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Uma ensolarada manha de primavera. A chuva do dia anterior dava trégua a frageis
corpinhos de quatro anos, ainda mais judiados por repetidas doencas respiratorias.
Haviamos sofrido ensolacdo no passeio em visitagdo ao magestoso reino de Ludwig II.
A gripe foi inevitavel e remédios, apesar de doces, ndo escondiam a aspereza de uma

vida semi-enclausurada.

Os gémeos, se continuassem a recusar o apetitoso pedago de porco do almogo, teriam
que ser limitados a um domingo no sofa, porque a vontade de comer ndo vinha, mesmo

apos dias.
De repente, o avo. De repente, o Barrigao.

De sua energia sem igual, cujas fontes se encontram em verdades por nos
desconhecidas, palavras de entusiasmo e alegria, capazes de transformar nuvens pretas
em arco-iris, iniciaram um processo de conversido fazendo dos gémeos novas pessoas,
novas almas. Em meio a colchdes e travesseiros de nossa sala de estar-jantar, que a
noite se transformavam em camas no Unico quarto de dormir, trapezistas de circo se
apresentavam com seus saltos inéditos. Bailarinas, malabaristas, equilibristas e magicos,

em um elenco completo.

A cada rodopio, uma garfada. A cada volta da bicicleta, um sorriso. E a barriga ia se

enchendo. De seus rostos, antes abatidos e sem luz, via-se sorrisos.

Eram novas criancas. Era um novo dia. Nesse dia, o tdxi nos levou a um imenso
estacionamento de carros de coleg¢do, modelos antigos, que ndo mais existem. E em uma
tenda instalada no parque, sanfonas nos ofereceram musica, como se fOssemos os
unicos da platéia. Eu, tentando agora descrever como vivenciei a felicidade que brotou

naqueles dois garotinhos, posso somente emocionar-me.

Foi um dia eterno, daqueles em que milagres acontecem. Mas neste dia o milagre nao

aconteceu simplesmente. Ele se fez acontecer. Por palavras e gestos de amor verdadeiro.
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RESUMO

A endo-xilanase; cuja fung¢do ¢ romper ligagdes B-1,4-xilanosidicas de cadeias de
xilana, principal componente da hemicelulose de plantas; ¢ uma importante enzima
industrial. A partir da xilana nobres produtos podem ser obtidos, dentre eles os
xilooligossacarideos (XOS), cadeias curtas formadas por unidades de xilose (2 a 7
unidades). Os XOS sdo reconhecidos por trazerem beneficios a saude e sdo
considerados ingredientes prebioticos. A obtencdo de XOS se da pela hidrdlise da
xilana, 4cida ou enzimatica. O processo enzimatico ¢ mais adequado sob ponto de vista
ambiental e pela melhor qualidade do produto gerado.

Neste trabalho, cujo objetivo foi obter XOS hidrolisados a partir de material
lignoceluldsico com uso de endo-xilanase imobilizada, foram utilizadas biomassa de po
de serra de madeira de faia (madeira dura) e de bagaco de cana de agticar. Estudou-se os
pré-tratamentos hidrotérmico com uso de micro-ondas, organossolve-etanol sem
catalisador e extracdo alcalina com NaOH. Com os processos organossolve realizados
em bagaco de cana de aglicar ¢ em biomassa de faia pode-se recuperar, na forma de
xilana soluvel, 43% e 45% das matérias primas, respectivamente, quando se aplicaram
as condi¢des de processo de 60 min, 50% de etanol (v/ v) e 170°C ou 180°C.
Semelhantemente eficiente, o tratamento de bagaco de cana de agcicar com NaOH 4% a
121°C por 60 min resultou em uma extragdo de 53%.

Ensaios de analise de trés xilanases comerciais ¢ uma xilanase sintetizada por B.subtilis
indicaram que a ultima, e as xilanases NOVOZYMES NS 50014 e NS 22036
produziram preferencialmente XOS e produziram xilose em concentragdes reduzidas.

Através da técnica por imobilizacdo multipontual, imobilizaram-se enzimas comerciais
NS 50014 e NS 22036 em agarose-glioxil 10 BCL e 6BCL, respectivamente. A
transformagdo quimica dessas proteinas através de reacdo de aminagdo com EDA;
introduzindo-se grupos amino adicionais nas xilanases; foi aplicada e com ela a
estabilidade térmica das enzimas foi possibilitada, apesar de ter causado perda de sua
atividade catalitica.

A xilanase NS 50014 aminada e imobilizada em agarose-glioxil atingiu um fator de
estabilidade de 40 vezes em relacdo a enzima soluvel diluida, com 1% de 30 horas a
70°C, enquanto que a NS 22036 120 vezes, com t'% de 24 horas na mesma temperatura.

Verificou-se, portanto, que ¢ possivel se produzir XOS a partir de xilana extraida de
materiais lignocelul6sicos com enzima imobilizada, pois a hidrélise de xilana de pd de
serra de faia tratado com processo organosolv foi hidrolisada pelo derivado de xilanase
NS 50014 e analogamente, o derivado da xilanase NS 22036 foi utilizado na hidrolise
de xilana de bagaco de cana de agucar extraido com tratamento alcalino. Em ambos os
casos, produziu-se XOS em grandes concentragdes e xilose em pouca quantidade.



SUMMARY

Endoxylanase, an important industrial enzyme, cleaves B-1,4-xylanosidic bounds in
xylan chains, main plant hemicellulose component. Xylan can be explored to produce
many products, among them xylo-oligosaccharides, XOS, made of xylose monomers (2
to 7 units). XOS are considered to be prebiotic ingredients and can improve human’s
health. XOS are produced by xylan hydrolysis, and enzymatic hydrolysis is considered
to be the most advisable to reach better product with less environmental prejudice.

Beechwood and sugarcane bagasse were used in this work to produce XOS.
Pretreatments explored to solubilize xylan from lignocellulosic material were
autohydrolisis with microwave application, organosolv without catalyst and alkaline
NaOH pretreatment. Organosolv-ethanol pretreatment was able to extract circa 45% of
xylan in oligomeric form, when using 180°C, 60 min and 50% etanol (v/v). Alkaline
pretreatment extracted 53% of xylan from biomass.

Two xylanases were considered to be applicable for XOS production over enzymatic
hydrolysis, the commercial NOVOZYES NS 22036 and a xylanase from B.subtilis.
there was low production of monomers after enzymatic hydrolysis.

Commercial enzymes produced by NOVOZYMES NS 50014 nand NS 22036 were
immobilized onto glyoxyl-agarose gels 10 BCL and 6 BCL by multipoint covalent
immobilization technique. Chemical amination using ethilendiamine was applied to
introduce amine groups on the enzyme surface, which caused enzymatic inactivation
These procedures could improve enzymatic stability of endoxylanases, in 40 times for
the NS 50014, with a 1% of 30 h and in 120 times for the NS 22036, with 1'% of 24
hours, at 70°C.

It is demonstrated in this work, that the enzymatic hydrolysis using immobilized and
stabilized endoxylanases of substrates extracted from pretreated lignocellulosic material
is possible in order to produce XOS.
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Capitulo 1

1 Introducao

A pressdo causada pelo aumento da demanda de recursos naturais e de produtos de
transformagdo destes e a conseqiiente crescente agressdo ambiental, verificados por
efeito do aumento populacional fez surgir e desenvolver-se a industria verde (Green
Chemistry) ou tecnologia verde (Green Technology). Este conceito, utilizado pela
primeira vez em 1991 nos Estados Unidos, baseia-se no desenvolvimento de
alternativas para os produtos quimicos sintéticos, aplicando-se caminhos novos ou
existentes, mas que ndo utilizem reagentes toxicos ou solventes ou ndo gerem
subprodutos ou co-produtos toxicos; ou ainda no desenvolvimento de produtos
quimicos ou materiais uteis de tal forma que eles sdo menos toxicos para a saude e o
meio ambiente, ou mais seguros com relagdo a seu potencial de causar acidentes

(http://opensourceecology.org/wiki/Green Chemistry).

O avanco do desenvolvimento industrial atual e da ultima década estd intimamente
relacionado com esse conceito, e a industria se v€ invadida por processos e produtos
alternativos possibilitados pela biotecnologia. Alternativas industriais onde sao
aplicados microrganismos e enzimas substituem processos cldssicos que sdo cada vez
mais podados por legislagdes ambientais em diversos paises (Gavrilescua e Chistib,
2005). Alguns exemplos disso sdo: producdo enzimdtica de acrilamida a partir da
acetonitrila com uso da nitril-hidratase produzida por B.subtilis, processo antes
catalisado por cobre ou &cido sulfurico; aplicagdo de celulase na substituicdo de
peroxido de hidrogénio para o branqueamento feito de téxteis; substituicao de didxido
de cloro na industria de papel pelas xilanases para o branqueamento de polpa; adicao de
fosfatase na racdo de suinos para melhora nutricional com fosforo, no lugar da
alimentagdo com fosforo inorgdnico e conseqiiente polui¢do ambiental (através do
excesso de P das fezes do animal); diminui¢ao da temperatura de limpeza de roupas pela
presenca de lipases nos detergentes domésticos, em substituicdo a aditivos fosfatados

(Wardencki et.al.; 2005).

Com base em processos biotecnologicos também progride a pesquisa e a industria da
transformagao de materiais lignoceluldsicos em combustiveis, pricipalmente o bioetanol

e outros derivados. Posto que, por sua vez, a busca de fontes de energia alternativas ao
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petréleo e outros fosseis que fossem renovaveis, abundantes e baratas impulsionou a
utilizacdo de biomassa, matérias primas de origem vegetal, consideradas residuos ou
ndo, para colaborar na redug¢do da emissao de CO; na atmosfera, principais causadoras
do efeito estufa, necessidade imposta pela sociedade e por leis ambientais (Sousa et.al.;

2009).

Residuos das praticas agricolas e florestais sdo considerados as principais fontes de
biomassa, de cujos componentes primarios celulose, hemicelulose e lignina se obtém
valiosos produtos. Os custos relacionados a transformagao da biomassa a combustivel e
quimicos sdo demasiadamente altos; fato que exige que todos os seus componentes
sejam explorados de forma méaxima. Muitos esfor¢os se véem empregados na indistria e
na pesquisa para o ideal aproveitamento da celulose, porém pouca atencdo tem sido
dada a hemicelulose, presente numa fracdo de aproximadamente 30% nos materiais
lignocelulosicos. No entanto, para que o etanol de origem celuldsica seja vidvel
economicamente, derivados da hemicelulose, devem ser considerados € uma industria

embasada nas pentoses desenvolvida (Dumon, et.al.; 2011).

As unidades formadoras da hemicelulose podem ser divididas em pentoses, (xilose e
arabinosse), hexoses (glicose, manose e galactose), dcidos urdnicos e deoxi-hexisoses,
como ilustrado na figura 1: As xilanas diferem estruturalmente nos tamanhos e tipos de
cadeia lateral que apresentam (ou ramificacdo), sua distribuicao e localizagdo. Elas sdo:
glicurono-xilanas,  (arabino)  glicurono-xilanas,  (glicurono)  arabino-xilanas,
arabinoxilanas e hetero-xilanas.(Nabarlatz, 2007). Xilana, formada por unidades de
xilose ¢, depois da celulose, o polissacarideo mais abundante na madeira e nos residuos
agricolas. Os carboidratos ddo a hemicelulose carater hidrofilico; alguns de seus radicais
laterais lhe dao carater hidrofobico. Esse heteropolimero, por isso, tem uma fun¢do
adesiva na célula vegetal, formando uma interface entre a lignina (hidrofobica) e outros

polissacarideos, por intera¢des covalentes e ndo-covalentes (Medeiros, 2007).

Por sua vez, para se facilitar a obtengdao da hemicelulose, o substrato dessas enzimas, o
material lignoceluldsico hd de ser necessariamente pré-tratado. O pré-tratamento da
biomassa desmembra seus componentes através da aplicacdo seqiiencial de processos
fisicos, quimicos ou biologicos, ¢ ainda de técnicas mistas. O pré-tratamento € uma
etapa chave para a utilizagdo da biomassa como fonte de energia e quimicos, visto que

sdo processos caros e visto que a celulose, hemicelulose e lignina, que compdem os
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materiais lignocelulésicos estdo intimamente ligados por complexas ligagdes quimicas.
Ideal ¢ um pré-tratamento que separe eficazmente celulose, hemicelulose e lignina,
liberando-os sem danifica-los ou destrui-los. Além disso, deve ser de baixo custo e ndo

poluente (Thaharzedah, et.a., 2008, Parveen et.al., 2009, Arato et.al., 2005).

O fracionamento da xilana, principal componente da hemicelulose, se da pela agdo de
xilanases. Essas hidrolases vém sendo utilizadas em vdarios segmentos da industria:
papel, panificacdo, bebidas, alimentos e ra¢do animal, farmacéutica e quimica fina
(Dhiman, et.al.;2008). Diversos microrganismos sdo capazes de sintetizar diversas
variagOes de xilanases, gracas a abundancia e variabilidade encontrada na natureza, em
forma de diferentes composicdes da xilana e da capacidade de fungos e bactérias de
desenvolver diferentes estratégias de hidrolise de suas cadeias (Wong, et.al., 1988). Sao
encontrados 4 principais tipos de xilana: O-acetil-4-O-metilglucoronxilana, xilana tipica
da madeira dura,; arabino-4-O-metilglucoronxilana, encontrada em madeira mole, o
arabino-xilooligosacarideo, do farelo de trigo, e a arabinoxilana, encontrada em
gramineas. A partir delas, produtos de nobre valor podem ser gerados, como bioetanol
com base em fermentacdo de xilose por microganismos modificados; xilose e xilitol,
importantes edulcorantes; biopolimeros usados em filmes biodegraddveis e /ou
alimenticios; e xilo-oligossacarideos (XOS), formados por cadeias curtas (2 a 7
unidades) de xilose (e suas variagdes, como arabino-xilo-oligossacarideo) (Nabarlatz,

2007).

Os xilo-oligossacarideos tém ganhado for¢ca na industria alimenticia e farmacéutica,
junto com outros oligossacarideos, que sdo considerados ingredientes prebioticos. Os
alimentos prebidticos e/ ou com adigdo de compostos prebidticos, bem como os
sinbidticos (mistura de prebioticos com bactérias probidticas) tém alavancado a
inovacdo do setor alimenticio nas ultimas décadas. O consumo de prebidticos traz
diversos beneficios a saude, desencadeados pelo aumento da populacdo de bactérias
probidticas, como bifidobactérias e bactérias lacteas. Por ndo serem absorvidos no
estdbmago, sdo metabolizados por esses microrganismos, que entdo produzem acidos
graxos de cadeia curta, responsaveis por melhorar o estado de saude do ser humano

como um todo (Goldman, 2008).

Xilo-oligossacarideos sdo obtidos enzimaticamente a partir da hemicelulose originaria

na biomassa, através do rompimento interno de suas cadeias, ou seja, empregando-se
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uma endoxilanase. A hidrolise acida também ¢ empregada para fracionar eficazmente a
xilana e ¢ bastante comum, apesar de desencadear destrui¢do dos agucares com
consequente geracdo de compostos toxicos como furfural e hidroximetil-furfural, bem

como derivados de lignina e de monossacarideos, que devem ser separados do produto.

E justificavel, portanto, a produgio de xilo-oligossacarideos pela rota enzimatica, que se
enquadra nos moldes da tecnologia verde (Wardencki e Curylo, 2005). Essa opgao ¢é
deixada de lado num processo industrial visto que os custeios relativos as enzimas
sobrecarregam o processo. Para aliviar esse problema, sdo desenvolvidas enzimas
imobilizadas. Técnicas avancadas tornam as enzimas insoliveis, presas a um
transportador e, com isso, elas podem ser facilmente separadas do meio em que operam
e ser reutilizadas. Além disso, a imobilizagdo ¢ capaz de aumentar o tempo de vida 1til
de uma enzima, por conferir-lhe estabilidade quimica e térmica, tornando-a menos
sujeita a agressdes provenientes do meio de reacdo (Rodrigues et.al.; 2008). Uma
técnica de imobilizacdo aplicada com sucesso para estabilizar diversas enzimas ¢ a
imobilizacdo covalente em suporte microporoso, que liga a enzima através de fortes e
irreversiveis ligagdes covalentes entre sitios ativos presentes na enzima € grupos
quimicos do suporte. Usa-se silica, quitosana e agarose, bem como membranas
poliméricas como suportes. A agarose ativada com glicidol, formando terminagdes
aldeido em sua superficie ¢ denominada agarose-glioxil ¢ vem sendo vastamente
utilizada para estabilizar enzimas, principalmente através da ligacdo multipontual. A
técnica por imobilizacdo multipontual € a ligagdo enzima-suporte ocorrida em diversos
pontos simultanecamente e exige a existéncia de abundantes grupos quimicos sobre a

superficie do catalisador (Mateo et.al., 2007).

Neste trabalho, foram estudados diferentes aspectos do processo de producao de XOS a
partir de materiais lignocelulosicos. O objetivo principal foi contribuir para a geragdo de
um produto nobre derivado de materiais lignoceluldsicos considerados residuos e com
isso contribuir para a agregacdo de valor a hemicelulose na cadeia produtora de
bioetanol e derivados quimicos de origem renovavel. Para isso, buscou-se, inicialmente,
desenvolver um derivado enzimatico de endoxilanase ativo e estavel para a aplicacdo de
rota enzimadtica no processo de producdo de XOS em substitui¢do a rota quimica. A
seguir, buscou-se estudar métodos para extra¢do controlada de oligdmeros de xilana, a

partir de madeira e bagaco de cana de acucar. Finalmente, as endoxilanases
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(imobilizadas) e os métodos de extragdo e matérias-primas selecionadas foram

utilizados para producao de XOS em bateladas sequenciais.
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Capitulo 2

2. Revisao Bibliografica

2.1. Enzimas

Enzimas sdo proteinas produzidas pelas células para com a fun¢do de catalisar reagdes
biologicas. Elas possuem alto poder catalitico e especificidade, atuando em meio
aquoso, sob condi¢des brandas. Possuem assim alto potencial de aplicacdo na industria

na substitui¢cdo parcial ou total de processos quimicos de alto impacto ambiental.

Mais de 500 produtos comerciais distintos distribuidos em 50 tipos de aplicagdes
compdem o cenario atual de enzimas industriais e representaram, no ano de 2010, um
mercado global de US$3,3 bilhdes, com expectativas de alcangar a marca de US$4,4
bilhdes em 2015 (MarketResearch.com). As enzimas t€m estado presentes em processos
industriais desde a década de 1960, sendo as hidrolases (75% do total) suas principais
representantes (Dhiman, 2008). Elas detém o poder de substituir processos quimicos
satisfazendo a necessidade por parte das empresas de adotarem rotas ambientalmente
mais benignas na produg¢do de bens de consumo. Proteases sdo empregadas, por
exemplo, na area de detergentes, celulases e amilases na industria téxtil, alfa-amilase na

panificacdo, beta-glucanase na industria de sucos, entre outros (Dhiman, 2008).
2.1.1. Xilanases

Xilanases, ou B-1,4-D-xilanase, hidrolisa ligacdes B-1,4 glicosidicas entre unidades de
xilose, a pentose constituinte do polimero xilana. Principal forma da hemicelulose, a
xilana ¢ um complexo polissacarideo com ramificagdes que, juntamente com a celulose

e a lignina, compoe as células vegetais (Nabarlatz, 2007).

Xilanas distribuidas na natureza diferem nos seus graus de polimeriza¢ao, no numero €
tipos de ramificacdo, podendo ter radicais acetil (de &cido acético), radicais de
arabinose, 4acido glucordnico, galactose e xilose, com suas combinagdes. A
heterogeneidade dentro das diversas constituigdes, bem como a protecdo adicional

estabelecida por ligagdes da xilana com a lignina e a celulose nas células vegetais pode
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representar uma barreira, exigindo de micro-organismos capacidades multiplas na

producdo de enzimas xilanoliticas (Wong, et.al., 1988; Dumon et.al., 2011).

Os dois principais grupos que constituem o sistema de hidrolise de xilana sdo: endo-1,4-
3 D-xilanases (EC 3.2.1.8) aleatoriamente clivam a cadeia de xilana principal,
reduzindo seu grau de polimerizacdo e gerando XOS e B-D-xilosidases (EC 3.2.1.37),
responsaveis pela liberacio de mondmeros de xilose a partir do final ndo redutor de
xilo-oligosaccharides (Collins et al. 2005, Polizeli et al., 2005). Simplificadamente,
endoxilanases (EXs) foram classificadas em dois grupos principais, familia 10 e familia
11, mais estudados. Eles diferem em suas propriedades fisico-quimicas, tais como ponto
isoelétrico e massa molecular e semelhancas em suas sequencias de aminoacidos
(Kolenova, 2006, Dumon et.al., 2011). A massa molecular do dominio catalitico de xilanases
de familia 10 ¢ geralmente > 30 kDa o valor de pl ¢ geralmente baixo. Em contraste,
xilanases pertencentes a familia 11 s@o caracterizadas por um menor dominio catalitico
com MM >20 kDa e seu pl assume valores mais elevados. Membros da familia de 10
exibem maior versatilidade catalitica e especificidade menor do que a familia substrato
11 EXs (Wong et al, 1988; P. Biely, 1997; Christakopoulos, et al; 2003, Dumon et.al., 2011). Embora
ambos os tipos de EXs mostrem preferéncia para atacar as ligagdes glicosidicas internas
em xilanas, a estrutura dos produtos finais de hidrélise de heteroxilanas sugere que EXs
da familia 10 s3o capazes de clivar as ligagcdes na cadeia principal de xilana mais perto
de substitutos, e libera XOS mais curtos, portanto, possuem varias atividades cataliticas
que sdo compativeis com as da B-xilosidase (Kolenova, 2006, p. Biely, 1997). O mecanismo

de acdo de endoxilanases de familia 10 e de familia 11 ¢ mostrado na figura 2.1.

Figura 2.1.: Capacidade hidrolitica das xilanases 10 e 11 sobre arabinoxilanas (Dumon

et.al., 2011).
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Além disso, xilanases de familia 10 e 1ldiferem bastante de um ponto de vista
estrutural. Uma estrutura tipica de xilanases de familia 10 ¢ a conformacao tipo a- em
forma de barril, que pode estar associada a outros dominios funcionais, enquanto que
para as xilanases de familia 11 exibem uma estrutura globular comparada a uma mao
direita parcialmente fechada. A figura 2.2 apresenta ambas as configura¢des (Dumon

etal., 2011).

Figura 2.1.2. Estrutura tridimensional de xilanases das familias 10 e 11.

2R

Familia 10 Familia 11

Muitos microrganismos produzem duas ou mais formas de xilanases, que podem ter
diversas propriedades fisico-quimicas, estruturais, atividades especificas e de
rendimentos (Collins, et. al., 2005). Essa multiplicidade esta relacionada com base em
mecanismos de hidrélise tipos endo / exo (ou seja, ataque a ligagdes internas / ataques

longitudinais), a presenga ou auséncia de atividades para liberagdo de residuos
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arabinosil de arabinoxilanas, ou a habilidade para atacar xilana / xilodextrinas para
liberacdo de residuos de xilose (Wong et.al., 1988, Adelsberger, et.al., 2004). Apesar de
a grande maioria dos autores relatarem sobre a existéncia, dentre as endoxilanases, das
familias 10 e 11, algumas singularidades em modo de a¢@o e sequencia de aminoacidos
sdo relatadas, por alguns autores, como base para a existéncia de outras classes de
endoxilanases, GH 5,7,8 e 48. Dentre essas, destaca-se a familia 5. (Vr8anska, et.al.;
2007). EX de familia 5 assemelham-se com EX da familia 10, em suas propriedades
cataliticas e estruturas tercidrias. Ambas fazem parte de um clan maior de enzimas cuja
arquitetura o/ barril é octo-pregueada (VrSanska, et.al.; 2007; Dominguez et.al., 1995).
Ao se analisar as estruturas terciarias das EX 10 e 11 nota-se claramente que evoluiram
de ancestrais diferentes (Dominguez et.al., 1995). Geralmente, possuem PI acido ou
neutro e massa molecar variando entre 23 e 48 kD (Darlymple et.al., 1997). Sdo capazes
de atacar residuos de D-xilopiranosil que possuam ramifica¢des acetil - ou outras
ramificagdes (Vrianska, et.al.; 2007) - da xilana em posigdes 2 ¢ 3 (Darlymple et.al.,
1997).

2.1.1. Xilanas

A cadeia principal de xilana pode ter grau de polimerizacdo entre 150 a 200 unidades e,
dependendo dos compostos que constituem as suas ramificagdes, ela possui
caracteristicas e denominagdes diferentes (Beg et al. 2001; Nabarlatz, 2007). As
diversas variedades de xilana encontradas na natureza estdo mostradas na figura 2.3
abaixo. O-acetil-4-O-metilglucoronxilana (a) ¢ tipico da madeira dura, que possui um
numero grande de grupos acetil em sua estrutura. Arabino-4-O-metilglucoronxilana (b)
¢ encontrado em madeira mole, o arabino-xilo-oligosacarideo (c) ¢ a xilana de farelo de
trigo, bastante estudada por suas caracteristicas benéficas a saude e a (d) arabinoxilana

caracteriza a biomassa de gramineas (Beg et al.2001; Nabarlatz, 2007).

Figura 2.3. Tipos de Xilana: (a) O-acetil-4-O-metilglucoronxilana (madeira dura), (b)
arabino-4-O-metilglucoronxilana (madeira mole), (c) arabino-xilo-oligosacarideo

(farelo de trigo), (d) arabinoxilana (gramineas) (Nabarlatz, 2007).
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227  Para realizar a hidrélise completa de todas as formas de xilana em monomeros,

228  considerando que diferentes fontes de biomassa possuam distintos grupos em suas
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ramificagdes é necessario recorrer a um composto enzimatico formado de diversas
enzimas, dentre as quais esta a f-1-4-endoxilanase. A Figura 2.4 a seguir apresenta as
diferentes enzimas que fazem parte do complexo enzimatico de hidrélise das varias

formas de xilana encontradas na natureza (Beg et.al., 2001).

Figura 2.4.Complexo enzimatico de degradagdo da xilana (Beg et al. 2001).

fi-1,4-D-xylopyranose linkage P-XYLOSIDASE

D-xylopyranose
e n OH H

ENDOXYLANASE | [#—  -1,2-4-0-methyl-D-
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, ‘ ACETYL XYLAN

o ESTERASE
CpOH - 0 L a-1,3-L-arabino-
H O # ’ furanose linkage
H CH,0 | —
OH L UCURONIDASE o-ARABINO-
-\ H /| la-GLUCURONIDASE | \ o | FURANOSIDASE
1 S—

ce=-methyvl-D-
glucuronic acid ring H OH
Ac: Acetyl gr:':ur: . FERORYT. and
R--H._p-cunmcrllc a:lld P"L OUMAROYL
R--0CH,: ferrulic acid | ESTERASES

Xilanases hidrolisam com certa especificidade as ligagdes [-1,4 glicosidicas,

produzindo xilo-oligdbmeros de diferentes tamanhos. As enzimas sdo agrupadas como
“ex0” ou “endo” xilanases, dependendo de atuarem na por¢do terminal do
polissacarideo ou em ligagdes internas, respectivamente (Karni et al, 1993, Adsul et al,

2004).

As ligagdes xilanosidicas em lignocelulose ndo sdo todas equivalentes e igualmente
disponiveis para enzimas xilanoliticas. A acessibilidade de algumas ligagdes muda
durante o curso da hidrdlise. Na composi¢do do sistema enzimatico, cada enzima possui
uma funcao especializada, sendo esta diversidade uma estratégia que o micro-organismo

pode usar para conseguir hidrélise total da xilana (Medeiros, 2007).
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Embora as xilanases disponiveis comercialmente ou produzidas em laboratério possam
ser majoritariamente endo ou exo-enzimas, possivelmente sempre as duas estardo
presentes nos complexos enzimaticos. Assim, estudo das condi¢des de hidrolise €

importante para o controle do produto desejado.

A principal aplicagdo da xilanase € na industria de papel, permitindo a diminui¢do do
emprego de cloro nos processos de clareamento de polpa. E também utilizada na
industria de alimentos, para aprimoramento nutricional da ragdo animal; no
melhoramento de caracteristicas de massa, na panificagdo; na producdo de xilo-
oligosacarideos (aditivos alimenticios) e também na extracdo de café e 6leos vegetais

(Cherry,2002, Dhiman,2008, Polizeli,2005. Beg,2001).
2.2. Imobilizagao de enzimas

Enzimas sdo potentes e especificos catalisadores, mas elas sdo soliveis em meio
aquoso, caras e frageis, operacionalmente, o que muitas vezes pode inviabilizar
economicamente o processo enzimatico. O custo de producdo em escala industrial é
estimado em 250-1000 €/kg, para a enzima ndo purificada (Tufvesson et.al.,2011). Nos
moldes atuais de produgdo de bioetanol, por exemplo, as enzimas podem representar até
50% do custo total de processo. A reducdo deste valor pode ter efeito decisivo para
viabilizar a obtencdo desse combustivel a partir de materiais lignocelulosicos
(Cleantech magazine, Margo/Abril 2010. Copyright Cleantech Investor Ltd.). Essencial
¢ que as enzimas sejam estaveis e possam ser recuperadas para serem novamente
utilizadas em processos sequenciais. A ligacao covalente destas a suportes e a utilizacao
de estratégias de estabilizacdo da enzima ird permitir a reutilizacdo do catalisador e,
consequentemente, reduzir os custos da hidrolise enzimdtica. A 1imobiliza¢do
multipontual, em especial, onde varios grupos de uma mesma molécula de enzima se
ligam a diferentes grupos reativos produzidos no suporte vem sendo usada com grande
sucesso para aumento da estabilidade da enzima (Tardioli et al., 2003 a,b, Rodrigues et.al,

2007, Manrich et. I., 2008, Adriano et al., 2008, Manrich et al., 2010).

Existem basicamente quatro métodos tradicionais distintos para imobilizagdo da
enzima, a ligagdo a um suporte, o encapsulacdo e as enzimas reticuladas (CLEAs ou

CLECs (Kim, S.W.;2004).
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Ligacao a um suporte pode ser de natureza fisica (na qual atuam forcas de interagao
hidrofobica ou de Van der Waals), i6nica ou covalente. Ligacao fisica ¢ normalmente
muito fraca e ndo capaz de manter a ligacdo da enzima a sua carregador em condi¢des
de operagdo industrial. Assim também € a ligagdo covalente, porém esta ¢ mais forte
que a primeira. A ligacdo covalente garante que o catalisador ndo escape do suporte
através de sua ligacdo de natureza irreversivel. A desvantagem, neste caso, € que tanto
enzima quanto suporte ndo sao recuperaveis em sua natureza original e a técnica leva na
maior parte das vezes, a perdas excessivas de atividade enzimatica (J. Bryjak, e Kolarz,
1998). Suportes usados sdo, por exemplo, silica, quitosana, zeolitas e agarose (Sheldon,

2007).

Aprisionamento consiste da inclusdo de uma enzima em uma grade polimérica
(polimero organico, membrana ou microcapsula), onde normalmente se realiza
adicionalmente ligacdo covalente para fortalecer a interagdo entre enzima e suporte e
aprisionando a enzima no suporte. A diferenca deste método para a ligagdo covalente ¢
que no aprisionamento o suporte necessariamente deve ser sintetizado em presenca da
enzima (Sheldon, 2007). A figura 2.5 ilustra o aprisionamento de uma enzima dentro de

uma rede de nanotubos (Miyaki, et.al., 2011)

Liguid-Induced

Shrinkage R siotuel

16 nm SWNT

Diagrama esquematico de aprisionamento enzima dentro de uma rede de nanotubos
de carbono. técnica: encolhimento por indugio liquida.

reticulagdo ¢ a técnica de preparagdo de agregados ou cristais de enzima, usando um
agente bifuncional, formando macroparticulas. Neste caso, ndo se utiliza um carregador
ou suporte. Esta abordagem oferece vantagens claras: a atividade da enzima altamente

concentrada no catalisador, estabilidade, alta e baixos custos de producdo devido a
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exclusdo de um suporte. A ligacdo enzimas via reagdo de seus grupos funcionais
superficiais, por exemplo NH,, com emprego de agente bifuncional como glutaraldeido,
consiste na preparagdo de CLECs (crosslinked enzyme crystals). Essa técnica pode ser
muito trabalhosa, demorada e depender de experimentos de tentativa e erro,
apresentando neste contexto desvantagem em relacdo aos cada vez mais explorados
CLEAs. Os CLEAs (cross-linked enzyme aggregates) sdo agregados de proteinas
(enzimas) formados pelo agrupamento de interagdo ndo-covalente causadas por adi¢cdo
de sais ou solventes organicos no meio, sem causar interferéncia em sua estrutura
tridimensional (Sheldon, 2007). O método de crosslinking por CLEA é mostrado na
figura 2.6.

Figura 2.6.: Exemplo de preparagdo de CLEA. (Sheldon, 2007).
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Adequadas técnicas de imobilizacdo de enzimas podem conferir aos biocatalisadores
propriedades ndo somente de insolubilizagdo e reutilizagdo, mas também de operacao
por tempos prolongados e em altas temperaturas. A determinagdo de suporte € método
de imobilizagdo deve ser cuidadosamente estudada para cada enzima e aplicacdo,
considerando as caracteristicas quimicas e estruturais do conjunto € o mecanismo de

ligagdo entre eles (Lopez-Gallego, et.al., 2005).

Um sistema de imobilizagdo e estabilizacdo desenvolvido por Guisdn em 1988,
consolidado por diversos autores (Fernandez-Lafuente et.al., 1992, Tardioli et.al., 2003

a,b) consiste na ligagdo de grupos amino da enzima (encontrados no aminoacido lisina)
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a grupos aldeido introduzidos na superficie de um suporte poroso, como gel de agarose,
por ativagao com glicidol e outros agentes (epicloridrina e glutaraldeido). Quando sao
efetivadas em numero adequado, essas ligacdes tornam a molécula da enzima mais
rigida, protegendo-a de perdas de atividades causadas por alteragdes conformacionais
em sua estrutura tridimensional provocadas por efeito de calor, solventes e ions

presentes no meio de reagdo (Blanco, 1989; Lopez-Gallego et.al., 2005).

Certas proteinas, no entanto, ndao dispdem de nimero suficiente de lisina em regides
acessiveis. Nesses casos, estabilizagdo por ligagdo multipontual pode ser utilizada apos
uma etapa de modificacdo da enzima, através de alteracdes em sua sequencia de
aminoacidos por uso de engenharia genética ou por reacdes quimicas, que introduzem
grupos amino adicionais na superficie da proteina. Possivel estratégia, aminacdo de
grupos carboxilicos de aminoacidos como acidos glutamico e aspartico da superficie da
enzima com etilenodiamina, foi proposta por Hoare and Koshland, em 1967 e descrita
também por Lopez-Gallego et.al. (2005). A Figura 2.7 mostra a sequéncia de reacdes da

técnica de aminacao.

Figura 2.7: Reacdo de aminagdo e consecutiva imobiliza¢do por ligagdo covalente em

agarose glioxil.
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336  Muitos autores reportam a aplicagdo de xilanases imobilizadas para uso em processos
337  industriais, porém a estabilizagdo destas enzimas ¢ pouco relatada (Beg et.al., 2001; Al,
338 etal, 2005 Cano e Palet, 2007). A reutilizagdio em processos sequenciais do
339  biocatalisador imobilizado também ¢ um problema. Uma exceg¢do ¢ o trabalho reportado
340 por Kapoor and Kuhad em 2007, onde se obteve recuperagdo de 70% da atividade do
341  derivado de xilanase apos sete ciclos de reacdo. A Tabela 2.1 abaixo apresenta alguns
342  exemplos encontradas na literatura de tentativas de imobilizagao e estabilizacdo de

343  xilanases.

344  Tabela. 2.1: Técnicas utilizadas para imobilizar e estabilizar xilanases reportadas na

345 literatura.

R1%
A Metodo de s Fator de Recicl
utor uporte . eciclos
imobilizagéo (rendim.  estabilizacio
Imob.)
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346

347

348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360

Membranas

Cano et al. . o
Ligacdo covalente  poliméricas 100 n.a. 1
2007 _
acrilato
Ligagdo covalente '
Komesu et al. diferentes géis
e diferentes Max. 87 max. 1.3 n.a.
2009 ' de quitosana
agentes ativantes
Aietal 2005 Ligagdo covalente Eudragit S-100 90 aumentou 4
Maalej-
Achouri et al. Crosslinking gelatina 89 aumentou 13
2009
Encapsulamento gelatina n.a.
Kapoor e Adsorcao quitina n.a.
. ) cerca de 1.2 6
Kuhad, 2007 Lig. Covalente ¢ géis
n.a.
lig. i6nica poliméricos

2.3. Materiais Lignocelulosicos

Materiais lignoceluldsicos consistem do material que compde toda parede celular
vegetal, que inclui primeiramente celulose (30-50%), hemicelulose (15-35%) e lignina
(10-30%) (Sousa,et.al. 2009). Também denominado de biomassa, ¢ atualmente
considerado em o todo mundo como a principal fonte capaz de substituir materiais
fosseis, gerando combustiveis e precursores para as industrias alimenticia, quimica e
farmacéutica. Sob este ponto de vista, uma explora¢do superior de todos os seus
componentes pode reduzir os custos relacionados com a produgdo de bioetanol,
principal substituto de combustivel liquido derivado do petroleo; proporcionando
vantagens econdmicas a0 mesmo tempo em que contribui na redugdo de residuos.
(SedImeyer, 2011). Principais fontes de lignocelulose sao praticas agricolas, oriundas de
manuten¢do de florestas e processamento de madeiras, totalizando cerca de 40 milhdes
de toneladas de residuos so6lidos por ano (Cano e Palet, 2007). A figura 2.8. ilustra a

estrutura do complexo formado por celulose, hemicelulose e lignina.
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Figura  2.8. Arquitetura da  parede celular vegetal (adaptado de

http://genomics.energy.gov).

Pareda celular

Microfibrila

Célula vegetal

Lignina

2.3.1. P6 de Serra de Madeira

Dois tipos de madeira foram testados neste trabalho, o dlamo, e a faia. As caracteristicas
da madeira de alamo ndo diferem muito entre os seus diferentes tipos ou cultivo.
Geralmente as espécies de alamo possuem todos madeira muito mole, e pertencem ao
grupo de arvores de folha caduca cuja madeira ¢ uma das mais moles. Madeira das
arvores de folha caduca pode ser mole ou dura. Choupo negro, Populus nigra, ¢ uma
das espécies de madeira nativas alemas, mas por volta de 1700 o choupo negro comegou
a ser fortemente hibridizados naturalmente com outras espécies nao nativas do género
Populus, que eram cultivadas. Na Alemanha, todas as espécies sdo chamadas de
"Pappel" com excegdao do Tremulus populus, chamado "Aspe". Faia, uma madeira dura
tipica alema, ¢ também uma arvore de folha caduca, cujas folhas se tornam muito verdes
no verdo de toda a Europa central. E a arvore de folha caduca mais importante da

Alemanha, onde a espécie mais comum possui madeira avermelhada, a Fagus silvatica
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(Rotbuche). Sao arvores imponentes que podem atingir 40 m de altura e largura de 1,5

m, vivendo por aproximadamente 300 anos. (Grosser, 2006; von Wiihlisch, G, 2006).

As tipicas formas de xilana encontradas em madeira dura e madeira mole sdo,
respectivamente, O-acetil-4-O-metilglucoronoxilana e arabino-4-O-arabino-

metilglucoronoxilana (Polizeli, et.al., 2005; Nabarlatz, 2007).
2.3.2. Bagaco de Cana-de Agucar

O nome cientifico da cana de agtcar ¢ Saccharum officinarum. Segundo Banerjee e
Pandey (2002). Ela ¢ proveniente do Sudoeste asiatico, recebe classificagdo dentro da
familia Proaceae, assim como o milho, sorgo, arroz e outras plantas da ordem das
gramineas. O bagaco de cana de agucar apresenta 32-48 % de celulose, 19-24 % de
hemicelulose, 23-32% de lignina, 3,2 a 5,5 % de cinzas. Em geral o processamento de
uma tonelada de cana de acucar gera cerca de 280 Kg de bagaco com 50% de umidade

previsao safra 2010 2011 625 milhdes de toneladas (CONAB, 2011).

A xilana apresenta-se na cana de agucar principalmente em forma de L-arabino-(4-O-
metil-D-glucorono)-xilana (Peng et.al., 2009), a mesma encontrada para as madeiras
moles; apesar de a arabinoxilana ser a forma mais comum de xilana dentre as gramineas
em geral (Nabarlatz, 2007). Brienzo et.al., 2010 determinou a composi¢ao da
hemicelulose de bagaco de cana de agucar, constatando proporgdes de 80,9% de xilose,
3,8% de arabinose, 4,2% de glicose e 3,2% de acido urdnico; e sugeriu uma razao
existente Xilose/arabinose e Xilose/ 4cido.urdnico de aproximadamente 20:1, na matéria

prima analisada.
2.4. Pré-tratamentos do Material Lignocelulosico

As propriedades inerentes da lignocelulose representam uma barreira a acdes de
enzimas e microrganismos que realizam hidrélise e fermentagao,respectivamente Logo
a sua complexa matriz, fortemente atrelada em cadeias de celulose recobertas de lignina
e ligadas pela hemicelulose, deve ser rompida, para que cada um de seus componentes
seja desmembrado e possa ser separadamente utilizado. Capazes de atingir esse
objetivo, os chamados pré-tratamentos; processos considerados custosos, desafiadores ¢
muito complicados, visto a diversidade das diferentes fontes de biomassa conhecidas

(Thaharzedah, e Karimi 2008, Kumar e Barret, 2009, Arato et.al., 2005,); tém sido
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empregados. Considerado também como operacdo unitaria protagonista no conjunto de
processos que irdo fragmentar a biomassa em seus derivados comercialmente atraentes,
o pré-tratamento, quando idealizado, ¢ capaz de: aumentar a porosidade do material
lignoceluldsico, diminuir a cristalinidade da celulose, evitar degradacdo ou perda de
carboidratos, evitar formacdo de produtos inibitorios a processos de hidrélise e
fermentacgdo, ser efetivo economicamente e permitir aumento de escala (Thaharzedah, e
Karimi 2008, Kumar e Barret, 2009, Arato et.al., 2005). A figura 2.9. mostra como a

biomassa ¢ desmembrada por efeito do pré-tratamento.

Figura 2.9. Desmembramento da biomassa causado pelo pré-tratamento (Keshwani,

2009).

] s A T
pré-tratamento L H ; "w i tratamento
acido ' [ e alcaling
W W
fase sdlida: %"\P VEN D fase sdlida:
celulose, e o celulose, parte da
lignina % p Vamnt e Vs Vs TH hemicelulose e da
Al oA~ Ve lignina

As diversas possibilidades de pré-tratar a lignocelulose, ou abrir a sua complexa matriz
sdo divididas em quatro grandes grupos, englobando processos fisicos, fisico-quimicos,
quimicos e bioldgicos. Os principais métodos de pré-tratamento aparecem resumidos
abaixo, onde sdo mostradas suas caracteristicas. Esta tabela foi extraida e adaptada de

(Thaharzedah, e Karimi 2008, Kumar e Barret, 2009, Arato et.al., 2005)

Tabela 2.2. Resumo dos principais tipos de pré-tratamento e seus efeitos esperados

(Thaharzedah, e Karimi 2008, Kumar e Barret, 2009, Arato et.al., 2005).
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Métodos

Métodos Fisico-Quimicos:

Explosdo de Vapor (Steam
Explosion)

Agua quente liquida

Explosdo com Amonia
(AFEX)

Explosdo com CO2

Procedimentos/Agentes

Vapor saturado a T 160-
290°C, alta pressao por
alguns segundos a
minutos alta pressdo por
alguns segundos a
minutos

Agua pressurizada T 170-
230°C, 1-45 min.,
conteudo sélido <20%

1-2 kg ammonia/kg
matéria seca, 90°C, 30
min, alta pressao

4 Kg CO2/kg fibra, alta
pressao

Consideragdes

Permite tratamento de larga escala
sdlida, ha hidrdlise de 80 a 100% da
hemicelulose, destruicdo parcial da
xilana, alta recuperacdo de xilose. Ha
geracao de substancias inibidoras e
depolimerizacdo parcial de celulose. Nao
ha solubilizacdo de lignina. pemite alta
conversao posterior de celulose

Redistribui¢do da lignina, com parcial
solubiliza¢do, hidrdlise de 80 a 100% da
hemicelulose com alta recuperacao,
>50% oligdmeros de xilose. Hidrodlise
parcial de celulose, mas pemite alta
conversdo posterior de celulose

Necessidade de recuperacdo da aménia,
hidrdlise de até 60% da hemicelulose
com >90% oligdbmeros, hidrélise parcial
da celulose, baixa formacgdo de
inibidores, parcial solubilizacdo da
lignina, pemite alta conversdo posterior
de celulose

Baixa formacdo de inibidores, pemite
alta conversao posterior de celulose

Exemplos de materiais
pre-tratados

Madeiras moles
(eucalipto, choupo,
coniferas), bagaco,

palhas de arroz, trigo,
gramineas, carocos de
oliva

Bagaco, palha de
milho, fibra de alfafa

Bagaco, palha de

Referéncias

Ballestores et al. (2001, 2002, 2004),
Belkacemi et al (1997, 2002), De Bari et al.,
(2002), Hamelink et al., (2005), Lynd eta |.,

(2002), Nakamura et al.,(2001), entre outros

Ballestores et al. (2002), Koegl et al., (1999),
Laser et al., (2002), Lynd eta I., (2002), entre

outros

milho, palha de arroze Dale et al., (1996), Lynd et al.,(2002), Sun and

trigo, gramineas,
madeira mole

Bagaco, alfafa, papel
reciclado

Cheng,(2002)

Sun and Cheng,(2002)
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Métodos Quimicos:

Ozondlise

Hidrélise com acido diluido

Hidrélise com acido
concentrado

Hidrdlise alcalina

Ozbnio, temperatura e
pressdo ambientes

0,75-5% H2S04, HCl ou
HNO3, p~1MPa, permite
processo continuo ou
batelada, T=160-200°C,

10-30% H2S04, 170-
190°C, 1:1,6 relagdo
solido:liquido,

NaOH diluido, 24h, 60°C,
Ca(OH)2, 4h, 120°C, pode
ser complementado com
adicdo de H202, (0,5-
2,15v0.%) a baixa
temperatura (35°C)

P4 de serra de choupo,
pinus, bagaco, palha
de trigo, palha de
algodao

N3do ha formacdo de inibidores, cerca de
57% de conversao posterior da celulose,
degradacdo da lignina

Necessidade de neutralizagdo de pH,
hidrdlise de80%-100% da hemicelulose
com alguma degradacao, hidrdlise
parcial da celulose, ndo h solubilizagao
da lignina, pemite alta conversao

Bagaco, palha de
milho, palha de arroz e
trigo, gramineas

Necessidade de recuperagao do acido,
tempo de residéncia maior comparado a
hidrdlise com acido diluido

P6 de serra de choupo,
bagaco

Custos de reator mais baixos
comparados a tratamento acido, > 50%
hidrolise da hemicelulose, 60-75% madeiras duras,
reuperacdo da xilose, baixa formacdo de bagaco, palha de milho
inibidores, expansdo da celulose, até e palhas em geral,
55% de remocao da lignina folhas de cana

Sun and Cheng,(2002)

Hamelinck et al. (2005), Lynd et al.(2002),
Martinez et al.(2000), Rodriguez-Chong
etal.,(2004), Saha et al.(2005), Schell et

al.(2003), Sun and Cheng,(2002), Wooley et
al.,(1999)

Cuzens e Miller (1997), Teixeira et al., (1999

)

Hamelinck et al. (2005), Hari Krisshna et al.

(1998), Kaar e Hotzapple (2002), Lynd et
al.(2002), Saha e Cotta(2006), Sun and
Cheng,(2002), Teixeira et al. 1999)

22



Deslignificacdo oxidativa

Oxidagao umida

Organosolv

Tratamentos bioldgicos
(fungos)

Peroxidase e 2% H202,
20°C, 8h

1,2MPa pressao de
oxigénio, 195°C, 15 min,
adicdo de dgua e
pequenas quantidades de
NaCO3 ou H2S04

Uso de solventes
organicos (metanol,
etanol, acetona, etileno
glicol) ou suas misturas
com ou sem adicdo de
H2S04 ou HCl, 185-230°C,
30-60 min, pH 2-3,4

Fungos amarelo, branco
ou vermelho

Quase total solubilizacdo da
hemicelulose, possivel conversado da
celulose em até 95%, 50% de
solubilizagdo da lignina

Bagaco

Solubilizacdo da maior parte da
hemicelulose, formacdo de inibidores,  palha de milho de trigo
degradacdo da lignina

Com uso de acido, ha solubilizacdo da
maior parte da hemicelulose em forma

de xilose, formacao de inibidores, Madeira moles e
solubilizacdo da lignina com separacdo  misturas de madeiras
da hemicelulose. Sem uso de 4cido, ha moles

hidrolise com baixa formacao de xilose.
Necessidade de recuperac¢ao do solvente

Fungos produtores de celulases,
hemicelulases e enzimas degradadoras
de lignina (ligninases, lignina
peroxidases, lacases)

palha de milho de trigo

Sun and Cheng,(2002)

Bjerre et al., (1996), Vargas et al.(2004)

Lynd et al.(2002), Pan et al.(2005), Rezzoug e

Capart (1996), Sun e Cheng (2002)

Sun and Cheng,(2002), Tenderdy e Szakars
(2003)
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2.4.1. Processos fisicos

O pré-tratamento da biomassa pela de reducdo de tamanho por corte, moagem,
trituragdo e outros ¢ normalmente realizado através de moinho de bola e moinho de bola
vibratdrio. Selecionam-se particulas de tamanhos entre 10 e 30 mm ap6s o material ser
cortado (picado) e ente 0,2 ¢ 2 mm apods trituragdo ¢ moagem. Com isso, tem-se a

reducdo da cristalinidade da celulose. (Sanchez, et.al., 2008; Kumar, et.al., 2009).
2.4.2. Processos fisico-quimicos:

Serao discutidos os principais processos fisico-quimicos utilizados recorrentemente para

pré-tratamento da lignocelulose.

Exploséo em vapor (Steam Explosion): tem sido o mais empregado, apesar de gerar
produtos inibidores por degradagdo de carboidratos. Emprega-se vapor saturado e alta
pressdo, com consequente redugdo da mesma, onde se tem a abertura da matriz
lignoceluldsica, diminuigdo da cristalinidade da celulose, parcial hidrélise da

hemicelulose e da lignina.

Hidrotermal: neste caso usa-se dgua quente a altas temperaturas ¢ pressoes, porém nao
ha explosdo da matriz. A geracdo de inibidores ndo ¢ significativa e ha uma boa

recuperacao de pentoses.

Tratamento hidrotermal com uso de micro-ondas: o efeito da irradiagdo por micro-
ondas em si ndo ¢ capaz de alterar a estrutura da matéria, porém se ela possui ions e
moléculas polares, essa irradiagdo pode acelerar processos quimicos, fisicos e
biologicos. A grande vantagem em sua aplica¢dao ¢ a reducao de energia requerida no
processo, a uniformidade do processo e o total controle que se tem dele, sendo possivel
sua instantdnea ativacdo e desativagdo (Keshwani, 2009). A energia de micro-ondas
vem sendo usada, na qual mostra um efeito positivo no aumento da digestibilidade da
celulose (Zheng et.al., 2009). Abaixo se encontra ilustrado (figura 2.10) o efeito da

radiacdo micro-ondas sobre ions € moléculas polares.

Figura 2.10.: Esquematizacao da radiagdo micro-ondas e seu efeito (Keshwani, 2009).
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2.4.3. Processos Quimicos

Hidroélise acida diluida: sdo utilizados normalmente HCI ou H,SO4 em concentrag¢des
diluidas (0,75 a 5%) em temperaturas que variam entre 160 ¢ 200°C. Em condigdes
Otimas, oferece boa abertura da matriz, dilui¢ao parcial da hemicelulose e da lignina,
porém ha também hidrdlise de celulose e perda de carboidratos. Para cada material

devem ser estudadas condi¢des 6timas de processo.

\

Hidrolise &cida concentrada: existe aumento de custo devido a necessidade de
recuperagao do acido emprego de equipamentos adequados, pois pode haver corrosao

pelo 4cido.

J4

Hidrdlise alcalina: ¢ realizado em condigdes de pressdo e temperatura mais baixas,
podendo ser feita a temperatura ambiente. H4 despolimerizagdo de carboidratos,
reducgdo de cristalinidade da celulose, e clivagem da lignina. Emprega-se normalmente o
hidréxido de sédio como agente, mas podem ser utilizados também hidroxido de

amonio e calcio. Ha baixa formacao de inibidores.

Organossolve: essencialmente este processo envolve simultdnea pré-hidrolise e
deslignificacdo da biomassa, através do uso de solventes organicos, sendo os mais
comumente empregados o etanol e o metanol. Utiliza-se também a adi¢do de acido
diluido para hidrolisar as cadeias de hemicelulose, mas neste caso hd geracdo de
inibidores e parcial hidrolise da celulose. Tem sido reconhecido como uma estratégia
promissora com grande potencial de utilizagdo em plantas de biorrefinarias integradas

(Arato et.al., 2005).
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Auto-hidrdlise: neste processo, agua ¢ biomassa sdo os tnicos reagentes. Quando acido
¢ utilizado na extragcdo, ha maior solubilizacao da hemicelulose, porém com geragao de
grande quantidade de monomeros (xilose) e coprodutos indesejaveis (furfural,
hidroximetil-furfural, 4cidos organicos) (Nabarlatz, 2007, Akpinar et.al., 2007, Rivas
et.al.,, 2002). Na auto-hidrélise, ou processo hidrotermal, ha eliminagdo do uso de
solventes corrosivos, mas depende da utilizagdo de equipamentos especificos de
operacdo a alta temperatura. Produtos formados sdo basicamente oligdmeros de xilose e
acido acético. Empregando-se condi¢des amenas de processo, pode-se evitar a0 maximo
a geracdo de mondmeros, mas ndo ha extracdo completa da hemicelulose. Para tanto,
tem-se usado a auto-hidrolise seguida da hidrolise acida fraca, gerando-se xilose que
pode ser fermentada para producdo de etanol e xilitol (Nabalatz, 2007, Rivas et.al.,

2002).
2.4.4. Processos Bioldgicos

Fungos que degradam a lignocelulose através de suas enzimas hidroliticas sao utilizados
nestes considerados processos longos, custosos e lentos. No entanto, muitos autores
relatam o uso de fungos brancos, vermelhos e amarelos conjuntamente com outros tipos
de pré-tratamentos (fisicos e quimicos) para maximizar a sacarificagdo da biomassa (.
Além disso, o tratamento biologico com fungos ¢ considerado um método
ambientalmente amigdvel um processo que ndao requer energia elevada

para a remogao da (Okano et al.,2005).
2.5. Pré-tratamento Organossolve

Costuma-se designar algumas vezes “pré-tratamento” a deslignificacdo da biomassa
pré-tratada com etanol, para se seguir com a hidrélise enzimatica da celulose. Sabe-se
que a presenca de lignina reduz a eficiéncia catalitica e ¢ considerada uma das maiores
barreiras da hidrolise de lignoceluldsicos com uso de enzimas, porque interagdes
hidrofobicas entre lignina e celulases causam adsor¢do da enzima. (Ruiz et.al., 2011,

Nakagame,2010).

O organossolve ¢ um processo muito utilizado quando se deseja recuperar
separadamente os principais trés componentes da biomassa, sem agressiva danificacdo
das estruturas da celulose, hemicelulose e lignina. Neste caso, aplica-se o conceito de

biorrefinaria. Nela, as fragdes lignocelulésicas tornam-se ingredientes na geragdo de
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combustiveis e quimicos, capazes de substituir derivados do petréleo. Uma otimizagao
integral de todos esses componentes ¢ explorada em sequencias de tratamento fisicos e
quimicos e tem o propdsito de maximizar o valor de cada fragdo de biomassa. (Ligero

et.al., 2011; Sedlmeyer,2011; Sousa, et.al.,2009).

Mesmo sendo o pré-tratamento por organossolve mais custoso, sua aplicacdo pode ser
alavancada futuramente com instalagao de plantas de biorrefinaria (Zhao, et.al.,2009).
Esse processo possibilita a recuperacdo da lignina, ingrediente precursor de diversos
produtos como vanilina, siringaldeido, benzeno, dispersantes, emulsificantes,
antioxidantes, pesticidas, fertilizantes, entre outros (Ruiz et.al, 2011). A figura 1 traz um
exemplo da aplicagdo de biorrefinaria para o bagago de cana de agtcar (traduzido de

Marton et.al., 2006).

Figura 2.5.1.: Produtos de biorrefinaria de lignoceluldsico abastecida de bagaco de cana

de acucar (Marton, et.al., 2006).
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Biorefinaria Quimica de Lignoceluldsicos
de bagaco de cana de acucar
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Marton, et.al | 2006; Evaluation of the ativity of charcoals and adsorption conditions used un the
treatment of sugarcans bagasse Rydrolyvsatss for xylitel production; Braz Jour.Chem Engin 23 1(9-21)

Para se produzir bioetanol a partir de celulose, este pré-tratamento ¢ uma boa opgao

quando se deseja seguir a rota enzimatica de transformacao de celulose em glicose (que

ird posteriormente ser fermentada). A explicagdo encontra-se no fato de os conteudos de

lignina nas fibras de celulose da biomassa pré-tratada sdo menores em pré-tratamento

por organossolve do que em outros pré-tratamentos (hidrotérmico e 4acido, por exemplo)

porque ele € capaz de quebrar ligacdes tipo a-aril eter e arilglicerol-B-aril eter (B-O-4)
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na macromolécula de lignina. Isso provoca mudangas significativas na estrutura da
lignina, incluindo diminuicdo do numero de seus grupos fendlicos e metoxil e
diminuindo sua massa molecular (Nakagame e Seiji, 2010). Consequentemente,
escolhidas condi¢des adequadas de processo pode extrair lignina, sem causar graves
destruigdes dos acucares. A degradacdo dos agucares ¢ evidente com uso de catalisador
acido no processo, ou mesmo quando se empregam temperaturas muito elevadas de pré-
tratamento (Pan. et.al., 2006). Nesse caso, hd conversdo de glicose e xilose a produtos

como furfural, hidroximetil-furfural (HMF) 4cidos leuvinico e formico, entre outros.

Geralmente, a xilana eficientemente extraida da biomassa com emprego de agente
alcalino KOH ou NaOH, ¢ convertida enzimaticamente a XOS por acdao de xilanases
que possuem baixa atividade exo-xilanase (ou B-xilosidase), ou seja, que clivam a
cadeia de xilana gerando concentragdo minima de xilose. (Aachary, et.al., 2011).
Combinando-se essas duas etapas de processo, muitos materiais lignocelulosicos
puderam ser até o presente momento, utilizados como fontes de XOS: casca de aveia,
madeiras mole e dura, baga¢o de milho, palha de trigo ¢ bagaco de cana. (Aachary
et.al., 2011; Manrich, et.al., 2011).

A tabela 2 abaixo reporta alguns exemplos de aplicacdes de processos utilizados com
objetivo de se extrair xilana para a produgdo de xilo-oligossacarideos e a fonte

lignocelulodsica escolhida para este fim.

Tabela 2. Exemplos de processos utilizados para a extracdo de xilana e biomassa

escolhida.
Autor Processo Rendimento Biomassa
) Extragdo alcalina 0,4g xilana em 2g

Akpinar et al. 2007 Talo de algodao
NaOH 24%, 3h, 35C  biomassa inicial
Amoénia aquosa 15%

Lee et al. 2005 15% Talo de algodao
60°C 12h
Amonia aquosa 15%

Zhu et al. 2006 26,4% Palha de milho
90°C 24h
Auto-hidrolise  150-

Nabarlatz et al 2005 190°C, 42-63% Casca de améndoa
19-300min
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2.6. Xilo-oligossacarideos (XOS)

A partir da xilana, uma série de produtos economicamente importantes, tais como xilose
e xilitol podem ser obtidos. Foram focados neste trabalho os xilo-oligossacarideos
(XOS), cadeias curtas de xilose, formadas por 2 a 7 unidades, cujas caracteristicas vem
conquistando espaco crescente na industria farmacéutica, quimica fina e como
ingrediente alimentar. O mercado europeu de prebidticos, cujo preco estima-se ser de
US $ 22/kg, foi projetado para atingir US $ 179 milhdes em 2010 (FAO, 2007), ¢ a
producdo de oligossacarideos no Japdo ja envolve 20 empresas nos dias de hoje (The

world  prebiotic  ingredient  market, brochure  2010:  http://www.ubic-

consulting.com/template/fs/documents/Nutraceuticals/The-World-Prebiotic-Ingredient-
Market.pdf).

Os XOS sao reconhecidos por muitos estudiosos como prebidticos, nutrientes com um
potencial de acdo sobre a fisiologia humana, visto que ndo servem de substrato para as
enzimas do trato gastrointestinal de individuos saudéaveis, sendo seletivamente
fermentados por alguns tipos de bactérias intestinais, principalmente bifidobactérias e
lactobacilos. Assim, sdo processados no intestino grosso, estimulando a produgdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), e irdo favorecer a saude € o bem-estar como um

todo (Gullén, 2011; Aachary e Prapulla, 2011; FAO, 2007; Roberfroid, 2007).

Os beneficios citados referentes a ingestdo frequente de XOS na dieta alimentar sdo
diversos, além do ja mencionado estimulo da flora intestinal seletiva. Eles possuem
efeito antioxidante, promovem o aumento da atividade biologica do calcio no
organismo, estimulam a atividade imunologica com efeito antitumoral, (Nabarlatz,
2007, Tuohy et al. 2005. Campbell et al. (1997) alimentaram ratos com dieta contendo
6% (m/m) de XOS durante 14 dias e verificou um aumento significativo da
concentragdo de bifidobacteria fecal e cecal. Van Craeyveld, et al. (2008) verificaram
um aumento entre 1 ¢ 1,5 unidades log;o na concentragdo de bifidobacteria cecal de
ratos alimentados durante 14 dias com XOS de cadeia curta e com AXOS, arabino-xilo-
oligosacarideos, extraidos de cereais. Em estudos recentes, XOS tém apresentado maior
efeito sobre o aumento no crescimento de espécies de bifidobacteria sendo
preferencialmente fermentados quando comparados com agucares prebidticos usados
como referéncia, como os fruto-oligosacarideos (2 a 10 moléculas de sacarose, nas quais

uma ou duas outras unidades de frutose sdo adicionadas por ligacdes B-(2-1)a molécula
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de frutose e da sacarose) (Sousa et.al.,, 2011). Os efeitos da ingestdo de prebiodticos

ligados ao metabolismo estdo resumidos na figura 2.12 (Licht et.al. 2011).

Figura 2.6.1. Estimulo da microbiota intestinal causado pelo consumo de prebiodticos

(Licht, et.al.; 2011)

a

1. Estimulo das celilas immologicas diretamente por prebidticos
2. Irmitacdo das células epiteliais diretamente por prebidticos
3. Estimulo das céllas mmunologicas pela microbiota nativa
4. Estimulo de producio de mucina (glicoproteina) pela microbiota
nativa
5. Estimulo de genes/proteinas do tecido conjuntivo pela microbiota
nativa
6. Estimulo de producio de SCFA (4cidos graxos de cadeia curta),
que leva a: A Regulacio de sintese e crescimento de células
do tecido conpumtivo células epiteliais diferenciadas

B. Regulacdo de células do sistema de resposta
imune{citocinas )
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2.6.1. Obtengao de XOS a partir de Materiais LignoceluldsicosPara que uma extragao
suficiente da hemicelulose ou xilana da biomassa seja efetivada sem resultar em maiores
danificacdes a sua estrutura, alguns pré-tratamentos especificos sdo indicados, mais
comumente a extragdo branda ou moderada com NaOH, extracdo moderada usando-se
amonia aquosa com ou sem complementacdo da energia do ultrassom e o organossolve.
Auto-hidrolise e tratamento hidrotermal, ambos com emprego de agua em contato com
a matéria prima a altas temperaturas, que podem variar de 120 a 240°C, durante
periodos que podem ir de poucos minutos ou algumas horas, sdo relatos com freqiiéncia
como ferramenta para se separar xilana da lignocelulose. Esses processos, no entanto,
conduzem a monomerizagao da xilana a xilose com réapida transformacdo desta em

furfural e outros compostos de degradagado. (Moniz, 2009; Borrega, 2011).
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Capitulo 3
3. Materiais € Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Enzimas utilizadas:

Extratos comerciais de xilanase NS50014 e NS 22036 foram gentilmente foi doada pela
Novozymes A/S (Dinamarca), extrato comercial Genencor XY foi gentilmente doado
pela DuPont Industrial Bioscience (Estados Unidos). Xilanase ndo comercial extraido
de Bacillus subtilis (X-Bs) foi gentilmente doada pelo Departamento de Biologia
Molecular e Celular e Agentes Patogénicos (FMRP-USP), da Universidade de Sdo
Paulo (USP), Ribeirao Preto, Brasil.

3.1.2. Substrato
Xilana de bétula (birchwood xylan) foi adquirida da Sigma Aldrich S.A. (USA).
3.1.3. Suportes

Agarose 10BCL e 10BCL foi adquirida da Amersham Pharmacia Biotech AB (Uppsala,
Suécia) ou da ABT-Sepabeads (Espanha)

3.1.4. Matérias Primas fontes de Biomassa

Po de serra de madeira dos géneros choupo negro (Schwarzpappel) e faia (Buche) foram
coletadas no inicio da primavera europeia (especificamente no més de maio) de
carpinteiros da regido proxima de Straubing, Alemanha. Bagaco de cana de agucar in
natura foi gentilmente doado pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) de

Piracicaba- SP
3.1.5. Materiais Especificos

Membranas de didlise de proteinas, de acetato de celulose, com tamanho de poro de 14
kD foram fornecidas pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Dispositivos de
ultrafiltracdo (Vivaspin 20) foram adquiridos da GE Healthcare (Estados Unidos).
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3.1.6. Reagentes

Padrdes de glicose, xilose, xilobiose, xilotriose, xilotetraose, arabinose, manose e
galactose foram adquiridos da Megazymes (Irlanda). 1-etil-3-(3-dimetil amiopropil)
carbodi-imida (EDAC), boridreto de sodio, glicidol, PEG (polietileno-glicol de MM
20g/mol) e etilenodiamina (EDA) foram fornecidos pela Sigma Aldrich S.A. (USA).
Etanol 95% e acido sulfirico foram adquiridos da Roth GmbH (Alemanha) ou da

Quemis (Brasil).Os demais reagentes foram utilizados de grau analitico.
3.2. Métodos

3.2.1. Determinagéo da atividade enzimatica da xilanase

A atividade da xilanase foi determinada medindo-se a liberagdo de agucares redutores
ao longo do tempo de hidrélise de xilana de bétula (1% m/v), catalisada pela enzima.
Acucares redutores foram quantificados usando-se o método dinitrosalicilico (DNS)
(Miller, 1959). Xilana de bétula diluida em tampdo acetato SOmM pH 5.0 foi incubada a
50°C com adi¢do de solugdes enzimdticas diluidas por 10 min. Uma unidade de
atividade (UI) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol

de xilose em 1 min nas condig¢des de ensaio (pH 5,0; 50°C).
3.2.2. Determinacdo da concentracdo protéica da xilanase

Concentracdo de proteina dos extratos enzimaticos de xilanase foi determinado segundo
a metodologia proposta por Bradford (Bradford, 1976), usando-se como referéncia a

albumina de soro bovina (BSA).
3.2.3. Dialise da enzima comercial com uso de membranas de dialise

Para se eliminar aditivos (conservantes e protetores enzimaticos) comumente

encontrados em extratos comerciais da enzima, foi realizada a dialise.

Usando-se procedimento padrdo de didlise com uso de membranas, 10mL de preparado
comercial foi dialisada usando-se membrana de acetato de celulose e incubada em 1L de

5 mM de tampao acetato de potassio pH 7, a 4°C, por 24 h, com trocas de volume a

cada 8 h.
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3.2.4. Dialise da xilanase com uso de dispositivo de ultrafiltracdo

Na tentativa de aprimorar o procedimento de didlise das xilanases, os extratos
enximaticos foram centrifugada em dispositivo de ultrafiltragdo (Vivaspin 20, GE
Healthcare), com adigdo de volume de 4gua destilada em proporgdo /1o , por 4 ciclos de
60 minutos a 6000 g até que o volume recuperado fosse reduzido 90% do volume inicial

de cada ciclo. No inicio cada ciclo, agua destilada era novamente adicionada.
3.2.5. Aminagéo da xilanase

A modifica¢do quimica proposta por Hoare e Koshland (Hoare e Koshland, 1967) foi
adotada usando-se 0.6mL de enzima comercial adicionada a 5.4mL de 1M EDA a pH
4.75. EDAC solido (10mM) foi adicionado a solugdao. Apos 120 min de reacdo com
agitacdo suave a 25°C, a solucdo foi dialisada como descrito acima. A enzima aminada
foi imediatamente imobilizada. Aminacdo em presenca de polietileno-glicol (PEG de
MM 20g/mol) foi realizada semelhantemente, adicionando-se o reagente em
concentragdo 1:10 (mg PEG/mg proteina). Acompanhou-se, durante a reagdo, a

atividade enzimatica da xilanase.
3.2.6. Determinagéo de valores maximos de temperatura e atividade da xilanase

Atividade enzimatica das enzimas comerciais e dialisadas foram determinadas como
acima descrito (item 3.2.1), usando-se diferentes solugdes tampao (de 3 até 11, a 50°C)
e diferentes temperaturas (de 20°C a 90°C, a pH 5.0). Para a xilanase NS 50014 foram
também determinadas atividades enzimaticas da enzima imobilizada (0.010g £ 0.002) e
de enzima imobilizada apos esta ser adicionada de 10uL de PEG (polietileno-glicol de
MM 20g/mol), variando-se as condi¢des de temperatura e pH, como descrito

acima.3.2.7. Imobilizacdo de xilanase

Gel glioxil-agarose altamente ativados foi suspenso em solucdo enzimatica NS 50014
ou NS 22036 usando-se relagdo enzima:suspensdo de 1:10, preparada em 100mM
tampao bicarbonato de sodio pH 10.05, contendo carga enzimatica de Smg proteina/g
gel. Essa suspensdo foi mantida sob agitacdo durante 24 h, em temperatura ambiente.
Ao final da reacdo, boridreto de sodio foi adicionado a suspensdo (Img/mL de
suspensao) sob agitacdo, durante 30min. Finalmente, a enzima imobilizada em agarose-

glioxil foi filtrada e lavada com 500mL de dgua destilada.
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A 1imobilizacdo da enzima NS 50014 foi acompanhada medindo-se a atividade
enzimatica no sobrenadante de reagdo e na suspensao, € a concentracdo protéica do
sobrenadante, ao longo do tempo. Além disso, possiveis inativacdes enzimdticas foram
investigadas medindo-se atividade em uma suspensdo de enzima em mesmas condi¢des

de reacao (branco).
Parametros de Imobilizacéo

Rendimento de de imobilizagdo YIU (%) foi calculado apos a determinacdo do nimero
de unidades de enzima que desapareceu no sobrenadante de imobilizacdo, tendo em
conta a diluicdo da solucdo de imobilizacdo; devido a adi¢dao do suporte e inativacio de
enzimas e a possivel inativacdo devido as condi¢des de imobilizacdo (verificados na

amostra branco (tampao +enzima)), de acordo com a equagao 1.

Y, (%)= (1 - %}xmo Eq. (1)

tf

ESi = Concentracdo da enzima em unidades no sobrenadante, ao final do tempo de

imobilizacao

EBi = Concentragdo da enzima em unidades, do branco, ao final do tempo de

imobilizacao

d = fator de diluicdo - (volume de soluciao de imobilizagdo + volume da 4gua (umidade)

na massa do suporte adicionado)/ volume da solugdo enzimatica de imobilizagao.

Atividade Recuperada - RA(%) foi calculada ap6s se determinar a atividade da enzima
imobilizada Ager (Ul/g derivado) e comparando-a com as unidades de enzima

teoricamente imobilizada, equagao 2 ().
RA(%) = (%]XIOO Eq. (2)

A¢ = Unidades de enzima teoricamente imobilizadas (Ul/g suporte), foi calculada

aplicando-se Yy a carga enzimatica oferecida, unidades enzima/g suporte.
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3.2.8. Inativacgao térmica da xilanase

Enzimas livre e imobilizadas foram incubadas em tampao fosfato de s6dio SmM pH 7.0
e mantidas a 70°C. Aliquotas de solugdo e suspensdo enzimdtica foram retiradas e
medida a atividade enzimatica como ja descrito previamente, até que se determinasse o

seu tempo de meia-vida (1%%).

3.2.9. Influéncia do etanol sobre a atividade da enzima soluvel
Xilanase soltuvel foi incubada a temperatura ambiente em tampao acetato 50 mM pH 5,0
ou no mesmo tampdo contendo 7% (v/v) de etanol. Aliquotas foram retiradas e

atividade residual foi determinada com o tempo.
2.2.10. Adsor¢a@o de enzima soluvel na presenga de lignina insoluvel.

Lignina recuperada depois de extracdo de etanol por rota-evaporagdao de um volume de
licor negro extraido de madeira de faia pré-tratada foi deixada a temperatura ambiente
durante a evaporacdo de humidade total. 200mg de lignina seca foi adicionada a 50 mL
de tampao acetato 200mM pH 5,0 contendo 5% (v / v) xilanase soluvel. A concentragdo

de proteina foi acompanhada durante 24 h.
3.2.11. Selecédo da enzima

Perfis de produtos de hidrolise de xilana de bétula (10g/L, pH 5.0) das enzimas
comerciais e dialisada e da xilanase cultivada usando carga de 90 Ul/mL foram
analisadas quanto a concentracdo de xilo-oligdmeros ¢ monOmeros.. Reacdes de

hidrolise de xilana foram conduzidas por por 6 horas a 50°C.
3.2.12. Ativagéao do suporte gel de agarose (formacéo de glioxil-agarose)

Seguindo-se o protocolo proposto por Guisan (1988), o gel de agarose foi suspendido
em agua (30mL/105 g de agarose) e mantido em banho de gelo. Uma solugdao de
NaOHI1.7 mol/L contendo 28.5mg de boridreto de sodio por mililitro de solugdo foi
preparada em banho de gelo e adicionada a suspencdo (50mL de NaOH/105 g de
agarose). Em seguida, glicidol foi gotejado lentamente na suspensdo (36 mL/105 g
agarose). A suspencao foi mantida sob agitagdo a 25°C por 16h. Apds isso, gel agarose-

gliceril foi suspenso em agua (895 mL/105 g de gliceril-agarose), adicionado de
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periodato de sodio (3.21 g/105 g de agarose-gliceril) e mantido sob agitacao por 2 h. Ao

final o gel glioxil-agarose fei lavado exaustivamente com agua e estocado a 4°C.
3.2.13. Secagem e fracionamento do po de serra de madeira

Amostras de p6 de serra de géneros choupo negro e de faia foram espalhados sobre
superficies para serem secadas em temperatura ambiente, durante aproximadamente 2
semanas, até que se atingisse umidade constante. O material foi entdo separado e
classificado usando-se uma peneira automatica modelo AS 200 da Retsch (Alemanha).
Particulas com dimensdes acima de 2 mm foram descartadas e as abaixo de 2 mm foram

utilizadas. O procedimento seguiu a normatizagao alema DIN CEN/TS 15149-2006.
3.2.14. Determinacao de massa seca da matéria prima

A massa seca do po de serra foi medida com uso de uma balanga de massa umida MA35
Sartorius AG (Alemanha), com fonte de calor infravermelho a temperatura de

aquecimento de 120°C. Amostras pesavam entre 0.95 ge 1.00 g.
3.2.15. Determinacao e caracterizagdo de conteudo de carboidratos.

Conteudo de carboidratos na matéria prima foi determinado apés realizar-se hidrolise
com 4cido sulfurico. Amostras de 0.3 g de p6é de serra de madeira, ou amostras de
residuos solidos resultantes de pré-tratamentos foram submetidas inicialmente a
hidrolise com acido sulfurico 72%, por 10 minutos. a 30°C ¢ agitados com bastdo de
vidro a cada 10 min. Apos esse periodo, foram adicionados 87 mL de dgua, até que uma
concentragdo de 4cido sulfirico 4% fosse atingida. Para avaliar o tempo 6timo de
hidrolise em autoclave com acido sulfurico, amostras foram entdo autoclavadas por 30
min, em sequéncia centrifugadas (20 min, 20°C e 2500g) para segregacdo de material
insoluvel. A fracao soluvel foi neutralizada ¢ analisada. A fracao soélida era novamente
adicionada de 87 mL de acido sulftrico 4% e autoclavada por mais 30 ou 90 minutos. O
tempo estabelecido depois de realizada a investigacdo de tempo 6timo de hidrélise foi

de 60 min.
3.2.16. Analise de Aclcares

Andlises de glicose, xilose, galactose, arabinose e manose foram efetuadas em coluna de

troca ionica Pb HPX 87 H Aminex (Bio-read Laboratories, Estados Unidos) em HPLC,
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cromatografia liquida de alta resolugdo, com controlador Shimadzu LC-20A (Japao),
com detector de indice de refracdo RID-10A, a 60°C. Usou-se como referéncia padroes
de monossacarideos. A fase mdvel consistiu de agua destilada com fluxo de 0.5mL.min
'. A quantificagio de agticares foi realizada para a matéria prima in natura e a biomassa
pré-tratada, e também apos hidrélise acida completa com acido sulfurico dos agucares
extraidos apds pré-tratamento, para se realizar o balango de monossacarideos totais que
permaneceram em forma oligomérica (xilo-oligossacarideos) apds o pré-tratamento do
p6 de serra. A hidrolise 4cida era realizada com 4cido sulfurico 72% (g/g) a 120°C
durante 60 minutos em tubos de ensaios resistentes a pressdo, colocados em banho de

oleo.

Analise de concentragdes de XOS, xilose, arabinose ¢ acido acético foram realizadas em
uma coluna H Supelcogel C-610H-59320 U (Sigma-Aldrich, EUA) através de troca
i6nica por cromatografia de alto desempenho (HPLC), controlador Waters; detector
indice de refragdao (RID) 410 e fase movel H3PO4, 0,1% (v/v). Temperatura de ensaio
usada foi 30 C e fluxo de 0,8mL.min"'. Para que as analises em HPLC pudessem ser
realizadas, houve a necessidade de prévia purificacdo da hemicelulose, da seguinte
forma: evaporacdo de todo o volume da amostra do extrato solivel obtido no pré-
tratamento (para eliminagao total de etanol presente) e re-suspensiao do volume em agua
destilada. Depois disso, a amostra foi centrifugada e filtrada com filtro C18 Sepak ®
(Waters) e em seguida filtrada usando-se filtros de tamanho de poro 0.20um (Sartorius).
Com a evaporacao total do liquido de extracdo, seguida de re-suspensdo em agua e
centrifugacdo da amostra, esta perdeu a turbidez, observada na solucdo extraida pos
processo organossolve. Houve eliminagdo de lignina, j& mencionada anteriormente no

texto como um dos principais fatores de inibi¢do enzimatica.

Conteudo de agticares foi analisado da matéria prima bruta, e dos extratos solubilizados
pelo pré-tratamento antes e depois de realizada hidrolise completa 4acida com acido
sulfurico 72% (relagdo massica) dos oligdbmeros € mondmeros gerados. O contetdo de
hemicelulose do bagaco de cana-de-agucar foi determinado segundo descritos em

protocolos NREL para determinag@o de carboidratos de material lignocelulosico.

3.2.17. Pré-tratamento de pé de serra de madeira de choupo negro e faia em reator

micro-ondas.

39



Amostras de biomassa seca (3.5g) foram adicionadas em frascos padrio do reator. Agua
destilada foi adicionada até se completar uma massa total de 35 g. Colocou-se em cada
recipiente um agitador magnético, de forma que as amostras eram mantidas sob agita¢do
magnética durante o ensaio no reator. Os recipientes foram entdo fechados,
pressionados e travados; e posicionados homogeneamente no reator (o qual era capaz de
girar as amostras, mudando-as de posi¢do). As condi¢gdes de reacao foram: 20 min a
150°C, 30 min a 130°C e 45 min a 120°C. Tempos de aquecimento e resfriamento eram
de 10 min e poténcia aplicada foi de 1000W em todos os casos. Apds a reagdo, o
material soltivel e o residuo so6lido foram recolhidos, ap6s serem separados com uso de

malha de nylon (20 DEN).

3.2.18. Pré-tratamento do p6 de serra de madeira de choupo negro e de faia pelo
processo Organossolve

Os procedimentos experimentais seguiram protocolos descritos por Araque et.a. (2008).
Amostras de 100g de matéria prima seca foram adicionadas em 800 mL de solucdo
etanol:agua 50% (v/v). O material foi autoclavado por 60 min a 180°C em reator de alta
padrdo de 2L Parr (Estados Unidos). A pressdo maxima de operagdo foi de 17 bar. Apos
procedimento, amostras foram filtradas sob vacuo e lavadas duas vezes com solugdo de
etanol 50% (v/v) a 60°C para se evitar deposi¢ao de lignina solubilizada sobre as fibras
celulosicas. O material era recolhido (licor negro) e adicionado ao volume extraido no
pré-tratamento e o residuo solido era lavado com 4gua destilada. Evaporava-se o etanol
da solugdo extraida com uso de roto-evaporador a 60°C e 240 mbar, até retirada de um
volume final de 375 mL, contendo 82% etanol (v/v). Apods evaporagdo de etanol, o licor
tornou-se de cor marrom. Este substrato foi chamado S2. S2 foi deixado a temperatura
ambiente até a evaporacdo total de etanol e da agua. Para avaliar a influéncia de etanol
sobre a reagdo de hidrolise, o ensaio seguinte foi realizado: dgua destilada foi utilizada
para re-suspender os sélidos nas mesmas proporgdes encontrados em S2. A solugdo re-
suspensa foi centrifugada (5.000g, 15 min, 4 ° C) e a lignina precipitada foi separada.
Este substrato foi chamado SI1A: re-suspensio em agua destilada pura. S1E: re-
suspensao em um de 7% (v / v) de etanol: solugdo de agua. S2, S1A e SIE foram

utilizados como substratos para gerar XOS usando xilanase solivel e imobilizada.

3.2.19. Hidrdlise de extratos liquidos pré-tratados do p6 de serra de madeira de faia

com Xxilanase livre e imobilizada.
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Quantidades de derivado de xilanase (xilanase imobilizada em agarose-glixil) de 0.27g
ou volumes de 0.43 puL de enzima soluvel, correspondentes a uma carga enzimatica de
20UI por grama de biomassa original, foram adicionadas a 10mL de extrato liquido pré-
tratado e incubado a 60°C por 72 h com agitacdo de 130 rpm em shaker. Amostras
foram coletadas ao longo do tempo de reagdo para a quantificacdo de agucares. Reagdo
foi finalizada através de imediata imersao e agitacdo das amostras em banho de gelo a
0°C seguido do congelamento das amostras. Ao término da reagdo, enzima imobilizada
foi filtrada e lavada com 4gua destilada. Os substratos liquidos extraidos do pé de serra
foram também enzimaticamente hidrolisados sem prévia purificagdo ou alteragdo do
meio. Para ser usada como referéncia (controle), foi preparada uma solucao de xilana de
bétula com 10g/L de concentragdo em tampao citrato S0mM pH 3.5 com a mesma carga

enzimatica.

A atividade enzimdtica remanescente dos derivados utilizados nas diversas hidrolises e
comparada com a atividade uma amostra de derivado denominado de “novo” ou ainda

nao utilizado foi analisada.
3.2.20. Lavagem dos derivados usados e do derivado ““novo”

Apoés se empregar xilanase imobilizada na hidrolise de solugdes extraidas da biomassa
nos processos de pré-tratamento, uma amostra de 1g de cada derivado “usado” e “novo”
foi lavado separadamente com 5SmL de solugdo de etanol 50% (v/v) por 60 min a 50°C
em shaker. Nesta etapa, leu-se a absorbancia a 280nm do sobrenadante e da suspensdo

das amostras antes e depois do procedimento de lavagem.
3.2.21. Extracéo de xilana do bagaco de cana-de-agucar pelo tratamento Organossolve

o bagaco de cana-de-acucar doadop pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC)
continha 29,4% de hemicelulose. Uma relagdo so6lido: liquido foi fixado em como sendo
1:10 (m:v). Usando e 50% de etanol (v / v), trés diferentes graus de severidade (DS)
foram avaliados: 150° C, 30min (DS 4.1); 170 ° C, 70 min, (DS 5.1) ¢ 190 ° C, 90 min
(DS 5.9) Trés concentracdes de etanol foram testados: 30, 50 e 70% de etanol (v / v)
para o SD 4.1. Extrato soltivel cujas condi¢des de pré-tratamento resultaram em melhor
rendimento e producdo xilana em forma de XOS, somados a minima geracdo de

mondmeros foi escolhido para ser hidrolisada por enzimas.
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3.2.22. Grau de Severidade (DS)

O grau de severidade do pré-tratamento, descrito por Overende Chornet (1987) ¢
oparametro de medida da gravidade do pré-tratamento em fun¢do do tempo e da

temperatura de reacdo e também do tempo em que a temperatura permanece acima de

100°C.

|: ((T _Tref )j:|
log(r,) =log| t-exp| ———— 3.1

14,75

Sendo:
log(r,) = grau de severidade
T = temperatura (°C) e Tyr= 100°C
t = tempo de reagdo (min)

Para realizar o tratamento organossolve do bagaco de cana-de-agucar, para se
determinar o grau de severidade de cada pré-tratamento levou-se em consideracdo ndo
s6 o tempo estabelecido para cada reagdo apds atingir a temperatura desejada, mas
também se monitorou o tempo das rampas de aquecimento, que variou em média de 80

a 108 min.
3.2.23. Extracdo da xilana de bagaco de cana de agucar por tratamento alcalino

Matéria prima foi previamente caracterizada de acordo com protocolo NREL (TP-510-
42618) especifico para material lignoceluldsico. A xilana foi extraida da biomassa por
pré-tratamento alcalino usando NaOH com concentracdes de 1,4 e 7% (m/v). O bagaco
(proporgdo solido:liquido de 1:10(m/v)) foi autoclavado a 121°C e 1 atm por tempos
que variaram entre 15 ¢ 90 min. Em seguida, a fase so6lida foi separada da fase liquida e
esta foi estocada a 4°C. Antes de ser hidrolisada enzimaticamente, a solugao foi ajustada
até pH 5,0 com H,SO4 e em seguida centrifugada. Parte da lignina precipitou e foi

eliminada. Nao ocorreu total precipitacao da lignina neste pH.

3.2.24. Hidrolise da xilana do bagaco de cana de agucar
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A xilana extraida por tratamento alcalino com NaOH foi hidrolisada por enzima livre e
imobilizada a 50°C durante 4 h. A carga enzimatica utilizada foi de 20 UI por grama de
matéria prima tratada. As suspensdes enzima-substrato foram incubadas em reatores
encamisados. A umidade do derivado de xilanase utilizado foi medido em aparelho
medidor de atividade de agua modelo 4TEV (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA,

Estados Unidos) e controladas para permanecerem com valor de 0,994+0,001.
3.2.25. Reciclo da enzima imobilizada

Cinco hidrélises consecutivas foram efetuadas a 50°C e pH 5,0. A cada ciclo, a enzima
imobilizada foi filtrada e lavada, com a remog¢do de aliquotas para o controle de
umidade(determinou-se a umidade do derivado a cada ciclo) e medida de atividade
remanescente. O acompanhamento da hidrolise da xilana a XOS foi acompanhado
durante o ultimo ciclo, do qual retirava-se amostras do meio reativo ao longo do tempo

para determinacao de concentragdo de agucares.
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Capitulo 4. Resultados e Discussao

4.1. Desenvolvimento de protocolo para obtencdo de derivado ativo e

estavel de xilanase: imobilizacéo de xilanase NS50014
4.1.1. Caracterizacao da xilanase comercial e xilanase dialisada

Enzima comercial e dialisada continham, respectivamente, 13.4 e 7 mg de proteina/mL.
As atividades enzimaticas de ambas foram medidas em diferentes temperaturas (Figura
4.1.1) e diferentes valores de pH (Figura 4.1.2). Apesar de os perfis de temperatura da
enzima comercial e da enzima dialisada demonstrarem comportamento semelhante, isso
ndo aconteceu ao se variar o pH. A enzima comercial mostrou-se ser estavel entre
valores de pH de 4 a 10, enquanto a dialisada apresenta um perfil em formato de sino,

com maximo ao redor do valor 7. Essa diferenga pode ser evidéncia de aditivos

protetores presentes na preparacao comercial, que sdo eliminados durante a dialise. O
efeito protetor de um estabilizante pode ser verificado no grafico 4.3, onde a xilanase
imobilizada ¢ adicionada de 10uL de PEG e sua atividade enzimatica ¢ medida. Em
altas temperaturas (acima de 70°C) ocorre aumento da atividade enzimatica. Além da
estabilizacdo causada pela imobilizagdo, o PEG age também como preservativo da
enzima. Com isso, o efeito do calor promove maior difusdo de substratos sem que

ocorra desconfiguracdo da enzima e consequente diminuicao de sua atividade catalitica.
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Figura 4.1: Influéncia da temperatura da xilanase Figura 4..2: Influéncia da variag¢io de pH do meio

soltivel dialisada (circulose cheios) e ndo dialisada sob atividades enzimaticas de xilanase dialisada
(circulos vazios). (circulos cheios) e ndo dialisada (circulos vazios).
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4.1.2. Imobilizacéo da xilanase em gel de agarose-glioxil

Tentou-se realizar imobilizacdo da xilanase comercial e dialisada em agarose-glioxil,
através da técnica usual por ligacdo covalente multipontual. A baixa recuperagdo de
imobilizacao (cerca de 10%) indicou que a enzima muito provavelmente continha um
numero bastante reduzido de residuos lisina em sua superficie, conseqlientemente, um

nimero muito reduzido de grupos amino disponiveis para a imobilizagcdo covalente.

Em tentativa seguinte, realizou-se a aminacao seguida de imobilizacdo. No processo de
aminacdo quimica ¢ realizada, grupos carboxilicos presentes nos residuos acidos
glutamico e aspartico reagem com o etilenodiamina, disponibilizando grupos amino
adicionais na superficie da proteina, além dos poucos presentes, dos aminoacidos lisina.
Isso permite que um nimero maior de ligagdes seja efetivada entre enzima e suporte.
No caso da xilanase NS 50014 aminada e subseqiientemente dialisada significou uma
recuperacdo de 100% da atividade enzimatica (conforme mostrado na figura 4.1.) e
aumento da estabilidade térmica da enzima, comparada com sua forma livre comercial

(20 vezes) e livre dialisada (40 vezes).

No entanto, a reacdo de aminagao, que deve ser seguida de didlise, significou uma perda
de quase 70% da atividade enzimatica. O PEG, polietilenoglicol, um polimero
estabilizante, foi utilizado (1:10 mg, PEG:MG proteina) na tentativa de se reduzir a
perda de atividade durante a aminacdo. Isso de fato aconteceu. Com o uso de PEG
envolvendo as moléculas de enzima, como um agente protetor da estrutura
tridimensional da proteina, a perda total foi de cerca de 50%. O derivado obtido, apos
aminagao sem PEG, possuia uma atividade enzimatica de 20Ul/g. Resultados mostrados

na tabela 4.1.

Tabela 4.1. Perda de atividade da xilanase comercial durante etapas de aminagdo e

dialise

Enzima Atividade relativa Atividade relativa apoés Arividade  rrelativa
inicial aminagao apos dialise

Xilanase +PEG 1 0,86 0,52
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Xilanase 1 0,55 0,32

commercial

Durante imobilizacdo de xilanase comercial e aminada (com e sem adi¢do de PEG), a

atividade do sobrenadante do meio durante a imobilizagdo foi acompanhada.

Os ensaios realizados, medindo-se atividade do sobrenadante (enzima ainda em solugao
que nao foi imobilizada) mostraram que a aminagdo da enzima com e sem adicao de
PEG resultaram em uma répida imobiliza¢do, sendo que a auséncia do PEG permitiu
uma atividade recuperada de 100%. Os resultados sdo mostrados na Figura 4.4. Uma
explicacdo para esse decréscimo se da ao impedimento estérico por parte do plimero

que se interage com a enzima por pontes de hidrogénio.

Figura 4.4. Taxa de imobilizagdo da xilanase comercial (circulos cheios), dialisada
(circulos vazios), aminada sem uso de PEG (tridngulose cheios) e dialisada em presenca

de PEG (triangulos vazios).
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4.1.3. Inativagéo térmica das xilanases

Ensaios de inativagdo térmica de enzimas soliveis comercial e dialisada, bem como de
enzimas comercial imobilizada e dialisada imobilizada foram realizadas a 70°C em pH

7. Os resultados sao mostrados nas figuras 4.5 ¢ 4.6.

47



Figura 4.5.: Inativagdo térmica a 70°C e pH 7.0, de de xilanase comercial solavel

(circulos vazios) e xilanase dialisada solavels (circulos cheios).
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Foram realizados ensaios de inativagdo térmica a 70°C e pH 7,0 das enzimas, solavel
comercial, soluvel dialisada e enzimas imobilizadas em agarose-glioxil com e sem
previa aminagdo. Resultados medindo-se o tempo de meia vida (t '2) foram de 90 e 45

minutos para enzimas solivel comercial e dialisada, respectivamente.

Na figura 4.6 ¢ apresentada a inativagdo térmica das xilanses imobilizadas, em sua
forma comercial e em sua forma previamente dialisada, sem presenga de agentes
protetores. Perfis sdo semelhantes sdo observados, indicando que a exclusdo prévia de
agentes protetores ndo foi relevante para o fator de estabilizagdo. O processo de
imobilizacdo de ambas as xilanases (comercial e dialisada) representou apenas um baixo
avango na estabilidade térmica da enzima, cujo tempo de meia vida que alcancou 3,5

horas.

Figura 4.6.: Inativagdo térmica, a 70°C e pH 7.0, de xilanase dialisada imobilizada

(circulos vazios) e xilanase comercial dialisada (circulos cheios).
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Esse baixo fator de estabilizacdo indica que a imobilizagdo, mesmo sendo efetiva em
sua funcao de insolubilizar a enzima, ndo obteve sucesso na estabilizagdo térmica. Sao
reportados, por exemplo, aumentos de tempos de meia vida, através de imobilizagao
multipontual, de 500 vezes para a Alcalase, 8.000 vezes para a Penicilina G Acilase e
9.000 vezes para a quimotripsina (Mateo et. al., 2007; Adriano et.al., 2008), o que
indica claramente que um grande niimero de grupos lisina (ou amino) encontrava-se
disponivel para a imobilizacdo multipontual. Tentou-se, portanto, com a rea¢do de
aminacdo da xilanase NS 50014 e o aumento no nimero de grupos amino em sua
superficie, que um (t ’2) de valor mais expressivo fosse atingido, capaz de permitir

processos enzimaticos mais longos ou a reutilizagdo da xilanase em varios ciclos.

O tempo de meia vida (T '2) das enzimas aminada com presenca de PEG e em auséncia
de PEG foram, respectivamente, 6 h e 30 h, esta ultima representando aumento, em
relagdo a enzima livre dialisada, de 40 vezes. Os resultados sao mostrados na figura 4.7.
Ha de se verificar que houve um aumento da estabiliza¢do, porém a adicdo de PEG
durante a reacdo de aminagao ndo se mostrou favoravel a etapa de imobilizacdo, todavia

importante para se evitar maiores perdas de atividade.

E possivel que o PEG tenha envolvido a molécula de enzima de forma a protegé-la
excessivamente, ndo permitindo que a rea¢do de aminacdo fosse efetiva. Com isso, a
xilanase foi parcialmente aminada e o nimero de grupos amino gerados neste caso foi
menor ¢ ndo suficiente comparado com o processo sem uso de PEG, onde ocorreu

aminacao completa.
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Figura 4.7. Inativacdo térmica da xilanase comercial soltivel (tridngulos cheios),
dialisada soluvel (triangulos vazios), aminada em presenca de PEG (quadrados cheios) e

aminada sem adi¢do de PEG (circulos vazios).
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As xilanases sdo consideradas enzimas importantes para aplicacdo industrial em vérias
areas. Tornar esta enzima insoluvel e termicamente estdvel representaria a diminui¢ao
de custos de processos usando xilanase. A imobilizacdo da preparagdo comercial da
xilanase NS 50014 em agarose glioxil representou uma melhora pouco positiva no fator
de estabilizacao da enzima. Com a introducao de grupos amino adicionais na superficie
enzimatica através da realizacdo de reagdo de aminagdo da proteina, com ou sem adig¢do
de PEG na reagdo, obteve-se sucesso na estabilizagdo, possibilitando a enzima se ligar
ao suporte e realizar, desta forma, uma ligacdo multipontual ao suporte. A utilizagdo de
PEG, apesar de diminuir a grande perda de atividade catalitica da xilanase durante a
aminacdo, ndo foi favoravel ao ganho de estabilidade térmica, podendo ter evitado a
formagdo de grupos amino na enzima. A enzima aminada sem presenga de PEG, em
seguida dialisada e imobilizada em glioxil-agarose, foi 40 vezes mais estavel do que a
enzima soluvel dialisada, a 70°C e pH 7.0, indicando este como um bom procedimento

para imobilizac¢ao da xilanase NS 50014.

50



4.2. Estudo da extracdo de xilana de material lignocelulosico e da
viabibilidade de utilizagdo como substrato na producédo de XOS com

xilanase imobilizada

Nesta etapa do trabalho, estudaram-se duas espécies de madeira nativas da Europa
central, cujo pé de serra (residuo do trabalho de carpintaria) foi recolhido durante o més
de maio (primavera) por carpinteiros do sul da Alemanha. As espécies foram: dlamo ou
choupo negro (Schwarzpappel) e faia (Buche). Esse material foi processado para se
extrair xilana através de dois pré-tratamentos: hidrotermal com irradiagdo micro-ondas e
organossolve etanol-dgua, apds investigagdo de suas composi¢des. Selecionadas a
melhor fonte e o melhor pré-tratamento para obtengdo de xilana, esta foi
enzimaticamente hidrolisada com xilanase NES 50014 livre e imobilizada (sem

presenga de PEG), desenvolvida na primeira etapa do projeto.

Esta etapa do projeto foi realizada em dois institutos no centro de ciéncias de Straubing,
pertencente a Universidade Técnica de Munique, Alemanha: Instituto de Quimica e
Recursos Biogénicos e Instituto de Recursos e Tecnologia Energética, com colaboragao
de Prof® Doris Schieder. Fomentada pelo DAAD, (Deutscher Akademischer Austausch
Dienst), Servico Alemao de Intercambio Académico, esta etapa foi um trabalho de um

doutorado sanduiche na Alemanha, de durabilidade de 12 meses.
4.2.1. Caracterizacdo de agucares da biomassa

A analise da composicao de agucares incial da biomassa ¢ importante para se conhecer a
eficiéncia de cada pré-tratamento. Para isso, ¢ realizada hidrdlise da matéria prima. A
duragdo deste procedimento determina sua agressividade no sentido de se extrairem os
acucares. Caso seja curto demais, € possivel que ndo ocorra extracdo eficiente de toda
hemicelulose. Caso muito longo, o processo pode destruir actcares tanto da
hemicelulose quanto da celulose, transformando-os a produtos de degradagdo, como
furfural e hidroximetilfurfural. Se possivel, faz-se otimizacao deste tempo de hidrolise.
A autoclavagem foi realizada em tempos crescentes, de 30 a 120 min, a 120°C, apo6s as
quais se analisava concentragdo de aglcares. A figura 4.8 mostra resultados dos

diferentes tratamentos.
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Figura 4.8. Verificacao de tempo 6timo de hidrélise acida da matéria prima.
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Depois desta etapa, o tempo de hidrdlise foi especificado para 60 min para todas as
analises. Os resultados das caracterizagdes de ambas as madeira estio mostrados na

tabela 4.2..

Tabela 4.2.: Composi¢do das matérias primas de faia e choupo negro ap6s 60 min de

hidrolise em autoclave 120°C, acido sulfurico 72% (médias de triplicatas).

Po de serra de faia (g/100g material prima)

Glicose Xilose Galactose Arabinose Manose Total
40.8 20.4 0.33 0.63 0.67 62.8
P¢ de serra de choupo negro (g/100g material prima)

Glicose Xilose  Galactose Arabinose  Manose Total

47.6 7.8 1.1 0.04 11.7 68.2

Contetidos de xilose e glicose, em base massica, sdo relatados para o choupo negro
como sendo de, respectivamente, 39,6 a 46,9% ¢ 10,2-20,1% (Grous et.al., 1986; Pan
et.al., 2006); enquanto que para a faia sdo relatados 45,4 £ 1,9% de glicose e 27,9 +

6,8% e xilose em sua composic¢do (Godin, et.al., 2010). Neste trabalho, foram medidas
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concentragdes de glicose e xilose para o choupo de 49,7-50,0% e 7,3-8,3%,
respectivamente. Para a faia foi obtido 39,1-42,0% de glicose e 16,3-25% de xilose.
Esses valores estdo de acordo com os citados na literatura. Kordsachia 2011 analisou
em um trabalho realizado em 2011, 3 espécies de coniferas e 4 espécies de arvores de
folha caduca encontradas na Alemanha. Valores de monosacarideos encontrados na
madeira de faia foram semelhantes aos encontrados neste trabalho, porém para o
choupo, hd uma diferenca bastante significativa. Aqui, obtiveram-se valores muito altos
de manose (média de 11,7%), enquanto que Kordsachia 2011 obteve cerca de 3,7%
apenas. No entanto, foi 0 mondémero mais freqiiente depois da xilose (20,9%) e glicose
(70,9%) e este autor analisa dlamo ndo especificando se ¢ a espécie aqui estudada
(choupo negro). Ele também cita como sendo a glucomanan-xilana mais comumente
encontrada em madeira mole de coniferas. Muitos autores citam que madeiras moles
tém maiores teores de hemicelulose e resinas e ha autores que apresentam a xilana de
madeira mole como sendo glucomanan-xilana (Sjostrom 1993); Supde-se, com esse
resultado, que a espécie de alamo estudada neste trabalho também contem glucomanan-

xilana.

O conteudo de xilana (lida em forma de xilose) da madeira de faia ¢ maior, o que a
torna uma fonte mais adequada de xilo-oligossacarideos do que a madeira de alamo. A

faia foi, portanto, escolhida para as seguintes etapas do trabalho.

4.2.2. Influéncia do etanol sobre a atividade enzimatica

Atividade residual da xilanase soluvel incubada em solu¢des tampao contendo ou nao
7% de etanol foram medidos com o tempo e a sua atividade residual relativa foi
calculada. Os resultados sdo mostrados na Figura 4.9

Figura 4.9:. Influéncia do etanol sobre a actividade enzimatica da xilanase solavel.
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Resultados demonstram que a presenca de etanol acelera a perda de atividade da enzima
a temperatura ambiente. De fato, o efeito inibitério do etanol sobre a enzima ¢ relatada

por alguns autores (Tabakoff, et.al., 1985; Kumar e Barrett 2009).
4.2.3. Adsorc¢ao de xilanase soluvel em lignina insolavel.

Lignina seca extraida depois de realizado pré-tratamento organossolve da madeira de
faia, foi adicionada a uma solug@o tampao acetato de enzima-a temperatura ambiente e
proteina foi controladadurante o tempo. Os resultados mostrados na Figura 4.10 indicam
que ndo hé evidéncia de adsor¢do da proteina na lignina insolivel apos 24 h de ensaio,

sob estas condigdes de ensaio,

Figura 4.10:. Investigacdo de adsor¢ao da xilanase soluvel em lignina seca

Incubagdo de xilanase soluvel em presenca de lignina
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Este ensaio nao descarta, no entanto, a adsor¢ao da xilanase na lignina (soluvel) sob

outras condi¢des expterimentais.
4.2.4. Pré-tratamentos de po de serra de madeira de faia: micro-ondas e organossolve

Mono e oligossacarideos extraidos do pd de madeira de faia através do tratamento
hidrotérmico usando-se micro-ondas para trés condi¢cdes e extraidos com processo
organossolve sdo apresentados na tabela 4.3. Os valores obtidos s3o comparados aos da

matéria prima.

Tabela 4.3.: Oligo-, monossacarideos e valores de pH para o p6 de serra de faia apos

pré-tratamento organossolve e tratamentos em microondas. Média de triplicatas.

Matéria Organossolve Microondas  Microondas Microondas

prima- po 150°C - 10 130°C - 30 120°C - 60
de serra in min min min
natura
Oligosacarideos 20 10.05 1.20 4.20 6.11
(g/100g+) 0.5)
Monosacarideos 0 0.12 0.35 2.65 1.12
(g/100g+) 0.5)
pH (£ 0,05) 3.77 2.90 3.15 3.20

Tempo e temperatura contribuem para a severidade do tratamento. Resultados
encontrados na tabela 4.3 mostram que a extracdo de xilana aumenta para periodos
longos de a¢do de micro-ondas, a temperaturas mais baixas (120-130°C). Os valores de
pH medidos apods incubagdo com micro-ondas decresceram de 3,2 a 120°C até 2,9 a
150°C. A hemicelulose ¢ a fragdo do material lignoceluldsico mais facilmente atacado
por acidos. A xilana de madeira dura apresenta diversas ramificacdes O-Acetil em sua
cadeia principalesses grupos sao rapidamente solubilizados devido ao pré-tratamento e
com a liberacdo de acido acético. No caso, nao ha adicdo de acido ao meio de
tratamento, no entanto o hidréxénio (H>") atua na hemicelulose catalisando reacdes de

quebras iniciais, depois das quais rapidamente sdo liberados anions acetato (Nabarlatz,
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2007). Isso pode explicar o decréscimo da quantidade de xilana de 6,1 a 4,2 a 1,2%,
quando ha aumento de temperatura de 120, a 130 a 150°C. Cabe aqui mencionar o pH
medido na madeira de faia em sua forma natural, citada na literatura como sendo de
cerca 5,5. Acidos organicos presentes das madeiras contribuem para a caracteristica
acida da polpa (Koch , et.al. 2002). Supoe-se que esses acidos venham a contribuir no
processo de rompimento de cadeias de acucares. Mtui, 2009 relata que o tratamento
com radia¢cdo micro-ondas usando-se poténcia de 700 W em tempos variados resultou

perda de massa devido a degradacgdes de celulose, hemicelulose e da lignina.

Para extracdo de xilana em forma de xilo-oligossacarideos, escolheu-se a condig¢do
menos severa estudada, 120°C, por 60 min. O extrato soluvel aqui obtido sera
submetido a hidrodlise enzimatica. O processo organossolve com uso de etanol a 180°C
por 60 min pdde extrair 50% da xilana em forma oligomérica e o pH final foi de 3,77. A
presenca de etanol pode no meio pode ter contribuido para esses resultados positivos. O
etanol dissolve a lignina e reduz a atividade quimica da 4agua, reduzindo,
consequentemente, a formag¢ao de mondmeros (Pan et.al., 2006). O extrato obtido por

organossolve serd entdo, na etapa seguinte, enzimaticamente hidrolisado.

4.2.5. Hidrélise com uso de xilanase livre e imobilizada dos extratos de pé de serra de

faia solubilizados ap0s tratamentos com micro-ondas e organossolve

Apos a selecdo dos procedimentos de extracdo de actcares, foi realizada hidrolise por
incubacdo do meio da seguinte forma: os substratos (incluindo substratos organossolve
S2, S1A e S1E) foram incubados a 60°C por 72 h com xilanases livres e imobilizada
contendo carga enzimatica de 20 UI por grama original de p6 de serra. A figura 4.11
traz os perfis das primeiras 6 h e tltimas 42 h de reagdo para extratos de madeira S2 e

micro-ondas.

Pode ser observado, na figura 4.11 que o substrato (S2) obtido por microondas fornece
um substrato cuja concentragdo de agucares redutores ¢ mais alta inicialmente,
resultante da maior quebra ocorrida durante o processo. Isso gerou cadeias mais curtas
de carboidratos e em maior numero. Mesmo tendo concentracdo inicial de agucares
mais alta do que o solubilizado por microondas, o extrato obtido com tratamento

organossolve apresenta AR menor.
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Figura 4.11. Hidrolise de extratos solubilizados de p6 de serra de faia por organossolve
(180°C, 60 min) e aplicagdo de microondas (120°C, 60 min), com uso de xilanase livre
e imobilizada, a 60°C por 72 horas de reacdo.(circulos cheios: microondas-
enz.imobilizada; circulos vazios: microondas- enz.livre; quadrados cheios:

organossolve- enz.livre; quadrados vazios: organossolve- enz.imobilizada).
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As velocidades iniciais de hidrolise com xilanase imobilizada sd3o menores do que as
observadas para a livre (figura 4.8). Esse fenomeno geralmente ocorre quando se
compara catalisadores homogéneos e ndo-homogéneos, devido a resisténcia ao
transporte de massa na difusdo de oligdmeros pela camada externa até os poros ¢ a
superficie externa do suporte (onde a enzima se encontra imobilizada). Observa-se
também na figura 4.8 que as velocidades inciais de reacdo sdo menores para o
solubilizado extaido por micro-ondas do que para o solubilizado organossolve. Neste
caso, o valor mais baixo do pH do meio bem como a concentragdo menor de agucar
total no solubilizado por micro-ondas podem ter contribuido para isso. Pode-se imaginar
que as concentragde de agucares redutores lidas nos ensaio sdo demasiado elevadas,
porque essa quantidade de agucar total ndo foi encontrado na andlise da matéria-prima
in natura. Dentre os ensaios de atividade enzimatica para determinagdo endoxylanases,
DNS eSomogyi Nelson sdo os mais referidos, sendo que o ultimo ¢ 10 vezes mais

sensivel do que o anterior, que superestima a atividade catalitica da xilanase (Bailey
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et.al., 1992; Jeffries et.al .; 1998). Somogyi Nelson, por sua vez, pode subestimar a

atividade de xilanases.

4.2.6. Hidrolise dos extratos organossolve de pd se serra de faia com xilanase soluvel e

imobilizada — Comparagao entre os substratos S1E, STA e S2.

Um volume de extrato de p6 de serra de madeira de faia apods pré-tratamento
organossolve foi deixado secar a temperatura ambiente e os s6lidos foram re-suspensos
em solucdo de agua contendo ou ndo 7% de etanol(S1E e S1A, respectivamente), a
solugdo foi centrifugada e separado da lignina precipitada. As 72 horas de hidrdlise
enzimatica foram seguidas em termos de XOS medidos por comcromatografia. Para se
realizar a analise em HPLC foi necessario filtrar a solu¢dao utilizando filtros CI18
Sepak®(Waters) e filtro comum de 0.20pum (Sartorius). Cromatogramas mostrando
XOS de cadeia curta, < 0,20 uM (tamanho de poro do filtro) apo6s hidrolise enzimatica
sao mostrados na Figura 4.12: 4.12.a: S1A e b: SIE utilizando a enzima soluvel e
imobilizada ap6s 72 h de reagdo, respectivamente; c: S2 utilizando solavel e enzima
imobilizada apds 24 h de reac¢do. Xilose total e xilobiose gerada ap6s 72 h dehidrolise

sdo mostrados na tabela 4.4 abaixo.

Tabela 4.4. As concentracdes de xilobiose e xilose medida ap6s 72h de hidrolise com

xilanase soluvel e imobilizada de diferentes substratos.

Total xilobiose (X2)
Substrato Total xilose (g/L)
(g/L)
S1A xilanase soluvel 2.06 0.2
S1A xilanase
2.90 0.5
imobilizada
S1E xilanase soltvel 0.4 0.1
S1E xilanase
0.72 0.32
imobilizada
S2 xilanase soluavel 0.8 0.39
S2 xilanase
2.68 0.47
imobilizada
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Figura 4.12: Hidrdlise enzimatica de extrativos de p6 de serra de madeira. 4.12.a: S1A e

b: S1E utilizando a enzima soluvel e imobilizada apds 72 h de reagao, respectivamente;

c: S2 utilizando soltivel e enzima imobilizada apds 24 h de reagao.
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Resultados das concentragdes totais XOS de cadeia curta produzido ao longo do tempo
e apos 72 horas de hidrdlise, lidos nos cromatogramas relativos a todos os substratos,
S1A, S1E e S2 mostram melhor desempenhoda xilanase imobilizada quando comparado
com enzima solivel. Os produtos xilobiose e xilose foram também gerados em
quantidade mais elevada quando usada a enzima imobilizada. E evidente que o substrato
mais adequado quando se comparam S1A com SI1E foi o SIA, o qual ndo continha
etanol em sua composicdo, mesmo quando a xilanase soluveis foi utilizada. Este
resultado estd de acordo com o anterior (Figura 4.9) que mostra a influéncia negativa do
etanol sobre a actividade enzimética. E possivel diminuir o efeito de inativacio

enzimatica causado pelo solvente quando se realiza a imobiliza¢do da enzima.

4.2.7. Metodologia para avaliacdo imparcial das atividades residuais de enzimas
imobilizadas apds experimentos de hidrolise

A estabilidade operacional ¢ um importante fator a se investigar quando de aplicam
enzimas imobilizadas. Devem-se identificar quaisquer influéncias do meio de reagdo
sobre as propriedades cataliticas da enzima, sempre que se almeja operar em processos
industriais. A atividade residual da xilanase imobilizada apds 72 h de hidrélise dos trés
substratos estudados (dois solubilizados de p6 de serra e xilana de bétula) foi, portanto,
verificada. A fim de se assegurar que a atividade medida foi imparcial, diferentes
concentragdes de enzima foram usadas, até que se atingisse uma atividade (unidades UI)
invariante da massa de derivado (grama de enzima imobilizada). Quando a atividade da
enzima ¢ especificada, assume-se implicitamente que o mecanismo pseudo-estacionario

de Briggs-Haldane ¢ valido para o caso. A atividade é calculada apds medidas as

60



velocidades iniciais da reagdo enzimatica em condigdes padrido e dividindo-as pela
concentracdo de enzima. Consequentemente, a velocidade inicial de reagdo ird variar
linearmente com a concentracdo da enzima, devendo ser mantidas constantes as demais
condi¢des (concentracdo inicial de substrato, pH, temperatura, tampao). Ainda assim,
deve se atender a premissa de que a concentragdo de substrato ¢ muito maior do que a
concentracdo da enzima. A figura 4.11 exibe os resultados das atividades enzimaticas
para os derivados utilizados nas diferentes hidrdlises e para o derivado “novo”. Os
resultados indicam que, para o derivado novo, cargas enzimaticas mais baixas que 0,2
MEerivado /ML devem ser utilizados para se medir a real atividade enzimatica. No caso
dos demais derivados, j& usados, concentragdes ainda maiores, de até acima de 0.4
MEgerivado /ML forneceram perfis lineares de relacdo entre concentragdo de enzima e
reacdo inicial de hidrolise. A real atividade enziméatica pode ser medida para todas essas

concentragoes.

Devido a inativagdo da enzima durante a reagdo, os derivados testadosde xilanase
continham valores de atividade menores do que a encontrada para a enzima imobilizada
“nova”. Deve-se considerar, portanto, a concentragdo de 0.2 mggerivative /ML na qual o
derivado “novo” e os demais derivados tém sua verdadeira atividade catalitica medida e
ela ndo estd mascarada pela influéncia da concentra¢dao do substrato do meio, que deve

acessar a enzima ativa. A figura 4.13 demonstra este fato.

Figura 4.13.: Influéncia da concentracdo de enzima (mg derivados/ mL) na atividade

medida do derivado de xilanase.

Influéncia da concentracdo enzimatica (mg derivado/mL) sobre a
atividade lida (*) do derivado de xilanase. Derivado=suporte
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A perda de atividade verificada apos utilizacdo dos derivados para as hidrolises em
diferentes substratos demonstra uma tendéncia significativa, por parte da xilanase NS
50014 imobilizada em agarose-glioxil, de perder atividade catalitica quando submetida
a processos hidroliticos nessas condigdes e por longos periodos. Essa tendéncia foi
verificada mesmo quando o substrato hidrolisado foi a xilana de bétula (substrato
comercial usado como controle). A perda de atividade depois de 72 horas de hidrolise
foi de cerca de 70% para o substrato de xilana de bétula. Isso sugere que as condi¢des
de operacdo e do meio (pH 3,5, 60°C, 72 horas) afetaram negativamente muito mais do
que outros fatores como a presenca de lignina e ions. Esses outros fatores podem ter
sido responsaveis pela maior perda catalitica medida no derivado apos aplicagdo com
extrato soluvel por processo organossolve, que, comparado as aplicagdes nos demais
substratos, apresentou maior perda. E importante verificar que nenhuma alteragdo foi
feita no meio, que ainda continha de etanol residual. O etanol pode atuar como inibidor
da enzima (Tabakoff, B.,et.al., 1985; Kumar e Barrett 2009). Alguns autores também
verificaram que altas concentracdes de lignina no meio afetaram negativamente a
hidrilise e a fermentacdo de extratos solubilizados pelo processo organossolve (Araque

et.al., 2008; Kumar e, Barrett 2009 ).

Desejou-se investigar, entdo, se a presenca de lignina aumentou o efeito prejudicial
sobre a enzima em relacao a perdas de atividade. Os contetidos de lignina de solucdes
filtradas de etanol/agua utilizadas para a lavagem dos derivados foram avaliados, bem
como suspensdes de derivados em d4gua, medindo-se a absorbancia a 280 nm
(Parasuraman et.al., 2007; liyama e Wallis, 1990). Esses valores variaram, para as
adguas de enxdagiie dos derivados utilizados em substrato com bétula de xilana
(absorbancia mais baixa), substrato solubilizado de faia por microondas (valor
intermediario) e substrato solubilizado de faia por organossolve (valor mais alto). A
concentragdo mais alta de lignina, correspondente ao maior valor de absorbancia,
corresponde a maior perda de atividade verificada no derivado usado, de solubilizado
por organossolve. No entanto, a atividade enzimatica foi mais drasticamente afetada
pelas outras caracteristicas do meio (60°C pH 5) do que pela lignina em si, visto que o
tempo de meia vida da xilanase imobilizada foi de 30 horas em pH 7,0 a 70°C,

previamente reportado no item 4.1.3.

Perfis de hidrolise mostrando reducdo de concentracdo agucar durante a reagao
enzimatica (Figura 4.11) indicam que apds 6 horas de hidrélise houve uma conversdo
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em torno de 90% utilizando-se a enzima soluvel, mas de cerca de 80% quando se
utilizou a enzima imobilizada. Uma mesma produtividade s6 seria possivel, portanto,
com uso de xilanase imobilizada se for usada uma concentracao maior deste derivado.
No entanto, a enzima imobilizada pode ser recuperada, um procedimento que nao pode
ser feito com o catalisador solivel. Também ¢ importante notar que a utilizacdo da
enzima imobilizada no meio bruto, diretamente apds o pré-tratamento de madeira, foi
vidvel sem a necessidade de ajustes de pH ou desintoxicacdo do meio. Realizar a
hidrélise enzimatica em pH neutro certamente permitiria atingir a mesma conversao
num tempo mais curto, o que aumentaria o numero de reciclos que a enzima poderia
suportar. Além disso, o pH baixo pode ter afetado negativamente a estabilidade térmica
da enzima. Portanto, a definicao de valores de pH neutro pode nao s6 aumentar as taxas

de reagdo, mas também diminuir a perda de atividade durante a hidrolise a 60 ° C.
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4.3. Estudo da extracdo de xilana de bagaco de cana de acucar usando-se
tratamento organossolve (etanol) e selecdo de endoxilanases para

producéo de XOS

Na sessao 4.1 descreveu-se a obtencao de um biocatalisador estavel de endoxilanase; na
sessdo 4.2 demonstrou-se que era possivel a extragdo de oligdmeros de xilana de um
material lignocelulésico tipico, bem como a eficiéncia do biocatalisador obtido para a
hidrolise desses oligdmeros. Ficou, pois, demonstrada a viabilidade técnica da rota

enzimatica para producao desse importante produto a partir de material lignoceluldsico.

O interesse neste trabalho foi testar o bagago de cana como matéria-prima, devido a
grande importancia no Brasil desse sub-produto da industria alcooleira. Os resultados
do capitulo 4.2. mostraram que o tratamento organossolve ¢ mais efetivo que o
hidrotérmico para a extragdo de oligdmeros e foi, portanto, aplicado para o bagago de
cana. Para esta nova matéria-prima, buscaram-se agora condigdes experimentais que
permitissem a maxima extragdo com minima formacdo de mondmeros, testando-se
diferentes condi¢cdes de temperatura, tempo e concentragdo de etanol. Por outro lado, a
xilanase utilizada nas sessdes 4.1 e 4.2 ndo estava mais sendo disponibilizada pela
empresa NOVOZYMES. Foi necessaria assim a busca por outras xilanases que tivesse
propriedades adequadas para a producao de XOS. A selegdao foi feita dentro de um
grupo seleto de trés xilanases disponiveis no mercado e uma xilanase de Bacillus

subtilis recombinante.

Varios autores estudaram diferengas entre xilanases. Endoxilanases de Thermoascus
aurantiacus (familia 10) ¢ da familia Sporotrichum termophile (familia 11) investigados
na hidrdlise de substrato comercial xilana de bétula (birchwood xylan) para producdo de
XOS (Christakopoulos, et al;. 2003) mostraram respostas distintas. Xilanase de T.
aurantiacus liberou fragmentos mais curtos, em contraste com a enzima de S.
termophile. Em outro estudo (Jiang et.al., 2004), xilanase recombinante de Thermotoga
maritima gerou preferencialmente xilobiose e xilose, sendo que a xilose representou
66% dos produtos. Endoxilanases de outras fontes mostraram predisposicdo para gerar
preferivelmente xilotriose ou uma mistura de XOS com grau de polimerizagdo [1 2

(Aachary e Prapulla, 2010).
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Ha de se perceber, portanto, que ndo basta simplesmente nomear uma xilanase que
esteja disponivel no mercado para assumir uma fun¢do hidrolilica num processo,
quando se deseja produzir XOS de qualidade aceitavel. Além de um estudo sobre sua
capacidade especifica de clivagem, uma averiguacdo cautelosa de todas as
caracteristicas da enzima, consideradas simultaneamente como uma proteina que deve
ser imobilizada em um suporte sélido e ser capaz de atuar em meio parcialmente hostil
deve ser feita. O objetivo nesta etapa de trabalho foi de estudar o desempenho de trés
xilanases comerciais diferentes e uma xilanase recombinante de Bacillus subtilis para a
produgdo de XOS de xilana extraida do bagaco de cana, apds a realizagdo de pré-

tratamento pelo processo organossolve.
4.3.1 Extracéo de xilo-oligbmeros por Organossolve

Extracdo do bagaco de cana foi realizada cerca de cinco condi¢des diferentes e trés
graus distintos de severidade (DS). A Tabela 4.3 apresenta as fragdes de xilana,
mondmeros ¢ XOS obtidas apos os ensaios. Tratamentos de severidade crescente, ndo
s0 levaram a diminui¢do do grau de polimerizacdo da xilana, mas também ao aumento
da decomposicdo de XOS em xilose e a diminuicdo da fragdo de hemicelulose em
fracdes solidas e liquidas. Ou seja, supde-se que altas temperaturas tenham causado a
degradagdo da xilana total remanescente do bagaco. Por outro lado, quando se usou o
DS de 4,1; 70% ou mais da hemicelulose foi preservada na fracdo sélida da biomassa.
Quando o grau de severidade do processo ¢ aumentado, ou seja, temperatura e tempo de
processo, as taxas altas reagdes levam a degradacdo da xilana. Resultados semelhantes
foram observados e citados por alguns autores. Pan et.al. 2006 usaram diversas
combinacgdes dos parametros temperatura, tempo, concentracdo de acido sulfurico e
relagdo etanol/agua no tratamento organossolve para a madeira de dlamo. O ponto
central, correspondente a 180°C, 50% etanol, 1,25% de H,SO,; alcangou um
rendimento de preservacdo da xilana (em forma de xilose) de 72%, encontradas na
fracdo solida e liquida somadas da biomassa pré-tratada. Chum et.al. 1990 também
verificaram que o ponto central como melhor condi¢cdes para a preservagdo da xilana.
Ambos os autores verificaram que com aumento separadamente dos valores de
temperatura, tempo e concentragdo de acido hd uma maior solubiliza¢do da xilana para a
fracdo liquida, porém esses parametros combinados aumentados provocam sua
degradagdo. O solvente organico presente na mistura rompe fortes ligagdes entre lignina
e xilana, enquanto os ions da dgua, o hidrénio H' substitui a agdo de um catalisador
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acido, e rapidamente libera o acetato na solug¢do. Ele é somado ao hidronio e ambos

agirdo como catalisadores acidos (Pan, et.al., 2006).

Tabela 4.5..: Fragdes de monomeros ¢ XOS medidas nos extratos solubilizados e no

residuo s6lido da biomassa pré-tratada de bagago de cana de agucar.

Organossolve pH Xilana Monome  Xilo- Rendimento Rendi- total % hemi
condigoes de resid.solid -ros em oligos de monome- mento hemi (fracdo
pré-tratamento 0 apos fracdo em ros (%) xilo- (fracdo solido e
grau de pré- solavel fracdo xilose+arab  oligos solid e liquida)
severidade tratamento  (g) liquida (%) liquida)

(2) (®

(2

150°C/30min/30  4.23  5.68 0.2622 0.5 9.97 19.01 6.42 77.20

% etanol-4.1

150°C/30min/50 4.57 5.48 0.185 0.49 6.54 17.31 6.14 73.90
% etanol — 4.1

150°C/30min/70  5.16  6.28 0.0195 0.2 0.96 9.85 6.47 77.89
% etanol — 4.1

170°C/60min/50 4.31 3.11 0.25 2.26 4.81 43.46 5.59 67.25
% etanol — 5.1

190°C/90min/50 3.64  0.97 0.456 0.9 6.21 12.26 2.30 27.68
% etanol — 5.9

A composi¢do do bagago de cana-de-acucar in natura foi analisado por Nascimento,
2010, com 29,4% de hemicelulose, dos quais 20,4% correspondia a xilose e 3,2% a

arabinose.

E de se observar que, comparados com o valor de pH final medido do soluvel extraido
de madeira de faia, depois de sofrer tratamento organossolve (de 3,77), os valores de pH
final medidos do extrato soltivel de bagaco de cana de agucar sdo maiores, com excegao
do tratamento realizado a 190°C, que atingiu um pH de valor equivalente, 3,64
(temperatura maior do que a utilizada para a madeira). Isso indica a influéncia da
composicao da xilana da matéria prima, visto que a xilana da madeira dura possui um

nimero muito maior de grupos acetil em suas ramificagdes, do que observado no
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bagacgo. Analisando-se os resultados do bagaco de cana separadamente, mais uma vez
comprova-se que hd uma relagdo entre a severidade utilizada no processo e a
danificacdo do material e consequente aumento de ions H+ em solulcdo. O desvio
observado no caso do tratamento realizado a 150°C por 30 min, no qual se obteve o
menor valor de pH, pode ser explicado pela maior presenga de agua do tratamento, em
que se utilizou apenas 30% de etanol. O efeito de clivagem realizado pela 4gua ¢ maior,
o que leva a diminui¢do do pH. Condigdes que resultaram em fragdo maior de XOS na
fragdo soluvel foram 170°C, 50% etanol e 60 minutos de reacdo. O extrato solubilizado

sob essas condigoes foi utilizado para ser hidrolisado enzimaticamente.
4.3.2. Caracterizacdo enzimatica

Todos preparados enzimaticos foram caracterizados quanto a sua atividade hidrolitica,
concentragdo de proteina e também quanto a distribuicdo por tamanho de suas proteinas,
através de eletroforese em gel. Os resultados estdo mostrados na tabela 4.6 e na figura

4.14.

Tabela 4.6.: Atividades cataliticas dos preparados enzimaticos comerciais e dialisados.

Atividade
Proteina Atividade especifica
Enzima enzimatica (mg/mL) U )
mg/m mg proteina
(U/mL) s P
1 Novozymes 22036 1203 19,0 63,3
2 Novozymes 22036 dialisada 635 17,7 35,9
3 Genencor XY 1705 8,2 207,9
4 Genencor XY dialisada 1640 16,0 102,5
5 Xilanase de Bacillus subtilis 18 7,3 2,46
6 Novozymes 50014 34 7,0 4,85
7 Novozymes 50014 dialidada 30 0,3 100

67



Eletroforese em gel explana informacdes adicionais sobre o nimero e distribuicdo de
tamanho de proteina dos preparativos enzimatica. Com base na classificagao proposta
por muitos autores, simplificadamente separando as endoxilanases em dois grandes
grupos, endoxilanases da familia 10 (ou 5), de alto peso molecular (> 30 kDa) e familia
11, baixo peso molecular (<30 kDa), os resultados mostrados na figura 4 abaixo
sugerem que os preparativos enzimaticas NS 22036 e GXY sdo endoxilanases (ou
contém endoxilanases) que estdo englobadas na familia 10 (ou 5), podem pertencer
tanto a classe 10 como a 5. Para que as classificacdes sejam mais refinadas e possa-se
afirmar a qual das classes as endoxilanase pertencem, sdo necessarios ensaios adicionais
de hidrolise em substratos especificos que contenham ramificagdes conhecidas, como
xilana acetilada extraida de madeira, por exemplo. As enzimas NS 50014 e X-Bs sdo
endoxilanases da familia 11 e apresentam-se de forma praticamente como uma proteina
purificada. O preparativo enzimatico GXY contém pelo menos quatro proteinas
principais, indicando que essa enzima pode representar fungdes multiplas. Bacillus spp.
podem produzir duas xilanases, um com baixa (16 a 22 kD) e outro com alto PM (43-50
kD) (Wong,et.al., 1988). Resultado obtido por eletroforese indica que se trata do primeiro
caso. Genencor XY ¢ a preparagdo com maior atividade especifica, enquanto a xilanase
obtida do extrato bruto de B.subtilis (ndo comercial) mostrou menos atividade

especifica, seguida a NS 50014.

Figura 4.14.: Eletroforese em gel SDS-PAGE de xilanases estudadas.
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1. Novozymes 22036; 2. NS 22036 dialisada; 3. Genencor XY 4. GXY dialisada
5. Xilanase de B.subtilis; 6. Novozymes 50014; 7. NS 50014 dialisada

T— — _— —_——

260 kD | 2 |
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4.3.3. Selecdo da xilanase

A sele¢do da enzima foi baseada em sua capacidade de hidrolisar xilana de bétula para a
geracdo de XOS com liberagdo minima de xilose. Resultados dos ensaios hidrolise
enzimatica utilizando carga de 90 Ul de enzima/mL a 50 C durante 24 h sdo
apresentados na Tabela 4.7. Com excecao do preparativo comercial da Genencor, o
GXY, as enzimas apresentaram elevada capacidade de clivagem da xilana
preferencialmente do interior da cadeia, ou seja, demonstram ser endoxilanases sem

propriedades de B-xilosidase de, ou com baixa capacidade de geragao de xilose.
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Tabela 4.7. Rendimentos de xilose e XOS das hidrolises enzimaticas de xilana de bétula

(50°C, 50mM tampao acetato pH 5,0).

Concentracdo de Aglcares (mg/mL)

xilose X0S xilose X0S xilose XO0S xilose X0S
Tempo de Genencor XY Novozymes 22036  Novozymes xylanase from
hidrélise (h) 50014 Bacillus subtilis
1 0.105 5.132 0.04 4.086 0.051 6.36 0.05 9.5
6 0.818 8.092 0.05 9.63 0.2 6.654  0.08 9.22
24 3.995 5.391 0.35 9.63 0.25 9.01 0.1 8.9

A preparagdo enzimdtica doados por Genencor inclui, aparentemente, uma [(-D-
xilosidase em sua composi¢do, portanto, mais de 40% do actcar produzido consistiude
xilose. Com bases nestes resultados, fica claro que xilanase GXY nao ¢ adequada para a

producdo de XOS a partir de materiais lignoceluldsicos.
4.3.4. Uso da xilanase selecionada para producéo de XOS

Resultados da pré-selecdo de xilanases indicaram duas xilanases que sdo aplicaveis para
a producao de XOS a partir de xilana de bagaco de cana extraida: a xilanase comercial
Novozymes NS 22036 e a preparagdo enzimdtica produzida pelo microorganismo
B.subtilis. A hidrolise de xilana de bétula usando NS 22036 ¢ demonstrada na Figura
4.15 no inicio, depois de 20 minutos e depois de transcorridos 360 minutos de reacao.
XOS de maior grau de polimerizacao sao hidrolisados em XOS menores tamanhos ao
no decorrer da reagcdo. No entanto, a producdo de xilose ¢ praticamente nula.
Concentracdes dos XOS (em g/L); 22036: X5-X4 4,97; X3 3,36; X2 1,78; xilose: 0,03.
B.subtilis: X5-X4 2,72; X3 1,95; X2 3,22; xilose: 0,02. Na figura 4.16 os produtos de
hidrolise de xilana das xilanases NS 22036 ¢ X BS sdo comparados ap6s as primeiras 6
horas de incubacdao enzimatica. Nota-se mais uma vez que essas xilanases tém como

produtos principais XOS.
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Figura 4.15. Cromatogramas da geragdao de XOS resultantes das primeiras 6 horas (em 0
min, 20 min e 360 min de reagdo) de hidrélise de xilana de bétula com NS 22036 (50°C
pH 5,0).

Iniciais 6 h de hidrélise de xilana

40,00 de bétula com NS 22036
—o—a— 0 min
20 min
20,004 — — — - 360 min

X005 padrﬁes [X6-X5,X4,X3,X2,x1
and arabinose

20,00 X1 arabinose
=
: |
10,004
] T T
0,00+
-10,00
T T T T T T
.00 00 7,00 g,00 9,00 10,00

Tempo (min)

Figura 4.16. Cromatograma de produ¢do de XOS durante primeiras 6 h de hidrdlise de
xilana de bétula com xilanases NS 22036 ¢ X Bs (50°C pH 5,0).

Produtos de 6 horas de hidrolise
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Um estudo mais detalhado nos produtos gerados de hidrolise, analisando-se fragdes de
XOS separadamente, pode trazer a tona outras caracteristicas singulares das xilanases,
demonstrando sua diversidade. Um exemplo nas diferencgas cataliticas estd demonstrado
na tabela 4.8. Resultados da distribuicdo de XOS apds 24 horas de reagdo sugerem que
ha uma tendenciada xilanase NS 22036 de gerar XOS principalmente em formas de
xilobiose e xilotriose, enquanto que entre os produtos da xilanase cultivada de B.
subtilis, a XBS ha quase nenhuma agregagdo de xilotriose. De 6 a24 horas de incubagio
enzimdtica, mais de 54% dos oligdmeros de trés unidades de xilose, ou seja, da
xilotriose medida dentre os produtos da X Bs presentes no tempo de 6 horas foi
fracionada, por outro lado apenas 4,76% do X3 até entdo produzido com aplicacido da

NS 22036 foi hidrolisada.

Tabela 4.8. Porcentagem de XOS e xilose resultantes apds 24 h de incubagdo enzimatica
de xilana de bétula (50°C, pH 5,5) com xilanases NS 22036 ¢ X Bs. Concentragdo em

g/L e porcentagem de fracdo de xilotriose em % das xilanases citadas.

Enzima NS 22036 xilanase

Bacillus
subtillis
X4-X5 18.1 39.6
X3 28.2 11.3
X2 53.25 48.05
xilose 1.16 1.1
N22036 X_B.subtilis

apés6h apds24h apds 6 apds 24

h h
Xilotriose 3.36 3.2 1.95 0.88
(s/L)
% de fracionamento 4.76 54.87

entre6e24h

Com base nos resultados, decidiu-se fazer uma investigagdo mais detalhada sobre a
propriedade hidrolitica das xilanases de B.subtilis e NS 22036 quanto a hidrélise de
xilotriose, visto que alguns autores observaram que a primeira enzima nao ¢ capaz de

hidrolisar X3 (Biely et.al., 1997; Wong et. al., 1988). O cromatograma da Figura 4.17
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apresenta os produtos de hidrolise de xilotriose incubada a 50 °C durante 60 minutos
com as com xilanases X BS e NS 22036. Ocorreu a hidrdlise de xilotriose em xilobiose
e xilose no caso da xilanase X BS. O mesmo ndo foi observado para a xilanase
Novozymes NS22036. Wong et. al., 1988 verificaram que ndo houve capacidade de
clivagem de xillotriose por xilanases produzidas por duas linhagens da bactéria Bacillus
subtilis, apesar da capacidade delas de hidrolisar arabinoxilana. Em outro estudo,
Bernier et.al., 1983, observaram que houve um actimulo de xilotriose, além xilobiose e
uma pequena quantidade de xilose como produtos depois de uma incubacao da 24 horas
da enzima com a solug¢do de xilana. Resultados deste trabalho demonstram outro
comportamento, o que sugere que a xilanase produzida por esta linhagem de B.subtilis é
sim capaz de romper Xilotriose, gerando xilose e xilobiose. Além disso, muitas excecdes
também sdo mencionadas pelos autores. (Biely et.al., 1997;.Wong et al, 1988). A xilanase
de B.subtilis utilizada neste trabalho foi expressada em Echerichia coli e apresenta
temperatura 6tima de 55°C e faixa de pH 6timo entre os valores 6 a 6,5 (Ruller et.al.,
2006).

Eletroforese em gel desta enzima ndo indica contaminagdo da preparacdo enzimatica

com celulases, tais como as observadas e citadas por Subramaniyan e Prema, 2000.

Figura 4.17. Produtos gerados nas hidrolises de xilotriose pelas enzimas X Bs e NS

22036 durante 60 min (50°C, pH 5,0)
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4.3.5 Aplicacdo da enzima selecionada para hidrolise de xilana do extrato soldvel

obtido com realizacéo de pré-tratamento organossolve de bagaco de cana de agucar

As duas enzimas testadas na hidrolise de extratos soliveis de bagaco de cana obtidos
apoOs pré-tratamento organossolve. A reacdo foi monitorada durante seis horas com a
quantificagdo de acgucares redutores, o que poderia estar diretamente relacionada a
redu¢do do grau de polimerizacao da xilana, e com a geracdo de XOS. Resultados sao
mostrados na Figura 4..18. Além disso, a distribui¢do de XOS durante hidrolise foi
acompanhada por anélises cromatograficas (mostrado apenas para a xilanase NS 22036
na figura 4..18). Com o tempo de reacdo, ha uma significativa redu¢do do grau de
polimerizacao, dos oligdmeros presentes na solugdo, indicando que a NS 22036 ¢ uma
xilanase especifica na produgdo de XOS e baixa producdo de xilose. Cabe destacar que,
ao contrario do que ocorreu no capitulo anterior, quando se hidrolisou solucdes
extraidas pelo processo organossolve de po de serra de madeira, que o substrato obtido
de bagago de cana de agucar estava livre de lignina. Outra consideragdo a ser feita, € que
o pH do solubilizado encontra-se na faixa correspondente ao pH 6timo da enzima, entre

4,5 e 6,0; informacdo esta fornecida pelo fabricante (www.novozymes.com). A

temperatura de hidrolise também foi em torno da 6tima, 55°C (www.novozymes.com).

Figura 4.18. Quantificacdo de agucares redutores durante 6 horas de hidrélise de xilana

com bagaco de cana de acucar (50°C, ph 5.0).
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Dentre as quatro endoxilanases analisadas, a xilanase produzida pela Genencor G XY
mostrou-se a menos apta a gerar XOS, pois sua aplicacao resultou em uma concentracao
elevada de monomeros. Enzimas adequadas poderiam ser as xilanases da
NOVOZYMES NS 50014 e NS 22036. A primeira, no entanto, ndo mais esta disponivel
comercialmente. A xilanase sintetizada por B.subtilis mostrou maior atividade catalitica
na hidrdlise de xilana de quando se deseja a xilotriose entre os produtos de hidrélise. O
bagaco de cana de acticar pode ser eficazmente pré-tratado pelo processo organossolve.
Dentre as condigdes testadas, em que trés graus de severidade foram empregados, as
condi¢des nas quais se obteve maior rendimento de extragdo de xilana com maior
porcentagem de XOS totais solubilizados foi a 170°C por 60 min e com 50% de etanol.
O extrato solubilizado nessas condi¢des foi enzimaticamente hidrolisado com xilanases
NS 22036 e xilanase de B.subtilis, que puderam gerar XOS sem producdo elevadade

xilose.
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4.4 Imobilizacdo de xilanase selecionada NS 22036 e sua aplicacédo em
bateladas repetidas na hidrolise de oligdbmeros obtidos por extracdo

alcalina de xilana de bagaco de cana de aclcar

Nesta ultima etapa do trabalho, a xilanase selecionada na se¢do 4.3 foi imobilizada
utilizando-se protocolo desenvolvido na secdo 4.1. Decidiu-se também testar um novo
método de extragdo de oligobmeos de xilana de bagaco de cana.. Foram assim testadas
diferentes concentragdes de NaOH e tempo na extracdo alcalina de xilana do bagaco de
cana. O derivado enzimatico foi utilizado na hidrdlise desses oligdmeros em sucessivas

reacdes, visando estudo da estabilidade operacional da enzima.

Os resultados da sessdo 4.3. mostraram que tanto a endo-xilanase NOVOZYMES NS
22036, quanto a sxilanase de B.subtilis eram predominantemente endoxilanases ¢
poderiam ser utilizadas. Decidiu-se,contudo, selecionar a enzima da NOVO para ser
imobilizada em suporte gel agarose-glioxil, pois ela ¢ uma enzima comercial e pode ser

adquirida mundialmente inclusive para processos industriais.

A se¢do 4.2 discutiu varios processos possiveis a serem utilizados no pré-tratamento de

biomassa.

Nesta secao, realiza-se a imobilizagdo da xilanse e sua aplicacao na hidrdlise enzimatica

de hemicelulose extraida do bagaco de cana pelo tratamento com NaOH.
4.4.1. Extracdo de xilana do bagaco de cana de agtcar com uso de NaOH

A eficiéncia das diferentes condi¢des de pré-tratamento alcalino para a extracdo de
xilana de bagaco de cana foi determinada por trés tempos de reagdo e trés concentragdes
de NaOH, fixando-se a temperatura de 121° C. Resultados sdo apresentados na tabela
4.9. Melhores condigdes para a extragdo de XOS foram encontrados para 4%(m/ v) de
NaOH e 60 min de reagdo, que rendeu 52,97 + 2,13% de extracdo, quase 100% como
oligdbmeros (Nascimento, 2010).
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Tabela 4.9. Eficiéncia de extragdo alcalina de xilana do bagaco de cana de agucar e xilo-
oligbmeros totais obtidos, nas diferentes condi¢des de tempo e concentragdo de NaOH,

121°C.

de Fracdo extraida em

NaOHY% Eficiéncia Eficiéncia de

Tempo extragdo total de forma de XOS extracdo de XOS
(W/V)  Xilana (%) %) (%)

60 4 55,6 99,7 55,43

60 4 52,0 99.6 51,79

60 4 51,9 99.6 51,69

90 7 40,4 99,7 40,27

90 1 25,9 98,0 25,38

30 7 50,0 99,6 49,80

30 1 27,8 97,6 27,13

O emprego de NaOH no pré-tratamento de biomassa lignocelulosica a altas
temperaturas, ou seja, partir de 100°C, ¢ realizado normalmente quando se deseja
extrair lignina e a hemicelulose do residuo lignoceluldsico posteriormente hidrolisar a
celulose e fermentar a celulose hidrolisada, seja ela com aplicagdo ou nao de enzimas;
para producado de etanol. O principal efeito desse tratamento ¢ a deslignifica¢do através
da quebra de ligacdes éster entrecruzadas entre lignina e xilana, aumentando a
porosidade da biomassa e redugdo da cristalinidade da celulose, permitindo que ela seja
entdo hidrolisada por enzimas (Tarkow e Feist, 1969). Para esses fins, o tratamento

alcalino com NaOH ¢ o mais eficaz (Mirahmadi, et.al., 2010).

Silverstein et.al. 2007 realizaram a extragao de xilana usando NaOH nas concentrag¢des
de 0,5; 1,0 e 2,0 % , tempos de tratamento de 30, 60 ¢ 90 min e temperaturas de 90 e
121°C, obtendo melhor resultado de solubilizacao de xilana nas condi¢des 2%NaOH, 90
min e 121°C, com 40% de extracdo. Mirahmadi et.al., 2010 utilizou temperaturas

crescentes entre 0 e 100°C, concentragdes de NaOH de 7% por 2 h. o aumento da
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temperatura aumentou aumentou a extragao fracdo de hemicelulose pdde ser extraida da

porc¢ao soélida, alcancando seu méaximo a 100°C.

A extragdo alcalina para produgdo de XOS ¢ priorizada, quando se trabalha em
condi¢des brandas, com concentragdes de NaOH menores do que 4% e em baixas
temperaturas, normalmente abaixo de 60°C ou em temperatura ambiente. As vantagens
de se empregar esse método para a extracdo de xilana para produgao de XOS sdo a alta
extragdo de hemicelulose alcangada, alta remocdo da lignina e aumento da
digestibilidade da celulose com baixa producdo de compostos inibidores. O processo
mais empregado ¢ o uso de NaOH ou KOH em concentragdes de 1 a 5 mol/L a
temperaturas entre 25 e 60°C (Yoon et.al., 2006, Nabarlatz, 2007). E um processo
indicado para extracdo a da xilana com posterior hidrolise enzimdtica para a produgdo
de xilo-oligosacarideos, sendo citado por varios autores (Aachary e Prappula, 2000;
Brienzo et.al., 2010; Ai et.al., 2005). Akpinar et al. 2007 utilizaram concentragdes de
24% de KOH para a extra¢do de xilana de talo de algoddo a 35°C 3 h e obteve uma

concentracdo 0,4g de xilana em 2g de substrato..
4.4.2. Atividade enzimética ap0s etapas de dialise e aminacao

Na sessao 4.1 deste trabalho, cujos resultados se encontram artigos publicados (Manrich
et al, 2010) obteve-se uma grande melhora na estabilidade térmica da xilanase NS
50014 apos a aminagdao quimica. Neste sentido, a mesma estratégia foi utilizada para
imobilizagdo de xilanase NS 22036. Este procedimento requer um passo adicional de
didlise para separar o excesso de reagentes de aminacdo (etilenodiamina e EDAC).
Além disso, a imobilizagdo da enzima elimina substincias protetoras adicionados na
formulacdo comercial para que a sua estabilidade de estocagem seja aumentada.
Portanto, para a avaliagdo da eficiéncia de um método de imobilizagdo, a enzima
imobilizada deve ser comparada com a enzima dialisada soluvel (isenta de
preservantes). No entanto, ambos, amina¢do e didlise podem afetar a atividade da
enzima. Na tabela 4.10a sao mostrados os valores de atividade das prepar¢ao enzimatica
de xilanase soluvel medida antes e depois dos processos de dialise e / ou aminagdo. Os
resultados mostram que as condigdes experimentais usadas aqui levaram a uma elevada
inativagdo enzima. De fato, ocorreu uma perda de atividade catalitica comparavel a
observada para a xilanase NS 50014. Este efeito pode ser reduzido pela mudanca das

condi¢cdes utilizadas na aminacdo, como concentragdo de EDA e tempo de reacdo;
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adi¢dao de inibidores competitivos da enzima, que venham a proteger seu sitio ativo
durante a reagdo e pelo uso de outros agentes de prote¢do. Este passo deve ser
otimizado, se realmente for verificado que a aminacdo melhora a imobilizacdo /
estabilizagdo da enzima. Por outro lado, foi obsevado anteriormente para a xilanase NS
50014, que o uso de agente protetor ndo afetou a reagdo, devido ao efeito protetor do

PEG.

Além disso, pode ser visto que a didlise aumenta a atividade enzimatica especifica
(Ul/mg de proteina) do derivado. Isso ocorre porque muitas substiancias adicionadas
durante a formulag¢ao da enzima comercial, visando a sua preservacao e prote¢do contra
a contaminacdo de microrganismos sao eliminados durante a dialise, na qual permite
uma interagdo mais efetiva da proteina da enzima com o suporte. Em conseqiiéncia,

melhores resultados de imobilizacdo podem ser esperados.

Tabela 4.10a. Valores de atividade da xilanase N22036 antes e depois das etapas de

dialise e/ou aminagao.

Atividade Atividade Atividade
Proteina
enzimatica inicial enzimatica enzimatica
(mg/mL) .
(UI/mL) especifica (Ul/mg) relativa
Enzima comercial 1260 19.0 66.3 1
Enzima aminada-
390 7.3 53.4 0,81
dialisada
Enzima dialisada 970 8.0 121.3 1,8

4.4.3. Imobilizacéo da xilanase

Xilanases comercial, dialisada e aminada-dialisada foram entdo incubadas por 24 h para
serem imobilizadas em géis glioxil-agarose altamente ativados. A Figura 4.19 mostra a
cinética de imobilizacdo de enzimas. Pardmetros de imobiliza¢do obtidos sdo mostados
na Tabela 4.10b. Como pode ser visto na Figura 4.19, enzima dialisada e enzima

aminada /dialisada imobilizada sdo mais rapidamente imobilizadas do que a comercial.
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Tabela 4.10b. Parametros de imobilizacao da xilanase em agarose-glioxil, em pH 10.05,
25°C, e 24 h de reacdo. A, = carga enzimatica oferecida; A; = unidades de enzima
teoricamente imobilizada; Yy = Rendimento de imobilizacdo da atividade; Ager

ativiadade da enzima imobilizada ; AR = atividade recuperada.

Enzima Aor Y (%) A (Ul/gger) Ager (Ul/g) AR (%)
(Ul/gger)

Nao- 340 40 136 100 73,5

dialisada

Dialisada 280 100 280 246 87,8

Aminada/ 267 100 280 282 100

dialisada

Os parametros de imobilizagao calculados mostrados na Tabela 4.10b também indicam
que toda a enzima dialisada oferecida pdde ser imobilizada e estd ativa em sua forma de
derivado contendo enzima imobilizada. Por outro lado, apenas 40% da atividade da
enzima comercial que foi oferecida ao suporte foi imobilizada, ocorrendo
desaparecimento de 73% da enzima do sobrenadante medida sob a forma imobilizada
(derivado). Portanto, uma imobilizacdo muito mais eficaz pode ser realizada com
xilanase aminada e/ou dialisada. A separagdo dos agentes de protecdo que competem
com os grupos reativos de enzima que irdo se ligar ao suporte permite a formagao de um
maior numero de bases de Schiff entre enzima e suporte. Em conseqiiéncia, etapas de
aminac¢ao e dialise conduziu ndo s6 ao maior rendimento de imobilizacdo e atividade

recuperada, mas também pode promover a obten¢do de um derivado mais estavel.
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Figura 4.19: Cinéticas de imobilizacdo das xilanases commercial, dialisada e aminada-

dialisada.
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4.4.4. Influéncia da temperatura e do pH na atividade enzimética da xilanase sollvel e

xilanase imobilizada

A influéncia de altera¢do de pH da temperatura sobre a atividade catalitica da xilanase
foi investigada variando-se as condi¢des de incubacdo para as enzimas em sua forma
comercial soliivel (sem remoc¢do de preservantes) e sua forma comercial imobilizada,
sem prévia didlise. Resultados estdo mostrados nas figuras 4.20a e 4. 20b. Observe-se
que, enquanto perfis de temperatura demonstraram uma grande diferenca entre a
xilanase soluvel e a imobilizada, Entretanto, o valor 6timo de pH nao foi afetado pelo
processo de imobilizag¢do.. A atividade da xilanase soliivel foi sempre determinada na
presenca das substancias que agem como protetores da enzima. Isso explica os
resultados obtidos para os perfis de temperatura. Temperatura de atividade maxima da
enzima soluvel foi de de 80 C, maior que a verificada para a enzima imobilizada, entre
50 e 60° C. Quando a enzima ¢ imobilizada sem etapas anteriores de aminagao e dialise,
poucas ligagdes sdao formadas entre a enzima e o suporte. A enzima ¢ ligada ao suporte
em apenas restritos pontos, devido a concorréncia dos agentes de protecdo da solugdo
enzimatica comercial com grupos reativos do suporte, mas também devido ao fato de
que os grupos reativos presentes na superficie da enzima (grupos amino dos

aminoacidos lisina) encontram-se em nimero mais baixo e insuficiente . O pH de
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atividade maxima, 5,0, ¢ o mesmo tanto para enzima solivel quanto para a imobilizada,
ndo sendo afetada nem pela presenga de agentes de protecao, nem pelo processo de
imobilizacdo. Estes resultados confirmam a necessidade de aminacdo da enzima para

que um aumento da estabilidade térmica do derivado seja alcangado.

Figura 4.20a ¢ 4.20b. Perfis de temperatura e pH das xilanases NS 22036 comercial

livre e xilanase NS 22036 comercial imobilizada.
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Figuras 4.21a mostra as atividades residuais da xilanase dialisada e em seguida
imobilizada (sem aminacdo quimica) e da xilanase soluvel dialisada, apds a incubagao
em pH 5,0, a 50 °C, por 30 h. Pode-se observar que a enzima imobilizada manteve
quase 100% da sua atividade durante 30 h, enquanto a forma soluvel / dialisadas perdeu
30% de sua atividade inicial nas condigdes de incubagdo. Este resultado confirma os
anteriores (influéncia da temperatura no perfil de atividade enzimadtica), demonstrando
que a auséncia dos agentes de prote¢do diminui a estabilidade térmica da enzima. Além
disso, ja era esperado um aumento na estabilidade térmica da enzima dialisada
imobilizada. A fim de comparar as meias-vidas das formas solivel e imobilizada a
temperatura de incubagao foi entdo aumentada para 70 ° C. A Figura 4.21b mostra os

resultados.

82




Figura 4.21a. Inativagdo térmica da xilanase soluvel dialisada e xilanase dialisada-

imobilizada a 50°C pH 5,0.
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Os resultados mostrados na Figura 4.21b permitem observar claramente o aumento de
estabilidade térmica que foi alcangado pela xilanase depois de ser imobilizada, quando
comparada com a rapida inativagdo térmica que acontece com a xilanase soluvel
dialisada. A 70 C, processos de aminagdo e didlise subseqiienciais a imobilizacdo de
xilanase resultam em um fator de estabilizacdo de 120 vezes, com um 1'% de 24 h.
Xilanase soluvel dialisada apresentou uma desativagdo rapida, com 172 de 11 min.
Modificagdo quimica da enzima para introduz grupos amina na superficie da proteina na
qual perme o aumento do nimero de ligagdes covalentes entre enzima e suporte, o que

explica o resultado obtido.
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Figura 4.21b. Inativacdo térmica da xilanase soltvel dialisada e xilanase dialisada-

imobilizada a 70°C pH 5,0.
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Figura 6b

Foi mostrado na sessdo 4.1, que a estabilidade térmica alcangada pela xilanase NS
50014 pela mesma seqiiéncia de operagdes foi capaz de aumentar sua estabilidade para
um 1”2 de 30 horas a 70°C, um periodo superior ao alcancado pela xilanase NS 22036.
Vale destacar que a forma soluvel dialisada da NS 50014 demonstra ser mais estavel
nesta temperatura de incubacdo. Seu 1'% € de 45 min. Com isso, sua forma imobilizada ¢
mais estavel e poderia alcangar maiores tempos de operagdo ou poder ser reutilizada por
um maior numero de ciclos de reacdo do que a forma imobilizada da NS 22036. O fator
de estabilizacdo, porém, ¢ menor. O derivado de xilanase NS 50014 ¢ 40 vezes mais
estavel do que a sua forma dialisada soluvel, enquanto que o derivado da NS 22036 ¢

120 vezes mais estavel do que sua forma dialisada soluvel.

Outras estratégias de imobilizagao de ambas as xilanases podem ser ainda testadas para
se tentar aumentar ainda mais a estabilidade térmica de ambas as enzimas, entretanto, a
xilanase NS 50014 ndo mais ¢ produzida pela industria dinamarquesa NOVOZYMES,

sendo comercialmente substituida pela NS 22036.

O derivado de xilanase que obteve a maior estabilidade foi utilizada para hidrolisar
xilana extraida do bagago de cana, usando o pré-tratamento com NaOH. A enzima foi
mantida em contato com o substrato apds o ajuste de pH para 5,0 com 72% (v / v) de

acido sulfurico. Com isso, parte da lignina precipitou e foi separada por centrifugagao.
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Nao ocorre, porém, uma clarificagdo da solu¢do, como observada no capitulo 4.3,
quando o substrato extraido depois do pré-tratamento com organossolve foi totalmente
seco a temperatura ambiente e novamente suspenso em agua pura. A turbidez da

solucdo infere a presenca de lignina remanescente.

Reagdes ocorreram a 50 ° C com uma carga de 20 Ul de enzima por grama de substrato
em 5 ciclos. No ultimo ciclo, as concentragdes de acucares redutores foram
acompanhadas durante 4 h e os resultados sdo mostrados na Figura 4.22., Avelocidade
de reacdo para xilanase soluvel foi maior do que para a enzima imobilizada no caso da
hidrolise de xilana de bétula e também no caso da hidrélise da xilana extraida de
bagaco.. Efeitos de difusdao poderiam explicar esse resultado. Utilizando-se entdo o
substrato extraido de bagaco de cana, a velocidade de reagdo de ambas as formas da
enzima sdo inicialmente iguais e depois de transcorrido um determinado tempo de
reacdo, a enzima imobilizada apresenta um melhor desempenho catalitico do que a
forma soltivel. Os ensaios de desativagao térmica indicam que neste caso certamente
nao deve ter havido perdas de atividade devido ao efeito de temperatura ¢ pH do meio
de reacdo. A leitura de aglcares redutores, no entanto, ndo necessariamente representa a
concentragdo de XOS na solu¢do, pois engloba também agticares de cadeia mais longas,
que, em meio basico, contenham um grupo redutor (aldeido ou cetona). As leituras mais
altas de AR pode simplesmente significar um maior rompimento de cadeias
oligoméricas do substrato. Mesmo assim, a diferenca de concentracdo desses agucares
gerados pela enzima livre e a imobilizada depois de transcorridas 4 horas de reacao ¢

pequena.

Figura 4.224. Concentracdo de agucares redutores (g/L) medidos durante hidrolise enzimatica

dos diferentes substratos a 50°C pH 5,0 por 4 h.
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Cromatogramas das figuras 4.23 e 4.24 apresentam perfis de XOS gerados apds 4h de
hidrolise de xilana de bétula usando enzimas soltuvel (Figura 4.23) e de xilana de bagago

de cana (Figura 4.24.6), utilizando xilanase imobilizada NS 22036.

Resultados da Figura 4.23 demonstram a formagao de XOS a partir de xilana de bétula
hidrolisada pela enzima solivel e com a enzima imobilizada. Apds 4 horas de reagdo a
concentracdo xilana ¢ muito baixa e a leitura de AR esta condizente com a analise
cromatografica, porque a maior parte do substrato ja ¢ encontrada na forma de XOS de
mais alto grau de polimerizagdoConcentragdes de XOS; xilanase soltvel; X5-X4: 4,1;
X3:1,3; X2: 3,0; xilose: 0,8; xilanase imobilizada; X5-X4: 2,6; X3:1,2; X2: 2,1; xilose:
0,4Figura 4.23. Cromatograma com perfis de XOS gerados apds 4 horas de hidrolise de

xilana de bétula com xilanase NS 22036 soluvel e imobilizada.
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A figura 4.24 mostra a distribui¢do de tamanho de oligdmeros apds 4 horas de reacao
catalisada pela xilanase imobilizada. Devido ao tratamento alcalino do bagaco de cana,
a distribuicdo da massa molecular do substrato ¢ diferente da encontrada na xilana
comercial de bétula, pois a extracdo com uso de NaOH causa hidolise de cadeias de
hemicelulose, sendo que a concentragcdo de xilobiose (X2) no substrato de bagaco ¢ de
2,5g/L, de xilose de 0,6g/L e de arabinose 0,31g/L. Ocorre a produgao de XOS e apenas
uma pequena producdo de xilose pode ser visto por xilanases tanto soluvel (X5-X4:
3,13; X3:4,0; X2:6,1; xilose:1,1 g/L) quanto imobilizada (X5-X4: 2,46; X3:2,6;
X2:4,13; xilose:1,1 g/L).

Figura 4.24. Cromatograma com perfis de XOS gerados durante 4 h de hidrolise de
xilana extraida de bagaco de cana de agucar usando xilanase NS 22036 livre e

imobilizada.
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Minutes
Assim como ocorrido na hidrélise da xilana, depois de transcorridas 4 horas de
hidrolise do bagago de cana, a concentracdo de XOS produzidos pela xilanase livre ¢
maior. Mesmo assim, existe produ¢do alta de XOS pela enzima imobilizada. A analise
cromatografica (e a leitura de agucares redutores, mostrada na figura XX) demonstra

que a reagdo ainda ndo foi finalizada, porque existe um pico de alta concentragdo

representando xilana ainda ndo hidrolisada.

Aachary e Prappula (2009) utilizaram xilanase de A.oryzae MTCC 5154 por 42 h com
carga enzimdtica de 14 U/mL de solu¢do extraida da espiga de milho apos pré-
tratamento alcalino com 2% NaOH. Brienzo et.al., 2010 extraiu hemicelulose de bagago
de cana de agticar com tratamento alcalino utilizando 6% de peréxido de so6dio a 20°C
por 4 horas. A solugdo extraida no pré-tratamento foi enzimaticamente hidrolisada a
50°C por 96 h com adi¢do de xilanase de Thermoascus aurantiacus em cargas
enzimaticas variando entre 40 e 80 U/g de substrato. Em ambos os casos, apesar de ter
ocorrido boa solubilizacdo da hemicelulose, o tratamento enzimatico levou a geracdo de

uma concentragdo alta de xilose alémde XOS.

Isso significa que nem toda xilanase, disponivel comercialmente ou nao, pode ser
aplicada na hidrélise enzimadtica de xilana para producdo de xilo-oligossacarideos e que
de fato a sele¢@o da enzima para o processo ¢ fundamental. Sem esse passo, o objetivo

deste projeto poderia ndo ter ser alcancado por completo. Figura 4.25 mostra a alta
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estabilidade operacional da xilanase imobilizada, que manteve quase 100% de sua
atividade apos 5 ciclos de reacdo. Nao houve variagdo superior a 10%, o dobro do valor
correspondente ao erro calculado da determinacdo de atividade, de 5%. Portanto, a
viabilidade de producdo de XOS a partir de xilana extraida do bagago de cana por
tratamento alcalino e usando xilanase imobilizada ¢ claramente demonstrada. Por outro
lado, para se determinar a viabilidade econdmica da produgdao de XOS usando xilanase
imobilizada, mais estudos ainda sdo necessarios, principalmente otimizagdes da etapa de

aminac¢do enzima e reagdo de hidrolise.

Figura 4.25. Recuperacdo enzimatica do derivado de xilanase NS 22036 depois de cada

ciclo de hidrélise por 4 h a 50°C pH 5,0.
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5. Conclusoes principais deste trabalho

Aplicagdo de diferentes pré-tratamentos de material lignoceluldsico solubilizou
eficientemente a fracdo hemiceluldsica, mesmo que com distintos rendimentos, para
posterior hidrolise enzimatica focada na producao de xilo-oligossacarideos. Conseguiu-
se selecionar e imobilizar uma endo-xilanase comercial adequada para o tratamento e
sua imobilizacdo fez aumentar sua estabilidade térmica. O trabalho foi dividido em

quatro capitulos e as conclusdes principais encontram-se listadas abaixo:

- A imobilizacao da xilanase comercial NOVOZYMES 50014 em agarose-glioxil 10
BCL nao resultou em sua estabilizacao térmica. A aminagdo, com a introducao de
grupos reativos amino na superficie da enzima foi realizada e isso implicou na
inativacdo da enzima. Na tentativa de reduzir essa perda, foi utilizado PEG como
protetor da enzima. O PEG, no entanto, prejudicou a eficiéncia de estabilizacdo
alcancada pela enzima imobilizada, que foi menor do que quando ndo se usou o
protetor. A xilanase imobilizada aminada sem uso de PEG resultou em um fator de

estabilizacdo de 40 vezes em relacdo a enzima soluvel dialisada.

-. A faia apresentou uma composicao mais rica em hemicelulose do que a outra madeira
e foi selecionada para ser pré-tratada por processo hiderotermal com emprego de
radiagdo micro-ondas em diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo; e processo
organossolve a 180°C por 60 min 50% de etanol . Através do micro-ondas e alta
temperatura, ocorreu perda de agucar, o que indica que esse pré-tratamento ¢ menos
indicado do que o organossolve, onde se extraiu 45% de hemicelulose da matéria prima,
90% em forma de oligdbmeros. O extrato solubilizado foi eficientemente hidrolisado
pela xilanaseimobilizada NS 50014 fornecendo elevadas concentragdes de XOS com

baixa producao de xilose.

- A partir da analise do perfil hidrolitico de quatro xilanases diferentes foi possivel
observar diferengas entre elas. A xilanase Genencor GXY produziu, pela hidrolise de
xilana de bétula, grandes concentragdes de xilose, enquanto que as xilanases
NOVOZYMES 22036 e a xilanase sintetizada pelo B.subtilis produziram altas
concentragdes de XOS e baixas concentracdes de xilose. O bagago de cana de agucar
pré-tratado por processo organossolve com aplicacdo de trés graus de severidade

diferentes conseguiu solubilizar 43% da hemicelulose da matéria prima, quase
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totalmente em forma de oligdmeros, em condicao 6tima de tratamento (170°C, 60 min,
50% de etanol, G.S. 5,1). A fra¢do solubilizada do bagaco de cana hidrolisada com
xilanase NS 22036 resultou producdo de XOS.

- O pré-tratamento alcalino com 4% de NaOH (m/ m) por 60 min a 121°C foi eficaz
para se extrair 53% da xilana de bagaco de cana de agicar numa fracdo de
aproximadamente 100% de oligdmeros. A xilanase NS 22036 foi imobilizada em gel de
agarose-glioxil 6 BCL depois de realizado sua aminacdo. Esta etapa foi novamente
responsavel por perdas de atividade, porém resultou em aumento de 120 vezes da
estabilidade da xilanse, comparada com a enzima soluvel dialisada. A enzima
imobilizada foi aplicada para hidrolisar o extrato soluvel do bagaco por cinco ciclos
consecutivos de 4 horas a 50°C e pH 5,0, e foi eficiente na geracdo de XOS. A enzima
imobilizada pdde ser recuperada e manteve sua atividade enzimatica depois da

sequéncia de operagoes.

Sugestdes para trabalhos futuros:- A etapa de aminagio que precede a
imobiliza¢do multipontual em agarose-glioxil deve ser melhorada. Devem ser testadas
diferentes condicdes, alterando-se concentragdo de reagente e de catalisador, bem como
tempo de reacdo; acompanhando-se o efeito dessas alteragdes sobre o fator de

estabilizacdo da enzima imobilizada.

- Etapas seguintes a obtengdo de xilo-oligossacarideos de materiais lignocelulosicos
utilizando xilanase imobilizada devem ser realizadas, que s3o: purificagdo dos XOS,
obtencdo destes em forma de cristais e realizagdo de analises in vitro e in vivo de suas
propriedades, para que assim o material obtido seja reconhecido como ingrediente

prebidtico.
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