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Topicos Abordados

v' Oligossacarideos

v' Propriedades Prebidticas

v Prebidético X Probiético X Simbiotico

v' Beneficios dos Prebiéticos e Probidticos

v' Sintese de Oligos (FOS, GOS, XOS) — via enzimatica

v' Efeito Misturas Enzimaticas — Hidrdlise Bagaco — XOS



OLIGOSSACARIDEOS:

v’ Sao carboidratos ndo convencionais, nao digeriveis encontrados
naturalmente em muitos alimentos como frutas, vegetais, leite e mel, e
podem ser sintetizados por enzimas produzidas por varias espécies
de micro-organismos, dentre eles, fungos, leveduras e bactérias.

Pomodori

Frutti di Bosco Banane Semi di Lino




OLIGOSSACARIDEOS:

v’ Séo utilizados como Ingredientes Funcionais de alimentos, pois
apresentam Propriedades Prebiodticas:
- estimulam a microbiota intestinal

- contribuem p/ melhoramento da fisiologia do organismo humano

Prebidticos

Saude e

Fator Bifidogénico o Bem-estar

Melherar o Funcionamento do Intestino

v' Apresentam grande potencial para melhorar a qualidade de muitos
produtos alimenticios, além de serem empregados como adocantes
(baixa caloria) e estabilizantes (alto peso molecular — T viscosidade).
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OLIGOSSACARIDEOS = PREBIOTICOS

Ingredientes alimentares nao digeriveis

Resistentes a digestao, absorcao e adsorcao (estbmago / intestino delgado)

\ 4

Fermentados somente no intestino grosso (bifidobactérias)

\ 4

Estimulam seletivamente o desenvolvimento de microflora benéfica

\ 4

Inibem a atividade de bactérias prejudiciais a saude _ s

: < e

Beneficios para a Saude (3 Riscos cancer de célon) ioticos

=
P eb
‘Estimula
| JLOs probiéticos



Drapidticos X Rrobidticos

Simbioticos


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwihwM-MoezNAhVMH5AKHU87DxQQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.noticiainterativavirtual.com.br%2Fnoticia%2Fniv%2Findex.php%2Fnutrindo-de-vida%2F1133-prebiotico-probiotico-e-simbiotico&psig=AFQjCNFLZ5FLYd82Ejui1rT7c8oG43LgoQ&ust=1468355619898946

Prebidticos :igREBK' _

Nutrientes que afetam beneéficamente o organismo, estimulando
seletivamente o crescimento de um numero limitado de bactérias

probidticas do trato intestinal, beneficiando a saude.

Caracteristicas de um Prebiodtico:

v Ingrediente alimentar nao digestivel
v N&o hidrolisados nem absorvidos no intestino delgado

v No intestino grosso sao fonte de carbono para bactérias bifidas
FATORES BIFIDOGENICOS
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Probioticos @'3'0? ‘

Micro-organismos Vvivos capazes de melhorar o equilibrio
microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do

individuo (Fuller,1989 e Guarner, 2000).

Critérios para Selecao de Probioticos:

IVV) o produto devera °eZp ) resisténcia ao suco
> , . < ..
conter niumero elevado Pf'OblOflCOS ! gastrico e a bile

de micro-organismos W ,
(>107 UFC/mL): 7~ = “

resistir condices de 1) resisténcia a lisozima
processamento

lIl) capacidade de aderéncia a mucosa
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Lactobamlos Bifidobactérias

v Atuam no intestino delgado v Atuam no intestino grosso - célon
80 % flora de criancas

v Bastonetes, gram (+) nao
esporulados v Bastonetes, gram(+), nao
esporuladas

v Fermentam lactose,

homofermentativos: Ac. Lactico v Fermentam lactose,

heterofermentativos: Ac. Lactico e

v Sobrevivéncia pH 3,0 - 8,0 (6,3-6,6) Ac. Acetico
v Temperatura 6tima 37 °C v Sobrevivéncia pH 5,1 - 8,0 (6,5-7,0)
v Anaerébios facultativos, v Temperatura otima 37- 43 °C

Microaerofilicos
v Anaerodbios




SIMBIOTICOS

Probioticos + Prebioticos

Sao alimentos funcionais que em geral devem conter
um componente prebiodtico que favoreca o efeito do
probidtico associado

Exemplos de Alimentos Simbioticos: e

simbioflora’

S = /%
5 simbioflora

nviclus rom

v’ Bifidobactérias com galacto-oligossacarideos

v’ Bifidobactérias com fruto-oligossacarideos

v’ Lactobacilos + Bifidobactéria + fruto-oligossacarideos
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Trato Intestinal

il 100 trilhdes de bactérias

k . mais de 400 espécies diferentes,
1{335 Natureza saprofita e patogénica,
N vivem num delicado equilibrio

Problemas que afetam este equilibrio:

» Dieta alimentar (alimentos ricos em carboidratos, e gorduras)
» Uso excessivo de Remeédios (Antibidticos, Anti-inflamatdrios)
» Tabagismos e consumo de alcool

» Estresse

DISBIOSE INTESTINAL: desequilibrio microflora trato intestinal




DISBIOSE INTESTINAL

. . ”
~ ,
o

Sensacgado
Distirbio sério da Prisdo de Célon de Mal-Estar,
microflora intestinal ventre irritado Desconforto,
l l l Depressdo
Desequilibrio na Facilita passagem de Diarréias, .
producdo das bactérias nocivas Gases, ResugT%nTes a
secrecées para o intestino Célicas ctes antibidticos
l delgado l f
*Clostriduium
Ma absor¢do dos nutrientes Ma resposta a difficile manda
qualquer tipo de ao cérebro uma
alimento substdncia que
inibe a sintese de
serotonina
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Beneficios dos Probidticos e Prebibticos

f + Apresenta efeito funcional benéfico no
organismo, equilibrando a flora intestinal

+ Inibe a presenca de bactérias intestinais
indesejaveis (patogénicos)

~ Estimula o sistema imunologico

~ Reduz de doencas infecciosas (diarréia)

~ Potencial de degradacéo de substancia
carcinogénicas

v Apresenta efeitos nutricionais, ajuda na
digestao da lactose

\ »Ajuda na diminuicao do colesterol sanguineo

Beneficios dos Probioticos

. . ~N
v Fonte de carbono de baixa caloria

v Alimento para as bactérias bifidas
v Manutencao da microbiota intestina -
v Aumento da absorcao de minerais (Ca+)
v Diminuicao do risco de cancer de célon

v Melhoram transito intestinal (efeito fibra) ) Beneficios dos Prebidticos




Importancia de uma Microflora Equilibrada

!

Beneficios dos Prdbidticos e Prébidticos

-~

Oligossacarideos

O que séo Oligossacarideos?
Qual sua estrutura?

Como sao produzidos?

>
Via Enzimatica



OLIGOSSACARIDEOS:

Os oligossacarideos sdo compostos formados pela unidao de 2 até
aproximadamente 10 unidades de monossacarideos unidos por ligacoes
glicosidicas.

Monossacandeo H + HO onossacarideo
Cﬁ,H-”_ﬂﬁ CE-H':IIDE
Ligagio glicosidica

D
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Fruto-oligossacarideos
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OLIGOSSACARIDEOS:

Dentre os oligos destacam-se:

pm—

- Fruto-oligossacarideos (FOS)

— - Galacto-oligossacarideos (GOS)

- Xilo-oligossacarideos (XOS)

—

Atualmente a producdo de XOS a partir de residuos agroindustriais
€ um mercado que vem ganhado destaque, visto 0 baixo custo e a grande
disponibilidade de biomassa vegetal (Biomassa Lignocelulosica).
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FRUTO-OLIGOSSACARIDEOQOS (FOS):

Fruto-oligossacarideos (FOS) sao oligossacarideos compostos por “n”
grupos frutosil ligados em cadeia na posicéao 3-2,1 possuindo uma glicose
terminal. Os FOS mais conhecidos sao: GF2 (1-kestose), GF3 (nistose) e
GF4 (1F-B-frutofuranosil-nistose).

CH,OH (A CH,OH (B) CH,OH (CG)
0 o I
I L -, 3
OH OH I/\OH
OH OH DH‘J—‘/
H OH OH
o o o
H-,.C-?#I:!_‘___D.,_&% Hzcﬂr_!,aoﬂ_ ~ Haﬂgﬂf--on_x%__
o o
CH2 CHz
OH OH OH
CHz
o
H2CO0H _o. H2COH
H2CGOH _Oo__ © - li.ﬂo ~—— s,
ke . - —
— -~ o o
o vd
\_K}/jm:m, N CHz CH2
. OH ‘
GF2 ° o
Hzccﬁ__,_qxh Hzc_g'}"o"a
o o
CH,OH CHz
OH OH
GF3 o
Hzccf)j;o____h
[=]
CH,OH
OH

Fonte: PASSOS; PARK (2003).
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FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

NAO SAO METABOLISADOS PELO
ORGANISMO HUMANO

Alimentos Efeitos similares
Dieteticos ao das Fibras
[1,5 Kcal/g]

!

Promovem o crescimento Prevenir a

das bifidobactérias D Constipagao

Reducéo das bactérias
prejudiciais a saude




Concentracao e Consumo de FOS em Alimentos

Consumo diario FOS Consumo diario

de alimento em meédio de FOS em

(g/kg/dia) peso peso umido

Peso Peso seco g/kg/dia mg/dia
Alimento Umidade seco Umido (%)
Banana 76 0.224  0.933 0.30 2.80*10° 164.95
Cevada 11 0.057 0.064 0.15 9.66*107 5.69
Alho 61 0.001 0.002 0.60 1.17*10° 0.69
Mel 17 0.015 0.018 0.75 1.38*10* 8.11
Cebola 89 0.002 0.018 0.23 4.00*107 2.36
Arroz 11 0.004 0.005 0.50 2.26*10° 1.33
AcuUcar 2 0.011 0.011 0.30 3.22*107 1.90
mascavo
Tomate 93 0.492  7.029 0.15 1.05*10% 620.99

*No Japéao estabeleceu como consumo diario aceitavel cerca de 0,8g/kg/dia.



Sintese de Fruto-oligossacarideos

Glicosilsacarose
o-D-Glu-(1— 4)-o-D-Glu-(1— 2)-B-D-Fru

Oligossacarideos de palatinose
[o-D-Glu-(1— 6)-D-Fru],, onde n = 2-4

+ Maltose
Transglicosilagao catalisada pela Sintese de palatinose poracao da
ciclomaltodextrinaglucanotransferase palatinose sintase
(EC 2.4.1.19) (EC 5.4.99.11)

SACAROSE

o-D-GIU=TT— 2J-p-D-Fru

Tragsipgtosilacan catalizada + Lactose . .
po} B-frutofuranosidases Transfrutosilacéo catalisada
[EC %.2.1 26 por B-frutofuranosidases

(EC 3.2.1.26)
o-D-Glu-(1— 2)-[B-D-Fru-(1— 2)-], onde n = 2-4 Lactosacarose
= = B-D-Gal-(1— 4)-0-D-Glu-(1 —2)-p-D-Fru
Fruto-ullgussacarldms |

p-D-Fru-(1— 2)-[B-D-Fru-(1—2)-], onde n = 1-9
o-D-Glu-(1— 2)-[p-D-Fru-(1— 2)-], onde n = 2-9

Hidrélise enzimgtica controlada
catalisada peldinulinase

INULINA
o-D-Glu-(1 — 2)-[p-D-Fru-{1— 2)-], onde n = 10

Formacao de oligossacarideos a partir da sacarose e inulina (Glu=glicose; Gal=galactose; Fru=frutose)
(Adaptado de CRITTENDEN; PLAYNE, 1996).



DOL: 10.1111/5.1745-4514.2009.00295.x

SYNTHESIS OF FRUCTOOLIGOSACCHARIDES USING
EXTRACELLULAR ENZYMES FROM RHODOTORULA SP

SAARTJE HERNALSTEENS' and FRANCISCO MAUGERI

Appl Microbiol Biotechnol (2008) 79589596
DT DO TD0T 0025 3-008-14T0-x

BIOTECHNOLOGICALLY RELEVANT ENZYMES AND PROTEINS

Purification and characterisation of a fructosyltransferase
from Rhodotorula sp.

Saartje Hernalsteens - Francisco Maugeri

Current Chemical Biology, 2012, 6, 42-52

Optimization of fructooligosaccharides synthesis by immobilized fructosyl-
transferase

Elizama Aguiar-Oliveira*', Maria Isabel Rodrigues' and Francisco Maugeri'

"University of Campinas (UNICAMP), Faculty of Food Engineering (FEA), Dept. of Food Eng. (DEA), Lab. of Biopro-
cess Eng. (LEB), R. Monteiro Lobato, 80, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, Distrito de Bardo Geraldo, Postal Code:
13083-862, Campinas, Sao Paulo, Brazil



GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS):

v Os GOS sao componentes naturais do leite humano, bem como de
alguns alimentos, incluindo cebola, alho, banana, soja e chicoria, e
podem ser produzidos a partir da lactose pela reacao de
transgalactosilacao da enzima [3-galactosidase.

v' O sitio ativo da B-galactosidase possui habilidade similar tanto para
hidrolisar a lactose, formando galactose e glicose, quanto para
transgalactosilar a galactose, formando os GOS (MAHONEY, 1998).

Sintese de GOS em substratos lacteos
resulta em produtos com menor
teor de lactose — Intolerantes a Lactose
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Sintese de Galacto-oligossacarideos

Galacto-oligossacarideos Alolactose
o-D-Glu-(1— 4)-[p-D-Gal-(1— 6)-], onde n = 2-5 B-D-Gal-(1— 6)-Glu
Transgalactosilacdo catalisada Transgalactosilacao catalisada
porlﬁ-galactosidases por B-galactosidases
([EC 3.2.1.23) ([EC 3.2.1.23)
LACTOSE
w-D-Gal-(1— 4)-a-D-Glu
+ Sacarose Transgalactosilacao catalisada
Transfrutosilacao catalisada por B-galactosidases
por B-frutoforanosidases (EC 3.2.1.23)

(EC 3.2.1.26) Galactobiose

Lactosacarose B-D-Gal-(1— 6)-Gal
B-D-Gal-(1— 4)-a-D-Glu-(1— 2)-p-D-Fru

+ Frutose

Transgalactosilacao catalisada
por B-galactosidases
Y (EC 3.2.1.23]

Lactulose
p-D-Gal-(1—4)-p-D-Fru

Formacéao de oligossacarideos a partir da lactose (Glu=glicose; Gal=galactose; Fru=frutose) (Adaptado de
CRITTENDEN; PLAYNE, 1996).
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XILO-OLIGOSSACARIDEOS (XOS):

Os xilo-oligossacarideos apresentam um grande potencial prebidtico e
sao um dos poucos produtos nutracéuticos que podem ser produzidos a
partir de biomassa lignoceluldsica.

XILOOLIGOSSACARIDEQS

ENZIMA
ol 000080006
XILANA - POLISSACARIDEO 200
2006 —
e & oe eese

Despolimerizacéo: (Fisico, Quimico ou Enzimatico)

Xilana-Polissacarideo . | Xilo-oligossacarideos
[B-Xil-(1—4)], onde n > 10 [B-Xil-(1— 4)], onde n = 2-9

Hidrolise e
usando umjendo 1,4-B-xilanase
(EC 3.2.1.4%

Formacéao de oligossacarideos a partir da xilana (Xil=xilose)
(Adaptado de CRITTENDEN; PLAYNE, 1996).
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Efeito de Misturas Enzimaticas na Hidrolise do Bagaco de
Cana-de-Acucar e Producéo de Xilo-oligossacarideos (XOS)

Misturas Enzimaticas: Biomassa lignocelulosica:
GH11 — Endo-1,4-B-xilanase —Bagago In natura (RAW)
GH10 - Endo-1,4-B-xilanase - Bagaco Pré-tratado (PASB)
_J GH54 - a-L-arabinofuranosidase Bagaco Pré-tratado (PACH)

GH51 - a-L-arabinofuranosidase
GHA43 - 3-xilosidase
CE1l - Feruloll esterase

—

» Plackett-Burman (12 experimentos + 3 pontos centrais);
» Condicdes Experimentais: 50°C/ pH 5,0 / 24horas/ 1000rpm;

» Quantificacdo em HPAEC-PAD: Xilose e XOS liberados.



Clonagem, Expressao e Purificacao das Enzimas

. 170 KDa
Expressas em A. nidulans (pEXPYR) 130 KDa
100 KDa
] A — : s
GH11 - Endo-1,4-B-xilanase (Penicillium funiculosum ) - a f—
GH54 - a-L-arabinofuranosidase (Aspergillus niger) TR —
40 KDa [P
] 35 KDa
Expressas em E. coli (pET28a)
, : 250 Ps s
GH10 - Endo-1,4-B-xilanase (Metagendmica do solo)
GH51 - a-L-arabinofuranosidase (Bacillus subtilis )
GHA43 - B-xilosidase (Bacillus subtilis) —
CE1 - Feruloil esterase (Clostridium thermocellum) —
a

GH11 GH10 GH43 GH54 GH51 CE1

Purificacao: Cromatrografia de Afinidade + Cromatografia de Exclusdo Molecular




Caracterizacdo da Biomassa Lignhocelulosica

Tabela 1 Composicéo das biomassas lignoceluldsicas empregadas

Composicao RAW PASB PACH

Celulose 44,2+0,32 48,0+0,28 60,6%0,45

Hemicelulose 25,7+0,25 19,9+0,15 | 35,7+0,23

Lignina 23,4+0,17 28,8+0,14 2,1+0,09

Cinzas 6,7+0,25 3,3+0,21 1,6+£0,10
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Planejamentos Experimentais — Plackett Burman

Screening de Variaveis

|

6 Variaveis Independentes (Enzimas)

v

2 Variaveis Dependentes (% Converséo e XOS)

v

Analise de Efeito (Pareto)

|

Planejamento 22

Otimizacao do Processo




Tabela 2 Matriz de planejamento experimental Plackett Burman (PB12 + 3 pontos centrais)
realizado para a hidrodlise enzimatica do bagaco de cana “in natura” (RAW)

Varl Var2 Var3 Var4 Var5 Var6 Conversao XOS
Ensaios GH10 GHI11 GHA43 Gbh1 GH54 CE1 Hemicelulose (%) (mg/L)

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 0,58 --
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 1,10 19,75
3 1 +1 +1 -1 +1 -1 1,25 -
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 0,76 -
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 212 -
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 4,93 21,08
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 0,84 -
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0,39 --
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 0,.65
10 = -1 -1 +1 1 0.84 -
11 1 (] 1 -1 1 () 5,83 22,58
12 -1 ~1 -1 -1 -1 r 0.00 -
13 0 0 0 0 0 0 2,86 14,11
14 0 0 0 0 0 0 2,83 11,29
15 0 0 0 0 0 0 2,84 11,29

Onde: Nivel (-1) corresponde a auséncia de enzima (0%); Nivel (+1) corresponde a presenca de enzima (100%) e o
Nivel (0) corresponde a 50% da concentracdo de enzima (pontos centrais). Concentracdo de Enzima: 0.8

mgGHlO/gsubstrate’ o'4mgGH11/gsubstrate’ 1.2 mgGH43/gsubstrate' 1.2 mgGHSllgsubstrate’ 1.2 mgGH54/gsubstrate and 1.5 mgCEllgsubstrate'



Tabela 3 Matriz de planejamento experimental Plackett Burman (PB12 + 3 pontos centrais)
realizado para a hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado com acido fosforico (PASB)

Varl Var2 Var3 Var4 Var5 Var6 Conversao XOS
Ensaios GH10 GHI11 GHA43 Gbh1 GH54 CE1 Hemicelulose (%) (mg/L)

1 +1 1 +1 1 1 1 0,75 34,83
2 +1 +1 1 +1 1 1 5,16 14,11
3 1 +1 +1 1 +1 1 13,91 39,51
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 4,24 46,12
5 +1 +1 1 +1 +1 1 13,.92 39,51
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 17,52 36,69
7 1 +1 +1 +1 1 +1 16,73 74,52
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 3,89 23,72
9 1 1 1 +1 +1 +1 4,33 27,86
10 1 1 1 1 +1 1 3,85 19,75
11 1 ( +1) 1 1 1 (+1 ) 21,36 94,27
12 1 ~1 1 1 -1 T 0,00 11,29
13 0 0 0 0 0 0 17,88 50,23
14 0 0 0 0 0 0 18,23 53,62
15 0 0 0 0 0 0 18,00 50,80

Onde: Nivel (-1) corresponde a auséncia de enzima (0%); Nivel (+1) corresponde a presenca de enzima (100%) e o
Nivel (0) corresponde a 50% da concentracdo de enzima (pontos centrais). Concentracdo de Enzima: 0.8

mgGHlO/gsubstrate’ 0'4mgGH11/gsubstrate’ 1.2 mgGH43/gsubstrate' 1.2 mgGHSllgsubstrate’ 1.2 mgGH54/gsubstrate and 1.5 mgCEllgsubstrate'



Tabela 4 Matriz de planejamento experimental Plackett Burman (PB12 + 3 pontos centrais)
realizado para a hidrolise enzimatica do bagaco pré-tratado ¢/ ac. acético e peroxido H* (PACH)

Varl Var2 Var3 Var4 Var5 Var6 Converséo XOS
Ensaios GH10 GHI11 GHA43 Gbh1 GH54 CE1 Hemicelulose (%) (mg/L)

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 2,78 184,63
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 42,54 1388,73
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 41,89 1486,15
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 9,53 338,03
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 37,32 1256,37
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 45,37 1264,87
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 47,77 1566,81
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 4,19 197,26
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 42,40 355,37
10 +1 1 -1 -1 +1 1 41,86 589,13
11 1 ( +1) 1 1 1 (+1 ) 55,35 1652,51
12 -1 ~1 1 1 1 T 0,00 41,64
13 0 0 0 0 0 0 48,51 1297,64
14 0 0 0 0 0 0 48,65 1302,41
15 0 0 0 0 0 0 48,45 1247,61

Onde: Nivel (-1) corresponde a auséncia de enzima (0%); Nivel (+1) corresponde a presenca de enzima (100%) e o
Nivel (0) corresponde a 50% da concentracdo de enzima (pontos centrais). Concentracdo de Enzima: 0.8

mgGHlO/gsubstrate’ 0'4mgGH11/gsubstrate’ 1.2 mgGH43/gsubstrate' 1.2 mgGHSllgsubstrate’ 1.2 mgGH54/gsubstrate and 1.5 mgCEllgsubstrate'



(2)GH11

(5)GH54

(4)GH31

(3)GH43

(1)GH10

Pareto Chart of Standardized Effects
6 Factor Screening Design

77

% 2410

6.927

.
-

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)




Concentracdo de X1 e XOS liberada na hidrélise do Bagaco In Natura (RAW)

W xylobiose (X2)
W xylose (X1)

(71/8w) uonenuaduo)



Concentracédo de X1 e XOS liberada na hidrélise do Bagaco Pré-Tratado (PASB)

Concentration (mg/L)
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Concentracédo de X1 e XOS liberada na hidrélise do Bagaco Pré-Tratado (PACH)
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Planejamento Experimental Completo 22

(a) Hemiceluose Conversion (%) (b)

2

0800

Ferndoyl Esterase FAE (mg/g bapasse)

M - 50

0450 Il <50

5<%

-0 <

- B <20

<% . <10
0100 . Ego
0005 0197 0400 0597 0795 :

Xylanase GH11 (mgig bagasse)

65% Conversao da hemicelulose — 1/2 da Carga Enzimatica (GH11 e CE1)

Producao ~2000 mg/L XOS
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ABSTRACT

Enzymatic hydrolysis of lisnocellulosic biomass is limited by economic considerations arising from
enzyme production costs and specific activities, The effect of six hemicellulases on raw sugarcane bagasse
and two types of pretreated sugarcane bagasse was investigated using experimental designs, Our stTategy
was successful for developing more efficient and less expensive enzymatic mixture, and also revealed that
hemicellulase mixtures with multiple activities could be less effective than expected. In this study, only
two hemicelulases, the endo-1,4-xylanases (GH11) from Pemiciliiuom funiculosum (XynC11CACT5487)
and the feruloyl esterase {CE1) from Clostridium thermocelium (CtFAEIATCC27405), effectively broke-
down hemicellulose from pretreated sugarcane bagasse {up to 65%), along with the production of
xyloolizgosaccharides (X05), Our results also demonstrated that GH11 and CE1 can improve biomass
saccharification by cellulases. Treatment with these two enzymes followed by 3 commercial cellulase
cocklail (Accellerase® 1500) increased saccharification of pretreated lignocellulose by 24%. Collectively,
our data contributes to the rational design ol more eflicient and less expensive enzyme mixiures, largeting
the viable production of noethanal and other oreflinery produocts.

& 2016 Elsevier BV, All nights reserved.



Conclusoes

v" Os nossos resultados demonstram que entre as trés amostras de bagaco de
cana de acucar empregue, a maior conversao de hemicelulose foi obtido para
PACH (~ 55%);

v" Neste substrato, a baixa concentracao de lignina, potencialmente facilitou o
acesso das enzimas, favorecendo maior Iinteragcdo enzima-substrato,
resultando em maior producéao de xilo-oligossacarideos;

v Entre 6 enzimas testadas, apenas GH11l e CEL tiveram efeito significativo
(p<0,05) tanto para a conversao da hemicelulose como p/producéo de XOS;

v' Otimizar através Planejamento 22 — %2 carga enzimatica — 65% conversao;

v' Coletivamente, os nossos dados demonstraram
a viabilidade de desenvolver mistura enzimatica otimizada
e menos onerosas visando a producéo néao so de bioetanol
mas sim, de outros produtos de biorrefinaria
(XOS — prebidticos — industriais alimenticias).



Outras Linhas de Pesquisa

Bioprospeccao e Caracterizacdo de Enzimas com potencial
aplicacao industrial,

Expressao Heterologa de Proteinas (Celulases);

Sacarificacdo e Fermentacdo Simultanea da Biomassa
Lignoceluldsica;

Engenharia Evolutiva de linhagens de S. cerevisiae.
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