N

Universidade de Brasilia
Instituto de Biologia
Pos-Graduacédo em Biologia Microbiana

CARACTERIZACAO PARCIAL DE MANANASES PRODUZIDAS POR
Clonostachys byssicola CULTIVADO EM CASCA DE SOJA

DIANDRA ALBUQUERQUE LOPES COSTA

Orientador: Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjOsqShytTKAhWEG5AKHaGOCG0QjRwIBw&url=http://energiaheliotermica.gov.br/pt-br/especialistas/guia-de-pesquisa/universidade-de-brasilia-unb&psig=AFQjCNHMNhJLDPHge0v6p_VdcmIAgaBnFg&ust=1454347894171644

N

Universidade de Brasilia
Instituto de Biologia
Pos-Graduacédo em Biologia Microbiana

DIANDRA ALBUQUERQUE LOPES COSTA

Orientador: Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-
Graduacdo em Biologia Microbiana da
Universidade de Brasilia como parte dos requisitos

para obtencdo do Titulo de Mestre.

Brasilia-DF, fevereiro de 2017.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjOsqShytTKAhWEG5AKHaGOCG0QjRwIBw&url=http://energiaheliotermica.gov.br/pt-br/especialistas/guia-de-pesquisa/universidade-de-brasilia-unb&psig=AFQjCNHMNhJLDPHge0v6p_VdcmIAgaBnFg&ust=1454347894171644

CARACTERIZACAO PARCIAL DE MANANASES PRODUZIDAS POR
Clonostachys byssicola CULTIVADO EM CASCA DE SOJA

DIANDRA ALBUQUERQUE LOPES COSTA

Banca Examinadora;:

v" Profa. Dra. Janice Lisboa de Marco
v" Prof. Dr. Carlos André Ornelas Ricart

v Prof. Dr. Luis Henrique Ferreira do Vale

Prof. Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho - Orientador

Brasilia, DF — fevereiro de 2017



AGRADECIMENTOS

A Deus..
“Por tudo o que tens feito, por tudo que vais fazer, por tuas promessas e tudo que és eu quero te

agradecer por todo o meu ser...”

Ao meu esposo, Wilmar, que sempre me apoiou € me incentivou a seguir em frente com meus
objetivos. Por acreditar que sou capaz, por me acompanhar em momentos dificeis, por tolerar meus
defeitos e minhas ansiedades, por me entender.... Obrigada, pois mesmo n&o podendo estar com
vocé, durante a semana, vocé me fazia sentir segura e ndo me deixou desistir. Nao existem palavras

gue possam expressar tamanha gratiddo por vocé!

Ao0s meus pais, Antonio e Emiliana, por terem me proporcionado condi¢fes para seguir meus
objetivos. O que seria de mim sem vocés? Como eu sou grata por ter pais tdo atenciosos, mesmo
em condic@es dificeis, vocés sempre lutaram por mim. Eu ndo seria nada sem vocés. Vocés sdo

meus maiores exemplos de vida!

irmaos, Veri, iego, “especiais” da minha vida!
Aos meus irmaos, Veri, Jonatas e Diego, “esp d ha vida!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Edivaldo Ximenes, por ter me aceitado e me orientado até aqui, pela

paciéncia e por todos os ensinamentos, muito obrigada!

Aos meus colegas do laboratério: Antonielle, Andreza, Alonso, Allison, Babi, Caio, Carol, Fran,
Guilherme, Helder, Leonora, Raissa, agradeco pelos momentos divertidos, pelas companhias de

almogo, pelos momentos de gula, vocés s&o muito divertidos!

Em especial agradeco pelos ensinamentos do Helder, Caio, Antonielle, Raissa e Andreza.
Obrigada por terem tirado um tempo de vocés para me ajudar, sempre que eu precisei. Por
guardarem minhas amostras, por desligarem a bomba da cromatografia nos finais de semana, por
olharem meus géis, por aplicarem minha amostra em coluna cromatogréafica, quando eu estava em

periodo de aula, por serem tdo legais!



Aos membros da banca examinadora (Janice Lisboa, Carlos André e Luis Henrique) por terem
aceito meu convite e pelas colaboracGes durante minha qualificacdo, vocés acrescentaram muito
no meu trabalho.

As técnicas do laboratorio, Magal e Marisia, pelo suporte.

Ao professor Thomas Christopher, por disponibilizar o HPLC e estar sempre disponivel para nos

ajudar.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para o meu trabalho. Muito obrigada!



APOIO FINANCEIRO

Esta pesquisa foi desenvolvida com o apoio financeiro da CAPES, CNPq e FAPDF.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt ettt e teane e e et nee I
LISTA DE TABELAS ..ottt et sttt ne et e et nte s tenteeneene e I
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt bbbttt v
RESUIMO ...ttt bbbt bt bt h et e e bbbt b e bt e s e e et e besbesbenbenre s \Y
ABSTRACT .t b bbbt E et e et b bbbt R ettt bbb reenes VI
LN 2I0] 161070 TR 1
1.1 COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR VEGETAL ..ovveveevceeeeeeesessees e 2
IO -1 111 [ - OSSPSR 3
L.L.3 HEMICEIUIOSE ...ttt et s re e reeaeeneenreas 4
IO =Tt 1 - ST SU PSSR 7
115 LGNINA ittt bbb b bbbttt e e 8

1.2 ENZIMAS QUE DEGRADAM A BIOMASSA LIGNOCELULOSICA.........cccccovvvveernnns 9
1.2.1 ClUIASES.....e ettt ettt r ettt re et re e re e neeneenres 9
1.2.2 HEMICEIUIASES .....cveeieieeiee ettt 13
1.2.3 PECLINASES ..ottt sttt ettt bbbt bt s et e b et e nbeebeebe e b e eneene e e s 16
I I T | T[T =TSSR 18

1.3 APLICACAO INDUSTRIAL DE MANANASES.......c.ciiiieeeiieeeeeeereiesseee s, 19
1.3.1 Reducdo da viscosidade de extratos de café...........ccccoceeveiieiiiic i 20
1.3.2 INAUSEFIA A€ PAPEL ...t et 20
1.3.3 INAUSLIia d& AELEIGENTES .....cveeeeieieeieeeieeie ettt 21
1.3.4 Mananases como aditivos de ragies de animais...........cocueereerieierenenese e 21
1.3.5 Industria farmacéutica e de aliMentoS ..........cuecuviieiiereiiie i 22
1.3.6 Producéo de etanol de Segunda Geraga0 .........cccerveruerieriniirienieiee e 22
1.3.7 EXracao de 0180 08 COCO .....voviiieiiiiiiiiieieeee ettt ettt nes 23

1.4 O GENERO CIONOSACNYS ........cvuveveeeieeieeieseessiesee e ieses s esas s sssessesas s senassensssensans 23
L5 CASCA DE SOUA . ...ttt ettt b e ae s e e e et e testesteereeneene e e e e 24

2 JUSTIRIC AT IV A ettt b e r e nenne s 25



4 MATERIAIS E METODOS ..ottt 26
4.1 MICRORGANISMO ..o s 26
4.2 FONTE DE CARBONO .....oooiiiiiiii s 27
4.3 CULTIVO DO FUNGO .....ocoiiiiiiiieii et 27
4.4 SUBSTRATOS ..ottt nb e s 28

.................................................................................................................................................... 28
4.6 ULTRAFILTRACAO ..ot et es sttt ne s sane s s 29
4.7 PURIFICACAO PARCIAL .....ooveiveeesceeeeeectese s ss s en s sanes s ssses s sasn s sanes 29
4.8 ELETROFORESE E ZIMOGRAFIA ... .ottt 29
4.9 CARACTERIZACAO ENZIMATICA ..ot see e eses e nes s asnensnes 30
4.9.1 Efeito da temperatura @ PH .......ooiiiiieee s 30
4.9.2 Avaliacdo da termoestabilidade. ..o 31
4.9.3 Determinacao dos pardmetroS CINELICOS ........cviverveieirierieieeie et 31
4.9.4 Efeito de ions metélicos e EDTA na atividade de mananase ...........ccocevereneseneerennnn. 31
4.9.5 Efeito de compostos fendlicos na atividade de mananase...........cccocevveveeveceececiesnnn 32
4.10 HIDROLISE ENZIMATICA ....cooviiiieiesesseieie st 32
4.10.1 Analise por HPLC das amostras do ensaio de hidrolise ...........cccooevveveiiececieciennn, 32
4.11 ESQUEMA DA PURIFICACAO PARCIAL DE MANANASE PRODUZIDA POR C.
DYSSICOIA ...t bbb bbb 34
5 RESULTADOS E DISCUSSOES........coieieeeeeeeeieeeseeeee e eses s sss s senaanee s 35
5.1 CULTIVO DO FUNGO ......coiiiiiiiieiiie ettt sttt st snearaeneeneeneas 35
5.2 ULTRAFILTRAGAOD ....cooovieeeeeeee ettt s 35
5.3 PURIFICACAO PARCIAL DE MANANASE POR CROMATOGRAFIA DE TROCA
IONICA ..ot 36

5.4 CARACTERIZAO ENZIMATICA ..o ses et ses s 40



5.4.1 Efeito da temperatura @ PH.......oooiiiiiio e 40

L N W= 4 g ooy v oY1 [0 £ Lo [T 44
5.4.3 Efeito de ions e EDTA na atividade de MananasSesS..........cooeeeeeeeeeieeeeeeeieeeeseeieeesesinees 47
5.4.4 Efeito de compostos fenolicos na atividade de mananases ..........ccccecvevveveerieereeseennnn, 49
D45 ParaAmMErOS CINETICOS ... ittt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaaenes 51

5.5 HIDROLISE ENZIMATICA ..o oottt ettt ettt ettt ee et et et ee et ee e aeeeeneeaen, 51

B CONCLUSODES ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt ee et e e e e e e e e e e 55
T P E R S P E T IV A ..o ettt ettt e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e eeaaees 56

REFERENCIAS ..ot ettt et et et e e e e et e e et et e e et e e et et e s et e e es e e s et eses e eer et 57



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Configuragdo da parede celular vegetal .............ccoeiiiiiiniiiniee e, 3
Figura 2. llustracdo esquematica da estrutura da CEIUIOSE...........ccoeviiiriieiierce e 4
Figura 3. Estrutura de diferentes formas de Mananas............cccccceivereeiieieesesiee e 6
Figura 4. llustracdo esquematica dos principais polissacarideos pEctiCoS...........cccevvrvverieeriesivernnn 8
Figura 5. Precursores da ligNiNa ...........coviveiieii i nneas 9
Figura 6. Hidrdlise enzimatica da CelUIOSE..........cceiiiiieii e 11
Figura 7. Representacdo esquematica do CElUlOSSOMA ..........ccceevviiiiiieii i 12
Figura 8. Hidrdlise enzimatica da Manana..............cccueiveiieiieiieerie e 13
Figura 9. Mecanismo de hidrolise por reteNGED.........ccueiierieiriieeee e 14
Figura 10. Degradacdo enzimatica da pectina por PECLINASES .........ccurerierereriereeeresieese e 18

Figura 11. Microscopia confocal por fluorescéncia mostrando a remogéo de goma guar por
IMANNAWAY ...ttt e e n e e st e n e e nn e e n e et e r e e e nne e 21

Figura 12. Esquema da purificacdo parcial e caracterizacdo de 3-mananases de C. byssicola

CreSCIAO BM CASCA B SOJA ...vveveerriiiieiiecie et ettt ste et e st e e s ae e st e e e e st e s beesteeseesbeesesnsesbaesbeeneesres 34

Figura 13. Perfil cromatografico do EBC em cromatografia de troca anidnica (DEAE Sepharose
FAST FIOW) ..t bbbttt bbbt 37

Figura 14. Perfil cromatografico das fragbes ManDEAE em cromatografia de troca aniénica Q
SEPNAIOSE FAST FIOW. .. ..uiiiiieie ettt e e e s e nteeteeneeaneeaeaneenneas 39

Figura 15. SDS-PAGE e Zimograma das fracGes cromatograficas: DEAE Sepharose Fast Flow

€ Q SEPNAr0SE FASE FIOW .......oiiiiiiiiccie st be e re e 39
Figura 16. Efeito da temperatura na atividade de mananase ..........cccceevveevieiieeviecniee e 41
Figura 17. Efeito do pH na atividade de Mananase ...........ccceevveiiieiie e s 42

Figura 18. Determinacdo da termoestabilidade de mananase do extrato bruto concentrado a 40,



Figura 19. Determinacdo da termoestabilidade de mananase da fracdo semi-purificada a 40, 50 e

Figura 20. Quantificacdo de agUcares redutores totais por DNS obtidos pela hidrélise da manana
1% e da casca de soja pelas enzimas d0o EBC..........cccooiiiiiiiiiiiieeeeee e 52

Figura 21. Identificacdo de mano-oligossacarideos produzidos durante a hidrolise da manana 1%

por enzimas PresentesS N0 EBC .......ccviiiiie ettt 54



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composi¢ao quimica da CasCa de SOJA .....cverueriereriererieeeseeieie e sre e, 25
Tabela 2. Resultados obtidos a partir da ultrafiltracdo do extrato bruto de C. bysicola................ 36
Tabela 3. pH e temperatura 6tima de mananase descrita para diferentes microrganismos .......... 43
Tabela 4. Efeito de ions e EDTA na atividade de mananase ...........ccoceevvrereneneneneseseseeneenenns 48

Tabela 5. Efeito de ions e EDTA na atividade de mananases de diversos microrganismos........ 49

Tabela 6. Efeito de compostos fendlicos na atividade de mananase ..........cccccccevveveeviesieseernene, 51



LISTA DE ABREVIATURAS

AAs: atividades auxiliares

CBH: celobiohidrolases

CBM: modulo de ligacao ao carboidrato

CDH: celobiose desidrogenase

CM: farelo de copra

GG: goma guar

KG: goma de konjac

LiP: lignina peroxidase

LBG: goma de alfarroba

Man-DEAE: fracdo reunida da
cromatografia utilizando a coluna DEAE
Sepharose Fast Flow

Man-QFF: fracdo reunida da cromatografia
utilizando a coluna HiTrap Q Sepharose Fast

Flow

MnP: manganés peroxidases

DNS: &cido 3,5-dinitro-salicilico

EBC: extrato bruto concentrado

EG: endoglicanase

EDTA: &cido etilenodiamino tetra-acético

GH: glicosideo hidrolase

HPLC: cromatografia liquida de alta

performance

LPMO:

polissacarideos

monooxigenases  liticas  de

PS: parede secundéria

PG: poligalacturonases

PKM: farelo de améndoa de palma

PMG: polimetilgalacturonase

PMGL.: polimetilgalacturonato liase

SDS-PAGE: dodecil sulfato de sédio —
eletroforese em gel de poliacrilamida

Ul: Unidade Internacional



RESUMO

As mananases microbianas sdo principalmente enzimas extracelulares, cuja producéo é
grandemente influenciada por fatores nutricionais e fisioquimicos, como fonte de
nitrogénio, carbono, pH, temperatura, agitacdo e concentracdo de oxigénio dissolvido.
Dada a propriedade de atuar em uma ampla faixa de pH e temperatura, as mananases
microbianas apresentam uma variedade de aplicagcdes, podendo ser empregadas na
producdo de etanol de segunda geracdo, industrias téxteis, como também no
melhoramento do valor nutricional de alguns alimentos. Neste trabalho, o fungo
filamentoso Clonostachys byssicola foi utilizado para producdo de mananases tendo a
casca de soja como fonte de carbono. C. byssicola, foi cultivado em meio submerso
contendo casca de soja 1% por sete dias. O extrato bruto, concentrado por ultrafiltracdo
(EBC) com membrana de retencéo de 30 kDa, apresentou atividade de mananase de 4,18
Ul/mL. As amostras de mananases presentes no EBC foram semi-purificadas por dois
tipos de cromatografia de troca aniénica: DEAE Sepharose Fast Flow (DEAE) e Q
Sepharose Fast Flow (QFF). O EBC e a fracdo semi-purificada (ManQFF) apresentaram
temperaturas com maior atividade a 55 e 45 °C, respectivamente. Ambas as amostras
enzimaticas foram mais ativas em pH 5,0. As amostras enzimaticas do EBC e ManQFF
apresentaram termoestabilidade a 40°C por um periodo de 192 horas e 50 min,
respectivamente. O fon Co?" aumentou as atividades de mananases do EBC (15%) e
ManQFF (35%) quando incubado em uma concentragédo final de 10 mM. Contudo, os
compostos fendlicos inibiram a atividade de mananase. A atividade de mananase do EBC
apresentou um Ky aparente de 12,73 + 1,97 mg/mL e Vmax de 7,65 £ 0,52 Ul/mL,
enquanto a presente na fracdo semi-purificada exibiu Km de 8,53 £ 0,31 mg/mL e Vmax
de 0,255 + 0,0033 UI/MI. A analise da eletroforese e zimografia, mostrou que C. byssicola
produz proteoformas de mananases com massas moleculares variando de 36,6 a 53 kDa.
Ademais, os ensaios de hidrdlise enzimatica da manana 1% e da casca de soja 1% com
amostras do EBC, mostraram a producdo de grandes quantidades de mano-

oligossacarideos, cujos principais produtos liberados foram manose e manobiose.

Palavras chave: mananase, casca de soja, Clonostachys byssicola



Vi

ABSTRACT

Microbial mannanases are mainly extracellular enzymes whose production is greatly
influenced by nutritional and physicochemical factors such as nitrogen and carbon
sources, pH, temperature, agitation and dissolved oxygen concentration. Given the
property of acting in a wide range of pH and temperature, the microbial manannases
present a variety of applications, being able to be used in the production of second
generation ethanol, textile industries, as well in improving the nutritional value of some
foods. In this work, the filamentous fungus Clonostachys byssicola was used to produce
mannanases having the soybean hull 1% as carbon source C. byssicola, was cultivated in
submerged medium containing soybean hull for seven days. The crude extract was
concentrated by ultrafiltration (EBC) membrane with retention of 30 kDa and presented
mananase activity of 4.18 IU/mL. The mannanase samples present in the EBC were semi-
purified by two types of anion exchange chromatography: DEAE Sepharose Fast Flow
(DEAE) and Q Sepharose Fast Flow (QFF). Both, EBC and semi-purified fraction
(ManQFF) were more active at 55 and 45 °C, respectively. Both enzymatic samples were
also more active at pH 5.0. Regarding their thermostability, EBC and ManQFF enzymatic
samples showed half-lives of 192 hours and 50 min at 40°C, respectively. The Co?* ion
increased mannanase activities of EBC (15%) and ManQFF (35%) when incubated at a
final concentration of 10 mM. However, phenolic compounds inhibited the activity of
mannanase. EBC mannanase activity had an apparent Ky of 12.73 £ 1.97 mg/mL and
Vmax 0f 7.65 + 0.52 1U/mL, whereas the semi-purified fraction exhibited Km of 8.53
0.31 mg/ mL and Vmax 0of 0.255 + 0.0033 IU/mL. Electrophoresis and zymogram studies
showed that C. byssicola produces proteoforms of mannanases with molecular mass
varying from 36.6 to 53 kDa. In addition, enzymatic hydrolysis experiments of mannan
1% and soybean hulls 1% with EBC samples showed the production of large quantities

of mannooligosaccharides, mannobiose and mannose.

Keywords: mannanase, soybean hull, Clonostachys byssicola



INTRODUCAO

A biomassa lignocelul6sica, um dos maiores componentes estruturais presentes
em plantas, representa grande parte da matéria organica renovavel sendo composta
principalmente de lignina, celulose e hemicelulose. Devido as suas propriedades
quimicas, esse substrato apresenta grande importancia biotecnolégica (HOWARD, et al.,
2003; MALHERBE & CLOETE 2002). A conversdao de materiais lignocelulésicos em
produtos com valores agregados, tais como substratos para fermentacdo, compostos
quimicos e biocombustiveis é uma estratégia de desenvolvimento sustentavel
(FERNANDO, et al., 2006; RAGAUSKAS, et al., 2006). A otimizacdo do uso da
biomassa, de modo que se tenham cadeias de valores similares aquelas dos derivados
do petréleo, é o principal objetivo da biorrefinaria. Biorrefinaria é definida como uma
instalacdo que integra processos de conversdao de biomassa em biocombustiveis,
insumos quimicos, materiais, alimentos e energia (EMBRAPA AGROENERGIA,
2015). Os principais setores responsaveis por fornecerem matéria prima renovavel para
biorrefinaria sdo agriculturas, silviculturas e industrias (CHERUBINI, 2010).

Os residuos agroindustriais sdo fontes de carbono utilizadas para o crescimento
de diversos tipos de microrganismos, dentre eles, os fungos filamentosos estéo entre 0s
principais microrganismos que degradam lignocelulose em ambientes naturais
(ALVAREZ; REYES-SOSA; DIEZ, 2015). Um dos fatores que dificultam a degradac&o
desses residuos é a presenca dos polissacarideos que compde a parede celular das plantas,
também conhecidos como holocelulose vegetal, e a lignina. Juntos, eles sdo responsaveis
por aumentar a recalcitrancia da parede celular vegetal, dificultando sua degradacéo,
como também a intrusdo de microrganismos (ABRAMSON; SHOSEYOV; SHANI,
2009; SIQUEIRA e FERREIRA FILHO, 2010).

A complexidade e heterogeneidade da parede celular das plantas requer a acao
sinérgica de glicosil hidrolases produzidas por microrganismos. A quebra da estrutura
holocelulésica € realizada por um conjunto de enzimas, incluindo celulases,
hemicelulases e pectinases (SIQUEIRA et al., 2009). Uma forma de facilitar a degradacgéo
da estrutura lignocelulésica é a inclusdo de etapas de pré-tratamento que facilitam a
remocgédo de lignina, tornando a celulose e hemicelulose mais acessiveis as enzimas
hidroliticas (MOREIRA, 2013). Dentre os métodos de pré-tratamento, sdo descritos 0s
métodos fisicos (moagem), quimicos (acido diluido), térmicos (tratamento a vapor) e

biolégicos (fungos que degradam a madeira) (KRISTENSEN, 2009). Durante o pré-



tratamento, parte da hemicelulose é removida devido a sua proximidade com a celulose,
entretanto, grande parte desse polissacarideo permanece na fragdo sélida do material,
podendo ser utilizado como substrato para indugdo enzimatica (MOREIRA, 2013).

A maioria das enzimas industriais sdo hidroliticas, sendo utilizadas para
degradacéo de substancias naturais. Depois das proteases, as carboidrases representam o
segundo maior grupo de enzimas utilizadas em industrias téxteis e de detergente (KIRK;
BORCHERT; FUGLSAND, 2002). Como as celulases e xilanases, as enzimas que
degradam manana (mananase) possuem aplicacbes em diversos processos
biotecnologicos, incluindo industrias de papel, téxtil, café, alimentos, producdo de etanol
de segunda geracio (RODRIGUEZ et al., 2012).

1.1 COMPOSICAO DA PAREDE CELULAR VEGETAL

A parede celular da planta é uma fonte de lignocelulose, cuja estrutura é
representada principalmente pela interagdo fisico-quimica de celulose, hemicelulose e
lignina (ANDREAUS; FERREIRA FILHO; BON, 2008). Descrita como uma estrutura
dindmica, a parede celular é composta por trés camadas (fig. 1). A primeira camada a ser
formada é a lamela média, onde sua formacao comega nas etapas finais da divisao celular.
A lamela média é responsavel por unir as paredes celulares vegetais adjacentes,
consistindo principalmente de substancias pécticas e algumas proteinas. Os componentes
pécticos formam géis hidrofilicos que cimentam uma célula a outra produzindo tecidos
(SIQUEIRA e FERREIRA FILHO, 2010; VANNUCE e REZENDE, 2003).

A parede celular primaria é uma estrutura altamente hidratada. Depositada
durante o crescimento celular ela contém poucas microfibrilas de celulose que estdo
embebidas em uma matriz gelatinosa composta por pectina, hemicelulose, glicoproteinas,
extensinas e expansinas. A parede priméria apresenta algumas fun¢des como suporte
mecanico, estrutural e protecdo contra patdégenos (REITER, 2002; SIQUEIRA e
FERREIRA FILHO, 2010).

A parede celular secundaria é formada depois que a célula atinge forma e
tamanhos definidos. Quando se considera a mesma célula, geralmente, a parede
secundaria € mais espessa e menos hidratada que a parede primaria apresentando trés
camadas sucessivas de celulose (S1, S2 e S3). A quantidade de celulose presente na
parede secunddria € maior que a primaria, no entanto a presenca de hemicelulose € menos

abundante. A lignina comeca a ser formada no final do espessamento da parede,



normalmente na lamela média, fortalecendo os tecidos e aumentando a rigidez da parede
celular (KRISTENSEN, 2009; KUBICEK, 2012; SIQUEIRA e FERREIRA FILHO,
2010).

Membrana

plasmatica
b) Parede secundéria

s3 -
-—

52

51.

.. Roseta

Parede
primaria

.. Lignina

+—1— Celulose

R

Lamela > &
média \\5‘\—.._!!-‘:5 . Hemicelulose

" Proteina

. Lamela média

"~ Parede priméria

Figura 1:Configuracéo da parede celular vegetal. a) Camadas da Parede celular vegetal; b) Parede celular
secundéria representada por S1, S2 e S3. Extraido de Sticklen (2008).

1.1.2 Celulose

A celulose € o polissacarideo mais abundante da natureza, compondo cerca de
45% do peso seco da madeira (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005; PEREZ, et al., 2002).
Pode ser encontrada em plantas e alguns microrganismos, como bactérias. Umas das
principais funcdes da celulose é atuar como polimero estrutural (SAMIR; ALLOIN;
DUFRESNE, 2005). Na natureza, a celulose esta disponivel na sua forma quase pura,
como polpas de algoddo, ou como fibras embebidas em uma matriz de biopolimeros
estruturais, principalmente hemicelulose e lignina (LYND, et al., 2002). Constituida por
unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1,4) os polissacarideos
celulésicos apresentam unidades repetitivas, denominadas celobiose, e formam um
homopolimero de cadeira linear que esta associado com outras cadeias de celulose através
ligacGes de hidrogénio e forcas de van der Waals (fig.2). Juntas, as cadeias de celulose
formam microfibrilas que podem assumir duas diferentes formas, a forma cristalina, uma

estrutura insolavel, e a forma amorfa, no qual a celulose ndo tem um arranjo definido,



nessa condicdo a celulose esta sucessivel a maiores ataques enzimaticos (KUBICEK,
2012; VILLARREAL et. al., 2012).

A forma cristalina da celulose é devido as forcas atrativas que existem entre as
moléculas formando microfibrilas altamente ordenadas, sendo resistentes a tragéo,
solvatacao, ao alongamento, e consequentemente, sdo insolUveis a maioria dos solventes
(AZEVEDO, 2011). O grau de polimerizagdo (DP) das moléculas de celulose, pode variar
de acordo com o tipo de celulose utilizada, valores de DP 10.000 em celulose de madeira
e 15.000 em celulose de algodéo, sdo parametros que contribuem para o estudo de suas
propriedades fisico-quimicas. (SAMIR; ALLOIN; DUFRESNE, 2005).

Figura 2: llustracdo esquematica da estrutura da celulose (HUANG e FU, 2013).

1.1.3 Hemicelulose

Hemiceluloses sdo o segundo polissacarideos mais abundantes na natureza,
representando certa de 20-30% do peso seco da madeira. Seus polimeros heterogéneos
podem apresentar cadeias lineares ou ramificadas de aglcares como a xilose, galactose,
manose, glicose e arabinose. Encontrados em estreita associagdo com a celulose e a
lignina nas paredes celulares das plantas, as classes de hemiceluloses sdo nomeadas de
acordo com as unidades principais de agUcares presentes na cadeia principal. Cerca de
um terco de todos os componentes presentes em plantas € representado por
heteropolimeros hemiceluldsicos. A quantidade de hemicelulose encontrada na parede
primaria é maior do que em paredes secundarias e sua composic¢ao nas plantas pode variar
em angiospermas e gimnospermas. Em gimnospermas sao encontradas principalmente
galactoglicomananas e glicomananas, em contrapartida, a presenca de
arabinoglicoronoxilanas e acetilglicoroxilanas sdo mais frequentes em angiospermas.
Geralmente, hemiceluloses encontradas em angiospermas sdo moléculas maiores quando

comparada com moléculas encontradas em gimnospermas, podendo conter entre 150-200



residuos (DHAWAN e KAUR, 2007; MALGAS; DYK; PLETSCHKE, 2015;
MOREIRA e FERREIRA FILHO, 2008).

As mananas, distribuidas como parte das fragdes hemicelulésicas em
gimnospermas, angiospermas, sementes e plantas de leguminosas, sdo polissacarideos
constituidos de residuos de hexoses lineares ou ramificados. As mananas séo classificadas
em quatro subfamilias: Mananas lineares, glicomananas, galactomananas e
galactoglicomananas (fig.3). As cadeias principais de manose sdo unidas por ligagdes do
tipo B-(1,4) podendo apresentar uma combinacdo de residuos de manose e outros
polissacarideos, como tambem, ramificacGes de residuos de galactose (MOREIRA e
FERREIRA FILHO, 2008). As mananas apresentam diversas funcdes nas plantas, tais
como estrutural, estando em estreita associagdo com a celulose, armazenamento, em
endospermas de semente e vactolos de tecidos vegetais, e como molécula sinalizadora
para o desenvolvimento e crescimento de algumas plantas (LIEPMAN et al., 2007;
MOREIRA E FERREIRA FILHO, 2008).

Mananas lineares sdo polissacarideos compostos de residuos de manose,
contendo menos que 5% de galactose. Alguns desses polissacarideos apresentam
propriedades imunofarmacoldgica e terapéutica, podendo ser encontrados em gréos de
café e endospermas de Palmae (MOREIRA E FERREIRA FILHO, 2008).

Galactomananas, consistem de um esqueleto carbénico formados por residuos
de manose, apresentando cadeias laterais de galactose com ligagdes do tipo a-(1,6).
Devido a presenca de galactose, sdo polissacarideos sollveis em agua, podendo ser
derivados de gomas guar, tara e alfarroba. Esses polimeros podem ser utilizados como
espessantes e estabilizantes de muitos produtos alimentares (PARVATHY, et al., 2005;
SHOBHA, et al., 2005). Galactomananas apresentam mais que 5% de residuos de
galactose, sua distribuicdo pode variar em diferentes tipos de plantas, sendo encontrada
principalmente em sementes das familias de leguminosas. Quando localizadas em
endospermas de sementes, galactomananas apresentam fungfes fisioldgicas, sendo
responsaveis por reterem agua, impedindo o secamento de sementes e a desnaturagdo de
proteinas essenciais para a germinacdo (MOREIRA E FERREIRA FILHO, 2008).

Glicomananas compreendem residuos de manose e glicose que estdo
interligados, aleatoriamente, apresentando ligagdes do tipo -(1,4), com uma proporcao
de 3:1 (manose/glicose). Séo polissacarideos que podem atuar como preventivos de

doencas crénicas e como agentes de controle de peso. Elas estdo presentes em pequenas



quantidades em fragcdes hemiceluldsicas de angiospermas e representam certa de 3-5% do
material celular total (MOREIRA E FERREIRA FILHO, 2008).

Galactoglicomananas sdo heteropolissacarideos que apresentam uma cadeia
principal linear contendo residuos de manose e glicose, com liga¢des do tipo B-(1,4), e
pontos de ramificacOes de a-galactoses. A galactose, pode se ligar tanto a manose quanto
aos residuos de glicose. Sua solubilidade em agua é devido a presenca de substituintes
laterais de galactose (MOREIRA E FERREIRA FILHO, 2008; WILLFOR, 2003).
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Figura 3. Estrutura das diferentes formas de mananas. A) Manana linear; B) Galactomanana; C)
Glicomanana; D) Galactoglicomanana. (DHAWAN e KAUR 2007).



1.1.4 Pectina

Os polissacarideos pécticos estdo entre 0s mais complexos da parede celular
sendo considerados polissacarideos estruturais (JARAMILLO, 2014; PALIN e
GEITMAN, 2012). As substancias pécticas sdo um complexo coloidal de polissacarideos
acidos, formados por residuos de acido galacturdnico unidos por ligagdes do tipo a-(1,4),
sendo encontrados principalmente na lamela média. No geral, o termo pectina, designa
acidos pectineos soltveis em agua, contendo diferentes grupos de metil éster, e um grau
de neutralizacdo capaz de formar géis com acucares e acidos (UENOJO e PASTORE,
2007). As pectinas apresentam regides ramificadas e ndo ramificadas, podendo ser
classificadas em trés familias (fig. 4): homogalacturonana, ramnogalacturonana | e
ramnogalacturonana Il. Homogalacturonanas sdo compostas por cadeias lineares de
residuos de &cido galacturénico, representando os polissacarideos pécticos mais
abundantes da parede celular e correspondendo cerca de 60-65% do total das pectinas.
Ramnogalacturonanas |, sdo formadas por residuos alternados de &cido galacturdnico e
ramnose. A estrutura desse polissacarideo, apresenta uma composicdo de acgucares
altamente heterogéneos, podendo ser lineares ou ramificados. Ramnogalacturonana 11,
contém um dominio complexo de pectina constituido por onze tipos diferentes de
acucares, compondo 10% da pectina (CAFFALL e MOHNEN, 2009; JARAMILLO,
2014; PALIN e GEITMAN, 2012).

As pectinas sdo substancias com grande relevancia nas indudstrias alimentares,
sendo utilizadas para a producdo de géis, como gelatinas. As diversidades nas estruturas
de pectinas geram diferentes propriedades gelificantes. A tendéncia para a formacéo de
géis se da pela distribuicdo dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos, responsaveis pela
solubilidade da pectina. Além do mais, o0 grau de esterificacdo também pode influenciar
as propriedades quimicas (MAATSCH, et al., 2016). A utilizacdo de pectinas em
indUstrias farmacéuticas, tem mostrado o grande potencial desses polissacarideos na
influéncia de niveis favoraveis de colesterol no sangue. Nesse caso, um consumo de 6 g
por dia de pectina é necessario para um significante efeito na reducdo do colesterol.
Ademais, pectinas atuam como substancias profilaticas naturais, contra o envenenamento
por cations toxicos. Sendo efetiva na remocdo de chumbo e mercdrio do sistema
respiratorio e gastrointestinal (SRIAMORNSAK, 2003).

Maiores proporcdes dos polissacarideos pécticos sdo encontradas em lamelas

médias de alguns tipos de plantas, entretanto, para 0 uso comercial as pectinas sao



extraidas de frutas citricas, bagaco de macd, como também subprodutos da fabricacdo de
sucos. Outras fontes alternativas incluem residuos de beterraba, provenientes da
fabricacdo de acUcar, residuos de girassois, sementes utilizadas para producéo de 6leo
comestivel e residuos de manga (SRIAMORNSAK, 2003).

Ramnogalacturonana Il Homogalacturonana Ramnogalacturonana |

Figura 4. |llustracdo esquemética dos principais polissacarideos pécticos. (HARHOLT;
SUTTANGKAKUL e SCHELLER, 2010).

1.1.5 Lignina

A lignina compreende um complexo polifendlico que sdo depositados
predominantemente durante o espessamento da parede celular secundaria, tornando a
parede celular rigida e impermeavel. Sua biossintese pode ocorrer de forma natural,
evento programado pelas células, ou de forma induzivel, devido a condigdes de estresses
e perturbagdes nas moléculas da parede celular (VANHOLME, et al., 2010). Os principais
constituintes da lignina (fig. 5) sdo denominados monoligndis, alcool coniferilico, alcool
sinapilico e alcool p- coumarilico (ACKER et al., 2013). Em angiospermas a composi¢do
de lignina se d& principalmente por unidades de guaiacil e siringil, no entanto,
gimnospermas sao constituidas principalmente por unidades de guaiacil, apresentando
uma menor quantidade de p-hidroxifenil (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003).

Sintetizada por uma grande quantidade de plantas e algumas espécies de algas,
a lignina constitui cerca de 15-40% da massa seca de plantas. Tem como funcéo fornecer
suporte estrutural, aumentando a recalcitrancia da parede, uma vez que ela esté associada
a celulose e a hemicelulose, sendo assim resistente a ataques bioldgicos. (ABRAMSON;
SHOSEYOQV; SHANI, 2010; GHAFFAR e FAN, 2013).

As ligninas apresentam diversos tipos de aplicagdes, podendo ser utilizadas

industrialmente como agentes dispersantes em tintas, pesticidas, inseticidas, auxiliando



na reducdo de agua, resultando em um produto menos permeavel. Atua como agente
emulsificante e como estabilizador de emuls6es, como também, tem sido utilizada como
aditivos de adesivos, podendo ser incorporada em adesivos poliméricos, como resinas
formicas e poli-acrilamidas (HERNANDEZ, 2007).
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Figura 5: Precursores da lignina. a) Alcool p- coumarilico; b) Alcool coniferilico; ¢) Alcool sinapilico.
(DOHERTY; MOUSAVIOUN; FELLOWS, 2011).

1.2 ENZIMAS QUE DEGRADAM A BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

1.2.1 Celulases

As celulases podem ser encontradas em uma diversidade de microrganismos. Em
bactérias as celulases estdo presentes como estruturas agregadas que atacam as células,
denominadas celulossomas, em contrapartida, as celulases de fungos apresentam uma
arquitetura simples, contendo um dominio catalitico e um mddulo de ligacdo ao
carboidrato (CBM). O mecanismo de hidrélise enzimatica da celulose ocorre pela acéo
sinérgica de trés classes de enzimas: endoglicanases, celobiohidrolases ou exoglicanases
e as B-glicosidases. (JUTURU e WU, 2014).

As endoglicanases, clivam ligagOes internas da celulose, preferencialmente as
regides amorfas, liberando oligossacarideos de diferentes tamanhos e consequentemente,
expondo as extremidades das cadeias glicosidicas para que as celobiohidrolases, possam

atuar (HORN et al., 2012). Celobiohidrolases, degradam regides terminais redutoras
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(celobiohidrolases 1) e ndo redutoras (Celobiohidrolases I1) liberando como produto final
a celobiose, contudo, em casos extremos pode haver a liberagéo de glicose (MOREIRA;
MILANEZI; FERREIRA FILHO, 2011). Por fim, a celobiose liberada é clivada em
residuos de glicose pelas B-glicosidases, que servem como uma fonte de carbono
metabolizavel por fungos (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005).

A atuacdo de outros tipos de enzimas responsaveis por despolimerizar a celulose
tem sido identificada por diversos pesquisadores (fig. 6). As celulases oxidativas sdo
responsaveis por degradar a celulose por meio de reacdes de radical livre. Algumas
enzimas acessOrias como oxidases liticas atuam juntamente com endoglicanases
liberando oligbmeros com extremidades redutoras das cadeias glicosidicas (JUTURU e
WU, 2014). Essas enzimas pertencem a classe de monooxigenases liticas de
polissacarideos (LPMO), anteriormente classificadas como GH61 e CMB33 no banco de
dados do CAZy (http://www.cazy.org). As LPMOs degradam a estrutura cristalina da
celulose por um mecanismo oxidativo, tornando o substrato acessivel a outros tipos de
enzimas. As LPMOs, previamente descritas como GH61 e CMB33, apresentam
similaridades estruturais, como um agrupamento amino N-terminal e duas histidinas que
podem se ligar a ions metalicos. Essas enzimas foram reclassificadas como atividades
auxiliares (AAs) das familias AA9 e AAL0, respectivamente (HEMSWORTH, et al.,
2014; HORN, et al., 2012).

As enzimas pertencentes a familia AA9, representada quase exclusivamente por
fungos que degradam a madeira, catalisam a hidrolise oxidativa da celulose na presenca
de um doador externo de elétron, como o acido galico. Sdo enzimas que apresentam
atividade dependente de cobre oxidando, principalmente, o carbono C1 da estrutura do
anel da glicose, podendo também oxidar os carbonos C4 e C6. Essas diferencas, poderiam
ser explicadas pela ndo especificidade de algumas enzimas, como também por diferencas
entre as sequéncias de AA9. Outros estudos sobre AA9 mostram que além do &cido
galico, as enzimas pertencentes a essa familia podem utilizar diferentes tipos de doadores
de elétron, como &cido ascorbico, glutationa reduzida, e as celobioses desidrogenases.
Ademais em substratos que contém lignina, a lignina atua como doadora de elétrons.
(HORN, et al., 2012).

As enzimas da AA10, comumente encontradas em bactérias e virus, sdo
monooxigenases dependentes de cobre que utilizam oxigénio molecular e doadores de

elétron externos. S&o enzimas capazes de degradar oxidativamente estruturas cristalinas
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de quitina e celulose. Essas enzimas, aumentam a acessibilidade do substrato para
enzimas hidroliticas, e assim, atuam sinergicamente. As enzimas pertencentes as familias
AA10 sdo estruturalmente similares as AA9, apresentam superficies planas que permitem
a ligacao do substrato (LEVASSEUR, et al., 2013).

A celobiose desidrogenase (CDH) é uma enzima extracelular produzida por
varios fungos que degradam a madeira, responsavel por oxidar celodextrinas,
manodextrinas e lactose. Essas enzimas pertencem a subfamilia AA3_1, sdo
hemoflavoenzimas extracelulares produzidas sob condi¢des de culturas que contém
celulose, como fonte de carbono, por fungos. As CDHs séo responsaveis por oxidarem o
carbono na posi¢do C1 de uma molécula de celobiose, 0 hemiacetal é convertido em uma
lactona que hidrolisa espontaneamente um &cido carboxilico (HENRIKSSON;
JOHANSSON; PETTERSSON, 2000; LEVASSEUR, 2013).

B-glicosidase
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Figura 6. Hidrélise enzimética da celulose. Abreviacdes: EG, endoglicanases; CBH, celobiohidrolases; CDH,
celobiose desidrogenase; CBM, modulo de ligacdo ao carboidrato; GH61, glicosil hidrolases da familia 61.
(HORN, et al., 2012).

As celulases de diversos microrganismos apresentam em sua estrutura um
dominio catalitico, regido que ocorre a catalise enzimatica, e um CBM. Inicialmente os
CBMs foram classificados como dominio de ligacdo a celulose (CBD), baseados na
descoberta inicial de varios médulos que se ligavam a celulose. Contudo, esses modulos
foram encontrados em outros tipos de enzimas, necessitando assim de uma reclassificagéo
desses polipeptideos. Geralmente os CBMs sdo encontrados em familias de glicosil
hidrolases, que contém enzimas que degradam polissacarideos soltveis (SHOSEYOQV;
SHANI; LEVY, 2006; VARNAI; SIIKA-AHO; VIIKARI, 2013).
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As celobiohidrolases e as endoglicanases apresentam em sua estrutura um
modulo catalitico e um CBM. O CBM tem como fungdo permitir o contato do dominio
catalitico com o substrato para assegurar uma orientacao correta, aumentar a concentragao
de enzimas no substrato e romper a estrutura cristalina do substrato. O dominio catalitico
é conectado ao CBM por sequéncias de ligacao, e a falta do CBM pode acarretar em uma
reducdo da atividade hidrolitica do mddulo catalitico (ARANTES e SADDLER, 2010).

A degradacdo da celulose por bactérias é realizada por meio de complexos multi-
enzimaticos, denominados celulossomas (fig. 7). Os celulossomas estdo ligados a
superficie da célula bacteriana e consistem de enzimas descritas na literatura, como
exoglicanases, endoglicanases, xilanases, mananase, liquenase, esterase feruloil, e
algumas proteinas que apresentam funcGes estruturais. Celulossomas apresentam uma
estrutura bastante ordenada, cada subunidade do celulossoma apresenta um dominio néo
catalitico que interage com uma proteina estrutural, contendo um CBM e nove elementos
repetitivos, denominados coesinas. Alguns microrganismos apresentam outro dominio
designado dominio de peptideo repetido 2 (DPR2), que esta relacionado com a ligacdo da
proteina estrutural a parede celular da bactéria (XIMENES e FELIX, 2003).
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Figura 7. Representacdo esquemética do celulossoma. Abreviagbes: CBM, modulo de ligacdo ao

carboidrato; CD, dominio catalitico; DS, dominio “dockerin” ou dominio de peptideo repetido (TAMARU,
etal., 2010).

1.2.2  Hemicelulases

A degradagéo da estrutura hemiceluldsica de mananas envolve a agéo sinergica
de enzimas que clivam a cadeia principal de polissacarideos e removem substituintes
laterais (fig. 8). Sinergismo ocorre quando a atividade exibida por misturas de sistemas
enzimaticos € maior do que a soma das atividades dessas enzimas quando avaliadas
individualmente. Com relacdo as enzimas mananoliticas, dois tipos de sinergismo sao

observados, 0 homosinergismo e heterosinergismo. Homosinergismo €é definido como a
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cooperatividade entre duas enzimas que degradam a cadeia principal (por exemplo, B-
mananases ¢ [3-manosidases) ou entre duas enzimas que removem os substituintes laterais
(como as a-galactosidases e acetil-manana esterase). Por outro lado, heterosinergismo é
a interacdo sinérgica entre enzimas que degradam a cadeia principal e cadeias laterais
(MOREIRA e FERREIRA FILHO, 2008; ZHANG e LYND, 2004).

As enzimas que degradam a manana fazem parte de um grande arsenal de glicosil
hidrolases produzidas por fungos e bactérias que degradam a madeira. Essas enzimas sdo
classificadas com base na similaridade de suas sequéncias podendo ser agrupadas em
familias 5 e 26 de glicosil hidrolases, compostas de endoglicanases e mananases.
Membros da familia 5 sdo representados por enzimas que degradam manana, podendo ser
encontradas em bactérias e diversos microrganismos eucariotos, apresentando enzimas
com estruturas em forma de barril. Em contrapartida, a familia 26 é representada, quase
exclusivamente, por enzimas produzidas por bactérias (MOREIRA e FERREIRA
FILHO, 2008; VAN ZYL, et al., 2010).

B-mananase

B-Glc-(1— 4)-B-Man-(1— 4)-B-Man-(1—4)-B-Man
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B-manosidase B-glicosidade

B-Man-(1— 4)-B-Man-(1— 4)-p-Man-  B-Glc-(1— 4)-B-Man-(1— 4)-

Figura 8. Hidrdlise enziméatica de manana (CHAUHAN et al., 2012).

A maioria das enzimas envolvidas na hidrolise das mananas lineares sdo -
mananases e f-manosidases. As f-mananases Sa0 enzimas responsaveis por degradarem
regibes internas do esqueleto carbdnico da manana, liberando mano-oligdmeros e
produzindo novas cadeias com extremidades ndo redutoras. Essa classe de enzimas
pertencem as familias 5, 26 e 113 de GHs. Tem sido relatado que os principais produtos

liberados durante a hidrolise da manana sdo manobiose € manotriose. -mananases
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presentes nas familias 5 e 113 podem, além da hidrdlise, realizarem reacdes de
transglicosilagdo (MALGAS; DYK; PLETSCHKE, 2015; VAN ZYL, et al., 2010).

As B-manosidases sdo enzimas responsaveis por catalisarem a hidrolise de
extremidades ndo redutoras de oligbmeros de manana, gerando como produto manose,
podendo ser encontradas em familias 1, 2 e 5 de GH (MALGAS; DYK; PLETSCHKE,
2015; VAN ZYL, et al., 2010).

A remocdo da glicose de glicomananas ¢ realizada por 3-glicosidases, uma exo-
enzima, pertencente as familias 1 e 3 de GHs. Suas enzimas clivam extremidades nédo
redutoras de oligossacarideos. A maioria das B-glicosidases sdo inibidas por residuos de
glicose e nao sdo capazes de clivarem longas cadeias contendo ligag¢des do tipo B-(1,4).
Enzimas adicionais como a-galactosidases e acetil manana esterases sao responsaveis por
clivarem cadeias laterais de galactose e liberarem grupos acetil de galactoglicomananas,
respectivamente (MALGAS; DYK; PLETSCHKE, 2015; VAN ZYL, et al., 2010).

As enzimas que degradam manana apresentam modo de agdo por retencdo da
configuracdo do carbono anomérico (fig. 9). Esse mecanismo ocorre por deslocamento
duplo. A hidrolise das ligacGes glicosidicas ocorre por meio de catalise acido/basica
envolvendo dois acidos carboxilicos presentes nas cadeias laterais de aspartato e
glutamato posicionadas no sitio ativo. A priori, um grupo carboxilico atua como acido,
catalisando a protonacdo do oxigénio glicosidico, em contrapartida, 0 outro grupo
carboxilico age como nucledéfilo, formando um intermediario glicosil-enzima. Admite-se
que o estado de transicdo apresente carater dissociativo, no qual a quebra da ligacdo
glicosidico ocorre antes do ataque nucle6filo. No segundo momento da reagdo, 0 grupo
carboxilico que agiu como acido, passa a atuar como base, removendo um préton de uma
molécula de agua, e simultaneamente a molécula de agua hidrolisa o complexo glicosil-
enzima. No final da reacdo, a enzima passa a ter as mesmas configuracdes (BRAS;
FERNANDES; RAMOS, 2009; CHAUHAN, et al., 2012).



15

Figura 9. Mecanismo de hidrélise por retencdo (MHLONGO, et al., 2014).

Mananases podem apresentar CBM em suas estruturas. Ainda que seus modulos
cataliticos sejam similares, a presenca e a localizacdo de CBM podem variar entre as
enzimas. Atualmente, 81 familias de CBM tém sido relatadas e o nimero da sua
classificacdo estd disponivel no banco de dados CAZy. Mananases de fungos aerobios
como Clonostachys rosea e Aspergillus bisporus pertencem a familia 1 de CBM. Essa
familia é composta quase exclusivamente por organismos eucariotos, seus modulos
contém aproximadamente 40 residuos. Entretanto, mananases bacterianas das familias 5
e 26 de GH exibem uma estrutura mais complexa. Cellulomonas fimi produz f-mananases
que possui CBM da familia 23 e um médulo putativo homologo a camada S (SLH). Uma
comparacdo das estruturas de diferentes mananases revela que CBMs tem sido predito
para enzimas pertencentes as familias 5 e 26 de GHs. Entretanto, apenas poucos estudos
tém confirmado a presenca de CBMs experimentalmente (DHAWAN e KAUR, 2007).
Dentre as caracteristicas encontradas em mananases que contém CBM podem ser citadas
0 aumento da atividade enzimatica, uma vez que esses médulos auxiliam o dominio
catalitica a se ligar as cadeias de polissacarideos, como também o aumento da
termoestabilidade enzimética, uma vez que os CBMs podem fornecer protecdo ao
dominio catalitico (LU, et al., 2013; SRIVASTAVA, et al., 2016).
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Microrganismos séo fontes ricas de uma variedade de enzimas. Enzimas que
degradam mananas tem sido produzidas por uma diversidade de espécies de fungos e
bactérias. As mananases sdo enzimas induziveis podendo ser produzidas por fermentacéo
no estado sélido ou liquido, utilizando diferentes substratos. A realizacdo da fermentacao
no estado solido tem algumas vantagens, incluindo menor investimento, uma vez que ndo
é necessaria a utilizacdo de equipamentos sofisticados, agitacdo branda, além do mais, o
crescimento do microrganismo ocorre em condi¢fes mais proximas as dos habitats
naturais. Contudo, a maioria dos trabalhos tem utilizado culturas liquidas, devido a uma
maior facilidade de controlar parametros para o crescimento de microrganismos, tais
como pH, temperatura e aeragdo (MOREIRA e FERREIRA FILHO, 2008).

A producdo de mananases por cepas requer a utilizacdo de substratos ricos em
galactomananas, como a goma de alfarroba, p6 de konjac e farelo de trigo. Além da fonte
de carbono, diferentes fontes de nitrogénio utilizada no meio influenciam a producédo de
mananases. Geralmente o nitrogénio organico, como a peptona e o extrato de levedura é
preferido por diferentes espécies de Bacillus, enquanto o extrato de carne tem sido
utilizado para Clostridium tertium. Devido a pequena quantidade de enzimas produzidas
naturalmente por microrganismos, a superexpressao de enzimas € necessaria para a
utilizacdo dessas ferramentas em aplicacGes comerciais. E uma forma de obter grandes
quantidades de enzimas é por meio de expressao heterdloga (CHAUHAN et al., 2012;
DHAWAN e KAUR, 2007).

1.2.3 Pectinases

As pectinases representam 25% nas vendas globais de enzimas alimentares,
podendo ser utilizadas em varios processos industriais. A utilizacdo de pectinases na
clarificacdo e extragdo de sucos de frutas tem sido proposta e estabelecida por diversas
pesquisas. Recentemente, as pectinases tém recebido grande destaque em outras
aplicacdes biotecnoldgicas, como processamento téxtil, pré-tratamento de &guas
industriais, extracdo de Oleos vegetais e fabricacdo de papel (JAYANI; SAXENA,;
GUPTA, 2005; TEWARI; TEWARI; HOONDAL, 2005). As enzimas pectinoliticas sdo
produzidas em diferentes combinagfes por plantas e microrganismos. (UENOJO e
PASTORE, 2007). A maioria das enzimas pectinoliticas pertencem a familia 28 de GH,
e sdo caracterizadas por exibirem estruturas compostas de hélices com folhas . Essas

enzimas podem ser divididas em grupos de acordo com o modo de clivagem dos
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polimeros de pectina. (BRINK e VRIES, 2011). Para a degradacdo da pectina sao
necessarias duas classes de enzimas: GH e polissacarideos liases (BRINK e VRIES,
2011).

As pectinases sdo compostas por trés diferentes tipos de enzimas (fig. 10):
pectinas esterases, despolimerizantes (incluem as enzimas hidroliticas e liases) e as
protopectinases. A pectina esterase, também conhecida como pectina metil hidrolase,
catalisa a hidrdlise de grupos metil éster da pectina, liberando metanol e formando &cido
péctico. A enzima atua, preferencialmente, em grupos ésteres metilados de unidades de
galacturonato préximo a uma unidade ndo esterificada. As enzimas despolimerizantes
podem hidrolisar ligacbes glicosidicas e realizarem reacdes de transeliminagdo. As
enzimas que atuam na hidrélise de ligagdes glicosidicas sdo: polimetilgalacturonase
(PMG), enzimas que rompem ligagdes glicosidicas do tipo a-(1,4) de pectinas; e
poligalacturonases (PG), responsaveis por catalisarem ligagdes do tipo a-(1,4) de pectinas
acidas. As liases, rompem ligagoes do tipo a-(1,4) por transeliminacdo, que resulta em
um galacturonideo com uma ligacéo insaturada entre o carbono C4 e C5 em extremidades
ndo redutoras. Sao compostas por dois grupos de enzimas: polimetilgalacturonato liase
(PMGL), enzimas que clivam cadeias de pectinas por transeliminacdo; e
poligalacturonato liase (PGL), que degradam as ligagdes glicosidicas de pectinas &cidas
por transeliminacdo. O terceiro grupo de enzimas é representado por protopectinases,
enzimas responsaveis por solubilizarem protopectina, podendo clivar regides internas e
externas da cadeia de polissacarideos (KASHYAP et al., 2001; UENOJO e PASTORE,
2007).
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Figura 10. Degradagdo enzimatica da pectina por pectinases. Abreviacfes: PMG, polimetilgalacturonase;
PG, poligalacturonases; PE, pectina esterase; PL, pectina liase; PGL, poligalacturonato liase. A) R = H para
PG e CHs para PMG; b) remocédo de ésteres por PE; ¢) R = H para PGL e CH3 para PL. (JAYANI,;
SAXENA; GUPTA, 2005).

1.2.4 Ligninases

Na natureza, os basidiomicetos sdo o0s principais fungos responsaveis por
degradarem a lignina de madeiras. Os basidiomicetos sdo classificados em fungos
causadores da podriddo branca e marrom, baseado principalmente em aspectos
macroscopicos (MARTINEZ et al., 2005). Os fungos causadores da podriddo marrom s&o
responsaveis por desconstruirem polimeros de celulose e hemicelulose, mantendo a
lignina preservada numa forma levemente modificada, a degradagcdo completa apenas dos
polissacarideos que compde da madeira € justificada pela preferéncia do fungo por esses
compostos. O resultado final dessa decomposicdo é a obtencdo de uma madeira de
consisténcia quebradica, podendo se desintegrar a po, e com uma coloragdo marrom,

devido a presenca de lignina. Os fungos causadores da podriddo branca degradam a
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lignina e os demais polissacarideos encontrados na madeira. Apés a degradacdo dos
componentes lignoceluldsicos a madeira adquire uma coloragao branca. Esses fungos sao
responsaveis por decomporem a madeira por meio de duas formas: deslignificacéo
seletiva e simultanea. Na deslignificacéo seletiva, a lignina é degradada deixando intacto
os demais polissacarideos. Essa degradacdo pode ser visualizada macroscopicamente com
o0 surgimento de zonas claras, regides que contém apenas celulose. Em contrapartida, na
deslignificacdo simultanea, tem-se a quebra de moléculas de lignina, celulose e
hemicelulose de forma concomitante (SCHWARZE; ENGELS; MATTHECK, 2000).

As enzimas que degradam a lignina séo oxidativas. Devido a natureza e o tamanho
das moléculas de lignina as enzimas responséveis pelo ataque inicial devem ser
extracelulares e nao especificas, atuando através de mediadores ndo proteicos, diferente
da hidrolise de celulose e hemicelulose. As principais enzimas que degradam a lignina
sdo: manganés peroxidase (MnP), lignina peroxidase (LiP) e lacases (ARO; PAKULA;
PENTTILA, 2005; TUOMELA, et al., 2000).

A MnP é uma enzima que possui um grupo heme, sendo dependente de H>O; para
sua atividade. O Mn?* atua como agente oxidante do radical superéxido formando Mn®*.
Os ions Mn®" gerados atuam como mediadores de transferéncia de carga difusiveis
permitindo a oxidacdo de varios substratos fenolicos. A LiP € capaz degradar compostos
ndo fendlicos da lignina. Na presencga de H202, a LiP pode remover elétrons de estruturas
ndo fenolicas, originado radicais cation, podendo degradar por clivagem oxidativa
ligacGes de carbono da cadeia principal. Contudo, as lacases contém cobre em seu sitio
ndo necessitando de H>O; para a sua atividade catalitica. As lacases podem oxidar grupos
fendlicos, atuando como enzimas iniciais da clivagem de cadeias laterais e anéis
aromaticos de regides fendlicas da lignina (CONCEICAO, 2010; LOPES, 2016).

1.3 APLICACAO INDUSTRIAL DAS MANANASES

As mananases microbianas séo principalmente enzimas extracelulares, cuja
producdo é grandemente influenciada por fatores nutricionais e fisioquimicos, tais como
tempo de incubagdo, temperatura, pH, fontes de nitrogénio e carbono, agitagdo e
concentracdo de oxigénio. Dada a propriedade de atuar em uma ampla faixa de pH e
temperatura, as mananases microbianas apresentam uma variedade de aplicacOes

podendo ser utilizadas em industrias de papéis, na hidrolise do extrato de café, na
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industria de detergente e no melhoramento do valor nutricional de alimentos
(CHAUHAN, et al., 2012; DHAWAN e KAUR, 2007).

1.3.1 Reducdo da viscosidade de extratos de café

Diferentes tipos de mananases sdo utilizadas para reduzir a viscosidade de
extratos de cafés. Devido a grande quantidade de polissacarideos de mananas presentes
nos extratos de café, estes apresentam alta viscosidade, afetando negativamente o
processamento do café instantaneo. O processamento do café é composto por varias
etapas. Apos a colheita do café maduro, os grdos de café sdo submetidos a um
aquecimento controlado, etapa de torra. Posteriormente o café torrado é granulado e
inserido dentro de colunas percoladoras. A adicdo de 4gua e 0 aumento da temperatura
sdo capazes de extrairem o café solivel. Apds a extracdo inicia-se 0 processo de
concentragdo, que consiste na remocao de agua e, por fim, o extrato concentrado pode ser
seco por liofilizacdo ou aspersdo. A adi¢do de enzimas no extrato liquido do café, resulta
na hidrolise de galactomananas, e inibe a formacdo de géis durante a concentracdo do
café instantaneo (DHAWAN e KAUR, 2007; MORALES, 2014).

1.3.2 Industria de papel

Para obtencdo de papel, produto constituido basicamente por fibras de celulose,
é necessario reduzir a madeira em pequenos fragmentos e transforma-los em polpa
(MONTEIRO e SILVA, 2009). As mananases sao utilizadas no pré-tratamento de polpas
kraft removendo porc¢des de manana de forma seletiva sem afetar a celulose (MOREIRA
e FERREIRA FILHO, 2008). A extracao de lignina das fibras de celulose é um passo
essencial para branqueamento das polpas de celulose. Benech e colaboradores (2007)
estudaram o potencial da enzima heterdloga (man5D), uma [B-mananase, em hidrolisar
polpas kraft de papel, contudo, quando comparado com uma xilanase comercial, seu
efeito foi menor. Clarke et al. (2000) mostraram que apesar da mananase nao apresentar
uma hidrolise tao efetiva, quando colocada em conjunto com uma Xilanase a quantidade

de agucares redutores em um unico estagio do branqueamento da polpa foi maior.
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1.3.3 Industria de detergentes

Mananases foram introduzidas no mercado de detergente como agentes contra o
reaparecimento de manchas durante a lavagem de roupas. A goma guar, composta de
manana e galactose, é utilizada como espessante e estabilizante de alguns tipos de
alimentos, como também em produtos de cuidados pessoais. Devido ao seu alto peso
molecular, a goma guar pode se ligar aos tecidos. Manchas contendo goma guar incolor
podem aparecer em diferentes tipos de tecidos. Da mesma forma, particulas provenientes
do desgaste do vestuario ou vindo de outra lavagem podem se ligar a goma guar e aparecer
como mancha. Sendo assim, mananases sao enzimas que podem clivar as liga¢oes do tipo
B-1,4 entre unidades de mano e guar reduzindo o aparecimento de manchas (SCHAFER
et al., 2005). Além do mais, estudos realizados por Schafer, et al. (2005) mostraram por
meio de microscopia confocal por fluorescéncia a remogéo de goma guar por mananases

produzidas por Bacillus sp. (Mannaway) (fig. 11).
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Figura 11. Microscopia confocal por fluorescéncia mostrando a remog¢do de goma guar por Mannaway: a)
antes da lavagem; b) depois da lavagem (SCHAFER et al., 2005).

1.3.4 Mananases como aditivos de racdes de animais

-mananas séo polissacarideos encontrados em ingredientes, tais como farelo de
soja, farelo de guar e farelo de gergelim. Todos esses farelos apresentam algumas
propriedades em comum, como alto contetdo de fibra, alta viscosidade, baixa
palatabilidade, sendo também desprovidos de alguns aminoacidos essenciais. A natureza
viscosa da manana € um fator que contribui para a reducdo da absorcéo dos nutrientes,
pois pode retardar o esvaziamento gastrico prejudicando a mistura do substrato com

enzimas digestivas. A incorporacdo de -mananases na dieta de muitos animais pode
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aumentar a hidrolise de B-mananas, resultando em melhor ingestdo dos alimentos,
diminuicdo da viscosidade, como também no aumento da absor¢do dos nutrientes
(CHAUHAN, et al., 2012; MEHRI, et al., 2010).

1.3.5 Industria farmacéutica e de alimentos

A utilizagdo de mano-oligossacarideos gerados pela hidrélise de substratos que
contém mananas, como gomas guar, alfarroba, Konjac e residuos lignocelulésicos, tem
sido de grande importancia para as industrias farmacéuticas e de alimentos. A estrutura
quimica de mano-oligossacarideos impede que essas hemiceluloses sejam digeridas em
intestinos de mamiferos, devido a auséncia de enzimas hidroliticas, contudo, eles afetam
beneficamente e podem ser metabolizadas por coldnias de microrganismos, denominadas
probidticos. A fermentacdo de mano-oligossacarideos é realizada por via glicolitica,
sendo responsaveis por estimularem a proliferacdo de microrganismos desejaveis no
célon do intestino e inibindo do crescimento de patdgenos. O local de atuacdo desses
componentes € o0 intestino grosso, no entanto, eles podem, de algum modo, ter algum
efeito sobre os microrganismos do intestino delgado (SAAD, 2006; SRIVASTAVA e
KAPOOR, 2016).

1.3.6 Producdo de etanol de segunda geracao

Os materiais lignocelul6sicos, como o bagaco de cana, palha de cana e casca de
soja sdo matérias primas para a producdo de bioetanol. Sua composi¢do quimica € um
fator chave que afeta a eficiéncia da producdo de biocombustiveis. A utilizacdo dos
residuos agroindustriais e florestais sdo de grande importancia para a producdo de
combustiveis renovaveis, produtos quimicos e energia, pois ¢ uma forma de reduzir a
quantidade de residuos gerados evitando a contaminacao de solos e rios (NUNES, et al.,
2013; SANTOS e GOUVEIA, 2009). Esse processo pode ser dividido em trés partes:
pré-tratamento, hidrdlise e fermentacdo. A conversdao microbiana da hemicelulose em
componentes fermentesciveis € um passo crucial para a producdo de etanol de segunda
geracdo. Enzimas termoestaveis que degradam manana e outras hemicelulases podem ser
utilizadas para degradarem carboidratos presentes na biomassa lignocelulésica,

permitindo a producdo de agucares fermentesciveis e posteriormente esses agucares sao
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fermentados por diversos tipos de leveduras (GIRIO et al., 2010; MOREIRA e
FERREIRA FILHO, 2008).

1.3.7 Extracdo de 6leo de coco

Mananases podem ser utilizadas na extragdo enzimatica do 6leo de coco. A
parede celular do coco contém grandes quantidades de hemiceluloses, como mananas e
galactomananas. A extracdo do 6leo de coco ¢é realizada, principalmente por extracdo
mecanica, denominada expeller. Nesse tipo de extracdo, liquidos e sélidos séo separados
por aplicacdo de forcas de compresséo utilizadas por inddstrias de alimentos e bebidas.
Geralmente, para esse tipo de extracdo faz se necesséria a realizacao de pré-tratamentos,
como a remocdo da polpa, reducdo do tamanho das particulas e aguecimento antes da
separacdo, com intuito de aumentar o rendimento do 6leo. Nesse processo, a extracdo
maxima do 6leo, é realizada com a adi¢do de solventes, obtendo um produto com suas
propriedades naturais alteradas, havendo perda de algumas propriedades quimicas. Uma
forma de evitar o refinamento excessivo do 6leo de coco € por meio da extracdo
enzimatica desse componente, resultando no melhoramento da qualidade desse produto,
podendo ser obtido o 6leo de coco, um dleo aromético, contendo proteinas que podem ser
utilizadas como bebida e um isolado de proteinas do coco (CARVALHO, 2011,
DHAWAN e KAUR, 2007).

1.4 O GENERO Clonostachys

Clonostachys foi descrito por Corda entre 1839 e 1840, como espécie Unica
denominada C. araucéria Corda. Fundamentado em suas descricdes e ilustraces C.
araucéria foi identificado como fungo que forma coldnias brancas em amostras de solos,
contendo conidiéforos verticilados. Posteriormente, diversos autores classificaram
diferentes fungos como um microrganismo pertencente a0 mesmo género, homeado
Gliocadium, enfatizando a formacéo de dois tipos de conidios, verticilados e penicilados.
Contudo, pesquisadores perceberam que os dois géneros poderiam ser distintos por
motivos micro morfologicos e por diferencas em seus teleomorfos (SCHROERS, et al.,
1999).

O fungo C. byssicola comumente encontrado em amostras de solos, em

associagdo com plantas, como também micoparasita, caracteriza-se por apresentar
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estruturas especializadas para formacdo de conidios, sendo assim denominados
conidiéforos dimdrficos. C. byssicola alimenta-se de matéria organica em decomposicao
(espécie denominada saprofita), apresenta reproducdo assexuada, e seu micelio é de
coloracdo alaranjada apresentando conidios hialinos, ovoides e levemente curvados
(MOREIRA, 2012; SCHROERS, 2001).

A espécie de C. byssicola, pertence a familia Bionectriaceae, ordem Hypocreales
e filo Ascomycota, seu teleomorfo é conhecido como Bionectria. Dentre as espécies de
Clonostachys, C. rosea, tem sido a mais estudada, principalmente pelo seu grande
potencial em parasitar hifas de outros fungos e sua utilizacdo como agente de controle
bioldgico contra diversos patdégenos (Moreira, 2012).

Assim como C. rosea, C. byssicola é um fungo que também apresenta atividade
antagbnica contra alguns fungos, como por exemplo, no biocontrole de Trichoderma spp.
em grdos de cacau (KRAUSS et al., 2013), como também na superficie de bananas
(ALVINDIA e NATSUAKI, 2008), podendo parasitar hifas de diferentes patdégenos.

1.5 CASCA DE SOJA

A soja € uma das plantas mais cultivadas no mundo com sua producdo
alcangando 119,732 milhdes de hectares. Por ano, séo produzidos 312,362 milhGes de
toneladas de casca de soja. Depois dos Estados Unidos, o Brasil é o segundo maior
produtor mundial de soja, na safra de 2015/2016 a cultura de soja ocupou uma area de
33,177 milhdes de hectares, totalizando uma producdo de 95 milhGes de hectares
(EMBRAPA SOJA, 2017). A casca do grdo de soja, um subproduto da inddstria obtido
em uma das primeiras etapas do processamento da semente de soja, constitui por volta de
8% de todo o grdo (MICHEL, et al., 2008). Composta por uma fina camada, denominada
tegumento que reveste o grdo da casca de soja, € um residuo de alto valor nutricional,
como também para a producdo de enzimas hidroliticas. A composicdo quimica da casca
de soja pode variar de forma significativa, pois ndo ha padrdo na moagem das industrias
de soja (tabela 1) podendo conter 29-51% de celulose, 10-25% de hemicelulose, 1-9% de
lignina e 9-14% de proteina essa, sendo uma boa fonte de agucares fermentesciveis,
devido ao baixo teor de lignina (ROJAS, 2012).
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TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DA CASCA DE SOJA.

Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%o) Referéncias
38,4 10,2 2,8 Mielenz et al., 2009
39,7 25,5 91 Cassales et al., 2011
51,9 10,4 9,4 Siqueira et al., 2010

Considerada como um residuo derivado da producao de 6leo de soja, farelo de
soja e outros produtos com alto teor de proteina, a casca de soja tem uma consideravel
importancia na alimentacédo de ruminantes (principalmente onde a escassez de forragens
torna-se o fator preponderante que limita a produtividade desses animais), como também
de suinos. Sendo considerada uma fibra altamente fermentescivel podendo ser utilizado
como fonte de energia (ANDRADE e QUADROS, 2011; MIELENZ; BARDSLEY;
WYMAN, 2009; ZAMBOM, et al., 2001).

Devido a existéncia de um mercado para a casca de soja como alimento de
ruminantes, a utilizacdo do residuo para a producdo de GH ainda é pouco estudada.
Ademais, a conversao dos carboidratos da casca de soja em agucares fermentesciveis pode
resultar em uma significante quantidade de etanol (MIELENZ; BARDSLEY; WYMAN,
2009). Mielenz e colaboradores (2009) demostraram que a casca de soja € um residuo
agroindustrial que ndo necessita de um extenso pré-tratamento para que as enzimas
hidroliticas possam degradar os polimeros de carboidrato, uma vez que pouca quantidade
de lignina é encontrada na casca de soja, sendo requeridas apenas celulases e -
glicosidases para uma significante despolimerizagdo do complexo de carboidratos e
posterior producdo de etanol por S. cerevisae. Do mesmo modo, estudos realizados por
Infante (2014) e Sciuto (2015) mostraram o potencial deste residuo agroindustrial em

produzir enzimas hidroliticas com grande capacidade de aplicacGes biotecnoldgicas.

2 JUSTIFICATIVA

Devido a natureza complexa da parede celular, a degradacdo da biomassa
lignocelulosica requer o uso de uma variedade de classes de enzimas que atuam
sinergicamente para a degradacdo completa dos polissacarideos. Diferente de outros tipos

de biomassa lignocelulésica, a utilizacdo da casca de soja como residuo agroindustrial
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para a producdo de mananases, ndo necessita de severos tratamentos, uma vez que a
pequena quantidade de lignina presente neste residuo € um fator chave para que as
enzimas hidroliticas sejam capazes de despolimerizar o complexo de carboidrato.

Microrganismos responsaveis pela degradacdo da celulose e hemicelulose
podem ser encontrados livres na natureza ou como parte do sistema digestivo de alguns
animais. A necessidade de se estudar enzimas capazes de hidrolisar a parede celular se da
ndo so pelas diferencas encontradas na composicdo da parede celular vegetal, mas
também pela necessidade de se utilizar essas ferramentas em processos biotecnolégicos.
Varios fungos filamentosos capazes de produzir mananases em diferentes tipos de residuos
sdo descritos na literatura, em contrapartida, ndo had muitos estudos sobre as enzimas
hidroliticas produzidas por C. byssicola. Dessa maneira, 0 estudo dessas enzimas é de
grande importancia para posteriores aplicacdes industriais.

Dada a importancia biotecnologia aplicada a mananase, o fungo C. byssicola foi
utilizado como alvo de pesquisa para a producdo de mananases, em cultivo submerso

contendo casca de soja como fonte de carbono.

3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos investigar o potencial da casca de soja
como fonte de carbono para producdo de mananases por Clonostachys byssicola em

cultivo submerso, assim como semi-purificar e caracterizar amostras de B-mananases.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

Clonostachys byssicola foi obtido por meio de amostras de solo coletadas em
uma fazenda no entorno do Distrito Federal em area de cerrado preservada. Foi feita a
identificacdo molecular pela Dra. Rosane Mansan Almeida, do Laboratorio de
Microbiologia sob a supervisdo do Prof. Dr. Robert Neil Gerard Miller. Este fungo faz
parte da micoteca do Laboratorio de Enzimologia da Universidade de Brasilia, UnB, a
autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de componente do patriménio genético n°
010237/2015-1. A micoteca também foi depositada no banco de microrganismos para

controle de patdgenos e plantas daninhas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria



27

(Embrapa). A micoteca do laboratério de Enzimologia é também registrada no Centro
Mundial de Dados para Micro-organismos (WDCM), sob o cdédigo MCPPW 1128. O
isolado foi cultivado em placas de Petri contendo meio agar batata dextrose (BDA) com
10% de batata, 1% de dextrose e 2% de agar e mantido em temperatura ambiente até a

esporulacdo.

4.2 FONTE DE CARBONO

A casca de soja obtida da fazenda tropical em Cabeceiras, GO, é proveniente da
espécie Glicine max. O material foi submetido a pré-tratamento, na qual 100 g da casca
de soja foi autoclavado em erlenmeyer contendo 2 mL de agua destilada a 121 °C por 1
h. Em seguida, a casca de soja foi lavada em agua corrente e colocada para secar em estufa
a 60 °C por 36 h. Apds esse procedimento, a casca de soja foi triturada em moinho de
bancada, embalada em saco pléstico e armazenada em caixa de isopor a temperatura

ambiente.

4.3 CULTIVO DO FUNGO

Para 0 meio liquido suplementar utilizou-se a seguinte composi¢éo (g/v): 0,7%
de fosfato de potassio monobasico, 0,2% de fosfato de potassio dibasico, 0,01% de sulfato
de magnésio 7 vezes hidratado, 0,1% de sulfato de amonio, 0,06% de extrato de levedura
e 1% de casca de soja em um volume final de 1 litro de &gua destilada em pH 7,0. Em
seguida o meio foi autoclavado por 30 min a 120 °C.

Na contagem de esporos em camara de Neubauer, os esporos foram raspados
das placas de Petri e com o auxilio de uma lamina microscépica foram transferidos para
50 mL de solucéo salina (0,9% de NaCl e 1 mL de Tween 80 a 1%). Apds a contagem,
aliquotas da suspenséo de esporos contendo 10’ esporos por mL foram inoculadas no
meio suplementar (correspondendo a 1% do volume do meio).

O cultivo submerso foi realizado em quadruplicata biologica a 28°C sob agitacdo
(120 rpm) por sete dias em frascos erlenmeyer de 1 litro, contendo 300 mL de meio. Apds
o cultivo, o meio foi filtrado a vacuo em funil de Buichener com papel filtro Whatman n°
5. O material filtrado, denominado extrato bruto, e contendo enzimas secretadas pelo
fungo, foi coletado (com adi¢do de azida sédica na concentracdo de 0,02%) e armazenado

em camara fria (4 °C).
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4.4 SUBSTRATOS

Os seguintes substratos foram utilizados nos ensaios enzimaticos: manana 1%
(galactomanana — locust bean), xilana 1% (oat spelt xylan), carboximetil-celulose 4%
(CMC), pectina 1% (citrus fruit). Adquiridos da Sigma — Aldrich (St. Louis , MO. USA).

45 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E CONCENTRACAO
PROTEICA

Foram realizados microensaios em triplicata para a determinacao das atividades
enzimaticas de mananase, xilanase, CMCase e pectinase. A mistura de reagdo, contendo
5 uL da solucdo enzimatica e 10 pL do substrato, foi incubada por 30 min a 50 °C
(FERREIRA FILHO et al., 1993, com modificacdes). Ap6s o tempo de incubacéo, o
ensaio enzimatico foi interrompido através da adicdo de 30 pL de acido 3,5-Dinitro-
Salicilico (DNS) e posterior incubacéo por 10 min a 97 °C (MILLER, 1959). Em seguida,
150 pL de agua destilada foram adicionados as amostras e realizada a leitura a 540 nm
no espectrofotémetro (SpectraMax M2, Molecular Devices Co., EUA). Para o branco da
enzima o substrato foi substituido por &gua destilada, em contrapartida, para o branco do
substrato a enzima foi substituida por agua destilada. As atividades enzimaticas foram
expressas em Ul/mL de solucdo enzimatica, sendo Ul definido como a quantidade de
acucar redutor (umol) liberado por minuto.

Para a determinacdo da quantidade de agUcar redutor liberado durante os ensaios
enzimaticos, foram construidas curvas de calibracdo com 0s monossacarideos que
formam as cadeias principais dos polissacarideos utilizados. SolucGes estoques (2mg/mL)
foram utilizadas para cada acucar redutor (glicose, manose, xilose e acido galactur6nico)
variando a concentracao final do aglcar redutor (0,1 mg/mL-1,4mg/mL) com um volume
final de 15 uL. Os ensaios foram realizados em triplicatas. Ap6s a adi¢do do agUcar
redutor, d4gua destilada e DNS, a mistura de reacdo foi incubada a 97 °C e,
subsequentemente, 150 pL de &gua destilada foram adicionados na mistura de reacéo para
a leitura a 540 nm no espectrofotémetro.

A determinacdo da quantidade de proteina foi realizada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976), utilizando o kit Protein assay (Bio-Rad Laboratories, EUA).
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4.6 ULTRAFILTRACAO

O extrato bruto foi concentrado 10 vezes utilizando o sistema de ultrafiltracdo
do tipo Amicon com membranas de retencéo de 30 kDa (PM 30 Milipore Co., Ma, EUA),

pressdo de 5kg.f/cm2 e temperatura de 4 °C.

4.7 PURIFICACAO PARCIAL

As amostras concentradas por ultrafiltracdo foram submetidas a cromatografia
de troca anionica do tipo DEAE Sepharose Fast Flow (2,6 x 6 cm). A coluna foi
previamente lavada com agua destilada e equilibrada com tampéo fosfato de sédio pH 7,0
(50 mM) contendo 0,01% de azida sodica. Foram aplicados 10 mL de amostra na coluna
fracdes de 5 mL foram eluidas com um fluxo de 0,33 mL/min. A eluicdo foi realizada em
tampao fosfato de sodio pH 7,0 (50 mM) e por meio de um gradiente de sal (NaCl) de 0
a 50 mM. Posteriormente, foram realizados microensaios enzimaticos para a deteccao das
atividades de mananase, CMCase, xilanase e pectinase nas fracfes coletadas.

As fracBes contendo atividade de mananase foram coletadas (fracdo ManDEAE)
e aplicadas em coluna de troca anionica do tipo HiTrap Q Sepharose Fast Flow (QFF 1
mL) acoplada ao sistema de purificacdo Akta (GE Helthcare). A priori, a coluna foi lavada
com agua mili-Q, em seguida, a coluna foi equilibrada com tampéo fosfato de sédio pH
7 (50 mM). Foi aplicado 1 mL de amostra enzimatica na coluna e fracdes de 1 mL foram
coletadas com o fluxo de ImL/min. A eluicdo foi realizada em tampdo fosfato de sodio
pH 7,0 (50 mM) e por meio de um gradiente de sal (NaCl) de 0 a 50 mM. As frac¢oes
contendo atividade de mananase foram reunidas (ManQFF) e utilizadas para posteriores
caracterizacdes.

O perfil de proteina total foi determinado pela leitura das fragdes no
comprimento de onda de 280 nm em Spectramax M2 (Molecular Devices).

4.8 ELETROFORESE E ZIMOGRAFIA

O grau de pureza das amostras enzimaticas foi analisado por eletroforese em gel
de poliacrilamida, conforme descrito por Laemmli (1970). As proteinas foram
previamente submetidas a precipitacdo em solucdo de &cido tricloroacético (TCA) 10% e

incubadas a 4 °C por 1 h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por
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15 min a 4 °C. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e as amostras foram lavadas
3 vezes com 1 mL de acetona refrigerada e centrifugadas nas mesmas condic¢oes
anteriores. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram submetidas a
secagem na temperatura ambiente.

As amostras enzimaticas precipitadas foram ressuspensas em tampéo de amostra
1x (Tris-HCL 125 mM pH 6,8; SDS 2,0%; azul de bromofenol 0,05%; glicerol 20% e p-
mercaptoetanol 5,0%). As amostras enziméticas foram aquecidas por 3 min a 100 °C, e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%.

A visualizacao de proteinas foi realizada por coloragdo com nitrato de prata. O
gel foi incubado em uma solucéo fixadora (v/v de metanol 40 % e &cido acético 12 %)
durante o periodo de 1 h, posteriormente o gel foi lavado trés vezes com etanol 50% (v/v)
e incubado por 1 min em solucdo de tiossulfato de sddio 0,02% (m/v). A solucdo de
tiossulfato foi removida por lavagens sucessivas de agua destilada. O gel foi incubado
por 15 min em solucdo de 0,2% (m/v) nitrato de prata contendo 0,074% (v/v) de
formaldeido (lavado trés vezes com &gua destilada, e mantido em solucdo reveladora 6%
(m/v) de carbonato de sodio, 0,0004 (v/v) de tiossulfato e 0,05% (v/v) de formaldeido).
A reacdo foi interrompida pela adicdo de solucdo fixadora (BLUM; BEIER; GROSS,
1987).

Para realizacdo do zimograma, o gel foi copolimerizado com o substrato
(manana 1%) em uma concentracdo final de 0,1% do substrato. As amostras foram
precipitadas com TCA e ressuspensas em tampdo de amostra, como descrito
anteriormente. Apos a corrida, o gel foi incubado 2 vezes em solucdo Triton 100x 2,5%
por 30 min. A posteriori, 0 gel foi incubado em solucédo de acetato de sodio (50 mM) pH
5,5 por duas vezes durante 30 min e mantido no mesmo tampéao por 1h e 30 min a 50 °C.
A reacdo foi interrompida por incubacao do gel em camara fria por 30 min. Por fim, o gel
foi revelado em solucdo de vermelho congo 1% e descorado em solu¢do 1M de NaCl e

acido acético 0,5%.

4.9 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

4.9.1 Efeito da temperatura e pH

O efeito da temperatura na atividade de mananase foi avaliado por incubacdo da

enzima em um intervalo de temperatura de 30 a 80 °C (A = 0,5° C). O extrato bruto
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concentrado por ultrafiltracdo e a fracdo semi-purificada (QFF) foram submetidos a
microensaios como descrito no item 4.7. Para a determinacdo do pH 6timo, a manana 1%
foi tamponada com tampé&o universal a 50 mM (glicina, fosfato e citrato) em uma ampla
faixa de pH (3,5-9,0), em seguida foram realizados microensaios em triplicata como

descrito anteriormente no item 4.7.

4.9.2 Avaliacdo da termoestabilidade

A fim de avaliar a estabilidade térmica de mananase, o extrato bruto concentrado
e a fracdo semi-purificada (QFF) foram incubados em tubos de 2 mL, na auséncia de
substrato, em diferentes temperaturas (40, 50 e 55° C). A posteriori, foram retiradas
aliquotas e determinada a meia vida de mananase, por microensaios enzimaticos

realizados em triplicatas.

4.9.3 Determinagéo dos parametros cinéticos

Para a determinacdo dos parametros cinéticos (Km e Vmax), foi preparada uma
solucdo de manana, diluida em tampdo acetato de sédio pH 5 (50 mm), com uma
concentracdo final de 26,5 mg/mL e, posteriormente, essa solucao foi diluida no intervalo
de concentracdo de 0,5-26,5 mg/mL. Foram realizados microensaios utilizando valores
fixos da enzima (5uL) e diferentes concentrac@es do substrato. A constante de Michaelis
e Menten (Kw) e a velocidade méxima (Vmax) foram determinadas utilizando o software
Enzifitter LEATHERBARROW, 1999). Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.9.4 Efeito de ions metalicos e EDTA na atividade de mananase

A influéncia dos ions metélicos e EDTA na atividade de mananase foi avaliada
pela pré-incubagdo das amostras enzimatica por 20 min (temperatura ambiente) na
presenca de diversos compostos em concentracdes finais de 1 e 10 mM. Os ions utilizados
para o ensaio foram: AgNQO3, CaClz, CoCly, CuSo, 4FeCls, FeSO4, KCI, MgCl2, MgSO4
e ZnSO4. Como controle, os reagentes foram substituidos por agua destilada. A atividade
residual foi expressa como atividade relativa, no qual o valor de 100% correspondeu a

atividade enzimatica na auséncia dos ions e EDTA.
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4.9.5 Efeito de compostos fendlicos na atividade de mananase

O efeito dos compostos fendlicos foi realizado utilizando os seguintes reagentes:
vanilina e acido tanico (dissolvidos em agua); acido 4-hidroxibenzobico, acido ferulico,
acido p-coumarico e acido cinamico (dissolvidos em etanol). As amostras enzimaticas
contendo atividade de mananase foram pré-incubadas com os compostos fendlicos na
concentracdo de 1mg/mL, em temperatura ambiente, por 20 min. Em seguida foram
realizados microensaios enzimaticos para a determinacdo de atividade relativa. Como
controle, os reagentes foram substituidos por agua ou etanol 50%. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

410 HIDROLISE ENZIMATICA

As amostras do extrato bruto concentrado foram incubadas com a manana 1% e
a casca de soja em tubos de 2 mL por quatro dias (na propor¢do de 1:2 de
amostra/substrato). Os ensaios de hidrélise foram realizados em vortemp (Labnet) sob
agitacdo de 720 rpm a 40 °C. Para os ensaios de hidrdlise, aliquotas de 70 pL foram
retiradas durante o periodo de 0, 8, 24, 48, 72 e 96 horas de incubacdo. Em seguida, as
amostras foram fervidas e quantificadas por meio do método DNS. Apos 0 ensaio, as
amostras foram armazenadas a -20 °C, para posteriores analise por HPLC (Cromatografia
liquida de alta performance). No controle enzimatico, as amostras enzimaticas foram
incubadas em tampdo acetato de sédio pH 5,0 (50 mM) na auséncia de substrato, do
mesmo modo, o controle do substrato foi incubado com o0 mesmo tampéo na auséncia da

enzima.

4.10.1 Analise por HPLC das amostras do ensaio de hidrolise

Aliguotas provenientes dos ensaios de hidrélise foram utilizadas para a analise
em cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca anidnica, acoplada a um detector de
amperometria pulsada (HPAE-PAD), com o intuito de quantificar e identificar mano-
oligossacarideos liberados. Durante o ensaio de hidrolise, as amostras foram analisadas
em sistema Dionex Dionex ICS 3000 DC lon Chromatography com utilizacdo de pré-
coluna CarboPac Guard e coluna CarboPac PA-100 (Dionex Corporation, Sunnyvale,

CA, EUA). Foram injetados 10 uLL de amostra com o auto sampler AS40 (Dionex), com
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o fluxo de 15 mL/min. As amostras foram eluidas em solucdo de hidréxido de sodio (0,1
M) e solugdo de acetato de sdédio (0,5 M). Os dados obtidos foram analisados pelo
software Chromeleon 6.8 SR8 (Dionex).

Foram preparadas curvas de calibracdo para a quantificacdo de mano-
oligossacarideos. A priori, foram feitas varias solucdes com os diferentes mano-
oligossacarideos (manose, manobiose, manotriose, manotetraose, manopentose e
monohexose) na concentracdo final de 1mg/mL. Posteriormente, foi feito um mix
contendo todos os mano-oligossacarideos com concentracdes distintas (variando de
0,0025-0,005 mg/mL).

Para todos os experimentos realizados foram calculados o erro padréo, sendo
este inferior a 10%.
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411 ESQUEMA DA PURIFICACAO PARCIAL DE MANANASE PRODUZIDA
POR C. byssicola.
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Figura 12: Esquema da purificacdo parcial e caracterizacdo de B-mananase de C. byssicola crescido em

casca de soja.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CULTIVO DO FUNGO

Em estudos posteriores, a fim de avaliar o perfil da secrecdo enzimatica de C.
byssicola crescido em casca de soja, Sciuto (2015) mostrou que no sétimo dia de cultivo,
o fungo apresentou maior atividade enzimatica de mananase. O cultivo de C. byssicola
em meio liquido suplementado com a casca de soja como fonte de carbono, durante o
periodo de sete dias, produziu mananases com atividade de 0,41 Ul/mL. Estes resultados
corroboram com pesquisas realizadas por Gomes (2014), mostrando que a casca de soja
é uma fonte de carbono indutora de mananase em virtude da grande quantidade de manana
presente na estrutura do residuo. Ademais, Infante (2014), demonstrou que o cultivo do
fungo A. foetidus em meio submerso contendo casca de soja como fonte de carbono,
apresentou maior atividade de mananase do que em residuos da colheita de soja.

Weingartner (2010), otimizou as condi¢des fermentativas para a producéo de
mananases, por meio das técnicas de fermentacdo no estado solido (FES) e em
biorreatores, utilizando a casca de soja como fonte de carbono para o crescimento de A.
niger. O fungo apresentou um aumento da atividade de mananase até o quarto dia de
cultivo em FES, em contrapartida, a maior atividade de mananase produzida em
biorreatores foi alcangada no sexto dia de cultivo.

A producéo de outros tipos de enzimas hidroliticas capazes de degradar a casca
de soja pode ser encontrada em pesquisas realizadas por Kalapathy e Proctor (2001). Estes
autores mostraram que a casca de soja contém porcentagens de pectina comparavel ao
teor de pectina dos produtos citricos, o que favorece a inducdo de enzimas pectinoliticas.
Além do mais, a casca de soja pode ser armazenada e transportada sem processamentos
adicionais. Em contraste, as cascas citricas necessitam de processos de secagem para
evitar a deterioragdo. Do mesmo modo, Brijawani e colaboradores (2010) produziram

altos niveis de celulases utilizando a casca de soja como indutor dessas enzimas.

5.2 ULTRAFILTRACAO

A ultrafiltracdo é um processo de separacdo de moléculas, no qual devido a

diferenca de pressao aplicada, as moléculas dos solventes e solutos com massa molecular
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inferior ao corte da membrana permeiam através dos poros da membrana. Em
contrapartida, particulas maiores sdo retidas (RODRIGUES et al., 2003). Apos o cultivo,
durante o periodo de sete dias, o extrato bruto foi submetido a ultrafiltragdo com uma
membrana de retencao de 30 kDa. Foram obtidas duas frac@es: concentrada e ultrafiltrada.
A maior parte da atividade de mananase foi encontrada na fracao concentrada (tabela 2),

sendo a mesma escolhida para realiza¢do de estudos posteriores

TABELA 2- RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA ULTRAFILTRAGAO DO EXTRATRO BRUTO
DE C. byssicola.

Amostra Atividade (Ul/mL)
Extrato bruto 0,41
Concentrado (PM 30 kDa) 4,18
Ultrafiltrado (PM 30 kDa) 0,11

A ultrafiltracdo tem sido utilizada como importante ferramenta para
concentracdo de enzimas com alta recuperacdo de atividade (POLLETO, 2015), Siika-
Aho e colaboradores (1993), utilizaram membranas de 10 e 25 kDa recuperando por volta
de 76% de mananases presente no extrato bruto. Cheng et al. (2016) conseguiram
recuperar por ultrafiltracdo 89% de mananases utilizando membrana 10 kDa. Ademais,
Infante (2014) conseguiu recuperar 100% da atividade de mananase presente no extrato
bruto também utilizando uma membrana de 10 kDa. A maioria desses estudos utilizam a
ultrafiltracdo como etapa inicial para facilitar a posterior purificacdo de mananases por
diferentes tipos de cromatografia (POLLETO, 2015).

5.3 PURIFICACAO PARCIAL DE MANANASE POR CROMATOGRAFIA DE
TROCA IONICA

A purificacéo parcial foi realizada a temperatura ambiente. A amostra do extrato
bruto, concentrado por ultrafiltragdo, com membrana de retenc¢éo de 30 kDa foi aplicada
em coluna de troca anidnica do tipo DEAE Sepharose Fast Flow. Na figura 13, podemos
observar trés picos de atividade de mananase: o primeiro pico elui nas primeiras fracoes
do cromatograma (fragdes 7-10). Junto com a mananase, foram detectadas atividades de

CMCase, xilanase e pectinase (dados ndo mostrados). Posteriormente, dois picos de
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mananases foram eluidos durante o gradiente de NaCl entre as fracGes 28-33 e 40-43,
respectivamente. No segundo e terceiro pico a sobreposi¢éo de outras enzimas foi menor,
contudo, apenas o terceiro pico foi selecionado para etapas posteriores, devido a maior

atividade de mananase.
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Figura 13. Perfil cromatogréfico do EBC em cromatografia de troca anidnica (DEAE Sepharose Fast
Flow).

As fragdes 40-43 (ManDEAE) foram reunidas e aplicadas em coluna de troca
anioénica do tipo QFF Sepharose Fast Flow (fig. 14). Nesse caso, o perfil cromatografico
foi similar ao anterior. Na QFF foram detectados trés picos contendo atividade de
mananase: 0 primeiro pico corresponde a fracdo 2 do cromatograma, constituida de
enzimas que nao se ligaram ao grupo carregado (amina quaternéria) da resina. Contudo,
0 segundo (fragGes 19-21) e o terceiro pico (fragdo 26) foram eluidos durante o gradiente
de NaCl. No segundo pico (ManQFF), co-eluiram enzimas com atividade de CMCase e
Xilanse, inferior a 0,18 Ul/mL (dados ndo mostrados). Ambos 0s picos se sobrepfe ao
pico de proteina indicando a necessidade de passos adicionais para completa purificacdo
de mananase.

A pureza das fragdes e 0 nimero aproximado de enzimas pode ser visualizado

na figura 15. A multiplicidade de proteinas que eluiram no cromatograma € exibida no
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gel SDS-PAGE, como observado, a quantidade de proteinas ao longo das técnicas de
purificagcdo ndo diminuiram de forma significativa, necessitando de passos adcionais para
obtengdo da enzima pura. Com base na degradacdo do substrato copolimerizado, o
zimograma apresentou varias proteinas com atividade mananase. O tamanho da enzima
foi determinado pela sua migracdo relativa, mostrando que proteoformas de mananase
sdo produzidas por C. byssicola e apresentam tamanhos que variam de 36,6-53kDa.
Assim como C. byssicola, Hilge et al. (1996) identicou trés mananases produzidas por
Thermomonospora fusca, embora as enzimas apresentassem pontos isoelétricos
equivalentes, a mesma temperatura, pH e modo de acdo, os tamanhos moleculares das
enzimas eram diferentes, alternando entre 38 e 47 kDa. De acordo com Hilge et al.
(1996), possivelmente, essas diferencas de tamanho poderiam ser explicadas pelo grau de
glicosilacdo, como também por outro tipo de processamento, como por exemplo a
clivagem proteolitica dessas enzimas, uma vez que analises genémicas indicaram que as
enzimas eram derivadas do mesmo gene. Da mesma forma, estudos realizados por
Schroder et al. (2006) mostraram a presenca de quatro proteoformas de mananases
extraidas de tomate cru. De acordo com Lermyte e Sobott (2015) proteoformas podem
ser resultantes do splicing alternativo do RNA, pela ocorréncia de mutac6es especificas,

e por modificagdes pos-traducionais.



39

0,5

=== Mananase 0,18
0,45 +-B+ Abs 280 nm 50
Gradiente 0,16

04
0,14
0,35 40

012
03
30

k=]
[

0,25

Atividade Ul/mL
Abs 280 nm

0,08

N
(=]
Gradiente de NaCl (mM)

0,15 0,06

01
10

0,05 0,02

Fragdo

Figura 14. Perfil cromatogréfico das fragbes ManDEAE em cromatografia de troca ani6nica Q Sepharose
Fast Flow.

m m m M
S v Y ! S m ¥ ~
T oo O N T oo O N
N N ¥ ) N N § %
§u“’é’é’1~?:uw#%3:
< <
O OW W L L O W WL &
kba S § 3 dd o o d a0
116__ &
66 S -
. 43,7 kDa
45_ o .S . Hee
== > > ;q) __ 36,6 kDa
35__ L e = ~
25
18
I

Figura 15. SDS-PAGE e Zimograma das fracfes das cromatografias de DEAE Sepharose Fast Flow e Q
Sepharose Fast Flow. Abrevia¢des: MM, marcador molecular; EBC, extrato bruto concentrado.

A maioria das pesquisas sobre enzimas produzidas por microrganismos tem se
concentrado no isolamento, purificacdo, caracterizagdo e identificacdo dos produtos de
degradacéo, como uma forma de entender o modo de acéo das enzimas. Para a purificagdo
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de mananases € necessario um detalhamento bioguimico e molecular da enzima, assim
como o0 conhecimento da sua estrutura quimica. A purificagdo de mananases é
fundamentada na escolha de diversos tipos de combinagdes de procedimentos que
proporcionem o isolamento da proteina alvo (MOREIRA e FERREIRA FILHO, 2008).
Lu et al. (2013) purificaram uma B-mananase de A. nidulans utilizando técnicas
de ultrafiltracdo seguida de cromatografia de troca aniénica, obtendo uma mananase com
tamanho molecular de 63 kDa. Inoue e colaboradores (2015) purificaram uma [3-
mananase de Talaromyces cellulolyticus por meio de cromatografias de troca idnica e de
interacdo hidrofobica obtendo uma enzima de 39,3 kDa. Uma mananase de 63 kDa foi
purificada por EI-Sharouny et al. (2015) mediante a realizag&o de cromatografias de troca
anionica e exclusdo molecular. Soni et al. (2016a) purificaram uma [-mananase
monomérica de 49 kDa de A. terreus por meio de técnicas de ultrafiltracdo e
cromatografias de troca idnica e € de exclusdo molecular. Infante et al. (2015) semi-
purificaram uma B-mananase (Man58 de 45 kDa) por técnicas de ultrafiltracdo e

cromatografia de exclusdo molecular.

5.4 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

5.4.1 Efeito da Temperatura e pH

Os efeitos da temperatura e pH sobre a atividade de mananase é demonstrado
nas figuras 16 e 17, respectivamente. A avaliacdo desses parametros é de grande
importancia para a utilizagdo industrial dessas enzimas, uma vez que 0s mesmos podem
afetar a eficiéncia catalitica da enzima (SONI, et al., 2016a). Mananases microbianas sdo
ativas em diferentes temperaturas que variam no intervalo de 37 °C — 70 °C (CHAUHAN
et al., 2012). A amostra de mananase do extrato bruto concentrado apresentou maior
atividade quando incubada a 55 °C tendo uma diminuicdo da sua atividade em
temperaturas maiores que 60 °C. Em contrapartida, a fracdo semi-purificada, ManQFF,
exibiu maior atividade a 45 °C, tendo uma queda consideravel em temperaturas maiores
que 55 °C.
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Figura 16. Efeito da temperatura na atividade de mananase. A: extrato bruto concentrado (EBC); B: fragdo
semi-purificada ManQFF.

Quando incubada em diferentes faixas de pH, a atividade de mananase do EBC
ndo mostrou uma diferenca significativa de atividade no intervalo de pH 5,0-6,5. Tendo
uma reducdo da sua atividade em pH neutro e basico. Do mesmo modo, a fragdo semi-
purificada ManQFF manteve, consideravelmente, sua atividade entre o pH 5 — 6,5,
apresentando uma diminuicao da sua atividade a partir do pH 7. Diferentes temperaturas
e pH de mananase sdo mostrados na tabela 3.
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TABELA 3- pH E TEMPERATURA OTIMA DE MANANASE DESCRITA PARA DIFERENTES

MICRORGANISMOS.

Organismo pH 6timo  Temperatura Peso Referéncia
otima molecular
Aspergillus fumigatus 4.5 65 °C 60 kDa Purchart, et al., 2004.
Aspergillus fumigatus 4.5 65 °C 63 kDa Purchart, et al., 2004.
Orpinomyces sp. 6.0 50°C 55 kDa Ximenes, 2005.
Aspergillus sulphureus 2.5 50°C 41.38 kDa Chen, et al., 2007.
Biospora sp. MEY-I 1 65 °C 46.8 kDa Luo, et al., 20009.
Aspergillus niger 55 30°C - Adesina, et al., 2013.
Aspergillus nidulans 5.0 80°C 63 kDa Lu, et al., 2013.
Bacillus pumilus 8.0 60 °C 35e 55 kDa Adiguzel, et al., 2014.
Bacillus nealsonni 8.8 65 °C 50 kDa Chauhan, et al., 2014.
Penicillium oxalicum 4.0 80°C 61.6 kDa Liao, et al., 2014.
Weissela viridescens 5.0 40 °C 36.25 kDa Adiguzel, et al., 2015.
Bacillus subtilis 6.3 70°C 41 kDa Li, et al., 2015.
Bacillus subtilis 6.5 55°C 40 kDa Liu, etal., 2015
Aspergillus nidulans 4.0 50°C - Shimizu, et al., 2015.
Aspergillus niger 4.5 80°C 45 kDa Yu, etal., 2015.
Neosartorya fischeri 4.0 80°C 43 kDa Yang, H., et al., 2015.
Aspergillus nidulans 55 80°C 35.2 kDa Freiesleben, et al., 2016
Trichoderma reesei 35 - 45.2 kDa Freiesleben, et al., 2016
Aspergillus terreus 7.0 70°C 49 kDa Soni, et al., 2016a.
Bacillus subtilis 6.0 65 °C 28.2 kDa Cheng, et al., 2016.
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De acordo com a tabela 3, uma maior atividade tem sido relatada em pH acidos
para maioria das mananases de fungos filamentosos. Além do mais, temperaturas 6timas
de mananases tem sido descrita no intervalo de 50-80 °C. Contudo, diferente dos fungos
filamentosos, as bactérias apresentam maior atividade no intervalo de pH entre 6,0-8,0 e
temperatura acima de 50 °C. Devido ao baixo valor de pH das mananases produzidas por
C. byssicola, essas enzimas apresentam grande potencial como aditivos de racdes de
animais, uma vez que sdo necessarias enzimas que atuem em pH &cido para a eficiente
hidrolise de galactomananas, como também enzimas que sejam resistentes a proteases,
como pepsina e tripsina. Do mesmo modo, mananases de C. byssicola sdo enzimas
adequadas para hidrolise de extratos de café devido a sua maior atividade em pH 5,0
(CHAUAN, et al., 2012).

5.4.2 Termoestabilidade

A estabilidade ¢ um fator chave para a utilizacdo de enzimas em processos
industriais, seu estudo pode fornecer informacdes sobre estrutura e funcéo de enzimas.
Além do mais, a estabilidade enzimatica sobre longos periodos € uma importante
caracteristica para selecdo de mananases (GUMMADI e PANDA, 2003). A fim de avaliar
a meia vida de mananase contida no EBC e na fragdo semi-purificada (ManQFF), foram
realizados ensaios de termoestabilidade como mostrado na figura 18 e 19. A meia vida de
uma enzima pode ser definida como o tempo necessario para que a atividade enzimatica
decresga a metade da sua atividade original (GRIFFIN, et al., 1984 apud SCIUTO, 2015).
A mananase presente no extrato bruto concentrado e na fracdo semi-purificada
(ManQFF), foi incubada em trés temperaturas distintas: 40, 50, e 55 °C. Pode-se observar
que, quando o EBC foi incubado a uma temperatura de 40 °C, a atividade de mananase
permaneceu estavel apos 96 horas de incubacdo. No tempo de 192 horas (8 dias) a
atividade de mananase atingiu 2,90 Ul/mL, chegando proximo a metade da atividade
maxima (2,40 Ul/mL). Quando incubada a 50°C, a meia vida da enzima foi de apenas 3
h de incubagdo. Em contrapartida, a mananase do EBC atingiu atividade inferior a 50%,
em apenas 30 min, quando incubada a 55 °C.

Diferente do EBC, a fracdo semi-purificada (ManQFF) apresentou niveis
inferiores de estabilidade (fig. 18). A enzima apresentou meia vida durante o tempo de

50 min quando incubada a 40 °C. No entanto, em temperaturas maiores (50 e 55 °C) a
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ManQFF atingiu sua meia vida em menos de 15 min. De acordo com Lu et al., (2014) a
baixa estabilidade da enzima pode ser explicada pela auséncia do substrato, uma vez que
ele pode estabilizar a enzima e consequentemente, resultar em uma maior atividade em
altas temperaturas. Além do mais, experimentos realizados por Srivastava, et al., (2016)
mostraram que o aumento da termoestabilidade de enzimas pode ser explicado pela
ligagdo de ions no sitio catalitico da enzima e pela presenca de CBMs. Os CBMs podem
fornecer protecdo ao dominio catalitico e sua auséncia pode desencadear diminui¢do na
termoestabilidade de algumas enzimas.

A producdo de mananases com caracteristicas inferiores as mananases
produzidas por C. byssicola séo relatados em diversos trabalhos. Wang e colaboradores
(2015) produziram uma B-mananase de Arabidopsis thaliana que manteve 90-100% da
sua atividade por 4 horas quando incubada a 35 °C, no entanto, quando incubada a 45 °C
a atividade residual alcancou 45% depois de 4 horas de incubacdo. Zhang, et al. (2015)
caracterizaram uma mananase isolada de Grus nigricolli que apresentou meia vida de 60
min a 37 °C, além disto, a enzima perdeu sua atividade apds a incubacéo de 2 min a 50
°C. Zhou, et al. (2012) identificaram uma mananase produzida por cepas Shingomonas
que foram estaveis por mais de 60 min a 35 °C, no entanto, a meia vida da enzima foi de
aproximadamente 15 min quando incubada a 45 °C. Song, et al. (2008) produziram uma
mananase em que a meia vida era inferior a 10 min quando incubada a uma temperatura
de 45°C.
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Figura 18. Determinacéo da termoestabilidade de mananase do extrato bruto concentrado a 40 , 50 e 55
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5.4.3 Efeito de ions e EDTA na atividade de mananase

Na natureza, enzimas que degradam a biomassa lignoceluldsica estéo,
provavelmente, em contato com diversos ions metalicos. Ademais, niveis significantes
desses compostos podem ser encontrados em sistemas enzimaticos industriais para
conversdo da biomassa (TEJIRIAN e XU, 2010).

Algumas enzimas necessitam, além de seus residuos de aminoacidos,
componentes quimicos adicionais como os cofatores. Os cofatores sdo ions inorganicos
que podem estar firmemente ligados as proteinas aumentando sua atividade. A ativacédo
e inibicdo de ions e compostos quimicos na atividade de enzimas constitui uma ferramenta
de grande importancia para caracterizacdo quimica e o entendimento do modo de acédo
das enzimas (JARAMILLO, 2014). A tabela 4, apresenta o efeito de ions e EDTA na
atividade de mananase. A atividade de mananase do EBC foi parcialmente inibida na
presenca do ion (concentragdo final de 1 mM), Co?*. Os jons Ag*, Co?*, Ca?*, Cu?*, Fe?",
Fed*, K*, Mg?*, Mg®", Zn?* e 0 agente quelante EDTA (nas concentracdes de 1 e 10 mM)
inibiram de forma mais significativa a atividade da enzima. No entanto, o ion Co?*,
aumentou (5%) a atividade de mananase do EBC (na concentracao de 10 mM). Por outro
lado, 0 ion Co?" ativou em 15% e 35% a atividade da ManQFF, quando incubada nas
concentracdes de 1 mM e 10 mM, respectivamente. Como mostrado na tabela, nenhum
aumento consideravel de atividade de mananase foi observado quando os ions foram
incubados na concentracao final de 1 mM.

Quando as mananases foram incubadas em concentragdes maiores de ions (10
mM) apenas o fon Co?* foi capaz de aumentar atividade da mananase do EBC e da enzima
ManQFF. Os ions Fe?*, Fe®*, Zn?*, e o quelante EDTA inibiram fortemente a atividade
do EBC e da Fracdo semi-purificada. Assim como mostrado nesse trabalho, a presenca
de Fe**, Zn2*, Cu?* e outros ion afetaram fortemente a atividade de mananase produzida
por Biospora sp. (LUO, et al., 2009). Do mesmo modo, Lu et al. (2013) relataram que a
presenca dos fons Fe®**, Zn?*, Cu?* inibiram parcialmente a atividade de mananases
derivadas de Aspergillus nidulans. Yang W. e colaboradores (2015) evidenciaram qua a
mananase do fungo Arabidopisis thaliana diminuiu sua atividade na presenca de Fe®*.
LIU, et al. (2015) detectaram uma moderada inibicdo dos ions Fe** e Cu?* na atividade
de mananase de Bacillus subtilis. Chen, et al. (2007) produziram uma mananase de

Aspergillus sulphureus que sofreu forte inibi¢do quando incubada com o fon Cu?*.



TABELA 4- EFEITO DE IONS E EDTA NA ATIVIDADE DE MANANASE

48

Atividade relativa (%)

Controle
AgNOs
CaCl
CoCl;
CuSOq4
FeCls
FeSO4
KCI
MgCl;
MgSO4
ZnSO4
EDTA

1mM

EBC
100+ 3,1

66,99991 + 5,5
77,63413+1,4
93,04312 + 1,7
69,93433 £ 4,0
86,42016 + 3,2
82,49805 + 2,6
80,34959 + 5,9
78,36473 £ 4,9
84,93036 + 3,5
87,08977 +5,4
84,4051 +5,3

ManQFF
100+ 2,8

48,40705 + 2,3
75,67223 + 3,8
105,0181 + 3,6
48,08737 £ 2,5
29,5087 + 1,2
28,84165 + 2,3
52,22327 + 3,4
86,76454 + 1,1
87,88793 + 2,8
29,22386 + 4,7
29,57487 £ 2,6

10 mM

EBC
100+ 3,1

35,83655 + 3,9
99,33099 + 3,6
115,6208 + 3,3
32,79544 + 2.9
8,549558 + 2,6
3,294548 + 3,7
35,83655 + 1,3
99,33099 + 2,9
79,98921 + 3,4
8,549558 + 2,1
3,294548 + 1,3

ManQFF
100+ 2,8

58,78083 + 3,9
53,72015+ 2,4
135,0943 + 2,8
43,88056 * 5,6
36,11704 + 2,7
28,84165+ 1,8
78,94512 + 1,6
86,0856 + 4,5
63,16738 + 5,3
30,26929 + 1,6
54,63747 £ 1,3

Como parte da caracterizacio de enzimas, ions metais divalentes, (Mg?*, Ca®*,

Mn?*, Fe?*, Co?*, Ni%*) trivalentes, (Fe*) e monovalentes (Na*, K*) sdo frequentemente

testados para o seu efeito na atividade enzimatica (TEJIRIAN e XU, 2010). Assim como

o ion Co?" aumentou a atividade de mananase de C. byssicola, a tabela 5 mostra que para

outros microrganismos esse ion atua como ativador de diferentes tipos de mananases,

estando raramente agindo como inibidor dessas enzimas. No entanto, ao analisarmos a

tabela podemos perceber que o ion Cu?* atua como inibidor para a maioria das enzimas

apresentadas. De acordo com Tijirian e Xu (2010) as diferencas encontradas em relagédo

a ativacdo e inibicdo de enzimas podem ser explicadas pela interacdo dos ions com o0s

residuos de aminoacidos das proteinas, podendo exercer ou ndo inibig&o.
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TABELA 5- EFEITO DE IONS E EDTA NA ATIVIDADE DE MANANASES DE DIVERSOS
MICRORGANISMOS.

[]mM Ativador Inibidor Referéncia
1 ca’ Ag*, Cu?*, Mg Naganagouda, et al., 2009.
5 NaCl, KCI, MgCl FeCl2 Kumagali, et al., 2011.
- CaCl,, CuSOg, FeSOq, Chantorn, et al., 2013.
1 CoCl; EDTA,
1 Co?" Cu?*, Mg?* Fed*, Fe?* Chauhan, et al., 2014.
1 Co* Cu®*, Fe**, EDTA Piwpankaew, et al., 2014.
1 Zn?*, K*, Na* EDTA Chai, et al., 2015
5 Zn**, K*, Na* EDTA Chai, et al., 2015
1 Co?, Fe* Ca? Srivastava, et al., 2015.
25 KCI, CoCl, MgCl FeCls, Ge, et al., 2016.
1 Co?*, K*, Na* Cu®*, EDTA Pradeep, et al., 2016.
1 Co?*, Ag*, EDTA, Ca?* Zn?*, Na* Wang, et al., 2016.
5 Co?*, Zn* Fe3*, Na*, EDTA, Ag", Wang, et al., 2016.
Cu?*
1 Ca?*, Mg?*, Zn?* Cu?*, Yang et al., 2016.
10 Ca2*, Mg?*, Co** Cu® Yang et al., 2016.

5.4.4 Efeito de compostos fenolicos na atividade de mananase

Os compontos fendlicos presentes em plantas podem inibir a hidrolise
enzimatica em concentracdes que variam entre uM a mM (XIMENES, et al., 2010). A
tabela 6 mostra a influéncia dos compostos fenélicos na atividade de mananase do EBC
e na fracdo semi-purificada (ManQFF) quando incubados em uma concentracdo final de
1 mg/mL. Para as duas amostras, o0s resultados mostraram-se negativos, ndo havendo
aumento da atividade de mananase. O acido-p-coumario e o 4cido cinanimo inibiram
fortemente a atividade do EBC (com uma reducgéo de 42 e 44% da atividade de mananase)

e da ManQFF (reduzindo cerca de 99 e 87% da atividade de mananase). Além do mais a
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atividade da ManQFF apresentou uma reducdo de 69% quando incubado com o &cido
ferdlico.

Poucos estudos tem avaliado o efeito de compostos fendlicos na atividade de
mananases, contudo, estudos realizados por Infante et al. (2015) e Gomes (2014)
mostraram que 0s compostos fendlicos podem aumentar a atividade de mananases de
diferentes microrganismos, o que ndo foi observado nesse trabalho. Infante et al. (2015)
mostraram que a mananase semi-purificada de A. foetidus foi inibida (7%) por &cido
cinamico, contudo a incubacao com &cido ferulico proprocionou um aumento de 51% da
atividade de mananase (Man58). Ademais, 0s outros compostos fendlicos néo
influenciaram a atividade de mananase. Da mesma forma, Gomes (2014) mostrou que 0
acido cinamico inibiu (10%) a atividade de mananase, enquanto que o acido ferulico
ativou a enzima em quase 150%. Outros compostos como o acido p-coumarico e o acido
4-hidroxi-benzdéico aumentaram a atividade de mananase em 25% e 23%,
respectivamente.

O efeito de compontos fenolicos na atividade de outras enzimas hemicelulésicas,
como as xilanases, tem ganhado maior atencdo. Moreira e Ferreira Filho (2016)
mostraram que as Xilanases podem aumentar sua atividade quando incubadas com
vanilina. Como também podem ser resistentes a presenca de acidos como: p-coumarico,
feralico, tanico e 4-hidroxi-benzoico. Contudo, xilanases de alguns microrganismos sao
inibidas por &cido cindmico, &cido p-cumarico e o acido 4-hidroxi-benzdico. O efeito dos
compostos fendlicos sobre as funcbes bioldgicas de proteinas e estruturas secundarias e
terciarias, assim como parametros termodindmicos tem sido estudado para maior
compreensdo do modo de acéo dessas enzimas (MOREIRA e FERREIRA FILHO, 2016).



TABELA 6- EFEITO DE COMPOSTOS FENOLICOS NA ATIVIDADE DE MANANASE.

Atividade Relativa (%)

EBC ManQFF

Controle 100 + 2,7 100+ 3,1
Vanilina 78,15273 +1,1 50,82301 + 2,9
Acido tanico 68,66232 + 3,6 59,9312+ 2,5
Acido p-coumarico 58,2603 + 4,1 0,99091 + 3,3
Acido cinamico 56,55707 + 2,3 16,07783+ 1,8
Acido fertlico 80,22051+2,0  31,62134+19
Acido 4-hidréxi-benzoico 61,20603 + 1,8 47,78536 £ 4,3
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5.4.5 Parametros cinéticos

Afim de avaliar a afinidade da enzima pelo substrato e a velocidade da reacao,
foram determinados os parametros cinéticos de mananase do EBC e da fracdo ManQFF.
O EBC apresentou um Ky aparente de 12,73 £ 1,97 mg/mL e Vmax de 7,65 + 0,52 Ul/mL,
enquanto a fracdo semi-purificada exibiu Kv de 8,53 £ 0,31 mg/mL e Vmax de 0,255 +
0,0033. Zhou, et al. (2015) descreveram um Km de 9,5 + 0,5 mg/mL para enzima
recombinante Man1312. Da mesma forma, Zhou et al. (2016) produziram mananases
(Man26 e Man1606) com valores de Km de 9,2+ 0,1 e 8,5+ 0,1.

Srivastava, et al. (2015) purificaram uma mananase com Kwv e Vmax de 6,5
mg/mL e 5000 Ul/mL/min, respectivamente. Wang et al. (2014) caracterizaram duas
mananases recombinantes com diferentes niveis de glicosilacdo mostrando Km e Vmax de
1,90 mg/mL e 3,092 U/min/mg para Man5Al, e 2,19 mg/mL e 3,501 U/min/mg para
Man5A2. Zheng, et al. (2016) obtiveram mananases que apresentaram Ky e Vmax de: 11
mg/mL e 3333,33 pmol/min (322-ManAR2) e 4 mg/mL e 5000 pmol/min (22b-ManAR2).

5.5 HIDROLISE ENZIMATICA

A figura 20 mostra a liberacdo de acUcares redutores totais pela hidrolise

enzimatica da manana e casca de soja utilizando a amostra enziméatica do EBC. Como
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podemos observar, a quantidade de acgucares redutores resultantes da degradacdo da
manana aumentou até oito horas de incubacdo, permanecendo estaveis por 96 horas. Em
contrapartida, os acucares liberados durante a hidrélise da casca de soja aumentaram
gradualmente até o tempo de 24 horas, mantendo-se estaveis entre o periodo de 24-72
horas, produzindo maiores quantidades de acUcares redutores ap0s 72 horas. A liberagéo
de agucares redutores durante a hidrolise da manana 1% até o tempo de 72 horas foi maior
do que a casca de soja. Essa diferenca, pode ser explicada pela composi¢do quimica dos
substratos utilizados, uma vez que diferente da manana (derivada de goma de alfarroba)
a casca de soja apresenta em sua composicdo quimica (tabela 1) pectina, celulose,
hemicelulose e lignina, componentes responsaveis por aumentar a recalcitrancia de sua
estrutura.

A hidrélise enzimatica de produtos com alto teor de manana, e a quantificacéo
dos agUcares redutores totais tem sido demostrada em diversos trabalhos. Blibech et al.
(2011) mostraram que a hidrolise de goma de alfarroba (0,5 %) por mananases de
Penicillium occitanis liberou agUcares redutores até o tempo de 6 horas. Nesse caso, a
enzima semi-purificada foi incubada por 10 horas a 70 °C em pH 7,0. Chantorn, et al.
(2013) mostraram que a hidrdlise de diferentes residuos agroindustriais produziu grandes
quantidades de acucares redutores quando o extrato bruto, contendo mananases, foi
incubado por 48 horas a 60 °C e pH 4,0. Os valores de agUcares redutores foram: 7,517.82
pug/mL (farelo de copra), 3,827.64 pug/mL (bagaco), 3,309.49 pg/mL (casca de batata) e
2,325 pg/mL (farelo de soja). Os trabalhos citados anteriormente, corroboram com o0s
dados obtidos nesse trabalho, mostrando que residuos agroindustriais liberam maiores
quantidades de agUcares redutores em tempos maiores de hidrdlise.
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Figura 20. Quantificacdo de acucares redutores totais por DNS obtidos pela hidrélise da manana 1% e
casca de soja pelas enzimas do EBC.

A deteccdo de mano-oligossacarideos € exibida na figura 21. De acordo com o
grafico, os produtos liberados durante a hidrolise da casca de soja (21-A) foram: manose,
manobiose, manotriose e manopentose. Oligossacarideos como manotetraose e
manohexaose ndo foram identificados. Contudo, na degradacdo de manana 1% (21-B),
além dos produtos encontrados anteriormente, foi possivel identificar a presenca de
manotetraose e manohexaose.

Quando comparamos a figura 20 e 21, podemaos perceber que o perfil de agicares
redutores gerados durante a hidrdlise da casca de soja aumentou gradualmente, atingindo
seu pico maximo no tempo de 96 horas. Da mesma forma, na deteccdo de mano-
oligossacarideos (21-A) a quantidade de manose aumentou ao longo do tempo. No
entanto, quando analisamos a hidrdlise enzimatica da manana, os agucares redutores
aumentaram até 8 horas, contudo na deteccdo de mano-oligossacarideos (21-B) hd um
aumento de manose ao longo do tempo, apresentando um perfil diferente da hidrélise
enzimatica. Essa diferenga pode ser explicada pela presenca de mano-oligossacarideos
com grau de polimeriza¢do maior que a manohexaose, fazendo com que haja uma maior
deteccdo de acUcares redutores pelo método de DNS. No entanto, nas anélises de HPLC
esses agucares nao sdo detectados, pois a curva padrdo ndo identifica mano-oligdmeros
com grau de polimerizagédo maior do que sete.

Uma caracteristica importante apresentada na hidrélise dos substratos é a grande
quantidade de manose gerada. A presenca de manose como produto de hidrolise da
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manana 1% e casca de soja, sugere que as enzimas do EBC sdo compostas,
principalmente, por B-manosidases (exo mananases), enzimas que degradam mano-
oligossacarideos, gerando manose como produto final.

A producdo de manose tem despertado grande interesse como pré-bidtico da
microbiota intestinal (YAMABHAI et al., 2014). Quando comparado com outros
trabalhos, as enzimas produzidas por C. byssicola mostraram-se mais eficientes para a
producdo de manose. Soni et al. (2016b) realizaram a hidrolise de goma de alfarroba
(LBG), goma de konjac (KG) e goma guar (GG), por mananase produzidas por A. levis.
Os autores descreveram que a hidrolise de LBG e GG gerou poucas quantidades de
manobiose e manose, e porcentagens maiores de oligossacarideos. Contudo, na hidrélise
de KG nédo houve deteccdo de manose e manobiose, sendo detectados apenas
oligossacarideos. A hidrolise do substrato ndo liberou, esse resultado pode ser explicado
pela auséncia de uma exo-mananase, responsavel por clivar mano-oligossacarideos
gerando como produto manose.

Dhawan, et al. (2015) realizaram a hidrdlise de farelo de trigo, LBG, GG e KG,
utilizando enzimas produzidas por Paenibacillus thiaminolyticus. A hidrdlise de LBG
gerou manobiose, manotriose e manotetraose. KG e GG foram degradados a manobiose,
manotriose e manotetraose, por fim, a degradacédo do farelo de trigo gerou como produto
todos os demais mano-oligossarideos, incluindo manose e manohexaose. No entanto,
pouco quantidade de manose foi detectada, indicando que as enzimas do extrato bruto
contém grandes quantidades de endo-mananases em detrimento de -manosidases.

Em trabalho realizado por Harnpicharnchai et al. (2016), mananases de A. niger
foram utilizadas em ensaio de hidrélise enzimatica de farelo de améndoa de palma (PKM)
e farelo de copra (CM). Ambos os substratos foram degradados a manose, manobiose e
manotriose, contudo, maiores quantidades de manose foram produzidas pela hidrélise de
PKM.

Pangsri et al. (2015) produziram uma mananase de Bacillus circulans que
degradou LBG, CM e KG. LBG foi hidrolisado a manobiose, manotriose, manotetraose,
manopentose e manohexaose. Contudo, CM e KG foram clivados em manotriose,

manotetraose, manopentose e manohexaose.
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Figura 21. Identificacdo de mano-oligossacarideos produzidos durante a hidrélise da casca de soja (A) e
da manana 1% (B) por enzimas presentes no EBC.

6 CONCLUSOES

Pouco se sabe sobre a capacidade de C. byssicola em produzir enzimas que sejam

capazes de desconstruir a parede celular vegetal, uma vez que pesquisas acerca de tal

fungo tem levado em consideracdo apenas suas caracteristicas como agente de controle

bioldgico e como fungo produtor de quitinases. O estudo de algumas propriedades de C.

byssicola mostrou que o isolado foi capaz de crescer em meio submerso, contendo casca
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de soja como fonte de carbono, produzindo proteoformas de mananases com tamanhos
que variam entre 36,6-53 kDa.

A utilizacdo da casca de soja como matéria prima para o crescimento de fungos
ainda é pouco explorada. Devido ao alto teor de manana encontrado em sua estrutura,
esse substrato mostrou-se ideal para inducdo de mananases. Além do mais, a pequena
quantidade de lignina encontrada na casca de soja torna esse substrato menos
recalcitrante, ndo necessitando de pré-tratamentos com a utilizacéo de acidos ou solventes
organicos.

A caracterizacdo do EBC e da fracdo ManQFF, mostrou que essas amostras
enziméticas foram ativas em pH e temperatura determinantes para que essas enzimas
sejam utilizadas em diversas aplica¢des industriais, incluindo aditivos de racdo e hidrolise
de extratos de café.

Outra caracteristica importante de mananases do EBC e da fracdo semi-
purificada ManQFF, foi a grande produ¢do de manose gerada pela hidrélise da casca de
soja e manana 1%. Esses acUcares tém despertado interesse em industrias farmacéuticas
e de alimentos, devido ao favorecimento do crescimento de microrganismos benéficos no

intestino.

7. PERSPECTIVAS

Dar continuidade ao processo de purificacdo de isoformas de mananases. Com
intuito de clonar e expressar 0s genes que codificam essas enzimas. As sequéncias de
mananases serdo identificadas por espectrometria de massas. Ademais, mananases
resultantes da expressao heteréloga serdo utilizadas em ensaios de hidroélise enzimatica,
para a deteccdo dos produtos de hidrolise gerados pela enzima pura. Sera realizado
também um estudo detalhado do efeito de mananases na reducdo da viscosidade de
extratos de café e como aditivos de ragéo.
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