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Resumo:

O etanol pode ser produzido a partir dos acucares que compdem a biomassa
lignocelulésica (bagaco e palha) utilizando-se processos capazes de
promover a sacarificacdo dos polissacarideos. A sacarificacdo enzimatica
baseia-se na aplicagdo de polissacaridases e enzimas acessorias visando
hidrolisar as ligaces glicosidicas dos polissacarideos para produzir acicares
fermentaveis. O A&cido ferdlico desempenha um papel fundamental na
arquitetura da parede celular de gramineas interligando polissacarideos,
proteinas e lipideos. Feruloil esterases (FAEs) sdo capazes de quebrar a
esterificacdo entre residuos de acido ferulico e arabinoxilanos. A aplicacao de
feruloil esterase (FAExynz) de Clostridium thermocellum pode aumentar a
eficiéncia dos coquetéis enzimaticos voltados a sacarificacdo da biomassa
lignocelulésica em gramineas contribuindo para o desenvolvimento de uma
sociedade sustentavel.

Introducao

No Brasil, o etanol é produzido a partir da fermentacdo da sacarose contida
no caldo da cana-de-acUcar. A biomassa residual gerada pela usina é
utilizada como combustivel para caldeiras ou revendida como racdo animal.
Entretanto, o bagaco € constituido essencialmente por polissacarideos que
podem ser hidrolisados para produzir agclcares fermentaveis e posteriormente
em etanol (Buckeridge et al., 2010). Este combustivel € denominado de etanol
de segunda geracao ou etanol celuldsico ja em producao no pais desde 2014.
A lignocelulose € constituida por 35-50% de celulose, 20-35% de
hemicelulose 15-30% e lignina (Sierra et al., 2008). A celulose é um
homopolissacarideo constituido por unidades de D-glicose unidas entre si por
ligacbes glicosidicas do tipo B(1—4), sendo o principal constituinte da parede
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celular (Canilha et al., 2010). A hemicelulose é um heteropolissacarideo
ramificado cujas cadeias principais podem ser formadas por glucanos, xilanos
e mananos que podem ser ramificados acucares, oligossacarideos, acidos
urénicos e acidos hidroxicindmicos. A principal hemicelulose das gramineas,
como a cana-de-agucar sédo glucuronoarabinoxilanos feruloilados (FA-GAX). A
lignina esta presente na parede secundaria de tecidos especializados. Ela
confere resisténcia mecanica e protecdo contra o ataque de enzimas,
constituindo a fracdo ndo polissacaridica mais abundante da lignocelulose.
Formada pela ligacdo covalente de alcoois hidroxicinamicos, a lignina pode
formar ligagBes covalentes com a hemicelulose ao polimerizar-se com o acido
ferulico (FA) dos FA-GAX (Buckeridge et al., 2010).

Entre as varias enzimas que podem ser utilizadas para aumentar a eficiéncia
dos coquetéis enzimaticos voltados a digestdo de paredes celulares, as
feruloil esterases (FAEs) merecem atencédo especial. Estas enzimas agem de
forma sinérgica com xilanases e celulases potencializando o processo de
sacarificacdo da biomassa. As FAEs quebram as ligacdes éster entre 0 FA e
0 arabinoxilano e certas pectinas presentes na parede celular vegetal. Esta
atividade desagrega os polimeros interligados via FA permitindo o acesso de
xilanases. A feruloil esterase (FAExynz) de Clostridium thermocellum apresenta
peso molecular de 28 kDa (Blum et al., 2000). O gene da FAExy; foi
previamente inserido no vetor de clonagem e expressdo pET28a e
transformado em E. coli BL21 pelo grupo de pesquisa em Biologia Molecular
do Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol
(CTBE/Campinas) e gentilmente cedido para a realizagao deste projeto.

Materiais e métodos

Expressdo da proteina heteréloga: O pré-inéculo de E. coli BL21 contendo o
vetor pET28a foi transferido para um Erlenmeyer de 1 L, contendo 250 mL de
meio LB com 50 pyg/mL de canamicina e incubado em shaker a 200 rpm a
37° C. Apés 4 h de inducdo com 0,5 mM de IPTG, a amostra foi centrifugada
a 8900 g por 30 min a 4° C. Lise da célula: O pellet foi ressuspendido em 20
mL de tampao fosfato de sodio 20 mM pH 7,4 adicionando-se 1 mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil e 0,5 mg mL™ de lisozima. A suspensdo foi
incubada a temperatura ambiente durante 30 min sob leve agitacdo. Em
seguida, a amostra foi sonicada e centrifugada a 8000 g por 30 min a 4° C, e
o sobrenadante purificado em coluna de afinidade a Ni*?>. Ensaios de
digestibilidade da parede celular: quinze mg de bagaco de cana (residuo
insolivel em etanol) foram incubados com XynZ 30 pg/mL em fosfato de sédio
67 mM, pH 6,0 por 24 h a 50° C. A atividade enzimética foi determinada pela
producdo de FA e p-CA. Conteudo de hidroxicinamatos: Apos a digestédo
enzimatica, amostras do sobrenadante foram injetadas em um cromatégrafo
Shimadzu (Tokyo) equipado com um detector de arranjo de diodos. Os
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compostos foram separados em coluna C18 (150 x 4,6 mm; 5 um; Shimpack
CLC-ODS (M); Shimadzu), usando metanol:4cido acético 4% em &gua (30:70
v/v) como fase moével em fluxo de 1,0 mL/min em corrida isocratica. Os
compostos foram quantificados pelas areas dos picos detectados pela
absor¢cédo de luz UV em 322 nm, para o FA e 309 nm, para o p-CA em
comparacdo com o tempo de retencdo e as areas de padrdes.

Resultados e Discussao

A fracdo FA e p-cumarico p-CA esterificados aos arabinoxilanos da parede
celular de folha e colmo de cana de acucar foi extraida por saponificacdo
(extrac&o alcalina) e o contetdo de hidroxicinamatos determinado por HPLC

(Fig. 1).
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Figura 1. Conteldo de acidos hidroxicinamicos (AHC) extraidos da biomassa de cana-de-
acucar com NaOH 0,1 M. FA: acido ferulico; p-CA: acido p-cumarico. Valores expressos em
microgramas de AHC por grama de biomassa (N = 3+tEPM).

A figura 2 apresenta a producédo de FA e p-CA catalisado pela FAExynz a partir
de folha (palha) e colmo (bagaco) de cana-de-aclucar. Os ensaios
demonstraram que a FAExynz possui capacidade de liberar FA e p-CA a partir
de diferentes fontes de parede celular. A enzima liberou 6,3% (31,7+0,34 ug/g
biomassa) do total de FA esterificado a parede celular do colmo (504,9+46,4
Hg/g biomassa) e 3,6% (31,0+0,37 ug/g biomassa) do total de FA esterificado
a parede celular da folha (861,1+155,21 pg/g biomassa). A FAExy,; também
extraiu uma pequena fracdo, 0,8% (7,57+0,43 pg/g biomassa) e 0,9%
(7,45+0,37 pg/g biomassa) do p-CA esterificado a parede celular do colmo
(934,25+£31,84 pg/g biomassa) e folha (837,76+49,10 ug/g biomassa).
Demonstrando que a FAExy,; possui maior afinidade pelos arabinoxilanos
feruloilados (Benoit et al., 2006).
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Figura 2. Analise de acidos hidroxici-namicos (AHC) liberados de biomassa de cana-de-
acucar apos 24 h de tratamento com FAEynz. FA: acido ferulico. p-CA: acido p-cumarico.
Valores expressos em microgramas de AHC por grama de biomassa (N = 3xtEPM).

Conclusbes

Embora tenha atividade residual sobre o p-CA, a FAEyn, libera
preferencialmente FA indicando uma maior afinidade da enzima pela hidrélise
das ligagOes éster entre FA e os residuos arabinosil.
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