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RESUMO

Este trabalho visa a contribuir para o desenvolvimento do processo de producéo de etanol a
partir de xilooligdmeros (XO) extraidos de hemicelulose de bagaco de cana de agUcar, através
da hidrolise dos xilooligdmeros a xilose, isomerizacdo desta a xilulose, catalisada por
xiloseisomerase (XI) e fermentacdo do isbmero a etanol, por Sacharomyces cerevisiae (Sc).
Todas as reagOes ocorrerdo dentro de um biocatalizador onde as enzimas, previamente
imobilizadas covalentemente em outros suportes, estardo co-imobilizadas com a levedura em
alginato de calcio. A eficiéncia desse processo para producdo de etanol ja foi demonstrada por
pesquisadores do DEQ/UFSCar, estando com depésito de pedido de patente efetuado. O foco
deste trabalho esta voltado para a etapa de hidrélise dos xilooligdmeros a xilose, pelas a¢des de
endo/exoxilanases, B-xilosidase e enzimas auxiliares (Xil). O objetivo deste trabalho foi estudar
diferentes coquetéis enzimaticos visando selecionar e caracterizar o mais adequado para a
hidrolise completa de xilooligbmeros/xilana em xilose. Para facilitar esta busca, foi necessario
também desenvolver um substrato que permitisse estudo eficiente da acdo de endoxilanases.
Produziu-se entdo uma xilana com a mesma performance da comercial, extraida da polpa de
eucalipto branqueada (holocelulose). Foi realizado o estudo cinético das enzimas: Multifect
A03139 (XAS-2) e Accellerase A03304 (XAS-3), dois complexos comerciais contendo
xilanases, enzimas auxiliares e B-xilosidases; uma endo-xilanase recombinante de Bacillus
subtilis (Verdartis) (XAS-1) e uma B-xilosidase produzida in house recombinante (XAS-4). As
duas ultimas tambeém foram estudadas na forma imobilizada XASI-1 e XASPI-4. Foram
avaliadas a influéncia da concentracéo enzimatica, temperatura, pH e concentracao do substrato
na hidrélise de xilana. Além disso, foi investigada a estabilidade térmica de cada enzima nas
temperaturas de 32 (processo SHIF) e 50 °C. Os modelos cinéticos foram ajustados aos perfis
de velocidade inicial experimental, para se estimarem os parametros cinéticos das reac@es. Foi
também avaliado o efeito de inibicdo causado pelas concentracdes de xilose e de xilose/xilulose
combinados em B-xilosidases. Para B-xilosidase (XASPI-4), foi possivel ajustar um modelo de
inibicdo competitiva com dois inibidores. Os ensaios de hidrolise enzimatica de longa duracéo
foram realizados com todas as enzimas isoladas e algumas combinadas, com o objetivo de
avaliar o perfil de producéo de xilooligossacarideos, tanto a 50 °C quanto a 32 °C. A hidrolise
com XAS-1 e XASP-4 juntas obteve resultados promissores, uma vez que é possivel observar
o aumento do perfil de converséo e a producao de xilose apos 48 h de reacdo. Também foram
realizados ensaios a 32°C com os licores obtidos a partir de pré-tratamentos hidrotérmico e
alcalino do bagaco de cana-de-acgucar. Os resultados obtidos permitem um maior conhecimento
das caracteristicas de cada enzima facilitando a preparacdo de um coquetel eficiente de enzimas
para converter completamente xilana em xilose.

PALAVRAS-CHAVE: xilana, xilanases, B-xilosidases, estudo cinético, hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

This work aims to contribute to the development of the ethanol production process from
xylooligomers (XO) extracted from sugarcane bagasse hemicellulose through the hydrolysis of
XO to xylose, xylose isomerization catalyzed by xyloseisomerase (XI) and fermentation of the
isomer to ethanol by Sacharomyces cerevisiae (Sc). All reactions will occur within a biocatalyst
where the enzymes, previously immobilized covalently in other carriers, will be co-
immobilized with the yeast in calcium alginate. The efficiency of this process for the production
of ethanol has already been demonstrated by DEQ/UFSCar researchers, with an patent
application request. The focus of this work is on the hydrolysis stage of XO to xylose, by the
actions of endo / exoxylanases, -xylosidase and auxiliary enzymes (Xyl). The objective of this
work was to study different enzymatic cocktails in order to select and characterize the most
suitable for the complete hydrolysis of xylooligomers/xylan in xylose. To facilitate this search,
it was also necessary to develop a substrate that would allow efficient study of the action of
endoxylanases. A xylan with the same commercial performance was then produced and
extracted from the bleached eucalyptus pulp (holocellulose). The kinetic study was caried with
the enzymes: Multifect A03139 (XAS-2) and Accellerase A03304 (XAS-3), two commercial
complexes containing xylanases, auxiliary enzymes and B-xylosidase; a recombinant endo-
xylanase from Bacillus subtilis (Verdartis) (XAS-1) and a recombinant in-house produced [-
xylosidase (XAS-4). The latter two were also studied in the immobilized form XASI-1 and
XASPI-4. The influence of enzyme concentration, temperature, pH and substrate concentration
on xylan hydrolysis were evaluated. In addition, the thermal stability of each enzyme was
assessed at temperatures of 32 (SHIF process) and 50 ° C. Kinetic models were fitted with
initial velocity profiles data to estimate the kinetic parameters of the reactions. The inhibition
effect caused by xylose and xylose / xylulose concentrations combined in B-xylosidases was
also evaluated. For B-xylosidase (XASPI-4), it was possible to adjust a competitive inhibition
model with two inhibitors. The long-term enzymatic hydrolysis assays were carried out with all
the enzymes isolated and some combined, to evaluate the production profile of
xylooligosaccharides, both at 50 °C and 32 °C. The hydrolysis with XAS-1 and XASP-4
combined obtained promising results, since it is possible to observe an increase of the
conversion profile and the xylose production after 48 h of reaction. Tests were also carried out
at 32°C with liquors obtained from hydrothermal and alkaline pre-treatments of sugarcane
bagasse. The obtained results allow a greater comprehension of each enzymes characteristics,
assisting the preparation of an efficient enzymes cocktail to completely convert xylan to xylose.

KEY WORDS: xylan, xylanases, B-xylosidases, kinetic study, enzymatic hydrolysis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - llustrac&o tridimensional da estrutura de biomassas lignocelulosicas. ................... 19
Figura 2 - Estrutura dos monossacarideos mais abundantes na hemicelulose. ...................... 20
Figura 3 — Estrutura base para xilana de (A) arabino-4-O-metilglucuranoxilana e (B) O-acetil-
4-O-metilglucuranOXilana. ...........cocuiiiiiiiiee e 22

Figura 4 - Precursores da lignina talcool p-cumarilico, 2p-alcool coniferilico e 3alcool sinapilico.

............................................................................................................................................ 24
Figura 5 - Composigdo quimica do bagago de cana-de-agUCar. ..........ccccovereeieeneeieeneeeenns 25
Figura 6 — Polpa branqueada de eucalipto em blocos e em folhas. ...........ccccooiiiiiiiicnnn, 27
Figura 7 — Esquema de pré-tratamento para material lignoceuldsico. ............ccccoviiiiiiiiennnnn, 27
Figura 8 — llustracdo de um sistema hemiceluldsico de arabinoxilana. ..........c.ccccceviieninen, 31

Figura 9 - Representagdo da estrutura tridimensional tipica das xilanases dos grupos GH 8
(produzida por Bascillus halodurans), GH 10 (produzida por Streptomyces lividans)?, GH 11
(produzida por Trichoderma reesei)® e p-xilosidase do grupo GH 43 (produzida por Geobacillus
(=T L0110 T= g aTe) o) 1T V) RS 33
Figura 10 — Efeito da concentracdo de substrato sobre a velocidade de uma reacdo catalisada
por enzima (A) e o efeito da inibicdo incompetitiva e competitiva (B).........ccoceevivveiiieennnen. 38
Figura 11 - Esquema apresentando alguns dos possiveis produtos para uma biorrefinaria. .... 39
Figura 12 - Fluxograma das etapas envolvidas nos pré-tratamentos do BCA. ............cc......... 43
Figura 13 - Fluxograma simplificado dos processos de extracéo da xilana de polpa de eucalipto
branqueada estudados no presente trabalho. ...........ccccceiiiiiiii 46
Figura 14 — Variacdo da suspensdo ao longo do processo de precipitacao............ccccceevveennen. 47

Figura 15 — Curvas termogravimétricas para as xilanas obtidas por precipitacdo em pHs 5,0 e

Figura 16 - Comparacdo entre a atividade para uma mesma enzima aplicada ao substrato de
xilana de bétula e de eucalipto em diferentes CONAICOES. .........ccvvvveiiireiiiiie e, 65
Figura 17 — Eletroforese das enzimas avaliadas neste trabalho................cccccoovveiiiiiciiieceen. 66
Figura 18 — Influéncia da concentracdo enzimatica na velocidade inicial de reacdo para todas
as enzimas em estudo, realizadas em xilana de eucalipto 1% em tampao citrato 50 mM pH 5,5
8 50 O, ittt ettt E et ettt R b e R e e Ee e Ee e be et e ne e reenreete e 69
Figura 19 — Influéncia da temperatura sobre a atividade das endoxilanases XAS-1, 2 e 3 e XASI-

1, realizadas em xilana de eucalipto 1 % (m/v) tampao citrato de sédio pH 5,5..................... 70



Figura 20 — Ajuste dos parametros para obtencdo da energia de ativacdo de cada reagéo

04 [ 1= Vo USROS 72
Figura 21 - Perfis de atividade das endoxilanases XAS-1, 2, 3 e XASI-1 em fungdo da........ 73
Figura 22 — Perfis de pH e temperatura para XAS-2 e XAS-3,em3D e 2D.......ccccccevvennnen. 75
Figura 23 — Perfis de pH e temperatura para XAS-4 em 3D e 2D. ......ccccevviiiieiiiiiieniennn 76
Figura 24 - Comparagéo entre os valores experimentais e os preditos pelos modelos............. 78
Figura 25 — Efeito do pH na atividade da B-xilosidase XAS-4 purificada. ..........cccccevvrnnenne. 79
Figura 26 — Estabilidade térmica de XAS-1, 2, 3 e XASI-1, incubadas em tampdo citrato 50
MM PH 6,0ttt e e ettt e e e ettt e e e e bbbt e e e e anbbe e e e e nnraeaa e 81

Figura 27 — Estabilidade térmica das B-xilosidases XAS-2, XAS-3, XASP-4 e XASPI-4
incubada em tamp&o fosfato pH 6,0, 50 MM. ........cooiiiiiiiie s 82
Figura 28 — Efeito da concentracdo do substrato de xilana de eucalipto na velocidade da reacéo
para as endoxilanases a 50°C, tampdo citrato 50 mM pH 5,5. ..., 84
Figura 29 — Influéncia da concentracéo do substrato (pNPX) na velocidade da reacdo para as -
XI10SIAASES ESTUTAUAS. ...ttt 85
Figura 30 — Influéncia da concentracdo de xilose na atividade das enzimas XAS-2, XAS-3,
XASP-4 e XASPI-4, medidas em tampéo fostato 50 mM com pNPX 5 mM, pH 6,0 a 50 °C.88
Figura 31 - Influéncia da concentracao de xilulose na atividade da enzima XASP-4, medida em
tampao fostato 50 mM com pNPX 5 mM, pH 6,0 250 °C. .......ccccoiiieiiiie e 89
Figura 32 — Influéncia da inibicdo mista na p-xilosidase (XASPI-4) por xilose e xilulose nas
seguintes condicdes (o) sem inibicdo, (o) 8 e 1,6 g/L, (A) 16 e 3,2 g/L e (V) 32 e 6,4 g/L,
TESPECTIVAMIEILL. ..eivtiie ittt e e e st e e et e e et e e et e e et e e et e e e asa e e e asteeeanaeeesnseeeanseaeannes 90
Figura 33 — Perfil de conversao total da hidrdlise enzimatica da fracdo solivel da xilana de
eucalipto (8,8 g/L), a 32 e 50 °C, pH 5,6 (tampéo citrato de sédio 50 mM) pela acdo das enzimas
XAS-1, 2 e 3 (150 Ul/gxitana OU 1500 UI/L). ..civveiiiiiiiieiieiiesie e 93
Figura 34 — Comparacdo das hidrolises enzimaticas de xilana de eucalipto (6,8 g/L) para as
enzimas XASI-1, XAS-1 + XASP-4 e XASI-1 + XASPI-4 na forma soltvel e imobilizada, pH
I I 77 OSSP P PP 95
Figura 35 — Perfil de concentracdo de X1, X2, X3, X4 e X5 para 0s ensaios de hidrélise
enzimatica em xilana de eucalipto (6,8 g/L), pH 5,6 a 32 °C, com as enzimas XASI-1 e XASI-
L XASPI-4. ettt a e 96
Figura 36 - Hidrolise enzimatica da xilana presente no licor hidrotérmico extraido do bagaco

de cana-de-agUlcar pela agdo de XAS-1, 2 e 3 com carga de 150 Ul/gxilana OU 2250 Ul/mL. ... 98



Figura 37 — Comparacéo entre a hidrolise enzimatica entre o licor alcalino e o hidrotérmico pela
aca0 da XAS-1, eM PH 5,6 @ 32%C.......ooiiiiieiiiiiesiee ettt 99
Figura 38 — Graficos de paretos obtidos para cada enzima nos ensaios de DCCR com
SIGNITICANCIA 08 100, ...ttt et 115



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicdo quimica (% peso seco) de diferentes materiais lignocelulésicos. ...... 18

Tabela 2 — Classificacado basica da hemicelulose. ..........ccovvveiiiiiii i, 21
Tabela 3 - Diferenga entre hemicelulose € CElUIOSE...........ooiveiiiiiiiie e 21
Tabela 4 — Estudos de extracdo de xilana de diferentes materiais. ..........ccccevevveerivereriieesinnnnn 23
Tabela 5 — Estudos de pré-tratamentos aplicados ao bagacgo de cana-de-agucar..................... 29
Tabela 6 — Revisdo sobre cinética enzimatica de Xilanases. ...........cccoovvevieeviieiieesieecie e, 38
Tabela 7 — Revisdo da cinética enzimatica de B-XiloSidases. ..........ccccvviiriiieiiienieieiecee e, 39
Tabela 8 — Caracteristicas das enzimas avaliadas.............cccocvevieeiieiiiecie e 43
Tabela 9 — Relacéo de ensaios de hidrolise enzimatica realizados. .........c..cccccveeviveeviieeiiinnnnn 50
Tabela 10 — Matriz do planejamento experimental para B-xilosidase. ..........cccooeviiiennnene, 56
Tabela 11 - Composicao quimica média do bagaco de cana-de-agucar in natura. ................. 59
Tabela 12 - Composic¢Oes quimicas médias do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado. .......... 59
Tabela 13 - Ensaios utilizando a abordagem 1 de extracdo em autoclave a 121 °C................ 61

Tabela 14 - Ensaios utilizando a abordagem 2 de extracdo SAARNIO et al. (1954) com agitacao
MECANICA AUFANTE 20 N....eiiiiii et 61
Tabela 15 - Caracterizacdo do material extraido em termos de concentracdo dos mondmeros e
total extraido de xilana (obtido por hidrolise &cida, ver item 3.3.1) ......ccooveiviiveiiiiiecie e, 62

Tabela 16 — Variacdo da atividade enzimatica nos substratos de eucalipto pHs 5 e 6, e em bétula.

............................................................................................................................................ 64
Tabela 17 — Resultados da quantificacdo das bandas proteicas das diferentes enzimas.......... 67
Tabela 18 — Caracteristicas dos complexos enzimaticos avaliados. ............cccceevveeeiiieeiinnnnnn 67
Tabela 19 — Dados de energia de ativacao e para as endoxilanases. ............ccocevvveeviieeninnnnnn 72

Tabela 20 — Dados de ANOVA obtidos pelo software Protimiza, com nivel de significAncia de

Tabela 21 — Validacdo das regides Otimas obtidas através do planejamento experimental
contendo os dados de atividade especifica preditos versus 0s experimentais. ........................ 79
Tabela 22 — Valores dos parametros do modelo obtidos através do ajuste do modelo de MM
Para as BNAOXIIANASES. .......cccuieeiiiee et e e st e e st e e st e e st e e e aeas 84
Tabela 23 — Valores obtidos atraves do ajuste do modelo de Andrews e MM para as f-
XIIOSTAASES. ...ttt e e st e et e et b e e s anb e e e ena e e e anbe e e anbeee s 86

Tabela 24 — Parametros cinéticos Keat € Kcat/ Km 0btidos para cada enzima estudada. ............. 87



Tabela 25 — Principais resultados obtidos para as enzimas XAS-1, 2, 3 em substrato de xilana
de eucalipto e XAS-2, 3 e 4 nos ensaios realizados em substrato pNPX...........ccccooeviieinnene 91
Tabela 26 — Perfil dos XOS produzidos apds 24h de hidrolise enziméatica com Xxilana de
eucalipto (8,8 9/L) @ PH 5,6 € 320C . ...uvvivceeeeeceeee ettt 94
Tabela 27 — Conversdes em termos de xilose e XOS presentes ao fim das 48 h de hidrolise
enzimatica (XAS-1, XASI-1, XASP-4 e XASPI-4) em xilana de eucalipto (6,8 g/L), pH 5,6 a

Tabela 28 — Perfil dos XOS produzidos ap6s 12h de hidrolise enzimatica em licor hidrotérmico
com concentracao de xilooligbmeros de 22,6 g/L e carga enzimatica de 150 Ul/gxes para cada
RV g T (0o 1o - OO 99
Tabela 29 — Dados experimentais utilizados para 0S DCCRS. .........ccccoveiiiiiieiiienieeieeee 114



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2G  Segunda geracao

BCA Bagaco de cana-de-agUcar

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
CTC Centro de Tecnologia Canavieira

DEQ Departamento de Engenharia Quimica
DMSO Dimetilsulféoxido

DNS Acido 3,5-dinitrosalicilico

GH  Hidrolases glicosil

HMF Hidroximetilfurfural

MM  Michaelis Menten

SHIF Simulténea hidrolise, isomerisacao e fermentacao

SIF  Simulténea isomerizacao e fermentagéo

X1 Xilose
X2 Xilobiose
X3 Xilotriose

X4 Xilotetraose
Xl Xilose isomerase
XO  Xilooligbmeros

XOS Xilooligossacarideos

Ea Energia de ativacédo

k2 Constante cinética de formagéo do produto

Ki Constante de inibicao

KM  Constante de MM

pNP  p-nitrofenil

pPNPX p-nitrofenil-B-D-xilopiranoside

U Unidade de atividade enzimatica

Ul Unidade internacional de atividade enzimatica
Vmax Velocidade maxima de reagéo

Vo Velocidade inicial



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt en s 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 18
2.1 MateriaiS LIgNOCEIUIOSICOS ......ccueeiiiiiiiieiiieiieieee e e 18
2.1 1 CelUIOSE. ... 19
2.1.2  HEMICEIUIOSE ... 19
2.1.3  LIGNING .ottt 24
2.1.4  EXIrAlIVOS € CINZAS ...ccuveeiiiieiiiieiee sttt ettt ettt et nnee s 24
2.1.5  CANA-GE-8GUCAN ......uviiiieiiiiesiie ettt ettt ettt 25
2.1.6  Polpa de Eucalipto BranqUeada............cocveiuieiiiiiieeiiie et 26

2.2 Pré-tratamento de materiais lignoCelulOSICOS .........ccvviiiiiiiiiiiiice e 27
2.3 Hidrolise da hemiCelUulose ..........oooiiiiiiiiice 29
2.3.1  HidrOliSe ACHUA. .......eeeiiieiieeieee e 29
2.3.2  Hidrolise ENZIMALICA .......ooueeieeiieiiee et 30

2.4 ENZIMAS ...ttt ettt bbbttt n e ne s 30
2.4.1  Xilanases € B-Xil0SIAASE .......uvveiivireiiiee et 31
2.4.2  ImMODbilizago NZIMALICA ......c.veeeivireiiiee et e 33

2.5 CINELICA BNZIMALICA ... ccviiieeiieeieeie ettt et 34
2.5.1  Modelos cinéticos aplicados a xilanases e B-Xilosidases ............cccocvvevivveerinnnnn 38

2.6  Biorrefinaria da Cana-de-aUCar...........cccureiiuireiiieeiiie e e s e e saee e ree e 39

3 MATERIAL E METODOS.........oooiiueieeieteseeesee e eeeteise et es s st tssas s s sessneeannns 42
3L MALEIIAL ... 42
3.1.1  Biomassa LignoCEIUIOSICA..........c.eeiiieiiiiie et 42
3.1.2  Selecdo das enzimas para estudo CINELICO ..........cccveeiiireiiiee e 42

3.2 Procedimento eXperimental..........cccoveiiiiiiiiiiiiiiii e 43
3.2.1  Pré-tratamentos do bagago de cana-de-aGUCar ...........ccccvuveriveiiiesiieesiesnieesiee s 43



4

3.2.2  Extracdo da xilana de polpa de eucalipto branqueada .............ccccoceveeviieeninnnnn 45

3.3 MEAOdOS ANAITLICOS ... eeveeeiie ettt 48
3.3.1 Caracterizagdo quimica dos substratos estudados ...........c.ccccvevvveiieiiineiiieeiinn, 48
3.3.2  Caracterizacdo das xilanases e B-xilosidase avaliadas..............ccccoceviviiiiennn. 53
RESULTADOS . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s s e a et e e e e e e s snnnneees 59

4.1 Caracterizacdo do bagaco de cana-de-agUCar...........cccereereereerieaiesee e 59

4.2  Avaliacao do substrato de polpa de eucalipto branqueada para hidrélise enziméatica60

4.2.1  Solubilidade da xilana de eucalipto ..........cccooieiieiiiiii 62

4.3 CaracterizaGao das ENZIMAS........ccueiueeiuieiiieiiee ettt e et e b e 66
4.4  Estudo cinético das enzimas avaliadas ............cccccuerveiiiiiiienieiie e 68
4.4.1  Efeito da concentragio ENZIMALICA .........ccveerieeiiieiiieiee et 68
4.4.2  Efeito da tEMPEratUra........ccooiiiiiiiiieiiiesiie e 70
4,43  ETEIt0 O PH .ooeeeeiecie et 72
4.4.4  Efeito de temperatura e pH para B-XilosSidases...........ccceevireeriieeiiiie e 74
4.45  Analise de estabilidade tErmiCa...........ccvviiiiiiiieiie e 80
4.4.6  Efeito da concentragcdo de SUDSLIAtO ..........cccccvveiiiieiiiie e 83
4.4.7 Influéncia da concentracdo de inibidores para as B-xilosidases............c..c........ 88

4.5  HIdroliSe ENZIMALICA ........eeieeieieiieiiee et 92
4.5.1  Substrato de xilana de eucalipto............cccovveiiiiiiiic e 92
4.5.2  Substrato de bagaco de cana-de-agUCar .............cccovveeiiieeiieeesiieeeciee e sineens 97

B CONCLUSOES ..ottt n sttt en s 101
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ......cocvovvveeceeeeeeeees e 104
7 REFERENCIAS ..ottt ettt n sttt es s 105
ANEXO |ttt ettt e e e 112

ANEXO T o 114



16

1 INTRODUCAO

Com a crescente demanda de energia no mundo, € necessario 0 maximo aproveitamento
dos materiais envolvidos nos diferentes processos, como é o caso de praticamente todos 0s
residuos de biomassa produzidos nas atividades agricolas e industriais, e mesmo o lixo urbano,
que apresenta elevados teores de materiais lignocelulésicos. Desta forma, a reutilizacdo e
reciclagem de residuos ajudam a diminuir os problemas ambientais ligados ao acumulo e
minimiza o uso de combustivel féssil (BIOETANOL 2008).

No Brasil, grande parte da producdo de etanol é proveniente da sacarose de cana-de-
acucar, assim a utilizacdo do bagaco de cana-de-acucar (BCA), subproduto do processo de
moagem, certamente ocupa uma posicdo de grande destaque, e a viabilidade técnica e
econémica de seu uso para a producdo de biocombustiveis vem sendo largamente estudada.
Estima-se que uma tonelada de cana moida contém aproximadamente 280 kg de BCA
(CARDONA, et al., 2009). A industria sucroalcooleira geralmente utiliza o bagaco na geracéao
de energia para o proprio processo, porém a producdo de etanol de segunda geracdo (2G), a
partir da celulose presente nos materiais lignocelulésicos vem se tornando realidade
(BIOETANOL, 2008).

A cana-de-acgucar é considerada uma das fontes mais ricas de carboidrato na natureza.
Seu bagaco, um material lignocelulésico, é constituido principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina (BADHAN et al., 2007). A fracdo hemicelul6sica rica em agucares
(xilose, glicose, frutose, arabinose, galactose e manose), pode ser utilizada para a producdo de
diferentes insumos de interesse comercial (xilitol, etanol, manitol, entre outros), uma vez que
esta € hidrolisada com maior facilidade devido a heterogeneidade dos componentes e seu estado
amorfo (JEFFRIES, 1983). A hemicelulose presente no BCA é composta principalmente por
xilanas, as quais sdo longas estruturas formadas basicamente por monémeros de xilose. Sua
utilizacdo para a producdo de etanol permite aumentar grandemente o rendimento
etanol/biomassa. Atualmente, é comum o uso e estudo da fracdo celuldsica em diversos
processos a fim de produzir etanol, porém o uso da hemicelulose pode ser uma chave para a
viabilidade econémica da producéo de etanol a partir de lignocelulésicos.

Como alternativa para a transformacdo desses materiais em etanol, a hidrolise
enzimatica vem se consolidando como umas das alternativas mais viaveis. No caso da xilana,
especificamente, sua extracdo em condicBes &cidas mais severas ja a libera na forma de

mondmeros, em especial xilose. Alternativamente, sua extracdo em condic¢Ges brandas permite
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a solubilizacédo de xilana na forma de xilooligdmeros, cuja conversao final a xilose ir4 requerer
acdo combinada de diferentes enzimas: as endo-1,4-B-xilanases promovem uma quebra inicial
da hemicelulose, liberando oligdmeros de xilose, que servem de substrato para as B-xilosidases,
gerando xilose.

Em processo de simultanea isomerizacao e fermentacédo (SIF), estudado inicialmente no
grupo LabEnz do DEQ/UFSCar, a xilose era liberada diretamente em condicGes acidas e pela
acdo de um biocatalizador que agregava (por envolvimento em gel de alginato de calcio) a
enzima xilose isomerase (XI) covalentemente imobilizada e S.cerevisiae, era primeiramente
isomerizada a xilulose, pela acdo da enzima XI, e a seguir fermentada a etanol pela agdo da
levedura tradicionalmente usadas na producgéo de etanol de sacarose (SILVA et al, 2013).

Contudo, estudos continuos desse processo mostraram facilidade de contaminacdo do
meio por bactérias que consomem xilose, uma vez que a velocidade de fermentagéo de xilulose
pela levedura é muito baixa. Propds-se entdo um novo processo, onde a alimentagéo seria feita
de xilooligbmeros, os quais somente seriam transformados em xilose pela agédo de xilanases co-
imobilizadas, que passariam a fazer parte do biocatalizador inicial. Esse processo se mostrou
eficiente para a producéo de etanol, o qual teve pedido de depdsito de patente e se encontra em
desenvolvimento no grupo (MILESSI, 2017).

Desta forma, este trabalho esta relacionado ao desenvolvimento do processo SHIF e esta
focado na etapa de hidrdlise enzimatica dos xilooligdmeros. O objetivo principal deste trabalho
foi o estudo cinético da hidrolise dos xilooligdmeros catalisados por Xilanases e B-xilosidases
em suas formas livres e imobilizadas, visando a futura aplicacdo das mesmas no processo SHIF
de producédo de etanol a partir da fracdo hemiceluldsica do bagago de cana-de acglcar. Foram
estudados dois coquetéis enzimaticos comerciais contendo endo/exo xilanases, B-xilosidase e
enzimas auxiliares, uma xilanase recombinante com a¢do endo e uma f-xilanase recombinante.
As enzimas foram caracterizadas cineticamente na forma livre e as recombinantes, inclusive na
forma imobilizada. Foram estudadas as influéncias da concentracdo de enzimas, substrato e
possiveis inibidores do processo, bem como pH e temperatura dos complexos estudados. Foram
também avaliadas a estabilidade térmica e o comportamento das hidrélises enzimaticas tanto

no substrato de eucalipto quanto nos licores de bagaco de cana-de-agucar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Materiais Lignocelul6sicos

Os materiais lignocelulésicos ou biomassa lignocelulésica sdo termos referentes a
biomassa vegetal que se encontra ao longo de toda a crosta terrestre. A parede celular destes
materiais é composta basicamente por celulose (40-50%), hemicelulose (25-30%) e lignina (15-
25%) (U.S. DOE., 2015). As principais fontes de lignocelulésicos séo relacionados a praticas
agricolas, oriundas de manutencdo de florestas e processamento de madeiras, gerando a cada
ano grandes quantidades de residuos destes materiais (CANO, PALET, 2007). Na Tabela 1

encontram-se a composicao basica de diversos tipos de materiais lignocelulésicos.

Tabela 1 - Composicdo quimica (% peso seco) de diferentes materiais lignocelulésicos.
Classificacéo .
Biomassa

geral das . o Celulose Hemicelulose Lignina
lignocelulésica

biomassas

Madeira dura Sicdmoro Americano 37,2-418 17,6 -19,6 25,0-27,3
Gafanhoto preto 39,3-42,6 16,6 — 18,9 24,4 - 28,6
Eucalipto 46,6 - 50,3 12,7-14,4 26,9 - 28,2
Alamo hibrido 40,3-47,3 16,6 — 22,6 15,5-16,3
Salgueiro 42,4 - 45,3 20,6 -22,9 16,9 -18,9

Carvalho 40,4 35,9 24,1

Madeira maleavel Pinheiro 42,0-50,0 24,0-27,0 20,0
Residuos agricolas Bagago de 31,9-434 12,2-255 23,1-27,6

cana-de-acucar

Palha de arroz 29,2 -34,7 23,0-25,9 17,0-19,0
Casca de arroz 28,7 -35,6 12,0-29,3 15,4 -20,0
Palha de milho 30,6 - 38,1 19,1-25,3 16,7 -21,3
Sabugo de milho 33,7-41,2 31,9-36,0 6,1-15,9
Talos de milho 35,0-39,6 16,8 - 35,0 7,0-18,4
Casca de trigo 35,0-39,0 23,0-30,0 12,0-16,0
Casca de cevada 36,0 -43,0 24,0-33,0 6,3-9,8
Casca de aveia 31,0-35,0 20,0 - 26,0 10,0 -15,0
Casca de sorgo 32,0-35,0 24,0-27,0 15,0-21,0
Culturas herbaceas Festuca alta 23,4264 18,2-20,4 10,9 -14,8
Graminea 26,8 -37,5 22,4 -28,8 13,2-225
Miscanthus 35,0-40,0 16,0 - 20,0 20,0-25,0
Tabaco 22,0-30,0 15,0 -20,0 15,0-25,0
Outros residuos lodo de celulose 31,4 9,8 15,3
Residuo de agave 30,7 16,9 16,9
Polpas quimicas de g5 5 79 ¢ 10,0-20,0 5,0~ 10,0
papel
Esterco de gado 1647 14-33 27-57
s6lido

Fonte: MUSSATTO (2016)

Para converter a biomassa lignocelul6sica em materiais de maior valor agregado (xilitol,

XOS, biopolimeros, entre outros), primeiramente, é importante fazer um estudo das
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caracteristicas morfoldgicas destes materiais. A Figura 1 representa a estrutura morfologica dos
materiais lignoceluldsicos, na qual a celulose esté representada pela fibra verde escuro, a lignina

estad em marrom e a hemicelulose em verde claro.

Figura 1 - llustracdo tridimensional da estrutura de biomassas lignocelulésicas.

rat i

Fonte: U.S. DOE (2015)

2.1.1 Celulose

A celulose é um polimero linear constituido por longas cadeias de D-glicose, nas quais
0s mondmeros de agucar sdo agrupados por ligacoes B-1,4 glicosidicas, que formam as unidades
de celobiose e liberam uma molécula de agua. Estas cadeias sdo formadas por camadas unidas
por forcas de van der Waals com ligac@es de hidrogénio intra e intermoleculares, sua geometria
covalente e ndo ramificada da origem a uma estrutura de fibras alongadas (ROSS ET AL., 1991;
WYMAN, 1994).

Devido a esta complexa estrutura fibrosa e a presenca regular de ligacdes de hidrogénio,
a celulose é um composto muito resistente a tracdo e insolivel na maioria dos solventes
(SJOSTROM, 1981).

2.1.2 Hemicelulose

A hemicelulose é o segundo polissacarideo mais comuns na natureza, representando
cerca de 20 a 35% do complexo lignoceluldsico, o que pode variar conforme a biomassa

(SAHA, 2003). Ao contrario da celulose, a hemicelulose pode ser considerada um polimero de
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estrutura quimica heterogénea, composto por pentoses (xilose, arabinose), hexoses (manose,
glicose,
(SJOSTROM, 1981; MAMMAN, 2008). Em madeiras duras também é possivel encontrar

tracos de ramnose. A Figura 2 apresenta a estrutura dos monossacarideos mais abundantes na

galactose) e é&cidos urbnicos (4-O-metil-glucurénico, &cido galacturdnico)

hemicelulose.

Figura 2 - Estrutura dos monossacarideos mais abundantes na hemicelulose.

H—c—o0 cHoH H—C=0 coon =0 CH,OH
D S H—C—OH HO—C—H
HO—C—H /; \ HO—C—H HO—C—H \
H—C—oH H—i—OH H—C—OH
- \J_’/ - \j_’/ H_;_OH Ne—"
CH,0H COOH CHOH
: D-glicose D-acido glucurdnico D-manose
H—C—o0 H—C=0
HO—C—H H—lc—OH
0—C—OH [ O\ HO—(li— H g \
H—C—OH w H—C—OH %

H,C—OH

D-arabinose D-xilose

Fonte: adaptado de MAMMAN (2008).

As unidades de pentoses e hexoses presentes na hemicelulose formam cadeias
poliméricas complexas repletas de ramificacdes, as quais formam ligac6es cruzadas de pontes
de hidrogénio, facilitando a sua interacdo com a celulose e conferindo maior estabilidade ao
material (FASANELLA, 2008; RAMOS, 2003). As cadeias laterais presentes no agregado
também permitem a interacdo da hemicelulose de forma polar com a celulose e de forma apolar
com a lignina (WOLF, 2011).

E importante ressaltar que a composicdo da hemicelulose varia consideravelmente
dependendo de sua natureza, por exemplo, a hemicelulose presente em madeiras duras €
composta principalmente por Xilanas, ja madeiras mais macias contém maior quantidade de
glucomananas (MAMMAN, 2008). A Tabela 2 apresenta as tipicas composicdes da

hemicelulose.
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Tabela 2 — Classificagdo basica da hemicelulose.

Hemicelulose Ocorréncia % na Madeira Solubilidade
Galactoglucomanana Madeira macia 5-8 Alcalinos e 4gua
(Galacto)Glucomanana Madeira macia 10-15 Borato alcalino
Arabinoglucoronoxilana Madeira macia 7-10 Alcaninos,
DMSO* e 4gua*
Arabinogalactana Madeira de larigo 5-35 Agua
Glucoronoxilana Madeira dura 15-30 Alcalinos e
dimetilsulfoxido*
Glucomanana Madeira dura 2-5 Borato alcalino

NOTA: *Solubilidade parcial. Fonte: adaptado de SIOSTROM, 1981.

A Tabela 3 relaciona as principais diferengas entre a hemicelulose e a celulose.

Tabela 3 - Diferenca entre hemicelulose e celulose.

Celulose Hemicelulose
Formada por cadeias de glicose Composta por unidades de pentoses e hexoses
Alto grau de polimerizacdo (100 a 15000) Baixo grau de polimerizacédo (50 a 300)
Forma arranjo fibroso Né&o forma arranjo fibroso
Apresenta regides cristalinas e amorfas Apresenta somente regides amorfas
E atacado lentamente por &cido inorganico E atacado rapidamente por acido inorganico
diluido a quente diluido a quente

Insoldvel em solucdes alcalinas (exceto em
altas temperaturas e/ou conc. de reagentes)
Fonte: adaptado de BIANCHI (1995).

Solavel em solugbes alcalinas diluidas

2121 Xilanas

A xilana trata-se de um heteropolissacarideo composto em sua grande maioria de
ligacGes B-1,4 de residuos de D-xilanopiranosil com diversas ramificacdes que podem conter
moléculas de L-arabinose, grupos acetil, D-galactose, D-acido glucurdnico e residuos de acido
feralico e cumarico (SOUZA, 2013). A diferenca entre a estrutura da xilana depende da
natureza da matéria-prima vegetal.

As xilanas podem ser utilizadas em diversos setores industrias como em farmacos sendo
utilizados como aditivos, na industria papeleira colaborando para a qualidade do papel e
também na industria de alimentos auxiliando na conservacgdo dos alimentos através de biofilmes
(LUCENA et al.,, 2017; QUARESMA, 2014).

Os tipos de xilanas mais comuns de se extrair podem ser encontrados em dois grupos
distintos, no caso de madeiras duras como Eucalipto e Bétula, o grupo substituinte é o O-acetil-

4-O-metilglucuranoxilana, ja& em madeiras macias como gramineas e cana-de-aguicar 0 grupo
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substituinte mais presente é o arabino-4-O-metilglucuranoxilana (WONG et al., 1988). A

Figura 3 apresenta a configuragéo base das xilanas.

Figura 3 — Estrutura base para xilana de (A) arabino-4-O-metilglucuranoxilana e (B) O-
acetil-4-O-metilglucuranoxilana.

A OH  pfeGlca
Q==

Fonte: Adaptado de EBRINGEROVA e HEINZE (2000).

Entre os métodos mais usuais de extracao de xilana destaca-se a extracao com solucdes
alcalinas (NaOH ou KOH), DMSO e utilizando o composto nitren.

GARCIA et al. (2000) extrairam xilana de espiga de milho com DMSO em uma solugéo
de NaOH 4%, afim de comparar as diferentes soluc¢fes de xilana extraidas. SUN et al. (2012)
extrairam xilana de bamboo, HETTRICH et al. (2006) estudaram a extracdo de xilana de flocos
de aveia, nos quais em todos os estudos foram utilizadas solugdes de NaOH para a extracao.
MARQUES (2014) e QUARESMA (2014) estudaram a extracdo de xilana da polpa de
eucalipto branqueada via solucdes alcalinas, MAGATON e colaboradores (2008) partiram do
eucalipto bruto, o qual foi deslignificado e entdo a xilana foi extraida por DMSO.

JANZON, SAAKE e PULS (2008) estudaram a extracdo de xilanas de polpa de
eucalipto branqueada, polpa sulfite de faia, mix de polpas softwood e polpa branqueada de
bétula por trés diferentes métodos de extracdo, utilizando NaOH, KOH e Nitren (complexo
organometalico) como solventes. No estudo em questdo, 0 nitren se mostrou promissor

utilizando uma quantidade menor de reagente para produzir a mesma quantidade de xilana,
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porém deve-se remover a quantidade de niquel formado, sendo esta uma das principais
desvantagens do processo.

A Tabela 4 apresenta alguns dos estudos envolvendo a extracdo de xilana, a partir de
diferentes matérias-primas e métodos aplicados, os quais percebe-se que é possivel obter

elevados rendimentos de extragéo.

Tabela 4 — Estudos de extracdo de xilana de diferentes materiais.
Autores Matéria-prima Extracéo Proporgéo (m/v) Rendimento (%)
SUN et al. (2012) Bamboo NaOH 0,8 - 8% 01:25 73,53 - 92,65
polpa de eucalipto

MARQUES (2014) NaOH 10% 01:20 65— 85
branqueada
QUARESMA (2014) Polpadeeucalipto .4 100, : 55 81
branqueada
polpa fa‘:g'te 9 NaOH 10% 01:20 90,2
polpa de bétula ,
JANZON, SAAKE e branqueada NaOH 10% 01:20 96,92
PULS (2008) oad i NaOH 10% 01:20 95,9
polpa de eucalipto 514 194 01:20 83,11
branqueada )
Nitren 5% 01:10 76,35
Fonte: Autor.
21.2.1.1 Xilooligossacarideos

Os xilooligossacarideos (XOS) séo oligdbmeros de agucar formados por unidades de
xilose (2-7), que por possuirem propriedades benéficas a saide humana vem ganhando espaco
na industria de alimentos e de farmacos em todo o mundo. Os XOS séo reconhecidos por muitos
estudiosos como prebidticos, nutrientes que auxiliam na reducdo do colesterol, melhorando a
absorcdo de célcio no organismo, agem como antioxidantes, além de apresentarem atividade
imunoldgica com efeito antitumoral (AACHARY; PRAPULLA, 2011; GOLDMAN, 2009)

Os XOS podem ser produzidos a partir de xilana proveniente de qualquer matéria-prima
vegetal. Apds a extracdo desta xilana na forma oligomérica, a producdo de XOS requer etapa
de hidrolise controlada, fazendo com que ocorra a reducdo do peso molecular desses
oligbmeros. O método mais recomendado para este tipo de processo € a hidrélise enzimatica
por endoxilanases, minimizando a producao de xilose (MENEZES; DURRANT, 2008)



24

2.1.3 Lignina

A lignina é um polimero que possui uma estrutura polifendlica tridimensional e amorfa,
a qual é composta por unidades de fenilpropano derivadas da polimerizacao oxidativa de trés
precursores monoméricos: 0s &lcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Figura 4)
(DENCE; LIN, 1992). Estes precursores sdo obtidos a partir da glicose (gerada pela
fotossintese) através de rotas enzimaticas (FENGEL; WENEGER, 1989).

Figura 4 - Precursores da lignina *alcool p-cumarilico, 2p-alcool coniferilico e *alcool

sinapilico.
OH OH OH
= = =
OCHz H3CO OCHs
H H
1 2 3

Fonte: Adaptado de SIOSTROM (1983)

Mesmo sendo a ultima substancia incorporada a parede celular, a lignina possui um
papel fundamental nos materiais lignoceluldsicos, agindo como material ligante, aumentando
sua rigidez e atuando como barreira contra degradacdo enzimatica e/ou microbiana da parede
celular (FENGEL; WEGENER, 1989).

2.1.4 Extrativos e cinzas

Além dos trés principais componentes ja mencionados, existem outros compostos com
menores propor¢des, COMo 0S COMPOstos extrativos e as cinzas.

Os compostos extrativos sdo componentes organicos de baixo peso molecular,
geralmente sollveis em solventes organicos como etanol ou acetona. Os extrativos constituem
um grupo heterogéneo que pode conter ceras, acidos graxos, resinas, clorofilas, terpendides,
substancias fendlicas, entre outras. Estes compostos proporcionam diferentes funcdes na planta,

tais como cor, cheiro, protecdo quimica, reserva nutritiva e sabor (BROWNING, 1967).
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As cinzas contém compostos inorganicos geralmente absorvidos diretamente do solo.
Entre os sais minerais os sais de célcio, potéssio, magnésio, manganés, ferro e cobre sdo os
mais frequentes neste tipo de biomassa (MC NAUGHTON et al., 1985).

2.1.5 Cana-de-agucar

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) é uma planta original da Nova Guiné e se
espalhou pelo mundo através da migracdo, chegando ao Brasil em 1520. Hoje em dia o Brasil
é o primeiro no ranking de producdo de acucar e também é o maior exportador de etanol do
planeta gracas a cana (NOVACANA). No pais o cultivo da cana-de-agucar, em termos de
superficie ocupada, s6 perde para o cultivo da soja e do milho, sendo o estado de S&o Paulo
responsavel por cerca de 60% da produgdo (CONAB, 2017).

Quando a cana-de-agUcar vai para a usina, em geral, é lavada e segue para o sistema de
preparo e extracdo, no qual um conjunto de rolos da moenda separa o caldo que contém a
sacarose da fibra (bagago) que corresponde de 8 a 14% da biomassa (BIOETANOL, 2008).
Conforme dados apresentados pela CONAB (2015), em geral o processamento de uma tonelada
de cana de agucar gera 280 kg de bagaco, com umidade em torno de 50% (140 kg de bagaco
Seco).

O bagaco da cana-de-agucar é um material lignoceluldsico, sua composicdo quimica
depende de diversos fatores como a espécie da planta e até mesmo o solo onde é cultivada. Uma
composicdo quimica mais detalhada do bagaco de cana foi publicada por VAN MARIS e

colaborados (2006), apresentada na Figura 5.

Figura 5 - Composi¢do quimica do bagaco de cana-de-agUcar.

Extrativos; Cinzas; 3,70%
3,80%

Manose;
0,40%

Galactose;
0,50%
Arabinose;

2,10% . . .
Acidos Urdnicos; 2,20%

Fonte: adaptado de VAN MARIS et al. (2006).
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A hemicelulose do bagaco de cana-de-agicar € classificada como
glucoranoarabinoxilana (PENG et. al., 2009), nesta fragdo BRIENZO et. al. (2010) encontra a
composicao de 80,9% de xilose, 3,8% de arabinose, 4,2 de glicose e 3,2 de acido glucurdnico.
A partir dos dados apresentados e sabendo-se que o rendimento de producédo de etanol a partir
de xilose é de aproximadamente 0,45 Qetanol/xitose (MILESSI, 2017), estima-se que a partir de 1

tonelada de bagaco de cana-de-agUcar seco é possivel produzir mais de 100 L de etanol.

2.1.6 Polpa de Eucalipto Branqueada

As arvores de eucalipto sdo responsaveis pela producdo de 98% da celulose do pais, este
fato pode ser explicado pois 0 Brasil possui um clima favoravel para o desenvolvimento do
eucalipto, essas arvores crescem em apenas 7 anos e chegam a atingir cerca de 35 metros de
comprimento (BRACELPA, 2010). Em 2016 o Brasil se tornou o maior produtor mundial de
celulose de fibra curta (Eucalipto), pois esse género é o principal responsavel por grande parte
da area plantada no pais, com um total de 5,56 milhdes de hectares, que sdo responsaveis por
produzir 72% da celulose do pais (IBA, 2016). O eucalipto por ser um material lignocelulésico
é composto quimicamente por fragdes que variam de 46-50,3% de celulose, 12,7-23% de
hemicelulose, 26,9-33% de lignina, 0,1-0,2% de cinzas e 2-5% de extrativos (CARVALHO et
al., 2015; MUSSATO, 2016).

Para producao de celulose e papel o processo dominante na industria é o processo Kraft,
que utiliza hidroxido de sodio (NaOH) e sulfeto de sddio (Na.S) para o branqueamento de
polpas de madeira. No processo, metade da madeira é dissolvida formando um tipo de licor
negro que é separado da polpa por lavagem e em seguida enviado para o sistema de recuperacao
de kraft, onde os reagentes inorganicos de polpacdo sdo recuperados enquanto os produtos
organicos dissolvidos sdo usados como combustivel para produzir vapor e energia (TRAN;
VAKKILAINNEN, 2008).

No decorrer do processo de polpacao, a solucdo a quente, contendo NaOH e NaS, pode
degradar a hemicelulose e a lignina, e também pode afetar as longas cadeias de xilana que se
transformam em polissacarideos de menor massa molecular. Ao final do processo ocorre uma
gueda no pH, na qual parte das xilanas dissolvidas pode precipitar ou ainda ser adsorvida na
superficie da polpa, acarretando em um maior rendimento da polpacdo (MAGATON; PILO-
VELOSO; COLODETTE, 2008). A composi¢do quimica da polpa de eucalipto branqueada ou
polpa kraft variam consideravelmente na literatura. Foram encontrados valores para fracdo de
celulose entre 73-93%, hemicelulose 5,7-13% e lignina 1,2-8% (TEIXEIRA et. al., 2015). A
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Figura 6 apresenta a polpa de eucalipto branqueada em blocos e em folhas, as duas maneiras

como ela pode ser armazena nas industrias.

Figura 6 — Polpa branqueada de eucalipto em blocos e em folhas.

Fonte: Autor.

A polpa branqueada de eucalipto ¢ um material facil de ser encontrado pois é a principal
matéria-prima utilizada na producdo de papéis para impressdo, para escrever ou ainda papeis

higiénicos, gracas a sua alta capacidade absorvente (IBA, 2016).

2.2 Pré-tratamento de materiais lignocelulosicos

Como mencionado anteriormente, as biomassas lignocelulosicas possuem propriedades
gue agem como uma barreira a acGes de enzimas e microrganismos, assim para ocorrer a
completa hidrolise deste material é necessario romper sua complexa matriz e para isto é
necessario a insercdo de uma etapa de pré-tratamento para o estudo destes materiais.

O pré-tratamento nos materiais lignocelulésicos consiste em remover a lignina e a
hemicelulose do bagaco, ao mesmo tempo que reduz a estrutura cristalina da celulose e aumenta
a porosidade do material, como pode ser observado na Figura 7. Um pré-tratamento considerado
eficaz € aquele que tem a capacidade aumentar a producéo de agUcares, evitar a degradacdo ou
perda de carboidratos, minimizar a producdo de subprodutos inibidores (como o furfural,
hidroximetilfurfural e lignina) de processos subsequentes e diminuir os custos do processo
(SUN; CHENG, 2002).

Figura 7 — Esquema de pré-tratamento para material lignoceulésico.

Lignina
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Fonte: adaptado de MOOD et al. (2013).
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Muitos tipos de pré-tratamento vém sendo estudados nos Ultimos anos, 0s quais
geralmente sdo baseados em processos fisicos, quimicos e bioldgicos.

Os processos fisicos visam aumentar a area superficial facilitando o acesso aos poros do
material, diminuindo a cristalinidade e o seu grau de polimerizagdo (TAHERZADEH,;
KARIMI, 2008). Podem ser considerados pré-tratamentos fisicos a moagem, lascamento,
pirolise, expansdo entre outros.

Os processos quimicos fazem uso de algum reagente quimico para que ocorra 0 pré-
tratamento. Desta forma, deve-se sempre levar em conta o custo do reagente utilizado e também
se 0 processo ndo ira produzir muitos residuos. Os processos mais utilizados para hidrdlise de
materiais lignocelulésicos sdo a hidrolise acida concentrada que ocorre de forma rapida e
agressiva (elevada temperatura e pressao) transformando toda a hemicelulose em xilose e
produzindo concentracdes consideraveis de furfural e HMF; a hidrolise alcalina é realizada em
condicdes de temperatura e pressdo mais baixas quando comparada a acida, em geral emprega-
se como reagente o hidréxido de sodio e retira grande parte da lignina presente no bagaco; e
por fim o processo organossolve que faz uso de solventes organicos como o etanol ou metanol,
0 qual pré-hidrolisa 0 material, poréem tem como desvantagem o processo de remocdo do
solvente utilizado (SILVA, 2015; WOLF, 2011).

Também é possivel utilizar processos fisico-quimicos como é o caso da explosdo a
vapor, que faz uso de vapor saturado e alta pressao, expandindo assim a matriz lignocelulosica,
0 que pode gerar grande quantidade de inibidores; e o pré-tratamento hidrotérmico o qual utiliza
agua em elevada temperatura e pressao, neste processo a producdo de inibidores é menor se
comparado a explosao a vapor e também ha uma boa recuperagdo de pentoses (MANRICH,
2012)

Portanto, para escolher o pré-tratamento mais adequado para cada biomassa é necessario
avaliar quais s@o os produtos de interesse e também avaliar 0s custos mecanicos e de reagentes
envolvidos no processo. A Tabela 5 apresenta uma relacdo de alguns pré-tratamentos estudados

aplicados ao bagaco de cana-de-acucar.



29

Tabela 5 — Estudos de pré-tratamentos aplicados ao bagaco de cana-de-agUcar.

Autor Pré-tratamento Resultados Concluséo Inibidores
<& Remocéao Baixas concentracfes de
i = Hidrotérmico hemicelulose 195 °C 10 min furfural < 0,8 g/L e
A 83,7% HMF < 0,04 g/L.
~ . Solvente utilizado, furfural e
Remocéo 170 °C, 60 min, .
Organossolve hemicelulose 43% 50% etanol HMF em ba~|xas
concentragdes.

Remove a lignina com baixa

(MANRICH, 2012)

. Rendimento de 60 min 121°C «
Alalito s dexilana  NaOH 4w Produeiode compostos
i Alta concentracdo do
g I Organossolve Rendimento de 170°C 60 min  solvente utilizado, furfural e
RN g 50,5% de XO 50% etanol HMF em baixas
concentracdes.
5 Ao Rendmentode asenaon  RERE B S
2 65% de xilana 60 min P ginibidores P
S - 5
£ Explosdo a Rendimento de 1:5 m/v H0 . BaI,Xf:IS concentragges de
m . o . ac.acético 0,46 g/L e furfural
s vapor 70% de xilana 70 °C 30 min 0,43 g/L
o ) : :
) . Baixas concentracfes de
< - 9 s
Z Acido Rendimento de 0.8%VIV HaSO. - cetico 0,23 g/L e furfural

. H 0,
94% de xilana 13 min83°C 0,004 g/L.

Fonte: Autor.

2.3 Hidrélise da hemicelulose

A hidrolise da hemicelulose é facilitada devido a sua baixa cristalinidade e menor grau
de polimerizacéo, o que faz com que sua estabilidade téermica e quimica sejam inferiores quando
comparada a celulose (WYMAN et al., 2005). Existem duas técnicas que sdo amplamente
empregadas na hidrolise para liberacdo de acUcares, as quais sdo a hidrolise acida e a hidrélise

enzimatica.

2.3.1 Hidrodlise acida

A hidrolise acida ocorre a temperatura elevada e de maneira rapida transformando
praticamente toda a cadeia polimérica em monossacarideos, essa hidrélise € conhecida por
produzir inibidores a processos fermentesciveis, além de ser necessaria a recuperacao do acido
ao fim do processo (no caso da utilizagdo de acidos concentrados) e utilizacdo de equipamentos
resistentes a corroséo (SUN; CHENG, 2002).
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2.3.2 Hidrdlise enziméatica

A hidrdlise enziméatica de materiais lignocelul6sicos vem sendo o objeto da maior parte
dos estudos efetuados a nivel mundial (SOARES; ROSSELL, 2004).

Este tipo de hidrélise ocorre em condi¢cdes brandas e tem a possibilidade de formar
produtos de diferentes valores agregados. Processos enzimaticos vem sendo considerados mais
adequados sob ponto de vista ambiental e geralmente formam produtos de melhor qualidade.
No caso da hidrélise da hemicelulose é possivel produzir tanto xilooligossacarideos quanto a
propria xilose (MANRICH, 2012).

Existem diversos estudos relacionados a hidrolise enzimatica da fracdo hemicelulosica
que buscam compreender 0os mecanismos envolvidos na relacdo das diferentes enzimas e
substratos envolvidos nos mais diversos processos.

BRIENZO e colaboradores (2010), estudaram a hidrolise enzimatica de hemicelulose
extraida de bagaco de cana-de-agucar, por um extrato enzimatico de Thermoascus aurantiacus
a 50 °C, os experimentos foram avaliados através de um planejamento experimental contendo
diferentes concentracGes de substrato e cargas enzimaticas, no qual observou-se que com 2%
de hemicelulose e 60 U/g de enzimas foi possivel obter 39% de xilose, 59% de xilobiose e 2%
de outros XOS como melhores resultados para o processo.

MANRICH (2012) realizou experimentos com hemicelulose de bagaco de cana e
também com xilana de faia, estudou a hidrdlise de 3 enzimas comerciais (Accellerase XY
A03304, NS50014 e NS 22036) e uma sintetizada por B. subtilis. Em seus resultados verificou
gue em ambos 0s substratos as enzimas produziram grandes concentraces de XOS e menores
quantidades de xilose.

MILESSI (2017) estudou o processo de hidrélise, isomerizacdo e fermentacdo
simultaneos (SHIF) de xilooligbmeros, para isto testou 7 complexos enzimaticos distintos em
substrato de faia. A enzima Multifect CX XL e a xilanase recombinante de Bacillus subtilis
(XynA) foram selecionadas para compor os beads de seu biocatalisador. A Multifect apresentou
melhor conversdo (78,7%) e maior producdo de xilose na hidrdlise da xilana de faia, enquanto

XynA apresentou exclusiva atividade de endoxilanase,

2.4 Enzimas

As enzimas que hidrolisam a hemicelulose sdo chamadas de hemicelulases, as quais sdo

definidas e classificadas de acordo com o grupo que atacam, sendo agrupadas como hidrolases
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glicosil (GH) (SHARMA; KUMAR, 2013). Entre o grupo das hemicelulases destacam-se as
endoxilanases que hidrolisam as ligagdes p-1,4 glicosidicas da cadeia principal da xilana, as
exoxilanases e as p-xilosidases complementam a acdo na cadeia principal hidrolisando
xilooligossacarideos curtos em xilose. As o-arabinofuranosidases sdo principalmente exo-
enzimas que liberam arabinose da cadeia principal da xilana, formando arabinoxilana,
arabiroglucoxilanas e arabinanas (DUMON et al., 2012).

Outras enzimas que sdo necessarias na degradacdo da hemicelulose sdo as enzimas
acessorias, estdo a a-galacturbnidase, que age liberando galactose, a a-glicuronidase, que
remove o acido 4-O-metil-D-glucurdnico, a feruloil esterase libera o acido ferulico e a acetil-

xilano esterase que atua removendo grupos acetatos da hemicelulose (SOUZA, 2013)

2.4.1 Xilanases e p-xilosidase

Como ja mencionado, tanto as xilanases quanto as [-xilosidases sdo enzimas
fundamentais para a hidrélise de fragdes hemicelulosicas, devido sua alta especificidade, baixa
perda de substrato e pouca geracao de residuos (MICHELIN et al., 2008). Estas enzimas vém
ganhando espaco principalmente nas industrias de produtos alimentares e na producao de papel
(DOBREYV et al., 2007). A Figura 8 apresenta uma ilustracdo de como estas enzimas atacam

uma cadeia de xilana.

Figura 8 — llustracdo de um sistema hemiceluldsico de arabinoxilana.
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O D-xilose O-O

| L-arabinose

p 4-0-metil-D-icido glucurdnico l exo-xilanase

< cido ferili

D Bl l endo-1.4-f-xilanase
<> D-galactose

o . p-D-xilosidase

| grupo acetil

Fonte: adaptado SOUZA (2013)
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As endoxilanases tem como nome oficial endo-1,4-xilanase, e formam o maior grupo
de enzimas envolvidas na degradacdo da xilana, as quais sao responsaveis por clivar as ligacoes
glicosidicas da cadeia principal da xilana, transformando-as em xilooligdmeros menores. Estas
enzimas possuem caracteristicas proprias que estdo diretamente ligadas com sua origem, uma
vez que as endoxilanases podem ser produzidas em condi¢Oes variadas por diferentes
microrganismos (fungos, bactérias entre outros) (BASTAWDE, 1992).

Endoxilanases sdo classificadas por familias, as duas principais familias sdo a 10 e a 11.
A familia 10 tem como principais caracteristicas massa molecular maior que 30 kDa e valores
baixos de ponto isoelétrico. A familia 11 (GH 11), em contrapartida, contém enzimas de massa
molar menor que 30 kDa, altos valores de ponto isoelétrico, possuem menor versatilidade,
maior especificidade, moléculas menores e compactas que possuem menor flexibilidade
conformacional e maior profundidade do sitio ativo, quando comparadas as GH 10 (COLLINS;
GERDAY; FELLER, 2005).

Mesmo gque ambas endoxilanases tenham preferéncia em atacar ligagdes glicosidicas -
1,4-internas da xilana, como possuem diferentes especificidades de substratos, acabam
formando diferentes produtos. O GH 10, com menos especificidade ao substrato, € capaz de
atacar pontos proximos a ramificacédo e as extremidades ndo redutoras da cadeia, liberando XOS
lineares mais curtos, podendo até mesmo liberar xilose. O GH 11 apresenta uma preferéncia
em atacar regibes menos substituidas, liberando fragmentos de XOS maiores (BIELY et al.,
1997).

As exoxilanases sdo produzidas principalmente por bactérias e fungos, pertencem a
familia 8 (GH 8) e podem hidrolisar a xilana através de sua extremidade redutora formando
XOS de cadeias curtas que geralmente podem ser degradados por B-xilosidases (JUTURU; WU,
2014).

As enzimas B-xilosidases liberam monémeros de xilose, pois atacam extremidades ndo
redutoras de XOS. Essas enzimas podem ter conformacdo monomérica, dimérica ou
tetramérica, possuem peso molecular que varia de 26 a 360 kDa, e sdo produzidas por diversas
espécies de bactérias e fungos (CORRAL; VILLASENOR-ORTEGA, 2006). As betas s&o
agrupadas em cinco familia diferentes (GH 3, 39, 43, 52 e 54), porém as mais abundantes e
melhor caracterizadas sdo a GH 3 e a GH 43. O GH 3 inclui membros que possuem diversas
atividades enzimaticas e caracteristicas, pois é possivel encontrar atividade de p-D-glicosidase,
B-D-xilosidase, a-L-arabinofuranosidases e N-acetil-B-D-glucosaminidases. Como existe essa
variedade de caracteristicas dentre a familia de genes, se torna mais dificil encontrar estruturas

de cristal disponiveis para enzimas com atividade B-xilosidase dessa familia (FAURE, 2002).
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A familia 43 possui mecanismo de inversdo, na qual sua estrutura cristalina para duas f-
xilosidases estudadas revelaram a presenca de dois dominios, um dominio catalitico B-N-
terminal de cinco cabegas e um dominio em sanduiche a-f§ C-terminal (BRUNZELLE et al.,
2008; BRUX et al., 2006). A Figura 9 apresenta a estrutura tridimensional das familias 8, 10,
11e43.

Figura 9 - Representagdo da estrutura tridimensional tipica das xilanases dos grupos GH 8
(produzida por Bascillus halodurans)!, GH 10 (produzida por Streptomyces lividans)?, GH 11
(produzida por Trichoderma reesei)® e B-xilosidase do grupo GH 43 (produzida por
Geobacillus stearothermophilus)®.

GH 10 GH11

Fonte:}(JUTURU; WU, 2014), 2(DEREWENDA, 1994), 3(MURAKAMI, 2005) e 4(BRUX et al., 2006).
2.4.2 Imobilizacdo enzimatica

As enzimas possuem estruturas altamente complexas, sdo soliveis em meio aquoso,
frageis e cada uma se comporta de maneira diferente quando submetida a novas condigdes com
diferentes substratos. A imobilizacdo de enzimas € uma das chaves para a viabilidade do uso
das enzimas nos mais diversos setores industriais.

O processo de imobilizacdo de enzimas consiste na unido entre uma enzima e um suporte
solido, o que proporciona a enzima as seguintes vantagens: aumento da estabilidade, facilidade
na separacdo entre o catalizador e o produto, possibilidade de reutilizacdo da enzima
imobilizada, o que também reflete diretamente no custo do processo (GUISAN, 2006). Porém
como desvantagens este processo pode alterar a conformacéo natural da enzima ocasionando a
perda de atividade durante o processo de imobilizacdo, além do custo suporte a ser utilizado
(SILVA, 2013).

Os métodos de imobilizacdo podem ser divididos em trés grandes grupos: ligacdo em
um suporte, encapsulacdo e entrecruzamento, os quais se diferem pela forma de interacdo da
enzima com o suporte ou com ela mesma, 0s suportes mais comumente utilizados séo silica,
quitosana, zedlitas e agarose (SHELDON, 2007).
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A imobilizagdo com ligacdo a um suporte pode ocorrer por trés diferentes vias: de
natureza fisica, na qual atuam forcas de interagdo hidrofobica ou de Van der Waals que preserva
as caracteristicas da enzima porém ndo resiste as condi¢des de operacao industrial; a interacéo
idnica, é realizada por ligacdes de sais, podendo ser revertida pela mudanca nas condicGes que
influenciam as interagdes, como pH, forca ibnica e temperatura; e a por ligacdo covalente,
vantajosa por garantir que o catalisador ndo escape do suporte uma vez que sua ligacdo é de
natureza irreversivel, porém como desvantagens ndo é possivel recuperar o suporte nem as
enzimas em sua natureza original e geralmente esta técnica leva a perdas excessivas de atividade
enzimética (BRYJAK; KOLARZ, 1998).

A técnica de imobilizacdo por ligacdo covalente é formada entre os grupos funcionais
presentes na superficie do suporte e os aminoacidos residuais da superficie da enzima. Entre os
grupos funcionais presentes nos aminoacidos se destacam o grupo amina (NH2) da lisina, grupo
carboxila (CO2H) do acido aspartico e acido glutdmico, o grupo hidroxila (OH) da serina ou
treonina e o grupo tiol (SH) da cisteina. E importante que a escolha do método seja adequado &
enzima, pois caso contrario pode promover inativacdo da mesma pela reacdo com aminoéacidos
residuais do sitio ativo (MIELENZ, 2009).

A imobilizacdo multipontual esta ganhando destaque entre as técnicas de imobilizacao
gracas ao grande sucesso no aumento da estabilidade das enzimas, na qual diversos grupos de
uma mesma molécula de enzima se ligam a grupos reativos do suporte de imobilizacdo
(ADRIANO et al., 2008; MANRICH, 2012; MILESSI et al., 2015).

A técnica de imobilizacdo em agarose-glioxil, € muito consolidada entre pesquisadores
quando se refere a aumento de estabilidade de moléculas, uma vez que, muitos autores
conseguiram os melhores resultados para suas enzimas utilizando este suporte (MANRICH,
2012; TARDIOLI, 2003). Prova disso foram os estudos realizados por MILESSI (2017) que
testou trés diferentes métodos de imobilizacdo de endoxilanase, obtendo como resultado uma
estabilizacdo de 8600 vezes maior para o derivado agarose-glioxil-XynA em relacdo a enzima
soluvel. Porém vale ressaltar que esta técnica apresenta como desvantagens a queda na atividade

enzimatica e também possui elevado custo do suporte.

25 Cinética enzimatica

As enzimas sdo consideradas catalisadores bioquimicos, gracas a sua capacidade de

diminuir a energia livre de ativacdo necesséria a reagdo, e assim, aceleram a velocidade das
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reacOes. Para entender o estudo cinético das enzimas é importante conhecer um pouco do
mecanismo existente entre enzimas e substratos.

Henri propds que a atuagdo da enzima no substrato ocorre em duas etapas, segundo a
Equacdo 1. A primeira etapa da catalise enzimatica é a formagdo de um complexo enzima-
substrato, com o substrato se ligando por meio de fendas nos centros ativos das enzimas, ligacéo
essa que é acompanhada por mudancas conformacionais que facilitam, assim, a formacdo do
estado de transicdo do complexo enzima-substrato [ES], que em uma segunda etapa se rompe
para liberar a enzima [E] e formar o produto [P] (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2006).

[E] + [S] «f2» [ES] =+ [E] + [P] (1)

Baseando-se nesse mecanismo, Michaelis-Menten, usando a hipdtese de equilibrio
rapido, e Briggs-Haldane, usando a hipotese de estado estacionario, conseguiram deduzir uma
equacdo hiperbdlica (Equacéo 2) relacionando a velocidade da reacdo e a concentracdo de

substrato, conhecida como equacdo de Michaelis-Menten:

Y= K, 48] @

Onde:

Vmax: € a velocidade maxima de atuacdo da enzima, onde a enzima se encontra totalmente
saturada;

v: velocidade obtida em determinada concentracdo de substrato;

[S]: concentracdo do substrato no meio;

Kwm: € uma constante de equilibrio que representa a afinidade da enzima com o substrato.

Esse comportamento hiperbdlico é observado experimentalmente, portanto a equagéao
de Michaelis-Menten é uma boa representacdo matematica do fendmeno. Contudo, 0 modelo
somente se aplica dentro das condic@es utilizadas para deducéo da Equacdo 2, ou seja:

- Apenas uma enzima e um substrato
- Irreversivel (essa hipotese € respeitada também sempre que se tomam as velocidades iniciais
da reacdo, pois para um curto tempo de reagdo a concentracdo de produto € muito pequena e,

portanto, a velocidade da reacdo de volta serd sempre desprezivel;
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- Conservagéo da enzima, Equagao 3:

Eo=[E] + [ES] (3)

- A enzima e o substrato reagem rapidamente formando o complexo [ES], a etapa de formacéo
do produto é mais lenta, devendo ser a etapa controladora da reacdo, com a velocidade sendo
proporcional a concentracdo do complexo ES;

- O substrato deve estar em excesso no meio, quando comparado a concentracdo de enzima,
assim a variacdo da concentracdo de S serd muito maior que a variagdo da concentracdo do
complexo ES;

- Atinge-se rapidamente a concentragédo de equilibrio do complexo, no caso da velocidade de
decomposicdo do complexo em E+S ser muito maior do que a de decomposicdo em E+P
(hipotese de equilibrio rapido), ou uma concentracdo menor, quando k> for da mesma ordem de
grandeza que k.1, a qual permanece entdo aproximadamente constante em relagdo a variacdo da
concentracdo de subtrato (hipOteses de estado pseudo-estacionario) (CHAPLIN; BUCKE,
1990).

Os principais fatores que influenciam na velocidade da reacéo catalisada por enzimas
sdo: a concentracdo de enzimas [E], temperatura, pH, concentracdo de substrato [S] e
concentracdo de inibidores [I].

O efeito da concentracdo enzimatica € uma variavel de grande importancia no estudo
cinético, pois a hipotese de [S] >> [E] tem que ser respeitada quando se deseja utilizar o modelo
de MM para representar o efeito da concentracdo de substrato na velocidade da reacdo. Assim,
a relacdo entre as velocidades iniciais e a variacdo da concentracdo enzimatica (demais
condicBes experimentais constantes) deve ser proporcional, respeitando a relacdo apresentada
pela Equacdo 4, assim sabe-se que a concentracdo de substrato é muito maior que a

concentracdo de enzimas, no estudo cinético.

Vmax = k2 [Eo] (4)

Onde:
k2: constante cinética de formagdo do produto;

[Eo]: concentracdo inicial de enzima.
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O efeito do aumento de temperatura faz com que mais moléculas atinjam o estado de
ativacdo necessario para reagirem, aumentando assim sua velocidade inicial. Por outro lado,
este aumento na vibracdo das moléculas de enzima conduz a formagdo de novas interacdes na
estrutura tri-dimensional da molécula, com consequente perda da capacidade catalitica. A curva
de aumento exponencial da temperatura, segundo Arhenius, e a curva de inativagao térmica
combinadas resultam num formato tipo sino, com uma temperatura ou regido de temperatura
maxima. O efeito do pH, na maioria dos casos, tem perfil similar ao da temperatura, pois existe
um ponto de pH 6timo no qual sua atividade ¢ méaxima e acima ou abaixo deste valor a
velocidade de reacdo diminui. Neste caso, a variacdo da atividade esta relacionada com a
concentracdo de H™ no meio, cuja alteracdo pode modificar a estrutura tridimensional das
proteinas, inativando-a. Além disso, o pH pode alterar os estados i6nicos de aminoacidos que
participam do sitio catalitico, ou de substratos ionizaveis. Essa alteracdo pode impedir que o
aminoacido exerca seu papel na catalise e, no caso de substratos ionizaveis, alterar a
concentracdo da espécie ibnica reativa (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000; SHULER;
KARGI, 2002).

O aumento da concentracdo de substrato no meio gera incrementos cada vez menores
na velocidade inicial da reacdo que se aproxima cada vez mais da velocidade maxima, uma vez
que todos os sitios ativos das enzimas estiverem ocupados por substrato (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2006). A Figura 10 (A) ilustra o perfil de velocidades inicias pela variacdo da
concentracdo de substrato.

Existem diversos inibidores que podem influenciar diretamente na cinética enzimatica,
por isso € importante conhecer os principais mecanismos existentes. Os trés tipos de inibicado
enzimatica reversiveis sdo: competitiva, na qual o inibidor tem afinidade pelo sitio ativo da
enzima (Kwm varia); incompetitiva, onde o inibidor tem afinidade apenas pelo complexo ES
(Vmax varia); e a inibicdo ndo-competitiva o inibidor tem afinidade pela enzima livre, porém
longe do sitio ativo, 0 que muitas vezes causa uma deformacdo na enzima. Os mecanismos
podem ser facilmente distinguidos experimentalmente através dos efeitos aparentes sobre o
gréafico de v, versus [S], como pode-se perceber na Figura 10 (B), que apresenta os efeitos de
inibicdo competitiva e incompetitiva, o efeito de uma inibicdo ndo-competitiva seria a uniao
entre os outros dois efeitos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).
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Figura 10 — Efeito da concentragéo de substrato sobre a velocidade de uma reacdo catalisada
por enzima (A) e o efeito da inibicdo incompetitiva e competitiva (B).
A B

//. """""" T~
T T - |
Sem inibigdo
V0 VO & e Inibicdo competitiva

— — - Inibigdo incompetitiva

K [S] [S]
Fonte: CHAPLIN e BUCKE (1990).

2.5.1 Modelos cinéticos aplicados a xilanases e p-xilosidases

Diversos estudos realizados tanto com endoxilanases quanto com B-xilosidases vém
utilizando como principal modelo cinético o0 modelo de MM.

As Tabelas 6 e 7 apresentam algumas das referéncias que utilizaram estes dois tipos de
enzimas aplicadas a diferentes substratos em diversas condigcdes, que obtiveram bons ajustes

para 0 modelo de MM, uma vez que tal compilacdo promove uma visdo global das ultimas

pesquisas.
Tabela 6 — Revisdo sobre cinética enzimatica de xilanases.
Autores Condicoes’ Mlcr_organlsmo Substrato-xilana K 1
xilanases (mg mL™)
(SALLES et al., 2000) T 50°C pH 5,0 Acrophla}lophora Betula_ soluyel 40,9
nainiana Bétula insoluvel 16,1
(BATAILLON etal,, 2000) T 60°C pH 6,0 Bacillus sp. Bétula 0,7
(LUCENA-NETO; . . Aveia soluvel 10,9
FERREIRA-FILHO, 2004) T 50°C pH 5,0 Humicola grisea Aveia insoldvel 112
. Trigo 3,2
T. reesei Bétula 0.3
(JUODEIKIENE etal., 2011) T 40°C pH 4,5 Trigo 29
Th. Lanuginosus Bétula 0.2
(GOMES, 2014) Ts0CpH50 ~ Chrysoporthe Aveia 2,6-1,2
cubensis
Orpinomyces Trigo 0,002
0
(PASSARINHO, 2014) T 40°C pH 6,5 Orpinomyces mutante 0,001
(TERRASAN; GUISAN; o Penicillium Bétula 7,5
CARMONA, 2016) T65°C pH 6,0 janczewskii Aveia 472

NOTA: ! Condigdes nas quais foram realizadas as medidas de velocidade para a obtengdo do pardmetro Km. Fonte: Autor.
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Tabela 7 — Revisdo da cinética enzimatica de B-xilosidases.

Autor Condigoes® M;?{ﬁggiﬂ;? ° Substrato (rﬁl\'\jl)
(YAN et al., 2008) T 50°C pH 6,5 PaeCi'omyciigherm"ph”a PNPX 05
(TENG et al., 2011) T 50°C pH 7,0 Paec”'o';%cgs. g;?,r mophila ,\px 45
(WONGWZIS,IAE”I;ISRI etal, T e00C OH 5,0 Aspergillus sp. em Pichia ONPX 1,7
pastoris
(TERRASAN; GUISAN: 1 750C pH 5,0 Penicillium janczewskii pNPX 12

CARMONA, 2016)
NOTA: ! Condicdes nas quais foram realizadas as medidas de velocidade para a obtencdo do pardmetro Km. Fonte: Autor.

2.6  Biorrefinaria da Cana-de-acucar

O termo biorrefinaria refere-se a conversdo de uma biomassa em produtos variados com
minimo desperdicio e emissdes de gases. As industrias que transformam materiais de fontes
renovaveis como bagaco e palha de cana-de-acuUcar, palha de cereais entre outros, em produtos
de maior valor agregado (JONG et al., 2005).

A cana-de-agucar € uma biomassa com grande potencial para biorrefinarias, pois alem
de produzir o aclcar e etanol de primeira geracdo (1G), esta matéria-prima pode produzir
diversos outros produtos obtidos utilizando o bagaco de cana como mostra a Figura 11. A
expectativa da producdo brasileira de etanol total, para a safra 2017/18, é de 26,45 bilhdes de
litros de etanol 1G (CONAB, 2017).

Figura 11 - Esquema apresentando alguns dos possiveis produtos para uma biorrefinaria.

Material Lignoceluldsico
(Bagaco de Cana-de-agucar)

Celulose Hemicelulose Lignina
Glicose Polpa celulésica Furfural Aglcares = Oleos
|
[ | |
Hidroximetilfurfural Acidos lactico Etanol Resinas = Etanol = Fenol
Acido levulinico |— Acido acrilico Etilieno Acido maléico | Xilitol = Resinas
|— Poliésteres Buteno — Manitol = Vanilina

Acetaldeido

Gés de sintese

Fonte: adaptado de SCHUCHARD e RIBEIRO (2001).
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Quando o etanol é produzido a partir da biomassa lignocelulésica ele é chamado de
etanol de segunda geracdo (2G), normalmente € produzido a partir da hidrélise da fragcdo
celulésica da biomassa, porém estudos recentes mostram que o etanol também pode ser
produzido a partir da fracdo hemicelul6sica, como no estudo realizado por SILVA (2013).

O processo de producdo de bioetanol, a partir de materiais lignoceluldsicos, envolve a
hidrélise dos polissacarideos da biomassa em acucares, que em seguida, passam por um
processo de fermentacdo produzindo assim o etanol. A etapa de hidrélise dos polissacarideos é
fonte de muitos estudos, e pode ser realizada por rota &cida e/ou enzimatica para a separacao
dos agucares (BIOETANOL, 2008).

Uma vez que o aproveitamento das fragdes hemicelulosicas das biomassas séo cruciais
para a viabilidade econdmica do etanol 2G (FURLAN et al., 2013). AQUINO (2013) estudou
a simultanea isomerizagéo e fermentagéo de xilose a etanol (SIF) usando xilose isomerase (XI)
e S. cerevisiae coimobilizadas em gel de alginato de calcio, no qual foram estudadas as
influéncias das concentracGes de enzima/levedura no reator, do pH, da temperatura e da
linhagem de levedura na produtividade e na seletividade em etanol, obtendo resultados
promissores, indicando viabilidade técnica de producdo de etanol a partir de xilose com o
biocatalisador desenvolvido.

SILVA (2013) também testou o processo SIF, no qual a enzima glicose isomerase e a
levedura de panificacdo Saccharomyces cerevisiae foram coimobilizadas em gel de alginato de
calci, e aplicados ao hidrolisado de bagaco de cana-de-agUcar (61 g/L de xilose, entre outros
componentes) produziu 23 g/L de etanol, com rendimento de 0,34 g/g e produtividade de 1,8
g/L.h. Este estudo também foi realizado continuamente, tendo rendimentos equivalentes ao
processo descontinuo (acompanhado durante 7 dias), porém concluiu-se que na operagédo
continua o controle do pH e prevencdo contra contamina¢fes microbianas € de extrema
importancia.

MILESSI (2017) estudou um processo integrado por hidrélise, isomerizacdo e
fermentacdo simultaneas (SHIF) de hemicelulose utilizando xilanases, Xilose isomerase e
levedura coimobilizadas. Primeiramente, a autora realizou estudos com diferentes xilanases a
fim de selecionar as mais promissoras para produzir o biocatalizador, selecionadas as enzimas
os estudos do processo SHIF foram realizados com xilana de bétula, observando a producéo de
etanol (0,160 g/g e 0,092 g/L.h) e 0 acimulo de xilose, indicando reducédo da atividade da XI.

Estudos envolvendo a SHIF de hemicelulose sdo de importancia académica e industrial

e podem ajudar a estabelecer um processo integrado de producédo de etanol 2G no conceito de
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biorrefinaria (MILESSI, 2017). Desta forma, torna-se cada vez mais importante o estudo e
caracterizacdo de enzimas que se adequem a diferentes ambientes de trabalho e tenham a
capacidade de hidrolisar as diferentes biomassas utilizadas em processos de producéo de etanol

a partir de materiais lignocelulésicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Biomassa Lignoceluldsica

3.1.11 Bagaco de cana-de-acucar

O bagaco in natura de cana-de-agucar utilizado no presente trabalho foi doado em julho
de 2016 pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), localizado na cidade de Campinas/SP.
O bagaco foi armazenado a -20°C, possuindo umidade em torno de 60%.

Para a realizagdo dos diferentes pré-tratamentos avaliados neste trabalho, o bagago in
natura foi seco até obter uma umidade proxima a 10%, com o intuito de ndo enrijecer e/ou
degradar a estrutura lignocelulosica do material. Em seguida este material foi submetido a

moagem em moinho de facas e peneirado a 10 mesh.

3.1.1.2 Polpa de eucalipto branqueada

A xilana padrdo utilizada neste trabalho foi obtida a partir da polpa de eucalipto
branqueada (Eucalyptus urograndis), gentilmente doada pela empresa Suzano Papel e Celulose
localizada em Suzano/SP. Este material possui composicédo de 75,6 % de celulose, 14,6 % de
hemicelulose, 6,7 % de lignina e 1,1 % de cinzas segundo BONDANCIA (2016).

3.1.2 Selecdo das enzimas para estudo cinético

Estudos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Tecnologia Enzimatica do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (LabEnz —
DEQ/UFSCar) identificaram 3 xilanases comerciais como enzimas promissoras no processo de
hidrolise do bagaco de cana-de-agucar (MANRICH, 2012; MILESSI, 2017), como mencionado
no Item 2.3.1. Desta forma, no presente trabalho optou-se por avaliar essas 3 xilanases
comerciais e uma [3-Xilosidase produzida in house, como mostra a Tabela 8, com o intuito de

levantar os pardmetros cinéticos de cada enzima.
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Tabela 8 — Caracteristicas das enzimas avaliadas.

Cadigo Enzima Fornecedor
XAS-1 Bacillus subtilis (XynA . i
XASI-1 B. subtilis imobgliz);lda) Vedartis (Brasil)
XAS-2 Multifect CX XL A03139 DuPont — Genencor (EUA)
XAS-3 Accellerase XY A03304 DuPont — Genencor (EUA)
XAS-4 B-xilosidase de B. subtilis In house
XASP-4 B-xilosidase purificada (DIEGO et al., 2015)
XASPI-4 B-xilosidase purificada e imobilizada B

A enzima XASP-4, produzida por rE. coli, foi purificada em coluna cromatografica de
afinidade com metal imobilizado, a qual também foi utilizada nos estudos a fim de compara-la
com seu extrato bruto. As enzimas XASI-1 e XASPI-4 foram imobilizadas em suporte de
agarose-glioxil com carga de 5 mg de proteinas totais por/ g de gel, conforme procedimento
descrito por MILESSI (2015).

3.2  Procedimento experimental

3.2.1 Pré-tratamentos do bagaco de cana-de-agucar

Neste trabalho foram avaliadas 2 condicdes de pre-tratamento do bagago de cana-de-
acucar in natura.
A Figura 12 apresenta um fluxograma com todas as etapas envolvidas nos pre-

tratamentos do bagaco de cana-de-agucar in natura.

Figura 12 - Fluxograma das etapas envolvidas nos pré-tratamentos do BCA.

Bagaco de cana-de-agUcar

Pré-tratamento P Pré-tratamento
- ’ - | -
hidrotérmico alcalino
\ 4 \ 4 A\ 4 \ 4
Caracterizacdo Hidrdlise Caracterizacdo Hidrolise
guimica enzimatica guimica enzimatica

v v ; v

Quantificagado
de carboidratos
furfural e HMF

Quantificagado de
xilose e XOS

Quantificagdo

de carboidratos,

furfural e HMF

Quantificagdo de
xilose e XOS

Fonte: Autor.
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3.2.11 Pré-tratamento hidrotérmico

O pre-tratamento hidrotérmico do bagaco de cana-de-agucar foi realizado em reator de
aco inoxidavel de alta pressdo (PARR Instrument Company, modelo 4848) com capacidade de
2 L, munido de controle de agitacdo mecanica e temperatura.

Este pré-tratamento foi realizado de acordo com condicGes pré-estabelecidas por SILVA
(2015), que dentre as condicOes avaliadas em sua pesquisa, foi a melhor condigdo na obtencéo
de acucares fermentesciveis para a producdo de etanol 2G aplicado ao bagaco de cana-de-
acucar. Desta forma, o bagaco (granulometria de 10 mesh e de umidade conhecida) foi
misturado com agua no reator, na propor¢do bagago/agua 1:10 (m/v), sendo submetido a uma
temperatura de 195 °C por 10 min.

Ao final do processo, a fragdo solida foi separada da fracao liquida por meio de filtracéo.
Para isso, a suspensdo ainda quente foi filtrada em filtro de pano a fim de minimizar a
precipitacdo da lignina solubilizada.

A fracdo solida foi submetida a lavagem com &gua a 60 °C para maior extracédo da fracao
hemicelulosica.

A fragdo liquida obtida foi entdo caracterizada, de acordo com a metodologia descrita

no item 3.3.1.

3.21.2 Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino do bagaco de cana-de-acuUcar in natura foi realizado conforme
as condicdes pré-estabelecidas por NASCIMENTO (2011). Assim, o bagaco foi pré-tratado
com solucdo 4% (m/v) de NaOH em uma proporc¢éo de 1:10 (m/v) de massa seca por volume
de solucdo. Este material foi homogeneizado e autoclavado a 121 °C por 1 hora.

Ap0s o término do pré-tratamento o bagaco foi filtrado em filtro de pano. A fracdo solida
foi lavada com agua a 60 °C para a efetiva remocédo das fracdes de hemicelulose e lignina
restantes no solido. Esta fracdo liquida foi armazenada a baixas temperaturas e devidamente

caracterizada (item 3.3.1).
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3.2.2 Extracéo da xilana de polpa de eucalipto branqueada

Para realizar a extracdo da xilana de polpa de eucalipto branqueada foi necessario moer
a matéria-prima em moinho de facas e em seguida verificou-se sua umidade.

Nesta etapa do trabalho, avaliou-se duas abordagens diferentes para a extracdo do
material hemicelul6sico da polpa de eucalipto: a primeira abordagem seguiu o procedimento
adotado por NASCIMENTO (2011), enquanto na segunda utilizou-se o procedimento adotado
por SAARNIO et al. (1954). A Figura 13 apresenta um fluxograma simplificado das abordagens
aplicadas na extracdo da xilana de eucalipto.

A polpa de eucalipto branqueada foi dispersa em solucdo 4% (m/v) de hidréxido de
sodio (NaOH) e em seguida foi submetida ao tratamento em autoclave na abordagem 1 e sob

agitacdo mecanica atravées da abordagem 2.
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Figura 13 - Fluxograma simplificado dos processos de extragdo da xilana de polpa de
eucalipto branqueada estudados no presente trabalho.

Polpa de eucalipto I Processo de
branqueada moagem
Extracdo em
NaOH 4% (m/v
Abordagem 1 b (i) Abordagem 2
Autoclave P . Agitacdo mecanica
121°C h " durante 20h
Tempo de extracdo Temperatura de extracdo
Proporcado (m/Vnaor) Proporcédo (m//vnaon)
— | 30min > 25°C
1:10 1:10
- 1:20 1:20
—» | 60 min —>» | 60°C
Fragdo sdlida | ¢— Filtracéo
Secagem Fragdo liquida
Polpa celuldsica Ajuste de pH
Over nighta 4 °C
Centrifugacéo
Liofilizagdo
Xilana de eucalipto

Fonte: Autor.

Apo0s o processo de extracdo, filtrou-se a suspensdo formada pela polpa de eucalipto e
NaOH. O sélido gerado, rico em celulose, foi seco em estufa a 50 °C e armazenado. A xilana,
produto desejado, foi obtido a partir da fase liquida rica em hemicelulose.

Os processos de extracdo de xilana avaliados neste trabalho foram realizados em meio
basico (pH em torno de 13,5). Desta forma, para promover a precipitacdo da xilana foi
necessario diminuir o pH das solucdes para proximo de 6,0, adicionando-se acido acético
glacial. As suspensdes obtidas nas diferentes condicGes avaliadas foram incubadas over nitgh a

4°C, com o intuito de favorecer uma precipitacdo mais efetiva, facilitando a separacgéo das duas
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fases geradas. Ao longo destas etapas foi possivel observar a alteracdo de transparéncia e

tonalidade dessas suspensfes, como é apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Variacdo da suspensdo ao longo do processo de precipitacéo.

Ajuste de pH Over night
\ .
t &
N, bl b 4 - A

Em seguida essas suspensdes foram centrifugadas, obtendo-se uma massa concentrada
em xilana. Esse precipitado foi seco facilitando assim seu armazenamento. Para auxiliar o
processo de secagem, o precipitado foi lavado com etanol e centrifugado novamente.

Por fim, a fracdo solida (de consisténcia pastosa) foi congelada para ser devidamente
seca no liofilizador.

Ap0s seco, o material foi macerado e peneirado em peneira de 48 mesh. Desta forma, a
xilana gerada pdde ser armazenada a temperatura ambiente, permitindo sua posterior
caracterizacao e utilizacdo como substrato para medida de atividade das xilanases avaliadas no

presente trabalho.

3.2.2.1 Procedimento para melhorar a solubilidade da xilana de eucalipto

A xilana de eucalipto obtida no processo de extracdo selecionado mostrou-se pouco
solivel em agua. Desta forma, avaliou-se uma estratégia para aumentar a solubilidade deste
material, sendo a xilana 2% (m/v) mantida sob agitacdo magnética a 60 °C por 15 minutos e
meia hora.

O material obtido ap0s a realizacdo desta metodologia foi avaliado como substrato para
medida de atividade enzimatica da xilanase XAS-2. Desta forma, foi possivel comparar o
desempenho dos diferentes substratos produzidas neste trabalho e avaliar o(s) procedimento(s)
adequado(s) para a obtencdo de um substrato mais solGvel, que possa ser equiparado ao

substrato comercial de bétula.
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3.3 Meétodos analiticos

3.3.1 Caracterizagdo quimica dos substratos estudados

As amostras de bagaco de cana-de-acUcar in natura e pré-tratadas foram caracterizadas
quanto a sua composi¢cdo quimica de acordo com a metodologia descrita por ROCHA et al.
(1997) e GOUVEIA et al. (2009). Algumas das caracteriza¢cbes também foram utlizadas para

0 substrato extraido da polpa branqueada de eucalipto.

3311 Determinacéo do teor de umidade

Para a preparacdo dos substratos utilizados nos diferentes pré-tratamentos, foi
necessario determinar o teor de umidade, obtendo-se assim parametros em termos de biomassa
seca.

Para tanto, utilizou-se uma balanca determinadora de umidade, modelo I1D-50, marca
MARCONI com modo de secagem automatica. Amostras com mais de 1 g de substrato foi seca
até que ndo houvesse mais variacdo de peso. Neste momento, o equipamento informava
automaticamente o final do processo e o respectivo valor em % de umidade do substrato

analisado.

3.3.1.2 Hidrélise

ApoOs os pré-tratamentos realizados neste trabalho, todos os substratos gerados foram
submetidos a uma etapa de hidrolise acida e uma hidrélise enzimatica, permitindo a hidrélise
dos polissacarideos constituintes nas amostras (celulose e hemicelulose) em seus respectivos
mondmeros (glicose e xilose). Assim, a composicdo dos materiais obtidos nos diferentes pré-

tratamentos e processos de hidrélise puderam ser determinadas e comparadas entre si.

3.3.1.21 Hidrélise 4cida total

Este processo foi realizado em tubos de ensaio, onde para cada 5mL de solu¢do foram
adicionados 174 pL de H2SO4 72%, conforme descrito por NASCIMENTO (2011). Os tubos

foram colocados em autoclave a 121 °C por 1 h. Apos o resfriamento dos mesmos, o pH das
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solucdes foi ajustado com carbonato de célcio solido e estas foram centrifugadas para separagdo
da fase sélida da liquida.

Por fim, as fragdes liquidas obtidas ap6s hidrolise &cida filtradas em membrana de 0,2
um para posterior analise em CLAE (item 3.3.1.3).

3.3.1.2.2 Hidrélise enziméatica

Os ensaios de hidrolise enzimética foram realizados utilizando-se as enzimas comerciais
listadas na Tabela 8.

Eppendorfs de 5 mL, contendo 3 mL de substrato, foram incubados em cémara
incubadora (marca Marconi) com agitacdo orbital, nas temperaturas de 32 e 50 °C. Para todos
0s ensaios realizados, o tempo total de acompanhamento variou de 24 a 48 h.

Nos ensaios realizados com a xilana extraida da polpa de eucalipto branqueada utilizou-
se concentragdo de 10 g L™ de xilana em tampéo citrato de sodio 50 mM, pH 5,6, conforme
descrito por MILESSI (2017).

Os ensaios com licor hidrotérmico foram realizados com 8,80 g L™ de xilana, o qual foi
rota evaporado para alcancar essa concentracdo e ajustado seu pH com NaOH. Ja o licor
proveniente do pré-tratamento alcalino foi concentrado até obter 5 g L™ de xilana, com pH
ajustado em 5,6 com NaOH.

Ao longo das hidrolises foram coletadas aliquotas de 200 uL, sendo estas transferidas
para eppendorfs de 2 mL, contendo 200 pL de NaOH 1M e deixadas em banho de gelo, afim
de parar areacdo. Em seguida, as amostras foram completas com um volume de 600 pL de 4gua
MiliQ e agitadas, sendo devidamente filtradas para enfim serem analisadas por CLAE.

Contudo, também foram realizados ensaios com carga enzimatica variavel como é
possivel observar na Tabela 9, que apresenta a relacdo de carga enzimatica, temperatura e tempo

de acompanhamento total da reacao.
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Tabela 9 — Relacdo de ensaios de hidrélise enzimatica realizados.

. . Tempo
Ensaio Enzimas/Carga Substrato Temp. de reacio
XAS-1 — 150 Ul/gyilana
1 XAS-2 — 150 Ul/gxilana Xilana de eucalipto | 32°C 48 h

XAS-3 — 150 Ul/gxilana
XAS-1 e 2 — 75/75 Ul/gyxitana
XAS-1 e 3 — 75/ 75 Ul/gxilana
2 XASI-1 — 30 Ul/gxitana Xilana de eucalipto | 32°C 48 h
XAS-1 e 4 — 30 Ul/g e 120 U/gyilana
XASI-1e 4 —30 Ul/g e 120 U/gxilana

XAS-1 — 150 Ul/gxilana
3 XAS-2 — 150 Ul/gxilana Xilana de eucalipto | 50°C 24 h
XAS-3 — 150 Ul/Qyilana
XAS-1 — 150 Ul/gxilana

4 XAS-2 — 150 Ul/gyxilana Licor hidrotérmico | 32°C 12 h
XAS-3 - 150 U|/gxilana
5 XAS-1 — 150 Ul/gyilana Licor alcalino 32°C 12 h
3.3.1.3 Determinacéo da concentracéo de carboidratos e acidos organicos

Carboidratos (xilose, glicose, arabinose, celobiose) e acidos organicos (acido acético,
acido glucurénico) presentes nos substratos hidrolisados e ndo hidrolisados foram analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), empregando-se uma coluna Aminex HPX-
87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad Laboratories Ltd) em um cromatografo Shimadzu LC-10AD,
utilizando como fase movel H,SO4 0,005 M, com vazéo de 0,6 mL min e temperatura de 65
°C. Os compostos foram monitorados com um detector de indice de refragdo Shimadzu RID-6
A

Cada amostra gerou um cromatograma que foi comparado com os padrdes dos agucares
e acidos organicos passados previamente na coluna, na qual a quantificacdo é realizada através
das curvas de calibracdo de cada padrdo.

Destaca-se que foi necessario remover os compostos fendlicos presentes nas amostras
antes de realizar as analises por CLAE. Para isso, utilizou-se cartuchos de extracdo em fase

solida Sep-Pak C18 (Waters), assim como foram utilizados filtros de membrana de 0,2 um.
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3.3.14 Determinacéo da concentracéo de furfural e hidroximetilfurfural (HMF)

Furfural (F) e hidroximetilfurfural (HMF) foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), em uma coluna p Bondapack C-18 (5 um) de 125 x 4 mm
(Hewlett-Packard), utilizando-se acetonitrila/agua 1:8 (v/v) com 1% de acido acético como fase
mavel, a uma vazdo de 0,8mL/min, a temperatura de 25°C.

Os hidrolisados obtido na etapa de hidrélise acida foram filtrados em membrana de 0,2
um, para total remocao de particulas sélidas das amostras. Os compostos foram detectados em
276 nm por um detector UV-visivel Shimadzu SPD-10, durante corrida de 8 min.

As concentragdes de furfural e HMF foram determinadas a partir das curvas de

calibrac@o obtidas com 0s compostos puros.

3.3.15 Determinacéo de lignina soltvel

A quantidade de lignina solGvel presente nos licores extraidos do bagaco de cana-de-
acucar foi determinada pela medida de absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro UV-visivel,
conforme NASCIMENTO (2011).

Uma aliquota de 200 pL do hidrolisado obtido na etapa de hidrélise acida para
caracterizacdo quimica dos materiais lignoceluldsicos, foi transferida para eppendorf de 2 mL
e adicionado-se 25 pL de NaOH 6,5 N, a fim de elevar o pH até aproximadamente 12.

Essa solucao foi agitada e seu volume foi completado com agua destilada para 2 mL.
ApoOs ser homogeneizada, a concentracdo de lignina presente nesta solucdo pdde ser
determinada por espectrofotémetro.

Através da Equacdo 5 pode-se calcular a concentracdo de lignina solivel nos

hidrolisados obtidos.

Aeonm €nmve-Crme-€£-C
C“g:( 280 HMFB HMF ~CF F) (5)

Onde:

CLig: Concentracéo de lignina soltvel no hidrolisado (g L?);

Azsonm: Absorbancia da solugdo de lignina em 280 nm junto com os produtos de degradacdo
(furfural e HMF);

€nwvir: Absortividade do hidroximetilfurfural (114 L g);
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€r: Absortividade do furfural (146,85 L g);

Chme: Concentracdo de hidroximetilfurfural no hidrolisado (g L™);
Cr: Concentracdo de furfural no hidrolisado (g L™).
B: Absortividade da lignina 14,5 L cm™ g%

3.3.1.6 Determinacdo da concentracdo de xilooligossacarideos e de xilose

Os xilooligossacarideos (XOS) e a xilose obtidos no processo de hidrélise enzimatica
(item 3.3.1.2.2) foram determinados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
utilizando um cromatégrafo Waters e2695 equipado com detectores de indice de refracdo e UV-
visivel. Utilizou-se a coluna Sugar-Pak™Il (300X 6,5 mm) e agua ultrapura como fase mével
com um fluxo de 0,6 mL min™ e temperatura de 80 °C. Antes das analises, as amostras foram
devidamente filtradas primeiro em filtros Sep-Pak® C-18 (Waters), e em seguida, em
membranas de 0,2 pum. As amostras foram quantificadas a partir das curvas de padrbes de
xilohexaose (X6), xilopentose (X5), xilotetraose (X4), xilotriose (X3), xilobiose (X2) e xilose
(X1). Porém como o método utilizado ndo separa de maneira eficiente X5 e X6, os valores de
X6 ndo foram utilizados. No caso do licor de bagago de cana-de-actcar X5 também néo foi
utilizado, uma vez que as amostras sdo repletas de impurezas e o0s resultados foram
inconclusivos.

Para calcular a conversdo de xilana em XOS € necessario primeiramente que se utilize

a Equacdo 6 para o calculo da massa molecular de cada molécula.
MM, = MM 0., * [(N- 1) MM, 6] (6)

Assim de acordo com Milessi (2016), sdo aplicadas as Equacdes 7 e 8 para calcular a

conversao total da xilana.

— MM(C5H804)n N (7)

an
MM

Xn

le'CX1+ fXZ'CX2+ fXS'CX3+ fX4'CX4+ fXS'CXS
Cinicial

xilana

(8)

Conversdo de xilana =
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Onde:

n: € o numero de moléculas de CsHsO, presente na cadeia de xilana;

fxn: fator estequiométrico de X1, X2, X3 e X4;

MM (csHeosn: Massa molecular de cada molécula que constitui a cadeia xilana (132,11 g mol™);
MM(n20): massa molecular da gua (18,02 g mol™);

MMy,: massa molecular de X1 (150,13 g mol?), X2 (282,24 g mol), X3 (414,40 g mol?) e X4
(546,47 g mol™);

C: concentracdo (mg mL™).

3.3.17 Analise Termogravimétrica (TGA)

As xilanas isoladas no processo de extracdo com diferentes pH foram analisadas por
termogravimetria.

O equipamento utilizado foi um Simultaneous DTA-TG Apparatus da Shimadzu. Para
tanto, utilizou-se de 10 a 15 mg de cada uma das amostras.

A TGA foi realizada em 2 etapas distintas. Primeiramente, as amostras foram analisadas
em uma gama de temperaturas compreendida entre 25 a 110 °C na etapa de secagem por 15
min com rampa de aquecimento de 30 °C min*. A segunda etapa do processo foi realizada com
a variacdo de temperaturas entre 100 a 600 °C com velocidade de aquecimento de 10 °C min™

em atmosfera de N, com fluxo de 50 mL min‘_.

3.3.2 Caracterizacao das xilanases e p-xilosidase avaliadas

3.3.21 Eletroforese

As enzimas, destacadas na Tabela 8, foram avaliadas por eletroforese SDS-PAGE (gel
poliacrilamida 10%) seguindo as condicbes descritas por LAEMMLI (1970) em sistema
Amersham CL Gel Box. A corrida do gel foi realizada por 20 minutos a uma tensao de 160 V
em cuba de eletroforese horizontal, conectada a uma fonte de alimentacdo (Power PAC 1.000,
BIORAD-USA) contendo tampdo de corrida (Tris base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%
m/v, pH 8,3). As massas moleculares das enzimas foram determinadas utilizando marcador
molecular ECL Full-Range Rainbow (de 2 a 5 pL por pogo). Apoés as corridas das amostras, 0

gel foi corado por 30 minutos em uma solugao contendo 0,25% de Coomassie Blue Brilliant G-
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250 (m/v), 5% etanol e 1% de &cido acético (v/v); e descorado com uma solucdo de 30% etanol
e 10% é&cido acético (v/v) por 1 h; afim de obter uma melhor resolugdo do gel este foi deixado
sob agitacdo em agua destilada por mais 2 h.

3.3.2.2 Determinacdo da concentracdo de proteinas

A concentracdo de proteina total presente nos extratos enzimaticos comerciais e in house
(Tabela 8) foi determinado segundo a metodologia descrita por BRADFORD (1976). Albumina
de soro bovina (BSA) foi usada como padrdo para construcdo da curva de calibracdo. Além
disso, foram analisados os percentuais de enzimas endo e betas em cada complexo através do

software online ImageJ.

3.3.2.3 Medida da atividade enzimatica

3.3.2.3.1 Atividade de endoxilanases

A medida da atividade de endoxilanases foi realizada utilizando-se como substrato as
xilanas de beétula e eucalipto (item 4.3) diluidas em tampao citrato de sodio 50 mM, 10 % m/v
e pH 5,5. Esta suspensdo foi submetida a agitacdo em reatores de vidro a temperatura de 50°C
por 5 minutos, a fim de ambientar a suspencéo a temperatura de reacdo. Em seguida, adicionou-
se a enzima. Aliquotas de 100 pL foram coletadas nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 min (este é
um periodo curto de tempo pois 0 método utilizado mede a velocidade inicial de atuacéo das
enzimas).

Os acucares redutores produzidos nessa reacdo de hidrélise foram quantificados pelo
método dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Primeiramente, foi realizada a curva de
calibracdo do equipamento foi construida com padrées de xilose com concentracdes entre 0,2
e 2 g/L. O procedimento de analise é realizado em eppendorfs de 1,5 mL nos quais sdo
adicionados 300 pL de DNS e mais 100 pL das aliquotas coletadas os eppendorfs sdo agitados
e deixados em &gua fervente durante 5 min, em sequéncia estes sdo submetidos ao banho de
gelo durante 5 min e por fim sdo adicionados 600 pL de dgua a cada eppendorf sendo estes
devidamente agitados, entdo é realizada a leitura em 540 nm no espectrofotdmetro. A unidade
de atividade enzimatica (Ul) é defina como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1

pmol de xilose em 1 min nas condicGes de ensaio.
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3.3.23.2 Atividade B-xilosidase

A medida de atividade da p-xilosidase foi realizada conforme LACHKE (1988), onde é
medida a quantidade de pNP (p-nitrofenil) liberado de pNPX (p-nitrofenil-p-D-xilopiranoside)
a 50 °C. A mistura reacional € constituida por pNPX 5 mM em tampdo fosfato 50 mM pH 6,0.
Desta mistura 0,5mL sdo transferidos para uma cubeta de plastico, onde é adicionada a enzima
a reacdo, sendo esta monitorada durante 3 min, em espectrofotdmetro com absorbancia em 410
nm. Os pontos que se encontram lineares, partindo do zero, foram utilizados para medida da
concentracdo de pNP liberada. Uma unidade da atividade (Ul) da B -xilosidase € definida como
a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de pNP por minuto nas condicbes

descritas acima.

3.3.24 Efeito da concentragdo enzimatica

O efeito da concentracdo enzimatica foi avaliado para as endoxilanases utilizando as
condicdes padrdes de analise de medida de atividade com xilana de eucalipto 10% (massa de
xilana por volume de tampéo citrato), a qual foram variadas as diluicbes de cada enzima
adicionada ao meio, cada ensaio foi realizado em triplicata. Para a B-xilosidase foi utilizado o
método de medida de atividade especifico, onde também s6 foram variadas as diluicdes de cada

enzima no meio.

3.3.25 Efeito da temperatura e pH

Para analisar o efeito da temperatura em cada uma das endoxilanases foram realizados
ensaios em triplicata da medida de atividade nas condi¢des padrdo descritas anteriormente com
temperaturas que variam de 30, 40, 50, 60 e 70 °C.

Através do perfil de temperatura versus a velocidade pode-se calcular a Energia de

Ativacdo para cada complexo enzimatico, fazendo uso da Equacdo 9 de Arrhenius linearizada.

E, 1

In (k) = In (A) =T )

Onde:

k = constante de velocidade especifica (g/L.min);
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A = constante pré-exponencial (g/L.min);
Ea = energia de ativacao (J/mol);

R = constante dos gases (J/mol.K);

T = temperatura (K).

J& para os ensaios de variacdo de pH utilizaram-se diferentes tamp&es como o tampao
citrato de sodio para os pHs 3,0, 4,0, e 5,0, e o0 tampé&o fosfato de sddio para os pHs 6,0, 7,0 e
8,0.

Para analisar o efeito da temperatura e pH para as p-xilosidases em sua forma livre, livre
purificada e imobilizada realizou-se um planejamento experimental utilizando o delineamento
composto central rotacional (DCCR) (nivel de significancia de 10 %) com 3 pontos centrais,

conforme apresenta a Tabela 10.

Tabela 10 — Matriz do planejamento experimental para B-xilosidase.
N° Exp. pH Temp. (°C) pH Temp. (°C)

1 -1 -1 5,0 34,4
2 1 -1 9,0 34,4
3 -1 1 5,0 55,6
4 1 1 9,0 55,6
) -1,41 0 4,2 45,0
6 1,41 0 9,8 45,0
7 0 -1,41 7,0 30,0
8 0 1,41 7,0 60,0
9 0 0 7,0 45,0
10 0 0 7,0 45,0
11 0 0 7,0 45,0

Para avaliar o pH da B-xilosidase os tampGes utilizados foram citrato de sodio (pH 4,0,
4,2 e 5,0), fosfato de sodio (pH 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0), acetato de sddio (pH 6,0, 7,0 e 8,0) e tampéo
glicina (pH 9, 9,8 e 10).

3.3.2.6 Anadlise de estabilidade térmica

A estabilidade térmica das enzimas foi realizada nas temperaturas de 50 °C e 32 °C, para
os quatro diferentes complexos enzimaticos. Cada enzima foi diluida em tampao conforme os
resultados obtidos nos ensaios do efeito da concentragdo enzimética. Elas entdo foram

submersas em banho de termostatico em tubos falcon de 15 mL, dos quais eram recolhidas
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amostras ao longo do tempo, sendo estas analisadas em duplicata através da medida de

atividade.

3.3.2.7 Efeito da concentragdo do substrato

A variacdo da concentracdo do substrato se deu de maneira mais criteriosa, pois como
o substrato utilizado é a xilana de eucalipto para estes ensaios utilizou-se a xilana solubilizada
em autoclave, a qual foi concentrada em rota evaporador e devidamente caracterizada quanto a
sua concentracdo de XOS antes e depois da hidrolisada acido. Desta forma, para a medida da
atividade endo foram utilizadas concentragdes do substrato que variaramde 1, 3, 6, 10 e 15 g
L. Enquanto que para a medida da atividade beta as concentragdes de pNPX utilizadas foram
de 0,10 a 15 mM.

A partir dos dados obtidos nestes ensaios foi possivel calcular as constantes de
Michaelis-Menten, as quais sdo apresentadas na Equacdo 2 (item 2.5). Também utilizou-se a
Equacdo 10, onde foi realizado o ajuste utilizando-se 0 modelo de Andrews de inibigcdo

incompetitiva — inibicdo pelo substrato.

V = Vmax [S] (10)

[ST*
Ky +[S]+?

Onde:

Ki: constante de inibicdo.

3.3.2.8 Efeito dos inibidores aplicados a p-xilosidases

Foram avaliados os efeitos das concentracBes de Xilose e Xilulose aplicados as P-
xilosidases estudadas. Para realizar a medida de atividade utilizou-se o procedimento descrito
no item 3.3.2.3.2, no qual foi adicionado a cada ensaio a contracao de inibidor necessaria. No
caso da xilose foram analisadas as concentracdes de 8, 16 e 32 g/L. em pNPX 5 mM para todas
as enzimas (XAS-2, XAS-3, XASP-4 e XASPI-4), ja para a xilulose utilizou-se 1,6, 3,2 ¢ 6,4
g/L em pNPX 5 mM aplicado a enzima XASP-4. Ap6s a comprovacdo da inibicdo foram
realizados ensaios os dois inibidores juntos em diferentes concentragdes de pNPX e com as

seguintes concentracdes de xilose e xilulose, 8 e 1,6, 16 e 3,2, 32 e 6,4 g/L, respectivamente.
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Para avaliar o efeito da inibicdo conjunta utilizou-se a Equagdo 11 (FAN et al., 2010),
cujo mecanismo e deducgéo propostos encontram-se no ANEXO I. Os parametros da equacao
foram calculados a partir dos pontos isolados de cada inibidor, onde pode-se estimar as
constantes de inibigdo Kis e Kiz (1 — xilose e 2 — xilulose), e utilizando as curvas de inibi¢éo

conjunta e um ajuste global foi possivel estimar o valor de a.

V. ..-[S]

T LT LT, LI
(1+KT1+ Ki, ¥ a.Ki Ki, ) K]

v (11)

Onde o é uma constante.
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4 RESULTADOS

4.1  Caracterizacao do bagaco de cana-de-agucar
A composicdo quimica do bagaco de cana-de-agUcar é apresentada na Tabela 11. Os
resultados confirmam que a biomassa é composta principalmente por celulose, hemicelulose e

lignina. Os dados obtidos encontram-se de acordo com os descritos por NASCIMENTO (2011).

Tabela 11 - Composi¢cdo quimica média do bagaco de cana-de-agUcar in natura.

Componente In natura® (%) NASCIMENTO (2011) (%)
Celulose 39,1+0,6 38,8+1,4
Hemicelulose 28,5+0,7 29,4 +17
Extrativos 50+£0,1 51+£04
Lignina totais 20,7+0,8 21,7+£0,3
Cinzas 46+0,2 49+1,.1
Total 97,9 % 99,9 %

NOTA:! cada valor corresponde & média de trés experimentos + desvio padréo, dados obtidos pelo grupo de pesquisa.

Os pré-tratamentos foram aplicados ao bagaco in natura, que se encontrava moido e
seco (14% de umidade). As composi¢cdes quimicas do bagaco de cana-de-agicar com o pré-

tratamento hidrotérmico e alcalino se encontra disposta na Tabela 12.

Tabela 12 - Composicdes quimicas médias do bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado.

Componentes Hidrotérmico (%) Alcalino (%)
Celulose 56,9 + 0,4 59,2+1,1
Glicose 56,5 +0,4 58,7+1,1

HMF 0,4+0,0 0,6 +0,0

Hemicelulose 12,3+0,3 21,6 +0,3

Xilose 11,1+0,1 20,8 +0,4

Acido Acético 0,8+0,2 0,6+0,1
Furfural 0,4+0,0 0,2+0,0

Lignina total 26,1+1,2 8,4+0,7
Cinzas 40+0,4 3,2+0,4

Total 99,3 % 92,3 %

NOTA: Cada valor corresponde & média de trés experimentos + desvio padrdo, dados obtidos pelo grupo de pesquisa.

O rendimento de extracéo total foi de 65,7 e 57,4 % para o pré-tratamento hidrotérmico
e o alcalino, respectivamente.
As fracdes liquidas chamadas de licores de extracdo também foram caracterizadas. O

licor hidrotérmico obteve rendimento em XOS de 68,5 % (+ 4,38) e rendimento em xilose de
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18,80 % (+ 5,32), j& o licor alcalino obteve 28,55 % (+ 2,06) em rendimento de XOS e ndo
apresentou rendimento em xilose. Resultados semelhantes em termos de rendimento em xilose
ap6s a hidrdlise total foram encontrados na literatura (BETANCUR; PEREIRA, 2010;
NASCIMENTO, 2011; SILVA, 2015)

Nota-se, a partir dos dados apresentados nas Tabelas 11 e 12, que o pré-tratamento
hidrotérmico extrai maior teor de hemicelulose do bagago quando comparado ao tratamento
alcalino. No entanto, o licor hidrotérmico também apresenta elevada concentracdo de xilose.
Desta forma, este pré-tratamento permite que grande parte da fracdo celuldsica continue
concentrada no bagaco, sendo este comportamento comumente descrito na literatura
(RODRI'GUEZ-ZUNIGA etal., 2014; ZAKARIA; HIRATA; HASSAN, 2015). O licor alcalino
ndo apresenta rendimento em Xxilose e extrai mais da metade da fragdo de lignina presente no
bagaco, comportamento esperado uma vez que o pré-tratamento alcalino degrada a estrutura da
lignina diminuindo a cristalizacdo da celulose. Estudos com bagaco de cana-de-agucar obtendo
resultados semelhantes sdo descritos por NASCIMENTO (2011) e MANRICH (2012).

Os licores foram utilizados no estudo da hidrolise enzimatica (item 4.5) a fim de

verificar o comportamento das enzimas em diferentes substratos.

4.2 Avaliagdo do substrato de polpa de eucalipto branqueada para hidrdlise

enzimatica

Tentativas iniciais de estudo cinético de endoxilanases usando o licor obtido pelo pre-
tratamento do bagaco de cana como substrato mostraram impossibilidade de acompanhamento
da reacdo de hidrdlise pelo método DNS, usando espectrofotbmetro, devido a ja alta
concentracdo inicial de agucares redutores no licor. Xilanas comerciais (bétula e faia) eram o
substrato padrdo utilizado na literatura, mas tornou-se indisponivel e/ou muito caro.

Foi entdo desenvolvido um método de preparacdo desse substrato in-house. Com base
nos estudos realizados sobre os diversos tipos de xilanas, optou-se por estudar a extracdo da
xilana a partir da polpa de eucalipto branqueada, sendo esta uma glucuronoxilana, assim como
a Xilana de bétula, comumente utilizada como substrato padrdo para medida de atividade
enzimatica antes de ser descontinuada pelo seu principal fornecedor.

Primeiramente, foram avaliadas duas diferentes abordagens de extracdo. Para tanto, as
extracOes foram comparadas quanto a medidas das velocidades iniciais para a enzima XAS-2

(Multifect) diluida 100 vezes, para cada um dos ensaios relacionados a extragdo do substrato.
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Na Tabela 13 séo apresentados os resultados obtidos ao utilizar a 12 estratégia de

extracdo da xilana, de acordo com a metodologia descrita por NASCIMENTO (2011).

Tabela 13 - Ensaios utilizando a abordagem 1 de extragdo em autoclave a 121 °C.
Ensaios Tempo (h) T (°C)  Proporgéo (m/v) Velocidade (g/L.min)

1 1 121 1:10 0,0596 + 0,0017
2 1 121 1:20 0,0107 + 0,0009
3 0,5 121 1:10 0,0575 + 0,0005
4 0,5 121 1:20 0,0450 + 0,0020

A partir dos resultados apresentados na Tabela 13 pode-se constatar que os ensaios 1 e
3 apresentaram melhor desempenho com relacdo a velocidade inicial da enzima em estudo.
Também é possivel observar que o ensaio 2 obteve um desempenho inferior aos outros ensaios
indicando que possivelmente ocorreu degradacdo do material em estudo, pois foram realizados
em condicdes mais severas, que 0s outros trés testados a 121°C.

Na Tabela 14 séo apresentados os resultados obtidos ao utilizar o procedimento de
extracdo desenvolvido por SAARNIO et al. (1954), que utilizam temperaturas de extracdo

menores que as da abordagem 1.

Tabela 14 - Ensaios utilizando a abordagem 2 de extracdo SAARNIO et al. (1954) com
agitacdo mecanica durante 20 h.
Ensaios  Tempo (h) T (°C) Proporcdo (m/v)  Velocidade (g L™*min™)

1 20 25 1:10 0,0221 + 0,0002
2 20 25 1:20 0,0376 + 0,0010
3 10 60 1:10 0,0284 + 0,0017
4 10 60 1:20 0,0338 + 0,0005

Com base nos resultados da Tabela 14 pode-se perceber que o ensaio 2 se mostrou mais
promissor quanto a medida de velocidades iniciais de XAS-2. Como esta abordagem foi
realizada em condicGes mais brandas pode-se perceber que os resultados apresentaram pouca
variacao.

Para melhor caracterizar os produtos obtidos, foram selecionados somente 0s ensaios
que apresentaram os melhores resultados de velocidade, a fim de obter uma melhor comparacao
dos substratos obtidos. Os substratos produzidos foram suspendidos em tampao citrato 50 mM
1% (m/v), em seguida submetidos a hidrélise acida e entdo analisados por CLAE juntamente
com a xilana de bétula comercial (birchwood — Sigma-Aldrich®), os resultados sdo apresentados
na Tabela 15.
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Tabela 15 - Caracterizacdo do material extraido em termos de concentragdo dos mondmeros e
total extraido de xilana (obtido por hidrolise cida, ver item 3.3.1)

Ensaio 1 Ensaio 2 - .
Componentes Abordagem 1 Abordagem 2 Xilana de Betula
Concentracdo (g L™) Concentracdo (g L") Concentracéo (g L™)

Xilose 4,65+0,31 6,73 +0,39 6,84 +1,21
Arabinose 0,30 £0,43 0,00 £0,00 0,00 £0,00
Ac. Acético 1,67 +£0,03 0,88 £0,03 0,00 £0,00
Furfural 1,46 £0,27 1,39 +£0,08 2,46 + 0,50
HMF 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,01£0,01

Conforme os resultados apresentados na Tabela 15 é possivel observar que a
concentracdo de xilose apresentada na abordagem 2 se equipara a concentracdo obtida pela
xilana de bétula, ja a abordagem 1 apresenta cerca de 32% a menos de Xilose quando feita a
mesma comparacdo. Também pode-se perceber que na abordagem 1 aparece arabinose, que nao
se encontra nos demais substratos, o que pode ser um indicio da elevada severidade no
tratamento, o qual pode ter ocasionado a quebra de algumas ramificacbes do material.

Outro ponto que vale ser ressaltado é que os dois substratos produzidos apresentam
menor concentracao de furfural e maior concentragédo de acido acético quando comparados ao
substrato comercial. Compostos como furfural e HMF séo produtos da degradacéo das cadeias
de pentoses (C5) e hexoses (C6), respectivamente, gerados a partir da etapa de pré-tratamento
da biomassa lignocelulésica, e sdo considerados compostos inibidores em etapas de
fermentacdo dos mesmos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000). O &cido acético
presente nos resultados das duas abordagens pode ser considerado como residuo do processo,
pois para que ocorra a precipitacdo da xilana utilizou-se quantidades consideraveis de acido
acetico. Uma vez que diversos estudos comprovaram que este composto é um forte inibidor do
metabolismo microbiano, é importante a minimizacdo da producdo do mesmo para as proximas
etapas deste estudo (KRISCH; SZAJANI, 1997).

Por fim, entre 0s ensaios e as abordagens aplicadas ao material optou-se pelo ensaio 2
da abordagem 2, uma vez que o substrato se mostrou mais semelhante ao substrato padrao de
bétula, e também por ser obtido em condi¢Ges de extracdo brandas, o que diminui o risco de

degradacdo do material e 0 custo do processo.

4.2.1 Solubilidade da xilana de eucalipto

A solubilidade da xilana de eucalipto se mostrou um problema desde os primeiros

ensaios. O problema foi identificado através da dificuldade de obter pontos lineares na medida



63

da atividade enzimatica e também por haver baixos valor de atividade enzimética quando
comparado a atividade em xilana de bétula.

Desta forma, a partir de alguns estudos realizados, observou-se que a etapa de queda do
pH na extracdo do material era um fator de grande influéncia na producéo de sais precipitados,
que por consequéncia poderiam influenciar diretamente na solubilidade da xilana. A Figura 15
apresenta os resultados da analise termogravimétrica (ATG) realizadas para as Xilanas
precipitadas a pH 5,0 e 6,0.

Figura 15 — Curvas termogravimétricas para as xilanas obtidas por precipitacdo em pHs 5,0 e
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ATG é uma técnica de analise térmica destrutiva, na qual € monitorada a variacdo da
massa da amostra em fungédo da temperatura e do tempo, em ambiente de atmosfera controlada
(QUARESMA, 2014).

Analisando a Figura 15, é possivel observar que 0s termogramas apresentam trés fases.
A primeira fase ocorre perto dos 100°C, que corresponde a evaporacao de agua residual e dos
compostos volateis ainda presentes na amostra. A segunda fase ocorre perto dos 250°C, que
esta relacionada com a degradacdo das cadeias de xilana. Ja a terceira fase € observada perto
dos 350°C que corresponde a carbonizacdo dos produtos, ja transformados em cinzas.
Termograma com semelhante comportamento foi analisado por QUARESMA (2014), para
amostras de xilana de eucalipto.

Através dos dados obtidos pelos termogramas, também € possivel quantificar a massa

da amostra ao longo da variacdo da temperatura. Desta forma, pbde-se determinar a
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porcentagem real de xilana presente em cada amostra, sendo que o restante da massa das
amostras avaliadas eram sais que se formaram no processo de precipitagao.

Para as xilanas precipitadas a pH 5,0 e 6,0, constatou-se uma perda de massa de 54,35
% e 55,46 %, respectivamente. Os resultados desta analise se mostraram muito proximos,
porém sabe-se que quanto menor a perda de massa, maior seré o teor de sais ha amostra.

Para se obter um melhor parametro de comparacdo, também foram realizadas medidas
de atividade enzimética para uma mesma enzima XAS-2 (complexo Multifect). As xilanas em
estudo (precipitadas a pH 5,0 e 6,0) foram comparadas em relagdo a atividade da xilana de

bétula, com os resultados apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Variacao da atividade enzimatica nos substratos de eucalipto pHs 5 e 6, e em

bétula.
. ) Xilana de eucalipto Xilana de eucalipto
Xilana de bétula oH 5,0 oH 6,0
Atividade (Ul mL™) 2060,88 + 65,99 411,04 £ 14,41 971,56 + 28,82

Nota-se que a xilana pH 5,0 apresentou 20% da atividade e a xilana pH 6,0 apresentou
47% da atividade relativa a xilana comercial. Em consequéncia dos experimentos realizados
optou-se por precipitar a xilana a pH 6,0, ja que nesta condigdo observou-se menor teor de sais
no meio, além de ter apresentado os melhores resultados quanto a atividade enzimatica.

Entretanto, com o intuito de melhorar ainda mais a qualidade dos pontos ao longo da
medida de atividade e também de utilizar todo o potencial do substrato para realizacdo das
medidas, avaliou-se o desempenho de um método adicional para solubilizar a xilana pH 6,0 no
tampéo.

Neste contexto, utilizou-se como método principal a solubilizacdo em chapa de
aquecimento magnética a 60°C, na qual a suspensdo permaneceu em substratos insollveis ou
parcialmente sollveis é a dependéncia de agitacdo ao longo da reacdo. Portanto, foram
comparadas as medidas de atividade nos substratos selecionados anteriormente, com agitacao
mecanica de aproximadamente 350 rpm e sem agitacao.

A Figura 16 apresenta as medidas de atividade enzimatica para o substrato antes e apds
solubilizacdo sob aquecimento. A atividade no substrato de bétula também foi avaliada em
ensaios sem agitacdo mecanica a fim de se comparar os resultados obtidos nas diferentes

condicdes avaliadas.
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Figura 16 - Comparagéo entre a atividade para uma mesma enzima aplicada ao substrato de
xilana de bétula e de eucalipto em diferentes condicdes.
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Através da Figura 16 € possivel observar que a xilana de eucalipto precipitada a pH 6,0
apresentou atividade 50 % menor quando comparada a atividade medida em xilana de bétula.
Ja quando a mesma xilana passou pelo processo de solubilizacdo a atividade aumentou
drasticamente. Pode-se perceber que a xilana solubilizada a 60 °C fez com que o substrato fosse
mais sollivel no tampdo, assim como também pode-se constatar que a variagdo do tempo de
exposicdo de 15 para 30 min ndo apresentou diferenca significativa nos resultados. A enzima
parece assim estar atuando apenas em substratos solUveis, observando-se que o aguecimento a
60 °C permitiu uma maior solubilizacdo deste, aparentemente atingindo o padréo da xilana de

bétula comercial.

A partir da analise do teste de Tukey, foi possivel verificar que, sob agitacdo, o processo
de solubilizacdo do novo substrato de eucalipto permitiu obtencdo de atividades similares aos
obtidos com a mesma concentracdo inicial de xilana comercial, atingindo-se o objetivo do
estudo.

A Figura 16 também permite constatar que a agitacdo proporcionou a obtengdo de uma
maior atividade enzimatica para todas os substratos avaliados. Desta forma, é possivel afirmar

que tanto para a xilana de bétula quanto para a xilana de eucalipto, o substrato ndo deve estar
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totalmente sollvel, sendo importante o efeito de agitacdo para eliminar efeitos difusivos na
medida da atividade da enzima. Os oligdmeros presentes na xilana de bétula devem ser menores
pois esse substrato foi menos sensivel ao efeito da agitacdo. E importante lembrar que se os
substratos estivessem completamente solGveis, com a enzima livre (soltvel), uma vez agitado
inicialmente para homogeneizacdo do meio, esta ndo deveria mais ser necessaria, podendo
inclusive ser prejudicial em longo tempo pela incorporacdo de ar e consequente inativagao
hidrofébica da enzima.

Com a escolha do método de extracdo e a selecdo do pH de precipitacdo do material, o
rendimento massico final de produgdo da xilana foi de 56,4 + 3,3 (% + desvio). Estudos
realizados por MARQUES (2014) mostraram rendimentos entre 65 e 85% de extracdo de xilana

de polpa de eucalipto branqueada com NaOH 10 % a temperatura de 25°C.
4.3  Caracterizagdo das enzimas

A caracterizacdo das enzimas selecionadas (item 3.3.2) foram realizadas por

eletroforese, quantificacdo de proteinas e atividade enzimatica, apresentados na Figura 17.

Figura 17 — Eletroforese das enzimas avaliadas neste trabalho.
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A Figura 17 apresenta o gel de poliacrilamida SDS-PAGE sob condi¢des desnaturantes. O
gel de eletroforese mostra que as xilanases comerciais (XAS-1, XAS-2 e XAS-3), 0 extrato
bruto obtido em cultivo de rE. coli e a respectiva p-xilosidase purificada, apresentaram perfis

proteicos diferenciados.
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A Tabela 17 apresenta os resultados de quantificacdo percentual das bandas de proteinas
consideradas endo e beta de cada complexo, sendo estes obtidos a partir do software online
ImageJ.

Tabela 17 — Resultados da quantificacdo das bandas proteicas das diferentes enzimas.

Enzimas Faixa MM (kDa) Endoxilanase (%) Faixa MM (kDa) B-xilosidase (%)
XAS-1 22 53,29 + 0,36 55 2,36 +1,77
XAS-2 22 7,48 £1,72 70-55 53,48 + 0,69
XAS-3 22 33,06 £2,19 43 24,71 +£1,20
XAS-4 - - 66 18,75 + 0,67
XASP-4 - - 66 86,20 + 3,74

NOTA: ImageJ, disponivel em: https://imagej.net/Welcome.

Fazendo a relacdo entre a Figura e Tabela 17, percebe-se que as enzimas XAS-2 e XAS-
3 sdo constituidas por um complexo enzimatico, ja a XAS-1 apresenta maior grau de pureza em
endoxilanase. A enzima XAS-4 mesmo antes de purificada possuia somente 18,75 % de
proteinas de B-xilosidase, apos a purificacdo esse porcentual aumentou para 86,20. Tambem é
possivel observar que XAS-1 e XAS-3 apresentam caracteristicas mais acentuadas da familia
11 (220 kDa). A enzimas XAS-2 e XAS-3 possuem diferentes B-xilosidases em suas
composicdes, assim como outras enzimas, pois de acordo com a literatura a faixa de beta pode
variar de 26 a 360 kDa (CHEN et al., 2012; LAMA et al., 2004).

XASP-4, B-xilosidase purificada, ndo apresentou nenhuma outra banda acentuada
indicando que sua purificacdo foi efetiva, obtendo como peso molecular 66 kDa, indicando que
esta enzima pertencente a familia 43. Estudos realizados por DIOGO e colaboradores (2015)
utilizando B-xilosidase (GH43, NCBI-GI: 255767415) obtiveram resultado muito semelhante
para o gel de SDS-PAGE.

A Tabela 18 apresenta a relacdo de proteinas, atividade-endo e atividade-beta, e também
suas respectivas atividades especificas. A partir destas analises é possivel notar que as enzimas

selecionadas sdo muito diferentes entre si.

Tabela 18 — Caracteristicas dos complexos enzimaticos avaliados.

Proteina Atividade endo Ati,\;_idaded Atit\)/idade Ativiq?de

(mg mLY) (Ul mLY) especifica endo eta_1 especifica

(Ul mg™) (UmL™) beta (U mg™)

XAS-1 2,02+0,04 610,90+39,26 302,43+19,44 0,12+0,08 0,06 £0,04
XAS-2 34,71 +£0,48 2157,13+4,80 62,15+ 0,14 11,90+0,58 0,34 +£0,02
XAS-3 753+£0,056 2846,73+17,98 378,05+239 2194+011 291+0,01
XAS-4 8,75+£0,18 ND ND 47,19+132 539+0,15
XASP-4  493+0,33 ND ND 72,81 +057 14,77+0,11

Nota: ND — néo detectado.

Enzima
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E importante salientar que a enzima XASP-4 obteve resultado quase 3 vezes maior de
atividade especifica quando comparada a XAS-4 bruta (mesmo apds longo tempo de
armazenamento), comprovando a eficiéncia do processo de purificacdo ao qual foi submetida.
Também observa-se a queda na concentracdo de proteinas depois de purificada a enzima,
comportamento comumente descrito na literatura (YAMAGUCHI; 1ZUMI; KITAMIKADO,
1998).

As enzimas XAS-1 e XASP-4 foram selecionadas para imobiliza¢do, uma vez que estas
sdo enzimas mais especificas (endo e beta), sendo assim mais facil de compreender somente 0
efeito da imobilizacdo nas mesmas. Quanto a suas atividades enzimaticas, obtendo-se 28,55 +
1,15 Ul/Qderivado para XASI-1 e 71,92 + 1,25 U/mg para XASPI-4.

4.4 Estudo cinético das enzimas avaliadas

No estudo cinético das enzimas selecionadas foram estudadas as influéncias na
velocidade de reacdo da concentragdo enzimatica, da temperatura, do pH e da concentracéo de

substrato no meio. Foram também avaliadas as estabilidades térmicas das enzimas.

4.4.1 Efeito da concentracédo enzimatica

A Figura 18 apresenta os graficos da variacdo da velocidade inicial de reacdo com
relacdo a variacdo da concentracdo enzimatica (g/L — gramas de proteinas totais no volume
reacional) das enzimas XAS 1, 2 e 3 avaliadas em termos de atividade endoxilanases e XAS-4
bruta, purificada e imobilizada somente como B-xilosidase. As concentracdes enzimaticas
foram calculadas utilizando-se a massa de proteinas totais presentes em cada enzima, com
excecdo da XASI-1 que esta apresentada na forma de derivado gel-enzima. O efeito da
concentracdo enzimatica € o passo inicial de um estudo cinético onde se supde que a enzima se
comporte conforme modelo de Michaelis-Menten, para se determinar a faixa de concentracao
enzimatica onde o modelo é valido. Na deducdo desse modelo matematico, utiliza-se a hipétese
de ser necessario que a concentracdo de substrato esteja em largo excesso em relagcdo a da
enzima para se poder chegar a equacdo final. Se isso esta sendo obedecido, devera ser observada
uma relacédo linear entre velocidade da reacdo e concentracdo de enzima no meio, e devera ser
dentro dessa regido a concentracdo de enzima a ser escolhida para se prosseguir no estudo

cinético.
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Figura 18 — Influéncia da concentracdo enzimatica na velocidade inicial de reagdo para todas
as enzimas em estudo, realizadas em xilana de eucalipto 1% em tampé&o citrato 50 mM pH 5,5
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A partir da Figura 18 é possivel observar que as enzimas XAS-1, 2, 3, XASI-1 e XASPI-
4 apresentam um perfil linear nos pontos de menor concentracdo enzimatica, e com o0 aumento
dessa concentracdo a variacdo de velocidade vai diminuindo, conforme esperado
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1976; BERG; TYMOCZKO; STRYER 2006). Ja a enzima
XAS-4 apresenta uma ampla faixa de linearidade tanto como extrato bruto quanto purificado,
0 que ndo acontece quando a mesma estd imobilizada. Com base nos dados apresentados na
Figura 18, foi possivel estimar a relagdo de concentragdo maxima de cada enzima para cada
substrato em questdo, essa concentracdo abrange em cada grafico os pontos que se encontram

na faixa linear partindo de zero.
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Desta forma, para os experimentos convencionais de medida de atividade endo, foram
padronizados que, em 5 mL de solugdo tampéo com 10 % de substrato eram adicionados 100
ML de solucdo enzimatica de XAS-1, 2 e 3 nas seguintes concentracdes 0,04, 0,17 e 0,04
Qproteinas/ L, respectivamente. Para a enzima XASI-1, nas mesmas condi¢Oes padrdes utilizou-se
50 pL da suspenséo (tampéo + derivado) com concentracdo de 0,4 Qderivado/mL.

Para a atividade beta de XAS-4 e XASP-4 foram utilizadas em 500 pL de substrato, 50
ML de enzima com 0,25 Qproteinas/L, € para XASPI-4 utilizou-se em 800 pL de substrato mais 40
ML de derivado com concentracdo de 0,05 QproteinastotaiyML. Uma vez que as enzimas [3-
xilosidases apresentaram uma ampla faixa de linearidade, as atividades das enzimas XAS-2 e 3
foram realizadas com 500 pL de substrato e 30 pL de enzima com 3,47 e 0,75 g/L,

respectivamente.

4.4.2 Efeito da temperatura

O efeito da variacdo de temperatura na atividade endo nas enzimas XAS-1, XASI-1,

XAS-2 e XAS-3 pode ser observado a partir da Figura 19.

Figura 19 — Influéncia da temperatura sobre a atividade das endoxilanases XAS-1,2e 3 e
XASI-1, realizadas em xilana de eucalipto 1 % (m/v) tampao citrato de sédio pH 5,5.
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Observa-se por meio da Figura 19 que as trés enzimas livres possuem perfis de
temperatura semelhantes com um pico de maxima atividade nas temperaturas de 55, 60 e 70 °C
para as enzimas XAS-1, 2 e 3, respectivamente. A enzima XASI-1 apresentou um perfil
crescente de atividade até a temperatura de 80°C, temperaturas maiores ndo foram testadas pois
dificilmente esta enzima serd aplicada em condicdes tdo severas. Os perfis de influéncia da
temperatura obtidos no estudo, estdo de acordo com o esperado pela literatura. Uma vez que,
com 0 aumento da temperatura, ocorre 0 aumento da velocidade inicial da enzima, porém
temperaturas elevadas conduzem a progressiva inativacdo das moléculas da enzima, e a unido
destes dois fatores faz com que cada enzima apresente uma temperatura 6tima.

Comparando a XAS-1 livre e imobilizada é possivel perceber que quando imobilizada,
esta se torna menos susceptivel a inativacdo através do efeito da temperatura. Esse efeito
estabilizante da ligagdo multipontual da enzima ao suporte agarose ativado com grupos glioxil
ja foi reportado por MILESSI et al, 2015. As ligagOes covalentes que ocorrem para a formagéo
do derivado agarose-glioxil-XynA diminuem drasticamente a flexibilidade da enzima, tornando
a estrutura das moléculas mais estaveis (SCHELLENBERGER, ULBRICH, 1989; MILESSI et
al., 2015).

Através dos dados obtidos pelo efeito da temperatura também foi possivel calcular a
energia de ativacdo para cada reacdo catalisada, a partir da Lei de Arrhenius fazendo uso da
Equacdo 9 (3.3.2.5). Os dados obtidos de In (K) em funcdo de 1/T permitiram determinar a
energia de ativacdo (Ea) para cada enzima, a partir de ajustes lineares como séo apresentados
na Figura 20 e Tabela 19.



Figura 20 — Ajuste dos parametros para obtencdo da energia de ativacdo de cada reagéo
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A energia de ativacdo de cada reacdo representa a altura da barreira energética do estado

de transicdo, assim quanto maior a Ea mais lenta serd a reacdo quimica (LEHNINGER;

NELSON; COX, 1976). Para as enzimas estudadas, XAS-3 apresentou maior Ea seguida pelas

XAS-2, XAS-1 e XASI-1. Desta forma, constata-se que XAS-3 é malis sensivel a variacdo de

temperatura, ja XASI-1é muito menos sensivel a variacdo de temperatura quando comparacao

a mesma enzima na forma livre. Os resultados encontrados foram maiores que os resultados

encontrados por PETRESCU et al., (2000) para xilanase de Cryptococcus adeliar Ea de 52,2

kJmol* e foram menores que o resultado encontrado por STEPHENS et al., (2007) que obteve

Ea de 97 kJ mol* para xilanase de Thermomyces lanuginosus.

4.4.3 Efeito do pH

Os perfis de atividade das xilanases com relacdo a variacdo dos pHs sdo apresentados

na Figura 21.
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Figura 21 - Perfis de atividade das endoxilanases XAS-1, 2, 3 e XASI-1 em fungéo da
variacdo do pH, realizadas em xilana de eucalipto 1 % (m/v) a 50°C.
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Através da Figura 21 é possivel observar que as faixas de pH 6timo para as enzimas
XAS-1, 2 e 3 situam-se entre o0 pH 5,0 e 6,0. Ja a enzima XASI-1 imobilizada obteve um pH
Otimo proximo a 7, este aumento do pH estd diretamente relacionado com a mudanga na
estrutura tridimensional da enzima ocasionada pela imobilizacdo. Este comportamento de
variacdo do pH 6timo de enzimas imobilizadas é comumente descrito na literatura e também
estd relacionado com o tipo de suporte utilizado, PAL e KHANUM (2011) observaram um
aumento de 0,5 no pH 6timo de uma xilanase de Aspergillus niger DFR-5 imobilizada em
glutaraldeido e alginato.

Ensaios de perfil de atividade das xilanases com relacdo a variacdo de pH realizados por
MILESSI (2017) mostraram-se muito semelhantes aos obtidos neste trabalho, abrangendo as
mesmas faixas de pH 6timo. Observa-se também que, entre estas enzimas, a XAS-1 tem sua
atividade reduzida drasticamente em pH mais acidos, o que pode estar diretamente relacionado
com a natureza da enzima. Estudos relacionados especificamente com enzimas endoxilanases
em sua forma livre apresentam perfil de pH semelhantes (GOMEZ et al., 2016; MILESSI,
2017).
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Valores de temperatura e pH 6timos proximos aos apresentados neste estudo foram
encontrados para xilanase de Paenibacillus sp. que obteve melhor atividade em temperatura de
60 °C e pH 6, em experimentos realizados com xilana de aveia (ZHENG et al., 2014).
BATAILLON e colaboradores (2000) estudaram sobre a purificacdo e caracterizacdo da
xilanase de Bacillus sp., a enzima se mostrou com maior atividade em temperatura e pH de 75
°C e 6,0, em substrato de bétula.

SAHA (2003) verificou, em xilana de milho, que a xilanase de Fusarium verticillioides
apresenta melhor atividade em temperatura de 50°C e pH 5,5, valores semelhantes a os
encontrados para XAS-1. MARAIS (2008) estudou a xilanse comercial Multifect CX72L e
obteve temperatura 6tima em 60 °C e pH entre 4 e 6, utilizando como substrato xilana de aveia.

4.4.4 Efeito de temperatura e pH para p-xilosidases

Para as enzimas que apresentaram atividade beta significativa (Tabela 18 do item 4.3),
foram realizados ensaios de variacdo de temperatura e pH através de um planejamento
experimental DCCR apresentado na Tabela 10 (Item 3.3.2.5). Também foram aplicadas as
mesmas condi¢des de estudo para a enzima XAS-4 purificada e imobilizada, a fim de comparar
os perfis obtidos com a sua forma bruta.

Os resultados das superficies obtidas como resposta do estudo de pH e temperatura para

as B-xilosidases sdo apresentados nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22 — Perfis de pH e temperatura para XAS-2 e XAS-3, em 3D e 2D.
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NOTA: Figuras obtidas pelo software Protimiza.

Através da Figura 22 é possivel observar que a enzima XAS-2 apresenta como regido
Otima para atividade beta valores de pH entre 7,5 e 10 e temperaturas proximas a 60 °C. Ja para
a enzima XAS-3, observa-se que sua regido de 6tima atividade foi entre pH 6,5 e 8,5 e
temperaturas entre 55 e 60 °C. Vale ressaltar que por limitacdo do equipamento ndo foi possivel
realizar ensaios em temperaturas maiores que 60 °C, porém este estudo ja possibilita observar
quais sdo os valores de pH e temperatura que mais se aproximam do ponto de 6timo das

enzimas.



Figura 23 — Perfis de pH e temperatura para XAS-4 em 3D e 2D.
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Na Figura 23, observam-se os perfis para a enzima XAS-4, nos quais é possivel perceber

a diferenca entre esta enzima e as outras enzimas (Figura 22). Tanto em sua forma bruta quanto

purificada, a XAS-4 apresenta uma regido de 6tima atividade bem definida, nas quais para a

bruta a regido se encontra entre pH 6,4 e 8,4, enquanto que a purificada obteve pH entre 6,4 e

9, e as duas apresentaram regiao de étima temperatura entre 35 e 50 °C. DIOGO e colaboradores

(2015) em seus estudos com a mesma R-xilosidase (XynB) obtiveram temperatura 6tima de 35

°C e pH 6timo de 6,5 (tampdes Mcllvaine’s 40 mM pH 3 — 10), valores que se encontram dentro

da regido 6tima obtida através do planejamento experimental realizado neste trabalho.
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Quando observada a XASPI-4 imobilizada, é possivel notar que a regido Gtima esta
muito deslocada do centro, a enzima imobilizada resistiu tanto a valores maiores de temperatura
quanto de pH, o que esté relacionada a alteracdo estrutural ocorrida na mesma com a técnica de
imobilizacdo. A XAS-4 é uma enzima multimérica e possui quatro sitios ativos (DIOGO et al.,
2015). Na forma livre o desprendimento entre as sub-unidades, mantidas juntas por atracoes
fisicas mais fracas, pode ocorrer facilmente. Na forma imobilizada, contudo, deve ter ocorrido
ligacdo covalente entre suporte e duas ou mais sub-unidades da enzima, o que permitiu grande
aumento de resisténcia térmica e alcalina para a enzima.

Os valores apresentados pela Tabela 20 sdo parametros muito importantes na analise
dos dados obtidos pela ANOVA, pois para que o modelo seja considerado estatisticamente
significativo é necessario que este apresente R? proximo a 1, Fregressaofresiduos = Ftan, aSSim como

é aconSEIhé.VEI que Ffalta de ajuste/erro puro < Ftab (RODRIGUES, IEMMA, 2005)

Tabela 20 — Dados de ANOVA obtidos pelo software Protimiza, com nivel de significancia

de 0,10.
Enzimas Fregresséo/residuos — Ftabl Ffalta de ajuste/erro puro — Ftab2 R2
XAS-2 9,75> 5,05 261,29 > 19,16 0,91
XAS-3 13,32 > 5,05 95,27 > 19,16 0,93
XAS-4 44,85 > 3,97 18,27 > 6,59 0,97
XASP-4 18,45 > 4,53 14,04 < 19,25 0,92
XASPI-4 30,83 > 4,53 33,11 > 19,25 0,95

A partir dos dados presentes na Tabela 20 percebe-se que Fraita de ajuste/erro puro > Ftab para
as trés primeiras enzimas, significando que a falta de ajuste do modelo € significativa e ndo
pode ser considerada para validar ou descartar o modelo obtido. Destaca-se, também, que XAS-
2, 3 e XASPI-4 sdo os que apresentaram valores muito maiores que o de Fun. este fato esta
diretamente relacionado ao ponto central do planejamento, pois o ideal é que a regido céncava
do grafico se localize préxima ao centro do mesmo, porém as trés enzimas apresentaram
méaxima atividade préximas a 60 °C e 0 equipamento ndo opera a temperaturas maiores. Neste
caso, € necessario observar o grafico de valores preditos versus 0s valores experimentais que

se encontram na Figura 24.
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Figura 24 - Comparagao entre os valores experimentais e os preditos pelos modelos.
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NOTA: Figuras obtidas pelo software Protimiza.

Observa-se que para todos as enzimas o grafico ndo apresenta grande discrepancia entre
os valores preditos e 0s experimentais, sendo assim 0s modelos podem ser considerados uma
boa aproximacdo para atividade enzimética em diferentes pH e temperatura. Porém, é
importante ressaltar que como o planejamento ndo permitiu obtencdo de todos os parametros
dentro do esperado, a regido mencionada como 6tima devera ser a mais proxima da realidade
experimental. Desta forma foram realizados experimentos de validacdo para cada enzima em

estudo, os resultados sdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21 — Validacdo das regifes 6timas obtidas através do planejamento experimental
contendo os dados de atividade especifica preditos versus 0s experimentais.
Enzima pH T (C) Atividade predita  Atividade exp. Desvio Erro

(U mg?) (U mg?) padrdo (¥) (%)

XAS-2 9 58 1,46 1,37 0,06 4,65

XAS-3 8 58 9,85 12,50 1,88 15,00

XAS-4 7 45 79,36 77,77 1,12 1,44

XASP-4 8 45 100,15 71,34 20,37 28,56
XASPI-4 8 55 356,70 401,84 31,92 7,94

Através dos dados apresentados pela Tabela 21, pode-se perceber que as enzimas XAS-
2, 3, 4 e XASPI-4 podem ser bem representadas pelos perfis ajustados. A enzima XASP-4
obteve erro elevado, pois os dados do perfil e da validacdo foram realizados com diferenca de
3 meses, tendo ocorrido, mesmo congelada, perda parcial de sua atividade. No ANEXO 11 deste
trabalho encontram-se as tabelas complementares com mais detalhes dos estudos realizados no
planejamento DCCR.

A fim de verificar com maior precisdo o perfil de atividade com relagdo ao pH para a
enzima XAS-4 purificada, foi realizado o experimento utilizando-se diversos tampdes 50 mM,

a temperatura de 50 °C, o perfil levantado encontra-se na Figura 25.

Figura 25 — Efeito do pH na atividade da B-xilosidase XAS-4 purificada.

--00 - Tampdo citrato
--O-- Tampao acetato

100 - A --/A-- Tampdo fosfato
7 ---- Tampdo glicina
J .
80 - ﬁ'/
_ 5
S 7
< 60 ;
> J
=
L
o 404 7
=i /
< '
= :
= /
2 21 £
04 Ep==2252 %’
T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10
pH

A partir da Figura 25 pode-se constatar que o pH 6timo de trabalho para a enzima XAS-
4 é préximo a 8, confirmando a significancia do modelo ajustado apresentado na Figura 23,
pois este valor se encontra dentro da regido 6tima mencionada.
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YAN e colaboradores (2008) caracterizaram a [P-xilosidase de Paecilomyces
thermophila, obtendo méxima atividade em temperatura de 55 °C e pH 6,5. Estudos realizados
com beta de Bacillus sp. XY-131 mostraram valores de pH 6timo de 6,5 e temperatura de 45
°C (YAMAGUCHI; 1ZUMI; KITAMIKADO, 1998), jA a beta produzida a partir de
Thermomyces lanuginosus em E. coli se mostrou com maior atividade em pH 7 e temp. de 55°C
(CHEN et al., 2012).

Um fato interessante de se destacar € que as enzimas XAS-2 e XAS-3 apresentam tanto
endoxilanase quanto B-xilosidase e cada uma apresenta caracteristicas diferentes, como p6de-
se observar nos dados apresentados anteriormente. Na literatura é comum se encontrar enzimas
endo e beta produzidas por um mesmo microorganismo e meio, que apresentem caracteristicas
diferentes, caso das enzimas produzidas por Bascillus thermantarcticus, as quais apresentaram
0 mesmo valor de pH para atividade méxima, porém temperaturas diferentes para endo e beta
(LAMA et al., 2004); assim com as enzimas produzidas por Fusarium verticillioides, com pH
6timo de 5,5 e 4,5 e temperatura 6tima de 50 e 60 °C para a Xxilanase e P-xilosidase,
respectivamente (SAHA, 2003).

4.3.5 Analise de estabilidade térmica

Os dados referentes a estabilidade térmica das endoxilanases sao apresentados na Figura
26.
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Figura 26 — Estabilidade térmica de XAS-1, 2, 3 e XASI-1, incubadas em tampé&o citrato 50

mM pH 6,0.
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Pode-se observar através da Figura 26, que a XAS-1 é mais resistente a temperatura
quando comparada com as demais enzimas, pois ela mesmo livre (32 °C) demorou dias para
alcancar o tempo de meia vida, e com a imobilizacdo foi possivel melhorar ainda mais sua
estabilidade como pode ser observado nos ensaios a 32 °C e a 50 °C. MILESSI (2017) em seus
estudos, conseguiu aumentar o tempo de meia vida da endoxilanase de Bacilus subtilis
imobilizada em agarose-glioxil em mais de 8 mil vezes, nas condi¢bes de 56 °C e pH 5,6.

As enzimas XAS-2 e 3 se mostraram muito semelhantes em termos de estabilidade, nas
duas temperaturas estudadas. Comparando os graficos de 32 °C e 50 °C percebe-se que todas as

enzimas perdem mais rapidamente a atividade a 50 °C, este comportamento é de se esperar,
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uma vez que com o aumento da temperatura ocorre maior vibracdo da estrutura molecular da
enzima, favorecendo seu desenovelamento.

A enzima XAS-1 se destacou pela sua estabilidade, uma vez que o tempo de meia vida
a 32 °C foi superior a 6 dias, enquanto que o tempo de meia vida dos complexos XAS-2 e 3
foram de aproximadamente 20 h.

Com relacdo a temperatura de 50 °C, XAS-1lapresentou ty, proximo a 9 h enquanto as
outras enzimas apresentaram tempo de meia vida de cerca de 3 h.

A Figura 27 apresenta o perfil de atividade em relacdo ao tempo de incubacao para as
B-xilosidases XAS-2, XAS-3, XASP-4 e XASPI-4.

Figura 27 — Estabilidade térmica das B-xilosidases XAS-2, XAS-3, XASP-4 e XASPI-4
incubada em tampéo fosfato pH 6,0, 50 mM.
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O primeiro grafico apresenta os dados de estabilidade para as enzimas XAS-2 e XAS-
3, as quais se mostraram estaveis a 32 °C, ap6s 20 h de incubacdo, retendo ainda 80 % e 65 %
da atividade inicial, respectivamente. A 50 °C, observa-se, como esperado, aumento da
inativacao, chegando as duas proximas a 55 % da atividade ap6s 30 h de incubacéo.

O segundo gréafico apresenta os resultados de estabilidade realizados para a enzima
XASP-4 livre e imobilizada, onde pode-se observar que a enzima livre é muito sensivel ao
aumento da temperatura: a 32 °C a enzima, apresentou tempo de meia vida de aproximadamente
5 h e seu perfil segue em gqueda até chegar préximo a zero em apenas 10 h, ja a 50 °C a enzima
desnatura guase que instantaneamente (< 2,5 min). A enzima XASPI-4 imobilizada se mostrou
muito mais resistente ao efeito da temperatura, pois em 32 °C nas mesmas 8 h sua atividade

quase nao variou, e a 50 °C em 8 h ainda ndo havia chegado em meia vida.
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Na literatura encontram-se diversos estudos relacionados a estabilidade térmica de
xilanases e B-xilosidases (LAMA et al., 2004; SUN; CHENG, 2002; ZHANG et al., 2011).
CUNHA (1999) estudou a estabilidade a 30 e 50 °C da xilanase de Aspergillus foetidus e obteve
t, de 8 dias e de 7 h, respectivamente. A enzima Multifect estudada por MARAIS (2008) obteve
t, proximo a 5 h a temperatura de 55 °C para a medida de endoxilanase e t,, proximo a 6 h para

a B-xilosidase.

4.4.6 Efeito da concentracao de substrato

Foram variadas as concentracGes de substrato para todas as enzimas selecionadas. Uma
vez que 0s complexos enzimaticos XAS-2 e XAS-3 contém atividade endo e beta foram

realizados dois estudos, com os substratos especificos para cada tipo de medida.

4.4.6.1 Influéncia da variacdo de Cs na velocidade de hidrolise catalisada por

endoxilanases

O estudo do efeito da concentracéo de substrato permite que se conhecam a velocidade
méaxima da reagdo para cada enzima, parametros de afinidade entre enzima e substrato e ainda
detectar possivel inibicdo por substrato que possa existir ao longo das rea¢fes. Sendo assim, 0s
ensaios presentes na Figura 28 mostram o efeito da variacdo da concentracdo de xilana de
eucalipto para cada complexo enzimatico em estudo, as medidas de velocidades iniciais foram
realizadas a temperatura de 50 °C e pH 5,5. Foram ajustados aos pontos experimentais o modelo
de Michaelis-Menten, sendo os resultados de Vmax, Km € coeficientes de ajuste reportados pela
Tabela 22.
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Figura 28 — Efeito da concentragédo do substrato de xilana de eucalipto na velocidade da
reacdo para as endoxilanases a 50°C, tampéo citrato 50 mM pH 5,5.
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Tabela 22 — Valores dos parametros do modelo obtidos através do ajuste do modelo de MM
para as endoxilanases.

Enzima Ce(gL") Vma(mgmL' min?) Kum(mgmL™) R2

XAS-1 0,0008 0,15 £ 0,012 11,13 +£1,52 0,99
XASI-1 0,0065" 0,11 £ 0,010 13,12 £2,24 0,99
XAS-2 0,0034 0,07 £ 0,006 7,25+1,45 0,99
XAS-3 0,00007 0,10 £ 0,011 6,75+ 1,64 0,99

NOTA: *Ce (gderivado mL'l)

Pode-se observar a partir dos resultados apresentados pela Figura 28 e Tabela 22, que o

modelo de MM se ajustou bem para todas as enzimas obtendo R2 > 0,99 em todos 0s casos.

Com relacdo ao Km que representa a afinidade entre enzima e substrato, onde quanto menor o

valor de Km maior a afinidade XAS-3 e XAS-2 obtiveram maior afinidade quando comparados

a XAS-1 e XASI-1.

Resultados semelhantes de Km foram reportados na literatura, em ensaios realizados nas

condicdes de temperatura de 50 °C e pH 5,0 para xilanases de Acrophialophora nainiana em
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xilana de bétula (SALLES et al., 2000), Humicola grisea em xilana de aveia (LUCENA-NETO;
FERREIRA-FILHO, 2004) e Chrysoporthe cubensis em xilana de aveia (GOMES, 2014) os
respectivos valores de Ky foram de 40,9-16,1, 10,9-11,2 e 2,6-1,2 mg mL™.

4.4.6.2 Influéncia da concentracdo de Cs na velocidade de hidrdlise catalisada por

B-xilosidases

O efeito da variagdo da concentracdo de pNPX para as enzimas XAS-2, XAS-3, XASP-
4 e XASPI-4 estéo presentes na Figura 29, as medidas de velocidades iniciais foram realizadas
a temperatura de 50 °C e pH 6,0. O efeito foi analisado conforme os modelos de Michaelis-

Menten e de Andrews, sendo os resultados de Vmax, Km € K apresentados pela Tabela 23.

Figura 29 — Influéncia da concentracdo do substrato (pNPX) na velocidade da reacdo para as
B-xilosidases estudadas.
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Tabela 23 — Valores obtidos através do ajuste do modelo de Andrews e MM para as B-

xilosidases.
Enzima Ce(@L")  Vmax(mM min™) Kwm (mM) Ki(mM) R?
XAS-2 0,3155 0,13 £ 0,003 0,58 + 0,08 - 0,99
XAS-3 0,0684 0,22 + 0,004 0,47 +0,05 - 0,99
XASP-4 0,0224 0,88 +0,180 3,93 +1,10 541+167 0,98
XASPI-4 0,0024 0,36 + 0,023 6,04 + 0,99 - 0,98

E possivel observar a partir da Figura 29 que XASP-4 apresenta perfil diferenciado de
XAS-2, XAS-3 e XASPI-4. Esse perfil (XASP-4) é comum em casos de inibi¢ao pelo substrato
(inibicdo incompetitiva), que ocorre quando mais de uma molécula de substrato se liga a um
local ativo, destinado a apenas uma molécula, resultando em um complexo inativo diminuindo
assim a taxa de reacdo (CHAPLIN; BUCKE, 1990). O efeito desta inibi¢do interfere muito no
valor da velocidade maxima, como pode ser observado na Tabela 20. Vale salientar que este
efeito da inibicdo pelo substrato ndo é observado nas condi¢des do experimento para a enzima
imobilizada. Ha indicacdo neste caso de presenca de efeitos difusivos no ensaio com enzima
imobilizada. Esse efeito dependera da relacdo entre velocidade de reacdo (medida por volume
de catalisador) e da velocidade de difusdo do substrato no gel. Uma vez que a velocidade de
reacdo pode estar muito mais alta que a de difusdo, a concentracdo real de substrato para a
enzima imobilizada deve estar abaixo daquela para onde ocorre inibicdo da velocidade
intrinseca. Ja para as afinidades enzima-substrato XAS-2 e XAS-3, observaram-se valores
proximos, com maior afinidade ao pNPX.

Diversos estudos sdo reportados pela literatura quanto aos valores de Kw para diferentes
B-xilosidases em pNPX. TENG e colaboradores (2011) estudaram betaxilosidase de
Paecillomyces thermophila em E. coli nas condicGes de 50 °C e pH 7,0 e obtiveram Kw de 4,5
mM. Estudos recentes desenvolvidos com p-xilosidase de Penicillium janczewskii nas
condigdes de 75 °C e pH 5,0 apresentaram Km de 1,2 mM (TERRASAN; GUISAN;
CARMONA, 2016). Para beta de Paecillomyces thermophila em 50 °C e pH 6,5 Kv foi de 0,5

mM, resultado que mais se aproxima aos encontrados para XAS-2 e 3.

A partir dos dados obtidos pelos ensaios de variagdo da concentracdo de substrato
(Tabelas 22 e 23) e fazendo uso dos dados apresentados na Tabela 17, que contém o percentual
de proteinas endo e beta de cada complexo, foi possivel calcular os valores das constantes
cataliticas e das constantes de eficiéncia catalitica de cada complexo estudado, sendo os dados

apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24 — Parametros cinéticos Keat € Keat/ Km 0btidos para cada enzima estudada.

Enzimas Kcat endo (S_l) (Ir(r(l:?ilﬁl\éi;dg) Kcat beta (5_1) (rl;cal_tlﬁl\g/l?;ti)
XAS-1 5,92 0,53 - -
XASI-1 0,11 0,01 - -
XAS-2 4,58 0,63 0,00179 0,02
XAS-3 6,83 1,01 0,03015 0,46
XAS-4 - - 0,10562 0,19

XASPI-4 - - 0,40345 0,48

As constantes cataliticas Keat € Kea/ Km para as endoxilanases se mostraram muito
préximas tendo como melhor resultado em constante de eficiéncia XAS-3>XAS-2>XAS-
1>XASI-1. A enzima XASI-1 apresentou resultados muito inferiores aos da sua forma livre, o
que deve estar relacionado a modificacdo na sua estrutura molecular da enzima, confirmada
pela baixa atividade recuperada de 43 %, obtida por MILESSI (2017). Para as fracdes de j-
xilosidases, as constantes de eficiéncia catalitica das enzimas XASPI-4 e XAS-3 tiveram
resultados superiores aos das outras enzimas. Neste caso, a enzimas livre obteve resultado
inferior ao da enzima imobilizada mostrando que € possivel que imobilizacdo tenha melhorado
a afinidade com o substrato em questdo. Esses resultados, também podem estar ligados a efeitos
difusivos nas medidas com enzima imobilizada, como mencionado anteriormente.

Estudos realizados por DRISS et al. (2013) que caracterizaram xilanases GH11 do
fungo Penicillium obtiveram Kea € Kea Km de 594 a 3024 (st) e 42 a 215 (mL mg*s?) para
diferentes substratos (aveia, LVAX e faia), tendo como principal diferenca os valores de Km
muito menores, 0 que fez com que tanto 0 Kcat quanto 0 Kea/Km fossem muito maiores que 0s
encontrados neste estudo. Ja estudos realizados por JANIS et al. (2007) determinaram 0s
parametros cinéticos de uma endoxilanase (Trichoderma reesei) com substrato de xilohexose,
xilopentose, xilotetraose e xilotriose e obtiveram os seguintes coefientes de eficiéncia catalitica
0,93, 0,37, 0,027 e 0,00015 uM? s, TAGUCHI et al. (1995) estudou os parametros cinéticos
de Bacillus pumilus em substrato de pNPX e encontrou Km e Keat de 0,38 mM e 2,29 s,
respectivamente. Estudos relacionados a B-xilosidases foram realizados por BRUNZELLE et
al. (2008) com enzimas de Selenomonas ruminantium e obtiveram Kcatde 9,36 s7 € Keat/ Km 6,71
mM-1s?. Estes valores encontrados na literatura comprovam que as enzimas estudas sdo tdo
eficientes quanto as mencionadas, uma vez que foram valores proximos ou até mesmo menores

que os deste estudo.
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4.4.7 Influéncia da concentragdo de inibidores para as p-xilosidases

As B-xilosidases sdo enzimas muito importantes no processo de degradacdo da xilana,
pois sdo elas que transformam os xilooligossacarideos em xilose. Além de ser produto da
degradacdo enzimatica, a xilose se encontra em altas concentragdes em licores provenientes de
alguns pré-tratamentos. Desta forma, se torna importante avaliar a influéncia da concentragao

da xilose na atividade das B-xilosidases em estudo, como pode ser observado na Figura 30.

Figura 30 — Influéncia da concentragdo de xilose na atividade das enzimas XAS-2, XAS-3,
XASP-4 e XASPI-4, medidas em tampé&o fosfato 50 mM com pNPX 5 mM, pH 6,0 a 50 °C.
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Através da Figura 30 pode-se observar que realmente ocorre inibicdo por xilose, a
enzima XASP-4 livre e imobilizada possuem efeito semelhante, assim como as enzimas XAS-
2 e XAS-3 que também sofrem com a acdo do inibidor, porém de forma mais acentuada.
Estudos envolvendo a inibicdo por xilose também foram realizados por KIRIKYALI et al.
(2014) em P-xilosidase rAspergilus oryzae, YAN et al. (2008) estudaram a tolerancia a xilose
da B-xilosidase de Paecilomyces thermophila.

Estudos realizados por MILESSI (2017), mostraram que em um processo SIF partindo
de xilana de bétula com 60 g/L de xilose e 3g/L de xilulose, em apenas duas horas havia 38 g/L
de xilose e 10,08 g/L de xilulose, apds este tempo a concentracdo de xilulose diminui por estar
sendo consumida pela Saccharomyces cerevisiae, desta forma torna-se importante saber como
essa concentracdo de xilulose afeta a reacdo de hidrolise das enzimas.

Desta forma, foram realizados ensaios de inibicdo das concentragdes de xilulose em

meio ao substrato padrdo, uma vez que esta molécula é um isémero de xilose produzida pela
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enzima glicose-isomerase. A Figura 31, apresenta o efeito causado a partir das diferentes

contragdes de xilulose, em termos de atividade relativa.

Figura 31 - Influéncia da concentragdo de xilulose na atividade da enzima XASP-4, medida
em tampdo fostato 50 mM com pNPX 5 mM, pH 6,0 a 50 °C.
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A partir da Figura 31 é percebe-se que com o0 aumento da concentracdo de xilulose no
meio reacional a atividade da enzima diminui consideravelmente, com 10 g/L de xilulose a
atividade chegou préximo a 50 %. Quando se comparam as Figuras 30 e 31 pode-se constatar
que a inibicdo causada pela xilulose é mais significante, uma vez que com 10 g/L de xilose a
atividade enzimética ficou em torno de 80 %. Na literatura ainda ndo foram encontrados estudos
relacionados a inibicao por xilulose em B-xilosidases.

Sabendo-se que a relacdo de equilibrio xilose/xilulose normal ¢ da ordem de 5:1
(SILVA, 2013), foram realizados ensaios de inibi¢cdo contendo os dois inibidores xilose e
xilulose na proporcao de 5:1, respectivamente, afim de avaliar o efeito conjunto destes dois
compostos na enzima PB-xilosidase produzida in house ja imobilizada (XASPI-4). A partir da

Figura 32 é possivel observar os perfis de inibi¢do dos dados experimentais, assim como a curva
do modelo ajustado.
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Figura 32 — Influéncia da inibi¢cdo mista na p-xilosidase (XASPI-4) por xilose e xilulose nas
seguintes condicOes (o) sem inibicdo, (o) 8e 1,6 g/L, (A) 16e 3,2g/L e (v) 32 e 6,4 g/L,
respectivamente.
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O levantamento dos parametros cinéticos foi realizado a partir do ajuste inicial do
modelo de MM sem inibicdo, partindo destes foi possivel estimar Kiyiiose de 163,52 + 31,37 mM
e Kixilulose de 58,68 + 9,46 mM isoladamente, uma vez inseridos esses dados na Equagdo 11 foi
possivel obter o valor de a de 1,76 = 0,56, com um ajuste de R2 0,99. A valida¢cdo do modelo é
apresentada na Figura 32 representada através da linha tracejada que passa proxima aos dados
de inibicdo de 8 e 1,6 g/L de xilose e xilulose, respectivamente. Estudos relacionados a inibi¢ao
por xilose em B-xilosidases sdo geralmente reportados com efeito de inibicdo competitiva, tendo
valores de Ki que variam de 2 a 10 mM (HERRMANN et al., 1997; FAN et al., 2010;
KIRIKYALI et al., 2014). FAN et al. (2010) também realizaram estudos de inibicédo
competitiva mista para B-xilosidases de Selenomonas ruminantium, no qual a mutante W145G
quando catalisada em 4NPA, apresentou inibicdo por xilose e ethanolamina, obtendo como
parametros com K, Kisxilose, Kietanolamina € o de 0,432, 14,1, 1,17 mM e 0,0978.

ZANOELDO et al. (2004) em suas pesquisas doparam 0 meio de reacdo com 200 mM de
xilose e ndo verificaram efeito de inibi¢do na sua pB-xilosidase de Scytalidium thermophilum, ja
YAN e colaborador (2008) encontraram Ki de 139 mM para beta produzida pelo fungo
termofilico de Paecilomyces thermophila J18. Resultado préximo ao encontrado neste estudo,
indicando que esta enzima por mais que seja inibida ainda é menos afetada pelo efeito da

concentracédo de xilose que a grande maioria das p-xilosidases.
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A Tabela 25 apresenta um resumo das principais propriedades obtidas para cada enzima estuda neste trabalho.

Tabela 25 — Principais resultados obtidos para as enzimas XAS-1, 2, 3 em substrato de xilana de eucalipto e XAS-2, 3 e 4 nos ensaios realizados

em substrato pNPX.

Propriedade XAS-1 XASI-1 XAS-2 XAS-3 XAS-4 XASP-4 XASPI-4
Proteina (mg mL™) 2,02+0,04 - 34,71+0,48 7,53 +£0,05 8,75+0,18 4,93+0,33 -
Ce utilizada (< vel.) (g L™) 0,0008 0,0065* 0,0034 0,00007 - - -
Atividade (Ul mL™) 610,90 + 39,26 11,42 £ 0,46 2157,13+4,80 2846,73+ 17,98 - - -
Atividade esp. (Ul mg™) 302,43 £ 19,44 28,55 + 1,152 62,15+ 0,14 378,05 + 2,39 - - -
2 T méx. ativ. (°C) 55 ~ 80 60 70 - - -
a pH max. ativ. 50-6,0 6,5-75 50-6,0 50-6,0 - - -
8 Ea (kJ mol™) 72,3 - 78,53 84,77 - - -
X Km (mg mL™) 11,13 +1,52 13,12 £2,24 7,25 + 1,45 6,75 + 1,64 - - -
i Vimax (Mg mL™ min™) 0,15+ 0,012 0,11+0,01 0,07 £ 0,006 0,10 £0,011 - - -
@ t (32 °C) > 6 dias >> 6 dias 20 h 20 h - - -
t+ (50 °C) 9h >>10h 3h 3h - - -
Keat (S™) 5,92 0,11 4,58 6,83 - - -
Keat/ K (ML mg™ s%) 0,53 0,01 0,63 1,01 - - -
Ce utilizada (o< vel.) (g L) - - 0,3155 0,0684 0,019 0,0224 0,0024
Atividade (U mL™) 0,12 £ 0,08 - 11,90 £ 0,58 2194+0,11 47,19+132 72,81+057 359,58 + 6,24
Atividade esp. (U mg™?) 0,06 £0,04 - 0,34 £ 0,02 2,91+0,01 539+0,15 14,77+0,11 71,92+1,25
T max. ativ. (°C) - - > 60 >55 35-50 35-50 > 50
o pH max. ativ. - - 75-10 6,5-8,5 6,4 -8,4 6,4-9,0 >8
2 Km (MmM) - - 0,58 £0,08 0,47 £0,05 - 3,93+1,10 6,04 £0,99
2 Vinax (MM min™) - - 0,22 £ 0,004 0,13 + 0,003 - 0,88 £ 0,180 0,36 £ 0,023
2 163,52 + 31,373
;SL Ki (mM) - - - - - 541 +1,67 58,68 + 9,46*
16,85 *+ 5,35
t (32 °C) - - >>60h >>60h - 5h >>8h
t (50 °C) - - >30h >30h - <2,5min ~8h
Keat (s™) - - 0,0018 0,0302 - 0,1056 0,4035
Keat/Knm (ML mg™ s%) - - 0,02 0,46 - 0,19 0,48

NOTA: 1gderivado mLY; 2Ul gderivado'l; 3 Kixilose; 4 Kixilutose; ® Kixilose/xilulose; 6 Unidade: M.
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4.5 Hidrélise enziméatica

Foram realizadas hidrolises enzimaticas na fracdo solivel de xilana de eucalipto, no
licor hidrotérmico e no licor alcalino conforme descrito na Tabela 9 (Item 3.3.1.2.2) para
acompanhar a conversao de xilana e XOS durante o tempo de reacdo. Os ensaios foram
realizados de maneira geral com carga enzimatica de 150 Ul gxina, a fim de facilitar a
comparacdo de dados levantados por MILESSI (2017). As hidrolises foram estudadas nas
condicdes de pH 5,6 e a 32 °C, pois a principio este sera 0 pH do processo SHIF que esta em
desenvolvimento (AQUINO, 2013; MILESSI, 2017). Também foram realizadas hidrélises
enzimaticas a 50°C, afim de facilitar comparacGes com a hidrdlise em xilana de béttula.

4.5.1 Substrato de xilana de eucalipto

A Figura 33 apresenta os perfis de hidrolise enzimatica a 32 e 50 °C em substrato de
xilana de eucalipto (8,80 g L?), solubilizada em tampéo citrato de sddio 50 mM pH 5,6, com
carga enzimatica de 150 Ul gxilana*. Em sequéncia encontra-se a Tabela 26, a qual contém o

perfil de XOS referente a cada uma das hidrolises.
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Figura 33 — Perfil de converséo total da hidrolise enzimética da fracdo soluvel da xilana de
eucalipto (8,8 g/L), a 32 e 50 °C, pH 5,6 (tampéo citrato de sodio 50 mM) pela a¢éo das
enzimas XAS-1, 2 e 3 (150 Ul/gxilana0u 1500 UI/L).
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NOTA: t, tempo de meia vida de cada xilanase. Analises realizadas em HPLC com quantificacdo de X5, X4, X3, X2 e X1.
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A partir da Figura 33 € possivel observar que em geral a 32 °C as enzimas tiveram um
desempenho melhor do que a 50 °C. A enzima XAS-1 ndo se mostrou muito eficiente quando
comparada as outras enzimas em ambas temperaturas, a 50 °C proximo a 10 h de reac¢do ndo se
observa mais variacao significativa na conversdo de xilana, fato que deve estar relacionado a
ao tempo de meia vida da propria enzima, ja que a 32 °C esta obteve melhor conversdo. A 50
°C XAS-2 obteve perfil semelhante a XAS-1, porém a 32 °C em 48h a enzima ainda apresentou
perfil crescente de conversdo, assim como XAS-3 que em ambas as temperaturas apresentou
perfil crescente de conversdo de xilana. Este fenbmeno crescente esta relacionado a acéo da
betaxilosidase uma vez que estas atacam cadeias menores e s&o mais resistentes a temperatura

como pode-se observar na Figura 27.

Tabela 26 — Perfil dos XOS produzidos apds 24h de hidrélise enzimatica com xilana de
eucalipto (8,8 g/L) apH 5,6 e 32°C".

T (°C) Enzima

X1t (g L™

X2% (g L™

X3 (gL?

X4* (g L™

X5° (g L™

Conversao
(%)

XAS-1
XAS-2
XAS-3

32

0,11+0,01
0,94 +0,07
1,37 +£0,15

0,97 +0,17
1,22 +£0,11
1,28 £0,21

0,96 +0,07
0,44 £ 0,02
0,19 +£0,01

2,88 +£0,16
2,06 £0,12
2,22+0,14

0,72 +0,04
0,55 +0,04
0,59 +0,02

50,92 + 3,95
43,96 + 3,16
49,54 + 4,42

XAS-1
XAS-2
XAS-3

50

0,17+0,10
2,79+0,05
3,33+0,22

1,10 £0,17
1,61 £ 0,00
1,90 £0,41

1,68 + 0,26
0,59 £0,07
0,48 +0,03

1,07 +0,38
0,43 £0,04
0,34 +£0,04

0,80 +£0,01
0,70 £0,07
0,78 £0,06

39,28 £1,07
54,03+1,18
63,17 +£2,08

NOTA: "dados obtidos através de duplicatas; ‘xilose, 2xilobiose, 3xilotriose, “xilotetraose e °xilopentose.

Os perfis de XOS obtidos ao final de 24 h da hidrolise a 32°C, mostram que XAS-1,
XAS-2 e XAS-3 tiveram conversdes totais equivalentes levando-se em consideragéo o desvio,
ja a 50 °C melhores desempenhos foram observados para XAS-2 e 3. Através da Tabela 26,
observa-se a elevada producéo de xilose para XAS-2 e 3 como era de se esperar uma vez que
estas contém fracdes significativas de B-xilosidases. Comparando os perfis de XOS levantados
por este trabalho com os perfis apresentados por MILESSI (2017) (B. subtilis, Multifect e
Accellerase) a 50 °C, pode-se perceber que XAS-1 e XAS-3 apresentaram perfis de conversédo
total muito semelhantes de 44,8 e 58,8 %, respectivamente. Porém a enzima Multifect nas
andlises realizadas por MILESSI (2017) apresentou conversao de 78,7 %, esta discrepancia nos
valores pode ser relacionada a afinidade da enzima com o substrato em questdo, pois em seus
experimentos foi utilizada a xilana de faia.

Por ser considerada uma hidrdlise mais branda, a 32 °C os experimentos foram
acompanhados até 48 h, desta forma a conversdo final de XAS1, 2 e 3 foram de 50,60 + 3,86,

57,40 + 3,95 e 59,77 + 0,19, respectivamente. Estes resultados mostram que essa temperatura
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favorece a hidrélise da xilana de eucalipto para todas as enzimas estudadas, sendo as condicGes
aplicadas ao processo SHIF, uma vez que o tempo de meia vida das enzimas é superior em
temperaturas menores.

Ensaios de hidrélise enzimatica utilizando as enzimas XAS-1 combinada a XASP-4,
livre e imobilizadas, foram realizados. Para estes, utilizou-se carga enzimética de 30 Ul/gxilana
de XAS-1 e utilizou-se 120 U/ gxilana de XAS-4 em substrato de xilana de eucalipto (6,8 g/L), a
fim de verificar a influéncia da concentracdo de beta na reacdo. Os perfis de hidrélise sdo
apresentados na Figura 34.

Figura 34 — Comparacéo das hidrolises enzimaticas de xilana de eucalipto (6,8 g/L) para as
enzimas XASI-1, XAS-1 + XASP-4 e XASI-1 + XASPI-4 na forma solGvel e imobilizada, pH

5,6 a 32°C.
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NOTA: Anélises realizadas em HPLC com quantificacdo de X5, X4, X3, X2 e X1.

Observa-se através da Figura 34, que XAS-1 + XASP-4 livres obtiveram perfil crescente
e de alta conversdo apesar da baixa carga de XAS-1 (30 Ul/gxilana), & acdo da B-xilosidase foi
verificada ao longo de toda a reacdo de hidrélise, o que significa que mesmo que o tempo de
meia vida a 32 °C da XASP-4 seja aproximadamente 5 h, a enzima ndo desnatura por completo
até as 48 h de reacdo. MARAIS (2008) comparou a hidrolise enziméatica em xilana de bétula e
eucalipto com diferentes cargas enzimatica a 55 °C em pH 5,0, com a enzima Multifect CX72L

e obteve conversdes maximas de 100 % com 4000 Ul mL* e 80 % com carga de 3000 Ul mL"
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! respectivamente. Entdo no que diz respeito a conversio final, neste trabalho também pode-se
perceber que com menor carga enzimatica obteve-se menor conversdo total mesmo quando
adicionada carga enzimatica extra de B-xilosidase.

Também é possivel observar a discrepancia entre a conversdao nos ensaios com as
enzimas livres e imobilizadas, este fato esta relacionado com a solubilidade do substrato uma
vez que foi utilizado o substrato convencional (isto €, com fragdes sollvel e insoltvel) para
todos os ensaios. As enzimas imobilizadas possuem uma maior resisténcia a transferéncia de
massa dificultando o processo de hidrélise da fragdo do substrato insoltvel. MILESSI (2015),
comprovou em seus experimentos que, com XynA (XAS-1) livre e imobilizada utilizando
somente a fracdo solivel da xilana de bétula, € possivel obter as mesmas conversdes. Porém, as
cadeias de xilana de eucalipto com peso molecular préximo a 34,9 kDa (MAGATON et al.,
2008) sdo maiores que as cadeias de xilana de bétula, o que pode dificultar ainda mais a
hidrolise destes oligdmeros no caso das enzimas mobilizadas.

Além disso, também observa-se que com a adicdo da B-xilosidase a reacdo tanto para o
combinado de enzimas na forma livre quanto na imobilizada o perfil de converséao total foi
crescente proximo a 20 h de reacdo. A Figura 35 compara os perfiis de X1, X2, X3, X4 e X5
dos ensaios 1 e 3 das enzimas imobilizadas.

Figura 35 — Perfil de concentracdo de X1, X2, X3, X4 e X5 para 0s ensaios de hidrolise
enzimatica em xilana de eucalipto (6,8 g/L), pH 5,6 a 32 °C, com as enzimas XASI-1 e XASI-

1 + XASPI-4.
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Através da Figura 35 é possivel perceber ndo ha producéo de xilose ao longo da reacao
e que o perfil de cada XOS é crescente durante as 48 h de reagdo quando se utiliza somente a
enzima XASI-1. Quando esta enzima trabalha juntamente com a XASPI-4, nota-se que X2 e

X3 permanecem aproximadamente constates, X4 tem uma maior concentracdo ao final de 48 h



97

e também observa-se a producdo de X1 a partir das 12 h de reacdo. Os dados apresentados pela

Tabela 27, indicam a porcentagem de produtos (xilose e XOS) ao final das 48 h de hidrdlise.

Tabela 27 — Conversdes em termos de xilose e XOS presentes ao fim das 48 h de hidrdlise
enzimatica (XAS-1, XASI-1, XASP-4 e XASPI-4) em xilana de eucalipto (6,8 g/L), pH 5,6 a

32 °C.
Ensaio Enzima Xilose (%) XOS (%) Conversao total (%)
1 XASI-1 0,00 £ 0,00 27,08 £1,55 27,08 £1,55
2 XAS-1 + XASP-4 22,25+ 0,62 29,94 £ 0,58 52,19 £ 0,96
3 XASI-1 + XASPI-4 7,20 £ 0,03 26,96 + 0,28 34,17 £ 0,18

NOTA: ensaios realizados em duplicata. Analises realizadas em HPLC com quantificacdo de X5, X4, X3, X2 e X1.

Com base nos dados apresentados pela Tabela 27, pode-se perceber que a adigcdo da
enzima XASP-4 na reacdo produziu xilose, o0 que ndo é observado quando a enzima XAS-1 ¢
utilizada sozinha. O combinado de enzimas livres do ensaio 2 obteve melhores resultados para
a producéo de xilose e conversao total, uma vez que as enzimas livres possuem maior facilidade
em hidrolisar o substrato convencional. Por mais que o combinado das enzimas imobilizadas
tenha produzido menos xilose comparado ao combinado das livre, aquele ainda apresentou
melhora significativa no processo de hidrolise. Além disto, as enzimas imobilizadas podem ser
facilmente separadas do meio e reutilizadas diversas vezes sem perda de atividade, o que
diminui muito o custo do processo (GUIZAN, 2006). Estes ensaios sustentam a hipdtese de
que, para ocorrer a hidrolise completa do substrato em questao, é necessaria a adi¢ao de beta-
xilosidases a reacéo.

Ensaios realizados com B-xilosidase de Geobacillus stearothermophilus T-6,
pertencente a familia GH43 (assim como a XAS-4), mostrou que além de atacar xilobiose a
mesma também tem a capacidade de clivar unidades de xilose de extremidades ndo redutoras
de xilooligbmeros (SHALLOM et al. 2005).

4.5.2 Substrato de bagaco de cana-de-acgUcar

Para a hidrolise enzimética do licor hidrotérmico foi realizada concentracdo do licor
extraido em 6,8 vezes e seu pH foi ajustado para 5,6 com NaOH 1M. As hidrélises foram
realizadas a 32 °C, com carga enzimatica de 150 Ul gxitana®, em 15 g L™ de xilana na forma de
licor do bagaco de cana-de-agucar, o qual apresentava concentracédo inicial de xilose e XOS de
35e 7,6 g L%, respectivamente. Os perfis e as concentracdes de XOS ao longo do tempo sio

apresentados na Figura 36 e Tabela 28, respectivamente.
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Figura 36 - Hidrolise enzimética da xilana presente no licor hidrotérmico extraido do bagaco
de cana-de-acUcar pela agdo de XAS-1, 2 e 3 com carga de 150 Ul/gxilana OU 2250 Ul/mL.
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NOTA: anélises realizadas em HPLC com quantificacdo de X4, X3, X2 e X1.

As hidrolises enzimaticas apresentadas na Figura 35 foram acompanhadas durante 12 h,
nas quais as enzimas selecionadas se mostraram eficientes na hidrolise da xilana do licor em
termos de XOS como pode-se perceber pelos dados apresentados na Tabela 28. Assim como na
hidrolise da xilana de eucalipto, a hidrélise do licor pela XAS-1 apresentou maior concentracao
de X4 e ndo produziu xilose. Jad a XAS-2, em relacdo a producdo de xilose, se mostrou mais
eficiente que XAS-3, comportamento diferente do apresentado pela hidrélise em xilana de
eucalipto. Este comportamento pode estar relacionado a afinidade em diferentes substratos e
também pode ser um indicio da presencga de B-xilosidases pertencentes a grupos diferentes em
cada complexo (XAS-2 e XAS-3), uma vez que as duas sdo igualmente inibidas por altas
concentragdes de xilose como pode ser observado na Figura 30.
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Tabela 28 — Perfil dos XOS produzidos ap6s 12h de hidrélise enzimatica em licor
hidrotérmico com concentracdo de xilooligdmeros de 22,6 g/L e carga enzimética de 150
Ul/gxos para cada enzima estudada”.

Enzima X1t@Lh X2°@L?') X3 (gL' X4'(gL™) Conversdo total (%)

XAS-1 0,00+0,00 6,42+040 2,71+0,04 10,10%0,18 77,18 +3,43
XAS-2 201+0,68 684+013 391+0,05 7,37+0,17 82,62 +2,18
XAS-3 086+0,19 6,76+0,39 281+0,01 9,21+0,12 80,05 + 0,97

NOTA: "dados obtidos através de duplicatas; ‘xilose, 2xilobiose, 3xilotriose e “xilotetraose.

Também foi realizado um estudo de hidrélise enzimatica utilizando a XAS-1 em licor
proveniente de pré-tratamento alcalino. Uma vez que, através do estudo de caracterizacdo dos
pré-tratamentos sabe-se que a fracdo liquida (rica em hemicelulose) alcalina contém
aproximadamente 4 vezes mais lignina removida do bagaco que o licor hidrotérmico.
Comparou-se o impacto da lignina nas hidrolises dos diferentes pré-tatamentos, em pH 5,6 a 32
°C, com carga enzimatica de 150 Ul gxitana™* da XAS-1, os perfis sdo apresentados na Figura 37.

Figura 37 — Comparacgéo entre a hidrolise enzimatica entre o licor alcalino e o hidrotérmico
pela acdo da XAS-1, em pH 5,6 a 32°C.
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NOTA: andlises realizadas em HPLC com quantificacdo de X4, X3, X2 e X1.

Nota-se que a conversao total da hidrdlise enzimatica ao fim de 12 h para o licor alcalino
foi de aproximadamente 80 % (+ 1,30), conversdo muito proxima a apresentada pelo licor
hidrotérmico de 77 % (x 3,43). Estes perfis sugerem que os dois licores apresentam
caracteristicas semelhantes em relacdo a inibicdo da endoxilanase. A literatura relata que as
xilanases estudadas até 0 momento apresentam inibicdo moderada a lignina, quando comparada
a inibicdo em glucanases (BERLIN et al., 2006; KELLOCK et al., 2017). E também, a presenca
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de 35 g L de xilose no meio pode ter afetado a atividade da xilanase, como foi observado em
estudos recentes (AJIJOLAKEWU et al., 2016).

Haja visto que, para a hidrdlise enzimatica no caso da enzima XAS-1, ndo houve
diferenca nos resultados de converséo final. Vale ressaltar ainda, a importancia de se estudar a
SHIF com os diferentes pré-tratamentos, pois as enzimas e leveduras atuantes nas etapas do
processo (hidrolise, isomerizagdo e fermentagdo) podem se comportar de maneira diferente em

cada licor.
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5 CONCLUSOES

Quanto ao estudo de producéo do substrato de xilana de polpa de eucalipto branqueada:

o A extracdo da xilana de polpa de eucalipto foi realizada a 25 °C, 1:20 (m/v) de NaOH
4% durante 20 h, de precipitacdo com &cido acético a pH 6 e solubilizacdo a 60°C durante 15
minutos. Permitiu obtencdo de atividade endoxilanase similar a apresentada na hidrélise de
xilana comercial de bétula, com rendimento de 56,4%. Essa foi entdo a condi¢do de extracao
selecionada para dar continuidade aos estudos.

Quanto a caracterizacédo das 4 enzimas livres e 2 imobilizadas estudadas neste trabalho:

o Através das analises de eletroforese e medida de atividade endo e beta, p6de-se constatar
que a enzima XAS-1 (rB.subtillis ) é formada principalmente por endoxilanase, as enzimas
XAS-2 (Multifect CX XL) e XAS-3 (Accellerase XY) sdo complexos enzimaticos formados
tanto por endoxilanases quanto por B-xilosidases, enquanto que a XAS-4 (rB.subtillis produzida
in house) é restritamente B-xilosidase.

o O efeito da concentragdo enzimatica nas velocidades de hidrélise de xilana foram
realizadas para XAS-1, 2 e 3. As concentracOes selecionadas para estudo cinético com cada
enzima (dentro da faixa linear) foram: de 0,8, 3,4 e 0,07 mg/L, respectivamente. O perfil de
velocidade em funcdo da concentracdo de enzima para XAS-4, medido com substrato pNPX,
mostrou-se linear em toda a faixa estudada, sendo selecionada a concentracdo de 0,0224 g/L.
Para as enzimas imobilizadas XASI-1 e XASPI-4 foram selecionadas as concentracdes de
0,0065 Qgaerivado/mL e 0,0024 g/L, respectivamente.

o Através dos perfis de pH e temperatura, foi possivel observar que para as endoxilanases
XAS-1, 2, 3 e XASI-1, a temperatura de maxima atividade foi de 55, 60, 70 e = 80 °C,
respectivamente; enquanto que a regido de pH de méaxima atividade foi entre 5,0 e 6,0 para as
enzimas livres e entre 6,5 e 7,0 para a XASI-1. As B-xilosidases XAS-2, 3, 4 e 4 purificada
apresentaram regido de maxima atividade temperatura > 60 °C, > 55 C e entre 35 — 50 °C para
as duas XAS-4; as regides de pH de maxima atividade foram respectivamente, 7,5 — 10, 6,5 —
8,5,6,4—-8,4¢e6,4—-9,0. AXASPI-4 obteve regido 6tima em pH > 8 e temperatura > 50 °C.
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o Estabilidade térmica:

e Endos XAS-1, 2 e 3 obtiveram t, de mais de 6 dias, 20h e 20h para 32 °C, e proximos
a 9h, 3h e 3h para 50 °C, respectivamente;

e [-xilosidase XAS-4 purificada apresentou t, de aproximadamente 5h para 32 °C e
menor que 2,5 min para 50 °C; Betas dos complexos XAS-2 e XAS-3 mostraram-se
muito estaveis a 32 °C e com tempo de meia vida > 30 h para cada, a 50 °.

e Asenzimas imobilizadas se mostraram muito estaveis tanto XASI-1 quanto a XASPI-

4, sendo que a beta em 50 °C obteve t, proximo a 8 h.

o No estudo do efeito da concentracdo de substrato nas velocidades de hidrélise de xilana
foi possivel realizar bons ajustes de MM para as endoxilanases XAS-1, 2, 3 e XASI-1, com
valores de K de 11,13,7,25, 6,75 e 13,12 mg mL™?, e Vimax de 0,15, 0,07, 0,10, 0,11 mg mL™?,
respectivamente;
o No estudo do efeito da concentracdo de substrato nas velocidades de hidrélise com
pNPX foi possivel realizar bons ajustes do modelo de MM para as p-xilosidases XAS-2, 3 e
XASPI-4 obtendo como valores de Kv 0,58, 0,47, 3,93 e 6,04 mM, e Vmax de 0,22, 0,13, 0,88
e 0,36 mM min’, respectivamente;
e Para B-xilosidase XAS-4 (livre, purificada) foi ajustado o modelo de Andrews, obtendo-
se estimativas para Ku de 3,93 mM, Vmax de 0,88 mM min™ e de K igual a 5,41 mM.

o Também foram calculados os valores de Kcat € keat/ Km para todas as enzimas, sendo que
para as endo XAS-3 se obteve maior constante de eficiéncia catalitica e para as betas
XASPI-4 e XAS-3 obtiveram os melhores resultados.

o Através dos ensaios de inibicao foi possivel observar que as B-xilosidases realmente sao
inibidas por xilose, sendo os complexos XAS-2 e XAS-3 mais afetados que XASP-4 tanto livre
guanto imobilizada. Também se verificou que XASP-4 é inibida por concentracdes de xilulose,
quando testados os dois inibidores juntos foi possivel ajustar um modelo de inibi¢do que obteve
Kixilose € Kixilulose de 163,65 e 58,68 mM, e também obteve Kixiloserxilulose de 16,85 M.

Quanto as hidrolises enzimaticas:
o Com substrato de xilana de eucalipto comparando-se a conversdao maxima de xilana nas

temperaturas de 32 e 50 °C, foi possivel observar que as enzimas XAS-1, 2 e 3 tiveram melhor

desempenho de conversdo a 32 °C, e a xilanase XAS-3 se destacou na producéo de xilose para



103

ambas as temperaturas. Os combinados das enzimas XAS-1 e XAS-4 tanto na forma livre
quanto imobilizadas se mostraram mais eficientes, quando comparadas aos ensaios de XAS-1,
obtendo maior converséo total e maiores porcentagens de xilose.

. Com relacdo a hidrélise enziméatica do licor hidrotérmico as enzimas estudadas
apresentaram bons resultados de conversdo obtendo elevadas concentracfes de xilotetraose,
enquanto que XAS-2 obteve melhor resultado com converséo de 83 %.

o Também foi realizada a comparacdo entre os licores hidrotérmico e alcalino quando ao
perfil de hidrélise, nos quais observou-se que para XAS-1 o licor alcalino apresentou maxima
conversdo em 12h de aproximadamente 80 % e o licor hidrotérmico 77 %, indicando que néo

ha diferenca no uso dos licores para esta enzima.

Os estudos de caracterizacdo de cada enzima foram essenciais para a compreensdo dos
mecanismos de atuacdo destas, em diferentes meios. Constatou-se, que a enzima comercial
XAS-2 possui maior afinidade as cadeias de xilana de cana-de-agucar, quando comparada a
enzima XAS-3. Porém, em xilana de eucalipto, XAS-3 apresentou melhor desempenho na
producdo de XOS e xilose, confirmando a melhor afinidade das enzimas presentes no complexo
a este substrato. Como maior avango, destaca-se a adicdo da enzima beta-xilosidase aos
sistemas reacionais com XAS-1, onde pode-se verificar um aumento da concentracao de xilose
no meio, resultado que colabora nos estudos do processo de hidrélise dos xilooligdmeros

presente no bagaco de cana-de-agucar.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para as enzimas imobilizadas:

o Imobilizar xilanase e B-xilosidase ao mesmo suporte de uma sé vez;

o Fazer combinados enzimaticos com as enzimas XAS-2 e XAS-3 enriquecidas com
XASP-4.

o Imobilizar em diferentes suportes assim como coimobilizar a enzima XAS-4.

o Realizar experimentos com uma menor quantidade de enzima imobilizada (XAS-4) no

suporte, de modo a se diminuir a velocidade de reacdo por volume de suporte e,
consequentemente, minimizar o atraso difusional.

o Realizar um planejamento experimental, onde seriam combinadas as enzimas estudadas
com diferentes cargas enzimaticas, a fim de transformar toda a xilana presente no licor em

xilose.

SHIF:

o Realizar simulacbes do processo SHIF, a partir dos dados obtidos através da
caracterizacao das enzimas e da levedura aplicadas ao processo.

o Aplicacdo dos diferentes coquetéis enzimaticos utilizando as enzimas XAS-1, XAS-2,
XAS-3 e XAS-4 ao processo SHIF em xilana de eucalipto.

o Aplicacdo dos mesmos combinados enzimaticos nos licores ricos em xilana de bagaco
de cana-de-acucar provenientes de diferentes pré-tratamentos, a fim de selecionar o melhor licor

para producéo de etanol.
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ANEXO |

Mecanismo de reagé@o proposto para inibicdo competitiva, com tipos de inibidores.

[EL] +[L] <t—> [EI,L]

[1;]

_+_
[E] + [S] > [ES]=»[E] + [P]
L]

kﬂik .

[EL] + [I1]«&> [EL ]

A velocidade de reacao é dada por:
d[P]
vz ——= =k,.[ES I
i = Ke[ES] 0

Conservacao da enzima:
[E.1=[E]+[ES] + [EL]+[El,] + [ELI,]+ [EL,l] (1)
Aplicando a hipdtese de estado pseudo estacionario:

« = kitk, _ [EIS]

) Ky [ES] (1
Ki, = ks _ [E]L] (V)
ko o [EL]
Ki, = k., _ [E]Ll,] )
k+4 [EIZ]
Ki,, = ks _ [ELIML] V1)
K.s [ELl,]

= T EL Vi



Substituindo 111 em 1V, V e VI, substituindo tudo em I, tem-se:

[ES] + K, [ES] VK, [EST[1,] YK, [ESI[1,] [ES] (L] |

[E.]1=
[S] [S] Ki; [S] Ki, M 18] Ki,,Ki,

Isolando [ES] e substituindo em I, tem-se:

Ky [E, J[S]

@+ W1 LT 0T 0T
Ki, Ki, Ki,Ki, Ki,Ki,

vV =

Rearranjando alguns termos tem-se:

Ko [Eol[S]
R VRN (A R (N[ YRR
Ki, Ki, oKij.Ki,

vV =

Sendo que a é dado por:

1 KiyKi,+ Ki,Ki,

a Ki,Ki,,

Assim a modelo proposto a inibicdo competitiva por dois inibidores distintos:

ax [S]
[N A A
(a+ Ki, © Ki, — o.Ki,Ki, ) K + 3]

vV =

Onde:

Vmax = kZ[EO]
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[ES] LI0L1
" [S] KiyKi,
(VIII)

(IX)

(X)

(XI)
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ANEXO II

A Tabela 29 apresenta os dados obtidos experimentais utilizados para os ajustes dos

modelos do planejamento experimental.

Tabela 29 — Dados experimentais utilizados para os DCCRs.
XAS-2 XAS-3 XAS-4  XASP-4 XASPI-4

PH T PH T Atividade (Ul mL?)
1 1 5 344 114 2,66 1,96 5,0 0
1 1 o 344 044 1649 42351 38328 10642
1 1 5 556 855 2000 11,54 3,45 0,92
1 1 9 556 47,49 4989 17375 269,10 226,76
441 0 417 45 0,21 0,71 24.9 0,07 0,34
141 0 98 45 178 209 9429 17151 185,09
0 141 7 30 7.79 2832 36477 30043 76,59
0o 141 7 60 5,78 9097  187.42 82,68 170,95
0 0 7 45 2058 4657 68177 50617 14073
0 0 7 45 1938 493 71559 46074 1402
0 0 7 45 1979 4805 72284 48778 132,44
0 0 7 45 i i 669,69 i i

A Figura 38 apresenta a representacao do grafico de paretos obtido para cada ensaio de

DCCR, com os termos com significancia de 10 %.
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Figura 38 — Gréficos de paretos obtidos para cada enzima nos ensaios de DCCR com
significancia de 10%.
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