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Apresentacao

A biomassa vegetal é a fonte mais abundante de carbono orgéanico do planeta. No entanto, a elevada recalcitrancia
da parede celular vegetal dificulta o acesso das enzimas envolvidas na sua degradacao. O entendimento da estrutura
da parede celular vegetal e de como atuam as enzimas que degradam os polissacarideos em acgucares
fermentesciveis é de fundamental importancia na viabilizacao do uso da biomassa vegetal como fonte de energia
renovavel. Este trabalho apresenta uma contribuicdo da Embrapa Instrumentacdo para o desenvolvimento de
tecnologias relacionadas as enzimas envolvidas na degradacao da biomassa vegetal.

Luiz Henrique Capparelli Mattoso
Chefe Geral
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A Parede Celular Vegetal E As
Enzimas Envolvidas Na Sua
Degradacao

Cristiane Sanchez Farinas

Introducao

Uma quantidade significativa de esforcos em pesquisa vem sendo atualmente focada no desenvolvimento de
tecnologias para a producao de biocombustiveis e outros produtos de interesse comercial a partir biomassa vegetal,
dentro do conceito de biorrefinarias. Isso se justifica no fato de que a maioria do carbono fixado fotossinteticamente
é incorporada aos polimeros da parede celular vegetal, tornando esse material a fonte mais abundante de biomassa
terrestre. A producdo de energia renovavel a partir da biomassa vegetal também atende a varios requisitos de
sustentabilidade, destacando a reducédo nas emissGes dos gases do efeito estufa, sendo uma potencial alternativa
para substituir parcialmente os combustiveis fésseis. Além disso, o material da parede celular vegetal é também de
grande importancia para nutricdo humana e de animais, e como fonte de fibras naturais para as indlstrias téxteis e
de papel e celulose. Por estas razoes, o estudo da parede celular vegetal é de grande interesse tanto do ponto de
vista da ciéncia basica, como da ciéncia aplicada.

A parede celular vegetal é composta por uma mistura de polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e sais
minerais. Os polissacarideos representam cerca de 90% do peso seco da parede e consistem em celulose, que
compbe de 20 a 40% da parede celular, hemiceluloses (15-25%) e pectinas (~30%). Essa matriz é altamente
ordenada e dindmica podendo tornar-se mais rigida ou mais frouxa conforme as necessidades da planta
(BUCKERIDGE, 2010). Além dos polissacarideos, a parede celular é também impregnada pela lignina, um polimero
aromatico que fornece rigidez a planta.

Embora a biomassa vegetal seja muitas vezes considerada como tendo uma composicédo uniforme, pode haver uma
substancial diversidade na sua composicdo. Em primeiro lugar, as diferentes espécies de plantas tém significativas
diferencas nas proporcdes de celulose, hemicelulose e lignina, e ainda, diferencas nos tipos de hemiceluloses e/ou
lignina presentes. Além dessas diferencas entre as espécies, a composicao média de uma Unica espécie pode conter
distintas proporcoes entre os componentes da parede, e as vezes diferencas qualitativas em seus componentes
(PAULY; KEEGSTRA, 2010). A composicao quimica da biomassa também varia em funcdo de diversos outros
fatores, incluindo as condicdes ambientais durante o crescimento, bem como o método de colheita e
armazenamento. Além disso, muitas das fontes de biomassa usadas como matérias-primas dos processos de
conversao sao residuos provenientes de outros processos. Isso introduz outra variavel relacionada a eficiéncia do
processo original como uma fonte adicional de variabilidade na composicdo da biomassa vegetal (FARINAS et al.,
2010).

Compativel com a diversidade na composicdo da biomassa vegetal, os microrganismos lignoceluloliticos evoluiram
inUmeras estratégias para atacar os componentes da parede celular, apresentando assim um arsenal enzimatico
capaz de realizar a degradacao da biomassa vegetal. Tais microrganismos secretam coquetéis enzimaticos que sao
freqlientemente otimizados para cada substrato. Esses coquetéis enzimaticos possuem celulases, hemicelulases,
pectinases, ligninases e outras enzimas acessorias atuando de forma sincronizada e sinérgica na degradacéao da
biomassa vegetal.

No entanto, apesar da parede celular das plantas ser a fonte mais abundante de carbono orgéanico do planeta, a
elevada recalcitrancia dessa biomassa vegetal dificulta o acesso das enzimas envolvidas na sua degradacao. Nesse
contexto, o entendimento da estrutura da parede celular vegetal e de como atuam as enzimas que degradam os
polissacarideos em acucares fermentesciveis é de fundamental importancia na viabilizacdo do uso da biomassa
vegetal como fonte de energia renovavel.

A Parede celular vegetal

Uma das caracteristicas principais da célula vegetal é a presenca de uma fina, porém muito resistente, parede
celular. A parede celular vegetal é formada por uma mistura complexa de polissacarideos e outros compostos
secretados pela célula e que sdo dispostos e conectados de uma forma muito bem organizada através de ligacdes
covalentes e nao-covalentes (TAIZ; ZIEGER, 2002)

Podemos distinguir dois tipos de parede celular vegetal, a parede celular primdaria e a secundaria. A parede primaria é
depositada durante o crescimento celular, e deve ser ao mesmo tempo mecanicamente estavel e suficientemente
flexivel para permitir a expansdo das células, evitando sua ruptura. As paredes celulares primarias consistem
principalmente de polissacarideos como celulose, hemiceluloses e pectinas. J4 a parede celular secundaria é
depositada apdés cessar o crescimento celular e confere estabilidade mecéanica a planta. A parede secundaria
apresenta compostos de celulose e hemicelulose, e que sdo muitas vezes impregnados de lignina. Além dos
polissacarideos, a parede das células vegetais contém centenas de diferentes proteinas. (TAIZ; ZIEGER, 2002)
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A Parede Celular Vegetal E As Enzimas Envolvidas Na Sua DegradacaoUm dos principais componentes da parede
celular, a celulose, € um homopolissacarideo nao-ramificado constituido unicamente por moléculas de glicose
unidas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4. Duas unidades de glicose adjacentes formam uma ligacéo
glicosidica através da eliminacdo de uma molécula de agua (Fig. 1). Devido a configuracao espacial alternada das
ligacdes glicosidicas, a unidade de repeticédo da celulose é a celobiose, um dissacarideo.

Ligagédo Glicosidica

Fig. 1. Moléculas de glicose unidas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo 3-1,4, mostrando o sistema de
numeracao dos carbonos e a configuracdo da ligacdo glicosidica (Adaptado de TAIZ; ZIEGER, 2002).

A estrutura da celulose apresenta regides cristalinas altamente ordenadas, estabilizadas por ligacdes de hidrogénio
intra e intermoleculares e regides menos ordenadas ou amorfas onde as cadeias apresentam uma orientacao
randomizada (Fig. 2).
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Fig. 2. Estrutura da celulose destacando as regides cristalinas e amorfas.

As pontes de hidrogénio intra e intermoleculares formadas entre as longas cadeias de celulose originam as
microfibrilas de celulose, que formam um conjunto de agregados insolUveis em dgua (FENGEL; WEGENER, 1989).
As microfibrilas podem variar em comprimento, largura e grau de ordenacdo. Por exemplo, as microfibrilas de
plantas terrestres apresentam entre 5 e 12 nm de largura, enquanto que as microfibrilas de algas podem chegar a 30
nm de largura. As microfibrilas podem ser longas o suficiente (entre 1 a 5 ym) para apresentar regioes cristalinas e
amorfas (TAIZ; ZIEGER, 2002).

Jé as hemiceluloses sdo heteropolissacarideos formados por vérios residuos de aclcares pentoses (xilose e
arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), acidos urénicos e grupos acetila. Esses acUcares estao ligados
entre si, principalmente por ligacdes glicosidicas -1,4, formando uma estrutura principal composta por um tipo
especifico de residuo, a partir da qual surgem ramificacdes laterais de cadeias curtas de outros compostos. As
hemiceluloses sao classificadas de acordo com o actcar predominante na cadeia principal e na ramificacéao lateral.
As principais hemiceluloses encontradas em plantas sdo os xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e
os mananos (MN). Em todos os casos, hd uma cadeia principal de monossacarideos de glicose, xilose e manose,
respectivamente, que pode ser ramificada com diferentes monossacarideos (Fig. 3). Os XyG sao os mais
abundantes, encontrados na maioria das eudicotiledéneas. Os GAXs ocorrem em maior proporcdo em paredes
celulares de gramineas (familia Poaceae) e os MN sdo de ampla ocorréncia, mas geralmente aparecem em baixa
proporcéo (BUCKERIDGE, 2010).



A Parede Celular Vegetal E As Enzimas Envolvidas Na Sua Degradacéo

Acido Metil-Glucurénico

HEDG
HyCo g Acetato

s> o
~

aH
L]
o AT A
o CW o e
CH H -
=y

g C
i LB
Acetato HO HC

o Arabinose

OCH

CH
Acido ferdlico

Fig. 3. Estrutura tipica da hemicelulose mostrando as diferentes ligacdes e compostos encontrados nas
ramificacOes (Adaptado de DODD; CANN, 2009).

Outro biopolimero presente nas plantas, a lignina, pode representar até 25% de toda a biomassa lignocelulésica
produzida no planeta e seu teor nos residuos vegetais pode atingir até 40% do seu peso seco. A lignina esta
concentrada em tecidos relacionados com conducéo de solutos e suporte mecanico e representa um conjunto de
polimeros amorfos, de alto peso molecular e muitas ligacdes cruzadas. Possui natureza quimica bem distinta dos
carboidratos, sendo caracterizada por uma estrutura aromatica de natureza eminentemente fendlica. As unidades
monomeéricas precursoras da lignina sdo hidroxilas fendlicas dos alcodis trans-p-cumarilico, trans-coniferilico e
alcool trans-sinapilico (FENGEL; WEGENER, 1989), cuja representacao quimica pode ser observada na Figura 4.
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Fig. 4. Mondémeros precursores da lignina (a) alcool trans-para-cumarico, (b) alcool trans-conefirico e (c) alcool
trans-sinapilico.

Devido a natureza fendlica da lignina, essa fracao nao pode ser diretamente convertida em etanol. A lignina tem sido
usada para a producéao de energia pelo processo de combustdo (LARSEN et al., 2008) ou para a conversdo em outros
bioprodutos de interesse comercial.

As enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa vegetal

Muitos microrganismos desempenham um importante papel na conversdao da biomassa vegetal produzindo
verdadeiros coquetéis enzimaticos capazes de degradar os componentes da parede celular. Esse complexo de
enzimas é necessario devido a elevada recalcitrancia da biomassa, sendo que esses coquetéis enzimaticos possuem
celulases, hemicelulases, pectinases, ligninases e outras enzimas acessoérias atuando de forma sincronizada e
sinérgica no processo de degradacao. No entanto, somente as celulases e hemicelulases serdao abordadas aqui neste
artigo, uma vez que a celulose e hemicelulose sdo os principais componentes da parede celular que podem ser
convertidos em acuUcares fermentesciveis, servindo de substrato para os microrganismos na producao industrial de
biocombustiveis.
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Recentemente, as enzimas que atuam sobre os carboidratos presentes na biomassa, juntamente com seus
respectivos moédulos de ligacao a carboidratos (MLC), foram agrupadas em familias com base na suas respectivas
seqliéncias e as informacdes depositadas em um banco de dados chamado Carbohydrate-Active EnZymes (Cazy)
(CANTAREL et al., 2009"). Atualmente, 44 das 115 familias de glicosil hidrolases (GHs) contém enzimas que
contribuem para a desconstrucdo da parede celular vegetal. A estrutura cristalina de enzimas relevantes em 41
dessas 44 familias ja foram elucidadas (GILBERT, 2010).

Celulases

O mecanismo de hidrélise enzimatica da celulose mais aceito atualmente descreve a acéo sinérgica de pelo menos
trés classes de enzimas: as endoglucanases, as exoglucanases e as [3-glucosidases ou celobiases (ZHANG; LYND,
2004). A Figura 5 apresenta o esquema de atuacdo das trés classes de enzimas. A primeira tem acdo randdémica,
causando mudanca rapida no grau de polimerizacdo através da hidrélise das ligacdes glicosidicas B-1,4
intramoleculares da cadeia de celulose. A exoglucanase é ativa sobre celulose cristalina, liberando celobiose a partir
dos terminais da cadeia. Ja a celobiase hidrolisa ligacGes glicosidicas 3-1,4 da molécula de celobiose e de pequenos
oligossacarideos, com liberacéo de glicose (ZHANG et al., 2006).

: e T HO HO HO
':' ] _n O 0 0
: ' - H OH H
[ H Endoglucanase o 0 o
5 OH OH H
HO H
Sﬁ Celulose

Exoglucanase

L— n

Celulose

H
o N HO HO
Celgbiase ocu
B-glucosidase H 0 OH 0
HC e
S HO 0 OH
H H
Glicose

Celobiose
Fig. 5. Sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases e celobiases na degradacédo da estrutura da celulose.

As endoglucanases possuem como nome sistematico, segundo a IUBMB - International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, 1,4-B-D-glucana-4-glucanohidrolases, mas também podem ser referenciadas na literatura como
CMCases. Essas sdo as enzimas do complexo celuldsico responsdaveis por iniciar a hidrdlise. Tais enzimas hidrolisam
randomicamente as regioes internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, liberando oligossacarideos (LYND et al.,
2002).

Jé as exoglicanases ou avicelases sao enzimas que atuam na porcao cristalina da molécula de celulose e catalisam a
hidrélise de ligacdes B-1,4-D-glicosidicas na celulose, liberando celobiose das extremidades das cadeias. As
exoglicanases sdo também conhecidas como celobiohidrolases (CBH). A CBH ainda pode ser dividida em dois tipos:
enzima do tipo | (CBH 1), que hidrolisa terminais redutores, enquanto que a do tipo Il (CBH Il) hidrolisa terminais nao
redutores. Essas enzimas geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrélise (celobiose) (CASTRO; PEREIRA
Jr., 2010).

O terceiro e ultimo grande grupo das enzimas do complexo celulolitico engloba as enzimas B-glicosidasicas, ou B-
glicosideo glucohidrolases, que é seu nome sistematico. As B-glicosidases tém a propriedade de hidrolisar celobiose
e oligossacarideos sollveis em glicose. Assim como as celobiohidrolases, também sao reportadas por sofrerem
inibicdo por seu produto de hidrélise (LYND et al., 2002).

"http://www.cazy.org/
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As celulases sao enzimas que possuem massas moleculares relativamente elevadas, e, em geral, se apresentam na
forma glicosilada, com um teor de carboidratos que pode variar de cerca de 1% até 50% da massa total da enzima. A
estrutura dessas enzimas pode ser dividida em trés regides: o dominio catalitico (DC), que abrange cerca de 90% do
numero total de aminoacidos da seqliéncia peptidica e é a localizacdo da molécula onde a catélise efetivamente
ocorre; aregiao de ligacao (RL), na qual esta contida uma quantidade pequena de aminodcidos, no entanto altamente
glicosilados, cuja funcédo é apenas a de ligar o dominio catalitico a terceira regiao, que compreende o médulo de
ligacdo a carboidratos (MLC) (CASTRO, 2006).

As principais funcdes dos MLCs sao: (1) aproximar e manter a enzima préxima a superficie do substrato de forma a
aumentar a taxa de degradacao do polissacarideo, (2) aumentar a especificidade da enzima na atuacéo de regioes
seletivas da molécula de substrato e, (3) romper interacdes quimicas da cadeia do substrato, especialmente se essa
se apresentar com elevada cristalinidade (CASTRO, 2006).

Sistemas celuloliticos completos sdo produzidos por varios microrganismos, como bactérias e fungos. As bactérias
celuloliticas incluem espécies aerébias, como pseudomonas e actinomicetos, anaerdbias facultativas, como Bacillus
e Cellulomonas e anaerdbias estritos, como Clostridium. A producédo de celulases por fungos é amplamente
disseminada na natureza, incluindo uma grande variedade de espécies, tais como Trichoderma, Penicillium e
Aspergillus. Véarios trabalhos tém sido direcionados para a selecdo ou desenvolvimento de microrganismos
produtores de celulases, incluindo programas baseados em selecédo natural e mutagenesis e também a producéo de
microrganismos geneticamente modificados (FARINAS et al., 2008; DILLON et al., 2006).

O fungo Trichoderma reesei tem sido o microrganismo mais estudado, pois produz altas concentracées do complexo
enzimatico hidrolitico. No entanto, a quantidade de celobiase contida no complexo é relativamente baixa,
acarretando uma desvantagem do ponto de vista do processo de sacarificacao (KIM et al., 1997). Nesse sentido, a
utilizacao do fungo Aspergillus niger tem sido apontada como alternativa para superar esta desvantagem, podendo
ser avaliada em fermentacdes com culturas simples ou em co-culturas (FARINAS et al., 2008).

As celulases tém uma ampla variedade de aplicagcdes industriais, sendo utilizadas como aditivo no preparo de
enzimas digestivas, como componente de detergentes, no clareamento e amaciamento de fibras téxteis, no
tratamento de dguas residuais, na industria de alimentos para aumentar o rendimento da extracao de amido e 6leos
vegetais e como aditivos de racao animal (BHAT, 2000).

Hemicelulases

As xilanas representam o tipo mais abundante de hemicelulose e, portanto, a sua conversdao em acgucares,
principalmente a xilose e arabinose, para a subseqiiente producao de etanol ou outros bioprodutos, é essencial para
se obter elevadas eficiéncias na processo de conversao de biomassa em energiarenovavel (DODD; CANN, 2009).

A diversidade e complexidade da estrutura da hemicelulose requerem uma diversidade equivalente de enzimas para
a sua degradacao, incluindo endo-1,4-B-xilanases, [B-D-xilosidases, a-arabinofuranosidases, a-glucuronidases,
acetil-xilana-esterase e feruloil-esterases (DODD; CANN, 2009). Uma variedade dessas enzimas agem
exclusivamente sobre as cadeias laterais. Com a liberacéo das cadeias laterais, a cadeia principal de xilana é exposta
a clivagem pelas xilanases. As [-xilosidases clivam xilobiose em dois monémeros de xilose, sendo que esta enzima
também pode liberar xilose a partir do final da cadeia principal de xilana ou de um oligossacarideo.

A cadeia principal de xilana é hidrolisada principalmente pelas endoxilanases pertencentes as familias GH10 e GH11,
enquanto as cadeias laterais de arabinose sdo removidas por arabinofuranosidases das familias GH43, GH51, GH54,
GH62 (GILBERT, 2010). Os acidos urdnicos das cadeias laterais sao liberados a partir do terminal ndo redutor do
xilooligossacarideos por glucuronidases da familia GH67 (NURIZZO et al., 2002), embora dados recentes mostraram
que glucuronidases da familia GH115 sdo capazes de remover o acido urdnico a partir das regidoes internas do
polimero de xilana (RYABOVA et al., 2009). A Figura 6 ilustra o polimero da xilana e as enzimas que atuam para sua
degradacao.

O interesse industrial pelas hemicelulases vem crescendo nas ultimas décadas, principalmente nas industrias de
papel e celulose, alimentos e téxtil. Além disso, a presenca de xilanases no complexo enziméatico é de grande
importancia para desestruturar o entrelacamento entre hemicelulose e celulose presente na parede celular vegetal.
Esse grupo de polissacarideos ramificados se liga firmemente entre si e a superficie das microfibrilas de celulose,
dificultando a acdo das celulases durante o processo de sacarificacdo. Portanto, as hemicelulases possuem um
papel fundamental também para aumentar a eficiéncia das celulases na hidrélise enzimatica da biomassa vegetal.

11



12

(&)

(k)

A Parede Celular Vegetal E As Enzimas Envolvidas Na Sua Degradacéo

&
{GH 5.7, 8,
| A0, 43

byl g lan aslorass
[CE 1-7, 12, 18)
=<C:/

a-L-Aratiroluranosdasa
(EH 43, 51, 54, 62)

Acetato + Acido ferdlico

HECAO o i«.---?lu:*mm'r:xml
H =1
s _r-"#l IGH &7}

H M CAmbrcfuancsdass
(3H 43, 51, 54 &3

=4

Acido Metil-Glucurdnico

an 1,44 n5a
(H 3, 30, 43, 52, 540

Arabinose

HO o il
HDM{!WD
o

|

Hilose

[ Microrganismo

Henbase
phosphates
pathwnay

S

W W, B

CRCRC

e

0
»

v

Etanol

Fig. 6. Fluxograma esquematico representando a coordenacdo das enzimas xilanoliticas na desconstrucao da
hemicelulose visando a producao de biocombustiveis. (a) Xilanases, acetil-xilana-esterases e feruloil-esterases
atuam em conjunto para produzir xilo-oligossacarideos substituidos com a concomitante liberacdo de acido
ferulico e acido acético. (b) Arabinofuranosidases e glucuronidases, em seguida, liberam arabinose e acido

glucurdnico destes xilo-oligossacarideos. (c) As xilosidases convertem o xilo-oligossacarideos em seus acUcares

constituintes, xilose. (d) Microrganismos fermentativos selecionados podem finalmente utilizar os acucares

xilose e arabinose para producao de etanol (Adaptado de DODD; CANN, 2009).

Conclusoes

Avancos em relacdao ao entendimento da interagcao entre a parede celular vegetal e as enzimas que atuam na sua
degradacdo sdo de fundamental importancia na viabilizacdo do uso da biomassa vegetal como fonte de energia
renovavel. A fim de produzir coquetéis enziméaticos otimizados para hidrélise da biomassa visando a producao de
biocombustiveis serd essencial ter um conhecimento detalhado da estrutura da parede celular da matéria-prima
especifica do processo em questdo, uma vez que as enzimas sao insumos que impactam significativamente o custo
total do processo. Além disso, a conversdao da hemicelulose em aclcares fermentesciveis é essencial para se
aumentar a eficiéncia e viabilizar economicamente o processo de conversao da biomassa.
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