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RESUMO

GARBELOTTI, C. V. Expressdo e purificacdo de enzimas xilanoliticas
recombinantes e estudo de suas atividades contra arabinoxilanas extraidas da cana de
acucar. 2022. Tese (Doutorado em Quimica — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O Brasil possui grande forca na agricultura, com a regido de Ribeirdo Preto sendo
tradicional no cultivo de cana de agUcar. A procura por fontes alternativas de energia que sejam
mais sustentaveis e renovaveis tém encorajado estudos focados na obtencao de biocombustiveis
e outros quimicos de maior valor agregado derivados da hidrolise da biomassa lignocelulésica.
Com este objetivo, enzimas ativas em carboidratos tém atraido atencéo por poderem hidrolisar
de forma especifica e mais sustentavel, evitando geracéo de residuos quimicos e subprodutos
indesejados. Porém, a recalcitrancia da parede celular vegetal tém sido um obstaculo para a
aplicacdo industrial da hidrolise enzimatica e, para supera-lo, € necessario melhor compreenséo
as estrutura da parede celular da planta, pré-tratamentos eficientes da biomassa e coquetéis
enzimaticos otimizados. Neste trabalho, estudamos a hidrolise enzimatica de trés fracGes
arabinoxilanas extraidas do colmo da variedade de cana de agucar SP80-3280 por
deslignificacdo com clorito de sédio apenas, ou com tratamento adicional alcalino ou com
DMSO. Combinacdes de enzimas hemiceluloliticas recombinantes incluiram as glicosil
hidrolases xilanases GH10 e GH11, arabinofuranosidase GH43 e a-glucuronidase GH67, junto
de uma acetil xilano esterase CE4 e uma feruloil esterase CE1. Analises de agUcares redutores
do hidrolisado foram correlacionadas com cromatografia liquida de interacdo hidrofébica
acoplada a espectrometria de massas e ferramentas de analise de metabol6mica. Foi observado
que os arabinoxilanos extraidos por métodos diferentes tém organizacéo e estrutura diferentes,
resultando em alteracfes nos perfis de digestdo enzimatica e nos produtos de hidrélise. O
arabinoxilano extraido por tratamento alcalino foi o mais acessivel a hidrdlise completa por este
conjunto de enzimas quando comparado com os polissacarideos mais recalcitrantes dos
extraidos com clorito e DMSO. Além disso, ensaios de combinagdes enziméticas com as quatro
hidrolases e acetil xilano esterase, apesar de ndo mostrarem sinergia, mostraram
cooperatividade entre as enzimas acessorias e as xilanases. Como ndo houve comprovacéo da
presenca de decoragdes fendlicas nos arabinoxilanos extraidos, foi feita caracterizacéo
bioguimica e biofisica da enzima feruloil esterase, que demonstrou atividade 6tima a 60°C e

pH 6,5 e eficiéncia catalitica por volta de 390 s-mM contra o substrato sintético etil ferulato.



A enzima se mostrou estavel e ativa também contra oligossacarideos do arabinoxilano de farelo

de trigo ramificados com grupos ferulato, com grande potencial para uso industrial.

Palavras-chave: Biomassa. Hemicelulose. Arabinoxilano. Enzimas hemiceluloliticas.

Espectrometria de massas. Andlise metaboldmica. Estrutura da biomassa. Coquetéis
enzimaticos.



ABSTRACT

GARBELOTTI, C. V. Expression and purification of recombinants xylanolytic
enzymes and study of their activities against sugar cane extracted arabinoxylans 2022.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Brazil maintains a strong agricultural base, with a long tradition of sugar cane cultivation
in the region of Ribeirdo Preto. The search for more sustainable and renewable alternative
energy sources have encouraged studies focussed on obtaining biofuels and other valuable
chemicals using sugars derived from the hydrolysis of lignocellulosic biomass. With this goal,
carbohydrate active enzymes have also attracted attention as a means of sustainable and specific
hydrolysis, avoiding chemical waste and unwanted by-products. However, plant cell wall
recalcitrance has hindered the industrial application of enzymatic hydrolysis, and overcoming
this obstacle requires a better comprehension of the plant cell wall structure, efficient biomass
pre-treatments and improved enzyme cocktails. In this work, we have studied the enzymatic
hydrolysis of three arabinoxylan fractions from sugar cane variety SP80-3280 extracted from
delignified stem either with sodium chlorine only, or after alkaline treatment or after DMSO
extraction. Combinations of recombinant hemicellulolytic enzymes used included the glycosyl
hydrolases xylanases GH10 and GH11, arabinofuranosidase GH43, and a-glucuronidase GH67
together with acetyl xylan esterase CE4 and feruloil esterase CE1. Hydrolysate analyses of total
reducing sugar were correlated with mass spectrometry coupled with hydrophobic interaction
liquid chromatography and metabolomics analysis tools. It was observed that the arabinoxylans
from the different extraction methods had distinct structures and organization, resulting in
altered enzymatic digestion profiles and hydrolysis products. The alkaline-treated arabinoxylan
was most accessible to complete hydrolysis by this set of enzymes in comparison to the more
recalcitrant polysaccharides in the chlorite and DMSO extracts. Furthermore, combinatory
enzymatic assays with the four hydrolases and acetyl xylan esterase did not provide evidence
of synergistic effects but demonstrated cooperativity between xylanases and the accessory
enzymes. Although feruloyl esterase treatment did not provide evidence of phenolic decorations
in any of the arabinoxylans, a detailed biochemical e biophysical characterization demonstrated
the optimum activity of this enzyme at 60°C and pH 6.5 and a catalytic efficiency of about 390
smM? against the synthetic substrate ethyl ferulate. The enzyme was stable at high



temperature, and active against feruloylated oligosaccharides from wheat bran arabinoxylan
showing the great potential of the enzyme for industrial uses.

Keywords: Biomass. Hemicellulose. Arabinoxylan. Hemicellulolytic enzymes. Mass

spectrometry. Metabolomics. Biomass structure. Enzymatic mixtures.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biomassa lignocelulésica

Com o crescente interesse pela reducdo do uso de combustiveis fosseis e da construcao
de uma economia sustentavel, a biomassa lignocelulésica cresceu como uma alternativa
sustentavel aos combustiveis ndo renovaveis, podendo ser utilizada para producéo do etanol de
segunda geracdo, além de atrair atencdo como matéria prima de baixo valor e grande
disponibilidade para obtencdo de bioprodutos e quimicos de maior valor agregado (ANTAR et
al., 2021; CARVALHO et al., 2015; FERREIRA-LEITAO et al., 2010; KENNES et al., 2016;
LIMAYEM; RICKE, 2012; LIN; TANAKA, 2006; PENG et al., 2009; SOCCOL et al., 2010).

O Brasil é um grande produtor agricola, sendo o plantio de cana-de-agicar um dos
principais cultivos (Figura 1). Segundo dados do Observatério da Cana

(https://observatoriodacana.com.br/), em 2018 o pais possuia uma area plantada de 10.063.739

hectares e, somente na safra de 2020/21, foram moidos mais de 650 milhdes de toneladas de
cana-de-acUcar para producdo de etanol e acucar. O bagaco restante € em grande parte utilizado
para producdo de energia pela queima ou deixado no solo, mas apresenta também grande
potencial para obtencdo de produtos de maior valor agregado — como etanol de segunda geracao
e outros quimicos como xilooligossacarideos para uso na industria alimenticia — sem
necessidade de aumento da area cultivada ou competicdo com producdo de alimentos (ANTAR
et al., 2021; FERREIRA-LEITAO et al., 2010; KENNES et al., 2016; LIMAYEM; RICKE,
2012; LIN; TANAKA, 2006; REDDY; KRISHNAN, 2016; SOCCOL et al., 2010; XUE et al.,
2016).

Producdo por ano da safra e produto (Toneladas), agosto 2021
1.4 Arroz
1.13 Milho (17 Safra)
1.14 Milho (2* Safra)
1.15 Soja
9 Café arabica

11 Cana-de-aclcar

0 50mi 100mi 150m 200mi 250mi 300mi 350mi 400mi 450mi 500mi 550mi 600mi 650mi 700

Figura 1. Levantamento Sistematico da Producdo Agricola — Producéo por ano da safra e produto,
Agosto (2021). Fonte: IBGE (https://www.ibge.gov.br), acesso em setembro, 2021.
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O principal componente da biomassa € a lignocelulose, constituida de trés principais
polimeros: a celulose, a hemicelulose e a lignina, que interagem entre si por ligagdes covalentes
e interacGes ndo covalentes (Figura 2) — conferindo a caracteristica recalcitrante da biomassa.
A porcentagem de cada polimero varia com a espécie, o tecido, estagio de desenvolvimento e
condicBes climéticas em que a planta vive. (DE SOUZA et al., 2013; HAGHIGHI MOOD et
al., 2013; MORAIS DE CARVALHO et al., 2017). Porém, de forma geral, a celulose constitui
a maior parte da biomassa (35 a 50%), seguida pela hemicelulose (20 a 35%) e a lignina (15 a
20%), além de pectina e proteinas em quantidades muito menores. (HAGHIGHI MOOQOD et al.,
2013; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012).

Biomassa = J
Célula vegetal
Parede celular =

Macrofibrass—————
Microfibrass————
Lignina ;——
Celulose =——
Hemicelulose =—

Figura 2. Esquema da composicao da parede celular vegetal da biomassa lignocelulésica. Adaptado
de (MAGALHAES et al., 2019).



INTRODUCAO

Componente principal dos materiais lignoceluldsicos, a celulose € um homopolimero
linear insolUvel de unidades de B-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas p-(1,4) (Figura 3),
com estrutura cristalina compacta devido as interacdes entre grupos hidroxila entre cadeias
adjacentes. Geralmente se organiza em micro fibrilas e apresenta regides amorfas ou menos
compactas que sdo mais soluveis e acessiveis a hidrolise. (HAGHIGHI MOOD et al., 2013;
ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). A hemicelulose é um heteropolissacarideo amorfo de estrutura
variavel que envolve as fibras de celulose, podendo conter pentoses como D-xilose e L-
arabinose, hexoses como D-glucose, D-galactose e D-manose, acidos urbnicos e acetilacbes
(HAGHIGHI MOOQOD et al., 2013; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012). As xilanas sdo o tipo de
hemicelulose mais comumente encontrado na natureza (EBRINGEROVA; HROMADKOVA;
HEINZE, 2005) e se constituem principalmente de residuos de B-D-xilopiranosil unidos por
ligacdes glicosidicas B-(1,4). Sua cadeia principal € normalmente ramificada com a-L-
arabinose em ligac6es a-(1,3), &cidos urdnicos ligados e seus 4-O-metil derivados em a-(1,2) e
grupos acetil que podem se ligar nas posi¢6es C-2 ou C-3 dos residuos de xilose, além de outros
acucares como galactose, manose, fucose e ramnose, que podem estar presentes em menor
quantidade (Figura 4) (GLASS et al., 2013; HAGHIGHI MOOQD et al., 2013; SAHA, 2003;
SUN et al., 2004; ZHAO; ZHANG; LIU, 2012).

OH
OH

OH
OH

n

Figura 3. Esquema ligagOes entre mondmeros de glicose na celulose.
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Figura 4. Esquema com possiveis estruturas de hemiceluloses. A) Metilglucuroxilano acetilado; B)
Acetilgalactomanano; C) Arabinoxilano. Adaptado de (FARHAT et al., 2017).

A lignina, por sua vez, é um heteropolimero amorfo constituido de unidades de
monodmeros fenolicos unidos por ligagOes cruzadas (Figura 5) e intimamente associado as fibras
de celulose e cadeias de hemicelulose, conferindo impermeabilidade e resisténcia ao ataque
microbiano e estresse oxidativo as paredes celulares das plantas. As unidades monoméricas sao
os alcoois p-cumaroil, coniferil e sinapil, organizadas em uma camada fenolica amorfa ligada
covalentemente as glocuroarabinoxilanas, xiloglucanas e pectinas. (BAJPAI, 2016;
LIMAYEM; RICKE, 2012).
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Figura 5. Representagdo da estrutura da lignina, com os principais mondmeros fenélicos encontrados.
Adaptado de (KARKAS, 2017).

1.2 Degradacgdo enzimatica da biomassa lignocelulésica

O grande obstaculo para reaproveitamento da biomassa lignocelulésica € sua
caracteristica recalcitrante devido a composicdo heterogénea e organizacdo altamente
complexa. A hemicelulose envolve o polimero linear de celulose, interagindo fisicamente e por
ligacGes de hidrogénio, além de estar covalentemente ligada ao polimero de lignina, que forma
uma barreira de protecdo externa rigida e impermeavel ao ataque de microrganismos e estresse
oxidativo (BAJPAI, 2016; KENNES et al., 2016; LIMAYEM; RICKE, 2012).

Apbs pré-tratamento para tornar a estrutura livre de parte da lignina e menos rigida
(Figura 6), a hidrélise enzimatica tem sido uma alternativa mais sustentavel para degradagéo da
biomassa do que o uso de tratamentos acidos, gerando menos residuos ao ambiente e
subprodutos indesejaveis, como furfural e fenois. Porém, com a composicdo quimica variada e
os diferentes tipos de ligagOes presentes na parede celular vegetal, diversas enzimas sdo
necessarias para sua hidrdlise total (DODD; CANN, 2009; KENNES et al., 2016; LIMAYEM,;
RICKE, 2012).
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Figura 6. Esquema do efeito do pré-tratamento na parede celular vegetal. Adaptado de
(HAGHIGHI MOOD et al., 2013).

A cadeia celuldsica é a mais recalcitrante e exige um conjunto de enzimas para a
liberacdo de mondmeros de glicose. As endo-1,4-p-glucanases clivam as liga¢Oes internas da
cadeia celulésica de forma aleatéria, enquanto as exo-1,4-B-glucanases, ou celobiohidrolases,
clivam nas extremidades redutoras ou ndo redutoras, liberando celobiose, que € hidrolisada em
dois mondmeros de glicose pelas pB-glicosidases (Figura 7A) (GLASS et al., 2013; KUMAR,;
SINGH; SINGH, 2008).

A hemicelulose, sendo um polimero heterogéneo e ramificado, exige diversos tipos de
enzimas para sua hidrolise e rompimento com os residuos dos polimeros de lignina (GLASS et
al., 2013; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008). Dentre estas estdo as que atuam nos Xilanos:
endoxilanase e B-xilosidase, que atuam na cadeia principal de xilose e a-glucuronidase, L-
arabinofuranosidase e acetil xilano esterase, que atuam nas ramificagcdes; as que atuam nas
glucomananas: B-mananase e [3-manosidase, que clivam a cadeia principal; e as enzimas como
a feruloil esterase, que clivam ligagdes com os residuos que fazem parte da lignina, como acido
feralico e cumarico (Figura 7B) (GIRIO et al., 2010; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008;
MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013; SAHA, 2003).
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Figura 7. Exemplificacdo da atuacdo enzimatica na A) celulose e B) xilana. Adaptado de
(GLASS et al., 2013).

Deste modo, a atuagdo em conjunto de enzimas especificas para os diversos tipos de
ligacdo promove uma melhor degradacéo da biomassa de estrutura complexa e, quando atuando
sinergicamente, obtém-se aumento da atividade quando comparado com suas atividades quando
isoladas. Neste trabalho, focamos em cinco enzimas de degradagdo de xilanos: duas endo-f3-
1,4-xilanases (GH10 e GH11), uma a-L-arabinofuransidase (GH43), uma oa-glucuronidase

(GH67), uma acetil xilano esterase (CE4) e uma feruloil esterase (CE1).
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ARA AXE FAE

Figura 8. Estruturas geradas pela plataforma SwissModel das enzimas xilanases GH11 de Bacillus
subtilis (PDB: 1XXN) e GH10 de Clostridium thermocellum (PDB: 1XYZ), homo dimero da a-
Glucuronidase GH67 (aGlu) de Bacillus stearothermophilus T-6 (PDB: IMPQ), a-L-
Arabinofuranosidase (ARA) GH43 de Bacillus subtilis (PDB: 3C7E), Acetil xilano esterase (AXE)
CE4 de Clostridium thermocellum (PDB: 3C79) e enzima Feruloil esterase (FAE) CE1 de
Thermobacillus xylanilyticus (a partir da sequéncia cadastrada no GenBank sob o cédigo
ADK73591.1).
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1.2.1 Endoxilanases

Endo-B-1,4-xilanases (EC 3.2.1.8) sdo glicosideo hidrolases (GH) que catalisam a
hidrolise da liga¢ao glicosidica B-1,4 do esqueleto interno das xilanas, liberando xilo-
oligdmeros menores. De acordo com a base de dados Carbohidrate Active-enZYmes (CAZy -

http://www.cazy.org) essas enzimas, que variam em preferéncia a certos tipos de xilanos, modo

de acdo, estruturas e funcgdes fisiologicas, podem ser encontradas nas familias 3, 5, 6, 8, 10, 11,
26, 30, 43 e 98, sendo que somente as pertencentes as familias 5, 7, 8, 10, 11 e 43 foram descritas
como apresentando o dominio catalitico distinto com atividade endo-f-1,4-xilanasica, enquanto
as demais se mostraram bifuncionais, com dois dominios cataliticos e atividade xilanase
secundaria ou residual (COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; MALGAS et al., 2019;
MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013; PUCHART; SUCHOVA; BIELY, 2021).

Dentre as seis principais familias, as GH10 e 11 sdo as endoxilanases mais estudadas e
conhecidas. Endoxilanases da familia 10 no geral apresentam massas moleculares acima de
30kDa, pontos isoelétricos baixos ¢ apresentam estrutura barril o/f, além de serem ativas em
xilooligossacarideos solUveis menores e mais ramificados, uma vez que necessitam apenas dois
residuos de xilose ndo substituidos para atuarem e podem hidrolisar também residuos
substituidos de &cido metil glucurénico (BIELY et al., 1997; BIELY; SINGH; PUCHART,
2016; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; HU; SADDLER, 2018; MALGAS et al., 2019;
MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).

Por outro lado, xilanases da familia 11 possuem baixas massas moleculares, pontos
isoelétricos mais basicos, mecanismo catalitico de duplo reconhecimento de substrato, com dois
glutamatos atuando como residuos cataliticos e estrutura tipo “p-jelly roll”. Essas enzimas sdo
mais ativas em regies ndo ramificadas dos xilanos e xilanos insolUveis, atuando apenas com
ao menos trés residuos consecutivos de xilose sem decoracdes e uma ligacéo antes de xiloses
substituidas de acido metil glucurénico (BIELY et al., 1997; BIELY; SINGH; PUCHART,
2016; COLLINS; GERDAY; FELLER, 2005; MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013).

Para este trabalho foram utilizadas uma GH11 de Bacillus subtilis, codificada pelo gene
XynA (BERNIER etal., 1983; MURAKAMI et al., 2005; RULLER et al., 2006) e uma GH10
de Clostridium thermocellum, codificada pelo gene CtGH10 ou XynZ (BIELY et al., 2013).

Estruturas geradas no SwissModel séo apresentadas na Figura 8.


http://www.cazy.org/
http://www.cazy.org/GH3.html
http://www.cazy.org/GH5.html
http://www.cazy.org/GH6.html
http://www.cazy.org/GH8.html
http://www.cazy.org/GH10.html
http://www.cazy.org/GH11.html
http://www.cazy.org/GH26.html
http://www.cazy.org/GH30.html
http://www.cazy.org/GH43.html
http://www.cazy.org/GH98.html
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1.2.2 «a-Glucuronidases

Enzimas a-glucuronidases (EC 3.2.1.139) sdo encontradas na familia 67 das glicosideo
hidrolases e catalisam a hidrolise das liga¢oes a-1,2-glicosidicas entre residuos de xilose e acido
D-glucurénico ou seu ester 4-O-metil-D-glucurdonico do terminal ndo redutor de
xilooligossacarideos de cadeias curtas (BIELY et al., 2000; GOLAN et al., 2003; SHAO et al.,
1995; ZAIDE et al., 2001). A ligacdo do &cido 4-O-metil-D-glucurénico é tida como altamente
estavel a hidrélise acida e tem efeito estabilizante nas ligacdes xilosidicas vizinhas (BIELY;
SINGH; PUCHART, 2016; DODD; CANN, 2009; ZAIDE et al., 2001) de modo que a
utilizacdo da enzima apresenta um passo importante na converséo da hemicelulose.

Neste trabalho foi utilizada uma GH67 de Bacillus stearothermophilus T-6, codificada
pelo gene aguA, caracterizada por ZAIDE et al., 2001 e cristalizada por GOLAN et al., 2003.
A estrutura do homo dimero, forma em que a enzima se apresenta em solucdo (GOLAN et al.,
2003; ZAIDE et al., 2001), é mostrada na Figura 8.

1.2.3 Arabinofuranosidases

a-L-arabinofuranosideo hidrolases ou a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) s&o
encontradas nas familias 2, 3, 10, 39, 43, 51, 54 e 62 das glicosideo hidrolases e atuam como
enzimas acessorias na hidrolise de hemicelulose hidrolisando as ligacdes glicosidicas entre
substituicbes de a-L-arabinose ndo redutoras e residuos de xilose da cadeia principal
(BOURGOIS et al., 2007; MALGAS et al., 2019; PITSON; VORAGEN; BELDMAN, 1996;
SAHA, 2000).

As arabinofuranosidases podem ser classificadas de acordo com sua especificidade por
certos substratos — As do Tipo A séo ativas em xilooligossacarideos (XOS) de cadeia curta ou
outros substratos pequenos, como 4-nitrofenol-a-L-arabinofuranosideo (pNP-Ara) enquanto as
do tipo B também atuam em substratos poliméricos como arabinoxilanos e arabinanos e ainda
um terceiro tipo, ativo apenas em arabinoxilanos (BOURGOIS et al., 2007; PITSON;
VORAGEN; BELDMAN, 1996; SAHA, 2000; VANDERMARLIERE et al., 2009). Pode-se
ainda classifica-las entre as que hidrolisam residuos de xilose mono substituidos (AHX-m) ou
duplamente substituidos (AHX-d) (BOURGOIS et al., 2007; KORMELINK et al., 1991; VAN
LAERE; BELDMAN; VORAGEN, 1997).

Para este trabalho, foi utilizada uma a-L-arabinofuranosidase GH43 de Bacillus subtilis
codificada pelo gene XynD e classificada como AHX-m2,3, ou seja, que é capaz de clivar
unidades de arabinose ligadas em O-2 ou O-3 a residuos de xilose mono substituidos. Essa
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enzima foi caracterizada bioguimicamente e estruturalmente por BOURGOIS et al., 2007 e
VANDERMARLIERE et al., 2009, respectivamente. A Figura 8 mostra a estrutura da enzima.

1.2.4 Acetil xilano esterases

Enzimas acetil xilano esterases (EC 3.1.1.72) , pertencem as familias das carboidrato
esterases (CE) 1 — 7 e hidrolisam liga¢es éster dos grupos O-acetil ligados nas posi¢des 2 ou
3 aos residuos de xilose mono ou di-O-substituidos da cadeia principal, liberando acido acético
como produto (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016; TAYLOR et al., 2006) . Essas enzimas tém
papel importante na bioconversdo da biomassa e sacarificacdo da parede celular de plantas,
criando sitios mais propensos a acdo de xilanases e B-xilosidades, permitindo a hidrolise
completa do material (BIELY, 2012; BIELY et al., 2013; BIELY; SINGH; PUCHART, 2016;
KORMELINK et al., 1993).

Para este trabalho utilizou-se uma acetil xilano esterase CE4 de Clostridium
thermocellum codificada pelo gene Xyn11A. Enzimas da familia CE4 nédo apresentam a triade
catalitica Ser-His-Asp e estrutura com dobramento o/f hidrolase como as demais carboidrato
esterases, além de precisarem de um grupo hidroxil vizinho livre para realizarem deacetilacéo,
0 que significa que ndo atuam em residuos de xilose duplamente acetilados (BIELY;
MASTIHUBOVA; PUCHART, 2007; BIELY; SINGH; PUCHART, 2016; DODD; CANN,
2009; TAYLOR et al., 2006). Esta enzima, especificamente, tem sitio catalitico formado pelos
residuos Asp487, Asp488, His539 e Tyr543, ¢ ativada pela presenca de ions Co?* e foi
caracterizada por TAYLOR et al., 2006 e BIELY; MASTIHUBOVA; PUCHART, 2007. Sua
estrutura é apresentada na Figura 8.

1.2.5 Feruloil esterases

Feruloil esterases (EC 3.1.1.73), classificadas na familia 1 das carboidrato esterases, sdo
uma subclasse das esterases de acido carboxilico que hidrolisam ligacOes éster entre acido
feralico (&cido 3-metoxi-4-hidroxicindmico) e residuos de arabinose das cadeias laterais em
arabinoxilanos, liberando a hemicelulose acoplada a lignina e contribuindo para a solubilizacdo
por facilitar o acesso de outras enzimas como a Xilanase e arabinofuranosidase a cadeia
principal do xilano (FAULDS, 2010; OLIVEIRA et al., 2019; PRATES et al., 2001). Mais de
80 feruloil esterases ja foram caracterizadas de fontes microbianas, com diferentes
caracteristicas bioquimicas, mas divergindo na presenca da triade formada pelos aminoacidos
serina, histidina e acido aspértico (ou glutdmico) no sitio catalitico (OLIVEIRA et al., 2019).
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Neste trabalho foi utilizado uma feruloil esterase CE1 de Thermobacillus xylanilyticus
codificada pelo gene Tx-Estl e caracterizada por (RAKOTOARIVONINA et al., 2011). Sua

estrutura predita por modelagem é apresentada na Figura 8.

1.3 Técnicas de andlise de polissacarideos

A hidrdlise enzimética resultante de um conjunto de enzimas que atuam de formas
diferentes sobre um substrato complexo produz diversos produtos com estruturas e
caracteristicas diferentes. Assim, para o estudo de um hidrolisado extremamente heterogéneo,
é necessaria uma técnica analitica que seja sensivel, preferencialmente capaz de realizar alguma
separacdo dos diferentes produtos gerados, que possa trabalhar com misturas complexas e seja
reprodutivel para se obter dados confiaveis.

Alternativa ao mais comumente utilizado HPLC (do inglés High-performance Liquid
Chromatography), a HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) utiliza fase
estaciondria hidrofilica e fase mdvel inicialmente em solvente organico de baixa polaridade
com eluicdo dos analitos polares em gradiente crescente de solucdo aquosa, permitindo eluir
analitos que seriam insoltveis nos solventes da cromatografia de fase normal e que seriam
pouco retidos na fase reversa (BUSZEWSKI; NOGA, 2012; CHURMS, 1996). Esta
cromatografia tem se mostrado eficiente na analise de carboidratos em sistemas complexos e
pode ser facilmente acoplada a espectrométrica de massas com ionizagao por electrospray, que,
diferentes de técnicas como RMN, permite andlise detalhada de misturas complexas de
carboidratos, além de oferecer grande sensibilidade com pequenas quantidades de amostra;
apesar de ndo fornecer tanto detalhe para elucidacao estrutural como o RMN (BAUER, 2012;
BUSZEWSKI; NOGA, 2012; WEITZEL et al., 2011).

Para a anélise de polissacarideos com espectrometria de massas, é ideal que as cadeias
sejam clivadas em polissacarideos menores, 0 que pode ser realizado tanto por hidrélise acida
parcial, quanto por clivagem enzimatica, sendo a Ultima mais especifica e, portanto, pode
conservar mais a estrutura, mantendo ramificagcdes importantes para elucidacdo estrutural
(BAUER, 2012), além de a acdo enzimética fornecer sua propria informacéo sobre como €é a
composi¢do do substrato em que atua. Unindo entdo a informagdo fornecida pela analise de
espectros de massas, com a informacao de acdo enzimatica especifica, pode-se concluir diversos
aspectos sobre o substrato — como presenca de ramificacOes e localizacao destas, dependendo
de como certa enzima atua, e se o polimero estudado contém muitas regides recalcitrantes ou

se é facilmente hidrolisado.
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1.4  Quimiometria e analise metabolémica

Sendo uma area que surgiu da unido entre quimica analitica e a estatistica, a
qguimiometria teve seu nome criado em 1971 pelo professor Svante Wold, da Universidade
Umea, na Suécia, e, em 1974, foi definida pelo mesmo como “a arte de extrair informacéo
quimicamente relevantes de experimentos quimicos”. Inicialmente focada na melhoria de
métodos analiticos, o aumento do poder computacional aliado ao desenvolvimento de
instrumentacdo automatizada capaz de gerar grandes quantidades de dados, levou a
guimiometria a se tornar uma importante ferramenta para reconhecimento de padrdes, sendo
aplicada nas mais diversas areas, como quimica de alimentos, forense, e especialmente na
metaboldmica (BRERETON et al.,, 2017; KIRALJ; FERREIRA, 2006; LAVINE;
WORKMAN, 2008).

De forma geral, o uso das ferramentas da quimiometria dentro da metabol6émica voltada
para grandes quantidades de dados de LC-MS envolve, antes de tudo, o processamentos dos
dados crus, reduzindo a complexidade dos dados com filtragem de ruido e correcdo da linha de
base, deteccao e deconvolucgéo de picos para identificacdo dos picos correspondentes a produtos
de interesse, alinhamento dos picos identificados entre as amostras, € normalizacdo para
remover variacOes causadas por fatores experimentais ou analiticos, mantendo as variagdes
causadas pelas condi¢bes experimentais. Apos, é feita a identificacdo dos compostos de
interesse levando em consideracéo a razdo massa/carga ou perfis de fragmentagdo no caso de
analises em tandem (MS/MS ou MS"), e a selecdo de varidveis mais importantes caso seja
necessario selecionar metabdlitos dentro de um conjunto para responder a uma pergunta
bioldgica especifica. Por fim, é feita a modelagem dos dados, que no caso de uma analise
exploratoria, utiliza métodos ndo supervisionados de andlise, que tém uma visdo geral do
conjunto de dados e buscam agrupamentos ou tendéncias entre as amostras. Existem diversos
métodos de analise ndo supervisionada, sendo o PCA (do inglés Principal Component Analysis
— analise de componentes principais) um dos mais utilizados, reduzindo variaveis de diversas
dimensGes em poucos fatores ortogonais (chamados componentes principais) que resumem
grande parte da variancia (Y1 et al., 2016).

Existem diversos algoritmos e programas disponiveis para esse tipo de analise, com
multiplas opc¢bes de métodos que podem ser empregados, dentre os principais e de acesso livre
estdo XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/), MZmine

(http://sourceforge.net/projects/mzmine/), OpenMS  (http://open-ms.sourceforge.net/) e
MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca) (CHONG; WISHART; XIA, 2019; GOWDA
et al., 2014; MAHIEU; GENENBACHER; PATTI, 2016; Y1 et al., 2016).
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Tendo em mente tanto a hidrdlise da biomassa, quanto as informagfes estruturais que
acOes de enzimas especificas podem trazer sobre esses biopolimeros, trabalhar com um
conjunto de enzimas atuando de diferentes formas em um substrato extraido a partir da
biomassa pode informar muito sobre a estrutura deste material, e a analise das misturas
complexas de carboidratos produzidos pelas enzimas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) gera uma grande quantidade de informacdo, com um
espectro que pode conter um conjunto de picos para cada pequena faixa de tempo de um
cromatograma. Assim, unir a complexidade experimental do uso de mais de um tipo de enzima
com a complexidade dos dados gerados pode tornar o trabalho de analise arduo e ineficiente se
feito manualmente, observando espectro por espectro de cada condicdo ensaiada. E para lidar
com a grande quantidade de informacdes, ferramentas da quimiometria podem ser de grande
ajuda — desde o planejamento experimental adequado até a andlise, sendo a base para a

abordagem metabolomica (Y1 et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Utilizar ferramentas da analise metaboldmica — com os softwares de livre acesso XCMS
online e MetaboAnalyst — para processamento dos dados crus e posterior analise estatistica
completa, com PCA, dendrogramas e heatmaps para demonstrar 0s agrupamentos entre as
amostras com diferentes tratamentos enzimaticos e boxplots para resumir os efeitos de cada
tratamento em relacdo a certas estruturas de forma clara e concisa, reduzindo a complexidade
da coleta de grande quantidade de dados. Buscar, com o uso da abordagem analitica aliada aos
conjuntos diferentes de enzimas contra diferentes substratos naturais, uma visdo ampla tanto da
acdo enzimatica quanto da influéncia do tipo de substrato oferecido, concluindo também
aspectos estruturais e relacionando com o tipo de extracdo realizada para a obtencdo do

material.

2.2 Objetivos especificos

1) Transformar e expressar as enzimas recombinantes a-glucuronidase (aGlu), acetil
xilano esterase (AXE), feruloil esterase (FAE), xilanase (GH10 e GH11) e arabinofuranosidase
(ARA) em Escherichia coli a partir dos vetores pET-28 contendo as sequéncias codificadoras
destas enzimas e purifica-las por cromatografia de afinidade com metais.

2) Obtencdo da fracdo xilana da cana-de-agucar por extragdo com DMSO e precipitacdo
em etanol. Esse material serd comparado com duas outras fracdes xilanas, obtidas por
tratamentos quimicos diferentes da mesma fonte de biomassa — uma enriquecida em celulose e
hemicelulose, obtida por deslignificacdo com clorito de sodio e outra enriquecida em
hemicelulose, obtida pela tratamento alcalino do material ja desligninficado.

3) Desenvolver metodologia analitica envolvendo planejamento experimental para o
conjunto de enzimas e substratos, coleta de amostras tanto de medidas de agucares redutores
guanto de LC-MS e tratamento dos dados obtidos por meio de abordagem quimiométrica e uso
de ferramentas da analise metabolémica.

4) Caracterizar os oligossacarideos liberados apds tratamento dos xilanas com as
enzimas e comparar a atividade de cada enzima quando incluida em misturas equimolares para
avaliar possivel sinergismo, bem como efeitos inibitdrios.

5) Identificar as combinacdes enzimaticas que favorecam a degradacdo dos substratos
através da analise comparativa dos produtos de hidrolise das rea¢cdes com diferentes associa¢des

de enzimas.
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6) Comparar a atuacdo dos conjuntos de enzimas nos diferentes substratos extraidos da
mesma fonte de biomassa, buscando por diferencas e semelhangas na composicao e organizacao

estrutural e acessibilidade as enzimas quando se muda o pré-tratamento quimico.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Expressao e purificagdo das enzimas

3.1.1 Transformacéao e expressao em E. coli

As sequencias codificadoras de todas as enzimas foram previamente clonadas em vetor
de expressdo pET28, que foram transformados em células quimiocompetentes de Escherichia
coli BL21(DE3) Star. Para isso, incubou-se aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial em
50uL de células quimiocompetentes armazenadas em solugdo 10% glicerol+CaClz 0,1 M por
10 minutos em gelo, apds isso, submeteu-se a mistura a aquecimento a 42°C por 90 s seguido
imediatamente de incubacdo em gelo e transferéncia da solugdo de células para 1mL de meio
de cultura LB (Lysogeny broth) gelado, que foi entdo incubado a 37°C e 200 rpm de agitacéo
por 1 hora para recuperacao e multiplicacao celular. Apds isso, a cultura foi inoculada em placa
com meio LB sdlido suplementado de Canamicina (50 mg-mL™) na propor¢do de 1 pL para
cada mL de meio e incubada por 16 horas em estufa a 37°C para selecdo dos clones
transformados. Uma placa controle com células sem adicdo de DNA plasmidial foi feita para
garantir auséncia de contaminacéo.

Para a expressdo das enzimas foi preparado pré-indculo a partir de uma colénia isolada
da placa de células transformadas. O inéculo foi feito em meio LB suplementado com
Canamicina (50mg-mL™") na proporc¢do de 1 pL para cada mL de meio e incubado durante 12
horas em um agitador orbital a 37°C e 200 rpm. O pré-inoculo foi adicionado ao meio da
expressdo em quantidade correspondente a 1% do volume total e incubado em agitador orbital
a 37°C e 200 rpm até densidade o6tica a 600 nm (DOsoo) entre 0,4 e 0,6, quando a expressdo foi
induzida com adigdo de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) nas devidas
concentragdes e incubado na temperatura de expressdao por 16 horas. Na Tabela 1 s&o
apresentadas as condicOes de expressdo de cada enzima.

Apds decorrido o tempo de expressao, as culturas foram centrifugadas e os sedimentatos
seguiram para purificacdo ou foram armazenados a -20°C até que fossem utilizados (ndo mais

de 2 semanas). A presenca da proteina expressa foi avaliada por gel SDS-PAGE 12%.
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Tabela 1. Condigdes de expressdo das enzimas e caracteristicas
Temperatura  Massa

. .~ Meiode IPTG N e (M?
Enzima Abreviagao cultura  (mM) Expressdo  molecular em )
(°C) (kDa)

Xilanase 11 GH11 LB 0,5 37 23 82850
Xilanase 10 GH10 LB 0,5 37 35 67185
Arabinofuranosidase ARA LB 0,5 30 51 91790
Acetil xilano AXE LB 05 37 25 18450

esterase

Feruloil esterase FAE LB 0,5 37 37,4 50560
a-Glucuronidase oGlu HDM 0,15 30 78 148880

3.1.2 Purificacdo por cromatografia de afinidade com metal

Para a purificacdo, os sedimentatos celulares foram ressuspensos em tampédo de
purificacdo A (TRIS 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) para a proporc¢do de 5 a 10 mL-mL de
cultura® e adicionado de TRITON X-100 na proporcdo de 10 uL-mL™ de tamp&o para lise
celular e sonicados por 25 minutos em ciclos de 10 segundos a uma poténcia de 50% com
intervalos de 10 segundos entre cada pulso em sonicador Sonic Dismembrator (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5000 g por
15 minutos a 4°C e os sobrenadantes incubados junto a 1- 2 mL da resina de niquel (HisPur Ni-
NTA Resin, ThermoFisher Scientific) ambientada em Tampédo A durante 1 hora em agitador
orbital mantido sob temperaturas amenas (18-22°C). O sobrenadante incubado com resina foi
vertido em coluna com membrana e proteinas ndo ligadas a resina foram eliminadas por
lavagens com tamp&o . As proteinas de interesse foram eluidas com concentracGes crescentes
de imidazol e uma ultima lavagem com 15 mL de tampdo A com 250 mM de imidazol. Essa
ultima fracdo contém a enzima recombinante de interesse. A avaliacdo da purificagdo foi
realizada por gel SDS-PAGE 12%.

Foi feita a troca de tampé&o por didlise em membrana de celulose em &gua para retirada
do excesso de sais e imidazol presentes no meio, e concentragdo da enzima em tubos tipo
Amicon (Millipore Sigma, Massachusetts, EUA), com corte molecular de 10 kDa. As proteinas
foram quantificadas por Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) por
absorbancia a 280 nm, com os respectivos coeficientes de extingdo molar (g) listados na

Tabela 1.
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3.1.3 Espectroscopia de dicroismo circular

A desnaturacdo térmica da enzima Feruloil Esterase foi monitorada utilizando
espectrometro de dicroismo circular (CD) Jasco J-815 (JASCO Corporation, Easton, MD,
USA) equipado com Peltier para controle de temperatura e cubeta de quartzo com caminho
Optico de Imm. A concentracio de enzima utilizada foi de 0,14 mg-mL™ para a solugdo em
dgua e 0,157 mg-mL™? para a solucdo em tampdo Mcllvine (citrato-fosfato 0,2 M, pH, 7,4). A
varredura de temperatura foi de 20 a 75°C, com taxa de acréscimo de 1 °C-min e espectros
foram lidos a cada 5°C utilizando 4 varreduras de 190 a 260 nm, com velocidade de 100 nm'min’
! e largura de banda (spectral bandwidth) de 2 nm. As temperaturas de fusdo (melting
temperatures — Tr) foram obtidas ajustando equacdo de Boltzmann aos valores de elipticidades
molares (normalizados para as concentracfes) a 220 nm sobre a faixa de temperatura medida.

Para avaliacdo da presenca de estruturas hélices, folhas e voltas, foi utilizado o software
para analise de dados de espectroscopia CD “DichroWeb”
(http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html), utilizando o método “SELCON3” e o
conjunto de dados de referéncia “Set 4” (SREERAMA; WOODY, 2000). Foi utilizado como

input o espectro a 25°C da proteina em solugio aquosa, com concentragio de 0,14 mg-mL™.

3.1.4 Calorimetria diferencial de varredura

Medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC - Differential Scanning
Calorimetry) da enzima Feruloil esterase foram realizadas no equipamento Nano-DSC 11
(Calorimetry Sciences Corporation, CSC, Lindon, Utah, USA). A concentracdo de enzima,
tanto em agua, tampao Mcllvine (citrato-fosfato 0,2 M, pH 7,4), ou etil ferulato 20 mM em
tampdo, foi de 1,05 mg-mL™. Varreduras de aquecimento foram obtidas de 10 a 100°C a uma
taxa de 1,0°C-min*. Varreduras controle foram realizadas com as respectivas solugdes, sem
adicéo de enzima. O desenovelamento e temperaturas de fusdo (Tm) para cada condigéo foram
estimados pelo maximo dos picos de transicdo e entalpias de desenovelamento foram calculadas

integrando as areas sob 0s picos de transicao.
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3.1.5 Atividades enzimaticas

A fim de verificar se as enzimas expressas e purificadas estavam ativas, foram feitos
testes para determinacdo de suas atividades especificas. Estes experimentos foram realizados
no mesmo tampéao e temperatura do ensaio com os substratos — acetato de aménio 100 mM pH
5,6 e 55°C, respectivamente, para as enzimas que fizeram parte dos ensaios de combinacdes,
exceto para a acetil xilano esterase, cuja atividade foi verificada pela espectrometria de massas,
mas ndo pode ser quantificada. Para a feruloil esterase, que foi caracterizada a parte, as

condicdes sdo descritas em sua respectiva secao.

3.1.5.1 Atividades especificas xilanase e arabinofuranosidase

Para as xilanases e arabinofuranosidase, foi utilizada metodologia de determinagéo de
acucares redutores com acido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959), com 150 uL da
mistura reacional foi adicionada de 150uL de reagente DNS, 100 uL desta mistura foi fervida
por 6 minutos a 100°C e transferiu-se 40 uL do fervido para placa de 96 pocos, adicionando
200 pL de dgua para diluicdo. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com leitor de placas
a 540 nm e a quantificacdo feita com base em curva padrao de xilose. A mistura reacional, para
as xilanases, foi composta de 100uL de xilano de Beechwood (Sigma-Aldrich, Inc., Missouri,
EUA) 2% em tamp#o, 10uL de enzima devidamente diluida (em torno de 0,05 mg-mL™) € 40 uL
de agua deionizada e os tempos de reacdao foram de 5 e 10 minutos. Para arabinofuranosidase,
75 pL de arabinoxilano de trigo de viscosidade média (Megazyme, Co. Wicklow, Ireland) 1%
em agua, 10 uL da enzima devidamente diluida (em torno de 0,1 mg:-mL™) e 65 uL de tampéo,
com tempos de reacdo de 20, 30 e 40 minutos. Uma unidade (U) de atividade foi definida como

a quantidade de enzima para converter 1 umol substrato por minuto.

3.1.5.2 Atividade especifica a-glucuronidase

A determinacdo de atividade especifica para a a-glucuronidase foi realizada por método
colorimétrico de quantificagdo de cidos urénicos de Milner e Avigad (MILNER; AVIGAD,
1967), com mistura reacional composta de 95 uL de mistura de acidos aldo urénicos
(Megazyme, Co. Wicklow, Ireland) a 2mM em tampéo e 5 uL de enzima devidamente diluida
(em torno de 1 mg-mL™), com tempo reacional de 5, 10 e 15 minutos. As reagdes foram paradas
pela adicdo de 300uL do reagente de cobre (Na2SO4 1,97 M, NaCl 0,68 M, CHsCOONa 0,2 M
e CuSO4 20,8 mM, pH 4,8), fervura por 10 minutos, seguido de descanso em gelo por mais 10
minutos e a coloracdo foi obtida pela adicdo de 200 uL do reagente de arsenomolibdato de
amonio (Na2HAsO4.7H20 19,2 mM, (NH4)6M07024.4H,0 40,5 mM e H>SOs 788 mM) e
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agitacdo da solucdo. 200 pL desta solugdo foram medidos em leitor de placa a 620 nm e
comparados a uma curva padrdo de &cido glucurénico. Uma unidade (U) de atividade foi

definida como a quantidade de enzima para converter 1 umol substrato por minuto.

3.1.5.3 Caracterizacdo bioquimica da feruloil esterase de Thermobacillus

xylanilyticus contra etil ferulato

Para caracterizagdo bioquimica da enzima feruloil esterase (FAE), os ensaios de
atividade contra o substrato modelo sintético etil ferulato (Sigma-Aldrich, Inc., Missouri, USA)
foram feitos baseados em (RALET et al., 1994), com deteccédo espectrofotométrica do consumo
de etil ferulato. Para tal, 10 pL de solucdo de enzima (0,05 mg-mL™?) foi incubada com 100 uM
de etil ferulato em tampéao Mcllvine (citrato-fosfato 0,2 M) e a atividade — medida pelo consumo
do substrato - foi acompanhada a 350 nm ap6s 2 minutos de reacdo, comparando-se com um
controle sem adicédo de enzima. As reacdes foram realizadas entre pH 4,0 e 8,0 e 40 a 70°C para
determinacdo de pH e temperatura 6timos, respectivamente. Para termo estabilidade, a enzima
foi incubada em temperaturas entre 35 e 60°C e sua atividade ensaiada em intervalos de tempo
de 0 a 1800 minutos (ou até que a enzima apresentasse menos de 20% de atividade residual).

Determinacdo das constantes cinéticas foi realizada com concentraces de substrato
entre 5 e 160 uM. Uma unidade (U) de atividade foi definida com a conversao de 1 umol de

substrato por minuto.

3.2 Extracédo da fracdo xilana de cana-de-agicar com DMSO

A extracdo do arabinoxilano de cana de acgucar foi realizada em uma série de etapas,
baseado no procedimento descrito por ROWLEY et al., 2015, a partir do bagaco de cana-de-
acucar da linhagem SP80-2380 seco, moido em moinho de facas e separado em peneira de
20 mesh.

Primeiramente foi feita extracdo em aparelho Soxhlet com agua deionizada, para
eliminacdo de compostos sollveis e, posteriormente, com etanol 80% para eliminacdo de
lipideos e outros compostos soltveis em etanol. Tanto a &gua quanto o etanol foram mantidos
em temperatura de refluxo durante todo o processo e a extragdo se deu por aproximadamente
18 horas para cada etapa, ou até que nao se observasse mais coloracdo no liquido da alca do
Soxhlet. A biomassa resultante, chamada de fragdo AIR (Alcohol-Insoluble Residue) entdo foi
seca em estufa a 50 °C por 24 horas e prosseguiu-se para e etapa de deslignificagdo com clorito
de sadio (NaClO.), em que a biomassa, em uma garrafa com tampa, foi misturada a agua

deionizada para uma consisténcia de 10% e adicionou-se 4 g de NaClO2/10gbiomassa € 500 uL de
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acido acético/ 10gniomassa. A garrafa foi tampada e colocada em banho a 60 °C por 3 horas, sendo
que a cada 1 hora foi adicionado mais 4 g de NaClO2/10gbiomassa. FOI necessario também abrir
a tampa da garrafa a cada 30 minutos para liberar a pressdo e excesso de gas ClO, formado. O
solido resultante desta etapa foi filtrado a vacuo, lavado com agua deionizada e seco em estufa
a 50°C por 24 horas.

A (ltima etapa consistiu na extracdo dos polissacarideos acetilados com DMSO
(dimetilsulféxido), em que a biomassa deslignificada foi incubada com DMSO na propor¢ao
de 14 mL de DMSO/gniomassa @ 70°C e agitagdo a 20 rpm por 2 horas. O solido foi filtrado e o
liguido armazenado. O mesmo procedimento foi repetido com o sélido filtrado, sendo que foi
realizada, ao final, uma lavagem com etanol absoluto. Os filtrados das duas etapas foram unidos
e adicionou-se 3,8 L de etanol absoluto e 0,66 mL de HCI concentrado/ Lsoiuczo filtrada. Essa
solucdo foi armazenada em geladeira (4°C) por 18 horas para precipitacdo total do
arabinoxilano. A solugdo foi entdo filtrada a vacuo ainda fria e o solido foi lavado com etanol
e incubado em frasco com etanol por mais 18 horas a 4°C, com agitagao.

O solido foi novamente filtrado, lavado com etanol e incubado a 4°C com agitacdo, mas
desta vez por apenas 5 horas, filtrado novamente, lavado com éter etilico e incubado em frasco
com éter por 18 horas a 4°C, com agitacdo. Apds isso, a Ultima etapa consistiu em mais uma
filtracdo a vacuo do sélido até evaporacao total do éter residual. O produto extraido é a fragdo

arabinoxilana e sera mencionado neste trabalho como “fragdio DMSO”.

3.3 Outras frages extraidas da cana de agucar

As fracbes de cana de aclcar (Tipo SP80-3280) enriquecidas com celulose e
hemicelulose, e hemicelulose foram cedidas pela Dra. Adriana Grandis, do Instituto de
Biociéncias da USP de Sao Paulo.

Essas fragdes foram obtidas de uma série sequencial de extracGes, iniciando com a
obtengdo do AIR por sucessivas extragdes com etanol 80% (v/v) a 80°C, que foi recuperado
por filtracdo, seco em estufa e utilizado para extragdo de pectinas com oxalato de aménio 0,5%
(m/v) a 80°C. Esse material foi filtrado e dialisado para remocao de residuos do reagente e
liofilizados, seguindo entdo para a remocgdo de lignina com extragdo com NaClO2 3% (m/v) e
acido acético 0,3% (v/v) a 100°C, cujo material precipitado enriquecido em celulose e
hemicelulose resultante é referido aqui como “pés clorito”. Por fim, a partir da fragdo “pos
clorito”, foram feitas duas extra¢cdes com NaOH (hidroxido de sodio) 4 M para remocao de toda

hemicelulose aderida a celulose e o solubilizado foi coletado, dialisado, congelado e liofilizado,
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resultando na frag&o enriquecida com hemicelulose arabinoxilano aqui referida como “fragéo
NaOH”.

3.4 Analise de composicao de monossacarideos

Para obter informacéo sobre a composicédo de acgUcares da fragdo DMSO extraida, parte
do obtido foi enviado para o Instituto de Biociéncias da USP de S&o Paulo, onde a anélise foi
realizada pela Dra. Adriana Grandis. A mesma anélise j& havia sido feita para as demais fracdes
cedidas e os resultados serdo mostrados em conjunto para comparacao.

Em resumo, as fracGes foram liofilizadas e submetidas a hidrdlise acida com &cido
trifluoroacético (TFA — 2N) por 1h a 100°C. Os monossacarideos foram analisados por
cromatografia liquida de alta resolugdo HPAEC-PAD (High-Performance Anion-Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection) com coluna CarboPac SA10 (ICS
5.000 system, Dionex-Thermo) eluindo com 99,2% de agua e 0,8% (v/v) de NaOH com fluxo
de 1 mL-min?. A deteccio dos monossacarideos foi feita usando a adicdo de pds
coluna de 500 mM de hidréxido de sodio (0,5 mL-min™) e a quantificacdo de acordo com as

curvas padrdo para cada agucar.
3.5 Tratamento enzimatico das fracdes da cana de acgucar

3.5.1 Avaliacéo inicial de composicao da fragdo DMSO

Para avaliacdo da composicdo geral do arabinoxilano extraido de cana-de-agucar
(Fragdo DMSO), foram feitos ensaios preliminares contra as enzimas xilanases (GH10 e
GH11). Esses ensaios visaram mostrar que tipos de ramificacBes estariam presentes para
elaboracdo de ensaio combinatorio mais focado, evitando desperdicio de enzimas, tempo de
analise e equipamento e reagentes.

O ensaio consistiu em incubar por 1 hora a 50°C e 550 rpm de agitacdo, 1 nmol das
enzimas GH10 e GH11, separadamente, em mistura reacional contendo 1% (m/v) final da
fracdo DMSO extraida suspenso em tampé&o acetato de amonio 100 mM pH 5,6, para volume
final de reagdo de 1,0 mL. As reagGes foram interrompidas com fervura por 10 minutos e as
amostras centrifugadas para separacao do substrato insoltvel. O sobrenadante foi submetido a

analise de HILIC-MS para andlise dos oligossacarideos gerados.
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3.5.2 Ensaio de combinacgdes enzimaticas

Como a avaliacéo inicial com xilanases ndo mostrou presenca de estruturas contendo
compostos fenolicos (ver item 4.3.1), foi planejado um ensaio combinatorio com 5 enzimas:
GH10, ARA, AXE, aGlu e GHI1, uma vez que ndo se observou nenhuma estrutura em que a
feruloil esterase (FAE) seria ativa, diminuindo assim o nimero de combinagdes de 32 para 16
condicBes. Essa decisdo evitou o gasto desnecessario de reagentes e tempo de anélise, tornando
0 experimento mais sucinto e focado nas enzimas que poderiam ser ativas nos substratos
escolhidos como modelos. As fragdes “p0s clorito” e NaOH” também néo receberam enzima
feruloil esterase para efeito de comparagcdo do mesmo conjunto enzimatico em todos 0s ensaios,
além de o tratamento quimico realizado para sua obtencdo, assim como o realizado para
obtencdo da fragdo DMSO, remover as ligacdes fendlicas por oxidacdo (DE SOUZA et al.,
2013). A anélise combinatoria foi escolhida por mostrar tanto a acdo das enzimas
separadamente como a de todas as possiveis interagdes entre elas, podendo mostrar efeitos
sinérgicos, inibitorios ou mesmo cooperativos.

As reacOes para avaliacdo da atividade das enzimas separadas e em diferentes
combinacdes (planejamento mostrado na Tabela 2) foram feitas com 1 nmol-mL™ de cada
enzima contra o arabinoxilano extraido de cana de agUcar e fracdo p6s clorito e NaOH 1% (m/v)
final em tampdo acetato de aménio 100 mM, pH 5,6. Primeiro foi feita a reacdo das enzimas
combinadas por 16 horas, a 55°C e agitacdo de 550 rpm. Essa reacdo foi interrompida com
fervura das amostras por 5 minutos, seguido de centrifugacdo e retirada das aliquotas para
quantificacdo da acgucares redutores. Apos isso, foi realizada reacdo com xilanase GH11 — na
mesma concentracdo de 1 nmol-mL* — por 30 minutos e nas mesmas condicOes de temperatura
e agitacdo descritas anteriormente. A reacdo foi interrompida da mesma forma, as amostras
centrifugadas e retiradas as aliquotas para determinacdo de agucares redutores e espectrometria
de massas. Os ensaios foram feitos em triplicata e o controle composto da mesma mistura

reacional adicionada de tamp&o no lugar das enzimas.

Tabela 2. Planejamento ensaio combinatério contra fragdes de cana de agucar

controle | Unica enzima (1c4) Pares (2c4) Trios (3c4) -[zgj)s
# 1 2 3 4 5 8 9 10 11|12 13 14 15| 16
GH10 ° ° e o o °
AXE ° e o e o ° °
ARA ° ° e | o e o °
aGlu ° ° e o e o o °

Casas em cinza com pontos indicam presenga da(s) enzima(s) indicada(s).
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3.6 Analise de produtos de hidrolise

As analises dos produtos de hidrolise provenientes das reacdes foram realizadas por
quantificacdo de acucares redutores totais pelos métodos acido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS) e
de Nelson-Somogyi e por espectrometria de massas HILIC-MS. A analise de acucares redutores
d& uma visdo sobre a hidrdlise da cadeia principal, sendo maior liberacdo de terminais redutores
indicativo de maior degradacdo da cadeia principal de xilose, além de a comparacéo entre
metodologias de quantificacdo indicar sobre como as enzimas estdo atuando na estrutura do
substrato. A espectrometria de massas, por outro lado, fornece informacdes estruturais mais

detalhadas e visdo ampla dos produtos de hidrolise liberados.

3.6.1 Acucares redutores

Para quantificacdo de aclcares redutores liberados pela hidrélise enzimatica com
metodologia de Nelson-Somogyi, foi utilizado protocolo estabelecido no laboratério para micro
reacdo em que 125 uL da mistura reacional foi adicionada de 125 pL de Reagente D, preparado
de acordo com NORTON, 1944 e SMOGY 1, 1952, fervido por 6 minutos a 100°C. Em 200uL
desta mistura, adicionou-se 100 uL do reagente E, também preparado de acordo com
NORTON, 1944 e SMOGY]1, 1952. 200uL desta mistura foram transferidos para placa de 96
pocos e lido em espectrofotdbmetro com leitor de placas a 520 nm. Os valores, em umol de
xilose, sdo comparados com curva padrdo feita com este monossacarideo e os valores sdo
subtraidos de branco contendo apenas o substrato, submetido as mesmas condic¢des das demais
amostras.

De forma semelhante, a determinacdo de acUcares redutores com 4acido 3,5 —
dinitrosalicilico (DNS) foi realizada de acordo com MILLER, 1959 e protocolo estabelecido no
laboratdrio para micro reacdo, em que 150 pL da mistura reacional foi adicionada de 150uL de
reagente DNS, 100 uL desta mistura foi fervida por 6 minutos a 100°C e transferiu-se 40 uL do
fervido para placa de 96 pocos, adicionando 200 uL de agua para diluicdo. A leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro com leitor de placas a 540 nm. Os valores, em umol de xilose, foram
comparados com curva padréo feita com este monossacarideo e os valores séo subtraidos do

branco contendo apenas o substrato, submetido as mesmas condi¢des das demais amostras.
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3.6.2 HILIC-MS

Os oligossacarideos produzidos a partir da atividade enziméatica foram separados usando
cromatografia liquida por interacdo hidrofobica em coluna HILIC (Ascentis Express HILIC,
Supelco - EUA) com dimensdes 10 cm x 4,5 mm, 2,7 um. As andlises foram feitas com injecéo
de 3 pL das amostras diluidas duas vezes, com coluna a 40°C e método de eluicdo com fluxo
0,5 mL.min inicialmente composto de fase A e B na propor¢do 10:90, passando para 50:50
em 6 minutos e voltando para a proporcéo inicial em 6,10 min até o final da corrida, sendo a
fase movel A composta por acetato de amonio 0,1% em agua e a fase movel B composta por
hidréxido de am6nio 0,1% em acetonitrila e tempo de desenvolvimento cromatogréfico de 20
minutos. A coluna cromatografica foi acoplada a espectrometro de massas Xevo TQ-S (Waters
Corporation — Milford, EUA), com fonte de ionizacéo por eletrospray e analisador de massas
do tipo quadrupolo, operando no modo de aquisicdo positivo, com voltagem do capilar de
3,2 kV e temperatura da fonte de 150°C e o gas de solvatacdo serd o N2 a 300°C. Os dados
foram coletados pelo software MassLynx 4.1 (Waters Corporation — Milford, EUA).

3.7 Tratamento estatistico e analise metabolémica

Os arquivos de HILIC-MS em formato .RAW foram convertidos em .mzXML com uso
do programa “ProteoWizard — MSConvert” utilizando o filtro “PeakPicking” e algoritmo
“CWT” (Continuous Wavelet Transform) com os parametros Min SNR = 0,2 (para o valor
minimo de relacdo sinal-ruido) e Min Peak Spacing = 0,2 (para o valor minimo de espacamento
entre os picos). Os arquivos convertidos foram carregados na plataforma de analise de dados

online “XCMS online” (https://xcmsonline.scripps.edu), para obtencdo de uma tabela com

valores de razdo massa-carga e intensidades de picos mais significativos para cada amostra. Os
parametros selecionados foram p-value < 0,05, correcdo de tempo de retencdo aceitando desvio
de 10 segundos, e reconhecimento de um pico com faixa de m/z de 0,5. Essa analise gerou uma
tabela de resultados com as razdes massa/carga, tempo de retengdo em que se encontram, a
significancia — com confianca de 95% — e as intensidades destes picos para cada amostra. Essa
tabela, em formato .csv foi modificada, nomeando os picos de massa-carga conhecidos e
filtrando alguns picos com valores de massa-carga ainda dentro da faixa de 0,5 para serem
considerados como referentes a uma mesma estrutura, uma vez que o aparelho néo fornece

analise de massa extam, e exportada para a plataforma de analise estatistica de metabolémica

“MetaboAnalyst” (https://www.metaboanalyst.ca) no moédulo “Statistical Analysis”, para
tratamento estatistico com as seguintes configuragdes: dados nédo pareados, filtro de dados tipo
IQR (Interquartile Range), sem normalizagdo/transformac&o, e scaling centrado na média.


https://xcmsonline.scripps.edu/
https://www.metaboanalyst.ca/
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Foram feitas andlises de correlacdo entre as amostras por meio de dendrograma com
distancias calculadas pelo método de Spearman e algoritmo de clustering de Ward. Os
dendrogramas sdo ferramentas de facil observacdo de agrupamento de amostras, mostrando a
separacdo de grupos desde as maiores até as menores distancias, ou seja, das amostras mais
diferentes entre si até as mais semelhantes. A anlise de componentes principais (PCA), aqui
feita com as duas primeiras dimensdes, além de mostrar de forma simples os agrupamentos j&
verificados pelo dendrograma, resume grande parte da variancia em poucas dimensdes — 0S
fatores — facilitando a observacdo dos efeitos de cada tratamento (variavel) na resposta
(produtos de hidrdlise). Por fim, foi obtido também o heatmap, correlacionando a intensidade
de cada pico identificado com o tratamento enzimatico realizado. Um fluxograma resumido do

processamento dos dados € mostrado na Figura 9.

i
. ~ — = /\Cms
- Conversdo de — ~ <vii  Upload na
raw .mz .
formaFo plataforma Planilha <iom m/z, terppo
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MSconvert intensidades resumidas

para todas as amostras

e . %

e | Nomear picos
RS < conhecidos. Formatar
™ : - Andlises em tabela .csv

estatisticas

Figura 9. Fluxograma andlise dos dados de espectrometria de massas.
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4 RESULTADOS

4.1 Expresséo e purificagdo das enzimas

A expressdo e purificacdo de todas as enzimas foram avaliadas por gel SDS-PAGE, que
mostraram tanto a presenca de bandas da proteina expressa ap0s o periodo de 16 horas da
indugdo com IPTG, quanto a proteina pura ap6s as etapas de eluicdo com imidazol na
cromatografia de afinidade por niquel pela interacdo com a sequéncia de histidinas. As Figuras
10 e 11 mostram os géis SDS-PAGE. O rendimento de todo o processo de expressao e
purificacdo variou entre as enzimas, ficando na faixa de 1 a 25 mg de proteina por litro de
cultivo, com ARA e AXE sendo as que apresentam menor rendimento de expressao e GH10 e
aGlu as com maior rendimento. Essa média de quantidade obtida foi mantida nas diversas
expressoes realizadas durante o desenvolvimento do trabalho. A Tabela 3 resume os valores
médios de rendimento obtidos, assim como uma média das atividades especificas (em unidades
por nmol de enzima) obtidos em ensaios colorimétricos em condi¢Ges semelhantes as da reacéo

contra o0s substratos extraidos.

A = ’*6-" o e B
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AXE ARA GHI11 aGlu GH10 FAE

Figura 10. Géis SDS-PAGE 12% da expressdo das enzimas AXE, ARA (A), GH11, aGlu (B), GH10
(C) e FAE (D). M = marcador de proteinas, To = Tempo inicial da expresséo, logo apés indu¢do com
IPTG, Ts = Tempo final da expresséo.
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Figura 11. Géis SDS-PAGE 12% das purificacdes das enzimas GH11, ARA (A), AXE, aGlu (B),
GH10 e FAE (C). M = Marcador de proteina, FT = fracdo flow through eluida, 5, 10, 20, 40 e 250 =
concentracdo (em mM) de imidazol utilizada nas etapas de eluig&o.

Tabela 3. Rendimento da expressdo e atividades especificas das enzimas

Rendimento Atividade )
i Adi x ce 1 Substrato Método
Enzima médio expressao especifica media ensaiado Lantificacio
(mg-L* cultura) (U-nmol?) q ¢
GH10 250 0,65 Xilano DNS
Beechwood
GH11 10,0 0,60 Xilano DNS
Beechwood
ARA 1,0 0,44 Arab|n0>_<|lano de DNS
Trigo
aGlu 20,0 0,005 Mlstur:i\ d_e acidos Reagente de
urdnicos cobre
FAE 10,0 1.09 Etil ferulato ~ A\°S0r6a0 et
ferulato
AXE 3,0 ND* i

* Nao foi possivel detectar atividade da AXE por métodos colorimétricos disponiveis. Sua atividade
foi constatada na espectrometria de massas, porém, ndo foi quantificada.
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Para a enzima AXE ndo foi possivel quantificar a atividade por ensaios colorimétricos

disponiveis, mas observamos pelos ensaios HILIC-MS que estava ativa e foi capaz de remover

acetilacdes dos substratos poliméricos estudados, como mostrado nos exemplos de alguns dos

cromatogramas de picos selecionados comparando a intensidade de sinal destas estruturas

acetiladas no controle apenas com GH11 e amostra com a enzima AXE contra a fragdo DMSO

(Figura 6). Os espectros de massas destes picos selecionados sdo mostrados nas Figuras 12 a

15, com as estruturas acetiladas destacadas, mostrando que a presenca da acetil xilano esterase

removeu grande parte das acetilagdes, com a auséncia ou consideravel diminuicéo dos picos de

estruturas acetiladas na presenca da enzima. A AXE também foi ativa contra a fracdo pos

clorito, como sera discutido mais a fundo na sessdo 4.3.2.
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Figura 12. Cromatogramas HILIC-MS da fragdo DMSO selecionados para os ions referentes as
estruturas acetiladas de m/z 479, 611 e 738 comparando as intensidades do controle com de amostra

contendo a enzima AXE.



RESULTADOS

AXE_DMSO 480 (6.481) Cm (292:483) 1: Scan ES+
305.3 1.05e8
100
x
éfn-
A = &
2 o
o\r
\QE;
353.5381.5 437.4 4794 587.4
0 " . uly " P . | [ ¢ " L " miz
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Controle GH11_DMSO 455 (6.143) Cm (260:466) + 1: Scan ES+
100 305.3 [Pent3Ac + Na| 1.05e8
: 479.4 «
X
AN
< X
B E‘E \b"?' Y"&
& &®
N Q‘Z«Q
N
289.3 35353515 4374 5874 6114 (o4
0 A4 el I l " “ " 1 b " miz
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Figura 13. Espectro de massas de (A) AXE e (B) controle contra a fragdo DMSO para o ion de

m/z 479. Referente ao cromatograma da Figura 6.
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Figura 14. Espectro de massas de (A) AXE e (B) controle contra a fragdo DMSO para o ion de

m/z 611. Referente ao cromatograma da Figura 6.
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Figura 15. Espectro de massas de (A) AXE e (B) controle contra a fragdo DMSO para o pico m/z 738.
Referente ao cromatograma da Figura 6.

Para a aGlu, como ndo houve atividade quantificavel contra substratos poliméricos pelo
método colorimétrico para acidos urénicos, optamos por utilizar substrato sintético de mistura
de acidos urénicos, onde a atividade observada foi consideravelmente baixa em comparacao
com as demais enzimas, mas, assim como para AXE, a atividade da enzima foi observada nos
experimentos de espectrometria de massas, como mostra o0 exemplo do cromatograma HILIC-
MS selecionado para o pico de m/z 622 — referente a estrutura contendo 3 pentoses com
ramificagdo de metil glucurdnico — para a enzima GH10 sozinha e GH10 junto da aGlu contra
a fracdo NaOH (Figura 16) e os respectivos espectro de massas, com as estruturas contendo
ramificacdo de metil glucuronato destacadas (Figura 17). Demais caracteristicas da acdo desta

enzima contra os substratos estudados serdo discutidas com detalhes na sesséo 4.3.2.
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Figura 16. Cromatogramas HILIC-MS da fracdo NaOH selecionados para ion de estrutura metil
glucuronada de m/z 622 comparando as intensidades da amostras com GH10 e GH10+ aGlu.
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Figura 17. Espectro de massas de (A) GH10+ aGlu e (B) GH10 contra a fragdo NaOH para o ion de

m/z 622. Referente ao cromatograma da Figura 10.
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4.2 Extracdo da fracdo xilana de cana de agicar com DMSO

O rendimento da obtencéo da fragdo DMSO, ou fracdo arabinoxilana, foi em torno de
6% — 0 que € esperado, ja que € uma pequena fracdo da composicdo total da planta. O processo
de extracdo leva tempo e grande volume de solventes — especialmente etanol — além de gerar
quantidade elevada de residuo quimico, como o grande volume de etanol com DMSO e o
filtrado e lavagens do tratamento com clorito de sodio. A Figura 18 mostra um fluxograma com
fotos das principais etapas da extracéo.

Analise de composicao de acUcares feita no Instituto de Biociéncias da USP de S&o
Paulo pela Dra. Adriana Grandis, mostrou que o extraido € composto principalmente por xilose,
seguido de arabinose e um pouco de glicose — sugerindo que realmente foi obtido uma fragéo
enriquecida de arabinoxilano, com quantidades muito pequenas de glicose e galactose ainda
presentes. A Tabela 4 resume os valores relativos para a composi¢do de agucares da fracdo
DMSO extraida.

Para comparacdo, a mesma analise de composicdo de agUcares foi realizada para 0s
demais substratos, e os valores sdo resumidos no grafico da Figura 19, mostrando que a
composicdo de monossacarideos das fracbes é muito semelhante, apesar de a fracdo DMSO
apresentar contetdo relativo maior de xilose, com razéo xilose/arabinose de 13,0 enquanto as
fracdes NaOH e pos clorito mostraram valores de 7,9 e 6,9, respectivamente. Isso pode indicar
que a extracdo com DMSO foi mais eficiente em obter um arabinoxilano mais puro em relagédo
a compostos que ndo sao acgucares e menos ramificado — inclusive em relacdo a presenca de

arabinoses.



RESULTADOS

Biomassa de cana SP32-3280
Moida e peneirada a 20 mesh

Soélido obtido apds extragdo
com NaClO,

Extragdo em sistema Soxhlet
com agua e etanol 80%

Solido obtido apos lavagem

‘ o Precipitacao da fragao xilana
com etanol e éter etilico do

com etanol e HCI a partir do Filtrado a 6sextra ~
. ¢d0 com
precipitado filtrado filtrado pos DMSO MSO

Figura 18. Fluxograma da extracao da fragdo DMSO com fotos das principais etapas

Tabela 4. Composicao relativa de monossacarideos da fragdo DMSO extraida

. Composicéo
Pgliesls Relatri)va E%)
Xilose 88,51 + 0,23
Arabinose 6,81 + 0,06
Glicose 3,21+0,21

Galactose 0,61 +£0,03
Ramnose 0,35+ 0,02
Fucose 0,31 £0,02
Manose 0,21 +0,02
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Figura 19. Grafico da composicao de agucares das fragdes DMSO, pos clorito e NaOH, em
miligramas de monossacarideo por grama de material. Todos os ensaios foram realizados pela Dra.
Adriana Grandis, do Instituto de Biociéncias USP/SP.
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4.3 Tratamento enzimatico e andlise dos produtos de hidrélise

4.3.1 Avaliacéo inicial de composic¢éo da fragdo DMSO

Ensaio de avaliacdo inicial da composicdo com as enzimas Xilanase GH10 e GH11
contra o substrato extraido fragdo DMSO apontou para a presenca principalmente de porcoes
acetiladas, além de grupos metil glucurdnico e estruturas contendo ambas as ramificaces
(Figuras S1 a S4). Néo foi encontrado nenhum pico de razdo massa-carga que indicasse
presenca de estruturas ramificadas com compostos fendlicos, como grupos ferulato, cumarato
ou sinapil. Desta forma, foi decidido ndo utilizar a enzima FAE (feruloil esterase) no grupo de
combinacBes de enzimas, evitando gasto desnecessario de substrato, reagentes e tempo de
equipamento para analise das amostras. Para efeito de compara¢do, 0 mesmo conjunto de
enzimas foi utilizado em todos os trés substratos estudados, além disso, pelo tratamento quimico

de deslignificacdo que todos passaram, ndo seria esperado a presenca destes fendlicos.
4.3.2 Combinagdes enzimaticas contra os diferentes substratos

4.3.2.1 AguUcares redutores

O ensaio de acgucares redutores mostrou que as arabinoxilanas extraidas de diferentes
formas apresentam comportamento bem diferente frente as combinacGes de enzimas
(Figura 20). Foi realizada analise de componentes principais (PCA) das concentracdes médias
obtidas para cada amostra tendo como variaveis os métodos (DNS e NS) e a presenca ou nao
de xilanase GH11 e agrupando as amostras de acordo com a presenca de xilanase GH10 e fracdo
— grupos que foram escolhidos para melhor mostrar, com esquema de cores, a localizacdo das
amostras de cada substrato e a influéncia da presenca da GH10. Essa escolha ndo influenciou a
analise realizada nem a localizagdo dos pontos, sendo apenas para efeito de visualiza¢do. O
gréfico PCA dos componentes 1 e 2 (Figura 21), mostra separacdo dos grupos e reflete o
comportamento das enzimas frente ao substrato resumindo o observado no grafico da Figura
20, com leituras maiores por DNS contribuindo negativamente para PC1 e positivamente para
PC2 e por NS contribuindo negativamente para ambos, como mostrado na Figura 22A. Dessa
forma, o grupo DMSO com GH10 (azul claro) se destacou no segundo quadrante devido as
altas leituras obtidas por DNS e leituras mais baixas com NS, enquanto a fragdo NaOH com
presenca de xilanase 10 (azul escuro) obteve leituras mais préximas em para ambos os métodos,
posicionando o grupo no terceiro quadrante do grafico. O grupo da fragio DMSO (amarelo)
mostrou menor concentracdo de acUcares liberados na auséncia da GH11 e por isso foi

deslocado para o centro dos quadrantes superiores. A fragdo NaOH foi pouco acessivel para



RESULTADOS

liberacdo de acUcares na auséncia da xilanase 10 (verde), e a fragdo pos clorito teve no geral
pouca liberacdo de acUcares, diferindo pouco com a presenca da GH10 (rosa) e praticamente
nada com apenas GH11 como xilanase (vermelho), cujo grupo ficou bastante concentrado.

Levando em consideracdo que o método com DNS apresenta resposta de intensidade
maior com o aumento do grau de polimerizacdo da cadeia, enquanto o0 método de Nelson-
Somogyi mantém resposta semelhante (MCCLEARY; MCGEOUGH, 2015), pode-se dizer que
a fracdo DMSO teve mais produtos de hidrolise com cadeias maiores do que a fracdo NaOH e
pos clorito, em especial na presenca de xilanase 10, j& que para este as concentracdes medidas
por DNS foram significantemente maiores do que as medidas com SN (chegando a mais de 5x
a diferenca entre concentracdo obtida com DNS em relagcdo a com NS para DMSO). As leituras
sem xilanases de AXE e aGlu ndo s&o consideradas nessa comparagédo, pois foram muito baixas
para ambos 0s métodos, uma vez que quantificam a liberacdo de terminais redutores e estas
enzimas ndo possuem mecanismo de clivagem de ligagdes que resultem em novos terminais
redutores.

O fato de a xilanase GH11 sozinha apresentar atividade muito baixa nas fracbes pos
clorito e NaOH indica que estes substratos devem apresentar estrutura com mais ramificacdes,
impedindo o acesso da enzima, enquanto a fracdo DMSO provavelmente contém regiGes com

menos ramificacdes e que puderam ser substrato para a GH11.
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Figura 20. Graficos de agUcares redutores totais de cada combinacéo enzimatica para os substratos
fragdo DMSO, fragdo pos clorito e fragdo NaOH. “+” indica presenga da enzima indicada.
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Figura 21. Grafico PCA para os dois primeiros componentes principais das leituras de agucares
redutores pelos métodos DNS e NS com e sem a presenca de xilanase GH11 das combinages
enzimaticas contra os 3 diferentes substratos. Para melhor observacgdo, a legenda ao lado indica
algumas caracteristicas das amostras, mostrando que a separacéo de grupos foi fortemente influenciada
pelo tipo de substrato e presenca ou nao de xilanase GH10. Versdo interativa disponivel em
http://rpubs.com/CarolVictal G/887673 - este link permite observar 0 nome de cada amostra.
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Figura 22. Contribuicdo das variaveis para cada componente principal (A) e scree plot com a
contribuicdo para explicacdo da variancia de cada dimenséo (B)
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4.3.22 HILIC-MS

A andlise de espectrometria de massas complementou o que foi primeiramente
observado com a quantificacdo de acgucares redutores, oferecendo detalhes, como estruturas
recalcitrantes para o conjunto de enzimas utilizado e perfil dos oligossacarideos liberados para
cada substrato estudado. Cromatogramas e 0s espectros dos principais picos para a amostra
controle (tratada apenas com xilanase GH11) dos trés substratos sdo mostrados nas Figuras 23
a 26, ja indicando como as fracfes obtidas por diferentes extracbes mostram composicdes
distintas e como a enzima xilanase se comporta de maneira diferente em cada uma. A fracédo
extraida com DMSO apresentou maior variedade de estruturas, com picos acetilados, com metil
glucurénico e ambas as ramificacdes, além de certa quantidade dos oligossacarideos com grau
de polimerizacdo 2, os menores que podem ser obtidos com esse conjunto enzimatico. Na fracédo
pos clorito, observou-se principalmente picos acetilados, destacando o alto grau de acetilacdo
— até 4 grupos acetil para oligossacarideos de 6 ou 7 pentoses. E a fragdo NaOH, que ndo
apresentou picos acetilados, mas um conjunto de cadeias de pentoses com diferentes graus de
polimerizacdo — sendo mais abundantes com 3 a 6 pentoses — e ramificagdes de grupos metil
glucurdnico.

Devido ao grande volume de dados gerados pelos espectros de todas as amostras, 0S
resultados sdo mostrados através de analises estatisticas com ferramentas da quimiometria e

metaboldmica para cada substrato ensaiado, facilitando assim a visualizagéo e interpretacdo dos

resultados.
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Figura 23. Cromatogramas das amostras controle para cada substrato, mostrando de forma geral como
0s cromatogramas sairam e a composicao de xilooligossacarideos observada nesta condi¢do de
tratamento comum a todas as amostras das combinagdes. As amostras “controle” foram tratadas
apenas com xilanase GH11. Os picos com tempo de retencdo destacados sdo 0s que concentraram
mais informacdo sobre as estruturas de interesse nos espectros.
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Figura 24. Espectros nas janelas de tempo de retengao mais importantes para a amostra controle do
substrato DMSO. lons identificados foram nomeados, considerando adutos de sédio ou amonio.
Pent = pentose, Ac = acetilacdo, MG = metil glucurénico.
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Figura 25. Espectros nas janelas de tempo de retengdo mais importantes para a amostra controle do
substrato pos clorito. lons identificados foram nomeados, considerando adutos de s6dio ou amonio.
Pent = pentose, Ac = acetilacdo, MG = metil glucurénico.
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Figura 26. Espectros nas janelas de tempo de retencao mais importantes para a amostra controle do
substrato NaOH. lons identificados foram nomeados, considerando adutos de s6dio ou amonio.
Pent = pentose, Ac = acetilacdo, MG = metil glucurénico.



RESULTADOS I

+
=
z
+
8.13 min k; £
Controle NaOH 344 (8.079) Cm (339:364) E + =3 1: Scan ES+
+ -t
100 + ¥ = 8285 9.89e6
= +_ g z
= - o +
z = = Q
- 4 6963 = +
g bt = = ¥
& g £ z 5
B 279.0 - & ) e =
3 432.2 B 829.5 =
624 754.3 £ z
208.1 & ]
hgga,_a 4252 522.6 546.4 960.6 5
2242 311.3 494.7 6784 &
628.3 - 858.4 9325
0 L [ NIRRT R | l N Ll b, 8o i | l 0927 miz
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
8.93 min
Controle NaOH 377 (8.856) Cm (374:405) 1: Scan ES+
100 9.89¢6
-
+ e p- + = =
g t? h :v + '-'E" E % =
T o g z = 2 o = + T z
- $ z + -} , = ¥ = <] +_ -
< z T < z g z ) = = = =
= 2790 s 2 w = : g Z b= Z (S Z =5
‘ = Z H 2 £ Z i£ g B H T £
437.3 = & g 54 o = s 2 & ] 4
2080 |agoo 564.4 = & & & & £ & 11506 i =
“3333 4947 5228 6953 7544 moes 8865 g 10185 4927 ) £ 12828
250.0 3913 { g i l 628.4 67851 - : : 12247
o bt il b (e Lodoidl oS It L " ! b L L L L L miz
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Continuacéo Figura 26



RESULTADOS

4.3.2.2.1 Fragdo DMSO

O gréfico de PCA da anélise metabolémica dos dados de HILIC-MS (Figura 27)
mostrou separacao entre as amostras com GH10 e depois as com AXE. aGlu se diferenciou
levemente de ARA e do controle na presenca de GH10, mas na auséncia desta ou acompanhada
de AXE ndo houve diferenca significante, assim, no gréafico, o grupo superior contém as
amostras com GH10 e sem AXE, e abaixo uma leve separacdo entre o grupo de amostras
GH10+AXE mais a direita e o grupo contendo AXE sem GH10 mais abaixo. Essa separagéo é
mais detalhada no dendrograma (material suplementar Figura S4)

O Heatmap das amostras contra os picos identificados (Figura 28) mostra o perfil geral
do substrato e os boxplots (Figuras 29 a 31) resumem as intensidades dos picos em cada
combinacdo. Amostras tratadas com GH10 produziram mais picos com grau de polimerizacao
menores (Figura 29) e os com maior quantidade de ramificacdes por pentose, quando néao
tratado com enzimas acessorias. Nota-se que a presenca da xilanase 10 foi essencial para a agdo
da aGlu, sendo que esta s6 foi capaz de remover os grupos metil glucurénicos (MG) de
estruturas com menos de 4 pentoses (Pent). A presenca de acetilaces (Ac) junto ao grupo metil
glucurdnico afeta a acdo tanto da esterase quanto da glucuronidase, ja que ambas as enzimas
ndo podem atuar em estruturas contendo as duas ramificagdes (Pent4AcMG e Pent3AcMG, na
Figura 30), como ja descrito em (BIELY; SINGH; PUCHART, 2016), fazendo dessas, por¢des
recalcitrantes neste substrato para o conjunto de enzimas. Nota-se que quando se tem duas
acetilacdes junto ao metil glucurénico ou acetilacdo junto ao acido glucurénico (Glc), como em
PentAc2MG e PentAcGlc, respectivamente, as combina¢des GH10+AXE e GH10+AXE+ aGlu
parecem surtir efeito e se supde que a acetil xilano esterase consegue retirar essas acetilagdes
por estarem mais distantes do grupo urdnico ou pelo grupo glucurdnico ndo metilado oferecer
menor impedimento para a remoc¢ao da acetilacao.

A acdo da AXE é comprovada pela auséncia da maior parte dos grupos acetil na
presenca desta enzima, como mostrado na Figura 31, em que apenas a estrutura Pent3Ac3

permaneceu recalcitrante.
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Figura 27. Grafico de analise de componentes principais dos dados HILIC-MS para as combinag6es
enzimaticas contra fragdo DMSO. Plotagem gerada no software MetaboAnalyst.
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Figura 30. Boxplot dos ions de pentoses ramificadas com acido metil glucurénico e glucurdnico na
fracdo DMSO, com ou sem acetilagdes. Mostra que a presenca de acetilagdes ou grupos grandes
impedem agdo da glucuronidase. Intensidade dos ions no eixo das ordenadas.
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Figura 31. Boxplot dos ions de pentoses ramificadas com acetilagbes na fragdo DMSO, mostrando
acdo da enzima acetil xilano esterase. Intensidade dos ions no eixo das ordenadas.
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4.3.2.2.2 Fragao pos clorito

Semelhante a fracdo DMSO, a fracdo pds clorito mostrou separagdo entre grupos de
amostras contendo ou ndo GH10 e grupos com ou sem AXE, mas a presenca de ARA e aGlu
ndo mostrou efeito significativo para diferenciar entre as amostras. Os agrupamentos podem ser
visualizados pelo dendrograma no material suplementar (Figura S5) e pelo grafico de analise
de componentes principais na Figura 32, com um grupo inferior contendo GH10, GH10+ARA,
GH10+ oGlu e GHI0+ARA+ oGlu, um grupo logo acima com GH10+AXE,
GH10+AXE+ARA, GH10+AXE+ aGlu, GH10+AXE+ARA+ aGlu e o controle; um terceiro
grupo mais acima consistindo em ARA, aGlu e ARA+ aGlu e o grupo mais superior com as
demais amostras contendo AXE.

Para a fracdo pos clorito, os grupos se destacaram de forma mais clara do que para a
fracdo DMSO, e esse destaque, principalmente na atividade da acetil xilano esterase, da GH10
e do conjunto delas, pdde ser visto no heatmap das amostras contra os ions identificados
(Figura 33) e nos boxplots da Figura 34 com estruturas contendo acetilagcbes ausentes nas
amostras contendo AXE, e as estruturas menores e acetiladas que aparecem na presenca de
GH10 e também tém os grupos acetil removidos na presenca conjunta de AXE. As unicas
excecoes foram Pent3Ac e Pent3Ac3, onde ndo se observou menor intensidade na presenca da
esterase.

A a¢do da aGlu ndo pbde ser observada (Figura 35), uma vez que as Unicas estruturas
com grupos metil glucurdnico encontradas foram as recalcitrantes acetiladas (Pent3AcMG,
Pent4AcMG e Pent4Ac2MG). Ainda assim, foi observado melhor obtencéo de oligossacarideos
de cadeia menor e ndo ramificados — como Pent2 — com as combina¢des mais completas de

enzimas (Figura 36).
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Figura 32. Grafico de analise de componentes principais dos dados HILIC-MS para as combinacGes
enzimaticas contra fragdo pés clorito. Plotagem gerada no software MetaboAnalyst.
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Figura 33. Heatmap dos dados HILIC-MS para as combinacgdes enzimaticas contra fracao pds clorito.
Agrupado pelas médias das triplicatas de cada combinagdo. Plotagem gerada no software
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anotados com incerteza sobre estrutura.
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Figura 35. Boxplot dos ions de pentoses ramificadas com &cido metil glucurénico e glucurdnico na
fracdo pos clorito. Mostra que a presenca de acetilagdes ou grupos grandes impedem acéo da
glucuronidase. Intensidade dos ions no eixo das ordenadas.
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Figura 36. Boxplot dos ions de pentoses ndo decoradas na fracdo pos clorito, mostrando que a
atividade da xilanase 10 favorece a hidrolise em estruturas menores, assim como a adigao das demais
enzimas acessorias em conjunto. Intensidade dos ions no eixo das ordenadas.
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4.3.2.2.3 Fragdo NaOH

Devido ao tratamento quimico extremamente alcalino feito para obter esta fragdo, que
remove todas as ramificacdes ligadas por ligacbes éster, como acetilagbes e compostos
fenolicos, ndo houve deteccdo da atividade acetil xilana esterase para este substrato e, por isso,
a separacdo das amostras em grupos ocorreu de forma diferente comparada as fracGes
anteriores, ndo havendo a contribuicdo da presenca da enzima AXE. Além da importancia da
atividade xilanolitica da GH10, responsavel pela primeira separacdo de grupos de mostras, a
atividade a-glucuronidase foi o segundo fator mais importante para diferenciacdo pelos
produtos de hidrélise detectados. O PCA (Figura 37) mostra 0 grupo superior composto por
GH10, GH10+AXE, GH10+ARA e GH10+AXE+ARA, o grupo inferior direito contendo
amostras das combinacdes GHI10+aGlu, GHI10+ARA+ oGlu, GHIO+AXE+ aGlu e
GHI0+AXE+ARA+ aGlu e no canto inferior esquerdo o controle levemente deslocado de
AXE, ARA e AXE+ARA e acima de AXE+ oGlu, ARA+ aGlu e AXE+ARA+ aGlu e, um
pouco mais a esquerda, as amostras contendo apenas aGlu. O dendrograma da Figura S6 do
material suplementar mostra a separacao de cada amostra de forma mais detalhada.

Esses grupamentos sdo explicados pelo heatmap (Figura 38), com amostras contendo
GH10+0aGlu nao apresentarem ions com ramificacdo metil glucurénico (MG) ou glucurdnico
(Glc), criando clara diferenga com as amostras contendo GH10 mas ausentes de aGlu (também
observado nos boxplots da figura 39), enquanto que as amostras com aGlu sem GH10 nao foram
tdo eficientes em remover essas ramificacGes dos oligossacarideos de cadeia maior (pent4dMG
e PentSMG), comprovando que a a-glucuronidase GH67 aqui estudada atua melhor nas cadeias
ramificadas mais curtas. As poucas acetilagcdes encontradas foram junto de grupos glucurénico
ou na estrutura Pent3Ac3 e ndo puderam ser removidas, sendo PentAcGlc também recalcitrante
na presenca da glucuronidase (Figura 39)

A fracdo NaOH também se destaca das demais pela menor faixa de tamanho das cadeias,
estruturas indo de 1 a 6 pentoses (com ou sem ramificagdes) — fato que explica a menor
diferenca entre medidas de agUcares redutores — e auséncia das acetilacdes, exceto pelas
provaveis estruturas PentAcGlc, PentAc2Glc2 e Pent3Ac3, que ndo foram totalmente
recalcitrantes. Assim, este substrato foi 0 que mostrou estruturas mais acessiveis para 0
conjunto de enzimas utilizado, obtendo mais dos xilooligossacarideos menores e néo
ramificados (Pent3 e Pent2) quando utilizado as combinag¢fes mais completas de enzimas
(Figura 40).
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Figura 37. Grafico de anélise de componentes principais dos dados HILIC-MS para as combinag6es
enzimaticas contra fragdo NaOH. Plotagem gerada no software MetaboAnalyst.
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Figura 38. Heatmap dos dados HILIC-MS para as combinac¢des enzimaticas contra fragao pés clorito.
Agrupado pelas médias das triplicatas de cada combinag&o. Plotagem gerada no software
MetaboAnalyst. Pent = pentose, Hex = hexose, Ac = acetato, MG = &cido metil glucurénico, Glc =
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Figura 39. Boxplot dos ions de pentoses ramificadas com &cido metil glucurénico e glucurénico na
fracdo NaOH e as trés estruturas provavelmente acetiladas encontradas — PentAc2Glc2, PentAcGlc e
Pent3Ac3. Mostra que houve agdo glucuronidase tanto contra grupos glucurdnico e metil glucurénico

e provavel remocdo de um dos grupos glucurénico em PentAc2Glc2, sendo melhor na presenca de
GH10 e nas cadeias curtas. Intensidade dos ions no eixo das ordenadas.
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Figura 40. Boxplot dos ions de pentoses sem decoragdes na fragdo NaOH, mostrando que a atividade
da xilanase 10 favorece a hidrdlise em estruturas menores, assim como a adicdo das demais enzimas
acessorias em conjunto. Intensidade dos ions no eixo das ordenadas.
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As enzimas foram expressas e purificadas de forma simples, ndo havendo formacéo de
corpos de inclusdo, precipitacdes nem a necessidade de realizacdo de outras etapas para re-
enovelamento ou purificacdes além da afinidade por niquel. Todas as enzimas apresentaram-se
ativas nas condigdes experimentais, inclusive a acetil xilano esterase, que teve sua atividade
comprovada nos ensaios de espectrometria de massas, sendo capaz de remover de forma eficaz
as acetilacdes.

As fragdes extraidas de diferentes formas do bagaco de cana de aglUcar sdo compostas
principalmente de xiloses e arabinoses, com quantidade infima de glicose presente, indicando
que as extracdes foram assertivas na obtencdo de fracGes arabinoxilanas e ndo houve
contaminacdo de outras estruturas. Além disso, mostraram comportamentos distintos quando
tratados com os mesmos conjuntos de enzimas xilanoliticas, mesmo apresentando composi¢do
de monossacarideos muito semelhantes, o que indica que a organizacdo e disponibilidade das
estruturas é modificada, evidenciando a importancia do pré-tratamento escolhido para posterior
aplicacdo de coquetéis enzimaticos.

A fracgdo pos clorito, contendo ainda ligagdes entre celulose e hemicelulose, foi a mais
recalcitrante, sendo a acdo das enzimas limitada as poucas porg¢des que provavelmente foram
expostas e ganhando destaque pela grande quantidade de acetilacGes, que certamente
contribuiram para a dificuldade na hidrolise mais completa e baixa leitura de agucares redutores,
em especial com a xilanase 11, que foi praticamente inativa neste substrato.

A fracdo DMSO, apesar de mais acessivel as enzimas — principalmente & aGlu — e
conter a maior composic¢do de xilose, mostrou ainda algumas estruturas recalcitrantes para o
conjunto de enzimas escolhido, além de apresentar mais oligossacarideos com grau de
polimerizagcdo maior (GP>5) do que as demais fragcOes e ainda conter muitas acetilagfes, que
impedem a acdo completa da glucuronidase e, por consequéncia, dificultam a obtencdo de
xilooligossacarideos de cadeia curta e ndo ramificados. Apesar de sua obtencdo ser semelhante
a da fracdo pos clorito, a etapa de extracdo com DMSO e posterior precipitacdo em etanol
certamente selecionou estruturas diferentes, removendo mais as ligagbes com celulose e
mantendo provavelmente cadeias longas de xilano com algumas porc¢des mais ramificadas que
outras — em especial acetilacbes. Essa provavel caracteristica diversificada resultou em certa
dificuldade na interpretacdo dos produtos de hidrélise obtidos, principalmente pelo fato de ndo
ter sido possivel observar um aumento claro na produgdo de xilooligossacarideos menores e

nédo decorados com o conjunto mais completo de enzimas, como ocorreu nas demais fragdes.
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A fracdo mais acessivel foi a que recebeu tratamento alcalino — NaOH — resultando em
um arabinoxilano sem acetilagbes, com composi¢cdo mais homogénea, cadeias de xilano
menores e poucas estruturas recalcitrantes. Com este substrato, foi possivel verificar a acdo da
enzima glucuronidase de forma mais clara e observou-se a melhor obtencéo de estruturas mais
simples e maior leitura de agUcares redutores com o uso das combinagdes contendo as xilanases,
em especial a GH10, junto de ARA e aGlu. Sendo assim, o pré-tratamento alcalino seria 0 mais
indicado para obtencdo de XOS de cadeia curta e ndo ramificados.

Quanto a acdo das enzimas, a acetil xilano esterase se destacou por ser eficaz nos dois
arabinoxilanos acetilados, sendo de grande importancia na hidrélise completa e impedida
apenas por algumas estruturas recalcitrantes contendo grupos metil glucurénico ou glucurdnico
ou com muitas acetilacdes, como em Pent3Ac3. A a- glucuronidase GH67, apesar de ser capaz
de remover ramificacdes de acidos glucurdnico e metil glucurénico, € muito mais sensivel a
estrutura, como localizacdo da ramificagdo na cadeia principal, tamanho da cadeia e grupos
vizinhos, sendo altamente dependente do auxilio da atividade da xilanase 10, grande
responsavel pela obtencdo dos produtos de hidrélise mais completa. A arabinofuranosidase
mostrou ser cooperativa em algumas combina¢Ges com AXE e oGlu, provavelmente por
eliminar impedimentos estruturais causados pela ramificacdo de arabinose, mas, como 0s
substratos continham baixos teores deste monossacarideo, ndo se pode concluir muito sobre sua
acao.

Entre as xilanases, a GH10 foi de grande importancia para obter melhor hidrolise,
atuando em cooperagdo com as enzimas acessorias e até mesmo com a GH11, sendo capaz de
hidrolisar em regides mais decoradas e recalcitrantes. Além disso, as atividades das xilanases
foram um grande guia para compreender a estrutura e organizagao dos substratos estudados,
com atividade GH10 maior indicando regies contendo mais ramificacdes e melhor atividade
GH11 apontando para a presenca de cadeias longas de xilose com poucas decoracfes e/ou
ligacGes cruzadas, o que permitiu concluir que a fracdo DMSO deve conter por¢des de xilano
pouco ramificado, onde a xilanase 11 foi mais ativa, com produtos de hidrolise mais longos; e
outra por¢do mais recalcitrante e ramificada, onde a GH10 atuou melhor, produzindo XOS
substrato para AXE e aGlu.

De forma geral, as melhores combinagdes enzimaticas continham as xilanases —
principalmente GH10, com AXE e/ou aGlu, dependendo de substrato conter ou néo acetilagdes.
Apesar de ndo haver evidéncia de atividade sinérgica entre as enzimas utilizadas, houve sim

clara cooperacgdo, com a xilanase 10 sendo essencial para agdo mais eficaz das demais enzimas.



RESULTADOS CARACTERIZAGCAO FERULOIL ESTERASE

6 RESULTADOS CARACTERIZACAO FERULOIL ESTERASE

6.1 Caracterizagdo bioquimica e biofisica da enzima feruloil esterase de

Thermobacillus xylanilyticus

A enzima feruloil esterase (FAE) de Thermobacillus xylanilyticus apresentou atividade
especifica de 29,20 + 2,90 U-mg™?, Km de 0,09 + 0,02 mM e eficiéncia catalitica (Kca/Knm) de
393,70 + 9,80 stmM? contra o substrato sintético etil ferulato. O valor da constante de
Michaelis-Menten (Kwm) para o etil ferulato, foi comparével com os valores descritos na
literatura para os substratos sintéticos metil ferulato, metil sinapinato, metil p-coumarato e pNP
acetato, e eficiéncia catalitica 2, 3, 44 e 3x, respectivamente. A atividade especifica em etil
ferulato foi comparavel a descrita para metil ferulato e 5, 15, 8 e 8x maior em comparag¢éo com
0s respectivos substratos citados anteriormente (RAKOTOARIVONINA et al.,, 2011),

conforme resumido na tabela 5.

Tabela 5. Dados comparativos de atividade da enzima Feruloil esterase contra diversos substratos

sintéticos
Keal Km Aitividade Especifica

Substrato Kua (mM) (stmM™) (U-mg* proteina)
Metil ferulato * 0,11+0,02 130,84 9,80 25,41 £ 0,41
Metil sinapinato * 0,10+£0,01 198,05+ 10,22 6,32 £ 0,36
Metil p-coumarato * 1,28 £ 0,06 9,03+1,62 1,87 £ 0,05
pNP-acetato * 121+0,12 122,41 +13,14 3,87 £ 0,27
Etil ferulato 0,09+0,02 393,70%9,80 29,20 £ 2,90

* Dados de (RAKOTOARIVONINA et al., 2011)

Neste substrato, a enzima apresentou pH e temperatura 6timos de 7,4 e 60 °C,
respectivamente, mantendo mais de 50% de atividade na faixa de pH entre 6,0 e 8,0 e
temperaturas na faixa de 40 a 60 °C (Figura 41B e C). Quando exposta a temperaturas acima
de 50 °C, a enzima perdeu rapidamente atividade, mas abaixo disso, apresentou-se bem estavel,
mantendo mais de 60% de sua atividade ap0s incubacdo por 16h a 45 °C e 30h a 40 e 35 °C
(Figura 41D), além de ter retido mais de 70% de atividade apds 14 dias exposta a temperatura

ambiente em bancada (Figura 41E).
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Figura 41. Caracterizagdo bioquimica a enzima FAE contra etil ferulato. O efeito da concentragéo de
etil ferulato na catalise segue a cinética de Michaelis-Menten (0 melhor ajuste para a equagéo de
Michaelis-Menten € mostrado pela linha vermelha) (A). Determinacao da pH (B) e temperatura (C)
6timos. Ensaio de termo estabilidade (D) e estabilidade de bancada (E).
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A baixa estabilidade em temperaturas acima de 50 °C, mas temperatura 6tima a 60 °C
pode ser explicada pela desnaturacéo a 54 °C em solucdo aquosa, mas aumento da estabilidade
estrutural na presenca do tampdo e substrato, com Tm de 60 e 63 °C, respectivamente
(Figura 42 A e B e Tabela 6), indicando que houve a desnaturacao na incubacdo para 0s ensaios
de estabilidade, pois nestes a enzima estava apenas suspensa em agua, enquanto que nas reacoes
de temperatura étima, a enzima estava ja na presenca do substrato e tampdo de reacdo, que
conferiram estabilidade estrutural.

O espectro de dicroismo circular da proteina (Figura 42C) mostrou estrutura secundaria
organizada e o diagnostico dado pelo software DichroWeb mostrou presenca principalmente de
hélices a e estruturas desordenadas (30,3% para ambas), seguido de folhas B (22,1%) e voltas
(17,5%), condizendo com a estrutura secundaria predita pelo SwissModel (Figura 43), que
mostrou modelo contendo algumas folhas [ centrais, rodeadas por hélices o e, mais

externamente, estruturas desordenadas com pouca confianga de localizag&o.
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(vermelho) e (B) picos de calorimetria diferencial de varredura (DSC) para a enzima FAE em &gua
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Perfil de espectroscopia CD da enzima FAE

emaguaa 25 °C (C)

Tabela 6. Parametros termodinadmicos obtidos da analise dos dados de espectroscopia de dicroismo
circular e caloria diferencial de varredura

Espectroscopia CD DSC
Concentracao de Concentracdo de
Tm (°C Tm (°C -mol™®

enzima (mg-mL'l) C) enzima (mg'mL'l) (°C)  AH (Keal-mol')
Est em 4gua 0,140 53,45+ 0,21 1.05 54,4 636,12
Est em tamp&o Mcllvine pH 7,4 0,157 59,40 + 0,26 1,05 59,8 208,33
Est com etil ferulato 20 mM em
tamp&o Mcllvine pH 7,4 ) ) 105 63,0 2134
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Figura 43. Modelo de estrutura com gradiente de confianca para enzima Feruloil Esterase de
Thermobacillus xylanilyticus. Modelo gerado pela plataforma SwissModel a partir da sequéncia
cadastrada no GenBank sob o codigo ADK73591.1.
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A enzima feruloil esterase de Thermobacillus xylanilyticus foi expressa em E. coli e
purificada por cromatografia de afinidade com sucesso, apresentando bom rendimento em
fracdo soltvel. O substrato sintético etil ferulato se mostrou bom substrato para a enzima,
apresentando eficiéncia catalitica melhor do que para os demais substratos sintéticos que ja
haviam sido testados na literatura. A enzima mostrou atividade em uma faixa de temperatura
que permite o trabalho em conjunto com demais enzimas de degradacdo da biomassa e até
mesmo com organismos vivos (como em fermentadores), ja que ainda mentem boa atividade
abaixo de 50°C. Sua estabilidade estrutural em temperaturas amenas (abaixo de 45° C) e
capacidade de manter atividade por mais de 6 meses quando estocada em geladeira (-4 °C) e
por 2 semanas em temperatura ambiente em bancada, facilitam seu manuseio e possibilitam
reducdo de gastos realizando estoques e eliminando a necessidade de se produzir quantidades
reduzidas para uso imediato.

Além disso, pelo que se sabe, foi realizado pela primeira vez a caracterizacdo biofisica
desta proteina, juntamente de caracterizacdo bioquimica mais completa. Esses dados foram
submetidos para publicacdo em colaboracdo com a Universidade de Manchester (artigo
anexado), onde mostramos também a possibilidade do uso desta enzima na obtencdo de acido
feralico a partir de oligossacarideos ramificados com &cido ferulico obtidos do farelo de trigo
sem amido, observando-se sua capacidade de acomodar substratos de estruturas diferentes —
podendo ser cadeias de xiloses com diferentes graus de polimerizacdo com apenas uma
arabinose a-1,3 ligada esterificada com &cido ferdlico ou ainda com dupla ramificacdo de

arabinose a-1,2/ a-1,3 ligadas.

A FAE também foi capaz de liberar acido ferdlico de substratos naturais complexos
obtidos do trigo, como arabinoxilano insoltvel, arabinoxilano tratado com acido e diretamente
da matriz de polimeros da parede celular de farelo de trigo, revelando ainda possivel sinergia
com xilanase GH11 para aumentar a producéo de acido feralico. Em substratos poliméricos
como bagaco de cana de agucar tratado com clorito de sédio e palha de trigo, a feruloil esterase
ndo apresentou atividade, o que pdde ser relacionado com o acesso restringido ou solubilidade
diminuida pelo contetdo elevado de lignina — 25 a 32% e 21%, respectivamente — comparado
a 3% no caso do farelo de trigo (LEQUART et al., 1999; ZENG et al., 2014).

Este conjunto de dados indica o potencial que esta enzima tem na aplicacao industrial
para obtencdo de &cido ferulico a partir de biomassa lignoceluldsica ou oligossacarideos

extraidos dela, e abre caminho para futuros estudos, uma vez que se trata de uma enzima de
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facil expresséo e bom rendimento em sistema E. coli, facilmente purificada por cromatografia
de afinidade, com estrutura estdvel e com atividade flexivel para substratos poliméricos e

oligoméricos com diferentes organizacdes estruturais.
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- As enzimas recombinantes a-glucuronidase, acetil xilano esterase, feruloil esterase e
xilanases GH10 e GH11 e arabinofuranosidase foram transformadas em E. coli, expressas e
purificadas, observando-se bandas puras nos géis SDS-PAGE.

- A fracdo xilana extraida por DMSO foi obtida, com rendimento de aproximadamente
6% e analises de composi¢do mostraram que tanto a fragdo extraida quanto as cedidas tiveram
composicédo de aglcares semelhante, sendo caracterizadas como arabinoxilanas. As fra¢des ndo
apresentaram conteudo de fendlicos, de modo que, para as combinacdes enzimaticas, a feruloil
esterase foi excluida.

- A metodologia analitica desenvolvida uniu anélises de acUcares redutores e HILIC-
MS e mostrou resultados interessantes quanto a composi¢cdo e acdo enzimatica nas fracdes
arabinoxilanas extraidas — destacando para a diferenca no perfil de produtos de hidrdlise obtidos
e acessibilidade enzimatica para cada pré-tratamento realizado — e a importancia, em todos 0s
casos, da presenca da xilanase GH10 para uma hidrélise mais completa, fornecendo substratos
para as enzimas acessorias, em especial para a a-glucuronidase.

- Os oligossacarideos liberados foram caracterizados de acordo com suas razdes
massa/carga e, apesar de ndo haver resolucdo suficiente para diferenciacdo entre tipos de
pentoses (xilose ou arabinose), os resultados obtidos foram suficientes para se obter conclusdes
sobre como cada enzima esta agindo nas fracdes extraidas por diferentes pré-tratamentos.

- O substrato que passou pelo tratamento mais brando (fragdo pos clorito), foi 0 mais
recalcitrante, com diversas ramificacfes e cujas estruturas ndo foram totalmente acessiveis as
enzimas. Algo semelhante ocorreu na fragdo DMSO, que continha diversas acetilagdes, com a
diferenca que neste substrato foram observados possiveis regides menos ramificadas. A fracao
NaOH, por fim, foi a que passou pelo pre-tratamento mais severo, removendo-se estruturas
éster-ligadas, e apresentou maior acessibilidade para o conjunto de enzimas utilizado,
apontando para a importancia das acetilacdes na recalcitrancia da biomassa.

- A xilanase GH10 foi essencial para uma melhor hidrdlise, sendo observado um efeito
de cooperacdo desta com as demais enzimas, em especial a a-glucuronidase. Apesar disso, ndo

houve efeito sinérgico ou mesmo de inibicéo.
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- A feruloil esterase, ndo sendo utilizada nos ensaios combinatérios, foi caracterizada
bioguimica e biofisicamente, apresentando propriedades interessantes para aplicacao industrial
em substratos que contenham contetdo fendlico, além de ter sido observado efeito de

estabilizacdo estrutural na presenca de seu substrato/produto.
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Figura S 4. Espectros anotados das amostras com xilanases GH11 e GH10 referentes aos picos
cromatograficos de aproximadamente 9,5 minutos (A) e 11,4 minutos (B). O controle ndo mostrou
picos para estes tempos de retenc¢do. Pent = pentose, Ac = grupo acetato, MG = grupo metil
glucurénico.
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Figura S 5. Dendrograma dos dados HILIC-MS para as combinagfes enzimaticas contra fragdo
DMSO. Foi utilizado o método de Spearman para célculo das distancias e o algoritmo de clustering de
Ward. Plotagem gerada no software MetaboAnalyst. Maiores distancias (eixo inferior) indicam grupos

com as maiores diferengas.
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Figura S 6. Dendrograma dos dados HILIC-MS para as combinac6es enzimaticas contra fracdo p6s
clorito. Foi utilizado o método de Spearman para calculo das distancias e o algoritmo de clustering de
Ward. Plotagem gerada no software MetaboAnalyst. Maiores distancias (eixo inferior) indicam grupos

com as maiores diferencgas.
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Figura S 7. Dendrograma dos dados HILIC-MS para as combinac6es enzimaticas contra fracdo
NaOH. Foi utilizado o0 método de Spearman para calculo das distancias e o algoritmo de clustering de
Ward. Plotagem gerada no software MetaboAnalyst. Maiores distancias (eixo inferior) indicam grupos

com as maiores diferencgas.



	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Biomassa lignocelulósica
	1.2 Degradação enzimática da biomassa lignocelulósica
	1.2.1 Endoxilanases
	1.2.2 α-Glucuronidases
	1.2.3 Arabinofuranosidases
	1.2.4 Acetil xilano esterases
	1.2.5 Feruloil esterases

	1.3 Técnicas de análise de polissacarídeos
	1.4 Quimiometria e análise metabolômica

	2 OBJETIVOS
	2
	2.1 Objetivos Gerais
	2.2 Objetivos específicos

	3 MATERIAL E MÉTODOS
	3
	3.1 Expressão e purificação das enzimas
	3.1.1 Transformação e expressão em E. coli
	3.1.2 Purificação por cromatografia de afinidade com metal
	3.1.3 Espectroscopia de dicroísmo circular
	3.1.4 Calorimetria diferencial de varredura
	3.1.5 Atividades enzimáticas
	3.1.5.1 Atividades específicas xilanase e arabinofuranosidase
	3.1.5.2 Atividade específica α-glucuronidase
	3.1.5.3 Caracterização bioquímica da feruloil esterase de Thermobacillus xylanilyticus contra etil ferulato


	3.2 Extração da fração xilana de cana-de-açúcar com DMSO
	3.3 Outras frações extraídas da cana de açúcar
	3.4 Análise de composição de monossacarídeos
	3.5 Tratamento enzimático das frações da cana de açúcar
	3.5.1 Avaliação inicial de composição da fração DMSO
	3.5.2 Ensaio de combinações enzimáticas

	3.6 Análise de produtos de hidrólise
	3.6.1 Açúcares redutores
	3.6.2 HILIC-MS

	3.7 Tratamento estatístico e análise metabolômica

	4 RESULTADOS
	4.1 Expressão e purificação das enzimas
	4.2 Extração da fração xilana de cana de açúcar com DMSO
	4.3 Tratamento enzimático e análise dos produtos de hidrólise
	4.3.1 Avaliação inicial de composição da fração DMSO
	4.3.2 Combinações enzimáticas contra os diferentes substratos
	4.3.2.1 Açúcares redutores
	4.3.2.2 HILIC-MS
	4.3.2.2.1 Fração DMSO
	4.3.2.2.2 Fração pós clorito
	4.3.2.2.3 Fração NaOH




	5 CONCLUSÃO ENSAIOS DE COMBINAÇÕES ENZIMÁTICAS CONTRA ARABINOXILANOS EXTRAÍDOS DA CANA DE AÇÚCAR
	6 RESULTADOS CARACTERIZAÇÃO FERULOIL ESTERASE
	6.1 Caracterização bioquímica e biofísica da enzima feruloil esterase de Thermobacillus xylanilyticus

	7 CONCLUSÃO CARACTERIZAÇÃO FERULOIL ESTERASE
	8 CONCLUSÃO GERAL
	9 REFERÊNCIAS
	10 Material Suplementar

