UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

THALES HENRIQUE DE FREITAS COSTA

Estudo da deposicao de hemiceluloses na parede celular de gramineas e

seu efeito sobre a recalcitrancia

Lorena
2016






THALES HENRIQUE DE FREITAS COSTA

Estudo da deposicao de hemiceluloses na parede celular de gramineas e

seu efeito sobre a recalcitrancia

Tese apresentada a Escola de Engenharia de
Lorena da Universidade de Sao Paulo para obtencao
do titulo de Doutor em Ciéncias do Programa de
Po6s-Graduagdo em Biotecnologia Industrial na area
de Conversao de Biomassa.

Orientador: Prof. Dr. André Luis Ferraz

Edicao reimpressa e corrigida

Lorena
Novembro, 2016



AUTORIZO A REPRODUQAOAE DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER MEIO
CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema Automatizado
da Escola de Engenharia de Lorena,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Costa, Thales Henrique de Freitas
Estudo da deposic?a?o de hemiceluloses na parede
celular de grami?neas e seu efeito sobre a
recalcitra?ncia / Thales Henrique de Freitas Costa;
orientador André Luis Ferraz - ed. reimp., corr. -
Lorena, 2016.
121 p.

Tese (Doutorado em Ciéncias - Programa de Pés
Graduagdo em Biotecnologia Industrial na Area de
Conversao de Biomassa) - Escola de Engenharia de
Lorena da Universidade de Sao Paulo. 2016
Orientador: André Luis Ferraz

1. Cana-de-agicar. 2. Sorgo. 3. Recalcitrancia. 4.
Hemicelulose. 5. Imunofluorescéncia. I. Titulo. II.
Ferraz, André Luils, orient.




Aos meus avos: Mirinha, Leticia, Zé Chica e Seu Jo3ao.






Agradecimentos

Antes de tudo e todos agradeco a Deus, que me criou e tem sido fiel para
completar a boa obra em minha vida. A Ele quero servir todos os dias!

Ao melhor orientador que eu poderia ter no mestrado e doutorado: André
Ferraz. Sua orientagcédo é exemplo! Obrigado por tudo!

Ao Henrik Scheller, do Joint BioEnergy Institute, por aceitar me receber e
me supervisionar em meu doutorado sanduiche em Berkeley.

Aos meus pais, Leila e José Alves, minhas irmés, Thayane e Thamara, e
meu cunhado Léo, pelo apoio incondicional, amor e por segurar as cordas
de oragdo em minha vida. Amo vocés! A todos tios, tias, primos e avés em
Caratinga, obrigado por serem a melhor grande familia de todas!

A minha familia em Mogi das Cruzes: tia Socorro, tio Carlos, tio Edvan,
Dani, Gau, Matheus, V¢ Leticia, Raquel, Dudu e seu Jo&o. Obrigado por
me receberem com tanto amor sempre que busquei refugio.

Aos grandes amigos que fizeram parte da minha histéria em Lorena e
marcaram pra sempre essa passagem: Fernanda, pela amizade sincera;
Angela, pelos bolos e conversas; Pepel, por me fazer chegar em Lorena;
Germano, por ser o melhor amigo que esta sempre pronto a ajudar.

A todos que sdo ou passaram pelo debiq; em especial os amigos: José
Moreira, Cobrinha, Gui, Raphael, Omar, Gabi, Carlaile, Maiara, Felipe, Dani
Sporck, Barbara, Isabela e Isa.

A todos os amigos da Alianga Biblica Universitaria do Brasil, em especial
aos amigos da ABU-SP/MS, IPL 2016 e claro, a melhor ABU de todas:
ABU-Lorena, obrigado por acreditarem em mim e servirem junto comigo.
Paulinho (PDT), obrigado por me abengoar tanto e ser um diferencial na
minha vida. Rebeca, obrigado por todos os compartilhar e ser a melhor
amiga ABUense. Amo todos vocés e sentirei saudades.

All my friends | met in Berkeley: Marc, Randy, Wendy, James, Nadeen,
Christian, Matt, Nick, Caleb, Jamie, Rebekah, Graeme, Verodnica, Giovani,
Irina and Paul Hussey. You are the best! Miss you all!

A Capes, CNPq e programa “Ciéncias sem Fronteiras® pelo apoio

financeiro e USP pela oportunidade de estudo.






Fé que pensa, razdo que cré!

(lema da Aliancga Biblica Universitaria do Brasil)






RESUMO
COSTA, T. H. F. Estudo da deposicao de hemiceluloses na parede celular de
gramineas e seu efeito sobre a recalcitrancia. 2016. 121p. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena-SP,
2016.

Este estudo avaliou a ocorréncia e as caracteristicas da hemicelulose em gramineas
e sua correlagdo com a recalcitrancia da biomassa lignocelulésica frente a digestao
enzimatica. As amostras de gramineas incluiram seis hibridos de cana-de-agucar
com teores variados de lignina e hemicelulose, além de uma variedade de sorgo
forrageiro. Os entrends de cana-de-agucar madura foram fracionados em trés regides
distintas: medula, interface medula-cortex e cortex. O sorgo foi fracionado em:
medula e cortex. As medulas apresentaram alto teor de glucanas (40-55%) e baixo
teor de ligninas (14-22%). O teor de xilanas aumentou da medula (14-20%) para o
cortex (20-23%). A composicdo da hemicelulose também foi avaliada. Xilose (9-—
23%), glicose (1-12%) e arabinose (1-4%) foram os mondmeros mais abundantes ao
fim das analises. As medulas apresentaram xilanas mais arabinosiladas e alta
deposicdo de glucanas nédo celuldsicas. O teor de (1—3),(1—4)-3-D-glucanas foi
elevado nas medulas (1,4-15%) e diminuiu no sentido do cértex (0,1 — 1%). As
arabinoxilanas de cana-de-acucar foram submetidas a um estudo estrutural,
confirmando que as cadeias de xilanas sdo substituidas. A lignina foi avaliada por
pirdlise acoplada com espectrometria de massas, revelando uma estrutura HGS em
cana-de-agucar e uma razdo S/G sem um padrdo progressivo entre as fragbes do
entren6. As amostras de cana-de-agucar também foram avaliadas quanto a
distribuicdo de hemiceluloses entre os diferentes tecidos e células através de
microscopia de imunofluorescéncia. Uma analise preliminar revelou que anticorpos
especificos para xilana e (1 — 3),(1 — 4)-B-D-glucana se ligaram aos extratos
hemicelulésicos. Cortes das amostras foram tratados com os anticorpos CRCC-M140
e LM11 (para xilanas menos e mais substituidas) e outro contra (1—3),(1—4)-R-D-
glucanas. Epitopos de xilanas menos substituidas estiveram presentes
principalmente em feixes vasculares e nao foram detectados em parénquima de
medulas. Epitopos de arabinoxilana foram encontrados em todas as fragdes e tipos
celulares. A imunofluorescéncia de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas mostrou que estes
estdo depositados principalmente em células do parénquima de medulas; em feixes
vasculares estes foram detectados apenas em células do floema e protoxilema. O
indice de cristalinidade foi estimado para as amostras. Altos indices de cristalinidade
foram encontrados para amostras do coértex (0,44-0,56). As amostras (sem pré-
tratamentos) foram digeridas com enzimas celuloliticas comerciais. As medulas foram
hidrolisadas mais facilmente (32-85% de conversao de glucanas apds 72h), enquanto
amostras do cortex foram mais recalcitrantes (2-9%). As interfaces apresentaram
conversoes intermediarias (7-46%). A hidrdlise da xilana ocorreu em menor escala
para todas fragdes, possivelmente devido ao alto grau de substituicdo das xilanas. A
digestibilidade das glucanas foi diretamente proporcional ao grau de substituicdo das
xilanas (R*=0,86) e ao teor de (1—3),(1—4)-R-D-glucanas nas amostras (R* = 0,92).
Entre as amostras de gramineas, aqueles que apresentam menor recalcitrancia
reuniram caracteristicas que incluem baixo teor de lignina, alto teor de (1—3),(1—4)-
R-D-glucanas e alto grau de substituicdo das xilanas. Essas caracteristicas poderiam
ser utilizadas como indicadores nos processos de geracao e selegcédo de plantas para
a produgao de biomassas lignoceluldsicas de elevada digestibilidade.

Palavras chave: Cana-de-agucar. Sorgo. Recalcitrancia. @ Hemicelulose.
Imunofluorescéncia.



ABSTRACT
COSTA, T. H. F. Study of the hemicellulose deposition in the cell wall of grasses
as related to recalcitrance. 2016. 121p. Thesis (Doctor of Science) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena-SP, 2016.

This work assessed the occurrence and features of hemicellulose in grasses as
related to lignocellulosic biomass recalcitrance to enzymatic hydrolysis. The grasses
materials included six sugarcane hybrids with varying lignin and hemicellulose
content, besides a variety of forage sorghum. The mature sugarcane internodes were
dissected into three different regions: pith, pith-rind interface and rind. The sorghum
was dissected into pith and rind. Pith samples presented high glucan content (40-
55%) and low lignin content (14-22%). The xylan content increased from pith region
(14-20%) to rind (20-23%). Hemicellulose composition was also assessed. Xylose (9-
23%), glucose (1-12%) and arabinose (1-4%) were the most abundant monomers at
the end of the analyzes. Pith samples had the most arabinosilated xylans and high
content of non-cellulosic glucans. The (1—3),(1—4)-B-D-glucan content was high in
piths (1,4-15%) and decreased towards rind (0,1-1%). The sugarcane arabinoxylans
were submitted to a study of their structure, which confirmed the xylan backbone was
substituted. Lignin was assessed by pyrolysis coupled with mass spectrometer, which
showed an HGS polymer in sugarcane and a S/G ratio without a progressive pattern
between internode fractions. The sugarcane samples were also evaluated as related
to hemicellulose distribution between different tissues and cells by
immunofluorescence microscopy. A preliminary analysis showed that antibodies
specific to xylan and mixed-linkage glucan bound to hemicellulose extracts. Plant
sections were treated with the antibodies CRCC-M140 and LM11 (for less and more
substituted xylans) and another one against mixed-linkage glucans. Less decorated
xylan epitopes were mainly present in vascular bundles and were not detected in pith
parenchyma. Arabinoxylan epitopes were found in all fractions and cell types. The
mixed-linkage glucan immunofluorescence showed they were mainly deposited in
parenchyma cells from piths; they were only detected in phloem and protoxylem cells
in vascular bundles. The crystallinity index was estimated for all samples. High
crystallinity indexes were found in rind samples (0,44-0,56). The non-pretreated
materials were digested with commercial cellulolytic enzymes. Piths were easily
hydrolyzed (32-85% of glucan conversion after 72h), while rind samples were more
recalcitrant (2-9%). Interface samples showed intermediary conversions (7-46%).
Xylan hydrolysis occurred in a less extent for all fractions, possibly due to a high
substitution level on xylans. The glucan digestibility was proportionally related to the
substitution level of xylan (R°=0,86) and the mixed-linkage glucan content (R* = 0,92).
Among the grasses samples, those with lower recalcitrance had features such as low
lignin content, high mixed-linkage glucan content and high substitution level of xylans.
These features could serve as indicators in the process of generation and selection of
plants for lignocellulosic biomass production with high digestibility degree.

Keywords: Sugarcane. Sorghum. Recalcitrance. Hemicellulose. Immunofluorescence.
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1 INTRODUGAO

Os principais combustiveis utilizados no mundo atualmente sdo de origem
féssil. Esses combustiveis nao-renovaveis apresentam custos elevados e
variaveis e ainda sao os principais causadores das alteragdes climaticas que
ocorrem no planeta devido a grande emissao de gases poluentes. Em resposta a
todos esses impasses, os biocombustiveis apareceram como uma alternativa ao
uso de combustiveis fésseis, por serem produzidos a partir de fontes renovaveis e
emitirem menos gases prejudiciais em seu ciclo de producéo e uso. Sendo assim,
nos ultimos anos, os biocombustiveis tem sido foco de pesquisas cientificas na
area de novas matrizes energéticas (BAEYENS et al., 2015).

Em paises tropicais como o Brasil, gramineas de metabolismo C4, como
cana-de-agucar e sorgo, representam culturas importantes a economia. A partir
do caldo da cana-de-acucar pode-se produzir o etanol, o qual é comumente
referenciado como etanol de primeira geragao. O etanol de segunda geracé&o, por
outro lado, tem como fonte o bagagco gerado nos processos industriais. Esse
etanol surgiu como uma alternativa para a expansédo da producdo de etanol
através da utilizagdo da planta como um todo. Esse bagag¢o gerado por cana-de-
agucar ou qualquer outra graminea é uma biomassa lignoceluldsica, constituida
em sua maior parte por componentes da parede celular vegetal: polissacarideos
(celulose e hemicelulose) e lignina (GOLDEMBERG, 2008). Duas etapas sao
importantes na geragcdo do etanol de segunda geragdo: a quebra dos
polissacarideos do material lignocelul6sico a monémeros e a fermentagao desses
acucares até etanol. Entretanto, um dos principais desafios desse processo
envolve a dificuldade da quebra dos materiais até mondémeros fermentesciveis
com rendimentos elevados. A essa dificuldade chamamos recalcitrancia.

A hidrolise enzimatica é a principal ferramenta utilizada na digestdo dos
polissacarideos e geragdo de agucares monoméricos. No entanto, as enzimas por
serem macromoléculas proteicas ndo conseguem acessar de forma significativa
seus substratos, como a celulose, devido a recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos. Essa acessibilidade enzimatica € um ponto chave de estudo.
Entre os principais fatores que limitam a infiltragdo das enzimas na parede celular

esta a baixa porosidade deste material, que se deve a presenca de hemicelulose
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e lignina que cimentam as microfibrilas de celulose (YANG et al., 2011). A fim de
contornar a recalcitrancia e aumentar a posterior acessibilidade das enzimas aos
polissacarideos dos materiais lignoceluldsicos, pré-tratamentos quimicos se
tornaram necessarios para a obtencgdo significativa dos produtos de hidrolise.
Apesar de indispensavel, os diversos tipos de pré-tratamentos quimicos tem se
mostrado custosos e severos tanto para o bioprocesso quanto para o meio-
ambiente (ALVIRA et al., 2010; BAEYENS et al., 2015).

Como a deposicéo de lignina e hemicelulose é um dos principais entraves
para a producdo de etanol celuldsico, alternativas que poderiam permitir o
desenvolvimento de pré-tratamentos mais amenos envolvem: obtencdo de plantas
que apresentem teores reduzidos de lignina e/ou hemicelulose, escolha de
diferentes espécies de gramineas com potencial para serem substratos
lignoceluldsicos e utilizagdo de partes especificas de gramineas como substrato.
As plantas com baixos teores de lignina e xilanas, em hipotese, exigiriam pré-
tratamentos menos severos ou até mesmo nenhum pré-tratamento mediante
conversdo enzimatica direta, utilizando extratos enzimaticos ricos em celulases e
hemicelulases (HIMMEL et al., 2007). A abordagem com plantas modificadas tem
sido descrita na literatura recente, porém ainda s&o necessarios estudos
adicionais que abordem, em detalhes, as origens da recalcitrancia da parede
celular nas plantas de uma forma em geral e especialmente em plantas
selecionadas por apresentarem baixos teores de lignina ou hemicelulose. Os
dados entdo gerados poderiam enriquecer um conjunto de parédmetros utilizados
no desenvolvimento de plantas geneticamente transformadas ou na selegcéo de
hibridos mais adequados para os processos de hidrolise enzimatica.

Na literatura sdo poucos os trabalhos que envolvem o estudo da relagéo
entre a deposicdo da hemicelulose e sua diversidade quimica e topoquimica em
gramineas com a recalcitrancia dos materiais. Isto deixa claro que avangar no
conhecimento sobre possiveis contribuicdes da deposicao desses polissacarideos
na recalcitrancia dos materiais lignocelulésicos de gramineas é importante, a fim
de viabilizar a geragdo de matérias-primas lignoceluldésicas mais adequadas ao
processo de obtencdo de biocombustiveis de segunda geracdo. Este trabalho,
portanto, procura desvendar uma seérie de caracteristicas inerentes a
hemicelulose e sua relagdo com a recalcitrancia de diferentes regides de entrends

de diferentes amostras de cana-de-agucar e sorgo forrageiro. Para isto, o
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presente estudo aborda o uso de uma série de técnicas de caracterizacdo que
incluem, além da avaliagdo da digestibilidade direta frente a acdo de enzimas
hidroliticas, também a determinacédo do teor de componentes da parede celular,
composicdo da hemicelulose e lignina, analise da cristalinidade dos materiais e

uso de anticorpos no mapeamento indireto de componentes hemicelulésicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANA-DE-ACUCAR E SORGO

A cana-de-agucar € uma monocotiledénea perene, de metabolismo C4,
pertencente ao género Saccharum L. e a familia das Gramineas (Poaceae). No
Brasil, a cana-de-agucar se tornou uma das culturas vegetais de maior interesse
pelo fato de seu sistema C4 favorecer seu estabelecimento em regides tropicais e
pelos produtos finais gerados por ela. O estado de S&do Paulo e outros adjacentes
sao responsaveis por 85% da produgcdo de cana-de-agucar no Brasil.
Aproximadamente metade dessa producdo de cana-de-agucar € destinada a
geragao de etanol de primeira geracédo (GOLDEMBERG, 2008).

O sorgo também é uma monocotiledénea de sistema metabodlico C4,
pertencente ao género Sorghum bicolor L. Moench, que inclui os sorgos do tipo
granifero, sacarino e fibroso, e membro da familia das gramineas (Poaceae). No
entanto, geralmente o sorgo € uma cultura anual, sendo necessario um novo
plantio a cada colheita. Em territério brasileiro, o sorgo é popularmente utilizado
junto ao milho para sanar as demandas de graos destinados a alimentagédo de
aves e suinos e também como forrageiras para bovinos (COELHO et al., 2002),
estando presente principalmente na regido centro-oeste do Brasil. Alguns estudos
sugerem que a producdo de etanol a partir de sorgo, suco e bagacgo, € bastante
favoravel, podendo atender a uma grande parte da demanda de combustiveis
renovaveis (GNANSOUNOU; DAURIAT; WYMAN, 2005; KIM, et al., 2012; WU et
al., 2011).

211 ESTRUTURA E ANATOMIA VEGETAL

Em gramineas o caule é o principal objeto de estudo e utilizagdo por conter
as células de estocagem e a maior parte da biomassa. O caule dessas plantas é
do tipo colmo, com ndés e entrends bem definidos, sendo recoberto externamente

por uma unica camada de células, denominada epiderme. Os nds usualmente sao
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menores que os entrendés e formam a ligagdo entre os entrends. A anatomia
celular do caule é do tipo atactostelo, tipico de gramineas, o qual compreende
feixes vasculares distribuidos sem uma ordem definida em meio a células
parenquimaticas (Figura 1). Os feixes vasculares tem fungdo de transporte de
agua e nutrientes e suporte mecanico nas monocotiledéneas, sendo compostos
por floema, vasos do xilema e muitas vezes lacunas de ar, circundados por fibras
(Figura 2). O parénquima é o tecido que ocupa o maior volume no caule de
gramineas e suas células contém grandes vacuolos com fungao de estocagem de
carboidratos; em geral sacarose, frutanas (polimeros soluveis de frutose) ou
amido (polimero de glicose insoluvel) dependendo da espécie, cultivar, estagio de
desenvolvimento ou localizag&o no caule (HALFORD et al., 2011).

A anatomia do entrené de gramineas € complexa e diversa em termos de
espessura da parede celular, didametro do lumen e distribuicdo dos tipos celulares
ao longo de uma secgdo transversal (COSTA, 2012; SANJUAN et al., 2001). Nos
entrends geralmente se destacam duas regides distintas: a parte central,
denominada medula (pith em inglés) e a parte periférica, denominada cortex (rind
em inglés). A medula apresenta grandes quantidades de células do parénquima e
didmetros maiores para todos tipos celulares. O coértex por sua vez apresenta
uma concentragdo maior de feixes vasculares e fibras e células com menor
diametro. Apesar dessa organizagcdo, em todo entrené de caule de gramineas
encontram-se distribuidos pequenas quantidades de feixes vasculares e
parénquima (Figura 1). A anatomia dos nos de gramineas tende a se diferenciar
daquela dos entrends, principalmente no que diz respeito ao formato e
distribuicdo dos feixes vasculares (ARTSCHWAGER, 1948; BRIENZO et al.,
2016; MAJUMDAR; SAHA, 1957).

2.2 PAREDE CELULAR EM GRAMINEAS

As paredes celulares dos materiais lignocelulésicos sdo a matéria-prima
quando se trata da produgdo de biocombustiveis de segunda geragdo. A
biomassa lignoceluldsica proveniente de gramineas tem sido o principal alvo de

estudos, pois as gramineas s&o culturas anuais de alta produtividade e estdo
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associadas a geracgao de diversos itens de consumo como agucar de mesa, graos
e forragem para animais. As biomassas lignocelulésicas oriundas das gramineas
geralmente s&o obtidas na forma de sub-produtos, como, por exemplo, bagago de
cana-de-agucar e bagacgo de sorgo sacarino, e sdo compostas basicamente pela
parede das células que antes constituiam o caule da planta integralmente (KIM;
DAY, 2011).

Figura 1 — Anatomia do tipo atactostelo, tipica do caule de gramineas.

Epiderme

Feixe vascular

Parénquima

Fonte: Anatomy of Monocot Stem, (2016) (modificado).

A parede celular de um vegetal lignificado é composta essencialmente por
trés macromoléculas: celulose e hemicelulose, que compreendem os
polissacarideos, e lignina, unico componente principal aromatico. Subcamadas da
parede celular sdo formadas a partir de orientagbes especificas dos agregados
microfibrilares de cadeias de celulose (FENGEL; WEGENER, 1989). Essas
microfibrilas por sua vez estdo envolvidas por lignina e hemicelulose que
cimentam a parede celular formando um material de baixa porosidade. Conforme
ilustrado na Figura 3, a parede de uma célula lignificada € formada por varias
subcamadas denominadas de: parede primaria (P), parede secundaria externa
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(S1), parede secundaria principal (S2) e parede secundaria interna (T, ou S3)
(PROMION; LEPROVOST; STOKES, 2001).

Figura 2 — Feixe vascular tipico de caule de milho (A) e sorgo (B). Os tipos

celulares estao indicados: PC — parénquima; V —vaso do xilema; FC — fibras; FL —

floema; L — lacuna do protoxilema; VB — feixe vascular.
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Fonte: (A) Ding et al. (2012) (modificado); (B) Palmer et al. 2008.

2.2.1 CELULOSE

A celulose é o principal e mais abundante polimero da parede celular
primaria e secundaria em plantas e o mais importante substrato para a produgao
de acucares fermentesciveis. Esse polissacarideo € um homopolimero formado
por moléculas de anidroglicose (D-glicose) unidas por ligagdes glicosidicas do tipo
R-(1-4) (Figura 4). Vérias dessas cadeias glicosidicas se juntam para formar as
microfibrilas de celulose, as quais, por sua vez, se organizam para formar fibrilas
de celulose cristalina e para-cristalina. Além de uma porgao cristalina, a celulose
também apresenta uma por¢cdo amorfa e a quantidade relativa de cada porgao
pode ser estimada em termos do indice de cristalinidade (PARK et al., 2010).
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Figura 3 — Estrutura tridimensional da parede celular secundaria de uma célula
lignificada, apresentando a lamela média, parede primaria, parede secundaria
externa (S1); parede secundaria principal (S2) e parede secundaria interna ou

parede terciaria (S3).
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Fonte: Plomion, Leprovost e Stokes (2001) (modificado).

Figura 4 — Esquema representando uma fragcdo da cadeia de celulose, formada

por unidades consecutivas de celobiose.

H OH H OH

Fonte: Horn et al. (2012).

2.2.2 GLUCURONOARABINOXILANA

As principais hemiceluloses encontradas na parede celular de gramineas

sdo glucuronoarabinoxilana, (1-3),(1—4)-B-D-glucanas, xiloglucanas e
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(gluco)mananas (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Dentre estes polissacarideos, o
componente hemiceluldsico predominante em gramineas e a
glucuronoarabinoxilana, presente tanto em paredes celulares primarias quanto
secundarias (VOGEL, 2008). Esse polissacarideo apresenta um esqueleto
formado por residuos de anidroxilose ligados por ligagdes do tipo R3(1-4) com
grupos pendentes do tipo a-L-arabinofuranosil nas posi¢cbes O-3 e acidos a-D-
glucurdnicos ligados nas posi¢gdes O-2 (Figura 5). Grupos acetil também podem
estar presentes como grupos pendentes nas posigbes O-3 e O-2 da cadeia de

xilana.

2.2.3 (1-3),(1—4)-R-D-GLUCANAS

As (1-3),(1—4)-B-D-glucanas ou simplesmente “glucanas mistas” (mixed-
linkage glucans em inglés) sdo glucanas néao celulésicas encontradas quase que
exclusivamente em gramineas, ja que estas ndo s&do normalmente detectadas em
eudicotiledbneas (VOGEL, 2008). Esse polissacarideo apresenta a mesma
estrutura basica da celulose, com residuos de anidroglicose ligados por ligagbes
do tipo 3(1-4), porém diferencia-se pela presenca de liga¢des do tipo 3(1-3) que
ocorrem geralmente a cada 3 ou 4 residuos de glicose (Figura 5). Essas glucanas
estdo presentes principalmente em paredes primarias tendo papel importante na
expansdo celular (Tabela 1). A abundancia desse polissacarideo na parede
celular de gramineas geralmente varia dependendo do estagio de
amadurecimento em que o tecido vegetal se encontra, sendo encontrados
principalmente em paredes primarias de tecidos em expansdo . Normalmente, a
medida que o tecido vegetal se expande e a parede celular amadurece, as beta-
glucanas em geral sdo degradadas e substituidas por glucuronoarabinoxilana
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Apesar disso, glucanas mistas ja foram
detectadas também em paredes secundarias de gramineas, como o arroz,
através de técnicas indiretas (VEGA-SANCHEZ et al., 2013).
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Figura 5 — llustragdo esquematica dos tipos de hemiceluloses encontradas na
parede celular vegetal. “Ac” representa grupos acetil, “Fer” representa acidos
ferulicos esterificados e “OMe* grupos metila.
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D-Galactose Galp

D-Manose Manp

X X F GTX X L G

Xiloglucana [R-D-Glcp-(1-4)]n substituida com cadeias laterais, como visto em arabidopsis.
As setas indicam sitios de clivagem tipicos de -glucanase

OH

Acido D-glucurénico
GlcAp

L-Arabinose Araf
D-Xilose Xylp

L-Fucose Fucp
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CeeD oeCr

f8-glucana de ligagdes mistas [R-D-Glcp-(1-4)|n-8-D-Glcp-(1-3)-[R-D-Glcp-(1-4)]m,
onde n e m sdo 3 ou 4; tipico de gramineas.

Fer
Glucuronoearabinoxilana, GAX, tipico de monocotiledéneas.

OMe

Glucuronoxilana, estrutura tipica de eudicotiledéneas.

Galactomanana, tipico de sementes de Leguminosas.

Galactoglucomanana, tipico de madeira de coniferas.

Fonte: Scheller e Ulvskov (2010) (modificado).
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2.2.4 OUTROS POLISSACARIDEOS

Gramineas ainda apresentam outros polissacarideos ndo celuldsicos em
suas paredes celulares, como xiloglucanas e glucomananas, mesmo que em
pequenas quantidades (Tabela 1). As estruturas esquematicas destes agucares
sdo apresentadas na Figura 5. Xiloglucanas estdo presentes principalmente em
paredes primarias e sao comumente encontradas em células meristematicas
antes da sintese e deposicdo de glucanas e glucuronoarabinoxilanas.
Glucomananas estao presentes em sua maior parte na parede celular primaria,
onde interagem firmemente com microfibrilas de celulose (CARPITA, 1996).
Substancias pécticas também podem ser encontradas na parede celular de
gramineas em pequenas quantidades. Dois componentes fundamentais destes
polimeros sao o acido poligalacturénico, um homopolimero formado por residuos
de acido (1—4)-a-D-galacturénico, e ramnogalacturonana |, um heteropolimero
com unidades dissacaridicas repetidas de (1—2)-a-L-ramnosil-(1—4)-a-D-
galacturdnico (CARPITA, 1996).

2.2.5 LIGNINA E ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Lignina é uma macromolécula aromatica presente na parede celular
secundaria de plantas, a qual, junto com a hemicelulose preenche os espagos
entre as microfibrilas de celulose e acumula-se na lamela média entre as células.
Esta macromolécula é formada pela condensacéo de trés precursores fendlicos:
alcool coniferilico (guaiacil), alcool sinapilico (siringil) e alcool cumarilico (p-
hidroxifenil) (Figura 6). A lignina de gramineas € comumente classificada como
sendo do tipo p-hidroxifenil-guaiacil-siringil ou H-G-S, por apresentar quantidades
significativas de cada um dos 3 precursores. Os precursores p-hidroxifenil e
guaiacil, no entanto, muitas vezes sdo superestimados uma vez que muitas
analises sao feitas por métodos degradativos e incluem como parte da lignina os
subprodutos provenientes dos acidos cumarico e ferulico, respectivamente (DEL
RiO et al, 2015, HE; TERASHIMA, 1990). De fato, uma caracteristica
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determinante de monocotiledéneas é a presenca de acidos hidroxicinamicos, até
mesmo em paredes nao lignificadas. Estes acidos representam uma parte
significativa dos componentes aromaticos de gramineas, estando presentes até
mesmo na lignina total determinada pelo procedimento Klason, devido a reagdes
de condensagdo em meio acido empregado no método analitico (GRABBER,;
RALPH; HATFIELD, 2000; LAM; LIYAMA; STONE, 1994). Esses componentes da
parede celular tém uma estrutura fendlica similar aos precursores da lignina e a
maior parte é formada pelos acidos ferulico e cumarico (Figura 7) (HARRIS;
HARTLEY, 1980). Estes componentes aromaticos podem estar ligados como
grupos pendentes ou fazer pontes entre hemiceluloses e lignina, através de
ligacdes do tipo éster e éter (RALPH, 2010). O acido ferulico, por exemplo, € o
principal componente nessa ligagdo cruzada entre polissacarideos ou
polissacarideo-lignina e a conex&o geralmente se da na forma de diferulatos
(Figura 8) (CARPITA, 1996; HATFIELD; RALPH; GRABBER, 1999).

Figura 6 — Estrutura modelo de lignina, com a respectiva indicagdo dos tipos de
ligacdo entre as unidades fenil propano.
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Figura 7 — Formulas estruturais dos acidos cumarico e ferulico presentes na

parede celular de gramineas.
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Fonte: Ralph (2010).

Figura 8 — Diferulato fazendo ligagc&o cruzada entre duas arabinoxilanas.
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2.3 COMPOSICAO QUIMICA DA PAREDE CELULAR DE GRAMINEAS

Ja é bem estabelecido que a parede celular de gramineas apresenta
diferencgas significativas em termos de composigdo quimica comparada a parede
celular de eudicotiledéneas (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Na Tabela 1 sao
apresentadas as composicdes aproximadas da parede celular primaria e
secundaria de gramineas. Pode-se observar que além dos principais
componentes, proteinas estruturais e silica também podem estar presentes na
parede celular de gramineas.

Individualmente, a composicdo quimica da parede celular pode variar
dependendo de diversos fatores como espécie, variedade, condigbes de manejo e
partes diferentes da planta. Por exemplo, a composi¢cdo quimica de amostras de
bagaco de cana-de-agucar e sorgo sacarino proveniente de usinas de agucar de
Lousiana-EUA apresentaram, respectivamente, 42% e 45% de celulose, 25% e
27% de hemiceluloses, 20% e 21% de lignina e 5% e 0,4% de cinzas (KIM; DAY,
2011). Pandey et al. (2000) relataram uma composigdo generalizada de
aproximadamente 50% de celulose, 25% de hemicelulose, 25% de lignina e 2%
de cinzas para bagaco de cana-de-agucar. Bagag¢o de cana-de-agucar oriundo de
plantagdes feitas no Brasil apresenta teores de 43% de celulose, 28% de
hemiceluloses e 23% de lignina total determinado por Silva (1995) e 44%, 27% e
24%, respectivamente, conforme descrito por Mendes et al. (2011). Para dois
tipos de bagagco de sorgo sacarino, Wu et al. (2011) encontraram uma
composicao de cerca de 39% de glucanas, 23% de xilanas, 15% de lignina e 2%
de cinzas. Em um estudo de Masarin et al. (2011) foi observado que a
composicdo do bagaco de cana-de-agucar pode variar significativamente
dependendo da variedade de cana-de-agucar. Em um conjunto de 13 amostras,
os teores minimos e maximos de extrativos, celulose, hemicelulose e lignina
foram de 16 - 7,5 %, 38,2 - 432 %, 252 - 316 % e 16,8 - 24,5 %,
respectivamente. Uma variagao significativa na composi¢cdo quimica também foi
observada quando comparados diferentes bagagos de gramineas provindos de
diferentes regides do entreno das plantas (BARROS-RIOS et al., 2012; COSTA et
al., 2013; MENDES et al., 2015; ZENG et al., 2012). A diferencga no teor de lignina
entre regides da medula e cértex € a caracteristica mais significativa a todas as
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gramineas. Por exemplo, Costa et al. (2013) demonstraram para cana-de-agucar
que o bagaco de medula de um dos hibridos de cana-de-agucar apresenta 53%
de glucanas, 20% de hemiceluloses totais e 13% de lignina. Por outro lado, o
bagago provindo de outra regido mais periférica do entren6 do mesmo hibrido,
chamada cértex, apresentou 43% de glucanas, 27% de hemiceluloses totais e
19% de lignina total. Para milho, Zeng et al. (2012) encontraram 43% de glucanas
e 19% de lignina em medulas e 42% de glucanas e 27% de lignina em fragdes do
cortex.

Tabela 1 — Composi¢cdo quimica aproximada de parede celular tipica de

gramineas.
Composicao quimica (% m / m em massa seca)

Componente Parede primaria Parede secundaria
Celulose 20-30 35-45
Hemicelulose*

Xiloglucana 2-5 Tragos

Glucuronoarabinoxilana 20-40 40-50

(Gluco)manana 2 0-5

(1—3),(1—4)-R-glucana 2-15 Tragos
Pectinas 5 0,1
Proteinas estruturais 1 Tracos
Fendlicos

Ac. Ferulico e Cumarico 1-5 0,5-1,5

Lignina Tragos 20
Silica 5-15

Fonte: Vogel (2008) (modificado). *Dados de Hemicelulose: Scheller e Ulvskov
(2010).
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2.4  HIDROLISE ENZIMATICA DA FRAGCAO POLISSACARIDICA

A despolimerizagdo da celulose e hemicelulose até mondmeros
fermentesciveis se da através da hidrolise das ligagdes glicosidicas presentes nos
polissacarideos. Este tipo de reagcdo depende de catalisadores e a abordagem
ideal que gera a menor quantidade de sub-produtos e apresenta os maiores
rendimentos envolve o uso de enzimas (CHENG; TIMILSINA 2011).

O método classico de hidrolise dos materiais lignocelulésicos envolve a
acgao de trés classes de hidrolases, que atuam sobre a celulose (Figura 9). Essas
hidrolases classicas sédo constituidas pelas enzimas: endo-1,4-3-D-glucanase (EC
3.2.1.4), a qual hidrolisa a cadeia de celulose aleatoriamente, exo-1,4-3-D
glucanases (ou celobiohidrolases quando processivas) (tipo |, EC 3.2.1.176 e tipo
I, EC 3.2.1.91), responsaveis por hidrolisar a celulose a partir de suas
extremidades liberando celobiose como produto e 1,4-3-D-glucosidase (EC
3.2.1.21). Esta ultima enzima ndo atua diretamente sobre a celulose, mas sim
sobre a celobiose e também oligbmeros liberando como produto a glicose. Estes
trés grupos de enzimas, comumente denominadas endoglucanase, exoglucanase
e pB-glicosidase, tem agéo sinergistica sobre a celulose promovendo uma eficiente
degradagdo do polissacarideo (JEOH; WILSON; WALKER, 2006). Outras
enzimas envolvidas na degradagao da celulose, as quais utilizam um mecanismo
de oxirreducdo, foram elucidadas nos ultimos anos (HORN et al.,, 2012).
Monooxigenases liticas de polissacarideos (Lytic polysaccharide monooxygenase
— LPMO, em inglés) sao enzimas dependentes de cobre que catalisam a oxidagao
direta da cadeia de celulose e assim a quebra da ligac&o glicosidica. As reagdes
mediadas por essas enzimas dependem de um doador de elétrons para redugao
do cobre Il a cobre |, que junto ao oxigénio molecular é capaz de oxidar a ligagao
glicosidica. A celobiose desidrogenase (EC 1.1.99.18) por sua vez oxida
celobiose e celooligossacarideos a suas respectivas lactonas. Ha evidéncias de
que a celobiose desidrogenase tenha como papel a geragcdo de elétrons
necessarios as LPMOs no sistema de degradacdo da celulose, mas também
possa participar no processo de degradagao da lignina em fungos (RYTIOJA et
al., 2014).
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Figura 9 — Esquema de degradacéo da celulose a partir da acdo das enzimas
endo-1,4-B-D-glucanase (EG), celobiohidrolases (CBHI e CBHIl), 1,4-B-D-
glucosidase (BGL), celobiose desidrogenase (CDH) e monooxigenases liticas de
polissacarideos (LPMO1, 2 e 3).
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Fonte: Rytioja et al. (2014).

Devido a diversidade de polissacarideos que constituem as hemiceluloses,
a sua degradacéo enzimatica depende de uma variedade maior de enzimas. Por
exemplo, a hidrolise de metil-glucuronoarabinoxilana, principal hemicelulose de
gramineas, exigiria a presenga de: endo-1,4-p-xilanase (EC 3.2.1.8) e p-xilosidase
(EC 3.2.1.37), além de enzimas que atuam nas ramificagdes da cadeia principal,
como a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), a-glucuronidase (EC 3.2.1.139),
acetilxilana-esterase (EC 3.1.1.72) e feruloil-esterase/p-cumaril-esterase (EC
3.1.1.73). As enzimas que atuam em ramificagbes muitas vezes sdo necessarias
pois contribuem para o sinergismo hemicelulolitico (SAHA, 2003; VARNAI et al.,
2014). O processo basico se da com a formagao de xilooligossacarideos e xilose
através das endoxilanases e acdo das R-xilosidases sobre a xilobiose e
xilooligossacarideos liberando xilose a partir da extremidade n&o redutora. Uma
xilobiohidrolase, a qual cliva xilana em xilobiose, também ja foi descrita em fungo
basidiomiceto (GHOSH; NANDA, 1994). Glucanas mistas, por outro lado, podem
ser hidrolisadas por endoglucanases e R-glicosidase, da mesma forma que na
celulose. No entanto, muitas vezes se faz necessaria a atuagéo da liquenase (EC
3.2.1.73), a qual hidrolisa liga¢des glicosidicas R-(1-4) em glucanas contendo
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ligacdes B-(1-4) e B-(1-3) (WOODWARD; FINCHER; STONE, 1983). Enzimas
oxidativas que atuam sobre a hemicelulose também tem sido descobertas
recentemente (RYTIOJA et al., 2014).

Os extratos celuloliticos comerciais, comumente empregados nos
processos de hidrélise enzimatica, apresentam uma mistura complexa de enzimas
essenciais a degradagdo da celulose e hemicelulose, cujas atividades estdo
atualmente bem descritas na literatura. O extrato mais utilizado nas preparagdes
comerciais é produzido pelo fungo Hypocrea jecorina (mais conhecido como
Trichoderma reesei)) o qual apresenta uma alta concentracdo de
celobiohidrolases (cerca de 80 % das proteinas) (ROSGAARD et al., 2007). O
processo de sacarificagao se da na faixa de pH 4,5 — 5,0 e temperatura de 40 - 50
°C. Uma das principais preparagdes comerciais baseada no extrato de H.
Jecorina utilizada nos ultimos anos € a Cellic Ctec2 (Novozymes), na qual foi
detectada inclusive a presenca de LPMOs em conjunto com atividades de
celulases classicas de endo-glucanase e 3-glicosidase (CANNELLA et al, 2012).

2.4.1 RECALCITRANCIA DA PAREDE CELULAR A BIODEGRADAGCAO E A
HIDROLISE ENZIMATICA

Diversos complexos enzimaticos celuloliticos tem sido purificados de
fungos de decomposi¢cao de materiais lignoceluldsicos e aplicados conforme os
interesses na industria e ciéncia (COSTA, 2012; VARNAI; SIIKA-AHO; VIIKARI,
2010). No entanto, para que haja agédo eficaz dessas hidrolases sobre os
polissacarideos de biomassas lignocelulésicas, as enzimas precisam ter acesso
direto ao substrato os quais sado insoluveis e estdo empacotados entre si e a
lignina na parede celular vegetal. A parede celular lignificada, por sua vez, tem
baixa permeabilidade as enzimas, sendo esta uma das principais causas da
recalcitrancia dos materiais lignoceluldsicos, ou em outras palavras, a resisténcia
a degradabilidade biolégica (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999). Por esse
motivo, altos rendimentos da conversdo enzimatica da celulose s6 séao
alcangados quando ha uma baixa recalcitrancia do material lignoceluldsico. Por
exemplo, estudos mostraram que a regido da medula de amostras de cana-de-
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acgucar nao pre-tratadas foram prontamente hidrolisadas na presenga de celulases
comerciais (COSTA et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2011; VARNAI et al., 2014). Em
palha de milho, a regido da medula também foi rapidamente hidrolisada em 24 h
de hidrolise enzimatica com celulases apos pré-tratamento com agua quente,
comparada a regido do cortex (ZENG et al.,, 2012). Isto se deve a menor
recalcitrancia da regido medular de gramineas que é composta em sua maior
parte por células do parénquima, as quais apresentam uma parede celular menos
espessa, sem lignificagao significativa. Varios outros estudos também observaram
que a remocgao de lignina e hemicelulose geraram materiais lignoceluldsicos
menos recalcitrantes e assim apresentaram um melhor rendimento na conversao
enzimatica de seus polissacarideos (ALVIRA, et al., 2010; LEE et al., 2009;
VARNALI; SIIKA-AHO; VIIKARI, 2010; WU et al., 2011).

Diferentes caracteristicas do material lignocelulésico podem afetar ou estar
relacionadas a recalcitrancia da hidrélise da celulose e hemicelulose em uma
parede celular lignificada. A porosidade limitada da parede celular, ja mencionada,
impede a infiltragédo eficiente das enzimas (FLOURNOY; KIRK; HIGHLEY, 1991;
HAMMEL; CULLEN, 2008), e assim estas agem somente nas superficies
imediatamente expostas como lumen ou superficie externa de células em um
material moido (HIMMEL et al., 2007). Devido a presengca de lignina e
hemicelulose como agentes que encapsulam as microfibrilas de celulose, a
distribuicdo topoquimica desses dois componentes nas células e tecidos vegetais
se torna muito importante. Celulases em geral apresentam dominios de ligagao ao
substrato e assim a oclusao da molécula proteica por outros componentes impede
a adsorcéo efetiva da enzima na superficie da celulose (YANG et al., 2011). Ao
aderirem a outros componentes, como a lignina ou hemicelulose, que n&o seja
seu substrato, as enzimas participam de uma adsorgao improdutiva, diminuindo
assim a eficiéncia da hidrélise enzimatica. Além disso, a baixa degradabilidade da
lignina se apresenta como outro fator limitante na agdo de microrganismos e
enzimas na parede celular lignificada, por ser um polimero fendlico nao
susceptivel a acdo enzimatica de hidrolases. Outra caracteristica comumente
associada a recalcitrancia de materiais lignoceluldsicos é a cristalinidade da
molécula de celulose, a qual pode influenciar negativamente na adsorgao efetiva
de celulases e no sinergismo das celulases (YANG et al., 2011). Em geral,

estudos mostraram que um alto indice de cristalinidade do material contribui
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negativamente nas taxas de hidrélise enzimatica uma vez que a celulose amorfa é
rapidamente digerida enquanto a celulose cristalina é digerida mais lentamente
por celulases (BRAGATTO et al., 2012; HALL et al., 2010). No entanto, outros
estudos apontam o efeito oposto e alguns reportam ainda que o indice de
cristalinidade n&o afetou de forma alguma a eficiéncia da hidrolise enzimatica
(KIM; HOLTZAPPLE, 2005; PURI, 1984; SANNIGRAHI; MILLER; RAGAUSKAS,
2010). Essa cristalinidade da celulose, em conjunto com o empacotamento da
fibra por outros componentes, levou aos estudos de amorfogénese, que propdem
que um inchamento da fibra celuldésica ocorre nas fases iniciais da hidrolise
enzimatica da celulose para que haja acesso eficiente e assim agao das celulases
(ARANTES; SADDLER, 2010). Estudos com celulose microcristalina (Avicel),
papel de filtro e algoddo sugerem que diferentes agentes podem induzir a
amorfogénese e atuam em sinergismo com as enzimas celuloliticas. Dentre esses
agentes podemos citar os médulos de ligagao ao carboidrato (CBM), presente em
muitas enzimas hidroliticas como celulases e xilanases, expansinas vegetais e
similares além de outras proteinas.

Devido as diversas caracteristicas ja mencionadas que contribuem com a
recalcitrancia da parede celular lignificada, se tornou comum a inclusdo de uma
etapa de pré-tratamento mecénico, quimico, biolégico, ou mesmo combinados,
dos materiais, com o objetivo de fomentar o acesso enzimatico aos devidos
substratos (ALVIRA et al.,, 2010; BLANCHETTE, 1997). Em geral, esses pré-
tratamentos visam remover os componentes que impedem a penetracido e/ou o
acoplamento das celulases a celulose, que sao principalmente a hemicelulose e a
lignina. Por exemplo, a remocgéao seletiva de hemicelulose em “switchgrass® por
acido diluido proporcionou um aumento de digestibilidade das glucanas de 3%
para 48% em 24h de digestédo enzimatica (LI et al., 2010). Ohgren et al. (2007)
também observaram um aumento na digestibilidade da celulose, de 70% para
90% apo6s 72h de hidrélise com celulases, quando a biomassa de palha de milho
pré-tratada com explosao a vapor foi submetida a um tratamento suplementar
com xilanases, removendo hemicelulose residual que poderia estar envolvida na
obstrugcdo do acesso a celulose. A remogao de lignina fomenta ainda mais o
acesso as cadeias de celulose. Por exemplo, um estudo de Varnai, Siika-Aho e
Viikari (2010) demonstrou que ao remover 93% da lignina em madeira pré-tratada

por explosdo a vapor (hidrolise acida), a digestibilidade do substrato frente a
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celulases comerciais foi aumentada em mais de duas vezes. Em outro estudo, a
remogao seletiva de lignina na parede celular pela agcdo de liquidos i6nicos foi
avaliada, demonstrando uma clara correlagdo entre os niveis de remocao de
lignina da parede celular com a digestibilidade do material residual por celulases
comerciais (LEE et al., 2009).

A recalcitrancia dos materiais lignocelulésicos frente a hidrolise enzimatica
e mesmo pré-tratamentos tem impulsionado a busca por plantas otimizadas para
0 processo dentro de um conceito de biorrefinarias. Essas caracteristicas
envolvem principalmente um menor nivel de lignificacdo ou deposi¢cao de
fendlicos na parede celular (FU et al., 2011; MASARIN et al., 2011). No entanto,
alteracbes nos niveis de deposicdo e composicdo da hemicelulose podem
também ser alvos importantes na busca por plantas ideais (VEGA-SANCHEZ;
RONALD, 2010). Uma das principais ferramentas na busca por plantas com baixa
recalcitrancia tem sido a transformagdo genética a fim de alterar os niveis de
expressdo de genes chave na biossintese de fendlicos e hemicelulose. Por
exemplo, um estudo realizado com alfafa transgénica mostrou que ao suprimir
genes chave da biossintese de lignina foi possivel reduzir o teor de lignina a
metade do valor originalmente encontrado nas plantas ndo transformadas (CHEN;
DIXON, 2007). Isso favoreceu significativamente a hidrolise enzimatica das fibras
obtidas a partir das plantas transgénicas. O teor de agucares liberados por
hidrolise enzimatica foi duplicado a partir da digestdo direta do material
transformado sem nenhum pré-tratamento quimico. Em outro estudo, no entanto,
mondmeros de lignina raros foram superexpressos em Arabidopsis thaliana para
gerar uma lignina com menor grau de polimerizagdo, o que levou a um aumento
na sacarificagdo das biomassas (EUDES et al.,, 2012). Outras plantas de A.
thaliana também foram transformadas para acumular glucanas mistas em sua
parede celular, um componente da hemicelulose associada a baixa recalcitrancia
da parede celular (VEGA-SANCHEZ et al., 2015). O acimulo se deu a partir da
expressdo de um gene de sintese de glucanas mistas sob o controle de um
promotor associado a senescéncia. As plantas cresceram e se desenvolveram
normalmente e observou-se um aumento de 42 % na sacarificacdo de suas
biomassas comparadas as linhagens n&o transformadas.

Evidéncias do efeito negativo da lignificacdo sobre a hidrolise enzimatica

também foram observados em dois estudos, onde se avaliou a maturacdo de
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células do xilema de alfafa e incorporagao in vitro de lignina em parede celular de
milho (GRABBER; PANCIERA; HATFIELD, 2002; GRABBER et al., 2009). Em
ambos casos, o aumento na lignificagdo levou a diminuigdo nos niveis de
conversao enzimatica da celulose. No entanto, em outro estudo, Grabber et al.
(2008) demonstraram que ao incorporar precursores especificos durante a
lignificagéo in vitro das células de colmo de milho é possivel obter uma parede
celular lignificada que pode ser facilmente deslignificada pela agdo de solugbes
alcalinas em baixas temperaturas. Isso foi possivel a partir do uso de precursores
para a sintese de lignina que correspondiam aos dimeros do acido ferulico unidos
por uma fungdo éster. Essa alteracdo na estrutura da lignina proporcionou
reagcdes posteriores de deslignificagdo tdo faceis como a saponificagdo de
triglicerideos.

Alguns estudos também avaliaram a correlacdo da eficiéncia da
digestibilidade com a composi¢ao da lignina em termos de razao siringil-guaiacil,
geralmente aliados a um pré-tratamento quimico. Até o momento ndo ha um
consenso para todos materiais lignocelulésicos sobre uma correlagéo positiva ou
negativa, com alguns resultados controversos neste topico (ZENG et al., 2014).
Um estudo com switchgrass demonstrou uma diminuigdo da recalcitrancia com a
diminuicdo da razdo S/G em material pré-tratado (16 - 21% de aumento na
sacarificagdo) e melhores rendimentos na produgédo de etanol (FU et al., 2011).
Por outro lado, em outro estudo com A. thaliana, um aumento da razdo S/G so foi
significante na eficiéncia da hidrolise apds pré-tratamento com agua quente (LI et
al, 2010).

De forma similar a lignina, o teor de acidos hidroxicinamicos também
contribui com a recalcitrancia da biomassa a hidrélise enzimatica, principalmente
em gramineas. Em um estudo com gramineas (150 linhagens de Phalaris
aquatica e 100 linhagens de Lolium perenne), foi demonstrado que a quantidade
de acido hidroxicinamico afetou a recalcitrancia da biomassa lignocelul6sica frente
a hidrolise enzimatica direta (LAM; LIYAMA; STONE, 2003). Em outro estudo,
Barros-Rios et al. (2012) encontraram estreita correlacdo entre a alta
digestibilidade de medulas de milho, na presenga de rumen e a baixa
concentracdo de acidos ferulicos e diferulicos. Além disso, em um estudo com

repressao de genes em plantas de Brachypodium distachyon, uma redugao nos
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niveis de deposicao de acido ferulico, cumarico e diferulatos levou a uma
digestibilidade enzimatica da xilana duas vezes maior (RANCOUR et al., 2015).
Um outro fator associado a variacdo de recalcitrancia dos materiais
lignoceluldsicos esta relacionado a diversidade dos tipos de células existentes
num determinado material. As espessuras da parede celular e as dimensdes das
células variam significativamente dependendo se s&o células de vasos, fibras ou
de parénquima. Isso ganha importancia adicional quando se incluem nos estudos,
além da madeira, os materiais lignoceluldsicos obtidos de gramineas como a
cana-de-agucar, sorgo e milho, que apresentam uma quantidade expressiva de
células de parénquima de estocagem em seus colmos. Apesar do parénquima
conter células com parede celular menos espessa, esse tecido também é
parcialmente lignificado e contém &acidos hidroxicinamicos (HE; TERASHIMA,
1990; 1991; SANJUAN et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2011). Além disso, Ding et
al. (2012) observou em caules de milho que a acessibilidade de enzimas se
correlaciona negativamente com o nivel de lignificacdo da parede celular. Todas
as enzimas e moléculas de alta afinidade com carboidratos se ligaram de forma
intensa a parede primaria, que € predominante em células de parénquima. Por
exemplo, a Figura 10 mostra o padréo de ligagao de celulases fungicas, o qual se
liga preferencialmente a parede de células do parénquima, floema e protoxilema e
nao tem afinidade pelas células lignificadas. Dessa forma, em gramineas é
possivel observar uma diferenga na recalcitrancia frente a hidrolise enzimatica de
diferentes tecidos e tipos celulares. Essa diferenga é significativa entre as regides
do entrend: medula e cortex, nas quais predominam tipos diferentes de tecidos,
como parénquima e esclerénquima (fibras), respectivamente. Por exemplo, Zeng
et al., (2012) avaliaram as diferentes recalcitrancias das biomassas de duas
regides do caule de milho. Os resultados revelaram um maior rendimento na
conversdo da celulose contida na medula (24% apds 24 h de hidrdlise) quando
comparada ao cértex (5 % no mesmo tempo de reacgdo). Jung e Casler (2006)
também demonstraram que a recalcitrancia da medula de milho € menor ao tratar
cortes microscoépicos do colmo com rumen. Ao fim de 24h de hidrélise, o resultado
visual revelou que células do parénquima da medula foram digeridas e feixes
vasculares e células da regido do cértex permaneceram intactos. Em outro estudo
com variedades de cana-de-agucar com teores contrastantes de lignina, avaliou-

se a recalcitrancia de diferentes regides do entrend. A medula foi a regido com
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mais baixa recalcitrancia, sendo digerida prontamente (50% - 85% de conversao
da celulose), sem nenhum pré-tratamento além da moagem; o cortex, no entanto,
mostrou-se bastante recalcitrante, especialmente na variedade com mais lignina,
com valores de conversédo de celulose entre 10% e 38% (COSTA et al., 2013).
Diferentes respostas a hidrolise enzimatica também foram observadas quando
comparadas as regides do no, o qual € mais lignificado, e entren6 de cana-de-
agucar (BRIENZO et al., 2016). As biomassas provenientes do entrend foram
mais facilmente digeridas do que as do nd (cerca de 25-30% a mais), mesmo

quando preé-tratadas com acido ou base.

Figura 10 — Micrografias de microscopia confocal de cortes transversais de caule
de milho tratados com celulases fungicas marcadas com corante fluorescente. A —
regido do feixe vascular mostrando ligacdo das celulases (em verde); B —

micrografia combinada com a autofluorescéncia da lignina (em vermelho).

Celulases marcadas com
fluorescéncia

Fonte: Ding et al., (2012).

2.5 DISTRIBUICAO TOPOQUIMICA DE COMPONENTES DA PAREDE
CELULAR

Um grande numero de relatos na literatura indica que a presencga de lignina
e hemicelulose na parede celular afetam de forma efetiva a recalcitrédncia de
materiais lignocelulésicos (item 1.4.1). O mapeamento desses componentes da

parede celular vegetal tem sido uma ferramenta util para melhor se entender a
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variagdo da recalcitrdncia em biomassas provenientes de diferentes tecidos
vegetais (FERRAZ et al., 2014). A distribuicdo topoquimica da lignina e de acidos
hidroxicinamicos de cana-de-agucar foi avaliada em estudos recentes através da
microespectrofotometria no ultravioleta (UV), indicando que esses componentes
estdo distribuidos diferencialmente entre os trés principais tipos celulares (célula
do parénquima, vaso e fibra) e diferentes regides do entrené (COSTA et al., 2013;
SIQUEIRA et al.,, 2011). Através dessa técnica € ainda possivel avaliar a
deposigdo da lignina em tecidos vegetais em processo de maturagdo
(BOTTCHER et al., 2013; HE; TERASHIMA, 1990, 1991).

O mapeamento de hemiceluloses & geralmente realizado a partir do uso de
anticorpos monoclonais especificos para um determinado componente da parede
celular vegetal (FERRAZ et al., 2014). A detecgdo microscopica se da geralmente
através de anticorpos secundarios contendo componentes como particulas de
ouro ou fluoréforos (KIM; DANIEL, 2012).

2.5.1 IMUNOFLUORESCENCIA

A imunofluorescéncia € uma técnica microscépica que faz uso da
especificidade de anticorpos a seus antigenos a fim de detectar e localizar
biomoléculas de interesse. Essa deteccdo se da através da fluorescéncia
produzida por fluoroforos ligados aos anticorpos. Essa técnica tem sido usada
principalmente na analise de componentes celulares, sejam eles moléculas de
DNA, proteinas ou polimeros da parede celular vegetal como xilanas e
arabinoxilanas (MCCARTNEY; MARCUS; KNOX, 2005). Por exemplo, Ding et al.
(2012) utilizaram essa ferramenta ao marcar celulases e moléculas de interesse
com um anticorpo fluorescente para avaliar a extensdo da ligacdo dessas
moléculas na parede celular dos diferentes tipos celulares de milho. Isso
demonstra o quao versatil € essa técnica podendo ser aplicada de diversas
formas.

Nos ultimos anos, varios anticorpos especificos para componentes da
parede celular vegetal foram desenvolvidos, incrementando o método

imunohistoquimico e possibilitando que analises topoquimicas de componentes



46

da parede sejam realizadas em diferentes tipos de plantas. Por exemplo, através
da imunolocalizagédo, Chang et al. (2013) observaram que o sinal fluorescente de
anticorpos contra epitopos de xilana foram mais intensos em volta de feixes
vasculares de bambu, especialmente nas paredes secundarias mais espessas de
fibras. Os autores também puderam observar diferengas na deposicdo de
componentes da parede celular através do tempo de maturacéo e localizagéo dos
entrends. As analises mostraram que a deposicédo de xiloglucana esta associada
com a deposigcdo de pectina e xilana. Em um outro estudo com milho, a
imunofluorescéncia foi utilizada para avaliar a redistribuicdo da xilana depois de a
biomassa ser pré-tratada com acido diluido (BRUNECKY, 2009). Em geral, foi
observado que depois do pré-tratamento a fluorescéncia referente aos epitopos
de xilanas se deslocou do centro da parede celular para as bordas — tanto no
sentido do lumen como da lamela média. Em outro estudo com arroz, foi possivel
detectar a presenca de glucanas mistas em parede de células lignificadas do
caule e folhas, algo até entdo incomum (VEGA-SANCHEZ et al., 2013).
Anticorpos monoclonais para componentes da parede celular,
principalmente polissacarideos ndo celuldsicos, também tem sido utilizados na
analise de extratos liquidos da biomassa. Uma técnica chamada perfil glicomico
(glycome profiling em inglés) envolve o fracionamento da parede celular por
extragdo sequenciada de biomassas com diferentes solugdes de sais e alcalis e o
uso de varios anticorpos contra cada um dos extratos (PATTATHIL et al., 2012;
SOUZA et al., 2013). Estes extratos podem conter oligbmeros e polissacarideos
provenientes da parede celular, os quais podem ser detectados em placas de
ELISA ou até mesmo membranas de nitrocelulose quando testados

imunologicamente.
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3 OBJETIVOS

Estudar como a distribuicdo da hemicelulose na parede celular se

correlaciona com a recalcitrancia frente a hidrélise enzimatica em cana-de-agucar

e sorgo forrageiro, empregando variedades de cana-de-agucar com teores

contrastantes de lignina e hemicelulose e sorgo forrageiro como plantas modelo.

Para atingir o objetivo foram executadas as etapas descritas a seguir:

A partir de entrenés das amostras, foram obtidas fragbes
correspondentes ao cortex, a interface cortex-medula e a medula;
A composigao quimica de cada amostra foi determinada;

= A hemicelulose foi caracterizada quimicamente;

= A estrutura de arabinoxilanas foi analisada;

= A composicdo monomeérica da lignina foi avaliada;
Cada material foi caracterizado quanto ao seu indice de
cristalinidade;
A distribuicdo das hemiceluloses foi avaliada pela técnica de
imunofluorescéncia;
As fragdes de cada amostra estudada foram submetidas a digestao
enzimatica direta com celulases comerciais;
Os dados de digestibilidade foram correlacionados com as
caracteristicas das paredes celulares.
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4 METODOLOGIA

A maior parte dos procedimentos foram realizados no Laboratério de
Ciéncias da Madeira da Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP). A
realizacdo de experimentos em outros locais ou em colaboragdo estao

especificados.

41 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS DE GRAMINEAS

As amostras de cana-de-agucar foram selecionadas dentro de um grupo de
hibridos desenvolvidos experimentalmente por pesquisadores da Universidade
Federal de Vigosa (projeto CNPq 552741/2007-8, coordenador Dr. Marcio
Barbosa) junto a RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do
Setor Sucroenergético) (Tabela 2). As plantas em questdo foram selecionadas por
apresentarem teores diferenciados de lignina e hemicelulose, levando-se em
conta também outros fatores como resposta a hidrélise enzimatica direta de todo
o caule das plantas e produtividade das mesmas conforme apresentado por
Masarin et al. (2011). Assim, do conjunto de 11 hibridos, 6 amostras foram
selecionadas para o presente estudo. Os hibridos foram colhidos com 12 meses
de cultivo, tendo sido gerados como rebrotamento de um segundo corte da cana-
de-aguUcar originalmente plantada (3° corte) em 10 de Margo de 2010. O primeiro
corte foi realizado apés 18 meses de cultivo (em Agosto de 2011). O segundo
corte foi realizado em Agosto de 2012 e o terceiro corte (usado no presente
estudo) foi realizado em 06 de Junho de 2013. As plantas foram cultivadas em um
campo experimental localizado na area | da Escola de Engenharia de Lorena -
Universidade de S&o Paulo. Cada caule colhido foi devidamente numerado. Os 2
primeiros entrends desde a base foram descartados e foram coletados os
proximos 5 entrends. As extremidades dos caules foram seladas com filme de
PVC e entdo armazenados a -18 °C até o momento de uso.

Para o sorgo, a amostra utilizada foi a variedade de sorgo forrageiro BRS
655 desenvolvido pela Embrapa Milho e Sorgo (EMS). As sementes fornecidas
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pela EMS foram plantadas em Setembro de 2014 no mesmo campo experimental
onde estavam os hibridos de cana-de-acucar. A semeadura ocorreu conforme
recomendagdo do desenvolvedor para producdo de silagem (CULTIVO DO
SORGO, 2014). O solo de cada cova foi suplementado com 100g de calcario
dolomitico e 100g de adubo NPK 10:10:10. Ao longo do cultivo o solo foi irrigado e
apos germinagao, o solo foi enriquecido com 20g de adubo NPK 10:10:10 em
Outubro de 2014. Os caules foram colhidos depois de 90 dias de cultivo. Cada
caule colhido foi devidamente numerado, os 2 primeiros entrends desde a base
foram descartados e os proximos 5 entrends foram coletados. As extremidades
dos caules foram seladas com filme de PVC e entdo armazenados a -18 °C até o

momento de uso.

Tabela 2 — Composi¢ao quimica de bagagos de cana-de-agucar provenientes de

hibridos, classificados em ordem crescente de teor de lignina.

Lignina

Hibridos otal Hemicelulose Glucanas Extrativos Soma
89 16,8 = 0,1 27,3+0,3 403+0,1 75=+0,1 92,0
146 18,6 = 0,1 316+08 409=+0,3 24=x0,1 93,5
58 18,6 = 0,1 26,3+0,1 409+03 26=+0,2 88,4
53 19,4 £ 0,5 271+04 422+05 2,7+0,1 91,3
166 19,6 £ 0,5 31,5+01 432+x04 1,9=x0,1 96,2
87 19,7 £ 0,1 27,3+0,8 422+03 39=x04 93,1
321 20,204 31,010 404=+05 16=0,3 92,9
50 20,5+0,1 30,020 42010 2,5x0,1 94,6
8 20,504 26,6+0,7 40,010 3,2=x04 90,0
121 20,6 + 0,1 282+0,5 39010 49=+0,2 92,9
140 215+0,2 270+03 382+05 51+05 91,8
Bagaco de cana moido 24,0 = 0,1 26,010 42020 22+04 93,8
Cultivar de referéncia 245+ 0,5 252+04 382+02 26=+=0,1 90,5

Fonte: Masarin et al. (2011).
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Os entrends das amostras de cana-de-agucar e sorgo foram separados em
funcdo das regides tipicas existentes nos entrenés de gramineas conforme
esquema ilustrado na Figura 11. Para a cana-de-agucar, as fragbes
corresponderam a medula, interface medula-cértex e cortex. A fracdo externa,
correspondente a epiderme somada a uma parte da regido mais periférica do
cortex (cerca de 1-2 mm de espessura), foi descartada. Para o sorgo as fragbes
corresponderam a medula e cortex apenas, devido ao diametro diminuto do caule.
Para o preparo das fragbes os nos foram descartados e as regides do entrend
delimitadas foram separadas com auxilio de um estilete no sentido longitudinal,

gerando pequenos cavacos (Figura 12).

Figura 11 — Esquema apresentando o modo de separagao das diferentes regides
da cana-de-agucar e sorgo. Para definicdo das circunferéncias dividiu-se o raio

em trés e duas partes iguais, para cana-de-agucar e sorgo, respectivamente.
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Fonte: arquivo pessoal.

Para eliminacdo da sacarose, todos os cavacos foram submetidos a
extragcdo em Soxhlet com agua destilada. A extracdo prosseguiu até que nao
houvesse agucar significativo presente na agua de extragdo (cerca de 5 ciclos de
8 h cada um). O teor de acgucares totais na agua concentrada no baldo de
extragdo foi determinado através do método do fenol-acido sulfurico. O critério

utilizado para definir o término da extragao foi a auséncia de cor no teste citado. O
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teste em questdo se deu com a mistura de 1 mL de amostra, 2,5 mL de acido
sulfarico concentrado e 25 uL de fenol 80%. Os tubos foram agitados e resfriados

a temperatura ambiente e a cor desenvolvida foi avaliada visualmente.

Figura 12 — Fragmentos obtidos apds preparacdo das amostras do entrend da
cana-de-agucar 146 e sorgo. O mesmo foi feito para todos os outros hibridos de

cana-de-agucar.

Fonte: arquivo pessoal.

As amostras de biomassa extraidas foram secas ao ar até
aproximadamente 10% de umidade. Uma parte destas amostras foi moida em
moinho com malha de 20 Mesh. Cada material moido teve sua umidade
quantificada em balanca OHAUS-IV e foi estocado em sacos plasticos a
temperatura ambiente até o momento das analises. Uma outra parte dos cavacos
foi mantida inteira e estocada a -18 °C até o momento das anadlises

microscopicas.
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42 CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

421 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA ATRAVES DA
HIDROLISE COM ACIDO SULFURICO

Cerca de 1 g em (massa seca) das amostras de biomassa vegetal moida a
20 mesh foram extraidos em extrator de Soxhlet com etanol 95% durante 6 h. O
teor de extrativos foi determinado pela diferenca de massa antes e apds o
processo de extragdo. As amostras sem extrativos foram secas ao ar, tiveram
nova umidade quantificada e entdo foram hidrolisadas com acido sulfurico para
caracterizagdo quimica (FERRAZ et al., 2000). Em tubo de ensaio,
aproximadamente 0,075 g de material extraido foi mantido a 30 °C durante 1 hora
na presenca de 750 pL de acido sulfurico 72% (p / p). Em seguida foi adicionado
ao tubo 20 mL de agua destilada. O material parcialmente hidrolisado foi
autoclavado a 120 °C / 1 atm por 1 h. Depois de resfriado o material foi filtrado a
vacuo em filtro sinterizado n° 3 SCHOTT. O material retido foi seco em estufa a
100 °C até que atingisse massa constante para determinagdo gravimétrica de
lignina insoluvel. Para determinagéo de lignina soluvel, o filtrado foi analisado em
espectrofotdbmetro UV-visivel a 205 nm considerando a absortividade da lignina
soltvel igual a 105 L.g".cm™. A fragao sollvel foi ainda filtrada em SepPack C18
e analisada em HPLC para determinagdo do teor de agucares monomericos e
acido acético. Para isso foi utilizada uma coluna BioRad HPX-87H a 45 °C, acido
sulfarico 0,005 mol.L”" como fase mével e fluxo de 0,6 mL/min. Um detector de
indice de refragdo foi utilizado a uma temperatura controlada de 35 °C. Todas as
analises foram realizadas em triplicatas. Os valores apresentados na tese se

referem as médias seguidas dos respectivos desvios padréo.
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4.2.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DOS POLISSACARIDEOS NAO
CELULOSICOS

A composicao da hemicelulose e outros polissacarideos ndo celulosicos
das amostras de cana-de-agucar foram determinados a partir da hidrélise branda
com acido trifluoroacético (TFA), de acordo com @Bro et al. (2004). As amostras
de cana-de-acucar foram pré-tratadas com amilases para remogao de tracos de
amido. Para tanto, cerca de 30 mg (massa seca) das amostras moidas a 20 Mesh
foram transferidas para tubos de 2 mL, aos quais foram adicionados 450 uL de
tampdo MOPS - acido 3-(n-morfolino) propanosulfénico - (50mM, pH 7,0)
contendo 3 U/mL de a-amilase (Megazyme). Essa reagao foi incubada por 1h a
85 °C com agitagdo. Em seguida, 600 pL de tampéao acetato de sodio (200 mM,
pH 4,5) contendo 3 U/mL de amiloglicosidase e 1 U/mL de pulunanase (ambas da
Megazyme) foram adicionados a reagdo, a qual foi incubada por 2h a 50 °C com
agitacdo. Ao fim da reagao, aos tubos foram adicionados cerca de 1 mL de etanol
96%. Os tubos foram entdo agitados em vortex e posteriormente centrifugados
por 5 min a 15000 G. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi
adicionado 1 mL de etanol 70%; o tubo foi novamente agitado em vortex e
centrifugado. Essa ultima etapa foi repetida, descartando-se sempre o
sobrenadante. Ao final do tratamento enzimatico as amostras foram secas a
vacuo por uma noite em temperatura ambiente.

Cerca de 5-10 mg de amostras livres de amido (massa seca) foram entdo
adicionadas a tubos de 2 mL para posterior hidrolise com TFA. Aos tubos com a
biomassa livre de amido foram adicionados 850 pyL de agua deionizada e logo em
seguida 150 pL de acido trifluoroacético. A reacéo foi mantida a 120 °C por 1h. Ao
fim da hidrdélise acida os tubos foram resfriados e o TFA evaporado sob vacuo por
uma noite em temperatura ambiente. Com os materiais secos, 1 mL de agua
deionizada foi adicionada aos tubos, os quais foram agitados em vortex até que
nao houvesse precipitado evidente. As amostras foram centrifugadas por 10 min a
15000 G e do sobrenadante foi coletado uma aliquota (cerca de 500 pL) para
analise em cromatégrafo liquido com detector amperométrico pulsado (HPAEC-
PAD). Para as analises foi utilizada uma coluna de troca i6nica do tipo PA-20
(Dionex) com fluxo de 0,4 mL/min. Como eluentes foram utilizados NaOH 10 mM
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por 10 min seguido de NaOH 450 mM por 20 min. Os agucares foram detectados
através do uso de padrdes externos (Sigma). Todas as analises foram realizadas
em ftriplicatas. Os valores apresentados na tese se referem as médias seguidas
dos respectivos desvios padrdo. Esse procedimento foi realizado no Joint
BioEnergy Institute (JBEI), Emeryvile, Califérnia (EUA).

Os polissacarideos ndo-celulésicos das amostras de sorgo foram avaliadas
segundo o procedimento de metandlise acida, seguida de acetilagdo dos
mondmeros e caracterizagdo por cromatografia gasosa. Essa analise foi realizada
no Laboratorio de Recursos Renovables da Universidad de Concepcion, Chile,

seguindo a metodologia descrita por Bertaud, Sundemberg e Holmbom (2002).

4.2.3 DETERMINAGAO DO TEOR DE (1-3),(1—4)-R-D-GLUCANAS

As (1-3),(1—4)-B-D-glucanas foram detectadas e quantificadas através do
uso do Kit Megazyme baseado no método descrito em McCleary e Codd (1991)
para analise de glucanas mistas. Para extragdo das glucanas mistas, cerca de 5 a
10 mg de amostras livre de amido foram extraidas em tubos de 2 mL. A biomassa
foi umidificada com 20 pL de solugao de etanol (50% v/v) e em seguida 400 pL de
tampao fosfato de sédio (20 mM, pH6,5) foi adicionado ao tubo. Ao serem
agitados, os tubos foram imediatamente incubados em agua fervente por 1min,
agitados novamente e entdo incubados a 100 °C por mais 2min. Depois dos tubos
permanecerem a 50 °C por 5min, foi adicionado a mistura 20 pyL da liquenase (1
U) e os tubos incubados por 1h a 50 °C com agitagdo vigorosa continua.
Posteriormente, 500 yL de tamp&o acetato (200 mM, pH 4,0) foi adicionado. Os
tubos foram resfriados a temperatura ambiente (cerca de 22 °C) e centrifugados a
1000 g por 10 min. Aliquotas de 10 yL do sobrenadante foram adicionadas a
novos tubos de 2 mL aos quais também foram adicionados 10 yL de R-glicosidase
(0,02 U) em tampéao acetato de sédio (60 mM, pH 4,0). Os novos tubos foram
incubados por 1h a 50 °C. Em seguida, foram adicionados 300 yL do reagente
GOPOD (glucose oxidase/peroxidase em inglés) aos tubos de reagao e entdo as
misturas foram incubadas a 50 °C por mais 20 min. Apds 1h depois do fim do
ensaio, a absorbancia das solugdes foi medida a 510 nm em espectrofotbmetro. A
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quantidade de beta-glucanas foi calculada segundo férmula contida no kit
utilizado: Glucanas mistas (% m / m) = AA><§><8,46, onde AA representa a

diferenca de absorbancia entre amostra e branco, F é o fator de converséo de
valores de absorbéncia para massa de glicose (F=100/Absorbancia de 100 ug de
glicose) e M é a massa seca inicial da amostra. Todas as analises foram
realizadas em triplicatas. Os dados reportados correspondem a média seguida
dos respectivos desvios padrao.

4.2.4 CARACTERIZACAO DE ARABINOXILANAS DE CANA-DE-ACUCAR POR
‘FINGERPRINTING”

As xilanas de cada amostra de cana-de-acucar foram caracterizadas
quanto a sua estrutura segundo o método de “fingerprinting” descrito em Chiniquy
et al, (2012), com algumas modificacbes. A arabinoxilana e outros
polissacarideos da hemicelulose foram extraidos das amostras com KOH 4M,
contendo 1% de NaBH4. A extragcdo ocorreu a temperatura ambiente em tubos
falcon de 50 mL, com uma suspensao de 10 mg de material / mL de KOH 4M,
durante 24h com agitacdo constante (100 rpm). Apds incubada, a suspenséo foi
centrifugada por 15 min a 4000 g e o sobrenadante transferido para outro tubo.
Os extratos foram entdo dialisados por 48h com agua deionizada (com quatro
trocas de agua) a 4 °C, liofilizados e pesados. Os extratos liofilizados foram
diluidos com agua deionizada a uma concentragado de 0,2 mg / mL e o teor de
agucares totais estimado pelo método do fenol-acido sulfurico descrito em
Pattathil et al. (2012). Em seguida as amostras foram diluidas a fim de que a
concentragdo de acgucares fosse 20 ug / mL para todos extratos. Os extratos
foram estocados a -20 °C até o momento de uso. Dos extratos preparados, 1,5
mL foi incubado com 1U de endoxilanase M6 (familia GH11 - Megazyme) em
tampao acetato de amoénio (0,05M, pH 6,0), a 42 °C durante 24h. A reacéao foi
interrompida incubando os tubos a 100 °C por 10 min. As amostras foram entao
centrifugadas e o0s oligossacarideos no sobrenadante separados em um
cromatégrafo liquido Dionex DX600 equipado com detector amperométrico
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pulsado e coluna de troca ibnica CarboPac PA200 (3x 250 mm). Trés eluentes
foram utilizados: agua deionizada, NaOH 0,1M e NaOH 100mM/acetato de sodio
1M. Picos referentes a xilose, xilobiose e outros xilooligossacarideos foram
identificados, segundo padrées analisados previamente. Esse procedimento foi
realizado no Joint BioEnergy Institute (JBEI), Emeryvile, California (EUA)

4.2.5 DETERMINACAO DO INDICE DE CRISTALINIDADE DOS MATERIAIS
LIGNOCELULOSICOS

O indice de cristalinidade dos materiais foi determinado por técnica de raio-X.
As amostras moidas a 20 Mesh e secas ao ar foram analisadas em difratdmetro
de raio-X com radiagdo de cobre (Panalytical). Para o calculo do indice de
cristalinidade utilizou-se o método da altura dos picos, como descrito por Park et
al., (2010). A férmula utilizada foi: IC = (Iy92 — Iam) /002, ONde IC € o indice de
cristalinidade, lpo2 € a intensidade do pico 002 em aproximadamente 22 graus de
20 e l,m € a intensidade do vale entre os picos 101 e 002 em aproximadamente 19
graus de 20 (Figura 13). Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Os
dados reportados correspondem a média seguida dos respectivos desvios

padrao.

4.2.6 COMPOSICAO HGS DA LIGNINA EM AMOSTRAS DE CANA-DE-
ACUCAR

A composi¢cdo quimica da lignina das amostras de cana-de-agucar foi
analisada por pirdlise seguida de cromatografia gasosa (GC/espectrometria de
massa - GC/MS), utilizando o método descrito por Del Rio et al. (2012) com
algumas modificagdes. Para preparagdao, amostras moidas e secas ao ar foram
extraidas com diferentes solventes para remocédo de possiveis interferentes do
processo, provenientes de extrativos e pectina. Em tubos falcon de 50 mL, 200
mg (peso seco) de material foram extraidos com diversos solventes, aplicados de
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forma sequencial. Em todo o procedimento, os 200 mg originais de amostra foram
tratados com 40 mL de solvente e a mistura submetida a um banho de ultrassom
por 20 min. Apos cada tratamento, a mistura foi centrifugada (10 min, 2800g) e o
solvente descartado. Os solventes empregados foram, sequenciamente: etanol 80
% (v / v) (sendo a extragdo repetida mais duas vezes); acetona;
cloroférmio:metanol (1:1) e acetona. As amostras solidas residuais foram entéo

secas ao ar.

Figura 13 - Difratograma de raio-x de Avicel PH-101. Os picos 101 e 002
empregados no calculo do indice de cristalinidade estao representados.
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Fonte: Park et al. (2010).

A pirdlise das amostras extraidas foi realizada com ajuda de um pirolisador
Pyroprobe 5200 (CDS Analytical, Inc.) acoplado a um GC/MS (Thermo Electron
Corporation com cromatografo a gas do tipo Trace e espectrdmetro de massa
Polaris-Q) equipado com uma coluna Agilent HP-5MS (30m x 0,25 mm de
diametro, 0,25 ym em espessura do filme de fase estacionaria). A reagcdo de
pirélise ocorreu a 550 °C. O cromatografo foi programado para atuar na faixa de
50 °C (1min) a 300 °C, a uma taxa de 30 °C/min. A temperatura final foi mantida
por 10 min. O gas hélio foi utilizado como carreador com fluxo constante de 1
mL/min. O espectrobmetro de massa foi operado no modo de deteccdo de ions
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totais entre 50 e 650 u.m.a. e a fonte de ions foi mantida a 300 °C. Os compostos
foram identificados de acordo com a biblioteca NIST (National Institute of
Standards and Technology, EUA) e estudos prévios (DEL RiO; GUTIERREZ,
2006; DEL RIO et al., 2015; LOPES et al., 2011; RALPH; HATFIELD, 1991). As
areas dos picos foram calculadas para os produtos de degradagao da lignina e as
areas somadas foram normalizadas. Os dados foram apresentados em termos de
porcentagem de lignina S, G e H e razdo S/G. Todas as analises envolvendo
lignina foram realizadas no Joint BioEnergy Institute (JBEI), Emeryvile, California
(EUA)

4.3 HIDROLISE ENZIMATICA COM CELULASES COMERCIAIS

Para a hidrolise enzimatica dos diversos materiais lignocelulésicos
estudados, foi utilizada a preparacdao enzimatica comercial Cellic CTec 2
(Novozymes). Papel de filtro foi utilizado para determinar a atividade enzimatica
de celulase em unidades de papel de filtro (FPU) de acordo com Mandels,
Andreotti e Roche (1976). O teor de proteinas totais foi estimado pelo método de
Lowry, segundo Ghose (1987).

As amostras moidas foram hidrolisadas com 10 FPU / g de substrato, cerca
de 35 mg proteina / g de substrato. As rea¢des foram realizadas em tubos de 2,0
mL com consisténcias de 2% de substrato. O volume final da reagao foi de 1 mL
com tampao citrato de sddio 100 mM, pH 5,0 contendo 0,01% de azida sodica. Os
experimentos foram realizados sob agitagdo de 120 rpm e a 45 = 2 °C por 72 h.
Durante o processo de sacarificacdo, as reag¢des foram amostradas em intervalos
de 4, 8, 24, 48 e 72 h. Nos pontos de amostragem os tubos foram transferidos
para banho de gelo para parada de reagao e entdo centrifugados a 3400g por 15
min a 10 °C. Uma aliquota de 20 uL foi coletada do sobrenadante e diluida com
agua destilada para determinagdo dos teores de glicose e xilose em HPLC,
conforme descrito no ponto 3.2.1. Glucana mista também foi hidrolisada nas
mesmas condigdes, substituindo a biomassa por (1—3),(1—4)-B-D-glucanas de
cevada (Megazyme) e hidrolise de 48h. Em todos experimentos foi coletada uma
aliquota controle, logo apos adicdo da enzima (tempo zero). Os acgucares
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presentes na amostra controle foram subtraidos das subsequentes amostragens.
Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Os dados reportados
correspondem a meédia seguida dos respectivos desvios padrao.

A fim de checar se o extrato comercial continha atividade de xilanase
insuficiente, novas hidrélises foram realizadas para se avaliar a suplementagao
com xilanase e R-xilosidase (10 U / g de substrato, cada). Essas enzimas foram
purificadas de Celvibrio mixtus e Selenomonas ruminantium, respectivamente, e
fornecidas pela Megazyme. Essas novas hidrélises foram realizadas a 50 + 2 °C e
em triplicatas. Todas as analises foram realizadas em ftriplicatas. Os dados
reportados correspondem a média seguida dos respectivos desvios padrao.

4.4 ENSAIOS IMUNOLOGICOS DE AMOSTRAS DE CANA-DE-AGCUCAR

Todas as analises com anticorpos e fluorescéncia foram realizadas em

conjunto com o Joint BioEnergy Institute (JBEI), Emeryvile, Califérnia (EUA).

4.41 AVALIAGAO DE ANTICORPOS NA PRESENGCA DE EXTRATOS
HEMICELULOSICOS - DOT BLOTS

Extratos hemicelulésicos foram utilizados para analises imunologicas semi-
quantitativas com anticorpos especificos para componentes da parede celular
vegetal (dot blots). A extragcdo da hemicelulose ocorreu a temperatura ambiente
em tubos de 2 mL com uma suspensdo de 10 mg de material / mL de KOH 4M,
durante 24h com agitacdo constante (600 rpm). Apds incubada, a suspensao foi
centrifugada por 15 min a 4000 g e o sobrenadante transferido para outro tubo. O
extrato foi neutralizado com acido acético 8,7M e diluicbes seriadas 1:10 dos
extratos foram preparadas. Em seguida, dois microlitros de cada diluigdo foram
adicionados a superficie de uma membrana de nitrocelulose, com duas replicatas
cada. A membrana foi lavada com tampdo PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mL,
Na;HPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, pH 7,4) por 5 min e bloqueada com leite em
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po sem gordura dissolvido em PBS, a 5%, por no minimo 1h. Apds bloqueadas,
as membranas foram tratadas com anticorpos monoclonais primarios, seguidos
de anticorpos secundarios, ambos diluidos em leite/PBS, segundo a Tabela 3. O
tratamento com anticorpo primario foi a 4 °C, overnight e agitagdo constante. O
tratamento com anticorpo secundario se deu em temperatura ambiente, durante
1h e agitacdo constante. As membranas foram lavadas com tamp&o PBS por 5
min, trés vezes, entre a aplicacdo do anticorpo primario e o secundario. Ao fim da
reacdo com anticorpo secundario as membranas também foram lavadas com
tampao PBS quatro vezes e em seguida tratadas com kit de detecgao Supersignal
West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific). As ligacbes dos
anticorpos aos extratos hemicelulésicos nas membranas foram identificadas
através da producgao de quimioluminescéncia em camara escura. Uma membrana

livre de extratos foi adicionada como controle negativo.

4.4.2 MAPEAMENTO DAS HEMICELULOSES ATRAVES DA
IMUNOFLUORESCENCIA

Componentes da hemicelulose da parede celular de canas-de-acucar
foram mapeados através da imunofluorescéncia, que utiliza a fluorescéncia de
anticorpos para deteccédo indireta de epitopos em cortes microscépicos. Cortes
histologicos de cada regido dos entrendés com 60-80 ym de espessura foram
produzidos para cada uma das amostras através de um microtomo de vibragao
Leica VT1000S. Em seguida, os cortes foram transferidos para placa de 24 pogos
contendo tampdo PBS. O tampéao foi trocado por trés vezes para lavagem de
5min com agitagao constante. Os cortes entdo foram bloqueados com 500 yL de
leite em pd sem gordura dissolvido em PBS a 5%, por no minimo 1h. Apos
bloqueados, os cortes foram tratados com anticorpos monoclonais primarios,
seguidos de anticorpos secundarios, ambos diluidos em leite/PBS, segundo a
Tabela 3.Cada tratamento ocorreu com 500 pL de anticorpo diluido em leite/PBS,
durante 1h, com agitagdo constante. Os cortes foram lavados com PBS por 5 min,
trés vezes, entre a aplicacdo do anticorpo primario e o secundario. Ao fim da

reacdo com anticorpo secundario os cortes foram novamente lavados com
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tampao PBS quatro vezes. Ao fim do tratamento com anticorpos os cortes foram
dispostos em laminas e observados em microscopio Leica DM 4000 B, com os
seguintes cubos de filtro para fluorescéncia: TX2 para Alexa Fluor 568 e YFP para
Alexa Fluor 514. Micrografias das amostras foram obtidas e o software ImagedJ foi

utilizado para processar as imagens.

Tabela 3 — Anticorpos envolvidos em experimentos imunolégicos. Os anticorpos

foram diluidos com tampao PBS contendo 5% de leite em p6 sem gordura.

Dot blots
Anticorpos primarios Anticorpos secundarios
Nome Epitopo Diluigao Anticorpo* Diluicao
LM10 Xilana 1:100 HRP* anti- 1:15000
LM11 Arabinoxilana 1:100 camundongo 1:15000
CCRC M140 Xilana 1:100 1:15000
HRP* anti-rato |
MLG Glucanas mistas 1:10000 1:15000
Imunohistoquimica
Anticorpos primarios Anticorpos secundarios
Nome Epitopo Diluicao Anticorpo Diluicao
Alexa Fluor 568
LM11 Arabinoxilana 1:10 . 1:10000
anti-camundongo
CCRC M140 Xilana 1:10 Alexa Fluor 514 | 1:10000
MLG Glucanas mistas 1:1500 anti-rato 1:10000

*HRP: peroxidase de raiz-forte
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois tipos de gramineas foram selecionadas: cana-de-agucar e sorgo. Seis
linhagens de um grupo de hibridos de cana-de-agucar com teores de lignina
contrastantes foram selecionados a partir dos dados listados na Tabela 2. Os
hibridos de cana-de-agucar 58, 89, 140, 146, 166 e 321 foram escolhidos com
base na quantidade de lignina e hemicelulose total presente nas plantas. Para o
sorgo, uma linhagem do tipo forrageiro, proveniente da Embrapa, foi selecionada.
Para os experimentos realizados, os entrendés foram dissecados a fim de
representar trés regides do entrend, sendo elas a medula, a interface e o cértex
para cana-de-agucar e duas regides para o sorgo: medula e cortex. As amostras
foram entdo avaliadas quanto a composicdo quimica de sua hemicelulose e
lignina e foram submetidas a analises com anticorpos especificos para

componentes da parede celular e tratamentos enzimaticos.

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DE ENTRENOS DE CANA-DE-ACUCAR E
SORGO

A biomassa lignoceluldsica proveniente de cada uma das regibes das
gramineas em estudo foi caracterizada quimicamente como mostrado na Tabela
4. Para os hibridos de cana-de-agucar, as fragdes da medula apresentaram alto
teor de glucanas (40 — 55 %) e baixo teor de lignina (14 — 22 %). Por outro lado,
amostras do cortex apresentaram-se mais lignificadas (20 — 22 %) e com menor
teor de glucanas (40 — 44 %). Hemiceluloses totais (xilana mais arabinosil mais
acetil) tiveram teores similares na medula (21 — 27 %), interface (24 — 28 %) e
cortex (25 — 28 %). Os teores de xilana por si so, no entanto, aumentaram no
sentido da medula (14 — 20 %) para o cortex (20 — 23 %). Em sorgo, observou-se
uma distribuicdo diferente para os teores de glucanas e hemiceluloses totais entre
medula e cortex. A medula apresentou um baixo teor relativo de glucanas (40%) e
alto teor de hemiceluloses totais (25%), enquanto o cértex apresentou o maior
teor de glucanas (44%) e menor teor de hemiceluloses totais (22%). A distribuigéo
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foi similar para o teor de lignina com 22% em medula e 25% no cértex. Foi
calculada a proporgdo em massa seca das fragdes do entrend do sorgo (90%
para o cortex e 10% para a medula). Esses dados em conjunto com o teor de
lignina possibilitam estimar o teor total de lignina através de uma média
ponderada (24,5%). Esse valor coloca o sorgo como a variedade com maior teor
de lignina comparada as outras amostras estudadas. Esta alta quantidade de
lignina, além de xilana e baixo teor de glucanas, proporciona uma maior
semelhanga do sorgo com o hibrido de cana-de-agucar 140, o mais lignificado
dentre os hibridos.

A composicado detalhada das hemiceluloses de cada amostra também foi
analisada. Para os hibridos de cana-de-agucar utilizou-se o método de hidrdlise
acida com TFA, o qual praticamente nao hidrolisa celulose cristalina e assim
permite avaliar a composi¢ao de monossacarideos nao-celuldsicos (OBRO et al.,
2004). Observou-se que xilose (9 — 19 %), seguido de glicose (1 — 12 %) e
arabinose (2 — 4 %), foram os monossacarideos mais abundantes liberados na
hidrélise com TFA (Tabela 5). No entanto, a quantidade de xilose liberada por
TFA foi menor quando comparada com aquela liberada no hidrolisado preparado
com acido sulfurico, o que sugere que a hidrdlise da hemicelulose foi incompleta
nas condi¢cdes de reacdo utilizadas. Outros agucares também foram detectados
no hidrolisado com TFA, porém em menor quantidade como, galactose (0,2 -1,1
%), ramnose (0,07 — 0,16 %), acido galacturénico (0,2 — 0,6 %) e tragos de fucose
e acido glucurénico. Picos do cromatograma referentes ao acido 4-O-
metilglucurénico também foram detectados, mas ndo quantificados devido a
inexisténcia de padrao analitico deste composto.

Os dados obtidos a partir da hidrélise com TFA corroboram os da hidrodlise
com acido sulfurico (Tabela 4) que indicam que GAX substituida com grupos
acetil predomina nas hemiceluloses de cana-de-agucar com teores de xilana
aumentado da medula para o cértex, independentemente do hibrido estudado.
Além disso, observou-se que os teores de arabinose diminuem da medula para o
cortex, indicando que as GAXs do cértex sdo menos substituidas com grupos
arabinosil do que as GAXs de medula. A deteccao de galactose, ramnose e acido
galacturdnico indica que pectina esta presente na parede celular das amostras de
cana-de-agucar, mesmo que em pequenas quantidades (HARHOLT et al., 2010).
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A soma destes trés principais agucares permite estimar que substancias pécticas.
estdo presentes principalmente na medula (1,2 — 2,6 %) da cana-de-agucar, € o
teor diminui no sentido do cortex (0,5 — 1,2 %) (Figura 14). Parte da arabinose
detectada também poderia ser proveniente da pectina, especialmente na medula
onde ambos teores de substancias pécticas e arabinose sdo maiores. Residuos
de arabinose presentes na pectina se apresentam geralmente na forma de
cadeias de unidades de arabinofuranosil ancoradas em ramnogalacturonanas |
(CARPITA, 1996).

Figura 14 — Somatdrio dos principais agucares que compdem pectina (ramnose,
galactose e acido galacturénico) detectados em amostras de cana-de-agucar. Os
agucares monoméricos foram liberados por hidrolise branda feita com acido
trifluoracético (TFA) 2 mol.L™.
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Fonte: arquivo pessoal

Para o sorgo, as amostras foram submetidas a analise detalhada das
hemiceluloses por metandlise acida. Os resultados mostraram que xilose foi o
monossacarideo mais abundante detectado em ambas regides do sorgo (21 — 23
%) (Tabela 6). Em ordem de abundancia foram também detectados glicose (3 — 5
%), manose (2 — 3 %) e arabinose (~ 1%). Diferente dos hibridos de cana-de-

agucar, os teores de xilana e arabinose da medula e cortex do sorgo
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apresentados por esse método sao similares, indicando que o padrdo de
substituicdo das xilanas por grupos arabinosil s&o semelhantes, o que é
corroborado pelos dados da hidrolise das amostras com acido sulfurico. Ambas
analises também confirmam que arabinoxilanas substituidas por grupos acetil sdo
as principais hemiceluloses em sorgo. A detecgdo de manose pelo método de
metandlise acida indica que mananas estdo presentes na hemicelulose de sorgo,

mesmo que em pequenas quantidades (VOGEL, 2008).

Tabela 6 — Composi¢cao dos polissacarideos néo celulésicos de fragdes do
entrend de sorgo determinados por metanolise acida.

Regido do Acucares monoméricos (%, m/m em massa seca)
entreno Arabinose Manose Xilose Glicose
Medula 1,2+0,7 2,8 +0,1 228+0,4 4,7 +0,1
Cortex 0,5+0,3 2,4 +0,1 20,917 3,1+0,1

Um fato interessante das analises de hemicelulose de ambas espécies de
gramineas foi o alto teor de monémeros de glicose detectado ao fim do
procedimento nas amostras de medula. Esse resultado indica que polissacarideos
ricos em residuos de glicose estdo presentes na fragdo hemiceluldsica de cana-
de-agucar e sorgo, principalmente na medula. Xiloglucanas e glucomananas sao
hemiceluloses constituidas de residuos de glicose que podem estar presentes em
paredes celulares primarias de gramineas, porém estes agucares em geral
ocorrem em baixas quantidades (SCHELLER; ULVSKOQOV, 2010). Glucanas com
ligagcbes mistas, por outro lado, estdo presentes na parede celular de gramineas
em quantidades significativas (BURTON; FINCHER, 2009; VEGA-SANCHEZ et
al., 2013). Assim, a fim de revelar o teor de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas, as
amostras foram submetidas a uma analise quantitativa através do emprego de um
kit enzimatico que envolve extragao inicial das glucanas mistas com agua quente
e a subsequente hidrolise enzimatica do polissacarideo até glicose. O kit em
questdo emprega liquenases para promover a hidrolise das ligagbes R-1-4

imediatamente antes da presengca das ligagbes [-1-3, enquanto que os
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oligossacarideos gerados sao hidrolisados a glicose por agao de R-glicosidase. A
glicose formada é finalmente detectada por via indireta através de reagdo com
glicose oxidase e detecgdo colorimétrica do peroxido gerado (MCCLEARY;
CODD, 1991). Os resultados mostram que as glucanas mistas s&o abundantes
nas gramineas, com uma distribuicdo diferencial entre as regiées do entreno
(Figura 15). Amostras da medula apresentaram os mais altos teores de glucana
mista (1,4 — 15 %), principalmente as medulas de hibridos de cana-de-agucar com
baixo teor de lignina como o H89 e H58. Na interface das canas-de-agucar o teor
dessas glucanas diminuiu (1 — 6 %) e foi detectado em baixas quantidades nas
amostras de cortex de ambas gramineas (0,1 — 1 %). Esses resultados estao de
acordo com a distribuicdo da glicose observada nas analises dos acgucares
hemiceluldsicos (Tabelas 5 e 6).

Figura 15 — Teor de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas nas fragcdes de entrends de
amostras de gramineas (seis hibridos de cana-de-agucar e uma variedade de
sorgo). Sorgo foi dividido em apenas duas fragbes de entrend: medula e coértex; a
cana-de-agucar foi dividida em medula, interface e cortex.
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A maior deposicdo de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas nas medulas parece
estar relacionada a um grande numero de células do parénquima geralmente
encontradas na regido central de entrends de gramineas (COSTA et al., 2013;
SIQUEIRA et al., 2011; WILSON; MERTENS; HATFIELD, 1993). Glucanas com
ligacbes mistas tem sido observadas em sua maior parte em paredes celulares
primarias de gramineas, principalmente em tecidos parenquimaticos de
alongamento (CARPITA et al., 2001; TRETHEWEY; CAMPBELL; HARRIS, 2005).
Desta forma, um grande numero de células parenquimaticas poderia explicar a
predominancia desse polissacarideo no centro de entrenés de cana-de-agucar e
sorgo. Por outro lado, os cortex apresentaram teores de glucana mista préximos
do zero, o que pode estar relacionado a presenga de tecidos mais lignificados e
ricos em xilana. De fato, ao estimar o teor real de celulose a partir da subtragao
do teor de glucanas mistas (Tabela 7), os dados revelam que os teores de
celulose entre todas as regides do entrend sao préximos (37 — 43 %) e que o
principal diferencial entre eles sdo os teores de xilana e lignina e a presenca de
glucanas na hemicelulose. Em estudos prévios, as glucanas mistas se mostraram
dependentes do estagio de amadurecimento em coleoptilos, pois seus teores
baixavam a medida que o alongamento do tecido cessava (CARPITA, 1984;
CHRISTENSEN et al., 2010). Em um certo momento, a maior parte das glucanas
mistas s&o degradadas e substituidas por GAX em tecidos maduros e paredes
secundarias de gramineas (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Essas duas
observagdes juntas sugerem que algumas das amostras de entren6 de cana-de-
acucar e sorgo estudadas tenham caracteristicas similares a de tecidos imaturos
apesar de todas plantas terem sido cortadas no momento em que se supde a
plena maturagao fisioldgica (CULTIVO DO SORGO, 2014; DEUBER, 1988).

Nas amostras de sorgo o teor de glucanas mistas foi significativamente
menor do que nas amostras de cana-de-agucar, principalmente entre medulas
onde a diferenga se torna mais proeminente. Isto estd de acordo com as
composicdes observadas a partir dos dados gerados pelo método de hidrélise
com acido sulfurico, onde a medula do sorgo apresenta um teor de glucanas
menor do que da maioria dos hibridos de cana-de-agucar (Tabela 4). Neste
sentido, vale notar que a medula do sorgo apresentou um teor de glucanas mistas
ainda mais baixo do que o observado na medula do hibrido de cana-de-agucar
140, de alto teor de lignina. Isso se deve provavelmente ao alto teor de parede
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celular lignificada nas amostras. Além disso, devido a presenga de manose na
hemicelulose (Tabela 6), parte significativa da glicose nessa fragdo poderia estar
presente na forma de glucomananas (VOGEL, 2008).

Tabela 7 — Teor de celulose nas fragbes de entrends de amostras de gramineas
(seis hibridos de cana-de-agucar e uma variedade de sorgo). O valor foi estimado
a partir da subtragdo do teor de (1—3),(1—4)-3-D-glucanas do teor glucanas totais,

obtido da hidrolise com acido sulfurico.

Variedades de Teor de celulose (%, m / m em massa seca)

gramineas Medula Interface Cortex

H 89 39,6 £0,3 40,3+0,3 43,4+ 0,2

H 146 39,6 +0,4 37,3+ 0,6 43,5+ 0,1

H 58 39,3+0,1 41,3+ 0,1 43,3+ 0,1

H 166 41,6 = 0,1 40,904 43,9+ 0,1

H 321 36,7 = 0,1 37,4+ 0,1 41,8+1,3

H 140 37,1+0,3 40,1 = 0,1 40,3+0,5
Sorgo 384 +04 - 431 +1,2

52 ESTUDO DA ESTRUTURA DE ARABINOXILANAS EM CANA-DE-

ACUCAR (TECNICA DE “FINGERPRINTING”)

Visto que as concentragcdes de xilana e arabinose se diferenciam entre as
regides de um entrend dos hibridos de cana-de-agucar, a estrutura das diferentes
arabinoxilanas foi avaliada pela técnica de fingerprinting (CHINIQUY et al., 2012).
A técnica se baseia na acdo de endoxilanases sobre os polissacarideos
previamente extraido do material lignoceluldésico por agdo de KOH 4M
(PATTATHIL et al.,, 2012). O padrédo de clivagem das xilanas pela agdo das
endoxilanases empregadas esta ilustrado na Figura 16. A endoxilanase
empregada (familia GH11) promove a hidrolise das ligagdes glicosidicas R-1-4

entre anidroxiloses ndo ramificadas e também em anidroxiloses substituidas por
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grupos arabinosil. No entanto, de acordo com Kolenova, Vrsanska e Biely (2006),
o menor fragmento que xilanases da familia GH11 podem liberar ao hidrolisar
cadeias de xilanas substituidas por acido metilglucurbnico € um
tetraxilooligossacarideo contendo uma substituicdo no segundo residuo de xilose.
Esse padrao de hidrélise resulta no acumulo de oligossacarideos X-X(S)-X-X (ou
SX4), onde S representa a substituicdo. Se a substituicdo esta na ponta da cadeia
pode-se acumular também oligossacarideos do tipo SX;. O procedimento,
portanto, permite gerar oligossacarideos de xilose e arabinoxilose em diferentes
proporgdes e possibilita um diagnostico do padréo de substituicdo encontrado na

xilana em estudo.

Figura 16 — Exemplo de agdo de xilanases da familia GH11 mostrando como
produto o fragmento substituido de menor tamanho que essas enzimas podem
liberar. O substrato utilizado é o acido aldohexaurdnico.
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Fonte: Kolenova, Vrsanska e Biely (2006).

A Figura 17 mostra um cromatograma tipico de “fingerprinting” com os
picos de oligossacarideos de interesse assinalados, conforme descrito por
Chiniquy et al., (2012). A formacg&o de X1 até X6 decorre da agdo da endoxilanase
em fracbes da cadeia onde nao existe substituicdo por arabinose. Ja o acumulo

de oligossacarideos AX2 e AX4 resulta da acdo em regibes substituidas. Em
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geral, quanto maior o acumulo de oligossacarideos AX2 e AX4, maior sera o grau

de substituicado das xilanas.

Figura 17 — Cromatograma do “fingerprinting” obtido a partir de uma amostra da
interface do H58 com indicacao dos oito picos de interesse utilizados no presente
estudo. Legenda: X — xilose; A — arabinose.
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Fonte: arquivo pessoal.

A quantidade relativa de cada oligossacarideo foi muito similar quando
comparadas diferentes regides e hibridos de cana-de-agucar, mostrando que este
tipo de analise indica ndo haver grandes diferengas estruturais entre as
arabinoxilanas de diferentes amostras (Tabela 8). Pequenas diferengas entre as
regides do entren6 foram observadas apenas nos hibridos 140 e 146. A
similaridade entre as quantidades relativas de cada oligossacarideo pode ser
devido a uma extracao seletiva do KOH, que proporciona um meio basico onde
xilanas mais substituidas sdo mais soluveis do que aquelas com pouca ou
nenhuma substituicdo (WEN et al., 2011). Uma vez que o extrato final liofilizado
apresentava massa muito pequena (menor do que 3 mg), n&o foi possivel medir o
rendimento de extracdo adequadamente, ndo se detectando um padrdo de
rendimentos diferenciado entre as amostras (massa extraida/massa inicial; dados
nao apresentados). Assim, passamos a assumir que as xilanas substituidas foram

extraidas preferencialmente e em quantidades independentes do tipo de fragdo do
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entrend e hibrido de cana-de-agucar. Apesar disso, foram observadas distingdes
entre as abundancias dos oligossacarideos dentro de uma mesma amostra.
Xilobiose (X2) foi o fragmento liberado em maior quantidade (cerca de 40%)
comparado as outras por¢des oligossacaridicas principais, o0 que indica que a
arabinoxilana nessas amostras de cana-de-agucar tem um alto grau de
substituicdo. Esse dado é corroborado pela alta concentragao de arabinoxilobiose
(AX2) e arabinotetraxilooligossacarideo (AX4) — cerca de 15% - e baixas
quantidades do trixilooligossacarideo em diante (X3, X4, X5 e X6) (menos de 5%).

Tabela 8 - Quantidades relativas de cada oligossacarideo detectado por
fingerprinting. Legenda: X — xilose; A — arabinose.

Area relativa nos cromatogramas %

Amostra Regiao

X1 X2 (A)X, X3 X4 X5 X6 (A)X4

Hibrido 89 Medula 21,2 40,0 15,8 4,2 1,2 0,7 0,09 16,0
Interface 21,6 42,3 15,0 3,8 0,3 0,3 0,11 15,0

Cortex 19,9 38,8 17,8 4,8 24 0,7 0,01 14,8

Hibrido 146 Medula 23,2 41,4 15,3 4,6 0,9 0,1 - 12,7
Interface 22,0 40,7 17,0 41 1,4 0,7 0,02 13,2

Cortex 20,6 37,3 19,3 53 2,6 1,1 0,07 13,0

Hibrido 58 Medula 21,2 411 171 4,3 1,8 0,5 - 13,4
Interface 21,9 41,1 16,4 3,7 1,4 0,8 0,17 14,0

Cortex 20,4 39,6 17,6 4,3 1,9 1,2 0,23 14,2

Hibrido 166 Medula 22,9 40,8 14,9 44 1,1 0,2 - 14,7
Interface 22,5 40,1 15,5 4,7 1,5 0,4 - 14,7

Cortex 20,6 39,0 16,8 4,9 1,4 0,6 0,04 16,0

Hibrido 321 Medula 21,4 397 158 4,7 1,1 0,5 0,02 159
Interface 22,0 39,7 16,3 55 2,0 0,1 - 13,2

Cortex 22,9 41,0 15,0 4,5 1,8 0,3 - 13,4

Hibrido 140 Medula 23,2 41,9 14,8 3,3 1,1 0,5 0,03 13,6
Interface 21,6 40,5 15,9 4,6 1,4 0,6 0,02 14,3

Cortex 20,1 39,1 17,3 50 1,8 0,9 0,06 15,0

Esses dados estdo de acordo com o padrédo de clivagem da xilanase
(GH11) utilizada e confirmam a abundancia de xilanas substituidas por grupos
arabinosil nas amostras de cana-de-acucar estudadas. No entanto, o método
atual ndo apresentou evidéncias de uma diminuicdo da substituicao de xilanas por

arabinose no sentido medula-cértex, fato que foi demonstrado em ambas analises
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de composi¢cdo quimica por hidrolise acida (Tabelas 4 e 5). Isso sugere que a
analise da composi¢cao quimica dos materiais seria mais adequada na avaliagéo
de padrao de substituicées entre diferentes tecidos vegetais. Uma outra questao a
se levar em conta é que até o momento do presente estudo, apenas os picos
principais haviam sido identificados entre outros de interesse geral. No entanto,
alguns dos extratos hemicelulosicos das fragées de entrend dos seis hibridos de
cana-de-agucar analisados indicaram a presenga de picos ndo identificados que
corresponderam a areas significativas do cromatograma. Um exemplo é ilustrado
na (Figura 18) para a amostra proveniente do H146. As areas destes picos
diminuem no sentido da medula para o cortex e poderiam indicar oligossacarideos
mais substituidos por arabinose ou acidos urbénicos, como demonstrado pelos

dados de hidrolise completa por acido sulfurico e TFA (Tabelas 4 e 5).
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Figura 18 — Cromatograma do “fingerprinting” obtido a partir de uma amostra da
medula do H146. Legendas: A — medula; B — interface; C — cortex. As setas
indicam picos nao identificados que poderiam ser significativos na avaliagao de

arabinoxilanas entre as diferentes regides.
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5.3 COMPOSICAO DA LIGNINA DOS HIiBRIDOS DE CANA-DE-ACUCAR

Além da determinac&o do teor de lignina nas diferentes amostras de cana-
de-acgucar avaliadas, as caracteristicas estruturais desta macromolécula também
foram avaliadas a partir da analise dos produtos de pirdlise (LOPES et al., 2011).
Amostras de cana-de-agucar foram pirolisadas e os produtos de degradagéo
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa. Os
picos correspondentes a produtos de degradacgéo da lignina foram identificados a
partir dos espectros de massa correspondentes, conforme descrito por Lopes et
al. (2011) para a analise de bagaco de cana-de-agucar empregando a mesma
técnica. A totalidade dos compostos identificados no cromatograma dos materiais
pirolisados esta listada no Apéndice A. Os picos foram atribuidos a estruturas
originarias de unidades H, G e S desconsiderando os produtos de degradagéo de
acidos hidroxicindmicos (4-vinilguaiacol e 4-vinilfenol) de acordo com Del Rio et
al. (2015). A integragdo das areas relativas dos picos somados de cada
subestrutura permitiu detectar ligninas do tipo HGS, com baixos teores de lignina
H (2 — 5 %), valores intermediarios de lignina G (13 — 24 %) e alto teor de lignina
S (71 — 84 %) (Tabela 9). Estes resultados estdo de acordo com Bottcher et al.
(2013) que também detectaram lignina H em duas amostras de cana-de-agucar
através de uma metodologia que traga um perfil fendlico do material. Além disso,
os autores também encontraram vestigios de acidos hidroxicindmicos, como
ferulico, cumarico e caféico, que eventualmente podem superestimar a presenca
dos precursores da lignina dependendo da metodologia empregada.

A composigdo da lignina também foi analisada em termos da razdo S/G
(Figura 19). Os dados revelaram que ndo houve um padrdo progressivo de
distribuicdo da razdo S/G entre as diferentes regides dos entrends de cana-de-
acgucar. Os valores de razdo S/G mais baixos foram apresentados pelas medulas
dos hibridos 89 e 58 (3,0), os quais contém baixo teor total de lignina. O valor
mais alto, no entanto, também foi observado em um desses hibridos, mais
especificamente no coértex do hibrido 58 (6,7). As razbes S/G foram similares
entre as regides do entrenod dos hibridos 166 e 321 (4,2 — 4,9). Os hibridos 146 e
140 apresentaram razdes similares para medula e interface (5,2 — 5,7) e cortex
com a menor razao S/G (3,4 — 4,3). A falta de uma distribuigao diferenciada tipica
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entre os hibridos indica que a deposicdo dos monoligndis siringil e guaiacil
depende de outros fatores além da localizagdo anatémica nos entrends de cana-
de-agucar. Por exemplo, Bottcher et al. (2013) encontraram diferentes padrées de
distribuicdo quando testadas regides do entrend de cana-de-agucar em diferentes
niveis de maturidade. Para medulas, os autores encontraram que a razado S/G
aumenta em medulas mais maduras e ja no cortex, a razdo S/G foi maior em

cértex mais jovens, diminuindo quando mais maduros.

Tabela 9 — Composi¢cédo S/G/H da lignina de variedades de cana-de-agucar por

pirdlise.
Hibrido 89 Hibrido 146 Hibrido 58
Medula Interface Cortex Medula  Interface Cortex Medula  Interface Cortex
H 5% 2% 3% 3% 4% 3% 4% 3% 2%
G 24% 17% 22% 15% 14% 18% 23% 15% 13%

S 71% 79% 5%  82% 81% 77% 71% 81% 84%

Hibrido 166 Hibrido 321 Hibrido 140
Medula Interface Cortex Medula Interface Cortex Medula Interface Cortex
H 2% 3% 3% 2% 3% 3% 3% 2% 5%

G 17% 18% 17% 16% 18% 18% 15% 16% 21%

S 80% 78% 79% 80% 77% 78% 81% 82% 73%

Fonte: arquivo pessoal

Figura 19 — Raz&o S/G de diferentes regides em hibridos de cana-de-agucar.
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54 DETECGCAO IMUNOHISTOQUIMICA DAS HEMICELULOSES NOS
HIBRIDOS DE CANA-DE-AGUCAR

A fragcdo hemiceluldsica das amostras de cana-de-agucar foram extraidas e
testadas com anticorpos especificos para componentes da parede celular através
do dos testes de “dot blot” a fim de selecionar anticorpos para caracterizagao
imunohistoquimica. Os epitopos testados foram xilana e (1— 3),(1— 4)-B-D-
glucana. A Figura 20 apresenta os “dot blots” para as regides da medula e cortex
do hibrido 58 e os anticorpos que se ligam em xilana (LM10 e CRCC-M140) e em
arabinoxilana (LM11) (MCCARTNEY; MARCUS; KNOX, 2005; PATTATHIL et al.,
2010). Estes trés anticorpos testados apresentaram ligagdo ao extrato
hemiceluldsico das amostras, mostrando potencial para serem usados em cortes
microscopicos para fins de imunolocalizacido de componentes da parede celular.
O anticorpo LM11, cujo sitio de ligagdo pode acomodar xilanas substituidas
(MCCARTNEY; MARCUS; KNOX, 2005), apresentou sinais intensos mesmo em
diluicbes mais altas, o que ndo ocorreu com os sinais de LM10 e CRCC-M140.
Isto corrobora os dados de composigdo quimica ja apresentados, indicando que
as xilanas em cana-de-agucar sao substituidas por grupos laterais como
arabinosil e indica que o anticorpo LM11 seria mais adequado para a analise de
arabinoxilanas em cana-de-acucar. Os anticorpos LM10 e CRCC-M140, por sua
vez, podem ser empregados para revelar os tecidos onde eventualmente ocorram
xilanas menos ramificadas.

O dot blot do extrato hemicelulésico de todas as amostras de cana-de-
agucar tratado com anticorpo especifico para (1— 3),(1 — 4)-B-D-glucana é
apresentado na Figura 21. Observou-se que o mesmo se liga consistentemente
aos extratos hemiceluldsicos sendo possivel sua utilizacdo na imunolocalizagéo
de glucanas mistas em cortes microscopicos. Esse resultado também confirmou a
distribuicdo diferencial de glucanas mistas ao longo das diferentes regides do
entren6 das amostras de cana-de-agucar, detectadas enzimaticamente (Figura
15). A intensidade quimioluminescente representada pelos pontos escuros é
muito mais alta nos extratos da medula e interface do que no cortex, o que indica

que mais anticorpos se ligaram e assim mais epitopos de glucana mista estao
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presentes. O cértex por sua vez apresentou baixas intensidades, confirmando a

baixa deposi¢céo de glucanas mistas nessa regido de cana-de-agucar.

Figura 20 — Ensaio imunoldgico (dot blot) de extrato hemiceluldsico da medula e
cortex do hibrido 58 tratados com anticorpos contra epitopos de xilana: CRCC-
M140, LM10 e LM11. No eixo horizontal sdo apresentadas 2 replicatas para uma
mesma amostra.
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Fonte: arquivo pessoal.

Um estudo prévio de nosso grupo de pesquisas mostrou que a baixa
recalcitrancia de algumas regides dos entrends de cana-de-agucar de agucar esta
relacionada com a maior disponibilidade de celulose e, consequentemente, com a
menor presencga de lignina e hemicelulose (COSTA et al., 2013). Neste sentido, a
presenca de glucanas mistas em teores elevados na regido da medula, que ja
havia se demonstrado como a regido menos recalcitrante, levantou a questéo se
todos os tipos de hemicelulose atuam como barreira a hidrélise enzimatica da
celulose. Desta forma, o presente estudo buscou demonstrar a distribuicdo
topoquimica das glucanas mistas, bem como das xilanas nos diferentes tecidos

dos entrends de cana-de-agucar de agucar.
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Figura 21 — Ensaio imunologico (dot blot) de extrato hemiceluldsico das amostras
de cana-de-agucar tratados com anticorpo contra epitopo de (1—3),(1—4)-3-D-

glucana. No eixo horizontal sdo apresentadas 2 replicatas para uma mesma

amostra.
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Fonte: arquivo pessoal.

Cortes transversais de cada amostra foram tratados com anticorpos
monoclonais primarios que se ligam a epitopos de xilana ou (1—3),(1—4)--D-
glucana e logo depois tratados com anticorpo secundario contendo uma sonda
fluorescente (fluorocromo). A marcagdo de xilana pelo anticorpo CRCC-M140
(indicador de xilanas pouco ramificadas) ocorreu de forma diferencial entre as
regides do entrend e tecidos das variedades de cana-de-agucar estudadas
(Figura 22). A fluorescéncia aumentou em intensidade da medula para o cortex na
maior parte dos hibridos. A marcagdo com o anticorpo foi significativamente mais
intensa em feixes vasculares, principalmente na parede celular de fibras de
amostras do cortex, indicando uma grande deposigédo de xilana pouco ramificada
nestes tecidos. Células de parénquima apresentaram pouca ou nenhuma
marcagcdo com o anticorpo CRCC-M140 nas medulas, porém foram marcadas
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pelo anticorpo no coértex da maioria dos hibridos. Essa distribuicdo de xilana
pouco ramificada ao longo de diferentes regides dos entrenos esta de acordo com
a distribuicdo de arabinose e xilose encontrada nos hidrolisados de acido sulfurico
e TFA (Tabelas 4 e 5). As regides de medula apresentavam mais arabinose e
proporcionalmente menos xilose, sugerindo a maior ramificacdo das xilanas na
medula e a menor ramificagdo no cortex. Nos hibridos 89, 146 e 321, a
fluorescéncia nao foi tdo intensa quanto nos hibridos 58, 166 e 140,
principalmente na regido do coértex. Isto indica que sequéncias
xilooligossacaridicas especificas para a ligacdo do anticorpo CRCC-M140
(PATTATHIL et al., 2010) ndo estdao presentes em quantidades similares em
todas amostras de cana-de-agucar analisadas.

Um segundo anticorpo, LM11 (se liga a xilanas substituidas e nao
substituidas), foi utilizado para determinar a distribuicdo de xilana nos entrends de
cana-de-agucar (Figuras 23). A fluorescéncia revelou que o anticorpo se ligou a
todas as paredes celulares, inclusive células parenquimaticas de medulas, em
contraste com o anticorpo CRCC-M140. Isso indica uma maior concentragdo de
epitopos compativeis com LM11 na parede celular dos hibridos de cana-de-
acucar estudados, o que aponta para uma xilana com substituicbes mais
frequentes que dao pouco espaco a um sitio de ligagdo mais restrito como do
anticorpo CRCC-M140 (MCCARTNEY; MARCUS; KNOX, 2005; PATTATHIL et
al., 2010). Essa diferenca de afinidade entre os anticorpos é principalmente
evidenciada na medula, o que corrobora a presengca de xilanas mais
arabinosiladas nessa regido, como demonstrado pela analise por via umida
(Tabelas 4 e 5). A extensa ligagdo do LM11 enfatiza que este anticorpo seria
adequado para a detecgdo geral de xilanas em gramineas como a cana-de-
acgucar. No entanto, para esse anticorpo a imunofluorescéncia da regido do cortex
das amostras foi afetada pela autofluorescéncia de tecidos lignificados, mesmo
utilizando os filtros apropriados para suprimir a autofluorescéncia da lignina. Por
outro lado, o anticorpo CRCC-M140 aparenta ser util para detectar xilanas menos
substituidas devido a sua maior seletividade. Por exemplo, xilanas mais
substituidas presentes no parénquima da regido das medulas nao foram
marcadas por esse anticorpo, e feixes vasculares, quando marcados,

apresentaram intensa fluorescéncia.
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Figura 22 — Micrografias de fluorescéncia de fragbes do entrend de seis hibridos
de cana-de-acucar tratados com anticorpo primario monoclonal CRCC-M140 e
anticorpo secundario Alexa Fluor 514. Controles foram tratados com anticorpo
secundario apenas. Legenda: V- feixe vascular; P — parénquima. Aumento: 100x;

barra de escala corresponde a 100 uym.
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Figura 23 — Micrografias de fluorescéncia de fragbes do entrend de seis hibridos
de cana-de-agucar tratados com anticorpo primario monoclonal LM11 e anticorpo
secundario Alexa Fluor 568. Controles foram tratados com anticorpo secundario
apenas. Legenda: V- feixe vascular; P — parénquima. Aumento: 100x; barra de

escala corresponde a 100 uym.
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O anticorpo monoclonal que se liga a (1—3),(1—4)--D-glucana mostrou
maior intensidade de fluorescéncia na parede de células do parénquima da regido
da medula dos entrends dos hibridos de cana-de-agucar (Figura 24). As células
parenquimaticas de medulas de hibridos com baixo teor de lignina (H89 e H58)
apresentaram as fluorescéncias mais intensas, o que indica um grande acumulo
de glucanas mistas nessas paredes celulares. Fragdes da interface também
apresentaram evidéncia do epitopo de glucana mista em células do parénquima,
porém pouco ou nenhum epitopo foi detectado no parénquima das regides do
cortex dos hibridos de cana-de-agucar. Esses dados estdo de acordo com o
padrdao de distribuicdo de glucanas mistas encontrado nas analises de dot blot
(Figura 21) e quantificagcdo com kit enzimatico (Figura 15). No aumento de 50x os
feixes vasculares n&do apresentaram quase nenhuma marcagdo com o anticorpo
comparado as células do parénquima (Figura 24). Nessas micrografias de
fluorescéncia os feixes vasculares aparecem como regides escuras envoltas por
células do parénquima. Experimentos similares de imunofluorescéncia em outras
gramineas mostraram que as (1—3),(1—4)-3-D-glucanas estdo depositadas
principalmente na parede celular primaria e sado praticamente ausentes na parede
celular secundaria (TRETHEWEY; HARRIS, 2002; TRETHEWEY; CAMPBELL;
HARRIS, 2005). No entanto, em estudos recentes, essas R-glucanas foram
encontradas em parede celular de fibras de feixes vasculares de folhas em
desenvolvimento e tecido esclerenquimético de caule de arroz (VEGA-SANCHEZ
et al., 2012; VEGA-SANCHEZ et al., 2013). Quando visualizados sob maior
aumento (200x) os feixes vasculares apresentaram marcagdo com anticorpo para
(1—3),(1—4)-R-D-glucanas em células especificas do floema e protoxilema
(Figura 25; micrografias complementares s&o apresentadas no Apéndice B). Essa
distribuicao diferencial foi evidente apenas em amostras da medula, o que indica
que feixes vasculares de medula apresentam uma topoquimica para glucanas
mistas especifica. Além disso, células do parénquima proximas a feixes
vasculares na regido da medula apresentaram menor intensidade na marcagéo
com anticorpo para glucanas mistas comparadas as células mais distantes
(Figura 26). Leroux et al., (2015) encontraram o oposto em espécies de
samambaia. Por exemplo, caules de Asplenium eliottii apresentaram forte ligagao
com anticorpo contra glucanas mistas no parénquima préximo a feixes vasculares

e outros tecidos de suporte mecanico. Os autores sugeriram que essas glucanas



85

possam estar envolvidas com suporte mecanico na parede celular dessas plantas,
0 que poderia ser 0 caso no tecido parenquimatico de medula, ja que a parede
celular é pouco espessa e lignificada e precisaria de um complemento para
cimentar as microfibrilas de celulose. Kiemle et al. (2014) sugeriram que parte das
glucanas mistas em coleodptilos de milho estdo intimamente ligados com as
microfibrilas de celulose e uma possivel fungdo mecanica para esses
polissacarideos ainda ndo pode ser descartada.

A comparacédo da distribuicdo de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas entre os
diferentes hibridos de cana-de-agucar mostraram que o hibrido 140 foi a unica
excegao no padrao de resultados. Pouca ou nenhuma fluorescéncia devido a
ligacdo do anticorpo para glucanas mistas foi detectada na medula e outras
regides do entrend. Esse resultado € corroborado pela baixa quantidade de
glucanas mistas detectada na quantificagdo enzimatica (Figura 15). Além disso,
esse hibrido apresentou os maiores teores de lignina comparado a outros hibridos
de cana-de-acgucar, o que sustenta a perda ou ndo-deposigédo de glucanas mistas
em tecidos lignificados e amadurecidos (HENRIK; ULVSKOV, 2010). Por outro
lado, os hibridos 58 e 89, com os mais baixos teores de lignina (Tabela 2),
apresentou forte ligagdo do anticorpo a epitopos de (1—3),(1—4)-B-D-glucana,
principalmente em medulas. No hibrido 89, inclusive, foi observada uma leve
ligacdo do anticorpo a fibras e parede celular de vaso de feixes vasculares
quando observados em maior aumento (Figura 37 — Apéndice B), como também
observado em parede celular de fibras de tecidos jovens de arroz por outros
autores (VEGA-SANCHEZ et al., 2012). Os hibridos com um alto teor relativo de
xilanas (146, 166 e 321), por sua vez, apresentaram marcagdo de glucanas

mistas intermediaria.
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Figura 24 — Micrografias de fluorescéncia de fragdes do entrend de seis hibridos

de cana-de-agucar tratados com anticorpo primario monoclonal especifico para (1

—3),(1—4)-R-D-glucana e anticorpo secundario Alexa Fluor 514. Controles foram

tratados com anticorpo secundario apenas. Legenda: V- feixe vascular; P —

parénquima. Aumento: 50x; barra de escala corresponde a 200 um.
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Figura 25 - Micrografias de fluorescéncia da medula do hibrido de cana-de-
agucar 58, tratado com anticorpo primario monoclonal especifico para (1—3),(1—
4)-3-D-glucana e anticorpo secundario Alexa Fluor 514. Controle foi tratado com
anticorpo secundario apenas. Legenda: P — parénquima; Px — protoxilema; FL —
floema. Aumento: 200x; barra de escala corresponde a 50 um.
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Fonte: arquivo pessoal

Figura 26 — Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia de um corte transversal da
medula do hibrido de cana-de-agucar 58 tratado com anticorpo monoclonal
especifico para glucanas mistas e anticorpo secundario Alexa Fluor 514. A
intensidade da fluorescéncia das paredes celulares foi medida de V para P, como
indicado pela seta vermelha. Legenda: P — parénquima; V — feixe vascular; X —
vaso do xilema; F — fibra. Barra de escala corresponde a 200 pym.
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5.5 INDICE DE CRISTALINIDADE DAS FRACOES DO ENTRENO DE
AMOSTRAS DE GRAMINEAS

O indice de cristalinidade (IC) de todas as amostras foi estimado por
difragdo de raio-X (PARK et al., 2010). O IC foi calculado através do método da
altura dos picos, o qual é util para analisar diferengas relativas entre amostras
celulésicas, como as diferentes regides do entrend de cana-de-agucar e sorgo
estudadas (Figura 27). Em todas as variedades de gramineas, o cortex
apresentou os maiores valores estimados para IC (0,44 — 0,56). Os valores da
fracdo do cortex dos hibridos de cana-de agucar foram similares (0,44 — 0,47). No
entanto, o cortex do sorgo se destacou por seu alto valor estimado de IC (0,56).
Por outro lado, fragdes da medula apresentaram os valores mais baixos de IC
(0,33 — 0,40). Os valores de IC para interface, presente apenas mas amostras de
cana-de-agucar, foram intermediarios, exceto nos hibridos 89 e 166, os quais ndo

apresentaram diferencas entre medula e interface.

Figura 27 — indice de cristalinidade estimado por difracdo de raio-X das fragdes

de entren6 de cana-de-agucar e sorgo.
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Fonte: arquivo pessoal.

A proporgcdo de material amorfo foi aparentemente constante em todas

amostras pois a altura do minimo entre os picos 101 e 002, aproximadamente no
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angulo-26 19 graus, relacionado a celulose amorfa (PARK et al., 2010), ndo
variou entre as amostras. Altos valores de indice de cristalinidade resultaram de

picos 002 mais intensos (Figura 28).

56 HIDROLISE ENZIMATICA DAS FRACOES DO ENTRENO DE CANA-DE-
ACUCAR E SORGO

Um dos principais objetivos desse estudo foi verificar se a distribuigdo de
hemicelulose nos diferentes tecidos e tipos celulares esta correlacionado com a
recalcitrancia da parede celular. Cada variedade de graminea foi hidrolisada com
celulases comerciais para avaliar a digestibilidade das biomassas sem nenhum
pré-tratamento prévio a ndo ser moagem. Os resultados de conversdo de
glucanas a mondmeros revelaram um padrdo onde fragbes da medula foram
menos recalcitrantes em todas as amostras (conversao de glucana de 32 — 85 %
apos 72h de hidrdlise), enquanto amostras do cértex foram as mais recalcitrantes
(conversdo de glucana de 2 — 9 % apds 72h de hidrélise) (Figura 29). Interfaces
das amostras de cana-de-agucar apresentaram recalcitrancia intermediaria na
conversédo de glucanas (7 — 46 % apos 72h de hidrolise). O Apéndice C apresenta
as cinéticas das conversdes enzimaticas de glucanas.

A distribuigao diferencial da recalcitrancia das diferentes regides do entrené
de cana-de-agucar esta de acordo com os resultados de estudos anteriores feitos
pelo nosso proprio grupo de pesquisas, avaliando um numero mais reduzido de
amostras (COSTA et al., 2013). De fato, varios estudos tem revelado que a alta
recalcitrancia da regiao do cortex em gramineas esta associado com seu alto teor
de lignina. Em contrapartida, a baixa concentragdo de lignina em células do
parénquima colabora para que medulas de gramineas, ricas em parénquima,
sejam menos recalcitrantes (COSTA et al., 2013; JUNG; CASLER, 2006; ZENG et
al., 2012). Entre as medulas das variedades estudadas, os hibridos 89 e 58,
apresentaram as medulas com os mais baixos teores de lignina e hemicelulose
(Tabela 2) e também as maiores taxas de conversao de glucanas (85 e 78 % na
medula, apds 72h de hidrélise, respectivamente). Por outro lado, medulas de
hibridos de cana-de-agucar com alto teor de lignina ou hemicelulose e da
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variedade do sorgo apresentaram baixas conversdes de glucana (32 — 49 % na

medula, apos 72h de hidrdlise).

Figura 28 — Difratograma de raio-x das fragdes da medula e cortex do hibrido de
cana-de agucar 58. Picos est&do assinalados de acordo com Park et al. (2010).
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Fonte: arquivo pessoal.

A hidrélise de xilanas seguiu 0 mesmo padrao da hidrolise de glucanas,
com diminuigdo da digestibilidade no sentido do cortex (Figura 29; as cinéticas
estdo apresentadas no Apéndice C). No entanto, a conversao de xilanas para
xilose foi menor do que a conversao de glucanas para glicose em todas as
amostras avaliadas. Para verificar se o coquetel enzimatico continha atividades de
xilanase insuficiente, hidrdlises contendo as celulases comerciais suplementadas
com xilanase e R-xilosidase foram conduzidas, mas os niveis de conversao de
xilana apos 72h, ndo foram significativamente alterados, apenas a velocidade
inicial de convers&o de xilana foi alterada na interface e no cértex (Figura 30). E
possivel que o alto grau de substituicdo das xilanas (incluindo acetilagdo) em
biomassas ndo pré-tratadas de gramineas limitaram a digestibilidade desses
polissacarideos (VARNAI et al, 2014). A conversdo de xilanas para
oligossacarideos soluveis também seria possivel como apresentado na analise de

fingerprinting (Tabela 8). A comparac&o dos niveis de conversao de xilana entre
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as diferentes variedades de gramineas revela que os hibridos de cana-de-agucar
89 e 58 (com o mais baixo teor de lignina) apresentaram os maiores niveis de
conversdo da xilana em fragdes da medula (25 e 37 % apds 72 h de hidrdlise,
respectivamente). Por outro lado, hibridos de cana-de-agucar com baixo teor de
lignina, mas alto teor de xilana, apresentaram baixos niveis de conversdo da
xilana (10 — 20% em medulas dos hibridos 146,166 e 321). Para o sorgo, a
conversdo de xilana foi intermediaria para medula (23%) comparada a outras
amostras de medula. O cortex do sorgo, no entanto, apresentou mais uma vez um

by

dos niveis mais altos de conversdo de xilanas (14%) comparado a outras

amostras de cortex.

Figura 29 — Conversdes enzimaticas de glucana e xilana da medula (M), interface
(I) e cortex (C) de seis hibridos de cana-de-agucar e uma variedade de sorgo

apods 72h de hidrolise.
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Fonte: arquivo pessoal

Os dados obtidos demonstram que a recalcitrancia diferencial € inerente a
diversas caracteristicas das amostras estudadas. Além dos teores de lignina e
xilana, outras caracteristicas como o grau de substituicdo das xilanas, se

correlacionaram com a recalcitréncia da parede celular das gramineas analisadas
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e pode ter afetado a resposta das biomassas a hidrdlise enzimatica. A
substituicdo da xilana com arabinose aumentou do cortex para a medula em todas
as amostras, de acordo com os dados de hidrélise com acido sulfurico (Tabela 4).
Essa foi a mesma tendéncia da digestibilidade das biomassas, que aumentou da
periferia para o centro dos entrendés. Ambos dados quando contrapostos
apresentam uma correlacédo elevada em um modelo quadratico (R2 = 0,86 - Figura
31).

Figura 30 — Conversdes enzimaticas de xilana da medula, interface e cortex do
hibrido de cana-de-agucar 321 apenas com coquetel enzimatico comercial (Cellic
CTec2) (em preto) e coquetel enzimatico suplementado com xilanase e R-
xilosidase (Megazyme) (em vermelho).
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Fonte: arquivo pessoal.

Em geral as hemiceluloses sdo degradadas mais facilmente do que a
celulose quando tratadas enzimaticamente, no entanto a substituicdo da cadeia
principal e acetilagdo gera oligbmeros recalcitrantes na hidrolise (AGGER; VIKSO-
NIELSEN; MEYER, 2010). Assim, GAX com maior grau de substituicdo tende a
ser mais resistente a hidrolise enzimatica completa até xilose do que GAX menos
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substituida (DEMARTINI et al., 2013; VARNAI et al., 2014). Apesar disso, GAX
com menos grupos pendentes em geral permite interagcdes mais fortes entre GAX
e a cadeia de celulose (VOGEL, 2008). Por esse motivo, razdes arabinose/xilose
mais altas presentes nas medulas de hibridos de cana-de-agucar com baixo teor
de lignina (89 e 58) podem ter diminuido a interagdo celulose-hemicelulose,

contribuindo assim para uma menor recalcitrancia nessas amostras.

Figura 31 — Correlagdo entre conversdo de glucanas apos 72h de hidrolise e a
razao arabinose/xilana de GAX de fragbes do entrend de seis hibridos de cana-
de-agucar e uma variedade de sorgo. As diferentes cores indicam a variedade de
graminea, de acordo com a Figura 29. Circulo, quadrado e triangulo representam

medula, interface e cortex respectivamente.
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Fonte: arquivo pessoal.

O teor de glucanas mistas também se mostrou correlacionado com a
digestibilidade das amostras resultando em uma correlagdo elevada para um
modelo quadratico (R*> = 0,92 - Figura 32). Este dado reitera que a recalcitrancia
de regides do entren6 de gramineas ndo depende apenas do teor de lignina e
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hemicelulose, mas também da composicdo da hemicelulose, principalmente
quando a porcédo de glucanas tem uma contribuigdo significativa de glucanas
mistas. Esse polissacarideo poderia ser utilizado como indicativo de baixa
recalcitrancia em materiais lignoceluldsicos de gramineas, pois regides menos
recalcitrantes, como as medulas dos hibridos de cana-de-agucar 58 e 89,
apresentaram alta concentragdo de glucanas mistas e também elevada
digestibilidade.

Figura 32 — Correlagdo entre conversdo de glucanas apos 72h de hidrolise e o
teor de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas de fragbes do entrend de seis hibridos de
cana-de-agucar e uma variedade de sorgo. As diferentes cores indicam a
variedade de graminea, de acordo com a Figura 29. Circulo, quadrado e triangulo

representam medula, interface e cortex respectivamente.
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Fonte: arquivo pessoal.

Um experimento foi realizado a fim de verificar se as (1—3),(1—4)-3-D-
glucanas poderiam contribuir como uma fonte de mondémeros de glicose nas

hidrolises enzimaticas em estudo. Um ensaio de hidrélise de glucanas mistas com
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o complexo enzimatico Cellic CTec2 mostrou que 88% da glucana foi convertida
em glicose apos 4 h de digestdo enzimatica, se mantendo assim até as 48h de
hidrélise (Figura 33). Os 12% remanescentes provavelmente sao
oligossacarideos contendo ligagbes R-(1—3), as quais ndo foram clivadas pelo
complexo enzimatico empregado. A baixa recalcitréancia atribuida a presencga de
glucanas mistas foi explorada recentemente na geragédo de plantas transgénicas
com maior digestibilidade. Transgénicos de Arabidopsis thaliana que
apresentaram maior acumulo de glucanas mistas nas paredes celulares sob o
controle de um promotor associado a senescéncia se mostraram menos
recalcitrantes, com um aumento de 42% na digestibilidade enzimatica comparada
as variedades selvagens (VEGA-SANCHEZ et al., 2015).

Outro fator que € comumente associado a recalcitrancia da parede celular
é a cristalinidade da celulose (MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999). Os
dados de indice de cristalinidade das amostras estudadas foram analisados
contra a digestibilidade enzimatica apds 72h. Apesar de haver uma certa
tendéncia, por exemplo, amostras do cortex com maior indice de cristalinidade
s30 mais recalcitrantes, ndo houve um valor de R? elevado entre os dados (Figura
34).

Figura 33 — Conversdo enzimatica de (1—3),(1—4)-B-D-glucanas de cevada a

mondmeros de glicose por enzimas comerciais.
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Fonte: arquivo pessoal.
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A composicdo HGS da lignina por sua vez, nos hibridos de cana-de-
acgucar, pareceu nao estar correlacionada com a distribuicdo diferencial da
recalcitrancia das diferentes regiées do entrend, visto que a correlagéo da razao
S/G com a recalcitrancia mostrou um valor de R?> muito baixo e a auséncia de
uma tendéncia clara (Figura 35). Isto corrobora o fato de que o teor de lignina é
mais importante na distribuicdo da recalcitrédncia entre diferentes regides do
entrend de cana-de-agcucar do que sua composicdo. Um estudo prévio que
avaliou a hidrélise de polissacarideos de amostras ndo pré-tratadas de alfafa
também indicou baixa correlacdo entre a relacdo S/G da lignina com a
digestibilidade dos materiais (CHEN; DIXON, 2007). Neste trabalho, o teor de
lignina também foi mais relevante do que o tipo de lignina quando o parametro
avaliado foi a recalcitrancia da biomassa.

Figura 34 — Correlagdo entre conversdo de glucanas apos 72h de hidrolise e o
indice de cristalinidade de fragdes do entrend de seis hibridos de cana-de-agucar
e uma variedade de sorgo. As diferentes cores indicam a variedade de graminea,
de acordo com a Figura 29. Circulo, quadrado e triangulo representam medula,

interface e cortex respectivamente.
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Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 35 — Correlagdo entre conversdo de glucanas apos 72h de hidrdlise e a
razdo S/G de fragbes do entren6 de seis hibridos de cana-de-agucar. As
diferentes cores indicam o hibrido, de acordo com a Figura 29. Circulo, quadrado

e tridngulo representam medula, interface e cértex respectivamente.
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Fonte: arquivo pessoal.

Em um estudo anterior de nosso préprio grupo de pesquisas foi proposto
um parametro para prever a digestibilidade de amostras ndo pré-tratadas de
cana-de-agucar que tomou como base a celulose disponivel nas amostras e
também a area ocupada por feixes vasculares (COSTA et al.,, 2013). Este
parametro se mostrou adequado para prever a digestibilidade de 9 amostras
provenientes de 3 hibridos de cana-de-agucar, conforme mostrado na Figura 36.
Com o atual conjunto de dados que inclui seis hibridos de cana-de-agucar, com
um total de 18 amostras, além de um mapeamento detalhado das hemiceluloses,
ficou claro que a alta recalcitrancia de regides do entrené de cana-de-agucar esta
relacionada com varias caracteristicas complementares. O encapsulamento das
microfibrilas de celulose por hemicelulose e lignina € um fator importante para
aumentar a recalcitrancia, conforme ja amplamente descrito para outros materiais

lignoceluldsicos, inclusive submetidos a diferentes tipos de pré-tratamento
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(ALVIRA et al., 2010). No entanto, nosso atual conjunto de dados mostrou que a
recalcitrancia intrinseca de plantas nao pré-tratadas depende também do tipo de
hemicelulose presente. Hemiceluloses que, aparentemente ocasionam um menor
grau de encapsulamento da celulose, como foi 0 caso das glucanas mistas e das
xilanas com elevado grau de substituicdo, contribuiram para gerar um material
menos recalcitrante que predominou na regido medular das amostras de cana-de-
agucar estudadas. Esses fatores, junto com o menor nivel de lignificagdo e menor
indice de cristalinidade, podem ter contribuido para uma parede celular menos
organizada e assim uma celulose menos empacotada, a qual se tornou mais
suscetivel a hidrdlise enzimatica. Para a amostra de sorgo estudada, a
lignificagédo e o teor de xilanas parece ser o principal fator relacionado com a alta

recalcitrancia das fragdes, semelhante ao hibrido de cana-de-agucar 140.

Figura 36 - Correlacdo da conversdao de celulose com um parametro
representado pela razdo entre celulose disponivel e area ocupada por feixes
vasculares em amostras de hibridos de cana-de-acgucar estudadas por Costa et al.
(2013). Celulose disponivel foi calculada em fun¢cdo do teor de glucanas,

hemicelulose e lignina.
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6 CONCLUSOES

Gramineas representam uma familia vegetal diversa no que diz respeito a
anatomia, tipos de tecidos, tipos celulares e componentes da parede celular.
Devido a essas caracteristicas, biomassas lignocelulosicas provenientes de
diferentes partes de um entrené de uma graminea respondem de forma
diferenciada frente a uma hidrolise.

Na hemicelulose de amostras de cana-de-agucar e sorgo, GAX foi o
polissacarideo mais abundante e as glucanas mistas o segundo mais abundante.
Medulas foram caracterizadas como tecidos mais jovens por conter maior
acumulo de glucanas mistas e em contrapartida menor teor de xilanas e lignina.
Por outro lado, fragées do cértex apresentaram baixos teores de glucanas mistas
e alto teor de lignina e xilana, o que caracteriza tecidos mais envelhecidos. As
diferentes fragbes dos entrends, medula, interface e cortex, sem pré-tratamento,
responderam a hidrolise enzimatica com celulases comerciais de forma diferente
estabelecendo uma distribuicdo diferencial da recalcitrancia, onde medulas sio as
regides menos recalcitrantes, em especial medulas de variedades de cana-de-
agucar com menor teor de lignina total. Essa recalcitrancia aumenta do centro do
entreno para fora, onde fragdes do cértex sdo as mais recalcitrantes e interfaces
tem recalcitrancia intermediaria. Os dados compilados indicam que a alta
recalcitrancia pode estar relacionada a um conjunto de caracteristicas de regides
do entren6 das variedades de gramineas. Componentes que empacotam a
celulose, como lignina e xilana, sdo os principais contribuintes no aumento da
recalcitrancia, enquanto que a deposig¢ao de glucanas mistas e GAX com elevado
grau de substituicdo contribuem para a geracdo de materiais menos
recalcitrantes. indices de correlacdo elevados foram observados entre os teores
de glucanas mistas e a digestibilidade das amostras, indicando que esse
polissacarideo poderia ser utilizado como parametro na busca por materiais
menos recalcitrantes a hidrolise enzimatica direta. Por outro lado, dentre as
analises realizadas, apenas com os hibridos de cana-de-agucar, a composig¢ao da
lignina ndo apresentou correlagao direta com a distribuicdo da recalcitrancia entre

diferentes regides do entrend, confirmando que o teor de lignina em si é mais
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importante do que sua estrutura para se estimar a recalcitrancia de materiais
provenientes de cana-de-agucar.

O mapeamento indireto de hemiceluloses através de anticorpos especificos
revelaram que xilanas sao predominantes em todos os tipos celulares. Epitopos
de xilanas menos substituidas estiveram presentes principalmente em feixes
vasculares e nao foram detectados na parede celular de parénquima de medulas.
No entanto, epitopos de arabinoxilana foram encontrados em todas as fragdes e
tipos celulares e além disso em maior intensidade de fluorescéncia, o que
confirma mais uma vez a natureza das xilanas em cana-de-agucar como sendo do
tipo GAX. A estrutura dessas GAX apresentou frequente substituicdo por
arabinose quando isoladas e digeridas por xilanase na técnica de fingerprinting, o
que pode ter afetado a digestdo de xilanas até xilose na hidrélise enzimatica. O
anticorpo CRCC-M140 se mostrou util para deteccao mais seletiva de xilanas
menos substituidas e o anticorpo LM11 foi o anticorpo mais adequado para
mapeamento da principal hemicelulose em cana-de-agucar: GAX. A
imunofluorescéncia de (1 — 3),(1 — 4)-B-D-glucanas revelou que esses
polissacarideos estdo depositados principalmente na regido da medula, em
particular na parede celular de células do parénquima de hibridos de cana-de-
agucar com baixo teor de lignina. Em feixes vasculares epitopos deste
polissacarideo foram identificados pelo anticorpo apenas em células do floema e
protoxilema na regido da medula dos entrends e foram levemente marcados nas
células de fibra e xilema no hibrido 89, o qual apresenta o menor teor total de
lignina. A deposicdo de glucanas mistas na medula da maioria das amostras de
cana-de-agucar enfatiza que essa regido do entrend tem caracteristicas de
tecidos vegetais mais jovens. A técnica de imunofluorescéncia foi eficiente na
analise topoquimica de hemiceluloses em cana-de-agucar e pode ser uma
ferramenta util na busca por matérias-primas lignocelulésicas mais adequadas
aos processos industriais de interesse.

Dentre as variedades de gramineas estudadas, o hibrido de cana-de-agucar
140 e a variedade de sorgo forneceram as biomassas mais recalcitrantes. Pré-
tratamentos além da moagem seriam necessarios ao utilizar materiais
lignoceluldsicos dessas duas variedades em um processo de obtenc&o de etanol
de segunda geracgdo. Os hibridos de cana-de-agucar 89 e 58, por outro lado,

apresentam caracteristicas de biomassa que s&o desejaveis na busca por
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materiais de baixa recalcitrancia (baixo teor de lignina, alto teor de glucanas
mistas e alto grau de substituicdo da GAX). Essas caracteristicas poderiam ser
utiizadas como modelo na geracdo e selecdo de plantas otimizadas para
producao de biomassas lignoceluldsicas de baixa recalcitrancia.
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APENDICE A — Compostos identificados na pirdlise da lignina

Tabela 10 - Produtos de degradacgao identificados na pirdlise da lignina de
bagaco de cana-de-agucar e seus precursores monolignois de origem. Em
vermelho estdo assinalados os produtos correspondentes a 4acidos

hidroxicinamicos de acordo com Del Rio et al. (2015).

COMPOSTO ORIGEM _(prfecursores Formula Peso
da lignina) molecular
fenol H C6H60 94
2-metilfenol H C7H80O 108
4-metilfenol H C7H80O 108
2-metoxifenol (Guaiacol) G C7H802 124
Dimetilfenol H C8H100 122
4-etillfenol H C8H100 122
4-metilguaiacol G C8H1002 138
4-vinilfenol H C8HB803 120
3-metoxicatecol Desconhecido C7H803 140
4-etilguaiacol G C9H1202 152
4-vinilguaiacol G C9H1002 150
4-aliphenol H C9H100 134
fenol 2,6-dimethoxi (Siringol) /

5-etilpirogalol incluso (UL) S C8H1003 154
Eugenol G C10H1202 164
4-Hidroxibenzaldeido H C7H602 122
Vanilina G C8H803 152
4-Metilsiringol S C9H1202 168
trans-Isoeugenol G C10H1202 164
Homovanilina G C9H1003 166

Derivados do guaiacol G G-C3H3
Acetoguaiacona G C9H1003 166
4-Etillsiringol S C10H1403 182
Guaiacil acetona G C10H1203 180
4-vinilsiringol S C10H1203 180
4-alil-siringol S C11H1403 194
4-propilsiringol S C11H1603 196
Propenilsiringol S C11H1403 194
cis-4-propenilsiringol S C11H1403 194
Siringaldeido S C9H1004 182

Derivados do siringol S S-C3H3
trans-4-propenil-siringol S C11H1403 194
Homosiringaldeido S C10H1204 196
Acetosiringona S C10H1204 196
Siringil acetone S C11H1404 210
Propiosiringone S C10H1204 196
trans-Sinapaldeido S C11H1204 208

Fonte: arquivo pessoal.
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APENDICE B - Micrografias complementares de imunofluorescéncia

Figura 37 — Micrografias de fluorescéncia em maior aumento de fragbes do
entrend dos hibridos de cana-de-acucar 89, 146, 166 e 321 tratados com
anticorpo primario monoclonal especifico para (1 — 3),(1 — 4)-3-D-glucana e
anticorpo secundario Alexa Fluor 514. Controles foram tratados com anticorpo
secundario apenas. O hibrido 140 ndo apresentou nenhuma fluorescéncia nessas
condigbes. Legenda: F- fibra; X — vaso do xilema; P — parénquima; Px —
protoxilema; FL — floema. Aumento: 200x; barra de escala corresponde a 50 um.

Controle Anticorpo

H89

H146

H166

H321

Fonte: arquivo pessoal.
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APENDICE C - Cinéticas enzimaticas

Figura 38 — Cinética da conversdo enzimatica de glucanas a glicose em fragdes
do entren6é de seis hibridos de cana-de-agucar. Circulo, quadrado e triangulo

representam medula, interface e cortex respectivamente.
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Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 39 — Cinética da conversdo enzimatica de xilanas a xilose em fragdes do

entren6 de seis hibridos de cana-de-agucar. Circulo, quadrado e tridangulo

representam medula, interface e cortex respectivamente.
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Figura 40 - Cinética da conversdo enzimatica de glucanas e xilanas a

mondmeros em fragdes do entrend de sorgo forrageiro. Circulo e triangulo

representam medula e cortex respectivamente.

Sorgo

Conversao de glucana (%, m/ m)

0 24 48
Tempo de hidrdlise (h)

Fonte: arquivo pessoal.

72

Conversao de xilana (%, m/ m)

50 1

40

30 1

20 A

10 1

Sorgo

24 48 72
Tempo de hidrolise (h)



