas para o teste, sendo estas: DEAE Toyopearl®giga cap
— 650M (Tosoh, JPN) e CM Celulose (Sigma-Aldrich, USA).

A Dietilaminoetil (DEAE) Toyopearl®giga cap — 650M (Tosoh, JPN), é uma
resina trocadora de anions que contém uma matriz de polimero metacrilico hidroxilado
com cadeias laterais a-amino (NH3"). A faixa operacional dos grupos laterais, para que
estejam na forma protonada, varia de pH 2,0 — 9,0 e a capacidade de ligacdo da matriz
corresponde a 150 mg de BSA / g de resina (MILNE, 2016). Por outro lado, a
Carboximetil (CM) Celulose (Sigma-Aldrich, USA), é uma resina trocadora de cations
que contém grupos laterais a-carboxilas (COO") ligados a uma superficie de celulose. A
faixa operacional destes grupos laterais, para que estejam na forma desprotonada, varia
de pH 4,0 — 12,0 e a capacidade de ligacdo desta matriz € de 60 mg de BSA / g de resina
(MILNE, 2016).

A partir dos resultados obtidos, dentre as duas resinas avaliadas, apenas a DEAE
Toyopearl®giga cap — 650M (Tosoh, JPN), em pH 5,0 e 8,0, favoreceu a interagdo com

as xilanases extracelulares, de H. brevis var. thermoidea (Figura 13).

Aline Pereira de Almeida M estrado



Resultados e discussdo | 56

Figura 13: Teste binding da influéncia do pH e da resina na interagéo de xilanases extracelulares de H.brevis
var. thermoidea.
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A) DEAE Toypearl® giga cap-650M. B) CM celulose. C: Controle; NL: Ndo ligado; L1: Lavagem 1; L2:
Lavagem 2; L3: Lavagem 3; L4: Lavagem 4; L5: Lavagem 5; E1: Eluigdo 1; E2: Eluicdo 2; E3: Eluicdo 3;
E4: Eluicdo 4; E5: Eluicdo 5. 100% = 460 U mg™. As etapas de eluicdo foram realizadas na presenca de 2
mol L* de NaCl. Cada valor no painel representa as médias + SD (n = 5).

A presenca de interacdes na DEAE, a partir de pH 5,0, sugeriu que a xilanase
extracelular (XylHb) obtém o ponto isoelétrico (pl) acido apresentando a somatoria ds
cargas presentes na superficie negativa neste pH, favorescendo a interacéo eletrostatica
com 0s grupos o-amino presentes na resina. Este resultado corrobora com o obtido para
a CM celulose (Sigma-Aldrich, USA), uma vez que em valores de pH préximos a
neutralidade os grupos a-carboxila estejam predominantemente na forma de COO-

(desprotonados), ocasionando repulsédo de cargas com a amostra.
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A partir destes resultados foi selecionada a resina trocadora de anions DEAE
Toyopearl®giga cap — 650M (Tosoh, JPN) e pH 5,0 para as etapas seguintes. A principal
vantagem da utilizacdo de pHs que variam de 4,5 a 6,5 para a purificacdo de xilanases
produzidas por fungos filamentosos envolve a proximidade ao pH 6timo de catalise destas
biomoléculas, que se encontra dentro desta faixa de atuacdo (podendo haver excecoes).
Como exemplo: a xilanases produzidas por C. thermophile, Chrysosporiium

lucknowenese, Remersonia thermophila e H. insolens (CHADA et al., 2019).

5.2.3 Cromatografia da XylHb por troca ionica

O extrato precipitado no item 4.6.2.2 contendo 1.754,09 U Totais, foi aplicado na
coluna de troca idnica DEAE Toyopearl® giga cap — 650M de acordo com o item 4.6.4.

A eluicdo da resina resultou em um pico de proteinas antes do gradiente salino (1)
sem atividade enzimética para endo-xilanase e outro ap6s o gradiente salino (1) com
atividade enzimatica (Figura 14). As fragdes referentes ao pico Il, eluidas em 0,5 mol L
! de NaCl, foram recolhidas e agrupadas. O pico Il apresentou 1.710,54 U totais,
representando 82,04% de recuperacdo ap0s esta etapa cromatografica e um fator de
purificagdo de 10,08 vezes (Tabela 2).

Uma eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) foi realizada para analise do grau de
pureza obtida apos esta etapa (Figura 16A). O resultado obtido indicou que a amostra ndo
alcancou o grau de pureza adequado, sendo necessario mais um passo cromatografico.
Desta forma, o eluido correspondente ao pico Il foi equilibrado em tampdo apropriado

como o descrito no item 4.6.4 para a etapa subsequente de excluséo por peso molecular.

Figura 14: Purificacdo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var. thermoidea com colunas
cromatograficas DEAE Toyopearl®giga cap — 650M.
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A atividade xilanolitica foi expressa por U mL™ (e), a emissdo dos residuos de aminoacidos aromaticos por
Abs 280.m (0) e o gradiente salino por NaCl mol L (-). I (pico I); I (pico II).
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5.2.4 Cromatografia da XylHb por exclusdo molecular

O primeiro pico (1) ndo apresentou atividade enzimatica para endo-xilanase, ao
contrario do observado para o segundo pico (I1). A amostra corresponde ao eluido do pico
I, foi aplicado na resina de excluséo por peso molecular TSK Fractogel 50 (S) de acordo
com o descrito no item 4.6.5. Esta resina tem a propriedade de separar proteinas com o
peso menor do que 30 kDa. Assim como na etapa de troca ibnica, a eluicdo da resina
resultou novamente em dois picos de proteinas (Figura 15).

Apos a eluicdo, as fracdes referentes ao segundo pico foram reunidas e sujeitas a
eletroforese desnaturante (SDS-PAGE). O perfil eletroforético da amostra do pico
principal contendo atividade xilandsica maxima apresentou apenas uma banda proteica,

indicando que a XylHb foi purificada de forma homogénea (Figura 16B).

Figura 15: Purificagdo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var. thermoidea com resina
cromatografica TSK Fractogel 50 (S).
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A atividade xilanolitica foi expressa por U mL (0) e a emissdo dos residuos de aminoacidos aromaticos
por Abs 280nm (). I (pico I); Il (pico I1).

Todas as fracbes com atividade xilanasica foram reunidas. O reunido
correspondeu a 1.298 U Totais, uma recuperacdo de 62,2% e um fator de purificacdo de

37,12 vezes quando comparada a etapa anterior (Tabela 2).

Tabela 2: Purificacdo da endo-xilanase extracelular de H. brevis var. thermoidea.

Etapas Pro_temas U totais U mg? Rendimento Fa_t(_)r d?
totais (mg) purificacdo
Extrato bruto 7,6 2.084,90 274,32 100 1
Precipitacdo com
etanol (70%) 3,05 1.754,09 575,11 84,13 2,09
®
DEAE Toyopearl 0618 171054 2.767,86 82,04 10,08
giga cap — 650M
TSK Fractogel 50(S) 0,127 1.298,00 10.185,19 62,25 37,12
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Este rendimento foi maior quando comparado com endo-xilanases de outros
fungos do mesmo género e de géneros distintos, como ex.: H. grisea var. thermoidea
(NETO; FILHO, 2004) e T. aurantiacus (PING et al., 2018). Entretando, obteve o
rendimento menor quando comparado a endo-xilanase de T. lanuginosus (KUMAR;
SHUKLA, 2018).

Posteriormente, a amostra purificada foi submetida a atividade em gel
(zimograma), em concentracdes que variaram de 5 a 25 pg de acordo com a metodologia
citada no item 4.7. Em todas as dosagens utilizadas foi possivel realizar a deteccdo da
atividade enzimatica indicando, desta forma, que baixas concentragdes de XylHb séo

suficientes para processos de hidrélise da xilana (Figura 16C).

Figura 16: Eletroforese em gel poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) da endo-xilanase extracelular
purificada de H. brevis var. thermoidea.
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A) Etapas de purificacdo da XylHb, MM: Massa molecular; EB: Extrato bruto (10 ug); PR: Precipitado
com etanol gelado (10 ug); DEAE: DEAE Toyopearl®giga cap 650M (10 pg); TSK: TSK Fractogel 50 (S)
(10 pg). B) Amostra das fragdes da TSK Fractogel reunidadas contendo a xilanase purificada a direita
(TSK) (10 pg) e a Massa molecular a esquerda (MM). C) Zimograma utilizando 5, 10, 15, 20 e 25ug de
xilanase purificada coradas com vermelho Congo.
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Estes resultados corroboram com alguns resultados descritos na literatura para T.
lanuginosus VAPS24, T. aurantiacus, Talaromyces thermophilus, P. thermophila, R.
thermophila e H. insolens Y1, nos quais foram necessarios mais de uma etapa para
adquirirem xilanases purificadas (PING et al., 2018; KUMAR; SHUKLA, 2018; BALA;
SING, 2019). S&o raras as exce¢des nos quais as purificagdes dessas enzimas sdo
realizadas com éxito em apenas uma ou duas etapas, como no caso encontrado para T.
lanuginosus, Aspergillus japonicus e Aspergillus tamarii Kita (HEINEN et al., 2018;
BALA; SING, 2019; SILVA et al., 2019).

Assim, o protocolo de purificagdo da XylHb desenvolvido neste trabalho
incluindo uma etapa de precipitacdo com etanol gelado seguido pela utilizacdo de duas
etapas cromatograficas, que incluiram uma resina de troca anibnica como fase
intermediéria e de exclusdo molecular como fase de polimento, se mostrou eficiente,

promissor e foi a primeira vez descrita para a endo-xilanase de H. brevis var. thermoidea.

5.2.5 Anadlise da XylHb por eletroforese bidimensional

Ap0s as duas etapas de cromatografia para purificacdo, a XylHb foi submetida a
focalizacdo isoelétrica com o objetivo de se identificar o pl, a massa molecular e para
posteriores testes de analise por espectrometria de massas (Item 4.8).

A descoberta do ponto isoelétrico € importante por fornecer o pH em que ha o
equilibrio entre cargas positivas e negativas presentes em macromoléculas. A
solubilidade de proteinas depende de vérios fatores, dentre eles a presenca das cargas
elétricas ao longo de sua superficie. A existéncia de uma carga positiva ou negativa
determina a interacdo com 0 meio aquoso, além de estabelecer um estado de repulsédo
entre as proprias moléculas de proteina, aumentando a interacdo com o solvente e,
consequentemente, favorecendo a solubilidade (PERGANDE; COLOGNA, 2017).

Como mostrado na Figura 17, o perfil da proteina purificada em eletroforese 2D
demonstrou a presenca de possiveis isoformas que estdo na faixa acida do gel, que diferem
entre si por uma pequena variagdo na massa molecular e no pl. Nota-se a existéncia de
cinco pontos na mesma faixa de onde se encontrava a banda referente a XylHb.

Os pontos isofocalisados foram identificados e analisados pelo programa Image
Master 2D platinum v7.0 (Cytiva, USA), para a detec¢do da massa molecular e ponto
isoelétrico como descritos no item 4.8.4. O resultado das analises indicou que a variacao
de massa molecular entre 25 e 26 kDa e o pl ente pH 4,0 e 4,9, corroborando com a
hipbtese levantada anteriormente na qual a xilanase expressa obtém o pl acido (Tabela
3).
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Figura 17: Eletroforese 2D da xilanase extracelular purificada de H. brevis var. thermoidea.
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Perfil 2D da amostra da xilanase expressa delimitada em preto e identificada de 129 a 133 (a direita) e 0
peso molecular (MM) (a esquerda).

A prevaléncia de massa molecular abaixo dos 30 kDa indica que a xilanase alvo
seja pertencente a familia GH11. Dentre outros fungos que expressaram Xxilanases
pertencentes a esta familia, encontra-se o Thermus thermophilus, T. lanuginosus 10C-
4145, C. thermophile e Malbranchea flava MTCC 4889 (NETO; FILHO, 2004; BALA;
SINGH, 2018; CHADA et al., 2019; ALOLIKA; SINGH, 2019).

O ponto isoelétrico encontrado é diferente do encontrado para endo-xilanases
expressas por fungos do mesmo género como H. insolens e H. fuscoatra nos quais
expressaram Xilanases com pls alcalinos de ~ 9,5 e 9,7. Entretanto, semelhante a outros
fungos termofilicos, tais como: C. thermophilum (pl ~ 4,5), T. lanuginosus (pl ~ 4,1), C.
lucknowense (pl ~ 5,5) e Malbranchea sp. (pl ~ 3,4) (GHATORA et al., 2006; PAES;
BERRIN; BEAUGRAND, 2012).

Tabela 3: Ponto isoelétrico e massa molecular da endo-xilanase extracelular purificada de H. brevis var.
thermoidea.

Pontos de proteinas Ponto isoelétrico (pl) Massa molecular (kDa)
130 4,93 26
129 4,82 26
132 4,54 26
131 4,29 25
133 4,09 25
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A multiplicidade de fatores como agdo de proteases, glicosilacdo ou produtos
alternativos de um mesmo gene, pode favorecer a producao de isoformas que auxiliam na
completa hidrolise da xilana (DESHPANDE et al., 2008). Isto pode ser a resposta para o
observado na andlise correspondente a presenca de varios pontos de proteinas
iofocalizados. Entretanto, para que as bases de fatores incluindo ponto isoelétrico e a

massa molecular sejam compreendidas, mais estudos terdo que ser realizados.

5.3  Caracterizacgao biofisica
5.3.1 Auvaliagéo do perfil da estrutura secundaria da XylHb por dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) € uma técnica espectroscopica nao destrutiva que
utiliza a absorcdo da luz polarizada no sentido horario ou anti-horéario para a avaliacdo
estrutural de moléculas opticamente ativas. Para biomoléculas como as proteinas, esta
técnica é utilizada na avaliacdo de estruturas secundérias, terciarias e comportamento
frente a diferentes condigfes como pH e temperatura (ROGERS et al., 2019; HUSSAIN
etal., 2019). Dentre as vantagens do CD, destaca-se a utilizacdo de quantidades reduzidas
de amostra para os testes e possibilidade de reaproveitamento (KELLY; JESS; PRICE,
2005; GREENFIELD, 2007).

Nas proteinas, os croméforos de interesse incluem a ligacdo peptidica (absorcéo
abaixo de 240 nm), cadeias laterais de aminoacidos aromaticos (absorcdo na faixa de 180
a 250 nm) e ligagdes dissulfeto (bandas largas de absorcéo fracas centradas em torno de
260 nm) (GREENFIELD, 2007). Ainda de acordo com este autor, as proteinas o-
helicoidais tém sinais negativos em 208 e 222 nm e positivo em 193 nm. Proteinas com
folhas 3 bem definidas tém sinais negativos em 218 nm e positivos em 195 nm, enquanto
proteinas desordenadas tém elipcidade molar baixa e sinais negativos perto de 195 nm
(Figura 18).

Para a andlise da integridade do perfil secundario da XylHb apos as etapas de
purificacdo, a endo-xilanase foi submetida a analise estrutural por dicroismo circular

conforme descrito no item 4.9.1.
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Figura 18: Espectros de dicroismo circular da estrutura secundéria de proteinas.
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Proteinas de estruturas secundarias distintas, como a-hélice (vermelho), folha B paralela (azul), folha B
antiparalela (verde), hélice de poliprolina (laranja) e cadeia desordenada (roxo), exibem formas espectrais
caracteristicas indicando que a espectroscopia por CD pode ser (til para a determinacdo da estrutura
secundaria de proteinas. Fonte: Adaptado de Micsonai, Bulyaki e Kardos, (2020).

O espectro de dicroismo apresentou uma banda negativa com sinal proximo a 218
nm (Figura 19). Esse perfil é indicativo de uma estrutura com alto conteudo de estrutura
secundaria do tipo folhas B. O alto percentual de folhas B associado aos resultados de
baixo peso molecular, permite sugerir novamente que a xilanase pertenca a familia GH11.
Somados a isso, o resultado estrutural obtido foi similar ao reportado na literatura para
outras xilanases da familia GH11 (GONCALVES etal., 2012; HEINEN et al., 2018; WU
et al., 2020a).

Figura 19: Espectro de dicroismo circular da xilanase purificada de H. brevis var. thermoidea e estrutura
da xilanase GH11 de T. lanuginosus.
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5.3.2 Efeito da temperatura na fluorescéncia intrinseca do triptofano (FIT) da
XylHb

A espectroscopia de fluorescéncia de proteinas é realizada principalmente através
da anélise de fluordforos intrinsecos (tirosina, fenilalanina e triptofano). Estes fluor6foros
absorvem a luz (energia) de um comprimento de onda especifico (Aex) e
apos um breve intervalo denominado “vida atil” da fluorescéncia, realizam a emissdo em
um comprimento de onda mais longo (Aem) (YANG et al., 2017; HELLMAN;
SHNEIDER, 2019). A fluorescéncia de residuos de aminoacidos é altamente sensivel ao
microambiente em que se encontram, portanto, monitorar os parametros de fluorescéncia
(Amax) incluindo a agdo da temperatura e pH, sugerem modificagdes estruturais sofridas
na vizinhanca dos fluoréforos (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014).

Desta forma, com o objetivo de compreender a influéncia da temperatura na
modificacdo da estrutura terciaria da XylHb, esta enzima foi submetida ao monitoramento
através de fluorescéncia intrinseca do triptofano (FIT) em diferentes temperaturas
conforme descrito no item 4.9.2.

A amostra contendo a XylHb foi submetida ao aquecimento em temperaturas
variando entre 30 e 90 °C e posterior resfriamento. O espectro de emissdo de
fluorescéncia, apds excitacao em 295 nm, apresentou Amax = 300 nm, indicando que a
proteina é dobrada com seus residuos de triptofanos imersos em um ambiente hidrofébico
(LADOKHIN, 2000).

Conforme a temperatura foi alterada de 30 a 90 °C, observou-se que a intensidade
de emissdo aumentou progressivamente até atingir o maximo em 70 °C, e posteriormente,
decresceu a medida que a temperatura ficou proxima de 90 °C. Atingidos os 90 °C, a
temperatura foi reduzida progressivamente para o possivel reenovelamento proteico.
Entretando, a intensidade de emissdo ndo obteve modificagdes indicando que a proteina

sofreu desnaturacao irreversivel apos os 70 °C (Figura 20).
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Figura 20: Influéncia da temperatura na atividade enzimatica e fluorescéncia intrinseca do triptofano (FIT)
da endo-xilanase purificada de H. brevis var. thermoidea.
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(o) Temperatura 6tima; (e) Fluorescéncia intrinseca do triptofano. 100% = 10.503 U mg. Cada valor no
painel representa as médias + SD (n = 5).

A partir destes resultados, notou-se que o aquecimento progressivo favoreceu a
modificacdo do microambiente proteico da XylHb auxiliando na maxima exposicdo dos
residuos de triptofano a 70 °C, coincidindo com os resultados obtidos para a temperatura
6tima desta enzima, levantando a hipdtese de que estes residuos estejam relacionados com
a catalise enzimatica.

Estudos relacionados relataram que xilanases GH11 expressas por
microrganismos apresentam residuos de triptofano, tirosina, isoleucina e fenilanina
mediando o sitio catalitico. Dentre estes residuos, o triptofano e a tirosina sdo 0s mais
predominantes (MICHAUX et al., 2010; PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012). O anel
aromatico destes aminoacidos forma interacdes de empilhamento com o anel do agucar
servindo como uma plataforma na fenda de ligagdo do substrato, desta forma auxiliando
na catalise enzimatica (FUJIMOTO et al., 2000; CHENG et al., 2015; WU et al., 2020b).
Resultados semelhantes foram registrados para a XynA de T. lanuginosus DSM 5826
(MAHARAJ et al., 2011).

Desta forma, estas informagdes corroboram com a hipétese levantada. Entretanto,
experimentos auxiliares como cristalografia e docking molecular sdo necessarios para
afirmar que realmente os residuos de triptofano estdo auxiliando indiretamente no

processo catalise da XylHb.
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5.4  Caracterizacéo bioquimica da XylHb e endo-xilanase comercial Cellic®HTec2
5.4.1 Efeito do pH na atividade e estabilidade enzimatica

A influéncia do pH na atividade e estabilidade da XylHb foram comparadas com
as da endo-xilanase comercial (Cellic®HTec2) uma vez que esta segunda é amplamente
utilizada para diversas aplicacdes envolvendo o bioprocessamento do bagaco de cana-de-
acucar para producdo de bioetanol e de papel, e celulose (item 4.10.1). Para o efeito do
pH, foi observado que tanto a XylHb quanto a Cellic®HTec2 obtiveram o méaximo de
liberagdo de agUcares redutores em pH 5,5, correspondendo a 100% da atividade total.
Para valores de pH abaixo do 6timo (5,0) observou-se que a atividade enzimaética
apresentou 90%, e 85% de liberagdo de aglcares, para Cellic®HTec2 e XylHb,
respectivamente. Em valores de pH superiores ao 6timo, foi observado o decréscimo
gradativo de atividade (Figura 21A). A partir destes resultados, conclui-se que, ambas as
enzimas avaliadas sdo endo-xilanases acidas.

O pH 6timo encontrado estd dentro do que foi descrito para endo-xilanases
expressas por fungos, nos quais a maxima liberacdo de agucares ocorreu entre pH 4,5 e
6,5. Como exemplo, podemos citar: C. thermophilum (pH 5,0), T. lanuginosus (pH 6,0),
Caldocelum saccharolyticum (pH 5,5), R. thermophila (pH 6,0), H. grisea var.
thermoideia (pH 4,5 a 6,5) (NETO; FILHO, 2004; PAES; BERRIN; BEAUGRAND,
2012; BALA; SINGH; 2018). Por outro lado, o trabalho de Boonrung et al., (2016),
demonstrou que, a xilanase extracelular de M. thermophila BF1-7 foi mais ativa em pH
12,0, sendo o mais alto relatado dentre os fungos. Entretanto, reteve apenas 55% da
atividade na faixa de pH 9,0 — 12,0, apds a incubacéo por 24 h.

Conforme mostrado na Figura 21B, a XylHb foi estdvel em uma ampla faixa de
pH (5,0-10,0), retendo 100% da atividade inicial por 24 h. Por outro lado, a enzima
comercial permaneceu estavel apenas em pH 5,5. Nota-se que a XylHb foi mais resistente
a ambientes alcalinos quando comparada a enzima comercial, podendo, desta forma, ser
caracterizada como alcalo-tolerante. Estes resultados corroboraram com aqueles
encontrados por Masui et al., (2012) ao caracterizarem a endo-xilanase no extrato bruto
de H. brevis var. thermoidea.
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Figura 21: Efeito do pH na atividade e estabilidade da XylHb e Cellic®HTec2

A 120

-

(=}

o
|

80
60

40

Atividade relativa (%)

1 1T 1T T T 1 T 11
3 4455556657758 9 10

pH

B 120

-

o

o
|

(o2}
o
|

Atividade relativa (%)
£ (2]
o o
1 |

N
o
l

o

(A) pH 6timo. (B) Estabilidade ao pH por 24 h. (e) XylHb; (o) Cellic®HTec2. 100% = 10.253 U mg™.
Cada valor no painel representa as médias = SD (n = 5).

Estudos anteriores demonstraram que a tolerancia a alcali parece ser uma
caracteristica recorrente entre xilanases fungicas GH11 (WU et al., 2020a). Uma xilanase
de A. tamarii Kita reteve mais de 80% de sua atividade quando incubada por 24 h em
valores de pH entre 4,0 e 9,0 (HEINEN et al., 2018), enquanto que uma xilanase de T.
lanuginosus (Sigma®) manteve 100% de sua atividade quando incubada durante 5 h e
valores de pH entre 5,0 e 8,0 (SOUZA et al., 2018).

Ademais, a xilanase expressa por H. insolens Y1 foi estavel entre a faixa de pH
5,0 - 9,0, ap6s 24 h de incubacdo (SHI et al., 2015). O perfil encontrado foi similar ao
obtido neste trabalho, indicando que fungos pertencentes ao género Humicola produzem
xilanases que séo estaveis em pHs alcalinos. Desta forma, podendo ser utilizadas para
processos que envolvam tratamentos nesta faixa de pH, como exemplo: o

biobranqueamento da polpa celulésica.
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A estabilidade a variag6es de pH sdo de extrema importancia uma vez que exerce
influéncia na solubilidade das substéncias, na estabilidade quimica e nas condicbes de

armazenamento da proteina purificada.

5.4.2 Efeito da temperatura na atividade e estabilidade enzimética

A influéncia da temperatura na atividade e estabilidade da XylHb e Cellic®HTec2
foram comparadas conforme o item 4.10.2. Para a temperatura 6tima, foi observado que
0 maximo de liberagdo de agucares redutores ocorre em 70 e 60 °C, para a XylHb e para
Cellic®HTec2, respectivamente. Em temperaturas superiores a 6tima, foi observado o
decréscimo gradativo de atividade para ambas as enzimas (Figura 22A).

As temperaturas 6timas observadas corroboram com os resultados encontrados na
literatura para o extrato bruto contendo a endo-xilanase de H. brevis var. thermoidea
(MASUI et al., 2012) e para a Cellic®HTec2, conforme o indicado pelo protocolo
sugerido pela fabricante Novozymes.

Enzimas que possuem atividade em temperaturas elevadas sdo desejaveis para a
indUstria, entretanto, deve estar aliada a termoestabilidade, pois, uma enzima
termoestavel pode suportar periodos mais logos de processamento quando comparada
aquelas que ndo sdo termoestaveis. Desta forma, as amostras enzimaticas avaliadas
anteriormente foram submetidas a termoestabilidade em temperaturas de 50, 60 e 70 °C,
durante 24 h (Figura 22B).

Os resultados demonstraram que, em 50 °C, ambas as amostras foram estaveis
durante todo o tempo de ensaio. Em 60 °C, foram estaveis durante os primeiros 30 min, e
apos este tempo a enzima comercial (Cellic®HTec2) obteve o decréscimo gradativo de
atividade, ficando inativa apds 24 h e apresentando t1> = 4 h. Entretanto, a amostra XylHb
obteve a perda de apenas 20% na atividade ao final do ensaio nesta temperatura.

A 70°C, a enzima comercial (Cellic®HTec2) obteve a perda gradativa de atividade
apos os primeiros 5 min, apresentando t12 = 13 min. A XylHb foi estvel durante 1 h nesta
temperatura, apresentando posteriormente o decréscimo gradativo de atividade,
apresentando ti2 =3 h 20 min.

A partir destes resultados podemos concluir que a XylHb foi mais estavel em
temperaturas de 60 e 70 °C quando comparada a amostra comercial Cellic®HTec2,
sugerindo que esta enzima possa ser utilizada para aplica¢fes industrias que demandem

temperaturas acima de 50 °C.
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Figura 22: Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da XylHb e Cellic®HTec2.
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meia vida. 100% = 10.503 U mg*. Cada valor no painel representa as médias + SD (n = 5).

Resultados obtidos por Masui et al., (2012) ao analisarem a endo-xilanase no
extrato bruto obtiveram os mesmos resultados que a enzima purificada. Outro fungo do
mesmo género, H. grisea var. thermoidea, expressou uma xilanase com a mesma
temperatura 6tima de H. brevis var. thermoidea, entretanto, apresentando ti2 =20 min em
60 °C (PAES; BERRIN; BEAUGRAND, 2012). Outros fungos de géneros distintos,
como S. thermophilum e T. aurantiacus sdo amplamente utilizados para processos de
hidrolise da biomassa e industria de papel e celulose, respectivamente. Suas Xilanases
apresentam a temperatura 6tima de 60 °C e conseguiram reter entre 70 a 85% da atividade
durante o intervalo de 90 a 120 min em 50 °C (TIQUIA; GRUBE, 2019). A enzima
expressa pelo H. brevis var. thermoidea conseguiu reter até 100% da atividade ap6s 24 h
na mesma temperatura, reforcando o potencial promissor da endo-xilanase expressa por

este fungo.
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5.4.3 Parametros cinéticos

Com a finalidade de averiguar afinidade pelo substrato e eficiéncia catalitica, 0s
parametros cinéticos da XylHb e Cellic®HTec2 foram determinados utilizando a xilana
birchwood como substrato, em uma concentragdo variando de 0,1 a 18 mg mL?* em

temperaturas de 50 e 70 °C, conforme descrito no item 4.10.3 (Figura 23).

Figura 23: Efeito da xilana bichwood na atividade da XylHb e Cellic®HTec2.

15.000

10.000-

U mg

5.000

0 1 I I
0 5 10 15 20

[Xilana] (mg mL'l)

Enzima purificada XylHb 50 °C (0); 70 °C (e); Enzima comercial 50 °C (A); 70 °C (A). Os dados
representam as médias = SD (n = 5).

Os resultados demonstraram que a afinidade pelo substrato em 50 °C para a XylHb
(Km=4,3+0,5mgmL?) e Cellic®HTec2 (Km = 4,2 + 0,6 mg mLt), foram semelhantes,
e em 70 °C, a XylHb (Km = 3,2 + 0,3 mg mL™) apresentou maior afinidade do que a
amostra comercial (Km = 4,1 + 0,4 mg mL™?). Em complemento, A XylHb obteve a
eficiéncia catalitica (razdo kca/Kmy mais alta do que a xilanase comercial em ambas
temperaturas avaliadas, e pode degradar a xilana birchwood com maior eficiéncia (Tabela
4). Em termos comparativos, a XylHb pode ser utilizada eficientemente em bioprocessos
tanto em suas condi¢bes Otimas de hidrolise quanto nas condigbes exigidas

industrialmente.
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Tabela 4: Comparacdo entre os pardmetros cinéticos da xilanase purificada (XylHb) e comercial
(Cellic®HTec?2) utilizando xilana birchwood como substrato.

. Temperatura Kwm Vmax Keat Keat/ Km
Enzima ¢C) (mgmL?Y)  (Umg?) () (mLs'mg-)
ol 50 43+05 13717+1870 5633+798  1.310 + 185
y 70 32+0,3 14.849+1783 6.400+736  2.000 + 230
50 42+0,6 10471+1555 4.150+649 988 + 154
®HTec2
70 41404 14443+1675 57504246  1.402 + 60

O trabalho realizado por Liao et al., (2015), relata que, a eficiéncia catalitica
(Kcat/Km) obtida para quatro xilanases (Xyn10A, Xyn10B, Xyn 11A e Xyn11B) expressas
por Penicillium oxalicum GZ-2, ao hidrolisarem a xilana birchwood, corresponderam a:
24,8; 626,4; 14,6 e 229,1 mLs'mg!, respectivamente. Posteriormente, Silva et al.,
(2019), demostraram que, a xilanase expressa por A. japonicus obteve a razdo Kca/Km de
98,05 mL s 'mg!. Estes resultados foram inferiores quando comparados aos resultados
obtidos para a XylHb ao hidrolisar o mesmo substrato.

Por outro lado, a afinidade (Kwm) pela xilana birchwood, obtida para a XylHb,
corrobora com o encontrado para as xilanases expressas por fungos do mesmo género (H.
insolens Y1), e de géneros distintos (T. lanuginosus CBS 288.54 e Trichoderma
inhamatum) (LI et al., 2005; DU et al., 2013; SILVA; TERRASAN; CARMONA, 2015).
No entanto, apresentou mais afinidade quando comparada as xilanases produzidas por T.
thermophilus F1208 (6,71 mg mL™?) (LI et al., 2017), T. longibrachiatum KT693225 (20
mg mL™?) (ATY et al., 2018) e Penicillium glabrum (5,3 mg mL™?) (ALOLIKA; SINGH,
2019).

Em geral, os valores de Km e Vwmax descritos para xilanases de origem fungica
variam entre 0,09 a40 mgmL'e 0,106 a 15.000 umol min mg, respectivamente (KNOB
et al., 2013). Desta forma, os valores de Km e Vmax obtidos pela enzima de H. brevis var.
thermoidea estdo dentro dos valores apresentados para xilanases fungicas. Ademais, 0s
valores de Kv obtidos para a xilana birchwood sugerem a alta afinidade por este substrato.
Desta forma, reforcando o potencial promissor desta enzima para aplicagOes
biotecnoldgicas.

A alta afinidade pela xilana birchwood pode estar relacionada ao modo de agédo
de xilanases GH11. As enzimas pertencentes a esta familia selecionam o substrato
baseado na localizacgdo das ramificagdes presentes na cadeia principal de xilana, uma vez
que s6 podem hidrolisar ligacGes onde as duas fracfes de xilose presentes nos subsitios
(-1) e (+1) n&o séo ramificados (MOREIRA; FILHO, 2016). Na xilana birchwood, cerca
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de 94% dos carboidratos sdo compostos por xilose, 0 que o torna um substrato ideal para
padronizar as atividades de varias xilanases (LIAB et al., 2000). No entanto, em trabalhos
anteriores, foi relatado que, a afinidade destas enzimas é bem varidvel, com alguns
exemplares obtendo a maior afinidade por arabinoxilanas (MA et al., 2017; HUANG et
al., 2018). Essas modificacGes podem estar associadas a presenca de um CBM ligado a
estrutura da proteina. O CBM reconhece a ramificacdo de arabinoxilana e auxilia no
melhor posicionamento para processos de hidrolise. No entanto, para se sugerir que ha
um CBM presente na estrutura da XylHb, testes adicionais de hidrolise com
arabinoxilanas (como ex. a xilana Oat Spelt) e analises biomoleculares seriam

necessarios.

5.4.4 Efeito de sais e agentes quimicos na atividade enzimatica

Com o objetivo de avaliar o efeito de alguns efetores na atividade enzimatica da
XylHb e Cellic®HTec2, foram realizados micro-ensaios individuais conforme descritos
no item 4.10.4 (Tabela 5).

Os resultados obtidos demonstraram que, a atividade da XylHb ndo apresentou
alteracdes significativas na presenca de EDTA, Etanol, Ca®, Mg?, &cido 4-
hidroxibenzoico, tanico e p-coumarico, enquanto que a enzima comercial ndo apresentou
alteracOes apenas na presenca de EDTA e etanol. A auséncia de estimulo ou inibicéo por
EDTA, um quelante de ions metélicos, pode indicar que as enzimas estudadas nao
requerem ions metalicos para as suas acdes. Em adicdo, as amostras foram estimuladas
significativamente por B-mercaptoetanol, em cerca de, 42,7 £ 5,21 e 57,5 £ 5,61% para a
XylHb e Cellic®HTec2, respectivamente. O efeito do agente redutor pode ser atribuido a
protecao de grupos tiol de residuos de cisteina, evitando sua oxidacdo (GLUSKER, 1991).

Ademais, a XylHb também foi estimulada por &cido ferlico (45,3 + 2,75%) e Na*
(32,6 £ 4,63%). Os compostos fendlicos sdo amplamente conhecidos como inibidores da
acdo de enzimas envolvidas na degradacdo de residuos lignocelulésicos (MICHELIN et
al., 2016). Na literatura, poucas excec¢Oes destes biocatalizadores sdo resistentes ou
estimuladas por estes compostos (TIAN et al., 2013; AMO et al., 2019; MONCLARO et
al., 2019). De acordo Tian et al., (2013), estas caracteristicas podem estar correlacionadas
a uma diminuicdo no conteudo de o hélice, aumento de folhas B e da flexibilidade geral
da proteina na presenca destes compostos. Por outro lado, o estudo realizado por
Monclaro et al., (2019) demonstrou que, o docking molecular de uma xilanase GH11 de
A. niger com &cido ferulico, mostrou que este composto tem preferéncia de ligacdo dentro

do sitio catalitico. Quando a GH11 foi complexada com um xilo-oligdmero, 0 composto
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fenolico interagiu com a Ser94, Tyr89 e o substrato presente no sitio catalitico, sugerindo
que a ativacdo enzimatica ou tolerancia a compostos fenolicos pode estar correlacionada
a mudangas sutis na conformacdo da enzima devido & presenca do &cido ferulico.
Ademais, os autores relataram que, a Ser94 e Tyr89 estdo localizados no chamado "thumb
loop”, uma regido flexivel muito importante para eventos cataliticos, que podem realizar
movimentos de abrir e fechar com base na temperatura e na ligacao do substrato. Logo,
sugerindo que a regido do polegar das xilanases GH11 possa desempenhar um papel
importante na tolerancia e/ou ativacao por &cido ferdlico - especialmente quando a xilana
é complexada com a xilanase (MONCLARO et al., 2019).

Desta forma, os resultados da tabela 5 demonstraram que a XylHb possa ser
resistente e até mesmo estimulada por compostos fenolicos e outros aditivos incluindo o
etanol. A amostra comercial ndo apresentou as mesmas caracteristicas descritas, que sdo
atrativas em bioprocessos que utilizam lignocelulose pré-tratada na producéo de etanol
E2G.

Tabela 5: Efeito de sais e agentes quimicos na atividade da xilanase purificada XylHb e Cellic®HTec2.
Atividade relativa (%)

Aditivo XyIHb Cellic®HTec2
Controle 100 £2,01 100 £ 1,09
Pb(NO3): 50,8 £ 1,36* 52,18 + 3,47*
LiCl 749 + 3,21* 97,03 £ 5,60
CaCl; 99,2 £2,05 85,09 + 4,90*
HgCl> 10,3 +1,25* 3,16 + 3,96*
MgSOa4 95,8 £5,05 89,39 + 6,7*
FeCls 14,7 £ 1,06* 18,58 + 9,69*
KCI 95,4 £ 5,05* 85,17 £ 8,36*
ZnCl; 80,4 £ 3,65* 50,45 + 3,22*
NiSO4 73,5+0,86* 82,81 +7,76*
CuSOq4 30,5+ 1,03* 49,33 +1,51*
NaCl 132,6 + 4,63* 91,73 £5,75*
EDTA 99,6 +1,52 95,77 + 4,35
-mercaptoetanol 142,7 +5,21* 157,57+ 5,61*
Etanol 95,1 +5,08 98,67 £ 2,78
Metanol 46,6 + 3,01* 37,67 +4,18*
Acido cinamico 72,41 +9,01* 69,81 + 4,02*
Acido ferdlico 145,36 + 2,75* 105,71 + 5,01
Acido 4-hidroxibenzoico 105,03 £ 4,56 89,32 £ 5,36*
Acido tanico 103,14 £ 4,85 78,35 + 9,33*
Acido p-coumérico 107,58 £ 6,16 78,23 £ 9,71*

Os dados representam as médias + SD (n =5). 100% = 10.105 U mg™. (*) Diferenca significativa pelo teste
de Dunnett (p < 0,05).
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Por outro lado, notou-se que, Pb?* (49,2 + 1,36 e 47,82 + 3,47%), Hg®" (89,7 +
1,25 e 96,84 + 3,96%), Fe®" (85,3 + 1,06 e 81,42 + 9,69%), Cu®* (69,95 + 1,03 e 50,67 *
1,51%) e Metanol (53,4 £ 3,01 e 62,33 £ 4,18%) exerceram a alta inibicdo da atividade
enzimatica da XylHb e Cellic®HTec2, respectivamente.

As inibicbes ocasionadas por metais pesados, tais como Pb?* e Hg?*, esta
associada a estabilidade relativa do complexo destes ions como ligantes em proteinas,
com grupos tiol e carboxil. Para formar este complexo ocorrem ligacdes multi-pontuais
com as cadeias laterais dos ligantes presentes na proteina (SHARMA et al., 2008). Em
contraste, as inibicdes ocasionadas por outros ions metalicos podem estar associadas a
interacdes com grupamentos presentes na triade catalitica (imidazol, carboxil, tiol, indol,
tio éster, hidroxil e amida), a concentracdo destes ions e a natureza da proteina
(GLUSKER, 1991; DUDEV; LIM, 2013). Resultados semelhantes foram obtidos para
endo-xilanases expressas por outros fungos (DO et al., 2013; CARLI et al., 2016; BASIT
etal., 2018; KUMAR; SHUKLA, 2018; PING et al., 2018; AMO et al., 2019).

5.4.5 Efeito do etanol e NaCl na atividade e estabilidade enzimética

O processo simultaneo de hidrolise e fermentacéo é uma etapa promissora para a
producdo de bioetanol com baixo custo. De acordo com Szambelan et al., (2018), os
processos fermentativos com S. cerevisiae para a obtencdo deste bioproduto atingem
niveis entre 10 e 12% de teor alcdolico (+ 10° GL).

A utilizacdo de enzimas tolerantes ao etanol é valiosa para 0 aumento no
rendimento final de producdo. Outro fator que pode ser limitante € a presenca de sais
resultantes das etapas de pré-tratamentos quimicos preliminares. Neste cenario, sais sdo
potenciais inibidores enzimaticos necessitando-se a utilizacdo de enzimas halotolerantes
(CARLI et al., 2016).

Deste modo, para compreender os efeitos do etanol e do NaCl na atividade da
XylHb e Cellic®HTec2, ambas as enzimas foram submetidas a ensaios de acordo com o
método descrito no item 4.10.5.

A Figura 24A demostra que, o etanol ndo exerceu nenhum efeito na atividade
enzimética de ambas as amostras avaliadas em concentracGes de até 30% (v/v). Em
adicdo, as amostras foram estaveis em todas as concentracdes avaliadas, apds 24 h de
incubacdo (Figura 24B). A partir destes dados podemos concluir que a XylHb é tdo
atrativa quanto a endo-xilanase comercial desafiada em termos de estabilidade ao etanol,

podendo sugerir que seja uma candidata potencial para aplica¢es envolvendo a produgéo
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de bioetanol (durante o processo de sacarificacdo e fermentacdo simultaneos), na
clarificacdo de bebidas alcodlicas ou na industria cervejeira.

Resultados semelhantes foram relatados para XynG2 de A. oryzae, na qual foi
resistente durante periodos longos de incubacdo (100 h) em etanol 30% (v/v) (SATO et
al., 2010). No entanto, as xilanases de Lechevalieria sp, Aureobasidium pullulans NRRL
Y-2311-1 e de Byspora sp. MEY-1, foram ativas apenas entre concentracfes de 10 a 20%
de etanol (v/v) (ZHOU et al., 2012; YEGIN, 2017; WANG et al., 2017).

O mecanismo pelo qual ocorre a estabilidade ao etanol é pouco conhecido, porém
estudos anteriores sugerem que pode estar relacionado com a presenca de ligacOes
dissulfeto intermoleculares e a natureza hidrofébica das proteinas (OGINO; ISHIKAWA,
2001; SATO et al., 2010). Entretanto, mais pesquisas Sdo necessarias para se afirmar

como se ocorre a estabilidade proteica neste tipo de solvente.

Figura 24: Efeito do etanol na atividade e estabilidade enzimatica da XylHb e Cellic®HTec2.
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Para o efeito de concentracdes crescentes de sal NaCl, os resultados demonstraram
que a XylHb néo sofreu influéncia na atividade enzimatica em concentracdes de até 1 mol
L1, apds, a amostra sofreu a inibicdo de apenas 10% na atividade entre 1 e 2 mol L%, Por
outro lado, a enzima comercial reteve atividade em concentragdes de 0,5 mol L™ e em
concentragdes superiores, obteve uma inibicdo gradativa na atividade enzimatica (Figura
25A).

Em complemento, a XylHb foi mais tolerante a altas concentragdes salinas quando
comparada a enzima comercial, retendo até 80% de atividade enzimatica ap6s 24 h de
incubagdo em 2 mol L de NaCl, enquanto que a Cellic®HTec2 reteu apenas 20% de

atividade enzimatica ao final do ensaio (Figura 25B).

Figura 25: Efeito do NaCl na atividade e estabilidade enzimatica da XylHb e Cellic®Htec2.
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A partir destes dados podemos concluir que, a XylHb é mais halotolerante quando
comparada a Cellic®Htec2. A primeira xilanase halotolerante produzida por fungos foi
relatada por Carli et al., (2016), em seu trabalho foi descrito que Excgl permaneceu com
60% de atividade enzimatica na concentracdo de 2 mol L™ de NaCl.

Posteriormente, outros estudos relataram a descoberta de novas xilanases fungicas
halotolerantes, como ex.: aquelas expressas por Emericellopsis sp., Pseudogymnoascus
sp., Phoma sp. e Aspergillus clavatus, que apresentaram atividade de 100% apds serem
incubadas entre concentracdes de 2 a 4 mol L de NaCl (BATISTA-GARCIA et al.,
2017; WU et al., 2018; PASIN et al., 2020).

Nota-se que existem poucos exemplos de fungos produtores de xilanases
halotolerantes presentes na literatura, pois durante anos grande parte dos estudos tem sido
concentrados, majoritariamente, em enzimas bacterianas. Dentre alguns exemplos de
bactérias produtoras de xilanases halotolerantes temos: Bacillus pumilus GESF-1,
Thermoanaerobacterium saccharolyticum NTOUL, Thermobifida halotolerans YIM
90462, Bacillus sp. HJ14, Marinimicrobium sp. LS-A18 e Roseithermus sacchariphilus
(MENON et al., 2010; HUNG et al., 2011; ZHANG et al., 2014; ZHOU et al., 2018;
TEO et al., 2019).

De acordo com estudos anteriores, a halotolerancia enzimatica pode ocorrer por
diversos fatores, dentre eles, a presenca de residuos acidos (aspartato e glutamato) e um
pequeno namero de grandes residuos apolares (valina, isoleucina, leucina, metionina e
fenilanina), que os tornam altamente solGveis, mesmo em condi¢es nas quais as
interacdes hidrofdbicas sdo favorecidas (GRAZIANO; MERLINO, 2014). Entretanto,
mais pesquisas sao necessarias para se afirmar como que ocorre a estabilidade salina.

Enzimas hal6filas apresentam grandes oportunidades para as inddstrias de
alimentos, biorremediacdo e processos biossintéticos, e 0s usos biotecnolégicos destas
enzimas nao estdo restritas a sua estabilidade em altas concentracfes de sal, pois foi
relatado anteriormente que sdo tolerantes a altas temperaturas e estaveis na presenca de
solventes organicos (DUMORNE et al., 2017). Desta forma, corroborando com os

resultados obtidos para a XylHb.

5.5 Ensaios de sacarificacdo do bagaco de cana-de-agUcar pre-tratado

O bagaco de cana-de-agucar (Saccharum spp.) € amplamante utilizado como fonte
de biopolimeros para a producéo de etanol E2G (SINGH et al., 2007; BATALHA et al.,
2015; SILVEIRA et al., 2018). No entanto, para a conversao eficiente do bagago em

Aline Pereira de Almeida M estrado



Resultados e discussdo | 78

etanol, esta matéria prima precisa passar por algumas etapas, que incluem: pré-
tratamento, sacarificacdo enzimatica e fermentacédo (VIDAL; HORA, 2011).

A etapa de pré-tratamento auxilia na reducgdo da recalcitrancia da biomassa para a
etapa posterior de hidrolise ou sacarificagdo enziméatica. Uma das principais metodologias
de pré-tratamento empregadas, para a producdo de monémeros e oligbmeros a partir do
bagaco de cana-de-acucar, é o tratamento hidrotérmico (explosdo a vapor) por utilizar
apenas agua pressurizada em altas temperaturas para separar 0s constituintes de celulose,
hemicelulose e lignina (POLETTO et al., 2020). Apos o pré-tratamento hidrotérmico, as
fragdes de celulose contendo hemicelulose e lignina residuais, sdo encaminhadas para o
processo de hidrolise enzimatica para a conversdo dos polissacarideos solidos em
acucares fermentesciveis sollveis (principalmente Xilose e glicose) (CHAPMAN;
ISMAIL; DINU, 2018).

Cellic®CTec2 e HTec2 (Novozymes, DNK) sdo celulases e hemicelulases de
ultima geracdo que sdo eficazes em uma ampla variedade de materiais lignocelulésicos
pré-tratados para a conversdo de carboidratos em acgUcares simples antes da fermentacao,
respectivamente (LOPES; FERREIRA-FILHO; MOREIRA, 2018). A fabricante
recomenda a utilizagdo combinada destas duas enzimas por aumentar o rendimento de
mono e oligossacarideos, no entando, estas enzimas tém alto custo e a quantidade
necessaria para se converter 80% da fracdo de glucanos, em taxas de carregamento de
20% de substrato, variam entre 20 - 60 mg de proteina / g substrato, sendo os grandes
“gargalos” para a viabilidade econémica do processo (BRAR et al., 2021). Além disso,
as recomendacBes de uso destas enzimas variam entre temperaturas de 45 — 55 °C,
reduzindo a eficiéncia para aplicacdes que demandem altas temperaturas.

H& um interesse crescente em enzimas de microrganismos lignoceluloliticos
termofilicos para aplicacdes industriais devido a capacidade de degradar a biomassa em
altas temperaturas, pois isso ajudaria diminuindo custos de resfriamento apds pré-
tratamentos (ex. explosdo a vapor), diminuindo contaminacdes e aumento de liquidez e
fluidez facilitando o bombeamento do sacarificado para subsequente filtracdo e
fermentagdo (ATALAH et al., 2019). Como resultado, estes microrganismos e suas
enzimas estdo ganhando notoriedade no campo da bioconversdao (SHARMA et al., 2019;
SINGH et al.,, 2021). Portanto, explorar 0 uso de novas enzimas de diferentes
microrganismos, que possam atuar em conjunto ou substituir as enzimas comerciais pode
contribuir para o desenvolvimento eficiente de conversdo da lignocelulose
(FRASSATTO et al., 2021).
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Desta forma, foram avaliados o potencial da XylHb como complemento para
Cellic®CTec2 (um dos principais coquetéis utilizados para a producdo de E2G) na
sacarificacdo do bagaco de cana-de-aguUcar pré-tratado hidrotermicamente conforme
descrito no item 4.11. Objetivando o potencial desta enzima na substituicdo da
hemicelulase comercial (Cellic®HTec2) respeitando as proporcdes sugeridas pela
fabricante das enzimas comerciais.

Os resultados em micro-ensaios demonstraram a HE contendo o controle
comercial Cellic®CTec2 100% (5 mg / g de substrato) liberou 14,75 + 0.73 mg mL™ de
glicose e 20,6 + 0.53 de ART, apo6s 72 h de hidrolise, respectivamente. Ao utilizar a
combinagio comercial Cellic®CTec2 com Cellic®HTec2 50% / 50% (2,5 + 2,5 mg / g de
substrato), a liberacdo de glicose aumentou em 10,91 + 0.03% e de ART em 12,13 +
0.05%. Ja a combinagéo contendo Cellic®CTec2 com XylHb 50% / 50% (2,5 + 2,5 mg /
g de substrato), a liberacdo de glicose aumentou em 7,52 + 0.01% e de ART em 14,07 +
0.02% (Tabela 6).

Tabela 6: Sacarificacdo de amostras de bagaco de cana-de-agUcar pré-tratadas hidrotermicamente com
Cellic®CTec?2 e coquetel (Cellic®CTec2 + Cellic®HTec2; Cellic®CTec2 + XylHb).

Amostra + Mistura Glicose Incremento A(igf;ges Incremento
i iti -1 (o) o)
hidrolitica (mg mL™) (%) (mg mL") (%)
Tratamento hidrotérmico + 1475+ 0,73 100 206+ 053 100

Cellic®CTec2 (100%)

Tratamento hidrotérmico +
coquetel (Cellic®CTec2 + 16,36 £0,22 110,91+£0,038 23,1+0,29 112,13+0,05
Cellic®HTec2) (50% / 50%)

Tratamento hidrotérmico +
coquetel (Cellic®CTec2 + 15,86 £0,12 107,52+0,01 235+0,11 114,07 +0,02
XylHb) (50% / 50%)

A andlise estatistica ao nivel de significancia de 5%, indicou que ambas as
combinagbes elevaram significativamente a hidrélise de bagaco de cana pré-tratado,
quando comparados ao padréo Cellic®Ctec2 (100%). Por outro lado, quando a liberagéo
de glicose e ART foram comparadas entre as combinacgdes, contendo XylHb (50%) ou
Cellic®HTec2 (50%), ndo foram encontradas diferencas significativas. Desta forma,
indicando que a combinagdo contendo XylHb (50%) foi tdo eficiente quanto a
combinacdo contendo Cellic®HTec2 (Figura 26).

A partir destes dados foram calculados o grau de sinergismo obtidos para a
liberacdo de glicose e ART com as combinagfes. Uma associagéo sinérgica entre duas ou
mais enzimas esta presente quando o grau de sinergia (DS) é maior do que 1,0, portanto,
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produz um rendimento na liberacéo de produto maior do que o obtido a partir de enzimas
agindo separadamente. Quando os valores de DS sdo menores do que 1,0 as associa¢des
sdo consideradas aditivas e indicam que a liberacdo de produto foi menor do que o obtido
a partir de enzimas agindo separadamente (HU; ARANTES; SADDLER, (2011).

Desta forma, ao utilizar a combinagdo contendo Cellic®HTec2 (50%), foram
obtidos valores sinergismo para a liberacéo de glicose, de DS = 1,10 e para a liberacdo de
ART, de DS = 1,12. J& a combinacdo contendo XylHb (50%), foram obtidos valores
sinergismo para a liberagéo de glicose, de DS = 1,07 e para a liberacdo de ART, de DS =
1,14. Logo, sugerindo que Cellic®HTec2 (50%) e XylHb (50%) apresentaram interagdes
sinérgicas com Cellic®CTec2 (50%).

Os dados obtidos para a mistura comercial (Cellic®CTec2 + Cellic®HTec?2)
corroboram com o apresentado anteriormente na literatura (VALLADARES-DIESTRA
et al.,, 2020). Somado a isto, podemos afirmar que a mistura contendo a Xxilanase
termoestavel de H. brevis var. thermoidea (ATCC 28402) ¢ cataliticamente eficiente e
promoveu a sacarificacdo da biomassa vegetal tdo bem quanto a mistura utilizada

comercialmente.

Figura 26: Sacarificacdo de bagaco de cana pré-tratado hidrotermicamente com (Cellic®CTec2) e
combinag@es (Cellic®CTec2 + Cellic®HTec2; Cellic®CTec2 + XylHb).

ns
30
DS=1,12 DS=1,14
; 25 Fk Kk *kk
O ~ C
BF.‘_I 20 DS=1,10 DS =1,07
3 S C *% * === Aclicares totais
q) U) —T e
; é 15— T —— Glicose Total
)
C '©
S 5 10+
O" R
<
5
0-
N + +
) N O o
5 8 S o
@O =T =T
3 Oe O =
= ® O @ Q
© L= =
@) = O =
[ [
(@) © (@)
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sinergia; (ns) Diferenca estatistica ndo significativa; (*) Diferenca significativa (p <0,05); (**) Diferenca
significativa (p <0,01); (***) Diferenca significativa (p <0,001) pelo teste de Tukey.
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A partir destes resultados pressupdem-se que a adi¢do de enzimas auxiliares, tais
como as xilanases termoestaveis, pode reduzir significativamente a carga de coqueteéis
comerciais utilizados em biorrefinarias (BRAR et al., 2020). A adicdo das xilanases
aumenta a acessibilidade das celulases a estrutura da celulose por meio da hidrolise da
xilana residual, incluindo o material residual nas fibras apds o pré-tratamento (BAJAJ;
MAHAJAN, 2019). Além disso, o aumento da disponibilidade de substrato para a
interacdo produtiva das celulases evita a inibi¢do destas enzimas por adsor¢ao em fragdes
de lignina residuais (PALONEN et al., 2004; LI et al., 2020). Uma outra importancia
relatada no trabalho de Qing, Yang e Wyman, (2010), mostra que os xilo-oligdmeros
devem ser hidrolisados por inibirem fortemente a atividade de celulases e B-glucosidases.

As acOes realizadas pelas xilanases auxilia no sinergismo entre celulases e
hemicelulases melhorando a liberacdo de aclcares fermentesciveis que podem ser
posteriormente convertidos em bioprodutos incluindo agucares alcoois, acidos organicos,
furanos, oleofinas, biohidrogénio (H2) e biocombustiveis (AJAO et al., 2018;
VALENCIA-OJEDA et al., 2021). Ademais, produtos como os Xxilo-oligdmeros,
liberados durante a hidrélise da hemicelulose, podem ser amplamente utilizados como
prebidticos na industria alimenticia humana e animal, e nutracéutica (POLETTO et al.,
2020; PALANIAPPAN; ANTONY; EMMAMBUX, 2021).

Estudos anteriores relatam o efeito positivo da adi¢cdo de xilanases GH11 aos
coquetéis enzimaticos por aumentarem a hidrdlise de materiais lignocelulésicos (FARIA
et al., 2020). O tamanho reduzido das GH11 auxilia na hidrolise eficiente da xilana por
adentrarem com maior facilidade a matriz de celulose-hemicelulose-lignina (PAES;
BERRIN; BEAUGRAND, 2012).

Em trabalhos anteriores, foram relatadas a hidrolise melhorada em 10% do bagaco
de cana pré-tratado hidrotérmicamente apds a adicdo de uma combinacdo de GH11l
(Thermobifida fusca) e GH10 (C. thermocellum) a celulase comercial de Trichoderma
reesei (Sigma-Aldrich) (GONCALVES et al., 2015). Da mesma forma, um coquetel
formulado pela combinacdo de Celluclast 1.5L (Novozymes, NC) + GH11l de M.
thermophila, aumentou em 2 vezes a taxa de sacarificacdo da biomassa pré-tratada
guando comparada a celulase comercial individual (BASIT et al., 2018). Em seguida, foi
relatado que a substituicdo de 10% de Cellic®CTec2 por uma GH11 de M. cinnamomea
levou a uma hidrdlise melhorada, apresentando valores de DS = 1,46, ap6s 96 h de
sacarificacdo do bagaco de cana pré-tratado (BASOTRA et al., 2018). Em adigéo, o

coquetel formulado pela combinacdo de uma xilanase GH11 de T. lanuginosus +
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Cellic®CTec2 resultou no aumento de 1,60 vezes na liberacéo de glicose e na reducéo de
2,7 vezes a quantidade de Cellic®CTec2 que era necessario para a sacarificacio do bagaco
de cana pré-tratado (BRAR et al., 2021).

Corroborando com os trabalhos citados, a suplementacéo de XylHb (50%) reduziu
a carga enzimatica de Cellic®CTec2 necessaria para o processo de sacarificagdo do
bagaco pré-tratado e aumentou em 14,07 + 0.02% a quantidade de acgucares totais
liberados. Além disso, por apresentar caracteristicas incluindo estabilidade a pHs
alcalinos, sal, temperaturas elevadas, etanol e compostos fendlicos, a XylHb demonstrou-
se uma candidata atrativa para a formulacdo de coquetéis melhorados. Desta forma,
podendo desempenhar um papel critico na economia do processo de producao de etanol
de segunda geracdo, reduzindo o custo enzimatico envolvido no processo e aumentando
o rendimento de agUcares totais liberados para a producao de outros bioprodutos de valor

industrial.
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CONCLUSOES

A xilanase de H. brevis var. thermoidea (XylHb) produzida por FES utilizando
um meio de baixo custo foi purificada apds 3 etapas bioquimicas, incluindo uma de
precipitacdo com etanol e duas cromatografias em resina de troca ionica, e excluséo por
peso molecular. A XylHb pura apresentou um perfil bidimensional contendo cinco
possiveis isoformas de endo-xilanases que apresentaram pls acidos, baixa massa
molecular (<30kDa) e estrutura secundaria que indica a predominancia de folhas-p, sendo
estas caracteristicas das xilanases da familia GH11. A fluorescéncia intrinseca do Trp
(FIT) revelou que a estrutura terciaria sofre influéncia da temperatura e os resultados
sugerem que o aumento da atividade enzimatica esta relacionada a maior exposicao dos
residuos de Trp. Quando comparada a endo-xilanase comercial (Cellic®HTec2), os
resultados mostraram que XylHb apresentou diversas caracteristicas vantajosas sugerindo
possiveis vantagens competitivas de aplicacbes em bioprocessos industriais (Tabela 7).

Tabela 7: Caracteristicas comparativas entre a XylHb e Cellic®HTec2.

Caracteristica XylHb Cellic®HTec2
Estabilidade ao pH 5,0-10,0 5,0-5,5
Estabilidade a altas temperaturas 50-70°C 45-55°C
Estabilidade a ion,s metélicos e EDTA, Ca*, Na*, Mg* e p- EDTA, p-mercaptoetanol
agentes quimicos mercaptoetanol
Estabilidade a compostos fenolicos Sim Né&o
Estabilidade ao etanol 1- 30% 1-30%
Establidade ao NaCl 2 mol L 0,5mol L*
Eficiéncia catalitica (mLs*mg™) S0°C =1.310 £ 185 S0°C =988 + 154
70°C =2.000 = 230,1 70°C =1.402 £ 60,1
Eficiéncia de hidrélise com ART =235+0,11 ART =23,1+0,29
Cellic®CTec2em 72 h (g L?) Glicose = 15,86 + 0,12 Glicose = 16,36 + 0,22

Assim, pode-se concluir que a XylHb, por exibir caracteristicas de tolerancia as
condicBes extremas envolvendo sais, solventes, pH, temperatura e compostos fenolicos,
mostrou-se promissora para aplicagdes industriais que necessitem de tais condigdes.
Ademais, o coquetel enzimatico elaborado pela combinagio de Cellic®CTec2 + XylHb
(50% / 50%) apresentou rendimentos de sacarificacdo do bagaco de cana-de-agUcar pre-
tratado semelhantes ao coquetel utilizado comercialmente (Cellic®CTec2 +
Cellic®HTec2) (50% / 50%). Logo, reafirmando o potencial da XylHb para a formulagéo
de coquetéis melhorados, para aplicacdes envolvendo a producdo do etanol E2G,
biobranqueamento da polpa celul6sica, digestdo polissacarideos ndo amilaceos e

producéo de xilo-oligbmeros.
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