UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

ANA PAULA ALMEIDA DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO PARA A DETERMINACAO
DA ATIVIDADE DE ESTERASES USANDO MATERIAL
LIGNOCELULOSICO COMO SUBSTRATO

Lorena-SP
2014






ANA PAULA ALMEIDA DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO PARA A DETERMINACAO
DA ATIVIDADE DE ESTERASES USANDO MATERIAL
LIGNOCELULOSICO COMO SUBSTRATO

Dissertacdo apresentada a Escola de Engenharia
de Lorena da Universidade de Sao Paulo para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias do
Programa de Pdés-graduacdo em Biotecnologia

Industrial na area de Microbiologia Aplicada

Orientador: Prof. Dr. André Luis Ferraz

Edicdo reimpressa e corrigida

Lorena-SP
Outubro, 2014



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

Catalogacéo na Publicagéo
Biblioteca “Cel. Luiz Sylvio Teixeira Leite”
Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de S&o Paulo

Santos, Ana Paula Almeida dos
Desenvolvimento de um método para a determinacéo da atividade de esterases
usando material lignoceluldsico como substrato. / Ana Paula Almeida dos Santos.
—ed. reimpr., corr. — 2014.

87 p.:il.

Dissertacdo (Mestre em Ciéncias — Programa de Pdés-Graduagcdo em
Biotecnologia Industrial na Area de Microbiologia Aplicada) — Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade de S&o Paulo. 2014.

Orientador: André Luis Ferraz

1. Acido ferGlico 2. Biomassa 3. Cana-de-agucar 4. Feruloil esterase 5.
Hidrolise enzimatica. I. Titulo. Il. Ferraz, André Luis, orient.

577.152.3 - CDU




Dedico esse trabalho ao meu irmé&o André Luiz com muito amor por todos 0s seus
ensinamentos em vida.
“...E sem que se perceba, a gente se encontra pra uma outra folia...”

(Oswaldo Montenegro)






AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradeco a minha familia por acreditar em mim. Minha
mae, pai e irma por todo o apoio. Agradeco especialmente ao meu irmao André
Luiz que mesmo em outro plano cuida de mim.

Ao meu orientador André Ferraz por toda a paciéncia e dedicacao e pelos
ensinamentos durante esses anos.

A Escola de Engenharia de Lorena por fazer possivel minha participacio
no programa de Biotecnologia Industrial.

Ao técnico do Laboratério José Moreira pelos sabios conselhos.

Aos colegas do Laboratorio de Ciéncia da Madeira: Dayelle, Fernanda,
Maria Fernanda, Omar, Fernando, Thales, Angela, e Vitor pela companhia e por
me ajudarem quando precisei.

Ao José Cobrinha pelo café e ajuda no laboratorio.

Aos professores do Departamento de Biotecnologia Industrial pelos
conhecimentos a mim transmitidos.

A todos 0os meus amigos por todo o carinho.

A CAPES, CNPQ e FAPESP pelo apoio financeiro e & USP por tornar esse

trabalho possivel.






A persisténcia é o melhor caminho para o éxito.
(Charles Chaplin)






RESUMO

SANTOS, A. P. A. Desenvolvimento de um método para a determinacéao
da atividade de esterases usando material lignocelulésico como
substrato. 2014. 87p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2014.

As feruloil esterases sdo enzimas relevantes para o processo de hidrolise de
materiais lignocelulésicos oriundos de gramineas. Estas enzimas sao
tradicionalmente determinadas com o emprego de substratos sintéticos de baixa
massa molar. Entretanto, as atividades determinadas a partir desses ensaios nao
se correlacionam adequadamente com a acdo das enzimas em substratos
complexos e insoluveis como os materiais lignoceluldsicos. Neste sentido, o
presente trabalho visou desenvolver um método apropriado para medir a atividade
de feruloil esterases utilizando um material lignocelulésico como substrato. Para
isso, as medulas de hibridos de cana-de-agucar com baixo teor de lignina e de um
cultivar de referéncia com elevado teor de lignina foram usadas para preparar
substratos de baixa recalcitrancia usados na determinacao da atividade de feruloil
esterases de 3 origens diferentes. As medulas foram extraidas com agua para
remocao de sacarose e posteriormente analisadas quanto a composi¢cao quimica.
As medulas foram ainda submetidas a uma etapa de pré-hidrdlise com celulase
comercial por 4 horas para preparar um substrato menos recalcitrante e adequado
para a acdo das enzimas. ApG6s a avaliacdo do efeito da carga de feruloil
esterases na cinética de hidrélise dos ésteres de 4cido ferdlico, foi definido que os
ensaios enzimaticos deveriam ser realizados com um tempo fixo de 5 minutos a
fim de determinar a atividade numa faixa de converséo dos ésteres que fosse da
ordem de 2%, assegurando a determinacdo na regido de velocidade maxima de
reacdo. Idealmente, o método foi desenhado para empregar diluicbes da enzima
gue gerassem dados de conversao levemente menores e maiores do que 2% de
conversdo, 0 que permitiu a determinacdo exata da carga de enzima necessaria
para converter 2% de éster do acido ferulico em &cido apdés 5 min de reacdo por
interpolacdo de dados. As condi¢des de reacao foram fixadas em 40°C e pH 6,3.
Os niveis de atividade e as reprodutibilidades experimentais determinadas para
as 3 enzimas se mostraram dependentes do substrato, principalmente associadas
ao teor inicial de lignina observado nas medulas in natura. Tomando as
determinacdes de atividade da feruloil esterase de rimen como exemplo, 0s
dados obtidos, expressos em Ul/ug de proteina, foram: 2,3+ 0,2,2,0+0,8e 0,6 +
0,5, respectivamente para os substratos oriundos das medulas que continham
originalmente 13,0 £ 0,3, 12,8 £ 0,5 e 19,1 + 0,1% de lignina. Empregando os
substratos oriundos de medulas com baixo teor de lignina original, o0 método se
mostrou adequado para estudar os efeitos de variaveis como temperatura e pH do
meio reacional sobre a atividade enzimatica. No caso da feruloil esterase de
rimen, os estudos mostraram uma temperatura o0tima de reacdo de 40°C e
atividades crescentes em funcdo do pH, com maximo na regido de 6,3 a 7,2.
Pode-se concluir que o trabalho permitiu a elaboracdo de uma metodologia
adequada para a determinacao de feruloil esterases empregando um substrato
lignoceluldsico, desde que este substrato seja preparado a partir de medulas de
cana com baixa recalcitrancia decorrente do baixo teor original de lignina.

Palavras-chave: Acido ferulico. Biomassa. Cana de acucar. Feruloil esterase.
Hidrolise enzimética.



ABSTRACT

SANTOS, A. P. A. Development of a method to determine the activity
of esterases using a lignocellulosic material as a substract. 2014. 87p.
Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade
de S&o Paulo, Lorena, 2014.

Feruloyl esterases are important enzymes acting on the hydrolysis of
lignocellulosic materials from grasses. These enzymes are traditionally determined
using synthetic low molar mass substrates. However, the activities determined
through these assays do not correlate with the action of the enzymes on complex
and insoluble substrates such as lignocellulosic materials. According to this, the
present work aimed to develop an appropriate method to measure feruloyl
esterase activities using a lignocellulosic material as substrate. Pith regions,
recovered from low lignin content sugarcane hybrids and from a high lignin content
reference cultivar, were used to prepare low recalcitrance lignocellulosic
substrates, used to determine the activity of 3 different feruloyl esterases. The pith
samples were extracted with water to remove sucrose and then analyzed
concerning its chemical composition. They were further subjected to a
prehydrolysis step with commercial cellulase for 4 hours to prepare a less
recalcitrant and proper substrates for the action of the feruloyl esterases. After
evaluating the effect of enzyme loading on the hydrolysis kinetics of the ferulic acid
esters, it was defined that the enzymatic assays should be done at a fixed time of
5 minutes, in order to determine the enzymatic activity in the region of maximal
hydrolysis rate. Ideally, the method was designed to use enzyme dilutions that
provide ferulic acid ester conversions in the range of 2 %, which allowed the exact
determination of the enzyme load necessary to convert 2% of ferulic acid ester in
acid after 5 minutes of reaction by interpolating data. The reaction conditions were
fixed at 40°C and pH 6.3. The activity levels and the experimental reproducibility
determined for the 3 enzymes showed to be dependent of the substrate, specially
associated with the initial lignin content of each material. Taking the rumen feruloyl
esterase activities as example, the data obtained in Ul/ug of protein were 2.3 +
0.2, 2.0 £ 0.8 e 0.6 £ 0.5, respectively for the substrates from sugarcane piths
containing 13.0 £ 0.3, 12.8 £ 0.5 and 19.1 £ 0.1% of lignin. Employing the
substrates with low lignin contents, the method showed to be appropriate to study
the effects of variables such as the reaction temperature and pH on the enzymatic
activity. For rumen feruloyl esterase, the studies showed optimum temperature at
40°C and increasing activities for increasingly pHs, with the maximum in the range
6.3-7.2. In conclusion, the work provided a proper methodology to determine
feruloyl esterase activity using a lignocellulosic substrate, but the substrate needs
to be prepared from a non-recalcitrance sugarcane pith that was observed in
samples with low initial lignin content.

Keywords: Ferulic acid. Biomass. Sugarcane. Feruloyl esterase. Enzymatic
hydrolysis.
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INTRODUCAO

Polissacarideos de parede celular de plantas sdo degradados por micro-
organismos desde que eles produzam as enzimas e outros metabdlitos
extracelulares necessarios. A natureza das interagfes entre enzima e substrato e
0 sinergismo entre diversas enzimas € assunto de diversas pesquisas,
principalmente com relacdo a despolimerizacdo de celulose e hemicelulose
(JACOBSEN; WYMAN, 2000; LEVASSEUR et al, 2013). A conversao de celulose
em glicose seria uma Otima via para a producdo de etanol e outros insumos
quimicos derivados da biomassa, porém ha varios fatores limitantes a essa
hidrolise como, por exemplo, a baixa porosidade da parede celular devido a
presenca de hemicelulose e lignina envolvendo a celulose, o que dificulta a acao
de celulases. A lignina e a hemicelulose podem ser removidas através de pré-
tratamentos, mas jA se tem produzido plantas hibridas com baixos teores de
lignina, o que levaria ao uso de pré-tratamentos mais brandos e menor alteracdo
dos polissacarideos (MASARIN et al., 2011). Uma limitacdo para a hidrélise
enzimatica da hemicelulose ocorre quando residuos de agucar estéo esterificados
a compostos fendlicos como acido ferulico e acido p-cumarico. Esses acidos
fendlicos limitam a digestibilidade da parede celular e podem até ser toxicos aos
microorganismos envolvidos na biodegradacdo (ROSAZZA et. al., 1995). Também
foi reportado que substituintes acetilados em xilana inibem a digestdo de
polissacarideos de plantas por ruminantes, o que sugere que a desacetilacdo
enzimatica deve ser pré-requisito para a quebra de acetil xilana (BIELY; PULS;
SCHNEIDER, 1985; YANG, et. al., 2009). Por outro lado, foram relatadas algumas
espécies de microorganismos capazes de produzir esterases que clivam esses
compostos fendélicos do acucar deixando o residuo de acucar livre para o ataque
hidrolitico de outras enzimas. Essas esterases ja foram purificadas e parcialmente
caracterizadas de varios micro-organismos como Streptomyces olivochromogenes
(FAULDS; WILLIAMSON, 1991), Pseudomonas fluorescens, Penicillium
pinophilum e varios Aspergillus sp. (FAULDS; WILLIAMSON, 1994). No entanto, a
maioria dos estudos feitos até o momento para medir a atividade destas

hidrolases emprega substratos sintéticos de caracteristica nao-lignocelulésica.
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Isso implica em um problema, pois a atividade de esterase obtida nem sempre
corresponde a atividade ocorrida em substratos lignocelulésicos usualmente
empregados em processos hidroliticos.

Em estudos prévios de nosso préprio grupo de pesquisas foi analisada a
recalcitrancia de 4 por¢des da cana-de-agUcar: casca, cortex, interface cortex-
medula e medula. A medula foi a por¢ao que apresentou menor recalcitrancia, isto
€, maior susceptibilidade a hidrolise (SIQUEIRA, et. al., 2011; COSTA et al.,
2013). Neste contexto, a medula de hibridos de cana-de-acucar com teor baixo de
lignina e de um cultivar de referéncia foi usada como substrato para avaliacao da
atividade de trés feruloil esterases: feruloil esterase de rimen (EFAE-RU); feruloil
esterase purificada do tipo A (FAEA); e feruloil esterase de Clostridium
thermocellum (EFAEZCT). Uma série de ensaios enzimaticos foi desenvolvida no
sentido de identificar um procedimento experimental adequado para determinar as
atividades destes complexos enziméticos a partir do emprego da medula de cana
como um substrato que pudesse simular substratos similares aos encontrados em

processos de conversao enzimatica de materiais lignocelulésicos.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa lignocelulésica é composta basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose representa cerca de 50% da massa dos
materiais lignocelulésicos e € um homopolimero linear composto por monémeros
de D-anidroglucopiranose que séo ligados entre si por ligacdes glicosidicas do
tipo B-(1—>4). Através de dados de difracdo de raio X, ressonancia magnética
nuclear (NMR) e infravermelho, foi concluido que, na celulose nativa - celulose I,
existem ligac6es de hidrogénio intra e intermoleculares entre os oxigénios e
hidrogénios indicados na Figural (O- 3-H e O-5"; O-2-H e O-6"). Essas ligacfes de
hidrogénio criam uma estrutura cristalina rigida de celulose (Figura 2) que dificulta
a sua degradacéo (KLEMM et. al., 1998).

Figura 1- Padrédo de ligagédo de hidrogénio mais provavel na celulose.

Fonte: (KLEMM et al., 1998)
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Figura 2- Unidade de celulose | de acordo com o modelo de Meyer-Misch - estrutura cristalina.
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Fonte: (KLEMM et al., 1998)

A celulose além de se apresentar na forma cristalina, também pode
aparecer em algumas regifes da planta de forma amorfa, que € uma estrutura de
menor rigidez e mais susceptivel a hidrélise (KLEMM et. al., 1998).

A lignina é uma macromolécula amorfa, representando 20 a 30% do total
dos materiais lignocelulésicos. A molécula é formada pela polimerizacao radicalar
dos alcodis p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 3). Essa polimerizacdo
nao ocorre de forma regular nem repetitiva e por isso ha diferenca na constituicéo
da lignina nos diferentes materiais lignocelulésicos existentes. Os mondmeros
geram uma macromolécula onde predominam as ligacées do tipo -O-4 e a-0O-4
(50-65%), seguidas por B-5 (6-15%), B-1 (9-15%), 5-5 (2-9%) e B-B (2-5%)
(FENGEL & WEGENER, 1989). Em madeiras de coniferas, a lignina €
denominada de lignina guaiacil (lignina G) e tem composi¢cédo quase que exclusiva
do precursor alcool coniferilico, podendo conter quantidades bem pequenas de
alcool p-cumarilico. Em madeiras de folhosas € denominada siringil-guaiacil (SG),
onde tanto os derivados do alcool coniferilico quanto sinapilico coexistem em

propor¢des parecidas ou até 3 vezes maior de alcool sinapilico (Figura 4). Em
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monocotiledéneas a lignina € denominada HGS (Hidroxi fenil, Guaiacil, Siringil),
pois contém todos os 3 tipos de alcoois como precursores (HENRIKSSON, 2009).

Figura 3- Alcoois precursores da lignina
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Fonte: (HENRIKSSON, 2009)

Figura 4- Estrutura sugerida de lignina de madeira de folhosas.
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Na lignina de monocotileddneas sdo ainda encontrados acidos
hidroxicinamicos (ferulico e p-cumarico) formando ligacdes éter ou éster. Ainda
nao esta completamente elucidado em quais posicdes estes acidos se ligam a
lignina, mas ha evidéncias que quando o &cido forma um éster com uma
hemicelulose, a posi¢cdo 4 do anel aromatico apresenta o oxigénio formando um
éter no carbono a da cadeia lateral das unidades fenil-propano (LAM; KADOYA;
IIYAMA, 2001) (Figura 5).

Figura 5- Ligacao a- éter entre lignina e hidroxinamatos.
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Fonte: (LAM; KADOYA; IIYAMA, 2001)

Os materiais lignoceluldsicos contém ainda hemicelulose e uma fracao
denominada extrativos (2 a 4% aproximadamente), a qual é composta de resinas
e compostos fendlicos (FENGEL; WEGENER, 1989).

A fracdo hemicelulésica, por ser a principal fracdo de interesse para o

presente trabalho, sera abordada separadamente nos tépicos a seguir.

1.1.1 HEMICELULOSE

O termo "hemicelulose" é antigo e define um grupo de polissacarideos
pertencentes a parede celular vegetal que ndo se caracteriza como celulose nem
como pectina (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). E o segundo polissacarideo mais
abundante na biomassa lignocelulésica, representando cerca de 20-35% da
massa seca (TELEMAN, A., 2009). Os processos de bioconversdao da
hemicelulose tem ganhado destaque devido a possibilidade de aplicacdo

industrial em etapas de biobranqueamento da polpa celulésica, de aumento da
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digestibilidade de racdes animais, na clarificagdo de sucos e no aumento da
consisténcia de cervejas (SAHA, 2003a). A conversdo da hemicelulose em etanol
também tem sido o foco de diversas pesquisas, pois trata-se de uma parcela
importante da frac&o polissacaridica da biomassa vegetal (GIRIO et al., 2010).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose pode ser um homopolimero ou
heteropolimero possuindo em sua cadeia principal monémeros de xilose, glicose
ou manose ligados entre si por ligagbes [B-(1—4). Estes polissacarideos
apresentam a mesma configuracdo equatorial na ligacdo éter entre os carbonos 1
e 4 e, por isso, 0s esqueletos apresentam similaridade estrutural (Figura 6)
(SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Esses esqueletos possuem grupos pendentes
gue podem ser compostos por arabinose, galactose, acido-O-metil-glucurénico,
acido ferdlico e cumarico (TELEMAN, A., 2009; SAHA, 2003a). Outros agucares
também podem estar presentes em quantidades pequenas como a-L-ramnose e
a-L-fucose e o0s grupos hidroxila dos aclUcares podem ser parcialmente
substituidos por grupos acetila (GIRIO et al., 2010).

Figura 6- Hemiceluloses caracterizadas por ligagdo B-(1—4) com configuracéo equatorial em C1 e
C4.
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Fonte: (SCHELLER; ULVSKOV, 2010)

Devido a sua heterogeneidade, as hemiceluloses podem ser classificadas

em varios tipos que estdo apresentados na Tabela 1 (GIRIO et al., 2010).
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Entretanto, nessa revisdo serdo detalhadas apenas as xilanas que sao
principalmente encontradas em gramineas (4-O-metil-glucuronoarabinoxilanas) e

gue séo o foco do trabalho.

Tabela 1- Principais tipos de polissacarideos presentes nos diferentes tipos de
hemicelulose e sua classificacédo

Tipo de polissacarideo Origem Quantidade Unidades
bioldgica (% massa Esqueleto Cadeias laterais Ligacéo
seca)
Arabinogalactana Coniferas 1-3;35 B-D-Galp B-D-Galp B-(1—6)
a-L-Araf a-(1—3)
B-L-Arap B-(1—3)
Xiloglucana Folhosas e 2-25 B-D-Glcp B-D-Xylp B-(1—4)
gramineas B-D-Xylp B-D-Galp a-(1—3)
a -L-Araf B-(1—2)
a -L-Fucp a-(1—2)
Acetil a-(1—2)
Galactoglucomana Coniferas 10-25 B-D-Manp B-D-Galp a-(1—6)
B-D-Glcp Acetil
Glucomanana Coniferas e 2-5 B-D-Manp
folhosas B-D-Glcp
Glucuronoxilana Folhosas 15-30 B-D-Xylp 4-O-Me-a-D-Glcp-A a-(1-2)
Acetil
Arabinoglucoronoxilana Gramineas 5-10 B-D-Xylp 4-O-Me-a-D-Glcp-AB-L-  a-(1—2)
e cereais e Araf a-(1—3)
coniferas
Arabinoxilana Cereais 0,15-30 B-D-Xylp a-L-ArafFeruloil a-(1—2)
a-(1—3)
Glucuronoarabinoxilana Gramineas 15-30 B-D-Xylp a -L-Araf a-(1—-2)
e cereais 4-0O-Me-a-D-Glcp-A a-(1—3)
Acetil
Homoxilanas Algas B-D-Xylp*

*Ligacdes B-(1—3) podem estar presentes.
Fonte:(GIRIO et al., 2010)

As xilanas sdo constituidas por um esqueleto de anidroxilose que é ligado
entre si por ligagbes B-(1—4) que podem apresentar residuos de arabinose e
acido a-1,2-4-O-metilglucurdnico, além de substituintes com funcdo éster como

grupos O-acetila e acidos ferulico e p-cumarico (SAHA, 2003b) (Figura 7).
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Figura 7- Esquema de xilana de caule de milho.
A: arabinose; X: xilose; G: galactose; FeA: &cido ferulico; GIcA: acido glucurdnico
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Fonte: (SAHA, 2003b).

Em gramineas, as xilanas constituem a maior por¢cdo polissacaridica ndo
celulésica da parede celular secundaria (cerca de 20% da parede). Essas xilanas
geralmente contém varios residuos de arabinose e acido 4-O-metil glucurénico
ligados a cadeia principal Em gramineas, os grupos O-acetila correspondem a 1 a
3% da biomassa seca. Estes grupos se ligam aos residuos de xilose na posicéo
0-3 ou O-2 (em menor quantidade) (SCHELLER; ULVSKOV, 2010; SINGH;
MISHRA, 1995; BIELY, et. al., 1985). Nas gramineas ha ainda a presenca de
acidos fendlicos como substituintes das xilanas. Por exemplo, em xilana de palha
de cevada esta descrito que 1 de cada 31 residuos de arabinose esta esterificado
com acido p-cumarico e 1 de cada 15 com &cido feralico (SINGH; MISHRA, 1995).

Os ésteres e éteres do acido p-cumarico sdo abundantes nas gramineas e
estdo principalmente associados a lignina, porém néo esta claro se eles podem se
ligar diretamente a xilana e se estdo envolvidos em ligacbes cruzadas na parede
celular (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Por outro lado, esta bem descrito que o
acido ferulico é ligado a posicdo O-5 de residuos arabinofuranosil das xilanas
Dimeros de ferulato sdo facilmente detectaveis na parede de gramineas e
representam ligagdes intra e intermoleculares entre glucuronoarabinoxilanas.

Ferulato também pode estar ligado de forma cruzada com lignina (através de
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ligacbes éter) e pode-se assumir que as glucuronoarabinoxilanas e lignina se
tornam covalentemente ligadas através dessas ligacoes (SINGH; MISHRA, 1995).
Através dessas ligacdes que os acidos ferulico e cumarico realizam, a parede
celular se torna mais recalcitrante a acdo de enzimas hidroliticas (FAULDS;
SANCHO; BARTOLOME, 2002).

Devido a importancia dos acidos ferulico e cumarico e para melhor
compreendé-los, um tépico especial sobre acidos hidroxicinamicos foi descrito

isoladamente.

1.1.1.1 ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Compostos fendlicos sdo caracteristicos de plantas e sdao muito
importantes para a vida da mesma, pois estdo envolvidos no suporte e protecao
dos tecidos, mecanismos de defesa e sinalizacdo. Compostos fendlicos simples
como os &cidos hidroxicindmicos e flavondides também sdo encontrados em
frutas e bebidas e contém uma grande variedade de atividades antioxidantes in
vitro. Estd demonstrado que estes compostos exercem efeitos de protecéo contra
doencas graves como o cancer e doencas cardiovasculares (BOUDET, 2007).

Os acidos fendlicos, principalmente os acido ferulico e p-cumarico, existem
particularmente em gramineas e sdo conhecidos pela capacidade de realizarem
ligacbes cruzadas entre os polimeros de lignina e hemicelulose (YANG et al.,
2009; PANAGIOTOU; OLAVARRIA; OLSSON, 2007). LAM; STONE (1994)
revisaram a literatura e descreveram trés tipos de ligagOes cruzadas propostas
entre lignina e polissacarideos, nas quais duas sdo covalentes (Figura 8). A
primeira € uma ligacdo direta do tipo éster entre acidos urdnicos presentes na
hemicelulose e grupos hidroxila presentes na superficie da lignina formando
ésteres a ou y nas cadeias laterais do monolignol (Figura 8a). A ligacao do tipo
éster a pode ser formada pela reacado de intermediarios de metileno quinonas das
unidades precursoras de lignina com carboxilas de acido urénico. O segundo tipo
de ligacdo proposta € uma ligacao éter direta entre os polissacarideos e a lignina
(Figura 8b). Essas ligacbes também podem ser formadas pela reacdo de
intermediario metileno quinona na superficie da lignina e residuos de
monossacarideos na superficie de polissacarideos. Esteres hidroxicinamilicos de

polissacarideos também sdo encontrados nas paredes de células lignificadas de
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gramineas (Figura 8c). Além disso, &cidos hidroxicinAmicos podem estar
diretamente esterificados (Figura 8d) ou eterificados (Figura 8e) a lignina. Scalbert
et al. (1986) propds que o acido ferulico poderia formar pontes covalentes éster-
éter entre polissacarideos e lignina (Figura 8f). Evidéncias desse tipo de ligacao
em palha de trigo foram dadas por Scalbert et al. (1985) e liyama et al. (1990). Foi

7

sugerido também que todo o acido ferdlico presente em trigo é esterificado
presumivelmente aos polissacarideos, embora ligacfes entre lignina-lignina néo
sao descartadas (LAM et al., 1992a). O &cido dihidrodiferulico faz ligacdes di-éster
entre polissacarideos (Figura 8g) e pode estar eterificado a lignina (Figura 8h) (

LAM et al., 1992Dh).

Figura 8- Diagrama esquematico mostrando as possiveis ligacbes cruzadas entre lignina e
polissacarideos. a) ligagcéo éster direta; b) ligacao éter direta; c) &cido hidroxicinamico esterificado
a polissacarideos; d) acido hidroxicindmico esterificado a lignina; e) acido hidroxicinamico
eterificado a lignina; f) ponte de &cido ferdlico éster-éter; g) ponte di-éster de acido dihidro

diferulico; h) ponte di-éster-éter de acido dihidro diferulico

O ipCoumarcyt ({: Feruioyl @) :Dehycrodienson

Fonte: (LAM; STONE, 1994).



28

Ralph et al. (1992) e Ralph e Helm (1993) sugeriram que o ferulato é ligado
através de ligacao éter na posicao B da cadeia lateral da lignina através de uma
reacdo de acoplamento de radicais entre ferulato e radicais de monolignol.
Entretanto, em um trabalho mais recente Lam, Kadoya, & liyama (2001) obtiveram
resultados que indicam que a maioria dos acidos hidroxicindmicos
(aproximadamente 80%) se ligam atraves de ligacdo éter na posicéo benzilica da

lignina e ndo na posigao  como outros autores ja haviam sugerido (Figura 9).

Figura 9- Possiveis ligagdes entre lignina e acidos hidroxicindmicos.
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Fonte: (LAM, KADOYA, & IIYAMA, 2001)

Shimada et al. (1971) propds que a maioria das moléculas de &cido p-cumérico
encontram-se esterificadas ao polimero de lignina no carbono gama visualizado na figura
10 (SABERIKHAH, MOHAMMADI-ROVSHANDEH & MAMAGHANI 2013; LI et al., 2012).
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Figura 10- Ligagdo éster entre acido p-cumarico e lignina.
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Fonte: (SABERIKHAH, MOHAMMADI-ROVSHANDEH & M. MAMAGHANI, 2012)

1.1.1.1.1 ACIDO FERULICO E P-CUMARICO

O é&cido ferdlico (Figura 10) é encontrado facilmente na natureza. Exibe
poder antioxidante, serve como conservante para alimentos, atua como anti-
inflamatorio, fotoprotetor (age como uma barreira na membrana celular impedindo
a atividade de radicais livres e minimizando os efeitos dos dimeros de timina, que
sdo agentes carcinogénicos resultantes da exposicdo da pele a radiacdo UV) e
como flavorizante. Também é visto como uma escala de commodities, podendo
ser utilizado para a converséao biocatalitica a outros produtos quimicos aromaticos
Uteis (FAULDS et al., 2002; ROSAZZA et al., 1995).

Figura 11- Estrutura do acido 2-propendico,3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) (acido ferdlico).
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Em plantas € encontrado, tanto na forma monomérica quanto dimérica,
principalmente esterificado a hidroxila do C-5 de residuos arabinosil em
arabinoxilanas (SINGH; MISHRA, 1995). Encontram-se também ligado a lignina
através de ligacdo éter. H4 evidéncias que esses grupos fendlicos esterificados
sofrem dimerizagdo in vivo pelo acoplamento oxidativo, formando o &cido
dehidrodiferulico ou por fotodimerizagéo, formando uma série de acidos truxilicos
substituidos e ligagbes cruzadas de acido truxinico (MOREIRA et. al., 2011)

Como dito anteriormente no item 1.1.1.1, ésteres de ferulato e diferulato
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copolimerizam com monoligndis fazendo ligacdes cruzadas entre xilanas e
ligninas, mas além disso, também funcionam como sitio de nucleacdo para a
lignificacdo (FAULDS et al., 2002). E dificil elucidar o caminho do &cido ferulico e
diferdlico, visto que a sua deposicéo, dehidrodimerizacdo e copolimerizacdo com
a lignina provavelmente ocorrem concomitantemente durante a formagédo da
parede celular em gramineas. Entretanto, cada passo desse processo pode ser
isolado e elucidado usando suspenséo de células como um sistema modelo de
como a parede celular se desenvolve em gramineas (GRABBER; RALPH;
HATFIELD, 2000).

O &cido p-cumarico (Figura 11) tem acdo antioxidante e é preventivo de
certas doencas como cancer do colon e doencas cardiovasculares e ja foi
reportado que in vivo sua absorgéo ocorre eficientemente no intestino (LIU et. al.,
2006). E derivado da hidroxilacdo de é&cido cinAmico que também pode se
transformar em acido cafeico, ferdlico e sinapinico. Todos os quatro &acidos
citados sdo intermediarios importantes no metabolismo e sintese da lignina. Os
mondmeros da lignina podem ser formados de duas maneiras principais, a
primeira rota vai do &cido p-cumarico a cumaroil-CoA, aldeido coniferilico, &lcool
coniferilico e alcool sinapilico. A segunda vai de fenilalanima a &cido cinamico,
acido p-cumérico, cumaroil-CoA, aldeido cumarico e aldeido coniferilico, que
depois formam o alcool coniferilico e sinapinico através de rotas diferentes (CAl et
al., 2010). Embora a funcéo do acido p-cumarico na estrutura e desenvolvimento
da parede celular ainda ndo é bem compreendida, pequenas quantidades de
acido p-cumarico se encontram esterificados a arabinoxilanas no desenvolvimento
inicial da parede celular priméria, entretanto no desenvolvimento tardio da parede
ele se encontra extensivamente esterificado a lignina (RALPH et al., 1994;
POLIZELI, M.L.T.M. et al., 2011)

Figura 12- Estrutura molecular do 4cido p-cumarico
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1.2 HIDROLISE ENZIMATICA DOS MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A degradacdo enzimética do material lignocelulésico geralmente ocorre
com baixa eficiéncia, pois a maioria dos polissacarideos € insollvel ou esta
fortemente associado a matriz insolivel. Na natureza, a degradacdo de um
material lignocelulésico depende da acao de diversos organismos como fungos e
bactérias. Os fungos sdo os mais eficientes na degradacdo de materiais
lignocelulésicos e produzem varias enzimas que sao secretadas e agem sobre 0
material levando a uma despolimerizacdo inicial resultando na formacdo de
compostos menores que sao entdo transportados através da membrana celular e
utilizados no metabolismo intracelular (ARANTES; MILAGRES, 2009; FERRAZ,
2004). Esses fungos séo classificados em fungos de degradacgao branca, os quais
sdo capazes de degradar a lignina e polissacarideos e fungos de degradacao

parda, que degradam majoritariamente os polissacarideos.

1.2.1 ENZIMAS ENVOLVIDAS NA DEGRADACAO DA PAREDE CELULAR
VEGETAL

Estudos sobre as enzimas envolvidas na degradagédo da parede celular
vegetal tem sido realizados desde 1950, tendo em vista a obtencédo dos acgulcares
que sdo utilizados na industria para diversas finalidades. Enzimas hidroliticas
como celulases, xilanases e manases estédo envolvidas na degradacao da fracao
polissacaridica da parede celular, enquanto que as enzimas oxidativas como
lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase juntamente com mediadores
de baixa massa molar estdo envolvidos na degradacao da lignina (MOREIRA et.
al., 2011)

Algumas enzimas hidroliticas podem ter acdo endo ou exo e geralmente
agem sinergicamente para alcancar a conversao total da parede celular. Podem
existir como um complexo multienzimatico, como no caso do celulossomo de
Clostridium thermocelum ou como enzimas individuais interagindo umas com as
outras formando um "sistema”, como no caso das enzimas que degradam xilanas
ou as enzimas que degradam celulose (FAULDS; WILLIAMSON, 1994,
LEVASSEAUR et al., 2013).
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1.2.1.1 CELULASES

Muitos micro-organismos sao capazes de degradar a celulose,
especialmente os pertencentes a eubacteria e fungi. Na degradacéo da celulose
existem trés tipos de hidrolases que atuam em conjunto: as endo-1,4-B-
glucanases, exo-1,4-B-glucanases, também chamadas de celobidrolases, e as B-
glicosidases. As endo-1,4-B-glucanases atuam no interior da cadeia gerando
cadeias de terminacao redutora e nao redutora possibilitando a atuacao das exo-
1,4-B-glucanases que levam a formacéo de celobiose que é convertida em glicose
pelas B-glicosidases (HORN et. al.,2012; PEREZ et. al., 2002). Ambas as endo e
exo-1,4-B-glucanases séo capazes de degradar a celulose amorfa, mas em geral
somente as exo sdo capazes de degradar a celulose cristalina. Os organismos
celuloliticos podem interagir com os ndo celuloliticos levando a completa
degradacéao da celulose, formando gas carbdnico e &gua em meio aerdbico ou a
formacéo de diéxido de carbono, metano e agua em meio anaerébico (PEREZ et.
al., 2002).

Como descrito por Horn et. al. (2012) em seu artigo de revisdo, além das
trés enzimas ja citadas, existem outros contribuintes na degradacédo da celulose
gue seriam componentes nao hidroliticos capazes de diminuir o empacotamento
da celulose facilitando o acesso das enzimas hidroliticas. Esses componentes
seriam as polissacarideo monoxigenases (PMOs), hoje denominadas AA9,
antigamente chamadas de glicosil hidrolases da familia 61 (GH61) (Levasseaur et
al., 2013). Essas AA9 sdo capazes de catalisar a quebra oxidativa da celulose em
uma reacdo dependente de cobre em presenca de um doador de elétrons,
oxidando o carbono C1, C4 ou até mesmo o C6. Podem receber elétrons da
celobiose desidrogenase, uma enzima presente em fungos que é secretada
juntamente com AA9 para degradar celulose ou podem receber elétrons da
prépria lignina quando o substrato € um material lignocelulésico (Figural?).

A analise tridimensional da estrutura das polissacarideo monooxigenases
revelaram estrutura com dobramentos beta contendo um sitio ativo com um metal
coordenado por uma histidina N-terminal. (HEMSWORTH et. al., 2013). Andlises
transcripcionais dos genes das MPOs mostraram que eles sédo induzidos por
celulose ou xilana. Além disso, estdo presentes em genes multicOpias com

diversas isoformas em varios genomas de fungo, incluindo patégenos,
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decompositores de lixo, de degradacao branca e parda e micorriza (ZIFCAKOVA;
BALDRIAN, 2012). Mutacdes no sitio de ligacdo ao cobre ou 0 uso de quelantes

de metais como EDTA mostraram a importancia do cobre para o funcionamento
da enzima, uma vez que a enzima, na auséncia de cobre, mostrou-se inativa
(ZIFCAKOVA; BALDRIAN, 2012).

Figura 13- ReacOes catalizadas pelas polissacarideo monooxigenases (PMOs) e sua interacdo

com celobiose
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Fonte: (ZIFCAKOVA; BALDRIAN) 2012.

1.2.1.2 XILANASES

No caso especifico da hidrélise de xilanas, as xilanases sdo enzimas muito
importantes. Estas enzimas compreendem um grupo de enzimas responsaveis
pela quebra das ligacdes glicosidicas do esqueleto das xilanas e sdo produzidas
por fungos, bactérias, leveduras, algas marinhas, protozoéarios, caramujos,
crustaceos, insetos e sementes (GIRIO et al., 2010). Os fungos filamentosos se
destacam, pois produzem altas quantidades dessas enzimas. Aspergillus niger,
Humicola insolens, Termomonospora fusca, Trichoderma reesei, T.
longibrachiatum, T. koningii sdo usados como fontes de xilanases comerciais que
podem ser utilizadas na industria para producédo de papel, racdo animal, paes,

industrias de suco e vinho
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As principais xilanases sao a endo-1,4-B-xilanase e a [(-xilosidase. Elas
ndo atuam de forma aleatoria, visto que as ligacdes a serem hidrolisadas sao
selecionadas de acordo com a natureza do substrato como, por exemplo, o
comprimento da cadeia, grau de ramificacdo e a presenca de substituintes. Como
algumas xilanases nao clivam as ligacdes da cadeia principal nos pontos
proximos aqueles em que ha substituintes, as cadeias laterais devem ser
removidas previamente, por isso a atividade de enzimas acessorias como L-
arabinofuranosidases, glucuronidases, acetilxilana esterases e feruloil esterases é
essencial (Tabela 2). Por outro lado, algumas enzimas que atuam nas cadeias
laterais s6 conseguem atuar em Xxilo-oligossacarideos, que devem ser produzidos
previamente por endoxilanases (GIRIO et al., 2010). Por isso, para que a
degradacao da xilana seja efetiva deve ocorrer uma interacdo sinérgica entre as
enzimas de despolimerizagdo e de quebra da cadeia lateral (Figura 13). As
endoxilanases atacam a cadeia principal e B-xilosidases clivam pequenos xilo-
ologossacarideos e xilobiose liberando residuos B-D-xilopiranosil da extremidade
nao redutora. As B-xilosidases preferem xilobiose como substrato e sua afinidade
por xilo-oligossacarideos é inversamente proporcional ao seu grau de
polimerizacdo(TEERI & HENRIKSSON, 2009). Entre as enzimas acessoérias, as a-
D-glucuronidases hidrolisam as ligagcbes a-1,2 entre os residuos de &cido
glucurénico, as a-L-arabinosidases hidrolisam grupos arabinosil e as esterases
clivam as ligacGes éster entre xilana e acido acético ou entre xilana e &cidos
fendlicos (SAHA, 2003b; TEERI & HENRIKSSON, 2009; GIRIO et al., 2010).

Tabela 2- Enzimas envolvidas na hidrélise de heteroarabinoxilanas complexas.

Enzima Modo de acéo

Endo-xilanase Hidrolisa ligagdes B-1,4 no interior da cadeia de xilana

B-xilosidase Libera xilose de xilobiose e xilo-oligossacarideos de cadeia
pequena

a-arabinofuranosidase Hidrolisa terminais ndo redutores de a-arabinofuranose de

arabinoxilanas

a-glucuronidase Libera acido glucurénico de glucoronoxilanas
Acetil xilana esterase Hidrolisa ligacdes acetil éster em acetil xilanas
Esterase de acido ferulico Hidrolisa ligag®es feruloil éster em xilanas

Esterase de acido p-cumérico  Hidrolisa ligagdes p-cumaril éster em xilanas

Fonte: (SAHA, 2003b)
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Figura 14- Especificidade do substrato em algumas hemicelulases.
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Fonte: (TEERI; HENRIKSSON, 2009).

Véarios estudos indicam que as xilanases s&do enzimas induziveis
principalmente quando a fonte de carbono do meio é variada. Em presenca de
xilana, xilose, xilobiose ou residuos B-D-xilopiranosil, sua secre¢ao foi induzida e
em presenca de glicose ocorreu repressdo catabolica. Entretanto, a producéo
constitutiva de xilanases também foi reportada (GIRIO et al., 2010).

A expresséao de xilanases em plantas tem sido proposta como uma forma
de aumentar a digestibilidade da parede celular vegetal, uma vez que as xilanas
atuam como barreiras para a acao de celulases. Varias plantas transgénicas que
expressam xilanases ja foram produzidas e foi relatado que essas enzimas
podem se acumular nos espacos intracelulares de tabaco e também podem ser
direcionadas para o cloroplasto ou peroxissomos. Quando uma xilanase foi
superexpressada em alamo, a quantidade de xilana na parede celular decresceu
para menos da metade (HAYASHI; KAIDA, 2011)

1.2.1.3 ESTERASES

Esterases sao enzimas hidroliticas que clivam ésteres em alcool e acido na
presenca de agua. Entretanto essa reacdo € reversivel e a formacéo do éster
pode ser favorecida, dependendo das condi¢cdes do meio reacional (Figura 14).
Muitas vezes as esterases sao confundidas com as lipases, entretanto elas

diferem entre si principalmente pela especificidade pelo substrato, pois as
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esterases clivam ésteres de cadeia acil pequena enquanto que lipases tem
especificidade para triacilgliceréis de cadeia longa (PANDA; GOWRISHANKAR,
2005; CHAHINIAN; SARDA, 2009).

Figura 15- Hidrdlise de alguns metil ésteres por esterases
*Acid = &cido ferulico, sinapico, cafeico ou p-cumarico
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Existem diversos tipos de esterases e elas apresentam diversas
aplicacoes, pois sdo capazes de transformar produtos de baixo valor agregado
em produtos de valor elevado. Sdo empregadas na agricultura, na industria de
alimentos (producéo de vinho, sucos de frutas), na producéo de cerveja e alcool e
na industria farmacéutica (PANDA; GOWRISHANKAR, 2005).

1.2.1.3.1 FERULOIL ESTERASES

As feruloil esterases (FAEs) apresentam denominacfes sinbnimas, tais
como esterases de &cido ferulico, cinamil esterases, cinamil éster hidrolases ou
clorogenato esterases, e sao enzimas capazes de clivar as ligacdes éster
formadas ente os acidos hidroxicinamicos e a hemicelulose. Algumas FAEs ja
foram descritas a partir de varios micro-organismos como bactérias e fungos, tais
como, Pseudomonas fluorescens, Penicillium funiculosum, Talaromyces stipitatus
e Aspergillus niger (BENOIT et al., 2006). De uma forma geral, tem sido
observado que as enzimas puras geralmente apresentavam baixa atividade
guando adicionadas diretamente sobre o0 substrato cru e que na presenca de
outras hidrolases (xilanases, L-arabinofuranosidades, metilglucuronidases) ha um
aumento na quantidade de acido ferulico liberada para o meio racional
(PANAGIOTOU et al., 2007; BENOIT et al., 2006). Em alguns casos como em
farelo de trigo e polpa de beterraba doce foi reportado que quase todo o acido
fertlico do material foi liberado quando uma mistura de feruloil esterase com
outras glicosil hidrolases da parede celular foi utilizada (FAULDS et al., 2002). A

partir disso, tem sido postulado que o comprimento da cadeia oligossacaridica a



37

qual o acido ferulico se encontra ligado tem papel fundamental na atividade das
FAEs e que as enzimas atuam de forma sinérgica com as hidrolases da parede
celular (PANAGIOTOU et al., 2007; RALET, et al. ; FAULDS et al., 2002).
Recentemente, essas esterases foram sequenciadas e a partir de uma
comparacdo genética foi possivel classificA-las nos tipos A, B, C e D e
estabelecer uma relacdo evolucionaria com acetilxilana esterases e algumas
lipases. A classificacdo estipulada levou em consideracdo a especificidade das
FAEs em relacdo aos substratos como metil ésteres sintéticos de acidos
hidroxicindmicos (acidos ferulico, diferdlico, p-cumarico, sinapico e caféico),
exigéncias de substrato para o crescimento dos micro-organismos e a identidade
da sequéncia de aminoacidos (FAZARY; JU, 2007). A nomenclatura se faz pelo
uso das letras do micro-organismo que produz a enzima seguida por "Fae" e tipo
de atividade. Por exemplo, uma esterase do tipo A produzida por Aspergillus niger
deve ser denominada de AnFaeA (FAULDS, 2010). A Tabela 3 apresenta

algumas caracteristicas dos diferentes tipos de FAE.

Tabela 3- Classificagéo das feruloil esterases.

TIPO DE FAE TIPO A TIPOB TIPOC TIPO D
Micro-organismo Aspergillus niger Penicillium funiculosum Talaromyces Pseudomonas
stipitatus fluorescens
Meio de indugdo WB, OSX SBP SBP-WB WB
preferencial
Hidrolise de metil MFA,MSA,MpCA MFA MFA,MSA,MpCA,M MFA,MSA MpCA ,MCA
ésteres CA
Liberacéo de Apenas acido 5- Né&o libera N&o libera Apenas 4cido 55' -
diferulatos livres ,5'-diferdlico diferdlico
da parede celular
Similaridade  de -Lipase -Cinamoil esterase -Clorogenato -Xilanase
sequéncia familial esterase
-Acetil xilana esterase -tanase

*MCA: metil cafeato; MFA: metil ferulato; MpCA: metil p-cumarato; MSA: metil sinapato; OSX: xilana de aveia
de espelta; SBP: polpa de beterraba doce; WB: palha de trigo.
Fonte: (FAZARY; JU, 2007)

Aléem dos dados apresentados na Tabela 4, também foi relatado que em
farelo de trigo pré-solubilizado ou em modelos de compostos de dietil diéster,
AnFaeA liberou 8-O-4' diferulato. A liberagdo de 8,5' diferulato (forma de
benzofurano) tem sido demonstrada apenas por preparacdo comercial de
Humicola insolens em residuos de malte oriundos da produgéo de cerveja e por

tanase de Aspergillus oryzae em composto de dietil diéster (FAULDS et al., 2002).
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As FAEs também diferem pelas suas caracteristicas biofisicas e
bioguimicas como massa molar, ponto isoelétrico e condi¢cdes 6timas hidroliticas
de reacdo. A Tabela 4 mostra que as FAEs de origem microbiana exibem ampla
faixa de pH e temperatura de acdo, com as atividades 6timas ocorrendo entre pH
5 - 8 e entre 30°- 65°C (FAZARY:; JU, 2007).

Tabela 4- Propriedades biofisico-quimicas das feruloil esterases (FAES).

Micro-organismo Enzima Tipo de Massamolar Ponto pH 6timo Termoestabilidade
enzima (kDa) isoelétrico (°C)
Clostridium FAE CD 33 6,5 8,5 65
stercorarium
Clostridium XynZ,Xyn - 45 5,8 5-8 55
thermocellum Y
Sporotrichum StFAE AB,C 33,23 3,5 6,0 55
thermophile
Streptomyces FAE - 29 7,9 55 30
olivochromogenes
Aspergillus awamori AwWFAE A 37 - 7 45
Fusarium oxysporum FoFAE AB 27,31 9,5 7 45-55
Fusarium proliferatum  FAE B 31 - 6,5-7,5 56
Neurospora crassa FAE B,D 35 - 6 55
Aspergillus nidulans AnFAE B 56 - 7 45
Aureobasidium FAE B 210 6,5 6,7 60
pullulans
Aspergillus niger FAE AB 36 3,3;3 5 55
Piromyces equi EstA D 55 - 6,7 50-60
Cellvibrio japonicus
Talaromyces stipitatus ~ TSFAE AB,C 35,35,65 5,3;3,5;4,6 6-7 60
Penicillium pinophilum  FAE - 57 - 6 55
Penicillium expansum  FAE - 65 - 5,6 37
Aspergillus sp. FAE - 42 - 4,0 50

Fonte: (FAZARY; JU, 2007)

1.2.1.3.2 ACETIL ESTERASES

Acetil xilana esterases (AcXEs) atuam clivando as ligacfes ésteres entre o
acido acético e as xilanas e ja foram purificadas e caracterizadas de diversos
fungos e bactérias incluindo Pseudomonas fluorescens, Butyrivibrio fibrisolvens,
Streptomyces spp., Thermoanaerobacterium saccharolyticum, Caldocellum

saccharolyticum, Thermomonospora fusca e Fibrobacter succinogenes (KOSEKI,
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et. al. 2006; SHAO; WIEGEL, 1995). Essas enzimas também foram classificadas
em diferentes familias de esterases de carboidratos (CE) através da classificacao
CAZy (POUVREAU et al.,, 2011). Essa classificacdo levou em consideracao
similaridades na sequéncia de aminoacidos e as familias sdo numeradas de 1 a
13 (informacdes retiradas do banco de dados CAZY- Carbohydrate Active
Enzymes)®.

A combinacdo de AcXEs com endo xilanase indicou que essas duas
enzimas atuam de forma cooperativa, entretanto nem sempre € necessaria a
presenca de xilanase para que a desacetilacado da cadeia se inicie (KORMELINK,
et. al. 1993). De acordo com Biely, 2012 existem dois mecanismos pelos quais as
AcXEs podem atuar. O primeiro e mais comum ¢é a desacetilacdo da posicdo 2 de
um xilopiranosideo através de uma sequéncia de 3 aminoacidos - serina, histidina
e asparagina. Esse mecanismo primeiramente envolve a transferéncia do grupo
acetil para uma hidroxila da serina através da formacdo de um intermediério
tetraédrico instavel. A liberacdo de alcool e do polissacarideo desacetilado é
seguido por hidrélise do intermediario. Esse mecanismo € idéntico ao utilizado por
lipases e proteases do tipo serina (Figura 15). Em alguns casos, a asparagina
encontrada na sequéncia de aminoacidos € substituida por glutamina e outras
vezes a catdlise da reacdo é realizada apenas por dois aminoacidos: serina e

histidina.

" Informacdes acessadas no site <http://www.cazy.org em 05/10/2011.
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Figura 16- Mecanismo de agdo de acetil xilana esterase utilizando uma sequéncia serina, histidina
e asparagina (Ser-His-Asp) como catalizador da reacéo.
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Fonte: (BIELY, 2012)

No outro mecanismo também descrito para a desacetilacdo de
polissacarideos, as enzimas sdo dependentes de metal e possuem um centro
Unico de ligacdo & metais apresentando preferéncia por Co®*(cobalto). Esse tipo
de mecanismo prevalece nas acetil xilana esterases da familia CE4. Juntamente
com o metal, os residuos de asparagina e histidina atuam como catalisadores
para ativar a molécula de agua que ira agir como um nucledfilo. Similarmente ao
mecanismo anterior, a quebra da ligacdo envolve a formacdo de intermediario
tetraédrico instavel. A partir da hidrélise desse intermediario ocorre a

desacetilacédo do polissacarideo (Figura 16).

Figura 17- Mecanismo de a¢do de acetil xilana esterases que envolvem a participacao de metais.

Fonte: (BIELY, 2012)
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1.2.1.3.3 METODOS DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ESTERASES

Existem alguns métodos descritos para determinacdo da atividade de
esterases, dentre ele os métodos que utilizam cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), cromatografia gasosa e eletroforese capilar e métodos
espectrofotométricos (FAZARY; JU, 2007).

Em HPLC é feita a analise de acido ferulico (AF) e cumarico (AC) liberados
a partir da hidrolise de ésteres cinamicos ou polissacarideos de plantas ou
materiais similares, entretanto requerem um equipamento caro para analise além
de ndo serem adequados para andlises rapidas para um grande numero de
amostras Também requerem o isolamento de substratos naturais, que € um
procedimento demorado (FAZARY;JU, 2007). Os métodos espectrofotométricos
detectam a quantidade de AF e AC liberado principalmente da hidrdlise de seus
metil ou etil ésteres (metil ferulato e cumarato ou etil ferulato e cumarato
respectivamente). A deteccdo € baseada nas diferencas das propriedades
espectrais entre AF livre e os substratos utilizados (RALET et al.,, 1994). Para
acido ferulico o ensaio pode ser realizado utilizando o 4-nitrofenil ferulato como
substrato, a deteccao de acido ferulico é determinada a partir da quantidade de 4-
nitrofenol liberado, esse tipo de analise ja foi realizada por Mccallum, Taylor e
Towers (1991); e HEGDE, et. al. (2009). Cromatografia gasosa foi utilizada por
Borneman, et. al. (1990), para determinacdo de AF a partir da hidrélise de metil
ésteres e "bermuda grass" (Cynodon dactylon); essa técnica baseia-se na
diferente distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria
(solida ou liquida) e uma fase movel (gasosa). Donaghy e Mckay (1997) fizeram
uso da técnica de eletroforese capilar para determinacdo de AF e AC provindos
da hidrolise de seus metil ésteres e a partir do uso de FAXX (O-[ 5-O-(trans-
feruloil)-a-L-arabinofuranosil]-(1—3)-O-3-D-xilopiranosil- (1—4)-D-xilopiranose) e
de PAXX ( O-[ 5-O-( (E)- p-cumarail)- a-L-arabinofuranosil]-(1—3)-O-B-D-
xilopiranosil- (1—4)-D-xilopiranose). A amostra da hidrdlise contendo uma mistura
ibnica é introduzida em um capilar que esta em um recipiente com tampao que ira

conduzir corrente elétrica sob a influéncia de campo elétrico fazendo com que as
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espécies catibnicas migrem para o catodo e as anibnicas para o anodo,
permitindo assim separar cada os componentes da mistura.

A atividade das acetil esterases atualmente sdo determinadas utilizando
HPLC através da hidrélise de xilanas acetiladas como feito por Kormelink et al.,
(1993), utilizou xilana de "birchwood" ou métodos espectrofotométricos em sua
maioria. Através de métodos espectrofotométricos € possivel determinar a
atividade de acetil xilanas em substratos cromogénicos ou fluorogénicos como 4-
nitrofenil acetato, utilizado por Kormelink et al., (1993) e Biely et al., (1985); a- ou
B-naftil acetato utilizado por KOSEKI et al., (2006) ou 4-metilumbeliferil acetato
utilizado por Shao e Wiegel (1995); (BIELY, 2012). Entretanto, as acetil esterases
gue sdo ativas com o0 uso desses substratos sintéticos nao estdo

necessariamente ativas em polissacarideos acetilados (KORMELINK et al., 1993).

1.3 AMOSTRAS DE CANA-DE-ACUCAR E CARACTERISTICAS PREVIAMENTE
CONHECIDAS

Em um estudo prévio realizado em nosso laboratdrio (COSTA et. al., 2013),
diversas fragbes do entren6 dos hibridos 58 e 89 desenvolvidos
experimentalmente por pesquisadores da Universidade Federal de Vicosa® e de
um cultivar de referéncia foram caracterizados. Foram analisadas varias fracfes
da cana como medula, interface medula-cortex, cortex e fracdo externa (Figura
17) e foi possivel perceber que a medula é a regido que apresenta maior teor de
glucanas e menor teor de xilanas, bem como baixo teor de lignina (Tabela 5).
Todas as fracBes foram submetidas a hidrélise enzimatica com celulases
comerciais e concluiu-se que a medula era a regido menos recalcitrante, pois
apos 72 horas de reacdo foi possivel obter altos rendimentos na conversao
enziméatica da celulose (78% no hibrido 58 e 85% no hibrido 89), enquanto que o
cértex e a fracdo externa foram as mais recalcitrantes (Figura 18) mostrando a
relacdo entre o baixo teor de lignina e a maior susceptibilidade a hidrolise. Além
da relagdo entre lignina e recalcitrancia, COSTA, et. al., (2013) também
perceberam uma relacdo entre a quantidade de celulose disponivel, quantidade

de feixes vasculares e densidade do material.

“ Projeto CNPq 552741/2007-8, coordenador Dr. Marcio Barbosa
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A partir desse trabalho, devido a baixa recalcitrancia, a medula dos hibridos
58 e 89 foi selecionada para ser utilizada como um substrato lignoceluldsico para
avaliacdo da atividade de feruloil esterases. Além desses hibridos, uma cana de
referéncia de maior teor de lignina também foi utilizada como parametro de

comparagao.

Figura 18- As quatro fragcdes da cana-de-acglcar separadas. A) Fracdo externa; B ) Cértex; C)
Interface medula-cortex; D) Medula.

A

Fonte: COSTA et. al., 2013
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Tabela 5- Composicao quimica das diversas fragdes do entrené dos hibridos 58, 89 e do cultivar de referéncia (%m/m).

Amostras Reqgido do Compoﬁiu;éc: guimica (%, m/ m)
entrend Extrativos®™ Glucanas® Xilanas® Arabinosil® Acetill” Lignina Lignina Lignina
total® insolavel® soluvel®
Canade Medula 29+02% 493+01* 154+02* 15+001* 24+02°* 172*x02"| 148+01°* 24+01°
referéncia Interface 30+0,1° 438+01° 188+0,1° 14%01° 32+01" 221203°| 204+01° 24+03°
Cortex 13+0,1° 420+05° 204+02° 11+01° 30+02° 219+03°| 198+0,1° 20+03°
F.externa 31+01° 424+05° 196+02% 12+01° 26+02% 223+02°| 204+01" 19+02°
Hibride  Medula 2,30 532+19° 162+04* 15+01* 28+03° 126+03*| 103+02* 26+02°
58 Interface 3,70 469+07°% 199+03% 15+005* 39+01" 155+03° | 134+03° 28+01°
Cortex 3,30 431+12° 219+08° 13+01° 36+01° 190+07¢| 16,1%01°% 31+01°
F. externa 3,30 430+£07° 213+x05° 1,1+004° 34%01° 202+04°|183+03° 25+01°
Hibrido  Medula 3,05 547+02% 139+02* 0,8%000° 21+02* 135+002°%| 120+0,1* 19+0,12*
89 Interface 3,21 409+03" 169+02° 13+0,02° 24403 145+02° | 128+01" 22+02°
Cortex 2,90 487+03° 195+02° 07004 24+04" 187+01°| 174%01° 19+02*"
F. externa 2,13 469+04° 207+04° 07%001* 21%01* 204+03°|196%03% 17%003%

(*) Medias de cada dado em um mesmo hibrido seguidas de letras iguais nao diferem entre si a 95% de confianca.

Fonte: COSTA et. al., 2013
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Figura 19- Conversao enzimatica da celulose em diferentes fracdes do entrené da cana hibrida. A)
Hibrido 58; B) Hibrido 89

HiBRIDO 58

—e—Medula
~®—Interface
Cortex

—+—F. externa

Conversao % celulose

0 20 40 60 80
Tempo de hidrélise (h)

HiBRIDO 89

—a—Medula
—m— Interface

Cortex

Conversao % celulose

——F_externa

o 20 40 60 80

Tempeo de hidrolise (h) E

Fonte: COSTA et. al., 2013

1.4 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

A atividade de algumas esterases importantes na hidrélise do material
lignocelulésico, como feruloil e acetil esterases é tradicionalmente determinada
utilizando substratos sintéticos. Como esses substratos ndo possuem as
caracteristicas de um material lignocelulésico, as atividades obtidas a partir
desses ensaios ndo podem ser equiparadas com as atividades reais dessas
enzimas agindo diretamente sobre um substrato complexo.

A fim de desenvolver um método capaz de representar como essas
enzimas atuam sobre um material lignocelulésico, foram associadas as
informacgdes sobre a recalcitrancia estudada em diversas regides de um entrené
de cana de acucar com a possibilidade de preparar um substrato util para

determinar a atividade de feruloil esterases.
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2. OBJETIVOS:

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um método apropriado
para determinar a atividade de feruloil esterases utilizando um material

lignocelulésico como substrato.

Para atingir o objetivo do trabalho, as seguintes etapas foram cumpridas:

v' Preparacao e caracteriza¢do quimica da medula de cana de agucar;

v' Preparo de um substrato lignocelulésico mais susceptivel a hidrélise por
esterases através do emprego de um pré-tratamento da medula com
celulase comercial;

v' Uso dos substratos descritos anteriormente para avaliar a atividade de trés
tipos diferentes de feruloil esterases;

v' Avaliagdo se ha diferenca significativa de eficiéncia de conversdo dos
ésteres em estudo quando o substrato € preparado a partir de hibridos de

cana de acucar que contrastam para o teor de lignina;
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS DE CANA DE ACUCAR E PREPARO DA MEDULA

A medula foi obtida a partir de hibridos experimentais de cana de acgUcar
identificados por numeracédo prépria (58 e 89) conforme descrito anteriormente
(COSTA et al.,, 2013), aléem de um hibrido usado comercialmente identificado
como cultivar RB855156 (RB). Os hibridos em questdo foram plantados em Julho
de 2010 por propagacao vegetativa num campo experimental aberto localizado na
Escola de Engenharia de Lorena, Departamento de Biotecnologia, com
espacamento entre covas de 3 x 3 m. As plantas foram irrigadas em periodos de
seca prolongada. O solo de cada cova foi suplementado com 100 g de calcario
dolomitico e 100 g de adubo NPK 4:14:8 cinco meses apds o plantio e novamente
suplementado com 100 g de adubo NPK 4:14:8 sete meses ap0s o plantio. O
primeiro corte foi feito em Julho de 2011 (plantas com 18 meses de cultivo,
correspondendo, portanto, a plantas maduras de cana de acucar) e 0 segundo
corte foi feito apds 12 meses do rebrotamento do primeiro corte, em Agosto de
2012, também correspondendo a plantas maduras. As plantas do segundo corte
foram empregadas no presente estudo. Os caules foram devidamente
numerados, 0s 2 primeiros entrends desde a base e os 2 ultimos desde o topo
foram descartados, as pontas seladas com filme de PVC e entdo armazenados a -
18°C até o momento de uso.

Os nés dos caules foram descartados e 0s entrends cortados inicialmente
em fragmentos com cerca de 2,5 a 3 cm no sentido longitudinal. Cada um destes
fragmentos teve a sua regido central recuperada com o auxilio de um furador de
rolhas de 0,9 cm de diametro interno. Esta fracdo central foi denominada de
medula da cana. Para remocao de sacarose contida nas fracbes da medula, os
fragmentos foram submetidos a extracdo em Soxhlet com agua destilada por
aproximadamente 5 ciclos de 8 a 10 horas cada um, até que ndo houvesse
acucar significativo presente na agua de extracdo. O teor de aguUcares totais
presentes na dgua de extragéo foi determinado através do método do fenol-acido
sulfarico, que consiste na adicdo de 2,5 mL de &cido sulfarico concentrado e 25
uL de fenol 80% a 1 mL de amostra; a auséncia de cor indicou auséncia de

sacarose. Posteriormente, os fragmentos foram secos ao ar e moidos em moinho
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com malha de 20 Mesh. O material moido foi armazenado para as etapas
subsequentes do trabalho.

3.2 PREPARO DO SUBSTRATO POR DIGESTAO DA MEDULA COM
CELULASES COMERCIAIS

A medula descrita no item 3.2.1 foi submetida a uma pré-digestdo para
degradacdo da celulose e obtencdo de um material menos recalcitrante. Os
ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 2 litros nos quais foram colocados
aproximadamente 6 g de medula seca ao ar, 10 FPU de celulase comercial
(Celluclast) por grama de medula e tampao citrato 50 mM até se obter um volume
final de 300 ml de reacéo. A mistura foi submetida a agitacdo continua a 120 rpm
e 45°C por 4 horas. O sélido obtido foi lavado com 100 ml de tampéo citrato 50
mM e 200 ml de agua destilada e seco ao ar até atingir cerca de 10% de umidade.
Esse sélido foi denominado como "substrato" e foi estocado para analises
posteriores como sua caracterizacdo e submissdo a hidrolise com esterases

comerciais.

3.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DAS AMOSTRAS

3.3.1 DETERMINACAO DE POLISSACARIDEOS E LIGNINA

Aproximadamente 3,0 g da medula sem sacarose ou de "substrato" foram
pesados no interior de sacos de papel de filtro. Em paralelo, a umidade de uma
amostra de cerca de 1,0 g deste mesmo material foi determinada para se calcular
a massa seca de material submetido a extracdo. As amostras contidas nos sacos
de papel de filtro foram submetidos a extracdo em aparelho de Soxhlet com etanol
95% por 6h. O material extraido foi seco ao ar e pesado. Em paralelo, a umidade
de uma amostra de cerca de 1,0 g deste mesmo material foi determinada para se
calcular a massa seca de material extraido. A diferenca entre as massas secas,
com e sem extrativos, foi utilizada para a determinagcdo do teor de extrativos
(FERRAZ et al., 2000). As amostras extraidas com etanol foram entdo pesadas
em um tubo de ensaio (aproximadamente 0,3 g) e tratadas com 3 mL de acido
sulfarico 72% (p/p) em banho a 30 °C durante 1 hora. Em seguida, o liquido
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obtido foi transferido para Erlenmeyers de 250 mL com adi¢do de 79 mL de agua
destilada e autoclavado a 120 °C / 1 atm por 1 h. O material foi resfriado e filtrado
a vacuo em filtro n® 3 SCHOTT. O sélido obtido foi seco em estufa a 100°C até
atingir massa constante para determinacao de lignina insoltuvel. A lignina soluvel
foi determinada a partir do filtrado por espectrofotometria no UV-visivel a 205 nm,
considerando a absortividade da lignina soltvel igual a 105 L.gt.cm™. A fracdo
soluvel foi ainda filtrada em SepPack C18 e analisada por cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) em coluna BioRad HPX-87H a 45 °C, para
determinar o teor de agUcares e acido acético presentes. A fase mével utilizada foi
acido sulftrico 0,005 mol L™ e o fluxo de 0,6ml/min.

3.3.2 DETERMINACAO DE ACIDOS HIDROXICINAMICOS

Para determinar o teor de &cidos hidroxicinAmicos (acido p-cumarico e
acido ferdlico), amostras de medula livre de extrativos e de "substrato" (ndo
extraido com etanol 95%) foram tratadas em um meio alcalino sob condi¢bes
brandas para quantificar os acidos ligados a hemicelulose e a lignina através de
ligacBes éster e em meio alcalino sob condicdes mais severas para quantificar os
acidos totais unidos a matriz lignoceluldsica através de ligacao éster e/ou éter
(LAM; STONE, 1994; MASARIN et al., 2011).

A reacdo em condicdo branda foi realizada em Erlenmeyers de 50 ml onde
50mg de massa seca das amostras foram adicionados juntamente com 5ml de
NaOH 1 mol L™ e submetidos & agitagdo continua de 120 rpm a 30°C por 24
horas. A mistura obtida foi acidificada com HCI 6 mol L™ até atingir pH 2 e
avolumada em baldo volumétrico de 10 ml. A mistura foi estocada a 4°C por 16
horas e entdo filtrada em membrana de 0,45 um para andlise de acido ferulico e
p-cumarico por HPLC.

A reacdo em condicdo severa foi realizada em reatores de aco inoxidavel
316 a 170°C por 2 horas onde 200 mg de massa seca das amostras foram
adicionados juntamente com 16 ml de NaOH 4 mol L™ e 2 mg de antraquinona. A
mistura obtida foi resfriada, acidificada com HCI 6 mol L™ até atingir pH 2 e
avolumada em baldo volumétrico de 100 ml. A mistura foi estocada a 4°C por 16
horas e entéo filtrada em membrana de 0,45 pum para analise de acido ferulico e

p-cumarico por HPLC.
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Todas os ensaios foram realizados em triplicatas. A quantificacdo dos
acidos fendlicos foi feita em HPLC utilizando uma coluna Hypersil, Thermo-
Scientific com uma fase movel composta por acetonitrila: 4gua (1:4) contendo 1%
de &cido acético. O fluxo utilizado foi de 0,8 ml/min e os &acidos hidroxicinamicos

foram detectados por detector UV fixado em 315 nm.

3.4 REACOES DE HIDROLISE DOS SUBSTRATOS COM ESTERASES

As hidrélises foram realizadas utilizando 50 mg de substrato (base massa
seca) em 5ml de tampao citrato de s6dio 50 mM pH 6,3 e quantidades de feruloil
esterase variaveis. Foram utilizadas trés feruloil esterases diferentes: feruloll
esterase recombinante de rumen de um micro-organismo produzida pela
Megazyme® (EFAE-RU); dominio de feruloil esterase de xilanase de Chlostridium
thermocellum também obtida da Megazyme® (EFAEZCT) e feruloil esterase A
produzida a partir de uma levedura recombinante Pichia pastoris e doada por
Aniko Varnai (VTT, Finlandia). As cargas de enzima adicionadas nos meios
reacionais foram estabelecidas com base no teor de proteinas totais de cada
formulacdo. O teor de proteinas totais nas formulacdes foi determinado com base
no método de Bradfrod (1976). A determinacéo foi feita pela mistura de 100 pul da
preparacdo enzimatica e 1 ml do reagente de Bradford. A mistura foi
homogeneizada e ap6s 5 minutos a absorbancia da solucédo foi medida em 595
nm. O teor de proteinas nas amostras foi determinado a partir de uma curva de
calibracdo externa feita com albumina bovina como padrdo. Os teores de
proteinas totais nas formulacbes avaliadas foram: 0,5 mg/ml de formulagéo
contendo feruloil esterase de rumen; 4,35 mg de proteina/ml de formulacao
contendo feruloil esterase de Clostridium thermocellum e; 2,4 mg de
proteina/grama de preparado liofilizado em feruloil esterase A.

Os ensaios de hidrolise foram realizados em tubos de Falcon® de 15 ml.
Os tubos foram colocados em banho a 40°C. Em tempos pré-definidos de reacéo,
os tubos foram retirados do banho e resfriados por 5 min em banho de gelo com a
finalidade de parar a reacdo enzimética. Em seguida, todo o conteddo foi
centrifugado a 3400 x g por 20 minutos a 4°C e 100 pl do sobrenadante foi
recolhido para analise em HPLC para a determinacdo dos &cidos ferulico e

cumarico, seguindo metodologia descrita no item 3.3.2. Apés a centrifugacéo e a
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amostragem (ambos a frio) os tubos foram recolocados no banho e o tempo de
reagéo foi novamente computado. Amostragens similares foram feitas ao longo de
todo o periodo de reacao avaliado em cada caso.

Um grupo de experimentos de hidrélise dos substratos por esterases
também foi realizado empregando 1 mg de albumina do soro bovino (BSA) por ml
da solucdo de reacdo enzimatica. Neste caso o estudo foi feito com os substratos
preparados a partir das medulas dos hibridos 58 e 89.

Experimentos controle sem a adicdo de enzima também foram realizados
para determinar os niveis de acidos hidroxicindmicos liberados a partir dos
substratos, mesmo sem catalise enzimética. Para isso, cada um dos substratos foi
incubado em um meio reacional em que a solucdo de enzima foi substituida por
agua. Os teores de acidos ferulico e cumarico liberados nestas reacdes ao longo
de 48 h variaram entre 0 e 0,015%. Gréaficos da % de &cido hidroxicinamico
formado versus o tempo de reagcdo permitiram definir linhas de tendéncia que
melhor definiam o comportamento da reacdo na auséncia da enzima. Através da
equacao que melhor descrevia a linha de tendéncia, foi possivel estimar os niveis
de hidrdlise na auséncia da enzima. Os percentuais de hidrélise enzimatica foram
descontados da hidrélise ocorrida na auséncia de enzimas em cada tempo de

amostragem.

3.4.1 AJUSTE DO METODO DE HIDROLISE DO SUBSTRATO COM
ESTERASES

Ensaios adicionais foram realizados avaliando o procedimento de
tratamento em banho de ebulicdo ou a adicdo de &cido acético ao meio reacional
como formas de interromper a catélise enzimética antes da amostragem para
quantificacdo dos &cidos hidroxicindmicos. A reacdo com parada por tratamento
em banho em ebuli¢do foi realizada com o substrato 58 e EFAE-RU nas mesmas
condi¢des de pH e temperatura descritas no item 3.4, usando cargas enzimaticas
de 0,01; 0,025; 0,05 e 0,075ug de proteina/g de substrato. A reacao se deu por 5
minutos e entdo as amostras foram colocadas em banho de dgua em ebulicéo por
5 minutos. Apds o0 aguecimento, a amostra foi centrifugada a 3400 x g por 20 min
e uma amostra do sobrenadante foi analisada quanto aos teores de acido ferulico

por HPLC. A reacdo com parada pela adicdo de acido acético foi feita com o
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substrato 89 com apenas uma carga enzimatica (0,05 pg de proteina/g de
substrato) nas mesmas condicdes de pH e temperatura descritas no item 3.4.
Apos 5 minutos de reacdo, 2 ml de acido acético glacial foram adicionados aos 5
ml de reacdo e entdo a amostra centrifugada a 3400 x g por 20 min e uma
amostra do sobrenadante foi analisada quanto aos teores de &cido ferulico por
HPLC. A proporcéo de acido acético utilizado foi baseada no trabalho de FAULDS
et al., (2002).

3.5 DEFINICAO DE UM PROTOCOLO GERAL PARA A DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ENZIMATICA DE FERULOIL ESTERASES

ApoOs avaliar a influéncia da carga enzimatica na conversdo do substrato e
das eventuais formas de interromper as reacfes em tempos definidos de
amostragem, novos testes foram realizados a fim de definir um método geral que
permitisse determinar a atividade das enzimas utilizadas na regido efetiva de
velocidade maxima de reacdo, seguindo um modelo experimental similar ao
método de determinacdo da atividade de celulase em papel de filtro
(Ghose,1987). Neste caso, o tempo de reacao foi fixado em 5 min, a forma de
interromper a reacdo foi o resfriamento em banho de gelo por 5 min e a
amostragem foi feita ap6s centrifugacdo a 3400 x g a 4°C por 20 min. Este
procedimento foi realizado com cargas varidveis de enzimas a fim de definir a
carga enzimatica necessaria para a conversao dos ésteres de acido ferulico numa
faixa proxima a 2%. Idealmente, o método foi ajustado para gerar dois dados de
conversdo maiores do que 2% e dois dados menores do que 2%. A carga exata
de enzima necessaria para a conversdao de 2% foi entdo determinada
graficamente por interpolacdo dos dados gerados. Como substratos diferentes
foram avaliados no presente trabalho, os teores inicias de éster do acido ferudlico
eram variaveis (Tabela 10). Desta forma, a converséo de 2% dos ésteres de acido
ferdlico presentes nos 50 mg iniciais de substrato de cada ensaio correspondeu a
formacdo de 3,6; 3,8 e 4,6 pug de acido ferulico para os hibridos 58, 89 e RB,
respectivamente.

Com os dados de teor de acido feralico nos hidrolisados enziméaticos foram

montados graficos relacionando a massa de acido ferulico liberada em solugéo
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(expressa em pg) versus o logaritmo da carga enzimatica empregada em cada
ensaio (expressa em ug de proteina/kg de substrato). A equacao da reta obtida foi
usada para determinar a carga exata de enzima necessaria para proporcionar
uma conversao de 2% de ésteres em 5 min de reacéao.

A demonstragdo do célculo necessario para determinar a atividade
enzimatica é ilustrada a seguir para o hibrido 58.
Base do célculo: considerando que no substrato 58, 0,36% da massa é de acido
ferulico, a quantidade de pmoles de acido ferulico (AF) liberados em 5 min de
reagdo que correspondam a 2% de conversdo = 3,6 pg/194,18 (massa molar do
AF) = 0,01854 pmoles/5 min, ou 0,003708 pmoles/min.
Determinacdo experimental da carga enzimatica para a hidrélise
demandada: 3,708 x10 pmoles/min (Ul) sdo gerados por uma carga de enzima
(CE) determinada experimentalmente por interpolacao.
CE, presente no tubo de reacdo (expressa em pg de proteina) = [CE (ug de
proteina/kg de substrato) x 50 x 10° (kg de substrato no ensaio)]
Portanto: 3,708 x10 Ul de esterase estdo contidos em CE (expresso em pg de
proteina).
Atividade especifica (AE) = 3,708 x10%/CE (expresso em ug de proteina) = AE
(expressa em Ul/ug de proteina)
Atividade no preparado comercial liquido = AE x conc de proteina (mg/mL) =

Atividade (expressa em Ul/mL de preparado comercial).

3.6 INFLUENCIA DO pH E TEMPERATURA NA CONVERSAO DO SUBSTRATO

Foram feitos novos ensaios para determinar a influéncia da temperatura e
pH na atividade enzimética. Inicialmente, foi feita a hidrélise do substrato 58 com
EFAE-RU nas cargas de 0,01; 0,025; 0,05; 0,075 e 0,1 ug de proteina/g de
substrato por 5 minutos nas condicbes descritas em 3.4 e testando-se as
temperaturas de 25, 40 e 60°C. Posteriormente novos ensaios de 5 minutos foram
realizados a uma temperatura fixa de 40°C e mesmas condigcbes do ensaio

anterior, mas em pHs diferentes (,5; 5,5; 6,3 e 7,2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho envolveu trés etapas basicas de estudo que visaram
desenvolver uma metodologia adequada e inédita de determinagcdo da atividade
de feruloil esterases. Para isso, a medula de trés hibridos distintos de cana de
acucar foram preparadas e caracterizadas quanto a composicdo quimica. As
medulas foram entdo submetidas a uma pré digestdo com celulases comercias a
fim de gerar um residuo soélido enriquecido em hemicelulose que fosse adequado
para uso como substrato para feruloil esterases. Uma vez preparado e
caracterizados estes substratos, foi desenvolvida uma metodologia experimental
gue permitisse determinar a atividade de feruloil esterases tendo o substrato

preparado a partir de medula de cana como foco de estudo.

4.1 COMPOSICAO QUIMICA DA MEDULA DOS ENTRENOS DE CANA- DE -
ACUCAR

Ap0s a remocgao preliminar de sacarose, a medula dos hibridos 58, 89 e RB
foi submetida a extragcdo em Soxlet com etanol 95% (v/v) para a quantificacdo de
extrativos e a hidrélise acida para a determinacdo de sua composicdo quimica
(Tabela 6). A medula das 3 amostras avaliadas apresentou proporcao elevada de
glucanas e baixa de lignina quando comparada com a composi¢cao quimica de
bagacos de cana dos mesmos cultivares (Masarin et al.,, 2011). Este era um
resultado esperado, visto que a medula dos entrends apresenta maior propor¢ao
de células de parénquima que sdo menos lignificadas do que as fibras e vasos
(mais abundantes na regido do cortex do entrend) (SIQUEIRA et al.,, 2011;
COSTA et al., 2013).

Costa et al. (2013) caracterizou a medula de dois dos hibridos em questao
(58 e 89), porém oriundos de uma outra safra de cana. Os valores obtidos foram
cerca de 13% de lignina e 53-54% de glucana. Isso permite afirmar que a
composigéo quimica da medula dos hibridos em estudo se manteve constante em
dois ciclos de corte da cana, pois os hibridos utilizados no presente trabalho séo

de um corte posterior ao utilizado por Costa et al. (2013).
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A medula da cana de referéncia (RB) apresentou maior teor de lignina
(19%) e menor teor de glucana (42%) e foi usada para comparar os resultados
entre substratos com teores variados de lignina.

Para a determinacdo dos acidos hidroxicinamicos, a medula dos hibridos
58 e 89 e referéncia RB foi submetida a dois tipos de tratamento alcalino: a) um
tratamento alcalino brando para a retirada dos acidos hidroxicinamicos ligados a
lignina e/ou as metilglucurono-arabino-xilanas por ligacdes do tipo éster e; b) um
tratamento alcalino severo para a retirada de todos os acidos hidroxicinamicos,
incluindo aqueles que se ligam a lignina por ligacao do tipo éter (Tabela 7). Foi
possivel observar maior quantidade de acido cumérico do que acido feralico na
medula das trés amostras. Costa et al (2013) detectaram maiores teores destes
acidos na medula dos hibridos 58 e 89 de uma safra de cana anterior a utilizada
nesse trabalho. Isso indica que, apesar da composicédo de polissacarideos e de
lignina ter se mantido a mesma em dois ciclos de corte da cana, a quantidade dos
ésteres presentes ndo se manteve constante. A medula de RB apresentou teores
de acido ferulico similares aos de 58 e 89. Entretanto, a quantidade de acido
cumarico foi significativamente mais elevada, seguindo a mesma tendéncia
observada para o maior teor de lignina presente na medula desta cana. Este
resultado também era esperado, visto que parte da lignina detectada nas
amostras é decorrente da presenca dos acidos hidroxicinamicos (RALPH et al.,
1994; MASARIN et al., 2011).

Tabela 6- Composi¢cao quimica da medula de entrends de diferentes hibridos de cana de
acucar (%, m componente/m medula, base seca).

Hibrido Glucana Xilana Arabinosil Acetil Lignina Fracéo
soluvel em

etanol

58 49,5+0,9 16,8+0,3 2,61+0,02 3,1+0,2 13,0+0,3 2,3+0,3

89 51,940,2 14,9+0,2 2,21+0,04 2,240,1 12,8+0,5 2,310,2

RB 42+1 19,6+0,6 2,14+0,06 3,4+0,2 19,1+0,1 2,5+0,3
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Tabela 7- Composicao de &cidos hidroxicinAmicos da medula de entrends de diferentes
hibridos de cana de acucar (%, m componente/m medula, base seca).

Hibrido  Acido ferdlico  Acido cumarico Acido ferdlico Acido cumarico
Tratamento brando Tratamento severo

58 0,47+0,02 1,97+0,06 1,31+0,05 4,11+0,06

89 0,35+0,01 1,17+0,03 1,21+0,01 2,82+0,03

RB 0,54+0,04 3,1+0,2 1,53+0,02 6,9+0,3

(*) Os teores mostrados para os acidos hidréxicinamicos foram determinados em material livre de extrativos e

recalculados para material incluindo extrativos.

4.2 DIGESTAO DA MEDULA COM CELULASES E PREPARO DE UM
SUBSTRATO ADEQUADO A DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ESTERASES

Siqueira et al. (2011) analisaram a susceptibilidade da medula e do cértex
de uma variedade comercial de cana-de-acucar a digestdo por uma mistura de
enzimas celuloliticas. Os autores observaram que na medula houve 63% de
conversdo da celulose, enquanto que no cortex houve apenas 20%. Os dados
foram correlacionados com a ocorréncia de células menos lignificadas na regido
da medula (células de parénquima). Um trabalho posterior de Costa et al. (2013)
confirmou a mesma tendéncia de maior digestibilidade da regido de medula em 3
diferentes hibridos de cana de acucar, dois dos quais sdo avaliados no presente
trabalho (58 e 89). A mesma tendéncia de maior digestibilidade da regido de
medula em outras plantas do grupo das gramineas foi reportado por Zeng et. al.
(2011) para o talo do milho. Com estes antecedentes, as medulas das canas em
estudo foram submetidas a um tratamento prévio com celulases comerciais por 4
horas para retirada parcial da celulose, a fim de se obter um material rico em
hemicelulose e mais susceptivel a acdo das esterases. A medula pré-digerida
com celulases foi entdo avaliada como um substrato potencial para a
determinacao das atividades de esterases.

O residuo solido da digestdo com celulases foi lavado com agua e seco ao
ar por 2 dias. Ap6s a secagem, observou-se a formacdo de grumos que
apresentavam estrutura mais fofa nos substratos 58 e RB e mais rigida no 89. A
cor também diferiu entre as amostras, sendo que os substratos 58 e RB foram

mais claros do que o 89. O rendimento de soélidos apos o tratamento com
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celulases foi de 85,5%, 62,6% e 96,7% para os hibridos 58, 89 e RB,
respectivamente. Os solidos foram entdo submetidos a extracdo em Soxlet com
etanol 95% (v/v) para a remocao e quantificacdo de extrativos e submetidos a
hidrolise com acido para determinacdo da sua composicao quimica (Tabela 8).
ApoOs a extracdo com etanol, foi observada uma elevada perda de massa em
todas as amostras que correspondeu a 18,9%, 18,6% e 19% nos hibridos 58, 89 e
RB, respectivamente. Esses valores foram muito elevados e ndo devem
representar a quantidade real de extrativos presentes no substrato. Devido a
remogdo parcial de celulose pela agdo das celulases e eventualmente
hemicelulose, jA& que as celulases comerciais apresentam atividade xilanolitica
(PESSOTI, 2013; Tabela 11), o sdlido residual deve apresentar uma estrutura
colapsada. Logo, residuos de oligossacarideos de xilana bem como
oligossacarideos de glucana insolluveis em &gua a frio, porém possivelmente
soluveis na extragdo a quente com etanol 95% devem ter sido solubilizados,
justificando assim os valores elevados obtidos. Os soélidos obtidos apresentaram

ainda um baixo teor de glucanas devido a acéo das celulases (Tabela 8).

Tabela 8- Composicado quimica dos sélidos resultantes da digestdo com celulases da
medula de entrends de diferentes hibridos de cana de agucar (%, m componente/m
medula, base seca).

Hibrido Glucana Xilana Arabinosil Acetil Lignina Fracgédo solivel em
etanol
58 26,7+0,1 15,1+0,1 1,74+0,01 2,7+0,1 15,9+0,1 18,9+0,9
89 27,940,2 15,6+0,1 1,54+0,04 2,440,1 20,1+0,2 19+2
RB 27,7+0,7 14,3+0,4 1,46+0,02 2,5+0,2 15,7+0,2 19+2

Tabela 9- Teor de acidos hidroxicinamicos nos soélidos resultantes da digestdo com
celulases da medula de entrends de diferentes hibridos de cana de acgucar (%, m
componente/m medula, base seca).

Hibrido  Acido ferdlico Acido cumarico Acido ferdlico Acido cumarico
Tratamento brando Tratamento severo

58 0,36x0,04 2,2+0,2 1,31+0,06 4,9+0,4

89 0,38£0,01 2,0£0,1 1,54+0,04 4,7+0,1

RB 0,46%0,01 3,0+0,2 1,31£0,1 6,0£0,5

(*) Os teores mostrados para os acidos hidréxicindmicos foram determinados em material ndo submetido a

pré-extracdo com etanol 95%.
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Para melhor visualizar a eventual remocdo de &cidos hidroxicinamicos
decorrentes do tratamento da medula com as celulases comerciais, foi calculado
0 balanco de massa para a reacdo com cada hibrido estudado. Os dados estao
mostrados na Tabela 10. Através desse balanco de massas foi possivel perceber
que o &cido cumarico liberado por hidrdlise alcalina severa e branda permaneceu
praticamente constante nos substratos 58 e 89 quando comparado com a medula
sem tratamento. Na amostra RB, houve um pequeno decréscimo na massa de
acido cumarico liberado por hidrélise severa. Estes dados sugerem que o &cido
cumarico estaria predominantemente ligado a lignina uma vez que a digestdo da
medula com celulases comerciais ndo deveria afetar a lignina do material. Por
outro lado, a quantidade de &cido feralico provindo da hidrélise branda diminuiu
nos substratos 58 e 89 e praticamente permaneceu inalterada no RB. Essa
diminuicdo pode indicar que as celulases comerciais também atuaram nas
ligacdes glicosidicas presentes na hemicelulose e consequentemente podem ter
clivado fracdes hemicelulésicas nas quais os acidos ferdlicos se encontravam
esterificados. O resultado obtido é coerente, visto que a celulase utilizada
apresenta atividades de xilanase e B-xilosidase (Tabela 11).

Tabela 10- Balanco de massas para o processo de digestdo da medula com celulases
comerciais.

m de componente/100g de medula original

Hibrido AF AC AF AC
Trat. brando Trat. severo

58 NT 0,48+0,02 2,0+0,1 1,34+0,05 4,2+0,1
58 TC 0,31+0,04 1,9+0,2 1,12+0,05 4,2+0,3
89 NT 0,36+0,01 1,2+0,1 1,23+0,01 2,910,1
89TC 0,24+0,01 1,340,1 0,96+0,03 2,9+0,1
RB NT 0,55+0,04 3,1+0,2 1,56+0,02 7,0+0,3
RBTC 0,45+0,01 2,9+0,1 1,340,1 5,8+0,5

*NT: ndo tratado; TC: tratado com celulase.
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Tabela 11- Dados das atividades presentes na celulase comercial empregada na
digestdo da medula (PESSOTI, 2013).

. FPAse - . B-
Enzima et CMCase . . CBH Xilanase oo
comercial  (FPUMLD) (gm0l G'('Sfrﬂﬁ."’})se UmLYy  ULmLY X('L'J‘isn'ndl_"’}f‘)e
Sigma 45,2 549,1 77,0 101,0 485,0 29,0
C2730
(Celluclast)

4.3 HIDROLISE DO SUBSTRATO ORIUNDO DA MEDULA DE CANA- DE-
ACUCAR COM FERULOIL ESTERASES

A medula de cana pré-digerida com celulases (preparada e caracterizada
conforme descrito nos itens anteriores) foi empregada em uma série de
experimentos visando avaliar sua adequacdo como um substrato lignocelulésico
modelo para a determinacdo da atividade enzimética de feruloil esterases. A
deteccdo dos acidos ferulico e cumarico foi feita em HPLC e, através das areas
dos picos observados nos cromatogramas (Figura 19), foi possivel calcular a
concentracdo de &cido ferulico e cumaérico liberados apds o tratamento com

feruloil esterase.
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Figura 20- Cromatogramas do hidrolisado de um substrato preparado a partir da medula do hibrido
de cana 58. A hidrélise ilustrada empregou E-FAE-RU numa carga de enzima equivalente a 25 g
de proteinas/g de substrato apds 2 horas de reacao.

*AF: acido ferulico; AC: &cido cumarico.
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O primeiro grupo de experimentos empregou duas feruloil esterases
diferentes, ambas comercializadas pela empresa Megazyme®: a) proveniente de
ramen (E-FAERU) e, b) proveniente de Clostridium thermocellum (E-FAEZCT). Os
substratos avaliados foram aqueles preparados a partir da medula dos hibridos 58
e 89 que apresentavam menor recalcitrancia (COSTA et al., 2013).

A Figura 20 mostra que a acdo das feruloil esterases de rumen
proporcionaram niveis maximos de conversao de acido ferulico de 14% e 7,2%

nos substratos preparados a partir dos hibridos 58 e 89, respectivamente.
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Figura 21- Formacéo de acido ferdlico durante o tratamento dos substratos com feruloil esterase
de rimen por tempos de reagdo de até 48 h. As figuras foram divididas em tempos curtos (até 120
min) e longos (até 48h) de reagdo para melhor visualizagdo da cinética de hidrdlise. Substratos
preparados a partir das medulas dos hibridos 58 (A) e 89 (B).

Condicdes de reacdo: Tampao citrato de sédio 50mM, pH 6,3, 40°C; carga de enzima equivalente
a 25 ug de proteina/g de substrato.
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Um teste utilizando feruloil esterase de Clostridium thermocellum e o
substrato preparado a partir do hibrido 58, empregando a mesma carga proteica
dos ensaios anteriores (25 pg de proteina/g do substrato), mostrou que os
maiores niveis de conversdo dos ésteres de acido feralico foram de 11,5% ap0s

48 horas de reagéo (Figura 21).
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Figura 22- Formacédo de &cido ferdlico durante o tratamento do substrato preparado a partir do
hibrido 58 com feruloil esterase de Clostridium thermocellum por tempos de reacao de até 48 h. As
figuras foram divididas em tempos curtos (até 120 min) e longos (até 48h) de reacao para melhor
visualizacdo da cinética de hidrélise.

Condicdes de reacdo: Tampao citrato de sédio 50mM, pH 6,3, 40°C; carga de enzima equivalente
a 25 ug de proteina/g de substrato.
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Nos trés experimentos descritos anteriormente também houve hidrélise de
ésteres de acido cumarico. No entanto, menos do que 1-2% do total de ésteres
presentes nas amostras foi hidrolisado e o nivel de hidrélise ndo foi progressivo
com o tempo de reacdo. A porcentagem de hidrdlise foi baixa quando comparada
com aquela observada para os ésteres de &cido ferulico (Figuras 20 e 21). Vale
ressaltar que o teor total de ésteres de acido cumarico presente nas amostras é
significativamente maior do que os de &cido ferulico (6 vezes maior no hibrido 58
e 5 vezes maior para o hibrido 89). A ponderacdo destes dados sugere que uma
pequena parcela dos ésteres de acido cumarico também séo hidrolisados pelas
enzimas usadas, mas que esta hidrélise ndo progride com o tempo de reacéo.
Esta observacdo poderia ser explicada por uma hidrolise rapida de ésteres de
acido cumarico ligados a hemicelulose (que seriam minoritarios) e que o restante
dos ésteres deste acido estariam ligados a lignina, ndo sendo reconhecidos pelas
feruloil esterases.

Os niveis maximos de conversao de acido ferulico descritos anteriormente
sdo comparaveis aos descritos em outros trabalhos. Por exemplo, Ralet et al.
(1994) observaram a liberacdo de 12,2% de &cido ferdlico ap6s 30 minutos de
hidrélise quando o substrato usado era metil ferulato. Neste caso, nota-se que um

substrato ndo-lignoceluldsico foi mais rapidamente hidrolizado. Ja Borneman et al.
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(1990) descreveram a liberacdo de 8,5 a 12,2% de &cido feralico apds 24 horas
de hidrdlise e de 21,4 a 31,6% apOs 48 horas quando empregaram “bermuda
grass” (Cynodon dactylon) como substrato e feruloil esterases provenientes de 5
fungos diferentes. Um trabalho de Faulds et al. (2002) mostrou que a combinacéo
das feruloil esterases com diversas glicosil hidrolases geram intensidades de
hidrolise variaveis, sugerindo agdo sinérgica entre elas. No caso da hidrélise de
residuo de malte incubado com uma mistura de feruloil esterase de Aspergillus
niger (AnFAEA) e xilanase por 3 h, a quantidade de &cido ferulico liberada foi de
23%.

Os dados obtidos no presente trabalho para a hidrélise do éster de acido
fertlico em funcdo do tempo de reacdo mostram que a reacao apresentou uma
velocidade inicial bastante elevada e decai significativamente apds 10 min para
atingir os patamares de converséo de cerca de 13% e 6% com feruloil esterase de
rimen para o substrato 58 e 89, respectivamente e para 11,5% com feruloil
esterase de Clostridium thermocellum para o substrato 58. Este padrdo cinético é
caracteristico de reacdes catalisadas por enzimas em situa¢cdes em que nao ha
grande excesso de substrato ou ainda em situacdes em que o produto de reacao
inibe fortemente a acdo da enzima (NELSON; COX, 2011). Considerando que a
reacdo em estudo ocorre em duas fases (substrato insoluvel e enzima soluvel), o
padrdo cinético observado pode ainda ser decorrente da existéncia de ésteres
inacessiveis na estrutura insolivel do substrato.

Uma outra possibilidade para explicar o padrdo cinético observado seria
decorrente de uma inativacdo da enzima ao longo da reacdo. Em muitos casos, o
uso de aditivos ao meio reacional como albumina bovina (BSA), Dimetilsulféxido
(DMSO) e glicerol permitem aumentar a estabilidade da enzima de interesse
(IYER et. al.,, 2008). Uma vez que o fabricante da feruloil esterase de rumen
(Megazyme®) recomenda o uso de albumina bovina (BSA) nos ensaios
enzimaticos, os substratos oriundos dos hibridos 58 e 89 foram tratados com
EFAE-RU por 2 horas na presenca de 1 mg de BSA/ml. A carga de EFAE-RU foi
variavel na faixa de 12,5; 25; 50 e 100 pg de proteina/g de substrato (Figura 22).
Os dados indicam que ndo houve nenhuma diferenca significativa na conversao
do substrato o que levou a decisdo de realizar todos 0s ensaios posteriores na

auséncia de BSA.
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Figura 23- Comparacao da hidrolise enzimatica dos substratos 58 (A) e 89 (B) na auséncia e na
presenca de BSA (1 mg/mL).

Condig¢bes de reacdo: Tampao citrato de sédio 50mM, pH 6,3, 40°C, 2 horas de reacdo. Carga de
enzima (EFAE-RU) equivalente a 12,5, 25, 50, e 100 ug de proteina/g de substrato.
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4.4. AJUSTE DO METODO PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE
FERULOIL ESTERASES

Para empregar os ensaios de digestdo descritos anteriormente como um
método adequado para determinar a atividade das enzimas em estudo é possivel
utilizar duas abordagens para o tratamento de dados. A abordagem tradicional,
empregada para substratos solliveis no meio reacional é graficar o numero de
moles (ou pmoles) de produto de reacdo (&cido ferulico) formados em funcdo do
tempo de reacdo e entdo tracar a tangente da curva obtida para calcular a
velocidade inicial de reacdo que pode representar a velocidade maxima de
reacao, situacdo na qual é possivel determinar a atividade enzimatica (ENGEL,
HAMES & RICKWOOD, 1996). Outra abordagem possivel para determinar a
atividade enzimética a partir dos dados descritos € empregar diluicdes sucessivas
da enzima e fixar um tempo de reacédo representativo da regido da cinética onde a
velocidade de reacdo deve ser maxima. Neste caso, o teor de produto formado &
quantificado em um tempo fixo e com isso pode haver uma maior
reprodutibilidade experimental, mesmo em tempos curtos de reacdo (GHOSE,
1987).

Como os experimentos anteriores demonstraram que a velocidade de
reacao era elevada e que a mesma decaia logo ap0s 0s primeiros minutos de
reacdo, novos experimentos foram realizados utilizando cargas menores de
enzima (1; 2 e 5 pug de proteina/grama de substrato) a fim de verificar se seria
possivel estimar a velocidade inicial de reagdo com um maior nimero de dados
experimentais. As cargas crescentes de enzima proporcionaram conversoes finais
de éster do acido ferdlico crescentes, mas as velocidades iniciais de reagdo ainda

foram elevadas e pouco diferiram entre as cargas ensaiadas (Figura 23).
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Figura 24- Acido ferulico liberado ap6s 48 horas de reacao utilizando 1; 2 e 5ug de proteina/g de
substrato 58 e EFAE-RU
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Cargas ainda menores de enzima foram entdo empregadas (0,01; 0,05; 0,1
e 0,5 ug de proteina/g de substrato), gerando os dados mostrados na Figura 24.
Nestas cargas de enzima foi possivel observar conversées que variaram de 0,5%
a 2,8% nos 5 primeiros minutos de reacdo e velocidades iniciais de reacdo de
0,09%.min™, 0,6%.min, 0,4%.min™ e 1,2%.min™, respectivamente. A divisdo das
velocidades iniciais pelas respectivas cargas enziméticas empregadas sobre 1 g
de substrato gerou os dados a seguir: 9%.min™/ug de proteina, 12%.min"/ug de
proteina, 4 %.min*/ug de proteina e 2,4%.min"/ug de proteina, respectivamente.
Os dados sugerem que a velocidade maxima de reacdo foi da ordem de 9-
12%.min-1/ug de proteina e que estes valores somente podem ser observados
nos estagios iniciais da hidrélise quando a conversdo do éster em acido é da
ordem de 1-2% (Figura 24).
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Figura 25- Hidrolise enzimatica do substrato 58 utilizando EFAE-RU. A) 0,01ug de proteina/grama de substrato B) 0,05ug de proteina/grama de substrato

C) 0,1ug de proteina/grama de substrato D) 0,5ug de proteina/grama de substrato.
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A partir desse conjunto de dados foi possivel notar que a determinacéo da
velocidade inicial de reacdo requer realizar o ensaio enzimatico com baixas
cargas enzimaticas nos quais o nivel de conversao € baixo e, consequentemente,
a reprodutibilidade da determinacdo da concentracdo de acido ferulico em solucdo
serd inevitavelmente baixa. Cabe enfatizar a metodologia experimental
empregada até o momento em que a reacéao, realizada a 40°C é interrompida pelo
rapido resfriamento em banho de gelo, seguido de centrifugacdo, amostragem e
retorno a temperatura de reacdo. A amostragem realizada desta maneira e em
curtos tempos de reacao sujeita a variacdes experimentais de dificil controle. Com
iSso, optou-se por empregar um método para a determinacdo de atividade
enzimatica em que o tempo de reacdo foi fixado em 5 minutos e o nivel de
conversdo alvo da reacdo seria de 2%, assemelhando a metodologia daquela
descrita para substratos celuldsicos insoliveis, como os descritos por GHOSE
(1987).

Considerando que a parada da reacdo em banho de gelo poderia estar
sujeita a erros decorrentes de velocidades variaveis de resfriamento dependendo,
por exemplo, das caracteristicas do tubo empregado para conter o meio reacional
(maior ou menor capacidade térmica, por exemplo), foram preliminarmente

empregados outros métodos de parada da reacdo, conforme descrito a sequir.

4.4.1 TESTES DE PARADA DE REACAO COM AQUECIMENTO EM BANHO EM
EBULICAO OU POR ADICAO DE ACIDO ACETICO AO MEIO REACIONAL

Uma etapa de parada de reacdo empregando o aquecimento do meio
reacional em banho em ebulicdo foi comparada com os resultados obtidos com a
parada de reacdo em banho de gelo (Figura 25). Pode-se observar que, em
diversos experimentos (com cargas crescentes de enzima no meio reacional), a
guantidade de acido ferulico detectada foi sempre menor quando a parada da
reacado ocorria em banho em ebulicdo. De forma similar, um ensaio com uma
Unica carga enzimatica foi realizado seguido de parada da reacdo com a adicao
de &cido acético ao meio reacional (Tabela 12). Também neste caso se observou
menor teor de acido ferulico quando acido acético foi adicionado ao meio

reacional.
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Figura 26- Comparacao entre os métodos de parada de reacdo enzimatica utilizando diferentes
cargas de EFAE-RU ( 0,01; 0,025; 0,05 e 0,075ug de proteina/grama de substrato).
CondigGes de reacdo: Tampao citrato de s6dio 50mM, pH 6,3, 40°C, 5 minutos de reagéo.
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Tabela 12- Reacdo de 5 minutos usando EFAE-RU e substrato 89.

Tratamento Carga enzimatica % ferulico Desvio
(ug de proteina/ grama de (mg/mg éster total)
substrato)
Parada em gelo 0,05 3,7 0,1
Parada com acido 0,05 0,8 0,3
aceético

Haviam duas hipéteses possiveis para explicar os resultados obtidos
(Figura 25 e Tabela 12): ou o banho com gelo ndo estava parando efetivamente a
reacao fazendo com que houvesse maior liberagcdo do produto, levando a um
resultado em que a conversado do éster estaria super estimada; ou 0 aquecimento
e a adicdo de &cido acético interferiam de alguma forma na quantidade de acido
ferdlico detectavel em solucdo. Para avaliar as possibilidades em questdo, um
experimento avaliou a estabilidade do acido ferdlico (um padrdo comercial
preparado em concentragcdes conhecidas) frente a etapa de aquecimento em
banho em ebulicdo e a etapa de mistura com acido acético. Duas concentracdes
iniciais de acido ferulico foram tratadas de forma similar ao usado nos testes de
parada de reagdo descritos anteriormente. Os dados obtidos estdo mostrados na

Figura 26. Constatou-se que tanto o tratamento térmico como o tratamento com
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acido acético levou a uma diminuicdo na concentracdo de &cido ferdlico

inicialmente presente em solucéo.

Figura 27- Solucao padréo de acido ferudlico em duas concentragdes diferentes submetida

a aquecimento e tratamento com acido acético.
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Os testes descritos demonstraram que nenhum dos métodos foi adequado
para interromper a reacdo sem causar degradacao do acido ferulico, uma vez que
ambos os métodos levaram a sua diminuicdo de concentracdo. A partir desses
dados ficou evidente que a melhor forma de parar a reacdo seria efetivamente o
emprego de um banho de gelo, a fim de garantir que todo o &cido ferulico liberado
durante a reacdo enzimatica fosse quantificado.

Alguns trabalhos anteriores avaliaram a estabilidade térmica do acido
feralico em solucdo. Réblova (2012) analisou o efeito da temperatura no poder
antioxidante de diversos compostos fendlicos incluindo o acido feralico e concluiu
gue o houve um decréscimo do poder antioxidante desses compostos com o
aumento de temperatura e que o acido ferdlico se tornou inativo a 150°C.
Concluiu também que apesar desse decréscimo de atividade ser comum, ele ndo
€ valido para todos os meios, visto que ha estudos que demonstram que o
aumento da temperatura pode aumentar a atividade antioxidante ou manté-la
constante. A partir desses estudos, pode-se perceber que pode haver
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decomposicao térmica do acido ferulico e que possivelmente o banho de agua
fervente levou a sua oxidagdo ou adicdo de 4gua a dupla ligacdo, impedindo a

sua identificacdo por HPLC.

4.5 ENSAIOS ENZIMATICOS

Apoés todos os testes iniciais, foi definido que os ensaios enzimaticos se
dariam a 40°C e pH 6,3 por 5 minutos. Ensaios preliminares (dados n&o
mostrados) foram sempre realizados a fim de determinar as cargas de enzima
necessarias para que se obtivesse cerca de 2% de hidrélise do acido ferdlico
presente no substrato nestas condicbes de reacdo. ldealmente, o método foi
desenhado para gerar dados de conversado que fossem levemente inferiores a 2%
de conversédo, bem como dados de conversdo levemente superiores a 2% de
conversdo, o que permitiria a determinacdo exata da carga de enzima necessaria
para converter 2% de éster do acido ferulico em &cido apdés 5 min de reacdo por
interpolagdo de dados. Um exemplo de resultado experimental obtido esta
ilustrado na figura 27.

Analisando os resultados da Tabela 13 é possivel perceber que,
independente do substrato, a atividade de feruloil esterase foi maior na enzima
EFAE-RU e menor na EFAEZCT. Nao foi possivel comparar os valores da
atividade de FAEA em Ul/ml uma vez que esta enzima estava na forma liofilizada
e a atividade em Ul/mL depende da concentracdo definida para a solucao
preparada.

Analisando a reprodutibilidade do método foi possivel observar que no
substrato RB a variacédo dos resultados foi maior, 0 que poderia ser explicado pela
maior recalcitrancia do substrato (maior quantidade de lignina e menor nivel de
digestdo por ocasido do pré-tratamento da medula com celulases comerciais). A
variacdo experimental empregando o substrato RB chegou a ser de 80% em
relacdo a média quando foi avaliada a atividade da enzima EFAE-RU. No caso
dos outros substratos, a variacdo experimental foi mais baixa. No substrato 58, a
variacdo experimental da atividade enzimatica determinada foi de 7,5% para
EFAE-RU e de 8,9% para EFAEZCT. No substrato 89 as variacdes

corresponderam a 37,6% e 17,8%, respectivamente, para as mesmas enzimas.
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Uma conclusédo decorrente da andlise destes dados é que os substratos
menos recalcitrantes (menos lignificados) sdo mais adequados para o método
desenvolvido neste trabalho.

Ao analisar as atividades especificas das enzimas em estudo (Ul/ug de
proteina), percebe-se que a atividade de EFAE-RU continua sendo a maior,
entretanto a atividade de FAEA € consideravelmente maior do que a atividade de
EFAEZCT (Tabela 14).

Figura 28- Exemplificacdo de como a atividade da enzima EFAE-RU foi calculada. Gréafico em
funcdo da % de acido ferdlico liberado versus log da carga enzimatica em pg de proteina/kg de
substrato.

Condigbes de reacdo: Tampao citrato de s6dio 50mM, pH 6,3, 40°C, 5 min de rea¢do. Substrato
58.
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Tabela 13- Atividades de diferentes feruloil esterases (Ul/ml) obtidas a partir de ensaios
realizados com os substratos 58, 89 e RB.

ATIVIDADE NO SUBSTRATO 58

Enzima Atividade 1 Atividade 2 Atividade 3 Média Desvio
(Ul/ml) (Ul/ml) (Ul/ml)
EFAE-RU 1118,1 1220,4 1052,3 1130 85
EFAEZCT 27,2 27,3 31,6 29 3
ATIVIDADE NO SUBSTRATO 89
Enzima Atividade 1 Atividade 2 Atividade 3 Média Desvio
(Ul/ml) (Ul/ml) (Ul/ml)
EFAE-RU 1425,9 976,2 662,4 1021 384
EFAEZCT 20,7 29,5 24,6 25 4
ATIVIDADE NO SUBSTRATO RB
Enzima Atividade 1 Atividade 2 Atividade 3 Média Desvio
(Ul/ml) (Ul/ml) (Ul/ml)
EFAE-RU 582,1 282,3 82,7 316 251

EFAEZCT 18,87 26,73 28,18 25 5
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Tabela 14- Atividades especificas de diferentes feruloil esterases (Ul/ug de proteina)
obtidas a partir de ensaios realizados com os substratos 58, 89 e RB.

ATIVIDADE NO SUBSTRATO 58

Enzima Atividade 1 Atividade 2 Atividade 3 Média Desvio
(Ul/pg de (Ul/pg de (Ul/pg de
proteina) proteina) proteina)
EFAE-RU 2,2 2,4 2,1 2,3 0,2
FAEA 0,11 0,20 0,17 0,16 0,05
EFAEZCT 0,0062 0,0063 0,0073 0,0066 0,0006
ATIVIDADE NO SUBSTRATO 89
Enzima Atividade 1 Atividade 2 Atividade 3 Média Desvio
(Ul/pg de (Ul/pg de (Ul/pg de
proteina) proteina) proteina)
EFAE-RU 2,9 2,0 1,3 2,0 0,8
FAEA 0,32 0,28 0,31 0,30 0,02
EFAEZCT 0,0048 0,0068 0,0056 0,006 0,001
ATIVIDADE NO SUBSTRATO RB
Enzima Atividade 1 Atividade 2 Atividade 3 Média Desvio
(Ul/ug de (Ul/pg de (Ul/pg de
proteina) proteina) proteina)
EFAE-RU 1,2 0,6 0,2 0,6 0,5
FAEA 0,5 0,2 0,4 0,4 0,1
EFAEZCT 0,0043 0,0061 0,0065 0,006 0,001

A Megazyme® (fabricante das enzimas EFAE-RU e EFAEZCT),
determinou as atividades especificas dessas mesmas enzimas quando utilizado
etil ferulato como substrato. Para a enzima feruloil esterase de raimen (EFAE-RU)
o valor obtido foi de 79,7 U/ug de proteina e para a enzima de Clostridium
thermocellum foi de 0,5 U/ pg de proteina. Os valores fornecidos pela
Megazyme® sdo bem superiores aos obtidos no trabalho, o que era esperado
visto que o etil ferulato € um substrato sintético e ndo apresenta a complexidade
do material lignocelulésico.

Para facilitar comparacfes entre as enzimas, as atividades especifica
obtidas foram graficadas conforme mostrado na Figura 28. Considerando que os
dados seguem uma distribuicdo normal, a andlise estatistica dos mesmos pelo
teste de Tukey (nivel de significancia de 5%) indica que as atividades médias da
enzima EFAE-RU néo diferem quando os substratos 58 e 89 foram empregados
no ensaio. No caso das enzimas feruloil esterase A (FAEA) e de Clostridium
(EFAEZCT), ndo houve diferenga estatistica entre as atividades obtidas entre os
trés substratos.

A compilacdo dos dados da Figura 28 sugere que ndo sé a recalcitrancia

dos substratos em estudo afeta o nivel de atividade obtido, mas que também ha
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certa especificidade das enzimas por alguns dos substratos. Neste sentido se
destacam os dados da enzima EFAEZCT e FAEAque nao variaram em funcéo
dos 3 diferentes substratos avaliados. J& a enzima EFAE-RU se mostrou menos
ativa no substrato RB e o inverso foi observado para a enzima FAEA que mostrou

menor afinidade pelo substrato 58.

Figura 29- Atividades enzimaticas de trés feruloil estereases expressas em Ul/ug de proteina
determinadas a partir do emprego de diferentes substratos. A) Enzima EFAE-RU; B) Enzima
FAEA; C) Enzima EFAEZCT.
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4.6 EMPREGO DO METODO DESENVOLVIDO PARA AVALIAR A INFLUENCIA
DA TEMPERATURA E pH NA ATIVIDADE DAS ENZIMAS ESTUDADAS

Para ilustrar a aplicabilidade do método desenvolvido em estudos de
determinacdo da influéncia da temperatura na atividade enzimatica foi realizado
um ensaio com a enzima EFAE-RU e o substrato 58 em trés temperaturas
diferentes. Analisando os resultados (Figura 29) pode-se concluir que o método
se mostrou sensivel a variacdo de temperatura na etapa de determinacdo da
atividade enzimatica e que a temperatura mais adequada para a agdo da enzima
em questdo foi de 40°C (1130 Ul/ml). A temperatura de 25°C foi a que
proporcionou a menor atividade (63 Ul/ml), menos do que a metade obtida a
60°C, que foi de 220 Ul/ml. Uma vez que 40°C foi a melhor temperatura de
atuacdo da enzima, 0s ensaios para analisar a influéncia do pH na atividade

enzimatica foram realizados nessa mesma temperatura.

Figura 30- Atividade de EFAE-RU em diferentes temperaturas de reacao.
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Nos ensaios de atividade das enzimas em diferentes pHs, os trés
diferentes substratos foram avaliados (Figura 30). Pode-se observar que em todos
0S ensaios a atividade de EFAE-RU foi maior nos pHs mais neutros (6,3 e 7,2).
Nos substratos 58 e 89 a atividade em pH 6,3 foi maior do que 1000 Ul/ml,
enquanto que no substrato RB so6 foi possivel um valor proximo a esse em pH 7,2.
No pH de 4,5 a atividade foi nula em todos os substratos e em pH 5,5 os valores
foram muito baixos, principalmente no substrato RB que apresentou atividade de
4,3 Ul/ml.






Figura 31- Atividade de EFAE-RU em diferentes pHs: 4,5; 5,5; 6,3 e 7,2 utilizando os substratos A)58, B) 89 e C) RB.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho teve por finalidade o desenvolvimento de uma método para a
determinacao da atividade de feruloil esterases que fosse baseado no uso de um
material lignocelulésico como substrato. Devido a dificuldade de degradacéo de
materiais lignocelulésicos na matriz lignificada, foi escolhido um material de baixa
recalcitrancia que € encontrado na regido da medula de entrends de cana-de-
acucar. Este material foi pré-tratado por digestdo com celulase para facilitar ainda
mais a acessibilidade das feruloil esterases a cadeis esterificadas de
hemicelulose. Foram usados dois hibridos de baixo teor de lignina (58 e 89) e um
cultivar de referéncia (RB). Vérias hidrélises foram realizadas com diferentes
cargas enzimaticas em diferentes condicbes para o desenvolvimento de um
método apropriado. Os dados obtidos indicaram que n&o seria adequado medir a
atividade a partir da tangente dos pontos iniciais da conversdo enzimatica, uma
vez que o tempo de reacdo seria curto demais para determinar a velocidade
maxima (5 minutos) e que nesta situacdo havia uma elevada variacao
experimental decorrente do método de amostragem empregado e do baixo nivel
de conversao dos ésteres em &cido. Desta forma, optou-se por avaliar a atividade
a partir da preparacédo de diluicdes sucessivas da enzima e um tempo de reacao
fixado em 5 minutos. Neste tempo de reacéao foi verificado que as conversdes de
éster em acido deveriam estar idealmente entre 1 e 2% e que assim seria
possivel determinar a atividade enzimatica na regido da cinética onde a
velocidade de reacao era maxima.

ApoOs o desenvolvimento de um método apropriado para a determinacéo da
atividade enzimatica foram feitas as reacdes para determinar a atividade das
enzimas feruloil esterase de rumen ( EFAE-RU), feruloil esterase A (FAEA) e
feruloil esterase de Clostridium thermocellum (FAEZCT). As atividades foram de
1130 £ 85 Ul/ml para EFAE-RU e menor para EFAEZCT. Analisando as atividade
especificas (Ul/ug de proteina), a atividade de FAEA foi consideravelmente maior
do que a atividade de EFAEZCT.

O método desenvolvido apresentou maior reprodutibilidade quando séo

usados substratos com menor teor de lignina, no caso os hibridos 58 e 89. No
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substrato de referéncia (RB), houve até 80% de variacdo da média dos
resultados. Apesar de o método ter se mostrado mais eficiente com os substratos
menos lignificados, a atividade de cada enzima ndo dependeu especificamente de
cada substrato. A enzima EFAE-RU se mostrou mais eficiente nos substratos 58 e
89 e com o RB a atividade foi menor, indicando que a enzima atua melhor em
substratos com teor baixo de lignina. Entretanto, com as enzimas FAEA e
EFAEZCT, nado houve diferenca significativa entre as atividades obtidas entre os
trés substratos utilizados.

Ao avaliar o efeito da temperatura e do pH sobre a atividade da enzima
EFAE-RU, percebeu-se que a melhor temperatura para as reacdes é de 40°C e
gue os pHs 6,3 e 7,2 levaram a atividades maiores, enquanto que as atividade
foram nulas ou muito baixas nos pHs 4,5 e 5,5 respectivamente.

O presente trabalho levou a elaboracdo de uma metodologia para a
determinacao de feruloil esterases a partir do uso de um material lignocelulésico
como substrato. Apesar do método ter apresentado algumas oscilagcbes na
determinacdo da atividade, o que ja era esperado devido ao curto tempo de
reacdo para determinar a velocidade maxima, ele podera ser utilizado para a
determinacdo nao s6 das feruloil esterases, mas potencialmente servira também
para determinar a atividade de outras esterases como as acetil esterases, nas
guais as atividades ainda sao determinadas a partir de métodos que empregam

substrato sintéticos.
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