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RESUMO 

 
As mono-oxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs) são enzimas acessórias que auxiliam a ação 

de enzimas hidrolíticas na desconstrução da parede celular vegetal. O sinergismo dessas enzimas 

facilita a obtenção de monômeros de açúcares que são fundamentais para o metabolismo microbiano e 

para processos industriais. A caracterização das LPMOs é desafiadora, pois ela atua na celulose e em 

outros polissacarídeos através de clivagem oxidativa, resultando em diferentes tipos de oligômeros. 

Por isso, se faz necessário utilizar técnicas analíticas avançadas como a espectrometria de massas que 

permite a identificação de compostos químicos a partir da relação m/z (massa-carga). Dessa forma, 

este trabalho teve como objetivo avaliar a ação da LPMO de Thermobifida fusca (TfAA10) 

recombinante em substratos celulósicos por espectrometria de massas. Duas construções gênicas 

foram avaliadas quanto à atividade de LPMO: 1) TfAA10-O (com códon otimizado) e 2) TfAA10-N 

(com códon nativo), sendo expressas em Khomagatella phaffi (Pichia pastoris).  A TfAA10-O foi 

produzida em erlenmeyer (250 mL), enquanto que a TfAA10-N em erlenmeyer (250 mL) e biorreator 

(1 L). Os perfis destas enzimas foram analisados por MALDI-TOF MS, empregando ácido sinapílico e 

modo linear positivo, no qual observou duas isoformas, ou seja, duas proteínas que a partir da mesma 

sequência, possuem tamanhos moleculares diferentes (27 e 24 kDa). As atividades das LPMOs foram 

avaliadas em substratos celulósicos (Avicel PH101 e PASC), tendo o ácido ascórbico como doador de 

elétrons, e controles na presença e ausência de enzima e/ou ácido ascórbico. As condições reacionais e 

os métodos analíticos foram otimizados para permitir a análise dos produtos da reação enzimática. 

Dentre as condições reacionais avaliadas tem-se: tampões, concentrações de enzima e de ácido 

ascórbico, agitação, forma de purificação e substrato. O método analítico por MALDI-TOF MS foi 

otimizado quanto aos parâmetros instrumentais e ao método de preparo da amostra, já o método LC-

MS foi desenvolvido com base na literatura e otimizado com padrões de oligossacarídeos. Mesmo 

após a otimização dos métodos, em nenhuma das condições testadas foi possível detectar 

oligossacarídeos oxidados que confirmem a ação das LPMOs estudadas. Apesar disso, diversas 

informações foram relevantes para o estudo da ação dessas enzimas. Quanto as condições reacionais, 

os tampões de potássio se mostraram inviáveis para análises de hidrólise de LPMOs pela possibilidade 

de gerar falso-positivos, sendo indicados nestes casos os tampões de amônio ou sódio. Nas análises 

por MALDI-TOF MS, a adição de cloreto de sódio se mostrou adequada por permitir maior 

intensidade dos oligossacarídeos e também evitar a interpretação errônea de oligossacarídeos oxidados 

sodiados e não oxidados potassiados, que possuem mesmo valor m/z. O dopping de amostras contendo 

íons duvidosos com sais de lítio, potássio e/ou sódio podem auxiliar a revelar a identidade desses íons, 

permitindo verificar a presença de oligossacarídeos oxidados, em baixa concentração pela ação do 

ácido ascórbico, evidenciando assim a necessidade dos controles. A TfAA10-N produzida em 

biorreator apresentou oligossacarídeos nativos com menor grau de polimerização (DP2-DP4) ao longo 

dos tempos reacionais, nos tampões de acetato e de fosfato de sódio. Esse resultado foi observado em 

ensaios na presença da enzima (com e sem ácido ascórbico), quando analisada pelos dois métodos 

analíticos, sugerindo uma ação hidrolítica nas condições testadas. O método MALDI-TOF MS 

permitiu a análise de oligossacarídeos com maior grau de polimerização (DP3-DP9), enquanto o 

método UHPLC-ESI-MS mostrou adequado para oligossacarídeos menores (DP1-DP4) e também para 

análises de amostras mais complexas. Dessa forma, os métodos analíticos se mostraram ser 

complementares para a caracterização das LPMOs, podendo assim auxiliar no direcionamento das 

aplicações desta enzima. E este estudo mostrou que a TfAA10A expressa em K. phaffii não apresenta 

atividade em celulose (Avicel e PASC) provavelmente devido ao padrão de glicosilação que esta 

apresenta. Apenas oligossacarídeos nativos foram detectados, que podem estar relacionados à 

clivagem interna, mas que não são suficientes para comprovar a ação desta LPMO. 

 

Palavras-chave: LPMO de Thermobifida fusca (TfAA10); MALDI-TOF MS; UHPLC-ESI-MS; 

oligossacarídeos; hidrólise enzimática 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

The lytic polysaccharides monooxygenases (LPMOs) are accessory enzymes that help the action of 

hydrolytic enzymes in the deconstruction of the plant cell wall. The synergism of these enzymes 

facilitates the obtaining of sugar monomers that are fundamental for microbial metabolism and for 

industrial processes. The characterization of LPMOs is challenging, since it acts on cellulose and other 

polysaccharides through oxidative cleavage, resulting in different types of oligomers. Therefore, it is 

necessary to use advanced analytical techniques such as mass spectrometry that allows the 

identification of chemical compounds from the m/z ratio (mass-charge). Thus, this work had as 

objective to evaluate the action of the LPMO of Thermobifida fusca (TfAA10) recombinant in 

cellulosic substrates by mass spectrometry. Two gene constructs were evaluated for LPMO activity: 1) 

TfAA10-O (with optimized codon) and 2) TfAA10-N (with native codon), being expressed in 

Khomagatella phaffi (Pichia pastoris). TfAA10-O was produced in Erlenmeyer (250 mL), while the 

TfAA10-N in Erlenmeyer (250 mL) and bioreactor (1 L). The profiles of these enzymes were analyzed 

by MALDI-TOF MS, using synapylic acid and positive linear mode, in which two isoforms were 

observed, that is, two proteins that from the same sequence have different molecular sizes (27 and 24 

kDa). The activities of the LPMOs were evaluated on cellulosic substrates (Avicel PH101 and PASC), 

having ascorbic acid as an electron donor, and controls in the presence and absence of enzyme and/or 

ascorbic acid. The reaction conditions and the analytical methods were optimized to allow the analysis 

of the products of the enzymatic reaction. Among the reaction conditions evaluated are: buffers, 

enzyme and ascorbic acid concentrations, agitation, purification form and substrate. The analytical 

method by MALDI-TOF MS was optimized for the instrumental parameters and the sample 

preparation method, since the LC-MS method was developed based on the literature and optimized 

with oligosaccharide standards. Even after the optimization of the methods, in none of the conditions 

tested was it possible to detect oxidized oligosaccharides that confirm the action of the LPMOs 

studied. Despite this, several pieces of information were relevant to the study of the action of these 

enzymes. Regarding the reaction conditions, potassium buffers were not feasible for hydrolysis 

analysis of LPMOs due to the possibility of generating false positives. In these cases, ammonium or 

sodium buffers were indicated. In the MALDI-TOF MS analyzes, the addition of sodium chloride was 

adequate to allow a greater intensity of the oligosaccharides and also to avoid the erroneous 

interpretation of potassium oxidized sodium and non-oxidized oligosaccharides, which have the same 

m / z value. Doping of samples containing lithium, potassium and / or sodium salts may help to reveal 

the identity of these ions, allowing the presence of oxidized oligosaccharides in low concentration by 

the action of ascorbic acid, thus evidencing the necessity of the controls. TfAA10-N produced in 

bioreactor showed native oligosaccharides with lower degree of polymerization (DP2-DP4) 

throughout the reaction times, in acetate and sodium phosphate buffers. This result was observed in 

the presence of the enzyme (with and without ascorbic acid), when analyzed by the two analytical 

methods, suggesting a hydrolytic action under the conditions tested. The MALDI-TOF MS method 

allowed the analysis of oligosaccharides with a higher degree of polymerization (DP3-DP9), while the 

UHPLC-ESI-MS method showed adequate for smaller oligosaccharides (DP1-DP4) and also for more 

complex sample analyzes. Thus, the analytical methods were shown to be complementary for the 

characterization of LPMOs, which may help to guide the applications of this enzyme. And this study 

showed that the TfAA10A expressed in K. phaffii shows no activity in cellulose (Avicel and PASC) 

probably due to the glycosylation pattern that it presents. Only native oligosaccharides were detected, 

which may be related to internal cleavage, but are not sufficient to prove the action of this LPMO. 
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1 INTRODUÇÃO 

O modelo de biorrefinaria se baseia no aproveitamento total da biomassa vegetal, 

principalmente resíduos agroindustriais, ao longo da cadeia produtiva levando a obtenção de 

diversos produtos com diferentes aplicações (NIZAMI et al., 2017). Os biocombustíveis, 

como etanol, podem ser considerados exemplos de produtos a serem gerados em modelos de 

biorrefinaria. A cadeia produtiva de cana-de-açúcar é um modelo de biorrefinaria, nesse 

modelo é possível obter etanol, açúcar, extrato de levedura e energia elétrica (co-geração com 

queima de bagaco). Os resíduos deste setor, como o bagaço e a palha de cana-de-açúcar, 

podem gerar outros bioprodutos, como monômeros de açúcares para fermentação microbiana 

e geração de etanol de segunda geração (DEMIRBAS, 2009).  

A utilização de biomassas vegetais para obtenção de açúcares fermentescíveis, no 

modelo de biorefinaria,  requer processos adicionais de pré-tratamento e hidrólise enzimática 

(SOREK et al., 2014). Diversos estudos vêm sendo realizados a fim de otimizar a etapa de 

sacarificação da biomassa lignocelulósica, por meio do emprego de enzimas microbianas, 

como celulases e hemicelulases (RYTIOJA et al., 2014). Porém a utilização de enzimas 

auxiliares pode ajudar na atuação dessas hidrolases. Dentre as enzimas auxiliares, as mono-

oxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs) têm sido apontadas como promissoras para a 

degradação da celulose e de outros polissacarídeos (LEVASSEUR et al., 2012; HORN et al., 

2012; AGGER et al., 2014; BEESON et al., 2015). 

 As LPMOs atuam por meio de clivagens oxidativas dependentes principalmente de 

oxigênio molecular (ou peróxido de hidrogênio) e doador de elétrons (enzimático ou não-

enzimático) (EIBINGER et al., 2014). E através da oxidação de polissacarídeos recalcitrantes, 

as LPMOs podem acelerar a degradação desses polímeros (VERMAAS et al., 2015), 

aumentado a eficiência do processo de sacarificação (HARRIS et al., 2010). 

Ensaios enzimáticos na presença de substratos celulósicos sintéticos podem ser 

realizados a fim de verificar a atividade enzimática das LPMOs, tais como: Avicel e PASC 

(Phosphoric Acid Swollen Cellulose). Além do substrato empregado nos ensaios enzimáticos 

de LPMOs, outros fatores reacionais como doador de elétrons, temperatura, agitação, tempo e 

tampão de incubação devem ser considerados (ISACKEN et al., 2014; FORSBERG et al., 

2014).  

Os oligossacarídeos, produtos obtidos durantes as reações com LPMOs, podem ser 

analisados a partir de técnicas sensíveis, como a espectrometria de massas. A baixa 

concentração e pequenas mudanças estruturais dos produtos gerados são as principais 
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justificativas para uso de tais técnicas (WESTERENG et al., 2013; FROMNHAGEN et al., 

2015; WESTERENG et al., 2017).  

A espectrometria de massas é definida como sendo uma técnica analítica, que utiliza 

princípios físicos para caracterizar moléculas, por meio da relação massa-carga (m/z) desses 

analitos. Essa técnica permite realizar uma análise quantitativa e qualitativa das amostras com 

alta sensibilidade, seletividade e rapidez. O tipo de espectrômetro de massas empregado em 

uma análise depende das características da amostra (LESK, 2008; HARRIS, 2008). Dentre os 

métodos analíticos mais utilizados para o estudo dos produtos das reações de LPMOs se 

destaca MALDI-TOF MS e LC-MS (WESTERENG et al., 2013; WESTERENG et al., 2017). 

Porém, descobertas contínuas a respeito das LPMOs e outras enzimas com ação 

oxidativa em carboidratos requerem um grande repertório de métodos que possam detectar 

uma ampla faixa dos produtos. Além disso, as diversas condições reacionais, tais como 

tampões de reação ou doadores de elétrons podem interferir nos sinais obtidos pelos métodos 

analíticos (WESTERENG et al., 2017, p.79) exigindo otimização e/ou desenvolvimento de 

novos métodos.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a ação de mono-oxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs), produzidas 

por leveduras recombinantes, utilizando substratos celulósicos por técnicas avançadas de 

espectrometria de massas. 

2.2 Objetivos específicos 

✓ Identificar o perfil das LPMOs empregadas na reação de degradação da celulose por 

espectrometria de massas (MALDI-TOF MS); 

✓ Otimizar as condições reacionais do processo enzimático para aumentar a eficiência das 

LPMOs em substratos celulósicos; 

✓ Desenvolver e otimizar métodos analíticos baseados em espectrometria de massas 

(MALDI-TOF MS e UHPLC-ESI-MS) para análise dos produtos da reação entre 

LPMOs e celulose. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Biorrefinaria de biomassas vegetais 

As biorrefinarias consistem na combinação de tecnologias para integração dos 

processos industriais já consolidados acoplados com outros, de modo a alcançar o máximo 

aproveitamento da cadeia produtiva a partir da biomassa, gerando bioprodutos com alto valor 

agregado em diversos setores (NIZAMI et al., 2017). Elas podem ser classificadas, dentre elas 

quanto: (i) ao tipo de plataforma utilizada (como açúcares C5/C6, lignina, óleos e biogás), (ii) 

tipos de produtos gerados (biocombustíveis, químicos ou materiais), (iii) matéria-prima 

(resíduos agroindustriais, resíduos florestais, resíduos orgânicos e biomassa aquática) e (iv) 

processos de conversão (bioquímico e termoquímico) (DEMIRBAS, 2009; IEA Bioenergy, 

2010).  

Os biocombustíveis podem ser exemplos de produtos a serem gerados em modelos de 

biorrefinaria por integrar diversos produtos e tecnologias na cadeia produtiva. Destaca-se que 

eles são ainda considerados sustentáveis por serem produzidos a partir de fontes renováveis e 

podem ajudar a minimizar a queima de combustíveis fósseis e a produção de dióxido de 

carbono (NAIK et al., 2010).  

Estes combustíveis sustentáveis podem ser classificados como sendo de primeira, 

segunda, terceira e quarta geração. Os biocombustíveis de primeira geração são aqueles 

derivados de materiais amiláceos, açucarados, óleo vegetal ou qualquer gordura animal 

processada por metodologias tradicionais, enquanto que os de segunda geração utilizam os 

resíduos como matéria-prima. Os de terceira geração incluem aqueles que utilizam algas 

como matéria-prima para a produção de biodiesel ou dos chamados “oilgae”; e os de quarta 

geração incluem todas as inovações como o desenvolvimento tecnológico para o uso de 

microrganismos geneticamente modificados que produzem combustíveis a partir de dióxido 

de carbono (AWASTHI et al., 2015). Sendo que a principal diferença entre cada uma das 

gerações de biocombustíveis é o nível tecnológico utilizado para sua produção (LÜ, 

SHEAHANB e FU, 2011). 

No grupo dos biocombustíveis de primeira geração (1G) têm-se diversos produtos, 

cuja produção já é consolidada no Brasil e no mundo. Dentre eles podem ser citados: o 

biodiesel sintetizado por transesterificação de óleo vegetal ou gordura animal, biogás 

produzido a partir da fermentação de matéria orgânica por microrganismos anaeróbicos, 

singás obtido através da pirólise de biomassa seguida de combustão e gaseificação, os 
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bioálcoois derivados da fermentação de carboidratos simples (como sacarose e xilose) ou 

complexo (como amido e celulose) (AWASTHI et al., 2015). 

Apesar de minimizarem a emissão de dióxido de carbono (CO2), os biocombustíveis 

1G podem impactar na biodiversidade devido ao uso e competição com produtos destinados à 

alimentação. Isso porque as matérias-primas mais usadas para a produção de biocombustíveis 

de primeira geração são milho, trigo, cana-de-açúcar, soja, canola e girassol, que também são 

utilizadas para a alimentação humana (AJANOVIC, 2011).  

Pelo fato de não competirem com o setor alimentício e da sua capacidade de 

aproveitamento de resíduos, os biocombustíveis de segunda geração (2G) são considerados 

ainda mais sustentáveis (AJANOVIC, 2011). Eles podem utilizar resíduos agroindustriais 

e/ou florestais como matéria-prima para a produção de biocombustíveis (AWASTHI et al., 

2015), que se enquandram como biomassa lignocelulósica.  

 

3.2 Biomassa lignocelulósica 

Aproximadamente 1,8 x 1012 toneladas de biomassa são produzidas no planeta Terra 

anualmente, considerando os ecossistemas terrestres e marinhos, sendo que 60% desta 

biomassa é lignocelulósica. A biomassa lignocelulósica consiste no material estrutural da 

parede celular vegetal (PHILIPPIDIS, 1994 apud SZAKACS, TENGERDY e NAGY, 2010).  

Os resíduos agroindustriais são considerados como biomassa lignocelulósica, que se 

apresentam como fontes de carbono de baixo custo e com alto potencial para serem utilizados 

na conversão química ou microbiana (TAMANINI e HAULY, 2004). No Brasil, o bagaço de 

cana-de-açúcar é um resíduo lignocelulósico com maior produção. 

De acordo com os dados da safra de 2017/2018 disponibilizados pela Conab (2018), o 

Brasil produzirá cerca de 650 milhões de toneladas de cana-de-açúcar. Considerando que 25% 

da massa de cana-de-açúcar correspondente ao bagaço (RAMOS e NACHILUK, 2017) e e os 

dados da safra de 2017/2018, então são estimados 163 milhões de toneladas de bagaço. A fim 

de aproveitar estes resíduos gerados pelo crescente desenvolvimento da agricultura e da 

indústria, tais materiais são visados como potenciais fontes de energia. 

Neste cenário o Brasil apresenta grande potencial para ser uma liderança mundial no 

aproveitamento de biomassa lignocelulósica, sobretudo devido à alta produção e necessidade 

de reaproveitamento.  Diversas empresas sucroalcooleiras brasileiras já utilizam o bagaço de 

cana-de-açúcar para cogeração de energia (térmica, mecânica e elétrica) a partir da queima 

desta biomassa. Além disso, as empresas Raízen (Piracicaba-SP) e GranBio (São Miguel dos 
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Campos-AL) possuem plantas industrias para produção de etanol 2G a partir de coprodutos da 

cana-de-açúcar (bagaço e palha) gerados nos processos tradicionais de obtenção de etanol 1G 

e de açúcar. 

Estruturalmente a biomassa lignocelulósica é composta basicamente por três unidades 

estruturais principais: celulose, hemicelulose e lignina (NAIK et al., 2010; SZAKACS, 

TENGERDY e NAGY, 2010). Sendo que a porcentagem de cada um destes constituintes 

pode variar de acordo com o tipo da biomassa (TAMANINI e HAULY, 2004; PAULY e 

KEEGSTRA, 2008). 

Os materiais lignocelulósicos possuem dois tipos de polissacarídeos (celulose e 

hemicelulose) que estão ligados pelo terceiro componente (lignina). A celulose é um 

homopolímero de hexose, na qual as unidades de D-glicose estão unidas por ligações β-1,4-

glicosídicas (Figura 1) (LIMAYEM e RICKE, 2012; RYTIOJA et al., 2014).  

 

 

Figura 1: Ligação das moléculas de glicose na celulose Fonte: Adaptado de Taiz e Zieger 

(2002) e Farinas (2010). 

 

Esses polímeros de glicose são unidos por ligações de hidrogênio, resultando na 

formação de fibrilas, que são responsáveis pelo elevado grau de cristalinidade dessa molécula. 

Há também regiões amorfas que possuem menor quantidade de pontes de hidrogênio, 

permitido maior flexibilidade da parede vegetal – Figura 2 (FARINAS, 2011; LIMAYEM e 

RICKE, 2012; SANTOS et al., 2012; RYTIOJA et al., 2014).  
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Figura 2: Regiões cristalinas e amorfas que formam a estrutura da celulose. Fonte: Farinas 

(2011). 

 

A hemicelulose, outro componente da parece celular vegetal, é um heteropolímero 

constituído de cadeias lineares contendo ramificações laterais formadas por hexoses (D-

glicose, D-galactose e D-manose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e pode conter ácidos 

urônicos (ou hexurônicos), tal como ácido D-glucurônico, D-galacturônico e metilglucurônico 

(Figura 3). Destaca-se ainda que a hemicelulose é responsável pela estabilidade e flexibilidade 

do agregado lignocelulósico, visto que suas ramificações interagem facilmente com a celulose 

(LIMAYEM e RICKE, 2012; RYTIOJA et al., 2014).  

 

 

 

Figura 3: Moléculas constituintes da hemicelulose. Fonte: Morais et al., (2005). 
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O terceiro componente da estrutura da parede celular vegetal é a lignina, uma 

macromolécula fenólica, formada pela polimerização de três diferentes monômeros: álcool 

cumárico, álcool coniferílico e álcool sinapílico (Figura 4). Essa macromolécula preenche os 

espaços entre as fibras de celulose, juntamente com a hemicelulose e pectina (LIMAYEM e 

RICKE, 2012; SANTOS et al., 2012; RYTIOJA et al., 2014).  

  

Figura 4: Precursores da lignina. Fonte: Adaptado de Farinas (2011). 

 

Diversos produtos podem ser obtidos a partir da biomassa lignocelulósica, dentre os 

quais podem ser citados produtos de valor agregado como sorbitol, aminoácidos, ácido 

levulínico, ácido succínico e ácido lático, além dos biocombustíveis, como etanol e metano 

(IEA Bioenergy, 2010, p. 24). Porém, para a utilização desta biomassa na produção destes 

compostos é necessário primeiramente promover a desconstrução dessa estrutura 

lignocelulósica. Um dos grandes desafios do modelo de biorrefinaria que propõe aproveitar ao 

máximo as biomassas disponíveis é realizar a desconstrução da parede celular vegetal de 

forma a separar os componentes por tipo e aplicações biotecnológicas  (BHOWMICK, 

SARMAH e SEN, 2018). 

3.3 Desconstrução da parede celular vegetal 

Diversas tecnologias têm sido estudadas para melhorar a eficiência da desconstrução 

da parede celular vegetal (SOREK et al., 2014). Esse processo envolve duas etapas principais: 

pré-tratamento e hidrólise. Diversos processos de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 

podem ser empregados. Eles podem ser divididos em: físico (como moinho de bolas), 

químico (por exemplo, ácido, alcalino, ozonólise e organosolv), biológico e combinado (como 

explosão a vapor e AFEX). O método escolhido deve apresentar diversas características, tais 
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como: alta recuperação dos açúcares, alta digestibilidade da celulose na hidrólise enzimática 

posterior, alta concentração de sólidos, elevada concentração de açúcares na fração líquida e 

baixa demanda energética, investimento e custo operacional baixos (SANTOS et al., 2012; 

BHOWMICK, SARMAH e SEN, 2018). 

Destaca-se que o pré-tratamento promove a ruptura do complexo lignocelulósico, 

separando acelulose, hemicelulose e lignina, sendo que os dois primeiros deverão ser 

hidrolisados em monômeros para serem metabolizados por microrganismos e convertidos no 

produto de interesse. Dessa forma, após o pré-tratamento é necessário fazer uso de enzimas 

específicas, que serão responsáveis pela hidrólise do polímero de celulose e/ou hemicelulose 

(HENDRICKS e ZEEMAN, 2009; SUN e CHENG, 2002). 

Os gargalos para obtenção do etanol de segunda geração (2G) estão em todas as etapas 

do processo desde a desconstrução da parede celular vegetal até a conversão do produto final, 

como os biocombustíveis 2G. A escolha de um processo influenciará em todas as etapas 

seguintes do processo de etanol 2G. Deste modo, diversos estudos são realizados a fim de 

minimizar os gargalos e chegar a um produto econômico-social-ambiental factível (SOREK et 

al., 2014). Dentre essas etapas, a descoberta de novas enzimas e/ou coquetéis enzimáticos que 

aumentem a eficiência da etapa de hidrólise é um dos focos do setor de bioenergia e 

biotecnologia.   

 

3.4 Hidrólise Enzimática 

A hidrólise enzimática das frações celulósica e hemicelulósica da biomassa vegetal é 

realizada por celulases e hemicelulases, respectivamente. As celulases são compostas por três 

enzimas principais que agem de forma sinérgica, onde as endoglucanases (E.C. 3.2.1.4) 

clivam especificamente as ligações β-1,4-glicosídica internas da celulose, principalmente em 

regiões amorfas, liberando fragmentos que serão degradados pelas exoglucanases (E.C. 

3.2.1.91) – também denominadas celobiohidrolases (CBH) – à celobiose, que por sua vez será 

degrada pelas β-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) à glicose – Figura 5 (OGEDA e PETRI, 2010; 

SZAKACS, TENGERDY e NAGY, 2010).  
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Figura 5: Atuação sinérgica das celulases. Adaptado de Lynd et al. (2002). 

 

Ressalta-se que as β-glicosidases são capazes de clivar outros oligossacarídeos à 

glicose e também de liberar outros monômeros, como xilose, galactose e manose, apartir da 

xilana e da galactomanana (RYTIOJA et al., 2014), que são constituintes da hemicelulose. 

As celulases podem ser produzidas por fungos ou por bactérias, tanto aeróbicas ou 

anaeróbias, mesofílicas ou termofílicas (SUN e CHENG, 2002; SZAKACS, TENGERDY e 

NAGY, 2010). E também podem ser produzidas de forma heteróloga, utilizando como 

hospedeiros a bactéria Escherichia coli e as leveduras Saccharomyces cerevisiae e 

Komagataella phaffii (CASTRO e PEREIRA, 2010). Quanto ao sistema fermentativo essas 

enzimas podem ser produzidas por fermentação submersa (FS) ou fermentação em estado 

sólido (FES) dependendo da aplicação pretendida. Caso não seja necessário um alto grau de 

pureza, como, por exemplo, em aplicações agrobiotecnológicas, a fermentação em estado 

sólido é preferível, pois reduz os gastos operacionais, visto que a purificação é uma das 

principais etapas que oneram o processo produtivo (SZAKACS, TENGERDY e NAGY, 

2010). 

Devido à variedade das moléculas que constituem a hemicelulose, um arsenal 

enzimático é exigido para a completa hidrólise desse heteropolímero em monômeros de xilose 

e outros compostos (Figura 6). Nesse complexo enzimático, a xilanase e 1,4-β-xilosidase se 

caracterizam como sendo as enzimas principais, e as demais como acessórias (DODD e 

CANN, 2009).  
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Figura 6: Atuação das enzimas principais e acessórias na hemicelulose. Fonte: Adaptado de 

Dodd e Cann (2009) e Sun et al. (2012). 

 

Dentre as hemicelulases podem ser citadas as enzimas endo-1,4-β-xilanase (EC 

3.2.1.8) e 1,4-β-xilosidase (EC 3.2.1.37), que são enzimas principais e tem sua ação 

complementada por enzimas acessórias como α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), β-

feruloil esterase (EC 3.1.1.73), β-glicuronidase (EC 3.2.1.139) e acetilxilano esterase (EC 

3.1.1.72) (GILBERT, 2010). É importante destacar que as enzimas xilanolíticas podem ser 

obtidas por uma grande variedade de microrganismos. Dentre eles podem ser citados os 

fungos filamentosos, as leveduras e bactérias (PREMA, 2010). 

3.5 Mono-oxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs) 

3.5.1 Descoberta e características gerais 

Em meados de 1950, Reese e colaboradores sugeriram que a hidrólise da celulose 

requeria um componente não-hidrolítico para facilitar o acesso das enzimas hidrolíticas 

(REESE, SIU e LEVINSON, 1950). No início da década de 90, a análise do genoma de 

alguns fungos permitiu identificar algumas enzimas com potencial para degradação da 
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celulose. Essas enzimas foram inicialmente anotadas como sendo da família 61 das glicosil 

hidrolases (GH61) (BEESON et al., 2010). 

 Em 2005, Vaaje-Kosltad e outros pesquisadores descobriram uma bactéria capaz de 

hidrolisar a quitina através da produção de uma enzima (CBP21), que por sua vez aumentava 

a eficiência da quitinase e possivelmente das celulases. E essa proteína foi então anotada 

como pertencente à família 33 de Módulo de Ligação ao Carboidrato (do inglês 

Carbohydrate-Binding Module) – CBM33, pela similiridade estrutural e funcional (VAAJE-

KOSLTAD et al., 2005). 

Em 2010, informações adicionais a respeito dessas enzimas permitiram uma melhor 

compreensão, que levaram consequentemente a sua reclassificação. Harris e colaboradores 

(2010) mostraram que algumas enzimas classificadas como GH61 não possuíam atividade 

hidrolítica quando empregadas individualmente. Porém essas enzimas eram capazes de atuar 

em sinergismo com celulases na degradação da biomassa lignocelulósica, na presença de íons 

metálicos por mecanismos desconhecidos.  

Vaaje-Kolstad e  colaboradores (2010) mostraram que a enzima CBP21 é capaz de 

realizar clivagem oxidativa de quitina na presença de oxigênio molecular e de um agente 

redutor (ácido ascórbico). Esses pesquisadores propuseram um mecanismo de ação 

semelhante para as GH61 atuarem nas celuloses. 

 Tendo em vista o mecanismo de ação dessas enzimas, que podem degradar 

oxidativamente polissacarídeos na presença de oxigênio molecular e de um agente redutor, 

estas foram nomeadas como mono-oxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs, do inglês 

Lytic Polysaccharides Monoxygenases) (HORN et al., 2012). Essas enzimas têm sido 

apontadas como promissoras na degradação de diversos polissacarídeos, como celulose 

(ISAKSEN et al., 2014; FORSBERG et al., 2014; BENNATI-GRANIER et al., 2015), 

hemicelulose (AGGER et al., 2014), amido (LO LEGGIO et al., 2015) e quitina (VAAJE-

KOLSTAD et al., 2010; LO LEGGIO et al., 2015). 

Atualmente, as LPMOs são classificadas em diferentes famílias com base na origem 

microbiana e do substrato ao qual realiza a ação oxidativa (CAZy - Carbohydrate Active 

Enzymes database; LOMBARD et al., 2014). A família AA9 (Auxiliary Activity 9) inclui 

LPMOs exclusivamente de fungos com ação oxidativa sobre a celulose. A família AA10 

inclui LPMOs principalmente de origem bacteriana, as quais podem clivar celulose ou 

quitina. Já a família AA11 inclui LPMOs de origem fúngica com ação sobre quitina, enquanto 

que a família AA13 inclui LPMOs de fungos capazes de clivar amido de forma oxidativa (LO 

LEGGIO et al., 2015). 
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3.5.2 Mecanismo de ação 

Atualmente é proposto um modo geral para ação das LPMOs. Porém, ainda não se 

sabe detalhadamente todos os mecanismos de ação destas enzimas, tendo em vista a variedade 

das LPMOs e a natureza e complexidade dos substratos em que elas podem atuar, (ISAKEN 

et al., 2014; BEESON et al., 2015). 

O mecanismo de ação das LPMOs descrito atualmente relata que tais enzimas atuam 

por meio de clivagens oxidativas dependentes de doador de elétrons (enzimático ou não 

enzimático) (FROMMHAGEN et al., 2016), de oxigênio molecular e/ou peróxido de 

hidrogênio (BISSARO et al., 2017) e de íons Cu2+ (MARINAI, 2013; LOOSE et al., 2014; 

LOOSE et al., 2016; FRANDSEN e SIMONS., 2016; VALENZUELA et al., 2017) ou outros 

íons metálicos (HARIS et al., 2010; VAAJE-KOLSTAD et al., 2010) ligados ao sítio ativo da 

enzima, que por sua vez é coordenado por resíduos de histidina (BEESON et al., 2015). 

O mecanismo de ação proposto ocorre com a atuação do sítio ativo (provavelmente os 

íons metálicos) na redução do oxigênio molecular (ou peróxido de hidrogênio), sendo 

necessário um doador de elétrons externo. Essa redução provavelmente abstrai um hidrogênio 

do substrato, acarretando na clivagem da ligação β-1,4-glicosídica, e consequentemente, na 

oxidação de um carbono dessa ligação. A oxidação pode ocorrer na posição C1 e/ou C4 da 

ligação glicosídica, que formam intermediários hemiacetais instáveis resultando em 

aldonolactonas (oxidação em C1) ou cetoaldoses (oxidação em C4).  

As aldolactonas são moléculas instáveis, que na presença de água, são facilmente 

convertidas para produtos estáveis na forma de ácidos aldônicos. As cetoaldoses podem estar 

em equilíbrio com a forma gemdiol, na presença de água. Em geral, as formas estáveis de uma 

oxidação em C1 é o ácido aldônico (produz terminal redutor) e para uma oxidação em C4 é a 

forma de cetoaldose (terminal não-redutor), sendo estes os produtos esperados para a ação das 

LPMOs. Além dessas formas, podem ainda ser encontradas as formas duplamente oxidadas 

(em C1 e C4). Todas essas estruturas estão representadas na Figura 7 (FORSBERG et al., 

2014; BEESON et al., 2015). 
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Figura 7: Representação geral dos prováveis celo-oligossacarídeos encontrados nas reações 

enzimáticas com LPMOs. Adaptado de Forsberg et al. (2014) e Beeson et al. (2015). 

 

Os produtos gerados pelas LPMOs permitem que elas sejam classificadas em tipo 1, 2 

ou 3. LPMOs do tipo 1 são aquelas que produzem produtos oxidados em C1 e as do tipo 2 se 

referem àquelas que produzem produtos oxidados em C4. Enquanto as LPMOs do tipo 3 se 

referem àquelas enzimas que produzem produtos oxidados em C1 e C4 (BEESON et al., 

2015). Destaca-se que a oxidação em C6 foi mencionada por alguns pesquisadores com base 

na análise dos produtos por espectrometria de massas (QUILAN et al., 2011; BEY et al., 

2012). Porém, com base na reatividade das LPMOs sugere que a oxidação em C6 não ocorre 

(VU et al., 2014).  

A ação oxidativa das LPMOs podem auxiliar na degradação dos polissacarídeos em 

combinação com as quitinases, celulases e hemicelulases (AGGER et al., 2014; RYTIOJA et 

al., 2014). Estudos mostram ainda que a oxidação de polissacarídeos recalcitrantes por 

LPMOs permite a descristalização da celulose, facilitando o acesso a outras enzimas 

(VERMAAS et al., 2015).  

A utilização das LPMOs, juntamente com as holocelulases (hemicelulases e celulases), 

permite a redução da carga enzimática necessária para a hidrólise da biomassa lignocelulósica 

(HARRIS et al., 2010).  Dessa forma, essas enzimas se tornam alvo para a utilização em 

coquetéis enzimáticos garantindo menor custo e maior eficiência na conversão da biomassa 

em produtos de interesse direcionados a aplicações na biorrefinaria. 
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 É importante destacar que devido a descoberta de novas proteínas auxiliares para 

degradação da cadeia polissacarídica celulósica, um novo modelo de arsenal enzimático foi 

proposto (Figura 8). Nesse modelo as enzimas principais (endoglucanases, 

exoglucanases/celobiohidrolases e β-glicosidase) atuam sinergicamente entre si e com as 

LPMOs (HORN et al., 2012). 

Figura 8. Visão atual da degradação por fungos de celulose.  As enzimas do sistema 

celulolítico endoglucanase (EG) e celobiohidrolase (CBH), ligadas a CBM (Módulo de ligação ao 

carboidrato) possuem diversas formas de ação em várias partes do substrato, em função da 

cristalinidade e acessibilidade deste.  Os carbonos C1 e C4 são oxidados por LPMOs (C1GH61 e 

C4GH61), que no geral liberam terminais (não-oxidados) para a atuação das CBHI e CBHII 

(açúcares oxidados estão em vermelho). A combinação das enzimas oxidativas de C1 e C4 produz 

celo-oligossacarídeos na cadeia interna da celulose, o que facilita o acesso da CBH. Destaca-se 

que as LPMOs necessitam de elétrons proveniente da CDH (celobiose desidrogenase) ou outro 

doador não-enzimático (como ácido ascórbico) para catalisar a reação. Fonte: Horn et al., 2012). 

 

 

3.5.3 LPMO de Thermobifida fusca 

A Thermobifida fusca é uma bactéria (Filo Actinobacteria) encontrada nos solos, em 

materiais orgânicos com temperatura de 50-55 ºC, tal como as pilhas de compostagem. Isso 

porque ela é uma bactéria termofílica, sendo que cresce bem a 50 ºC utilizando a celulose 

como única fonte de carbono, através do arsenal enzimático, composto por celulases, 

xilanases e enzimas acessórias que são capazes de degradar diversos polímeros. Dentre as 

enzimas acessórias com grande potencial para hidrolisar polissacarídeos, pode ser citada a 

LPMO de Thermobifida fusca (MOSER et al., 2008).  

A LPMO de Thermobifida fusca (estirpe XY) é considerada uma LPMO bacteriana 

modelo por possuir diversas informações a respeito de formas de obtenção e atividade desta. 

Essa enzima é denominada nas publicações com diversos nomes: Tfu_1268, TfLPMO10A , 

E7 (FORSBERG et al., 2014; e mais recentemente como TfAA10A (KRUER-ZERHUSEN et 

al., 2017), que será o nome adotado neste trabalho. Diversas informações a respeito da 
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TfAA10 podem ser obtidas a partir dos seguintes códigos de acesso:  AAZ55306.1 (NCBI – 

National Center for Biotechnology Information), Q47QG3 (UniProtKD – UniProt 

Knowledgebase) e 4GBO (PDB – Protein Data Bank). 

Esta LPMO bacteriana e as demais LPMOs são produzidas de forma recombinante, 

tendo em vista que esses microrganismos são capazes de produzir diversas enzimas e desta 

forma é possível favorecer a expressão da proteína de interesse, em relação a outras enzimas 

com maior nível de expressão como celulases e/ou xilanases.  

Para a obtenção da TfAA10A diversas construções gênicas podem ser realizadas, 

incluindo diferentes enzimas de restrição e vetores de clonagem e expressão. Porém, o 

hospedeiro em todas os casos são microrganismos procaritos, especificadamente E. coli 

(MOSER et al., 2008; FORSBERG et al., 2014; KOSTYLEV e WILSON, 2013; KRUER-

ZERHUSEN et al., 2017). Apesar desta enzima ser considerada modelo, outros modos de 

expressão podem propostos para a fim aumentar a atividade enzimática ou ainda o nível de 

expressão desta. A expressão em celulossomas, por exemplo, permitiu melhorar a degradação 

da celulose (ARFI et al., 2014). 

A TfAA10A, quando expressa em E. coli, apresentou atividade em diversos 

substratos: quitina (MOSER et al., 2008; FORSBERG et al., 2014), BMCC (Bacterial 

MicroCrystalline Celulose) (MOSER et al., 2008), PASC (Phosphoric Acid swollen celulose) 

(FORSBERG et al., 2014), BC (Bacterial Cellulose) (KOSTYLEV e WILSON, 2013; 

KRUER-ZERHUSEN et al., 2017). E também permitiram aumentar a hidrólise de quitina e 

celulose (papel filtro) quando empregadas em conjunto com quitinases (Chitinase C de 

Serratia Marscencens) e celulases (Cel5A, celulase de Thermobifida fusca), respectivamente 

(MOSER et al., 2008). Por isso, a TfAA10A é classificada como AA10 (Auxiliary Activity 

Family 10) que clivam oxidativamente quitina e celulose em C1 e/ou C4 – tipo 3 (CAZy - 

Carbohydrate Active Enzymes database). 

O sítio ativo da TfAA10 envolve resíduos do aminoácido de duas histidinas (posição 1 

e 144) e de uma tirosina (posição 213). Esses resíduos conservados foram o chamado “braço 

de histidina” que por sua vez se ligam ao íon de cobre e à molécula de água para que a enzima 

desenvolva a atividade catalítica (Figura 9) (KRUER-ZERHUSEN et al., 2017). Essa 

coordenação do sítio ativo enzimático, bem como condições reacionais como doadores de 

elétrons (mais utilizado ácido ascórbico), temperatura e pH (tampão adequado) são cruciais 

para que a LPMO apresente a atividade desejada (clivagem oxidativa). 
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Figura 9: Estrutura do sítio ativo da TfAA10, no qual resíduos de carbono são mostrados em 

cinza, de nitrogênio em azul e de oxigênio em vermelho. Também são mostrados em forma de 

esferas a molécula de água (vermelho) e o átomo de cobre (laranja). Fonte: Figura 2b de 

Kruer-Zerhusen et al., (2017). 

 

 

3.5.4 Caracterização da atividade de LPMOs 

Os produtos gerados pelas LPMOs são compostos oxidados (em C1 e/ou C4) gerados 

por baixa ação catalítica, exigindo o emprego de métodos analíticos sensíveis para detecção 

desses produtos e assim limita as possibilidades analíticas. Dessa forma, os métodos 

geralmente se baseiam em cromatografia e/ou espectrometria de massas. Porém, os produtos 

oxidados geram pequenas mudanças estruturais nos substratos, tornando desafiadora a 

separação cromatográfica e a identificação do produto por espectrometria de massas 

(WESTERENG et al., 2017).  

Os métodos analíticos atualmente empregados para a detecção dos produtos das 

LPMOs são: HPAEC-PDA (High-Performance Anion-Exchange Chromatography - Pulsed 

Amperometric Detection), MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Dessorption/Ionization 

and Time of Flight Mass Spectrometry) e LC-MS (HILIC-MS, Hydrophilic Interaction Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry ou PGC-MS, do inglês Porous graphitized carbon- 

Mass Spectrometry).  
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A cromatografia HPAEC-PAD (High-Performance Anion-Exchange 

Chromatography- Pulsed Amperometric Detection) possui boa resolução e sensibilidade, no 

entanto, baixa seletividade. A análise de celo-oligossacarídeos nativos e/ou oxidados por  

HPAEC exigem maior tempo de análise (~ 50 min) e alta força de eluição, necessitando de 

altas concentrações salinas que por sua vez os tornam incompatíveis com a espectrometria de 

massas (WESTERENG et al., 2013).  

Por sua vez, a espectrometria de massas tem se mostrado bastante útil na análise da 

caracterização da atividade das LPMOs, devido a alta seletividade, sensibilidade e rapidez nas 

análises. Além disso, não é necessária a utilização de padrões analíticos de compostos 

específicos, sendo possível identificar uma ampla gama de compostos produzidos, desde 

compostos pequenos a macromoléculas.  

 

3.6 Espectrometria de massas 

A espectrometria de massas é definida como sendo uma técnica analítica que utiliza 

princípios físicos para caracterizar moléculas, isoladas ou em mistura, por meio de medições 

das suas massas e seus íons conforme a movimentação destes num campo elétrico ou 

magnético. Essa movimentação pode ser visualizada através dos espectros de massas, que são 

as respostas do detector contra a razão entre a massa e as cargas elétricas líquidas (positiva ou 

negativa) de uma amostra, nomeada como m/z.  

É importante ressaltar que os espectros de massas são representados em duas 

dimensões, na qual no eixo das ordenadas indica a intensidade do sinal e no eixo da abscissa 

se encontra a razão m/z. E essa técnica permite realizar análises quantitativas e qualitativas de 

amostras com alta sensibilidade, seletividade e rapidez (VAN BRAMER, 1998 LESK, 2008; 

HARRIS, 2008). 

Um espectrômetro de massas consiste basicamente por três componentes: fonte de 

ionização, analisador de massas e detector (SKOOG et al., 2010), sendo que esses 

componentes são antecedidos pela introdução da amostra e sucedido por um sistema de dados 

(Figura 10).  
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Figura 10. Representação simplificada dos componentes de um espectrômetro de massas. 

As amostras são introduzidas na fonte de ionização através de um sistema de entrada. Na 

fonte de ionização as amostras são fragmentadas e convertidas em íons, que são analisados 

nos analisadores de massas, sendo separados conforme a razão m/z, sendo esses íons captados 

nos detectores que geram um sinal elétrico, que tem como resposta os espectros, que por sua 

vez são registrados e representados por um sistema de dados (SKOOG et al., 2010). 

 

Para a introdução das amostras no espectrômetro de massas, diversas técnicas podem 

ser empregadas, sendo que as características físico-químicas da amostra são essenciais para a 

escolha do método empregado. As amostras líquidas, por exemplo, devem ser inseridas 

diretamente por um fluxo controlado ou por meio de espécies dessorvidas a partir de fases 

condensadas. A cromatografia líquida pode ser utilizada no sistema de entrada de amostras, 

ou ainda pode ser realizada a introdução direta da amostra, pelo método denominado DIMS – 

Direct Infusion Mass Spectrometry (SKOOG et al., 2010). 

A ionização pode ser definida como um processo físico-químico da conversão de um 

átomo ou molécula em íons, adicionando ou removendo partículas carregadas com elétron ou 

outros íons. A ionização de uma ou mais moléculas em um espectrômetro de massas podem 

ser realizadas por diferentes métodos, dentre os quais se destacam: Ionização por eletrospray 

(ESI, do inglês Electrospray ionization) e Desorção/Ionização a laser assistida por matriz 

(MALDI, do inglês Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) (SKOOG et al., 2010). 

 A ionização por eletrospray (ESI) utiliza como método de ionização um campo 

elétrico que produz aerosol carregado que se desolvata produzindo íons com cargas múltiplas 

moleculares (SKOOG et al., 2010).  Há dois mecanismos que explicam essa forma de 

ionização: fissão coulômbica ou evaporação do íon. Pela fissão coulômbica a evaporação do 

solvente provoca alta repulsão eletrostática entre as espécies carregadas, acarretando em 

sucessivas explosões coulômbicas de modo a formar gotículas contendo apenas um íon, tendo 
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o solvente deste íon evaporado e então transferido para a fase gasosa. O segundo modelo 

propõe que a evaporação do solvente acarrete em alta repulsão eletrostática que devido a 

tensão superficial da gota não é capaz de sustentar as cargas induzindo a transferência dos 

íons para a fase gasosa (CANTÚ, 2008; HOFFMANN e STROOBANT, 2007). 

A ionização por MALDI é normalmente utilizada para análise de macromoléculas. A 

amostra sofre um processo de cristalização com a matriz, que geralmente é um ácido que 

absorve fortemente energia na região do UV de modo a co-cristalizar com a amostra. A 

amostra-matriz é bombardeada com pulsos de laser, que tem a energia absorvida pela matriz e 

transferida para a amostra desencadeando o processo de dessorção, permitindo a sublimação 

da amostra (estado sólido para gasoso). Destaca-se que após inúmeras colisões íon-molécula 

que ocorrem durante esse processo, há formação basicamente de moléculas monocarregadas 

que serão posteriormente analisadas (CANTÚ, 2008; LESK, 2008; HOFFMANN e 

STROOBANT, 2007). 

Após a ionização das amostras tais analitos são direcionados para o analisador de 

massas que separa os íons de acordo com os valores de m/z. Dentre os tipos de analisadores de 

massa, pode ser citado o quadrupolo e tempo de vôo (TOF, do inglês Time-of-flight) 

(HOFFMANN e STROOBANT, 2007). O analisador tipo quadrupolo consiste em quatro 

barras paralelas, arranjadas em dois pares opostos com diferentes potenciais elétricos entre 

eles, de modo que a aplicação dessas voltagens afete a trajetória centralizada dos íons. Isso 

permite selecionar os íons que irão atravessar o analisador e quais serão desviados (SKOOG 

et al., 2010). A desvantagem deste analisador é a baixa resolução.  

Por sua vez, o analisador tipo TOF é um analisador, no qual a velocidade e o tempo de 

chegada dos íons ao detector dependem da relação massa/carga da molécula, visto que íons 

com energia cinética iguais entram em um tubo onde se movem livremente (GROSS, 2004; 

HOFFMANN e STROOBANT, 2007).  

O acoplamento dos analisadores tipo Q-TOF permite a identificação e elucidação 

estrutural dos compostos de baixa e média massa molecular por experimentos de HRMS 

(High resolution mass spectrometry) e MS/MS, sendo utilizado nas análises por ESI. 

Enquanto que o acoplamente dos analisadores tipo TOF/TOF é empregado na elucidação 

estrutural de macromoléculas, sendo utilizado nas análises por MALDI (HOFFMANN e 

STROOBANT, 2007). 

A colisão dos íons com a superfície dos detectores causa a emissão de elétrons, fótons 

ou outros íons que podem ser medidos por detectores de carga ou radiação. Estes sinais são 

transformados e registrados ou acumulados em um sistema de dados expressos como uma 
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relação m/z em função da intensidade de cada composto (SKOOG et al., 2010; HOFFMANN 

e STROOBANT, 2007). A partir destes sinais, os espectros de massas são gerados, para então 

serem processados e interpretados. 

 

3.6.1  Espectrometria de massas aplicada à caracterização da atividade de LPMOs 

Dentre as técnicas analíticas mais utilizadas para a caracterização da atividade de 

LPMOs estão MALDI-TOF MS e LC-MS. O MALDI-TOF MS é empregado nessas análises, 

tendo em vista que os ácidos aldônicos (oxidação em C1) tendem a formar sais de seus adutos 

Dessa forma é possível detectar adutos duplos para esse composto com valores m/z referentes 

à [M+Na]+ e [M–H+2Na]+ para o ácido aldônico sodiado e o respectivo sal do aduto formado 

(DP7aa na Figura 11). Uma vez que o equilíbrio de ácido aldônico para lactona é favorecido 

em direção ao ácido aldônico, as análises por MALDI-TOF MS apresentam baixa intensidade 

para as formas lactonas (m/z - 2 em relação aos oligossacarídeos nativos, DP7la na Figura 11) 

(VAAJE-KOSLTAD et al., 2010; BEY et al., 2013; FORSBERG et al., 2014; WESTERENG 

et al., 2017). 

Já os produtos oxidados em C4, que apresentam um equilíbrio entre as formas 

cetoaldose (m/z - 2, DP7ka – Figura 11) e gemdiol (m/z + 16, DP7gm na Figura 11), sendo 

que a primeira forma é mais expressiva. Isso porque a técnica promove desidratação ao 

plaquear as amostras para este tipo de análise. Os produtos duplamente oxidados em C1e C4 

(DP7dox, Figura 11) também podem ser detectados através desta técnica como sais de seus 

adutos, nas formas [M+Na]+ e  [M+2Na+H]+ (VAAJE-KOSLTAD et al., 2010; BEY et al., 

2013; FORSBERG et al., 2014; WESTERENG et al., 2017). 
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Figura 11: (A) MALDI(+)-MS dos produtos da reação da TfAA10 em substrato celulósico 

PASC (Phosphoric Acid Swollen Cellulose) e a (B) representação das moléculas detectadas, 

nos quais os eventos de oxidação estão marcados em vermelho. Adaptado das Figuras 1, S1B 

e S1D de Forsberg et al. (2014). 

 É importante destacar que um desafio para atilização de MALDI-TOF MS está na 

sobreposição de massas referentes a espécies químicas comuns, como o átomo de oxigênio e a 
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diferença entre um átomo de sódio e de potássio, que equivalem a 16 Da. Porém, esses 

eventuais “problemas” podem ser solucionados com dopping da amostra com diferentes sais 

(VAAJE-KOSLTAD et al., 2010; BEY et al., 2013; MARINAI, 2013; WESTERENG et al., 

2017). 

O LC-MS também pode ser empregado para a análise dos produtos da reação de 

LPMOs. Colunas PGC (Porous graphitized carbon) e HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid 

Chromatography) podem ser utilizadas acopladas com espectrômetros de massas nessas 

análises. As colunas tipo PGC são versáteis podendo ser utilizadas em uma ampla faixa de 

pH, com alta sensibilidade utilizando eluentes com baixa força iônica. Porém esse método 

permite forte retenção de oligossacarídeos mais longos, limitando o estudo de 

oligossacarídeos intermediários. A coluna tipo HILIC pode ser útil para a separação de 

oligossacarídeos neutros, e de oligossacarídeos oxidados através da utilização de eluentes com 

alta força iônica e em pHs básicos (WESTERENG et al., 2013; WESTERENG et al., 2017; 

BOULOS e NYSTROM, 2016). 

Destaca-se que cada método analítico possui vantagens e desvantagens, exigindo o 

emprego de uma ou mais técnicas para melhor interpretação da ação das LPMOs. Além disso, 

descobertas contínuas a respeito da ação dessas enzimas em diferentes substratos e a 

influência dos componentes envolvidos na reação (como tampão e doador de elétron) exigem 

um grande repertório de métodos que possam detectar uma ampla faixa dos produtos, nas 

diferentes condições analíticas (WESTERENG et al., 2017).  

Dessa forma, neste trabalho foi necessário o desenvolvimento e/ou otimização de 

métodos analíticos para a caracterização da atividade enzimática da LPMO de Thermobifida 

fusca (TfAA10) recombinante, em substratos celulósicos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Química de Biomassa e 

Biocombustíveis (LQB), Laboratório de Processos Bioquímicos (LPB) e Laboratório de 

Genética e Biotecnologia (LGB) da Embrapa Agroenergia, Brasília-DF. 

 

4.1 Reagentes e soluções  

Os reagentes e as soluções utilizadas neste trabalho estão listados abaixo, separados 

por categoria. 

✓ Solventes e soluções: água ultrapura (obtida por sistema Millipore), acetonitrila 

(Lichrsolve), ácido trifluoroacético – TFA (Sigma-Aldrich), solução de ácido clorídrico 

100 mM (Vetec), imidazol 500 mM (Sigma-Aldrich), solução de sulfato de cobre – 

CuSO4, 250 mM, pH 3,5 (Sigma-Aldrich), ácido fosfórico 85% (Alphatec), etanol 70% 

(Vetec), solução de hidróxido de sódio – NaOH 100 mM (Vetec), solução de ácido 

ascórbico 10 mM (Sigma-Aldrich), ácido acético glacial (Vetec), solução de cloreto de 

sódio 100 mM (Sigma-Aldrich), solução de cloreto de potássio 100 mM (Merck), solução 

de cloreto de lítio 100 mM (Vetec) e hidróxido de amônio (Merce Millipore) 

✓ Tampões: fosfato de sódio 20 mM, pH 8,5 (Sigma-Aldrich) com cloreto de sódio 500 mM 

(Sigma-Aldrich), Tris-HCl 50 mM, pH 8,5 (Affymetrix), Tris-HCl 50 mM, pH 8,5 

(Affymetrix) com cloreto de sódio 1 M (Sigma-Aldrich), citrato de sódio 100 mM pH 5,0 

(Vetec), acetato de amônio 100 mM, pH 6,0 (Vetec), fosfato de potássio 100 mM, pH 6,0 

(Sigma-Aldrich), fosfato de sódio 100 mM, pH 6,0 (Sigma-Aldrich), fosfato-salino 100 

mM, pH 6,0 (Sigma-Aldrich), acetato de sódio 100 mM, pH 5,2 (Sigma-Aldrich). 

✓ Kit comercial: kit para quantificação de proteínas por ácido bicinconínico - BCA (Thermo 

Scientific Pierce®) 

✓ Padrões: ácido glucurônico (Sigma-Aldrich), glicose (Sigma-Aldrich), celobiose (Sigma-

Aldrich), celotriose (Sigma-Aldrich), celotetraose (Sigma-Aldrich), celopentaose (Sigma-

Aldrich), celohexaose (Megazyme), albumina de soro bovino – BSA (2 mg/mL) 

(Thermo); 

✓ Matrizes para uso nas análises por MALDI: ácido 2,5-dihidroxibenzóico – DHB (Sigma-

Aldrich) e ácido sinapílico – SA (Bruker); 

✓ Substratos: Avicel® PH-101 (Sigma-Aldrich). 
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4.2 Enzimas LPMO 

4.2.1 Produção de enzimas 

As mono-oxigenases líticas de polissacarídeos (LPMOs) utilizadas nesse trabalho 

foram produzidas pelo grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Léia C. L. Fávaro, no 

Laboratório de Genética e Biotecnologia (LGB), Embrapa Agroenergia (Brasília-DF).  

Duas sequências da LPMO de Thermobifida fusca YX (nomeada como TfAA10) 

foram construídas com base na sequência depositada no NCBI (National Center for 

Biotechnoloy Information) com o código de acesso AAZ55306.1. A partir da sequência da 

LPMO bacteriana foram realizadas duas construções para a mesma proteína, uma com códon 

otimizado para expressão em Komagataella phaffi (Pichia pastoris) e outra com códon 

nativo, sendo estas denominadas no decorrer do trabalho como TfAA10-O e TfAA10-N, 

respectivamente (Apêndice A).  

Essas duas formas da TfAA10 foram produzidas por sistema de expressão heteróloga 

em Komagataella phaffii (Pichia pastoris) em Erlenmeyers de 250 mL ou biorreatores de 1 L. 

A produção da enzima em Erlenmeyers de 250 mL foi realizada utilizando o meio BMGY 

(Basal Medium Glycerol Yeast) para obtenção do pré-inóculo e o meio BMMY (Basal 

Medium Methanol Yeast) para o cultivo da levedura, seguida da adição de metanol (0,5% v/v) 

a cada 24 h até 96 h de fermentação, conforme descrito por Rodrigues et al. (2017). A 

produção em biorreatores de 1 L foi realizada por meio de batelada alimentada em meio basal 

de sais (BSM – Basal Salt Medium), suplementado com solução de traço de sais – PTM1 

(Pichia Trace Medium), conforme metodologia descrita por Ponte et al. (2016). 

Destaca-se que a forma de obtenção desta LPMO bacteriana modelo por meio de 

expressão heteróloga em levedura é pioneira deste grupo de pesquisa (RODRIGUES et al., 

2017; SANTOS, 2017). E por isso a enzima expressa nesse sistema teve sua atividade testada 

neste trabalho. 

  

4.2.2 Preparo das enzimas para os ensaios enzimáticos 

As LPMOs foram avaliadas na forma de extrato bruto ou purificadas por 

cromatografia de afinidade (His-Tag) ou por troca iônica (DEAE-Sepharose). Todas as etapas 

de purificação foram realizadas pelas Dra. Kelly Barreto e Amanda Souza, no Laboratório de 

Processos Bioquímicos (LPB).  
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O extrato bruto utilizado nas reações enzimáticas foi centrifugado (10.000 g por 20 

min) e o sobrenadante dialisado e concentrado em Amicon Vivaspin de cut off  3 kDa (GE 

Healthcare) até a obtenção do volume desejado para as análises enzimáticas (~1 mL). 

As duas formas da TfAA10 foram purificadas por cromatografia de afinidade 

utilizando a coluna de afinidade (HisTrapTM HP, 5 mL, GE Healthcare). Cada proteína foi 

primeiramente dialisada em tampão de ligação (fosfato de sódio – 20 mM e NaCl – 500 mM), 

aplicada na coluna de afinidade e eluída por gradiente linear de imidazol (0-500 mM), 

conforme metodologia descrita por Rodrigues et al. (2017).  

A enzima TfAA10-N purificada por troca iônica foi dialisada em tampão de ligação 

(Tris-HCl 50 mM, pH 8,5), aplicada na coluna DEAE-Sepharose FF (HiTrapTM 1 mL, GE 

Healthcare) e eluídas por gradiente linear de tampão Tris-HCl (50 mM, pH 8,5) com cloreto 

de sódio 1 M, conforme metodologia sugerida pelo fabricante GE Healthcare. 

As frações das proteínas eluídas nas etapas de purificação foram analisadas em gel 

desnaturante de poliacrilamida 12% (SAMBROOK e RUSSEL, 2001) para confirmação da 

purificação. Em seguida, estas foram concentradas através de uma Amicon Vivaspin de cut off 

3kDa (GE) a 5000 rpm e 4ºC até obtenção do volume desejado para análise enzimática (~1 

mL).  

Algumas LPMOs necessitam de íons metálicos como de cobre para produzir a 

atividade enzimática desejada. Dessa forma, uma das LPMOs (TfAA10-N) estudadas foi 

saturada com solução de sulfato de cobre – CuSO4 (excesso molar de 5x), após a etapa de 

purificação. Em seguida realizou-se o processo de dessalinização utilizando a coluna Hi-

TrapTM Dessalting (GE Healthcare) em tampão Tris-HCl (20 mM, pH 8,5), conforme Marinai 

(2013). 

Todas as etapas de purificação de proteínas foram conduzidas em um sistema 

automatizado de purificação ÄKTATM pure (GE Healthcare). 

4.2.3 Determinação da quantidade de proteínas  

As enzimas recombinantes utilizadas nas reações enzimáticas foram quantificadas 

através do método indireto por ácido bicinconínico (BCA), segundo as instruções descritas no 

manual do kit da Thermo Scientific Pierce® (BCA Protein Assay Kit).  

Primeiramente, a solução de trabalho foi preparada a partir dos reagentes A 

(carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, ácido bicinconínico e tartarato de sódio em tampão 

de citrato de sódio 100 mM, pH 5,0) e B (4% de sulfato cúprico) do kit comercial, numa 

proporção de 50:1. Em seguida, alíquotas de 25 µL de amostras proteicas foram adicionadas a 
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cada poço da microplaca, aos quais foram adicionados 200 µL da solução de trabalho, e 

incubados a 37 ºC por 30 min. A absorbância foi determinada em espectrofotômetro a 562 

nm, utilizando o tampão de citrato de sódio 100 mM como branco do equipamento. A 

quantidade de proteínas solúveis totais foi determinada utilizando a curva padrão de albumina 

de soro bovino – BSA (0,05 a 2,0 mg/mL). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

4.3 Preparo do substrato celulósico 

Avicel® PH-101 e PASC (Phosphoric Acid Swollen Cellulose) são exemplos de 

modelos de substratos celulósicos empregados em ensaios enzimáticos, no qual o primeiro 

representa uma celulose na forma cristalina e o outro na forma amorfa (PAYNE et al., 2015). 

Desta forma, esses dois substratos foram utilizados nos ensaios enzimáticos com LPMOs. 

O substrato celulósico PASC foi preparado a partir da Avicel® PH-101 (Sigma-

Aldrich) pré-tratada quimicamente com ácido fosfórico 85%, conforme o método descrito por 

Zhang et al. (2009) e Wood (1988). Para a obtenção desse substrato, foram pesados 5 g de 

Avicel PH-101, sendo adicionados lentamente 50 mL de ácido fosfórico 85%. Essa suspensão 

foi submetida a 50 °C por 4 h em banho ultrassônico. Após o aquecimento, foram adicionados 

250 mL de água destilada sob agitação vigorosa. Em seguida, foram realizadas três lavagens 

dessa solução com etanol 70%, mantendo o precipitado no decorrer do processo. O pH foi 

então ajustado para 7,0 com solução de NaOH 100 mM. Após a neutralização, realizaram-se 

três lavagens com água destilada, sendo o precipitado final submetido a secagem a 50°C por 

24 h.  

 

4.4 Ensaios enzimáticos 

Os ensaios foram realizados conforme adaptações do método descrito por Kittl et al. 

(2012), Forsberg et al. (2014), Isaken et al. (2014), Tanghe et al. (2015) e Rodrigues et al. 

(2017). As duas construções gênicas da TfAA10 (TfAA10-O e TfA10-N) foram testadas em 

diferentes condições reacionais para investigação da ação dessas mono-oxigenases líticas de 

polissacarídeos em substratos celulósicos. A enzima TfAA10A-O foi inicialmente testada 

quanto á sua atividade em diferentes condições reacionais e em seguida estudou-se a outra 

construção gênica (TfAA10-N) a fim de avaliar a atividade desta LPMO expressa em K. 

phaffii. 

 As condições reacionais estudadas ao longo do experimento foram: concentração de 

enzima, do substrato e do doador de elétrons; purificação da enzima; tampões; agitação; 



43 

 

volume da reação e tempo reacional. Essas condições podem ser visualizadas de forma 

resumida no esquema apresentado na Figura abaixo e detalhamente em Apêndice B. 

 

Figura 12: Esquema resumido das diferentes condições reacionais testadas para o estudo da 

atividade da enzima TfAA10. 

 

A concentração da proteína em µM foi realizada a partir do peso molecular e da 

quantidade de proteína (mg/mL), obtida pelo método indireto de BCA, através do software 

online Graphpad (http://www.graphpad.com/quickcalcs/Molarityform.cfm).  

Os substratos celulósicos (Avicel® PH-101 e PASC – Vide tópico 4.3) foram 

utilizados na reação a partir de uma solução estoque preparada na concentração de 10 mg/mL 

quando a concentração final era de 2 mg/mL e preparada na concentração de 100 mg/mL 

quando esta era de 12 mg/mL, tendo a água como solvente. E o ácido ascórbico foi utilizado 

como doador de elétrons, a partir de uma solução estoque de 10 mM.  

O volume da reação (100 e 200 µL) e a agitação (900 e 1400 rpm) foram alterados no 

decorrer dos ensaios para permitir melhor aeração do sistema, e, consequentemente, maior 

quantidade de oxigênio para atuação enzimática. Os tempos de análise da reação foram, na 

maioria dos ensaios, de 0, 24 e 48 h, sendo adicionados tempos reacionais intermediários (6 h) 

e superior a esses (72 h) para melhor investigação da ação enzimática ao longo do tempo.  

Como controle das reações foram realizados ensaios na presença e ausência de enzima 

(controle negativo), combinados com adição ou não de doador de elétrons. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata e em microtubos de 2 mL. Estes foram incubados, em 

termoagitador, a 50 °C e na devida agitação até o tempo final da reação. Alíquotas de 10 µL 

foram retiradas nos tempos iniciais (0 h), intermediário e final da reação. Para isso os tubos 
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foram homogeneizados em vórtex por 1 minuto, centrifugados a 10.000 g por 5 min, para 

obtenção do sobrenadante (que contém os oligossacarídeos solúveis). Destaca-se que quando 

as amostras foram analisadas através dos dois métodos analíticos foi necessário retirar uma 

alíquota de 60 µL. 

4.5 Métodos analíticos 

4.5.1 Análise das enzimas por MALDI-TOF MS 

O perfil das enzimas empregadas nos ensaios enzimáticos foi avaliado por MALDI-

TOF MS (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics) conforme metodologia de Barros (2016). As 

amostras foram preparadas na placa de aço MTP 384 target plate ground steel BC (Bruker 

Daltonics) por meio do método dried droplet, utilizando como matriz o ácido sinapínico (SA 

– sinapinic acid) na concentração de 20 mg/mL, preparado em TA30 (solução contendo 30% 

de acetonitrila e 70% de água, com aditivo de 0,1% de TFA – ácido trifluoroacético). 

Diferentes proporções entre amostra e matriz foram testadas (1:3, 1:5 e 1:10).  

Os dados de massas foram adquiridos no modo linear positivo do analisador, na 

faixa m/z 10-80k, com laser no modo 5-ultra, intensidade de 80-93%, 1000 shots, frequência 

de 1000 e ganho de detector de 84x. Para calibração do equipamento, foi utilizada solução de 

calibração de proteínas do fabricante (Protein Calibration Standard, Bruker Daltonics). Os 

dados foram obtidos utilizando o software FlexControl versão 3.4 (Bruker Daltonics) e 

processados utilizando o software Flexanalysis versão 3.4 (Bruker Daltonics). 

 

4.5.2 Análise dos produtos da reação enzimática 

As alíquotas do sobrenadante dos ensaios enzimáticos foram imediatamente analisadas 

por espectrometria de massas, MALDI-TOF MS e UHPLC-ESI-MS. 

 

4.5.2.1 Método analítico baseado em MALDI-TOF MS 

Os produtos das reações enzimáticas foram analisados utilizando o ácido 2,5-

dihidroxidobenzoico (DHB) como matriz. Foram testados métodos de plaqueamento (two 

layer e dried droplet), concentrações da matriz (20 e 9 mg/mL), proporção de amostra-matriz 

(1:1, 1:1,5, 1:2, 1:2,5 e 1:3) e presença ou ausência de cloreto de sódio (NaCl). Estes 
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parâmetros se alteraram no decorrer das análises, de modo a permitir a melhor ionização dos 

analitos de interesse.  

Os dados de massas foram adquiridos no modo refletor positivo do analisador, com 

faixa de massa m/z 0-7000 (Full Scan) e em seguida de m/z 500-2000, laser no modo small, 

large ou ultra, intensidade 10-76%, 400-1000 shots, frequência de 1000-2000 Hz, ganho de 

detector de 3,4-5,0x e modo defletor. 

Todas as amostras foram aplicadas, em duplicata, na placa de aço MTP 384 target 

plate ground steel BC (Bruker Daltonics). Para calibração do equipamento, foi utilizada 

solução de calibração de peptídeos do fabricante (Peptide Calibration Standard, Bruker 

Daltonics), que possui a mesma faixa de massa a ser analisada. Os espectros de massas foram 

obtidos utilizando o software FlexControl versão 3.4 (Bruker Daltonics) e processados 

utilizando o software Flexanalysis versão 3.4 (Bruker Daltonics). 

 

4.5.2.2 Método analítico baseado em UHPLC-ESI-MS 

 

O método analítico foi desenvolvido a partir de adaptações do método descrito por 

Boulos e Nystrom (2016). O método LC-MS foi realizado utilizando o sistema UHPLC 

(Modelo Prominence LC30AD, Shimadzu) acoplado a um espectrômetro de massas do tipo 

Q-TOF equipado com fonte de ionização por eletrospray – ESI (Modelo Maxis 4G, Bruker). 

Para o desenvolvimento desse método analítico foram utilizados padrões de celo-

oligossacarídeos, substratos celulósicos (Avicel PH 101 e PASC) e também amostras reais 

(Tabelas 1 e 2). Os padrões de oligossacarídeos utilizados foram ácido glucurônico, glicose, 

celobiose, celotriose, celotetraose, celopentaose (Sigma-Aldrich) e celohexaose (Megazyme), 

sendo todos preparados a partir de uma solução estoque de 500 µg/mL. As celuloses do tipo 

Avicel® PH-101 (Sigma-Aldrich) e PASC (item 4.3) foram preparadas a partir de uma 

solução estoque de 10 mg/mL. Destaca-se que devido a insolubilidade desses substratos 

(Avicel® PH-101 e PASC) e para aplicação de uma amostra sem partículas sólidas, tais 

soluções foram centrifugadas (14.000 rpm, 5min), e o sobrenadante foi coletado para ser 

analisado, da mesma forma que foi realizado com os produtos da reação enzimática. 

     A partir das soluções estoques foram preparadas soluções nas concentrações desejadas 

utilizando como solvente acetonitrila:água (ACN:H2O) na proporção de 3:1, com adição de 

0,1% de hidróxido de amônio. Inicialmente os padrões de oligossacarídeos e os substratos 

celulósicos foram analisados por DIMS (Direct Infusion Mass Spectrometry) nas 

concentrações de 1 µg/mL e 50 µg/mL, respectivamente. Em seguida essas amostras foram 
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analisadas por UHPLC-ESI-MS na concentração de 20 µg/mL para os padrões de 

oligossacarídeos e nas concentrações de 50, 100 e 500 µg/mL para os substratos celulósicos. 

Sendo que as soluções foram inicialmente preparadas em vials de 1,5 mL, em um volume 

final de 1 mL e em seguida com a utilização de insert de 400 µL com volume final de 200 µL 

tendo a vista o pequeno volume de amostras as quais deveriam ser analisadas. 

Para separação dos analitos, utilizou-se a cromatografia líquida com interação 

hidrolífica (HILIC) através do emprego da coluna BEH Amida (2,1 x 150 mm x 1,7 µm, 

Waters) a 35ºC, com eluente A (água com hidróxido de amônio 0,1%) e eluente B 

(acetonitrila com hidróxido de amônia 0,1 %), fluxo de 0,17 mL/min. Ao longo das análises 

as condições cromatográficas (tempo e gradiente de eluição) foram alteradas de modo a 

permitir melhor análise dos compostos de interesse.  

O espectrômetro de massas foi operado no modo positivo e negativo, configurado para 

DIMS com voltagem do capilar de 4,5 kV, pressão do nebulizador 0,4 Bar, gás de secagem a 

5,0 L/min a 200 ºC e para LC-MS numa voltagem do capilar de 4,5 kV, pressão do 

nebulizador 4,0 Bar, gás de secagem a 9,0 L/min a 200 ºC. O tunning do equipamento foi 

otimizado para as faixas de massa m/z 100-2000, no qual o equipamento foi calibrado com 

formiato de sódio (1 mM). Os dados de LC-MS foram adquiridos através dos softwares 

HyStar (Shimadzu) e otof Control versão 4.0 (Bruker) e processados através do software Data 

Analysis versão 4.2 (Bruker). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Análise do perfil das proteínas por MALDI-TOF MS 

 As enzimas produzidas (TfAA10-O e TfAA10-N), que foram submetidas aos ensaios 

enzimáticos tiveram seu perfil proteico analisado por MALDI-TOF MS. 

Nota-se que a enzima TfAA10-O produzida em Erlenmeyer e purificada por afinidade 

(His-Tag) apresentou massa molecular [M+H]+ de aproximadamente 27 kDa (Figura 13). 

Também podem ser visualizados os valores m/z referentes à molécula duplamente carregada 

[M+2H]2+ (~13 kDa), e também a forma de dímero [2M+H]+ (~54 kDa). 

 

 
Figura 13: MALDI(+)-MS da proteína TfAA10-O produzida em Erlenmeyer e purificada por 

afinidade (His-Tag), sendo aplicada na proporção de 1:3 com a matriz de ácido sinapílico. 

 

A partir da sequência da proteína recombinante TfAA10 (Apêndice A) foi possível 

estimar o tamanho molecular desta através do Protoparam do ExPASy (SIB Bioinformatics 

Resource Portal). Para a TfAA10 foi estimado um valor de 21 kDa, podendo ter esse valor 

superior ao calculado dependendo do organismo utilizado para expressão.  

Nesse caso, as enzimas foram expressas em um microrganismo eucarioto (levedura - 

Komagataella phaffii, antiga Pichia pastoris) que são propensos a realizar modificações pós-

traducionais nas proteínas expressas. A TfAA10 possui dois possíveis sítios para N-

glicosilações e trêssítios para O-glicosilações (Apêndice C). Isso justifica o maior valor obtido 

para a massa molecular da enzima estudada (TfAA10-O).  

O perfil da LPMO bacteriana TfAA10-N também foi avaliado, quando produzida em 

erlenmeyer e em biorreator, conforme mostrado na Figura 14. 
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Figura 14: MALDI(+)-MS da proteína TfAA10-N produzida em Erlenmeyer (A) e em 

biorreator (B), purificadas por afinidade (His-Tag). Todas as proteínas foram aplicadas na 

proporção de 1:3 com a matriz de ácido sinapílico. 

 

Na análise da proteína TfAA10-N produzida em Erlenmeyer (Figura 14A) e em 

biorreator (Figura 14B) foram detectados íons que sugerem que a massa desta proteína seja de 

aproximadamente 24 kDa. Essa nova proteína utilizou o códon nativo de modo a favorecer 

menor quantidade de glicosilações, evidenciando o menor tamanho da proteína em relação á 

proteína construída com códon otimizado (TfAA10-O).  

Vale destacar que essas enzimas possuem a mesma sequência de aminoácidos, geradas 

a partir de códons diferentes. Isso pode ter favorecido a formação de isoformas diferentes, 

visualizadas com tamanhos moleculares diferentes (Figuras 13 e 14). Essas isoformas 

possivelmente possuem diferentes propriedades estruturais, que estão diretamente 

relacionadas a sua funcionalidade.  

Valores m/z referentes a molécula duplamente carregada [M+2H]2+ e ao dímero 

[2M+H]+ também foram verificados na proteína TfAA10-N produzida em erlenmeyer (Figura 

14A) Já na proteína TfAA10-N produzida em biorreator (Figura 14B) não foi possível 

verificar a presença dos íons referente ao dímero e ao duplamente carregado, tendo em vista a 

baixa intensidade do sinal da enzima de interesse e também maior sinal-ruído.  

A análise das enzimas TfAA10 por MALDI-TOF MS também permitiu confirmar a 

pureza das proteínas empregadas nos ensaios de hidrólise enzimática. Nessas análises 

(Figuras 13 e 14) detectou-se íons referentes a apenas uma proteína, o que confirma que a 

etapa de purificação realizada para cada enzima avaliada foi eficiente. Estes resultados 

utilizando MALDI-TOF MS para confirmação da pureza de proteínas confirmam que esta 
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técnica é uma alternativa ou complementa as análises por SDS-PAGE, tradicionalmente 

empregadas. 

  

5.2 Análise dos produtos da reação das LPMOs 

 

Para a interpretação dos íons encontrados nos produtos das reações enzimáticas 

utilizou-se os valores m/z teóricos dos celo-oligossacarídeos com n graus de polimerização 

(DPn, com n = número de glicoses) na forma protonada [M+H]+ e diferentes adutos, como 

mostrados na Tabela 1. 

Tabela 1: Valores m/z dos prováveis celo-oligossacarídeos encontrados após a ação das 

LPMOs. 

DPn 
Fórmula 

molecular 
[M+H]+ [M+Na]+ [M+NH4]

+ [M+Li]+ [M+K]+ 

DP1 C6H12O6 181,071 203,053 219,027 187,079 198,098 

DP1aa/gm  C6H12O7 197,066 219,048 235,022 203,074 214,093 

DP1la/ka  C6H10O6 179,056 201,038 217,011 185,064 196,082 

DP1dox C6H10O7  195,050 217,032 233,006 201,059 212,077 

DP2 C12H22O11 343,124 365,106 360,151 349,132 381,080 

DP2aa/gm C12H22O12 359,119 381,101 376,146 365,127 397,075 

DP2la/ka C12H20O11 341,108 363,090 358,135 347,117 379,064 

DP2dox C12H20O12 357,103 379,085 374,130 363,111 395,059 

DP3 C18H32O16 505,177 527,159 522,203 511,185 543,133 

DP3aa/gm  C18H32O17 521,172 543,154 538,198 527,180 559,128 

DP3la/ka  C18H30O16 503,161 525,143 520,188 509,169 541,117 

DP3dox  C18H30O17 519,156 541,138 536,183 525,164 557,112 

DP4 C24H42O21 667,230 689,212 684,256 673,238 705,186 

DP4aa/gm C24H42O22 683,225 705,207 700,251 689,233 721,180 

DP4la/ka C24H40O21 665,214 687,196 682,241 671,222 703,170 

DP4dox C24H40O22 681,209 703,191 698,235 687,217 719,165 

DP5 C30H52O26 829,283 851,264 846,309 835,291 867,238 

DP5aa/gm  C30H52O27 845,277 867,259 862,304 851,286 883,233 

DP5la/ka  C30H50O26 827,267 849,249 844,293 833,275 865,223 

DP5dox  C30H50O27 843,262 865,244 860,288 849,270 881,218 

DP6 C36H62O31 991,335 1013,317 1008,362 997,344 1029,291 

DP6aa/gm C36H62O32 1007,330 1029,312 1024,357 1013,338 1045,286 

DP6la/ka C36H60O31 989,320 1011,302 1006,346 995,328 1027,276 

DP6dox C36H60O32 1005,315 1027,297 1022,341 1011,323 1043,270 

DP7 C42H72O36 1153,388 1175,370 1170,415 1159,396 1191,344 

DP7aa/gm  C42H72O37 1169,383 1191,365 1186,410 1175,391 1207,339 

DP7la/ka  C42H70O36 1151,373 1173,354 1168,399 1157,381 1189,328 

DP7dox  C42H70O37 1167,367 1189,349 1184,394 1173,376 1205,323 

DP8 C48H82O41 1315,441 1337,423 1332,468 1321,449 1353,397 

DP8aa/gm C48H82O42 1331,436 1353,418 1348,462 1337,444 1369,392 
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DP8la/ka C48H80O41 1313,425 1335,407 1330,452 1319,434 1351,381 

DP8dox C48H80O42 1329,420 1351,402 1346,447 1335,428 1367,376 

DP9 C54H92O46 1477,494 1499,476 1494,520 1483,502 1515,450 

DP9aa/gm  C54H92O47 1493,489 1515,471 1510,515 1499,497 1531,445 

DP9la/ka  C54H90O46 1475,478 1497,460 1492,505 1481,486 1513,434 

DP9dox  C54H90O47 1491,473 1513,455 1508,500 1497,481 1529,429 

DP10 C60H102O51 1639,547 1661,529 1656,573 1645,555 1677,503 

DP10aa/gm C60H102O52 1655,542 1677,523 1672,568 1661,550 1693,497 

DP10la/ka C60H100O51 1637,531 1659,513 1654,558 1643,539 1675,487 

DP10dox C60H100O52 1653,526 1675,508 1670,552 1659,534 1691,482 

aa=ácido aldônico, gm=gemdiol, la=lactona, ka=cetoaldose e dox=dupla oxidação. 

 

Os dados escritos na tabela 1 foram gerados a partir da fórmula molecular dos 

possíveis produtos da reação entre celulose e LPMOs (BENNATI-GRANIER et al., 2015;  

BEY et al., 2015; FORSBERG et al., 2011;  FORSBERG et al., 2014; FROMMHAGEN et 

al., 2015; GHATGE et al., 2015; WESTERENG et al., 2011) e do Compass isotope pattern 

calculator (Bruker).  

Os celo-oligossacarídeos nativos (não-oxidados) são mostrados em negrito (Tabela 1) 

e foram representados com a coloração azul nos espectros de massas mostrados no decorrer 

do texto. Os demais valores m/z se referem aos celo-oligossacarídeos oxidados nas formas de 

ácido aldônico (aa), gemdiol (gm), lactona (la), cetoaldose (ka) ou duplamente oxidado (dox), 

cuja forma genérica de cada DPn (Figura 7).  Todos os valores m/z correspondentes as formas 

oxidadas foram representadas na coloração vermelha nos espectros de massas e os íons dúbios 

em laranja. 

 

5.2.1 Análise dos produtos das reações da TfAA10-O por MALDI-TOF MS  

        Inicialmente a atividade da TfAA10-O foi avaliada nas condições descritas na Tabela 2.  

Tabela 2: Condições da reação enzimática com a TfAA10-O, produzida em Erlenmeyer e 

purificada por His-Tag. 

Reagentes Ensaio nº. 1 Controle Ensaio nº. 2 Controle 

Enzima  TfAA10-O 

(1 µM) 

- TfAA10-O 

(1µM) 

- 

Substrato 

celulósico 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

Avicel 

(2 mg/mL) 

Avicel 

(2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico 

(2 mM) 

- Ácido ascórbico 

(2 mM) 

- 

Tampão Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 
*Volume final de reação = 200 µL, Agitação=  900 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 48 h.. 
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O perfil dos produtos da reação da LPMO bacteriana TfAA10-O em PASC e Avicel 

nos tempos de reação 0, 24 e 48 h foram analisados por MALDI-TOF MS. Nessa análise as 

amostras foram aplicadas pelo método two layer, na proporção de 1:3, com a matriz DHB (20 

mg/mL). Os espectros de massas foram adquiridos no modo refletor positivo do analisador, 

com faixa de massa m/z 0-7000 (Full Scan) e m/z 500-2000, com laser no modo small, 

intensidade 60-76%, 400 shots, frequência de 1000, ganho de detector de 3,4 e modo defletor. 

O perfil dos produtos da reação enzimática nos substratos celulósicos pode ser visualizado na 

Figura 15.  
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Figura 15: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da TfAA10-O em PASC (A) e Avicel (C) e os respectivos controles negativos (B- PASC na 

ausência da enzima e D - Avicel na ausência da enzima) ao longo dos tempos reacionais 0, 24 e 48 h. Em vermelho é mostrado o espectro 

referente a matriz DHB, branco da análise. 
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Os produtos detectados (em azul na Figura 15) se referem a oligossacarídeos nativos, 

com diferentes graus de polimerização (DPn), sendo eles DP6 (m/z 1013), DP7 (m/z 1175), 

DP8 (m/z 1337) e DP9 (m/z 1499). Esses oligossacarídeos nativos foram detectados na forma 

de aduto de sódio [M+Na]+ e estão presentes principalmente quando se utilizou a PASC como 

substrato (Figura 15B, em 0h). Isso se deve ao fato desse substrato ter sofrido um processo de 

pré-tratamento químico, tornando-o menos cristalino e com menor grau de polimerização, e 

consequentemente sendo mais acessível ao ataque enzimático (ZHANG et al., 2010; PAYNE 

et al., 2015). Apesar dessa diferença entre os substratos nenhum produto oxidado foi 

detectado, indicando que as LPMOs avaliadas não apresentaram atividade oxidativa nas 

condições testadas.  

Porém, tendo em vista a baixa intensidade dos íons apresentada neste ensaio (Figura 

15) foi necessário otimizar o método analítico por MALDI-TOF MS para melhor detecção 

dos produtos da reação enzimática de LPMOs em substratos celulósicos (Avicel e PASC). 

 

5.2.1.1 Otimização de método para análise por MALDI-TOF MS 

 

Dois padrões de oligossacarídeos nativos, celobiose e celohexaose, foram testados em 

diferentes concentrações para otimização do método analítico. Além disso, foi verificada a 

influência da adição de cloreto de sódio na ionização dos analitos, tendo em vista que esse sal 

é utilizado na análise de carboidratos e normalmente favorece a ionização desses compostos. 

Os espectros de massas dos padrões de oligossacarídeos celobiose (C12H22O11, 365 Da) e 

celohexaose (C36H62O31, 1013 Da) analisados nas condições descritas podem ser visualizados 

na figura abaixo. 
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Figura 16: MALDI(+)-MS dos oligossacarídeos (celobiose – DP2 e celohexaose  –  DP6) nas concentrações de 62,5 µg/mL (b), 125 µg/mL (c), 

250 µg/mL (d), 500 µg/mL  (e) e 1000 µg/mL  (f), na ausência (A) e na presença (B) de NaCl. No qual o branco (apenas a matriz DHB) refere-se 

ao espectro em vermelho (a), e os valores m/z em azul refere-se aos íons sodiados e em laranja íons potassiados dos padrões analisados, sendo 

[DP2 + Na]+ ~365 (Bennati-Granier et al., 2015), [DP6 + Na]+ ~1013 e [DP6 + K]+ ou [DP6aa+Na]+ ~1029 (Westereng et al. , 2011; Bey et 

al.,2013;  Forsberg et al.2011 e Ghatge et al. 2015). 
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A detecção de oligossacarídeos mesmo em concentrações baixas (62,5 µg/mL) foi 

possível por meio do uso do MALDI(+)-MS (Figura 16). Os padrões foram detectados na 

maioria dos casos como adutos de sódio [M+Na]+, m/z 365 (celobiose) e m/z 1013 

(celohexaose) (Figura 16A e B), mas também o íon m/z 1029 (Figura 16A) nos casos que não 

se utilizou o cloreto de sódio. O íon m/z 1029 (em laranja na Figura 16A) pode ter duas 

interpretações: [DP6aa+Na]+ que refere-se á um produto oxidado esperado na reação 

enzimática com LPMOs ou a [DP6+K]+ um oligossacarídeo nativo na forma de aduto de 

potássio conforme ilustrado na Figura 17.  

 

 

Figura 17: Estruturas químicas dos íons referentes ao aduto de sódio da celohexaose 

[DP6+Na]+ e dos possíveis íons gerados no processo de ionização, [DP6aa+Na]+ e [DP6+K]+. 

Adaptada de Teixeira et al., (2017). 

 

Nota-se que a diferença das massas entre os adutos de sódio (m/z 1013) e de potássio 

(m/z 1029) é de 16 Da, que, por sua vez, também pode se referir a um átomo de oxigênio, íon 

[DP6aa+Na]+ (m/z 1029) (Figura 17). Ressalta-se ainda que a correta interpretação desses íons 
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é crucial para a determinação da atividade de enzimas LPMOs nas reações enzimáticas. Isso 

porque, se o íon m/z 1029 for detectado na alíquota após a reação enzimática, o mesmo pode 

ser referir ao oligosacarídeo oxidado na forma de ácido aldônico na forma de aduto de sódio 

[DP6aa+Na]+, sugerindo atividade enzimática. No entanto, o mesmo íon (m/z 1029) pode ser 

referir ao oligossacarídeo não oxidado na forma de aduto de potássio [DP6 + K]+. Nessas 

condições, em que está sendo avaliado um padrão de oligossacarídeo, esse íon (m/z 1029, 

Figura 16A) foi a celohexaose potassiada [DP6+K]+, pois não houve a inserção da enzima 

capaz de oxidar o oligosacarídeo. 

Outro resultado observado foi que a adição de cloreto de sódio aumentou a ionização 

de forma expressiva (Figura 16B em comparação com A) em todas as concentrações avaliadas 

e de ambos os oligossacarídeos estudados. Além da maior intensidade dos íons de interesse 

(Figura 16, em azul), a adição desse sal (NaCl) reduz a intensidade de adutos de potássio 

(Figura 16, em laranja). Desta forma, a adição desse sal se mostra como importante para 

reduzir a intensidade desses íons dúbios e foi incluída nas análises posteriores. Além da 

adição de cloreto de sódio, os parâmetros instrumentais (abertura e intensidade do laser) 

foram ajustados para permitir maior intensidade dos íons de interesse, quando analisados por 

MALDI(+)-TOF MS. 

A partir desse método analítico otimizado para detecção de oligossacarídeos, ou seja, 

produtos esperados nas reações com LPMOs, outros ensaios enzimáticos foram realizados 

para avaliação da ação enzimática da TfAA10-O. 

 

5.2.1.2 Análise do produto da reação de LPMOs após otimização do método de MALDI-

TOF MS 

 

Ensaios com a LPMO TfAA10-O em Avicel e PASC foram novamente realizados, 

conforme descritos na Tabela 2e analisados com o método de MALDI-TOF MS otimizado. 

Nesse novo método analítico, as amostras foram aplicadas com adição de cloreto de sódio 

(2,5 mM) para permitir melhor ionização dos produtos da reação. Além disso, os parâmetros 

de laser empregado foram no modo large com intensidade 50-60%. Os demais parâmetros 

analíticos utilizados foram mantidos, conforme o método anterior (vide item 5.2.1). 

O perfil dos produtos da reação da TfAA10-O nos substratos celulósicos, Avicel e 

PASC, são mostrados na Figura 18. 
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 Figura 18: MALDI(+)-MS dos produtos da reação de 1 µM de LPMO TfAA10-O em 2 mg/mL 

de PASC (A) e Avicel (B) ao longo dos tempos de reação (0, 24 e 48 h). Esse ensaio ocorreu a 

50ºC, 1400 rpm e com adição de ácido ascórbico (2 mM) como doador de elétrons. Em azul são 

mostrados os valores m/z referentes a oligossacarídeos nativos (DPn) com aduto de sódio 

[DPn+Na]+. Em vermelho é mostrado o espectro referente a matriz DHB, branco da análise. 
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Houve um aumento significativo na intensidade dos íons referentes aos 

oligossacarídeos comparados com as análises anteriores. Ao observar os produtos da reação 

em PASC (Figura 18A) é possível perceber alguns valores de m/z referentes à DPs com 

adutos de sódio [DPn+Na]+, sendo eles m/z 1013, 1175, 1337, 1499, 1661 e 1823 referentes a 

DP6, DP7, DP8, DP9, DP10 e DP11, respectivamente (representados em azul nafigura 18A). 

Esses oligossacarídeos foram encontrados nas reações desde o tempo inicial (0h). No entanto, 

nenhum íon referente aos oligossacarídeos oxidados foi detectado nestas análises.  

Nas análises utilizando o substrato Avicel (Figura 18B), no entanto, nenhum íon 

referente a oligossacarídeo foi detectado. A celulose na forma cristalina, como a Avicel, pode 

ser utilizada como substrato para reações com LPMOs, tendo em vista que essas enzimas são 

capazes de auxiliar na descristalização da celulose através da clivagem oxidativa. Porém, a 

utilização de substratos celulósicos na forma amorfa, como a PASC, pode facilitar a ação 

enzimática além de melhorar a visualização dos produtos da reação. Portanto, tendo em vista 

a presença de oligossacarídeos nativos em PASC, este substrato demonstrou ser mais 

adequado para os experimentos de ensaios enzimáticos comparada a Avicel.  

Com estas condições enzimáticas testadas, não foi possível visualizar os 

oligossacarídeos oxidados provenientes da reação da LPMO, mesmo após a otimização do 

método analítico. Sendo assim, foi necessário um planejamento experimental modificando as 

condições reacionais: tampão, concentração de enzima, concentração do doador de elétrons 

(ácido ascórbico), para que a reação enzimática ocorresse, pois a partir dos dados obtidos até 

o momento, a enzima está inativa nas condições testadas. 

 

 

5.2.1.3 Otimização das condições reacionais enzimáticas 

 

Diferentes reações foram realizadas modificando condições experimentais (dos 

ensaios da Tabela 02). Para esses ensaios foram utilizados a celulose do tipo PASC (2 

mg/mL) como substrato, o ácido ascórbico como doador de elétrons (nas concentrações de 1 

mM e 2 mM), a enzima nas concentrações de 1 µM, 2 µM, 5 µM e 10 µM e quatro tampões 

(acetato de amônio, fosfato de sódio, fosfato de potássio e bifosfato de sódio – 5 mM, pH 

6,0), como mostrados na Tabela abaixo. 
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Tabela 3: Condições da reação enzimática com a TfAA10-O, produzida em Erlenmeyer e 

purificada por His-Tag, combinando diferentes concentrações de enzima e ácido ascórbico e 

tampões reacionais. 

Reagentes Ensaio  Controle 01 Controle 02 Controle 03 

 

Enzima  

TfAA10-O (1 µM) TfAA10-O (1 µM)   

TfAA10-O (2 µM) TfAA10-O (2 µM) - - 

TfAA10-O (5 µM) TfAA10-O (5 µM)   

TfAA10-O (10 µM) TfAA10-O (10 µM)   

Substrato 

celulósico 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

 

AA* (1 mM) 

AA* (2 mM) 

 

 

- 

AA* (1 mM) 

AA* (2 mM) 

 

 

- 

 

Tampão 

( 5 mM, 

pH = 6,0) 

Acetato de amônio Acetato de amônio Acetato de amônio Acetato de amônio 

Fosfato de potássio Fosfato de potássio Fosfato de potássio Fosfato de potássio 

Fosfato de sódio Fosfato de sódio Fosfato de sódio Fosfato de sódio 

Fosfato salino Fosfato salino Fosfato salino Fosfato salino 
*AA= Ácido ascórbico;**Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e 

Tempos = 0, 6, 24 e 48 h.. 

 

Os ensaios foram realizados combinando todas as variáveis apresentadas e com um 

tampão por vez Ensaios na ausência de enzima, com e sem doador de elétrons, foram 

utilizados como controle. Os produtos da reação foram analisados por MALDI-TOF MS nos 

tempos 0 h, 6 h, 24 h e 48 h. 

O perfil dos oligossacarídeos provenientes do substrato celulósico PASC não se 

alterou ao longo dos tempos de incubação (0 a 48 horas), nem nas diferentes concentrações de 

enzima e de ácido ascórbico. Porém, foi possível notar a influência dos tampões empregados 

no perfil dos oligossacarídeos. Para a demonstração da influência dos tampões de incubação, 

foram considerados os perfis do tempo zero, conforme mostrados na Figura 19.
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Figura 19: Espectros de massas por MALDI(+)-TOF MS do substrato PASC nos diferentes tampões e em água. No primeiro espectro, pode ser 

visualizada a matriz (A), que é utilizada como branco da análise. Nos demais espectros foram observados o perfil do substrato PASC quando 

incubado em água (B) e nos tampões de: acetato de amônio (C), fosfato de potássio (D), fosfato de sódio (E) e fosfato-salino (F). Valores de 

m/z destacados em azul se referem aos oligossacarídeos nativos, com adutos de sódio [DP+Na]+, e os laranjas se referem a possíveis 

oligossacarídeos oxidados, na forma de ácido aldônico ou ainda a adutos de potássio de oligossacarídeos nativos [DPaa + Na]+ ou [DP + K]+. 
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Ao utilizar o tampão de fosfato de potássio (Figura 19D) e fosfato-salino (Figura 19F) 

foram visualizados valores de m/z referente a oligossacarídeos nativos com aduto de potássio 

ou a oligossacarídeos oxidados com aduto de sódio (mostrados em laranja na Figura 19).  

Esses valores apresentaram alta intensidade, em todos os experimentos e em todos os tempos 

de análise. Esses íons também foram detectados quando se utilizou a água (Figura19B), 

porém em menor intensidade. Devido ao fato desse produto estar presente desde o tempo zero 

e nos controles, indica que se refere a um oligossacarídeo nativo que foi detectado como 

aduto de potássio, e não ao oligossacarídeo oxidado (produto da reação da LPMO), que por 

sua vez possuem mesmo valor de m/z (como já demonstrado anteriormente para o cluster 

DP6, na Figura 17). 

Mesmo adicionando cloreto de sódio, que conforme visto anteriormente reduz a 

intensidade desses íons de “dupla interpretação”, o fato de esses tampões conterem potássio 

em sua composição favoreceu a alta intensidade desses íons. Dessa forma, tendo em vista a 

possibilidade de utilização de outros tampões nessas análises, sugere a inviabilidade de 

tampões contendo íons de potássio para esses tipos de análises.Ao utilizar o tampão de acetato 

de amônio (Figura 19C) e de fosfato de sódio (Figura 19E) foram visualizados apenas íons 

referentes a oligossacarídeos nativos como aduto de sódio. O mesmo foi verificado em todos 

os tempos reacionais e também nos controles, mostrando que a enzima não realizou clivagem 

oxidativa da celulose nessas condições. Apesar disso, por não apresentarem os íons de dupla 

interpretação esses tampões podem ser empregados nos ensaios de hidrólise de celulose por 

PASC.  

Destaca-se ainda que a intensidade dos sinais referentes aos oligossacarídeos nativos 

foi maior quando se empregou o tampão de fosfato de sódio (Figura 19E). Além disso, esse 

tampão permitiu a detecção de mais oligossacarídeos (DP6 a DP10), quando comparado com 

o tampão de acetato de amônio (Figura 19C), que, por sua vez, não possibilitou a detecção do 

DP6.  

Os melhores tampões de incubação (fosfato de sódio e acetato de amônio) foram então 

selecionados para realização do ensaio semelhante ao anterior, tendo a Avicel como substrato, 

como mostrado na Tabela 04. Para esses ensaios, duas concentrações de enzimas (a menor e 

maior concentração, 1 e 10 µM, respectivamente) e uma de ácido ascórbico (2 mM) foram 

escolhidas.  
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Tabela 4: Condições da reação enzimática com a TfAA10-O, produzida em Erlenmeyer e 

purificada por His-Tag, em Avicel. 

Reagentes Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

 

Enzima 

TfAA10-O (1 µM) TfAA10-O (1 µM) - - 

TfAA10-O (10 µM) TfAA10-O (10 µM) - - 

Substrato 

celulósico 

Avicel 

(2 mg/mL) 

Avicel 

(2 mg/mL) 

Avicel 

(2 mg/mL) 

Avicel 

(2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

 

- 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

 

- 

Tampão 

(5 mM, 

pH = 6,0) 

Acetato de amônio Acetato de amônio Acetato de amônio Acetato de amônio 

Fosfato de sódio 

 

Fosfato de sódio 

 

Fosfato de sódio 

 

Fosfato de sódio 

 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 6, 24 e 48 h.. 

 

 

Como não houve diferença no perfil dos produtos da reação, quando se empregou 1 e 

10 uM de enzima, considerou-se a menor concentração para as discussões em relação aos 

tampões de incubação. Além disso, não houve diferença entre os controles reacionais 01, 02 e 

03 (Tabela 04), e mostrou apenas o controle 02 (na ausência de enzima e presença de ácido 

ascórbico) para as discussões. Os produtos da reação enzimática de TfAA10-O nessas 

condições podem ser visualizados na figura abaixo. 
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Figura 20: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da LPMO TfAA10-O 1 µM em Avicel (2 mg/mL), na presença de ácido ascórbico (2 mM) em 

tampão de acetato de amônio (A) e fosfato de sódio (B) pH 6,0. Os controles da reação na ausência da enzima na presença nos tampões de 

acetato de amônio (C) e de fosfato de sódio (D) também são mostrados. Valores m/z em azul se referem a oligossacarídeos nativos com aduto de 

sódio [Dpn+Na]+. Em vermelho é mostrado o espectro da matriz, branco da análise. 
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Em relação aos tampões avaliados foi possível perceber que ao utilizar o tampão de 

fosfato de sódio (Figura 20B e D) mais oligossacarídeos foram detectados em comparação ao 

ensaio incubado em tampão de acetato de amônio (Figura 20A e C). No tempo inicial (0h) foi 

possível detectar o DP11 (m/z 1823) e ao longo dos tempos reacionais (24 e 48 h) o DP9 (m/z 

1499) apenas quando se utilizou o tampão de fosfato de sódio.  

Porém, o mesmo perfil visualizado nas amostras contendo enzimas (1 e 10 µM) 

também foi visualizado nos controles em que a enzima estava ausente (Figura 20). Ou seja, 

apenas oligossacarídeos nativos foram visualizados ao longo do tempo reacional em todos os 

ensaios, na presença e ausência de enzima, sugerindo uma possível degradação da Avicel que 

por sua vez, não foi pela ação enzimática. Além disso, nenhum oligossacarídeo oxidado foi 

detectado, evidenciando que a enzima não apresentou clivagem oxidativa nas condições 

testadas. 

Tendo em vista que o método analítico se mostrou eficiente na detecção de 

oligossacarídeos, mas que nenhum oligossacarideo oxidado foi detectado em nenhuma 

condição testada é possível inferir que a enzima não apresentou atividade em nenhuma 

condição testada. Portanto, experimentos outra construção gênica da TfAA10 (com códon 

nativo), denominada como TfAA10- N foram realizados, utilizando a celulose do tipo PASC 

como substrato. Destaca-se que esse substrato foi escolhido para as análises posteriores em 

virtude da maior intensidade dos íons obtidos neste substrato (Figura 19, intensidade de 

~3,0x103), em comparação a Avicel (Figura 20) com intensidades de ~4,0x102).  

 

 

5.2.2 Análise dos produtos das reações da enzima TfAA10-N produzida em erlenmeyer 

por MALDI-TOF MS 

Os produtos da reação entre a enzima LPMO TfAA10-N e o susbtrato PASC foram 

avaliados por MALDI-TOF MS alterando a forma de purificação das enzimas: por afinidade 

(His-Tag) ou por troca iônica (DEAE), conforme indicado na Tabela 5. 
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Tabela 5: Condições da reação enzimática com a TfAA10-N, produzida em Erlenmeyer e 

purificada por His-Tag e por troca iônica (DEAE) em substrato PASC. 

Reagentes Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

 

Enzima 

TfAA10-N His-Tag  

(1 µM) 

TfAA10-N His-Tag  

(1 µM) 

- - 

TfAA10-N DEAE  

(1 µM) 

TfAA10-N DEAE  

(1 µM) 

- - 

Substrato 

celulósico 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

PASC 

(2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

 

- 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

 

- 

Tampão 

 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 

e 48 h.. 

 

Mesmo que os resultados anteriores, com a TfAA10-O, tenham mostrado que o tampão de 

fosfato de sódio teve melhor performance se comparado ao tampão de acetato de amônio (Figura 

19 e 20), este último foi utilizado neste ensaio com a enzima TfAA10-N. Manteve-se o tampão de 

acetato de amônio, e alterou-se apenas as formas de purificação da enzima (His-Tag e DEAE) a 

fim de verificar a atividade desta nova construção gênica, sem demais alterações nas condições 

reacionais.  

Diversas formas de purificação podem ser empregadas para obtenção de LPMOs puras, 

dentre elas podem ser citadas a cromatografia de afinidade (His-Tag), cromatografia por troca-

iônica e cromatografia de exclusão molecular. A escolha desta etapa pode influenciar na atividade 

da enzima, tendo em vista que os reagentes utilizados durante a purificação podem mimetizar 

algum componente importante do sítio ativo da enzima.  

O sítio ativo da LPMO está relacionado ao “braço de histidina” (HARRIS et al., 2010; 

GUDMUNDSSON et al., 2014; FORSBERG et al., 2014; HEDEGARD e RYDE, 2017), sendo 

que uma das histidinas utilizadas nessas estrutura pode ser mimetizada pelo imidazol (empregado 

na eluição da cromatografia por afinidade, His-Tag) ou ainda pelos próprios resíduos da cauda de 

histina acarretando no bloqueio do sítio ativo e consequente inatividade enzimática. Dessa forma, 

foram escolhidas duas formas de purificação da enzima: por afinidade (His-Tag) que é uma 

purificação mais fácil e com maior especificidade. 

O mesmo perfil foi visualizado ao longo dos tempos reacionais e em relação aos controles 

(na ausência de enzima e/ou ácido ascórbico). Para demonstração do perfil dos produtos da reação 

da TfAA10-N em PASC serão considerados os produtos da reação com a enzima purificada por 

troca iônica (Figura 21), tendo em vista que não houve diferença destes produtos em relação a 

enzima purificada por His-Tag. 
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Figura 21: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da TfAA10-N, purificada por troca iônica (DEAE)em substrato do tipo PASC na presença (A) 

e ausência de ácido ascórbico (B) e com os respectivos controles na ausência da enzima, com (C) e sem (D) ácido ascórbico em tampão de 

acetato de amônio pH = 6,0. Em vermelho pode ser visualizado o espectro da matriz DHB, utilizado como branco da análise. 
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A visualização dos oligossacarídeos nativos com diferentes graus de polimerização 

(DP6 a DP9) foi possivel em todos os ensaios e em tempos reacionais avaliados (0, 24 e 48 h). 

Já o íon referente ao DP10 (m/z 1661) foi detectado apenas no ensaio controle (na ausência de 

enzima e de ácido ascórbico, Figura 21D). Porém, emnenhuma das reações foi visualizado 

oligossacarídeos oxidados. Apesar disso, é importante destacar a baixa intensidade dos íons 

(~5x102) referentes aos oligossacarídeos nativos em todos os ensaios. Por isso, o método 

analítico foi novamente otimizado de modo a permitir maior intensidade dos íons de interesse.  

 

5.2.2.1    Otimização da análise por MALDI-TOF MS  

 

Para a otimização do método analítico por MALDI-TOF MS foram utilizadas duas 

amostras do ensaio anterior (Tabela 5): (i) PASC com ácido ascórbico após 48 h de reação 

(controle 02) e (ii) o produto da reação enzimática da TfAA10-N purificada por troca iônica 

em PASC após 48 h de reação, contendo ácido ascórbico (ensaio). Como não houve diferença 

entre as amostras analisadas foram representados os espectros de massas apenas do controle. 

Inicialmente as amostras foram testadas quanto ao método de plaqueamento two-layer 

e dried droplet, ambas com adição de cloreto de sódio e utilizando matriz DHB (20 mg/mL), 

mas variando a proporção de amostra-matriz, de 1:1 até 1:3, aumentando a quantidade de 

matriz de 0,5 em 0,5. A Figura 22 contém espectros de cada forma de plaqueamento testado. 

Não houve diferença entre a utilização do método two-layer ou dried-droplet, somente 

quando se utilizou diferentes proporções de amostra-matriz.  

Dessa forma, para os testes posteriores, optou-se por utilizar o método dried-droplet, 

tendo em vista a questão econômica, já que este método faz uso de uma menor quantidade de 

matriz se comparado com o outro método.  

 

   



68 

 

 

 

Figura 22: MALDI(+)-MS das amostras de PASC plaqueadas pelo método two-layer (A) e 

dried-droplet (B) em diferentes proporções de amostra-matriz:(a)1:2, (b)1:3 e (c) 1:5.  

 

Nos resultados observou-se que quanto menor a quantidade de matriz na mistura entre 

amostra-matriz, maior foi a intensidade dos íons de interesse. Portanto, para confirmar essa 
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observação, testou-se uma concentração menor de matriz (20 mg/mL e 9 mg/mL –Figura 23), 

bem como outras proporções amostra-matriz (Figura 24). 

 

Figura 23: MALDI(+)-MS das amostras de PASC plaqueadas pelo método dried-droplet com 

matriz nas concentrações de  20 mg/mL (A) e 9 mg/mL (B). 

Considerando o íon mais intenso nas análises (m/z 1175) note que a utilização da 

matriz de menor concentração proporcionou aumento de cinco vezes na intensidade desse íon 

(Figura 23). Dessa forma, essa concentração de matriz (9 mg/mL), bem como o método dried-

droplet (previamente escolhido) seguiram para o próximo passo, a fim de identificar a melhor 

proporção entre amostra e matriz.  

É importante destacar que a matriz na concentração de 9 mg/mL também foi testada 

como sendo solubilizada em solução com acetonitrila 30%, contendo 0,1% de ácido 

trifluoroacético (TFA), que é o mesmo solvente da matriz na concentração de 20 mg/mL, 

utilizada anteriormente. Porém, não houve diferença entre o uso dessa solução, e por isso esta 

matriz foi solubilizada apenas em acetonitrila (30%), sem a adição de TFA 0,1%. 

A fim de verificar a melhor proporção de amostra e matriz, manteve-se o método de 

plaqueamento dried-droplet com a matriz DHB (9 mg/mL) e adição de cloreto de sódio 

(2 mM) para cationizar os produtos de interesse e variou-se a proporção de matriz e amostra, 

conforme pode ser visualizado abaixo. 
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Figura 24: MALDI(+)-MS das amostras de PASC plaqueadas pelo método dried-droplet, utilizando o DHB (9 mg/mL) como matriz, com 

diferentes proporções amostra-matriz: 1:1 (A), 1:1,5 (B), 1:2 (C), 1:2,5 (D) e 1:3 (E) . 
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Os resultados também permitiram a observação de que quanto maior foi a quantidade 

de matriz aplicada na mistura de amostra-matriz, menor foi a intensidade dos íons de 

interesse. Mesmo não tendo uma diferença expressiva na intensidade dos íons ao utilizar as 

proporções de 1:1, 1:1,5 e 1:2 (Figura 24A, B e C), será considerada a proporção de 1:1 tendo 

em vista a questão econômica. 

A influência do cloreto de sódio foi avaliada novamente e mostrou-se importante para 

as análises como descrito anteriormente. Assim, os testes realizados permitiram a definição de 

um protocolo de preparo de amostras que possibilita maior intensidade dos íons de interesse. 

A figura abaixo mostra um fluxograma detalhado das etapas que foram seguidas até a 

obtenção desse método. 

 
Figura 25: Etapas para otimização do preparo de amostras para análise por MALDI-TOF MS. 

Em negrito são mostrados os melhores parâmetros e que foram considerados para a análise do 

próximo parâmetro até a obtenção do melhor método. 

 

É importante destacar que os parâmetros instrumentais foram novamente ajustados 

para garantir a maior intensidade dos íons de interesse. Dessa forma o novo método análise 

para análises de oligossacarídeos por MALDI-TOF MS consiste na aplicação da amostra pelo 

método dried-droplet na proporção de 1:1 com a matriz DHB (9 mg/mL), contendo cloreto de 

sódio (2,5 mM). Sendo que os dados de massas são adquiridos com o laser no modo ultra 
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com intensidade 10-30%, 1000 shots, frequência de 2000, ganho de detector de 5,0x e modo 

defletor.  

Na Figura 26 é possível visualizar a melhoria da intensidade dos sinais no método 

anterior (A) para o novo (B), que garante maior intensidade dos íons além da detecção de um 

maior número de oligossacarídeos. 

 

Figura 26: MALDI(+)-MS da amostra (PASC após 48 h de incubação a 50º C e 1400 rpm) 

analisada pelo método antes (A) e após (B) a otimização do método analítico. 

 

Ressalta-se que os produtos das reações anteriores foram reanalisados por esse 

método, porém apresentaram o mesmo perfil visto anteriormente. Ou seja, nenhum 

oligossacarídeo oxidado foi visualizado e não houve diferença do perfil dos oligossacarídeos 

ao longo do tempo de reação e em relação aos controles.  

Para tanto, foi necessário realizar novos ensaios com as enzimas e substratos. É visto 

na literatura que a adição de Cu2+ auxilia na atividade enzimática das LPMOs (MARINAI, 

2013; LOOSE et al., 2014; LOOSE et al., 2016; VALENZUELA et al., 2017), portanto, 

ensaios foram realizados com a enzima TfAA10-N com Cu2+. 
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5.2.2.2    Análise do produto da reação da TfAA10-N saturada com Cu2+ 

Ensaios com a LPMO TfAA10-N, purificada por troca iônica e saturada com Cu2+, em 

PASC, conforme mostrado na Tabela 6. 

Tabela 6: Condições da reação enzimática com a TfAA10-N, produzida em Erlenmeyer e 

purificada por His-Tag seguida da saturação com Cu2+. 

Reagentes Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

 

Enzima 

TfAA10-N His-Tag  

(1 µM) 

TfAA10-N His-Tag  

(1 µM) 

- - 

Substrato 

celulósico  

PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

- Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

- 

Tampão 

 

Acetato de amônio 

(10 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de 

amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de 

amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 48 h.. 

 

Os produtos da reação enzimática foram realizados analisados com o método de 

MALDI-TOF MS otimizado. Os produtos da reação enzimática nessas condições podem ser 

visualizados na Figura 27 
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Figura 27: MALDI(+)-MS dos produtos da reação entre TfAA10 purificada por troca iônica e saturada com cobre em substrato PASC (2 mg/mL) 

na presença (A) e ausência do ácido ascórbico (B), bem como na ausência da enzima na presença (C) e ausência de ácido ascórbico (D). Cada 

grupo de espectros apresenta primeiramente o branco, contendo a matriz DHB (em vermelho). Os oligossacarídeos (DPn) nativos são mostrados 

em azul na forma de aduto de sódio [DPn+Na]+. DPn se refere ao grau de polimerização, nesse caso por ser um celo-oligossacarídeo, n refere-se 

ao número de glicoses que compõe o polímero. 
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Não houve diferença no perfil dos produtos da reação enzimática (Figura 27A) ao 

longo do tempo reacional (0, 24 e 48 h) e em relação aos controles (Figura 27 B, C e D). Em 

todos os ensaios e também ao longo dos tempos avaliados foram detectados oligossacarídeos 

nativos com aduto de sódio [DPn+Na]+, sendo eles: DP6, DP7, DP8 e DP9 correspondentes 

aos valores m/z 1013, 1175, 1337 e 1499, respectivamente.  

 Porém, ao focar nos íons referentes ao cluster do heptâmero (DP7) foi possível 

verificar a presença de um íon referente a um possível oligossacarídeo oxidado [DP7aa+Na]+, 

m/z 1191, nos tempos 24h e 48h, e principalmente naqueles contendo ácido ascórbico (Figura 

28). Isso sugere que a presença desse possível produto oxidado seja devido à ação química do 

ácido ascórbico, e não pela ação enzimática da LPMO. O íon referente a perda de uma 

molécula água (-18 Da) em relação ao DP7 sodiado também foi detectado (m/z 1157) – [DP7-

H2O+Na]+. Essas perdas neutras são comuns em análises pela técnica de espectrometria de 

massas. 
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Figura 28: MALDI(+)-MS dos cluster do heptâmero (DP7) proveniente da reação entre TfAA10-N purificada por troca iônica e saturada com 

cobre em substrato PASC (2 mg/mL) na presença (A) e ausência do ácido ascórbico (B), bem como na ausência da enzima na presença (C) e 

ausência do doador de elétrons (D). Cada grupo de espectros apresenta primeiramente o branco, contendo a matriz DHB (em vermelho). Os íons 

com dupla interpretação – oligossacarídeos oxidado [DP7aa+Na]+ ou nativo [DP7+K]+ estão indicados em laranja. Também são observados íons 

referentes ao oligossacarídeo com perda de uma molécula de água (DP7-H2O+Na]+.  
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As LPMOs podem apresentar atividade em polissacarídeos como celulose, e também 

em oligossacarídeos (FORSBERG et al. 2011).  Dessa forma, a ação da LPMO TfAA10-N, 

purificada por troca iônica e saturada com Cu2+, também foi avaliada utilizando a celohexaose 

(DP6) como substrato,conforme mostrado na Tabela 7. 

Tabela 7: Condições da reação enzimática com a TfAA10-N, produzida em Erlenmeyer e 

purificada por His-Tag seguida da saturação com Cu2+. 

Reagentes Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

 

Enzima 

TfAA10-N His-Tag  

(1 µM) 

TfAA10-N His-Tag  

(1 µM) 

- - 

Substrato 

celulósico  

PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

- Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

- 

Tampão 

 

Acetato de amônio 

(10 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de 

amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de 

amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 48 h.. 

 

 

O perfil dos produtos da reação enzimática nestas condições é mostrado na Figura 29.
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Figura 29: MALDI(+)-MS na faixa m/z 720-2000 dos produtos da reação entre TfAA10 purificada por troca iônica e saturada com cobre em substrato 

celohexaose (DP6) 0,5 mg/mL na presença (A) e ausência do ácido ascórbico (B), bem como na ausência da enzima na presença (C) e ausência do 

ácido ascórbico (D).  Em vermelho é mostrado o espectro da matriz DHB, branco da análise. Os íons referente a oligossacarídeos nativos com aduto de 

sódio [DP6+Na]+ estão indicados de azul. 
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 Como observado na Figura 29, o padrão de celohexaose não possui alto grau de 

pureza devido a presença de compostos de grau de polimerização superior a 6 (m/z 1175 e 

1337 referente á DP7 e DP8 sodiados). Esses íons foram detectados em todos os ensaios e ao 

longo dos tempos reacionais (0, 24 e 48 h). 

Já a presença de íons referente á DPs inferiores, como DP5 (m/z 851) demonstra a 

possível clivagem da molécula de DP6 (em todos os ensaios e em todos os tempos - Figura 

29) em virtude da própria técnica empregada que faz uso de um laser e de compostos ácidos 

(matriz) que permitem a ionização dos analitos de interesse, ao mesmo tempo em que podem 

acarretar na clivagem destes. Por isso se faz necessário a análise de todos os controles para 

confirmar a ação enzimática.  

Os produtos da reação do cluster do hexâmetro (DP6) foi melhor analisado ao focar na 

faixa de massa m/z 990-1045, como pode ser observado na Figura 30. 
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Figura 30: MALDI(+)-MS dos produtos da reação entre TfAA10 purificada por troca iônica e saturada com cobre em substrato celohexaose 

(DP6) 0,5 mg/mL na presença (A) e ausência do ácido ascórbico (B), bem como na ausência da enzima na presença (C) e ausência do ácido 

ascórbico (D).  Em vermelho é mostrado o espectro da matriz DHB, branco da análise. Os íons referente a oligossacarídeos nativos com aduto de 

sódio [DP6+Na]+ estão indicados de azul, aqueles com dupla interpretação – [DP6aa+Na]+ ou [DP6+K]+ em laranja, e aqueles referente ao 

oligossacarídeo com perda de uma molécula de água (DP6-H2O+Na]+ em preto. 
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Ao analisar os produtos da reação enzimática da TfAA10-N na faixa de massa do 

cluster do hexâmetro (m/z 990-1045 – Figura 30) foi possível detectar o íon m/z 1029 que 

pode se referir tanto a um oligossacarídeo oxidado na forma de ácido aldônico com aduto de 

sódio [DP6aa+Na]+ quanto a um oligossacarídeo nativo com aduto de potássio [DP6+K]+. 

A fim de verificar a real identidade desse íon, as amostras após 48h de cada reação 

foram dopadas com soluções salinas de cloreto de sódio (NaCl), cloreto de lítio (LiCl) e 

cloreto de potássio (KCl), todas preparadas na concentração estoque de 10 mM, e aplicadas na 

concentração final de 2,5 mM, conforme o método dried-droplet descrito previamente. Os 

resultados são mostrados na Figura 31.  
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Figura 31: MALDI(+)-MS dos produtos entre TfAA10 saturada com cobre em substrato celohexaose (DP6) após 48h de reação. São mostrados 

produtos na presença (A) e ausência do ácido ascórbico (B), bem como na ausência da enzima na presença (C) e ausência de ácido ascórbico (D). Cada 

grupo de espectros apresenta os produtos após 48h de reação dopados com cloreto de sódio (NaCl, em vermelho), cloreto de lítio (LiCl, em azul) e com 

cloreto de potássio (KCl, em verde). Valores em azul indicam oligossacarídeos nativos, em vermelho oligossacarídeos oxidados e em laranja os íons 

dúbios (oligossacarídeos oxidados e/ou nativos). 
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Ao dopar as amostras com cloreto de sódio (Figura 31, em vermelho) é possível 

detectar íons referente a perda de água (m/z 995; [DP6-H2O+Na]+), bem como a celohexaose 

sodiada (m/z 1013; [DP6+Na]+) e o íon dúbio (m/z 1029; [DP6+K]+ ou [DP6ox+Na]+).  

O dopping com cloreto de lítio (Figura 31 em azul) não fornece informações 

consistentes, tendo em vista que o íon m/z 997 se refere a celohexaose com aduto de lítio 

[DP6+Li]+, enquanto o íon m/z 1013 pode se referir tanto a um oxidado com aduto de lítio 

[DP6ox+Li]+ ou a um oligossacarídeo nativo com aduto de sódio [DP6+Na]+. O íon m/z 1029 

por sua vez pode indicar íons com a mesma dualidade de interpretação, isso porque adutos de 

lítio não são predominantes nesse tipo de ionização por MALDI-TOF MS.  

Já o dopping com cloreto de potássio (Figura 31, em verde) fornece informações 

relevantes, tendo em vista que a detecção de um íon com 16 Da em relação ao m/z 1029, 

certamente se refere a um oligossacarídeo oxidado potassiados – m/z 1045 [DP6ox+K]+, na 

forma de ácido aldônico (aa) ou gemdiol (gm). Esse íon foi visualizado nos ensaios contendo 

ácido ascórbico, na presença (Figura 31A) e ausência de enzima (Figura 31B). Isso sugere que 

os oligossacarídeos oxidados visualizados são provenientes da ação desse agente redutor. 

Destaca-se que o dopping da amostra com diferentes sais permitiu definir a identidade 

dos íons duvidosos, sendo que os dados de cada sal foram complementares entre eles. Isso 

porque o íon duvidoso (m/z 1029) poderia ser apenas um oligossacarídeo nativo com aduto de 

potássio, caso a adição do sal de KCl aumentasse apenas a intensidade deste íon (Figura 29B e 

D). Porém, se a adição deste sal promovesse também a detecção de um íon com valor m/z 

com 16 Da a mais (1045), evidenciaria a presença de um oligossacarídeo oxidado detectado 

como aduto de potássio [DP6aa+K]+ (Figura 31A e 31C).  

Apesar disso, não foi possível verificar a clivagem oxidativa da enzima em PASC 

(Figura 27 e 28) e nem em DP6 (Figuras 29, 30 e 31). Os controles contendo ácido ascórbico 

nos ensaios com o substrato celohexaose (DP6) demonstraram que esse agente redutor foi 

capaz de produzir oligossacarídeos (intensidade de aproximadamente 1x104). Fato 

comprovado através do dopping com KCl que mostrou que os oligossacarídeos se referem a 

produtos oxidados.  

Destaca-se que os oligossacarídeos oxidados são produtos esperados nas reações para 

confirmar a ação das LPMOs. Estes produtos deveriam ser detectados apenas nos ensaios na 

presença de enzima e de ácido ascórbico e no decorrer do tempo reacional (24 e 48 h), fato 

que não ocorreu. Apesar disso, é importante ressaltar a necessidade dos ensaios controles 

(com e sem enzima combinados com a presença e ausência de ácido ascórbico) para verificar 
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a ação das LPMOs, tendo em vista a possibilidade de oxidação do substrato na presença do 

doador de elétrons, mesmo que em baixa concentração.  

O método analítico mostrou ser eficiente para detecção de oligossacarídeos, nativos e 

oxidados. Porém, não foi possível verificar a ação da LPMO nas condições testadas. A 

purificação a qual a enzima foi submetida (troca iônica e afinidade) poderiam ser as 

responsáveis pela enzima não apresentar atividade oxidativa. Dessa forma, foram realizados 

ensaios para o estudo da ação da TfAA10-N na forma de extrato bruto, ou seja, sem uma 

prévia purificação. 

 

5.2.2.3    Análise do produto da reação do extrato bruto da TfAA10-N em PASC  

 

Ensaios com o extrato bruto da TfAA10-N foram realizados em substrato celulósico 

do tipo PASC para análise da atividade da LPMO, sem uma etapa de purificação, nas 

condições reacionais apresentadas na Tabela 8. 

Tabela 8: Condições da reação enzimática com o extrato bruto da TfAA10-N, produzida em 

Erlenmeyer em PASC. 

Reagentes   Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

Enzima TfAA10-N  

(1 µM) 

TfAA10-N  

(1 µM) 

- - 

Substrato 

celulósico  

PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

- Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

- 

Tampão 

 

Acetato de amônio 

(10 mM, pH = 6,0) 

Acetato de amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de 

amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 

Acetato de 

amônio 

(5 mM, pH = 6,0) 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 48 h.. 

 

Os produtos da reação enzimática nestas condições foram analisados por MALDI-TOF 

MS e podem ser observados na Figura 32. 
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Figura 32: MALDI(+)-MS dos produtos da reação entre o extrato bruto de TfAA10 e o substrato PASC (A) na presença e (B) ausência do ácido 

ascórbico.Como controle da reação são mostrados o substrato PASC (C) na presença e (D) ausência do ácido ascórbico. Cada grupo de espectros 

(A-D) apresenta primeiramente o branco, contendo a matriz DHB (em vermelho), seguido dos produtos da reação ao longo dos tempos 

analisados (0, 24 e 48h). Em azul são mostrados os íons referente aos oligossacarídeos nativos com aduto de sódio [DP6+Na]+.
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Ao analisar os produtos da reação do extrato bruto da TfAA10-N foi possível perceber 

que há diversos interferentes presentes no extrato bruto das enzimas (Figura 32A e B) que 

impossibilitam a detecção de oligossacarídeos. Pois nos controles em que o extrato bruto 

enzimático está ausente (Figuras 32C e D) os íons referentes aos oligossacarídeos nativos 

DP6, DP7, DP8 e DP9 são detectados em alta intensidade (1,5x104 u.a).  Isso pode estar 

ocorrendo em virtude do efeito de matriz e/ou supressão iônica, no qual as moléculas de 

interesse (oligossacarídeos) não estejam sendo detectadas em virtude do beneficiamento de 

outras moléculas.   

Não houve detecção dos oligossacarídeos oxidados, produtos esperados da atividade 

de LPMOs, em nenhuma das condições analisadas mesmo após várias otimizações do método 

analítico por MALDI-TOF MS e também das condições reacionais. Uma das causas dessa não 

visualização pode ser o efeito de supressão iônica ou baixa taxa de degradação da enzima 

estudada, no qual os compostos oxidados provavelmente não estejam sendo detectados por 

uma questão de sensibilidade.  

Dessa forma, a enzima TfAA10-N passou a ser produzida em biorreator, sob 

condições de cultivo controladas, a fim de permitir a obtenção de uma LPMO ativa. Isso 

porque a produção em biorreator permite o controle de condições de cultivo como pH e 

temperatura que são cruciais para que a enzima seja produzida na conformação correta 

(KITLL et al., 2012) e consequentemente esteja ativa.  

Também foi necessário o desenvolvimento de um método para análise dos produtos da 

reação da TfAA10 por LC-MS para reduzir o efeito de supressão iônica, garantindo maior 

sensibilidade para a técnica, mesmo em amostras mais complexas. 

 

5.2.3 Desenvolvimento de método analítico por UHPLC-ESI-MS 

Esse método foi desenvolvido conforme a metodologia de Boulos e Nystrom (2016), a 

fim de complementar os resultados obtidos nas análises por MALDI-TOF MS e assim auxiliar 

na interpretação dos dados sobre a atividade enzimática das LPMOs.  

Destaca-se que este método permitirá a análise de amostras complexas com alta 

sensibilidade. Isso porque o emprego da cromatografia acoplada ao espectrômetro de massas 

reduz a supressão iônica através da prévia separação dos compostos. Além disso essa 

separação pode auxiliar a revelar a identidade de isômeros, que são tão comuns nos produtos 

dessas reações (formas oxidadas em C1 são isômeros das formas oxidadas em C4), por 

apresentarem tempos de retenção diferente. 
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O espectrômetro de massas empregado nesse método consiste em um ESI-Q-TOF MS 

que possui alta resolução, ou seja, foi  capaz de determinar com precisão valores com até três 

casas decimais, permitindo obter fórmulas moleculares. Assim, esse método pode eliminar as 

eventuais dúvidas de que um íon se refere á um oligossacarídeo nativo com aduto de potássio 

(m/z 1029,291) ou se seria uma oligossacarídeo oxidado com aduto de sódio (m/z 1029,312). 

Vale destacar que mesmo que o dopping com diferentes sais na análise por MALDI-TOF MS 

possa revelar a identidade dos íons, uma análise adicional é de suma importância.  

 

5.2.3.1 DIMS (Direct Infusion Mass Spectrometry) 

 

Para o desenvolvimento de um método analítico baseado em LC-MS é necessário 

primeiramente realizar otimizações dos parâmetros analíticos do espectrômetro de massas (do 

inglês MS, Mass Spectrometry) e em seguida os ajustes do método cromatográfico adequado 

para as moléculas de interesse. Dessa forma, padrões de oligossacarídeos (ácido glucurônico, 

glicose, celobiose, celotriose, celotetraose, celopentaose e celohexaose) e substratos 

celulósicos (PASC e Avicel) foram utilizados para a otimização do método por DIMS (Direct 

Infusion Mass Spectrometry). 

Nessa análise foi utilizada a seguinte ordem de injeção: (1) amostra, (2) calibrante de 

formiato de sódio 1 mM e (3) solvente acetonitrila:água 3:1 com hidróxido de amônio 0,1% 

como aditivo, utilizado como branco da análise. Dessa forma foi possível ajustar os 

parâmetros do MS, além de conhecer as diferentes formas dos íons em cada amostra (vide os 

espectros em Apêndice D).  

Os substratos celulósicos não foram detectados em nenhuma das concentrações 

testadas. Mas todos os oligossacarídeos foram detectados, tanto nas análises em modo 

positivo, ESI(+)-MS, quanto negativo, ESI(-)-MS, no qual um dos padrões (celopentaose) foi 

utilizada como exemplo para demostração do perfil obtido em cada modo de ionização 

(Figura 33). 
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Figura 33: (A) ESI(+)-MS e (B) ESI(-)-MS de um padrão de oligossacarídeo (celopentaose - 

DP5). 

Notou-se que as análises por ESI(+)-MS permitiram maior intensidade dos íons se 

comparado com as análises por ESI(-)-MS, sendo esta dez vezes maior. Assim, o DIMS 

permitiu definir a melhor condição de ionização nos dois modos e verificar qual apresentou os 

melhores resultados.   

 

5.2.3.2 UHPLC-ESI-MS dos padrões de oligossacarídeos e celulose 

 

Após a otimização do método DIMS, foi realizado o desenvolvimento do método por 

UHPLC-MS, de modo a evitar problemas de supressão iônica, uma vez que as amostras são 

muito complexas quimicamente.  

Os padrões de oligossacarídeos (ácido glucurônico, glicose, celobiose, celotriose, 

celotetraose, celopentaose e celohexaose), na concentração de 40 µg/mL foram analisados 

individualmente por UHPLC-ESI-MS. Os substratos celulósicos PASC e Avicel também 

foram analisados nas concentrações de 50, 100 e 500 µg/mL. 



89 

 

Os tempos de retenção e os valores m/z dos íons detectados na análise dos padrões e substratos por UHPLC-ESI-MS, nos dois modos de 

ionização, podem ser visualizados na Figura 34 e resumidamente na Tabela 9. 

 

 

Figura 34: UHPLC-ESI-MS dos padrões de oligossacarídeos: ácido glucurônico (DP1aa), glicose (DP1), celobiose (DP2), celotriose (DP3) e 

celotetraose (DP4). 
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Tabela 9. Descrição dos íons encontrados no método analítico baseado em UHPLC-ESI-MS 

nos modos de ionização positivo e negativo. 

Composto 

 

Tempo de 

retenção 

(min) 

Modo positivo Modo negativo 

Íons (m/z) Descrição Íons 

(m/z) 

Descrição 

Ácido 

glucurônico  

 

2,3 217, 032 

239,008 

411,075 

[DP1aa +Na]+ 

[DP1aa + 2Na – H]+ 

[2DP1aa + Na]+ 

193,031 

387,067 

[DP1aa– H]- 

[2DP1aa– H]- 

Glicose  

 

9,5 181,071 

203,053 

[DP1 + H]+ 

[DP1 + Na]+ 

179,004 

359,147 

[DP1 – H]- 

[2DP1 - H]- 

Celobiose  

 

15 343,124 

360,151 

365,106 

325,118 

685,240 

702,267 

[DP2 + H]+ 

[DP2 + NH4]
+ 

[DP2 + Na]+ 

[DP2 + H – H2O]+ 

[2DP2 + H]+ 

[2DP2 + NH4]
+ 

341,087 

683,184 

[DP2 – H]- 

[2DP2 - H]- 

Celotriose  

 

20 487,171 

505,177 

527,159 

[DP3 + H – H2O]+ 

[DP3 + H]+ 

[DP3 + Na]+ 

503,126 

519,092 

[DP3 – H]-  

(Int.104) 

 

Celotetraose  

 

23,5 649,224 

667,230 

689,212 

[DP4 + H – H2O]+ 

[DP4 + H]+ 

[DP4 + Na]+ 

665,215 

647,172 

[DP4 – H]- 

[DP4 – H – H2O]- 

Celopentaose  

 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Celohexaose  

 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

PASC  

 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Avicel  

 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

*N.D.= Não detectado. 

 

A partir dessa análise foi possível comparar os modos de ionização positivo e negativo 

(Figura 34 e Tabela 9) no qual o primeiro apresentou maior intensidade e diferentes formas 

(adutos) para o mesmo composto. Isso pode facilitar na identificação dos compostos durante 

as análises. Dessa forma, para as análises das amostras seguintes optou-se por utilizar o modo 

positivo, que na maioria dos padrões apresentou, no mínimo, a forma protonada [M+H]+ e 

dois adutos diferentes (em geral de sódio e de amônio), com  intensidade superior a 1,0x105). 

 Para os dados adquiridos por LC-MS serão mostrados os E.I.C. (Extracted Ion 

Chromatogram) de cada análise, os quais foram extraídos considerando os valores m/z 

referentes ao [M+H]+, [M+NH4]
+ e [M+Na]+ de cada possível forma a ser encontrada nas 

análises, conforme mostrado na Tabela 1.  
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Também foram testados tempos superiores a 20 min (30 e 50 min) na tentativa de 

detectar íons referentes ao DP5 e DP6, porém em nenhuma das condições de análise esses 

compostos foram detectados. De toda forma, para as análises dos produtos da reação manteve-

se um tempo de 30 min, na expectativa de analisar oligossacarídeos com maior grau de 

polimerização.  

O método analítico por MALDI-TOF MS, como verificado anteriormente, mostrou ser 

eficiente para a avalição de oligossacarídeos com grau de polimerização igual ou superior a 5 

(DP5), que não foram contemplados no atual método analítico por UHPLC-ESI-MS, que por 

sua vez, mostrou ser capaz de analisar oligossacarídeos com grau de polimerização menor ou 

igual a 4 (DP4). Isso evidencia a complementariedade das técnicas analíticas.  

Dessa forma, foram realizadas análises do produto da reação enzimática por MALDI-

TOF MS e UHPLC-ESI-MS concomitantemente para permitir uma avaliação minuciosa da 

ação da LPMO (TfAA10-N) produzida em biorreator, tendo em vista que aquelas produzidas 

em Erlenmeyer não apresentaram atividade nas condições testadas. Além disso, os produtos 

da reação foram avaliados até 72 h (ao invés de 48 h como nos ensaios anteriores) para 

permitir o estudo da atividade da LPMO, caso essa possua uma taxa de clivagem mais lenta. 

 

 

5.2.4 Análise do produto da reação de LPMO, produzida em biorreator, por UHPLC-ESI-

MS e MALDI-TOF MS 

 

5.2.4.1 Análise do produto da reação da TfAA10-N em PASC e tampão de fosfato de sódio 

por UHPLC-ESI-MS e MALDI-TOF MS 

 

Os ensaios com a LPMO TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por 

afinidade, em substrato celulósico do tipo PASC com tampão de fosfato de sódio pH 6,0 

foram realizadas conforme indicado na Tabela abaixo. 
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Tabela 10: Condições da reação enzimática com a TfAA10-N, produzida em 

biorreator e purificada por His-Tag, em substratoPASC. 

Reagentes   Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

Enzima  TfAA10-N   

(1 µM) 

TfAA10-N  

(1 µM) 

- - 

Substrato 

celulósico  

PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

- Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

- 

Tampão 

 

Fosfato de sódio 

(10 mM, pH = 6,0) 

Fosfato de sódio 

(10 mM, pH = 6,0) 

Fosfato de sódio 

(10 mM, pH = 

6,0) 

Fosfato de sódio 

(10 mM, pH = 

6,0) 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 72 h.. 

 

 Os produtos da reação foram avaliados por UHPLC-ESI-MS (Figura 35) e MALDI- 

MS (Figuras 36 e 37).  
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Figura 35: UHPLC-ESI(+)-MS) dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por afinidade, utilizando a 

celulose do tipo PASC como substrato e tampão de fosfato de sódio pH 6,0 no tempo inicial (a) e após 72 h (b)  a 50ºC e 14000 rpm. Também é 

mostrado o controle na presença de enzima sem ácido ascórbico (c), e os e os controles negativos (sem enzima) na presença (d) e ausência de 

ácido ascórbico (e) após 72 h de reação. DPn indica os oligossacarídeos detectados com n unidades de glicose. A linha pontilhada indica a curva 

gradiente ao longo da cromatografia, sendo expressa em função de % do solvente B (acetonitrila com 0,1% de hidróxido de amônia), e coluna 

BEH amida a 40 ºC. 
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Nas análises por UHPLC-ESI-MS foi possível visualizar sinais referentes aos oligossacarídeos de 2 a 4 unidades de glicose (DP2-DP4) 

nos ensaios contendo enzima após 72 h de reação (Figura 35b e c), que por sua vez, não foram visualizados nos controles negativo (na ausência 

da enzima – Figura 35d e e) e nem no tempo 0 h (Figura 33a Porém não houve diferença na utilização ou não do doador de elétrons (ácido 

ascórbico) (Figura 35 b e c). O mesmo perfil foi observado nas análises por MALDI-TOF MS, no qual é mostrado o ensaio na presença de 

enzima e de ácido ascórbico em relação aos controles após 72 h (Figura 36) e deste ao longo dos tempos reacionais, 0, 24 e 72 h (Figura 37). 

 
Figura 36: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por afinidade, utilizando a 

celulose do tipo PASC como substrato e tampão de fosfato de sódio pH 6,0após 72 h a 50ºC e 14000 rpm. São mostrados os espectros referentes 

a matriz, branco da análise (a), dos ensaios na presença da enzima com (b) e sem ácido ascórbico (c) e também os controles negativos, na 

ausência da enzima, com (d) e sem ácido ascórbico (e). Os oligossacarídeos detectados como adutos de sódio [DPn+Na]+ estão indicados em 

azul. 
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Figura 37: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por afinidade, na presença de 

ácido ascórbico, utilizando a celulose do tipo PASC como substrato e tampão de fosfato de sódio pH 6,0 ao longo dos tempos reacionais de 0, 24 

e 72 h, a 50ºC e 14000 rpm. Em vermelhor é mostrado o branco da análise (espectro da matriz DHB). 
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Nas análises por MALDI-TOF MS (Figuras 36 e 37) são visualizados íons referentes a 

oligossacarídeos DP3 a DP9 com aduto de sódio. No qual os íons referentes aos 

oligossacarídeos de 5 a 7 unidades de glicose (DP5-DP7) são visualizados em todos os 

ensaios (Figura 36) e tempos reacionais (Figura 37). O íon referente ao DP9 só é detectado 

nos controles negativos (na ausência da enzima - Figura 36d e Figura 36e), e no tempo 

reacional inicial do ensaio contendo enzima (Figura 37). Já os íons referentes à celotriose 

(DP3) e celotetraose (DP4) foram detectados apenas nos ensaios contendo enzima (Figura 36b 

e Figura 36c) e a partir do tempo 24 h (Figura 37).   

Apesar disso, nenhum oligossacarídeo oxidado foi detectado (por nenhum dos 

métodos analíticos) na presença da enzima e do doador de elétron para que comprovasse a 

ação oxidativa da LPMO. Enquanto que a formação de oligossacarídeos com menor grau de 

polimerização (DP2 por UHPLC-ESI-MS; DP3 e DP4 por UHPLC-ESI-MS – Figura 35 e 

MALDI-TOF MS – Figuras 36 e 37) nos ensaios contendo enzima, independente da presença 

ou não de ácido ascórbico, sugerem uma provável ação hidrolítica da TfAA10-N nas 

condições testadas. 

Destaca-se que a degradação parcial de produtos oxidados podem conduzir à formação 

de produtos nativos (WESTERENG et al., 2017), quando a clivagem oxidativa ocorre 

próxima á extremidade redutora do substrato (no caso de oxidação em C1) ou terminal não-

redutor (no caso da oxidação em C4), conforme mostrado na Figura 38. Isso poderia justificar 

a provável atividade hidrolítica que as LPMOs apresentaram nestas condições.  

  

Figura 38: Representação esquemática da atuação das LPMOs na celulose com liberação de 

oligossacarídeos oxidados e nativos. Adaptado de Horn et al. (2012) e Westereng et al. 

(2017). A fibra de celulose está contornada em preto e os eventos de oxidação em vermelho.  

A clivagem oxidativa das LPMOs pode resultar em produtos solúveis (azul e vermelho) em 

menor quantidade e produtos insolúveis (preto) em maior quantidade. 
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Notavelmente, a atividade aparente de hidrolases também são reportadas por Beeson et 

al. (2012) e por Westereng et al. (2017) como associadas a pequenas quantidades hidrolases 

contaminantes, uma vez que estes normalmente possuem taxas catalíticas muito superiores às 

LPMOs.  

Ensaios em outras condições reacionais (tampão, pH e dosagem de enzima e substrato) 

foram testadas para investigação da ação da LPMO TfAA10-N, na forma de extrato bruto e 

purificada por afinidade. Estes ensaios podem ser verificados no próximo item.  

  

5.2.4.2 Análise do produto da reação da TfAA10-N em PASC e tampão de acetato de sódio 

por UHPLC-ESI-MS e MALDI-TOF MS 

 

Novas condições reacionais foram utilizadas para o estudo da atividade da TfAA10-N 

produzida em biorreator, na forma de extrato bruto e purificada por afinidade. Nesses ensaios 

outro tampão de reação foi empregado (acetato de sódio) com pH inferior (pH = 5,2) aos 

ensaios anteriores (6,0). Além disso, foi utilizada uma maior dosagem de LPMOs (3,7 µg/mL) 

e de substrato celulósico PASC (12 mg/mL), conforme indicado por Tanghe et al. (2015) e 

descrito na Tabela abaixo. 

Tabela 11: Condições da reação enzimática com a TfAA10-N, produzida em 

biorreator e purificada por His-Tag, em substratoPASC. 

Reagentes   Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

Enzima  TfAA10-N   

(3,7 µg/mL) 

TfAA10-N   

(3,7 µg/mL) 

- - 

Substrato 

celulósico  

PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

- Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

- 

Tampão 

 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 5,2) 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 5,2) 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 

5,2) 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 

5,2) 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 72 h. 

 

 

Os produtos da reação da TfAA10-N, purificada por afinidade, em substrato celulósico 

do tipo PASC nas condições reacionais com tampão de acetato de sódio (Tabela 10) foram 

avaliados por UHPLC-ESI-MS (Figura 39) e MALDI- MS (Figura 40 e Figura 41).  
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Figura 39: UHPLC-ESI(+)-MS) dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por afinidade, utilizando a celulose 

do tipo PASC como substrato e tampão de acetato de sódio pH 5,2 no tempo inicial (a) e após 72 h (b)  a 50ºC e 14000 rpm. Também é mostrado o 

controle na presença de enzima sem ácido ascórbico (c), e os e os controles negativos (sem enzima) na presença (d) e ausência de ácido ascórbico (e) 

após 72 h de reação. DPn indica os oligossacarídeos detectados com n unidades de glicose. A linha pontilhada indica a curva gradiente ao longo da 

cromatografia, sendo expressa em função de % do solvente B (acetonitrila com 0,1% de hidróxido de amônia), e coluna BEH amida a 40 ºC. 
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Nota-se que nas análises por UHPLC-ESI(+)-MS foi possível detectar íons referente á celobiose (DP2) e celotriose (DP3) no ensaio na 

presença de enzima e de ácido ascórbico (Figura 39b), apenas a celobiose no ensaio na presença de enzima e ausência de ácido ascórbico (Figura 

39c). Esses oligossacarídeos não foram detectados no tempo reacional inicial (0 h, Figura 39a) e nem nos controles negativos (Figura 39d e e), 

evidenciando que estes compostos foram produzidos pela ação da enzima. O mesmo perfil de degradação de substrato celulósico PASC pela ação 

enzimática pode ser visualizado por MALDI-TOF MS (Figura 40 e Figura 41).  

 

Figura 40: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por afinidade, utilizando a celulose do 

tipo PASC como substrato e tampão de acetato de sódio pH 5,2 após 72 h a 50ºC e 14000 rpm. São mostrados os espectros referentes a matriz, branco 

da análise (a), dos ensaios na presença da enzima com (b) e sem ácido ascórbico (c) e também os controles negativos, na ausência da enzima, com (d) e 

sem ácido ascórbico (e). Os oligossacarídeos detectados como  aduto de sódio [DPn+Na]+ estão indicados em azul. 
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Figura 41: MALDI(+)-MS dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator e purificada por afinidade, na presença de 

ácido ascórbico, utilizando a celulose do tipo PASC como substrato e tampão de acetato de sódio pH 5,2 ao longo dos tempos reacionais de 0, 24 

e 72 h, a 50ºC e 14000 rpm. Em vermelhor é mostrado o branco da análise (espectro da matriz DHB). 
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Nas análises por MALDI-TOF MS foi possível notar que a celopentaose (DP5) foi 

detectada em todos os tempos reacionais e ensaios (Figura 40 e Figura 41). Oligossacarídeos 

com 6 e 7 unidades de glicose (DP6 e DP7) foram detectados em alguns ensaios na presença 

de enzima, porém em maior intensidade nos controles negativos negativo (na ausência de 

enzima Figura 40 d e e) e no tempo inicial (0 h – Figura 41). Enquanto oligossacarídeos DP8 

e DP9 foram detectados apenas nos controles (Figura 40 d e e) e no tempo reacional inicial (0 

h). A celotriose (DP3) e celotetraose (DP4) foram detectadas apenas nos ensaios contendo a 

enzima, independente da presença ou ausência de ácido ascórbico, e nos tempos reacionais de 

24 e 72 h.  

Ao analisar os produtos da reação da enzima TfAA10-N, purificada por afinidade, em 

substrato celulósico do tipo PASC nas condições reacionais com tampão de acetato de sódio 

pH = 5,2 (Figuras 36, 37 e 38) foi possível perceber a hidrólise neste tampão foi mais 

expressiva quando comparada com o tampão de fosfato de sódio pH = 6,0 (Figuras 33, 34 e 

35). Percebe-se que há diferença entre os perfis dos ensaios na presença e ausência de enzima, 

porém não há diferença na utilização ou não de ácido ascórbico (AA), como doador de 

elétrons (Figura 40b e c).  

Os oligossacarídeos oxidados, que eram esperados como produtos da reação na 

presença do doador de elétrons, não foram detectados por nenhum dos métodos analíticos. 

Porém, esses resultados indicam que nestas condições estas enzimas estejam hidrolisando o 

substrato celulósico.  

Ensaios com a TfAA10-N, produzida em biorreator na forma de extrato bruto, em 

tampão de acetato de sódio pH 5,2 também foram realizadas Como descrito na Tabela abaixo. 

Tabela 12: Condições da reação enzimática com o extrato bruto da TfAA10-N, 

produzida em biorreator, em substratoPASC. 

Reagentes   Ensaio Controle 01 Controle 02 Controle 03 

Enzima  TfAA10-N   

(3,7 µg/mL) 

TfAA10-N   

(3,7 µg/mL) 

- - 

Substrato 

celulósico  

PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) PASC (2 mg/mL) 

Doador de 

elétrons 

Ácido ascórbico  

(2 mM) 

- Ácido ascórbico  

(2 mM) 

 

- 

Tampão 

 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 5,2) 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 5,2) 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 

5,2) 

Acetato de sódio 

(10 mM, pH = 

5,2) 
*Volume final de reação = 100 µL, Agitação= 1400 rpm, Temperatura = 50 ºC e Tempos = 0, 24 e 72 h.. 

 

.
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Esses foram analisados por MALDI-TOF MS e por UHPLC-ESI-MS, porém em virtude da complexidade da amostra apenas o segundo 

método analítico permitiu a avaliação dos produtos da reação, cujo perfil é apresentado na Figura40. 

 
Figura 42: UHPLC-ESI(+)-MS) dos produtos da reação da enzima TfAA10-N, produzida em biorreator na forma de extrato bruto utilizando a celulose 

do tipo PASC como substrato e tampão de acetato de sódio pH 5,2  na presença de enzima e de ácido ascórbico (a) após 72 h de reação. Também são 

mostrados os controles na presença de enzima e sem ácido ascórbico (b), e os e os controles negativos (sem enzima) na presença (c) e ausência de ácido 

ascórbico (d). DPn indica os oligossacarídeos detectados com n unidades de glicose. A linha pontilhada indica a curva gradiente ao longo da 

cromatografia, sendo expressa em função de % do solvente B (acetonitrila com 0,1% de hidróxido de amônia), e coluna BEH amida a 40 ºC.
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Nas análises do produto da reação do extrato bruto da TfAA10-N em PASC por 

UHPLC-ESI(+)-MS foi possível detectar íons referente á celobiose (DP2) e celotriose (DP3) 

no ensaio na presença de enzima  na presença (Figura 42a) e na ausência de ácido ascórbico 

(Figura 42b), que por sua vez não foram detectados nos controles negativos, na ausência da 

enzima (Figura 42c e d).  

Nas condições testadas, nenhum oligossacarídeo oxidado foi detectado para que 

confirmasse a atividade da LPMO estudada. Porém a presença de oligossacarídeos nativos 

apenas nos ensaios na presença da enzima sugere uma ação hidrolítica. Nesse ensaio como a 

LPMO utilizada não foi submetida a uma prévia purificação a ação hidrolítica visualizada 

(Figura 42a e b) pode ser em virtude de algum contaminante do meio, justificando a maior 

intensidade dos oligossacarídeos obtidos em relação aos ensaios com a enzima purificada 

(Figura 39). 

Destaca-se ainda que a clivagem parcial de alguns produtos oxidados (na forma C4) 

podem gerar oligossacarídeos nativos. Dessa forma, caso esses oligossacarídeos nativos 

detectados tenham sido gerados por ação oxidativa da TfAA10-N nessas condições, 

provavelmente algum componente do extrato bruto tenha sido utilizado como doador de 

elétrons, tendo em vista que não houve diferença entre o perfil das reações com enzima na 

presença e ausência de ácido ascórbico. 
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6 CONCLUSÃO 

A análise por MALDI-TOF MS empregando o ácido sinapílico e modo linear positivo 

permitiu avaliar as enzimas utilizadas nas reações enzimáticas, bem como detectar a pureza 

destas. Assim, o método se consolida como uma alternativa ou uma análise complementar ao 

uso de gel desnaturante (SDS-PAGE) pela praticidade e rapidez. 

O estudo foi capaz de mostrar que a TfAA10 expressa recombinantemente em 

Khomagataella phaffii não apresenta atividade enzimática, ao contrário da modelo expressa 

em Escherichia coli. Isso provavelmente está relacionada aos padrões de glicosilação que esta 

LPMO apresentou quando foi expressa em hospedeiro eucarioto (levedura K. phaffii), que foi 

verificado pelo aumento do tamanho molecular da enzima (25 e 24 kDa para as TfAA10-O e 

TfAA10-N, respectivamente, comparada ao tamanho predito de 21 kDa) 

Os métodos analíticos e as condições reacionais foram alterados a fim de favorecer a 

melhor avaliação dos produtos da reação da TfAA10 (TfAA10-O e TfAA10-N) em substratos 

celulósicos. Em relação as condições reacionais estudadas, os tampões de incubação foram os 

que mais influenciaram no perfil dos produtos obtidos. No qual, os mais indicados para 

reações de clivagem por LPMOs são os tampões como acetato de amônio ou ainda aqueles 

que utilizam sódio em sua composição (fosfato e/ou acetato de sódio). 

O método analítico por MALDI-TOF MS foi otimizado quanto aos parâmetros 

instrumentais (modo e intensidade do laser, shots, frequência e ganho do detector). E também 

quanto ao modo de preparo de amostra (método de aplicação, concentração de matriz, 

proporção amostra-matriz e adição de cloreto de sódio). Destaca-se que a dificuldade da 

avaliação dos produtos da reação do extrato bruto enzimático por MALDI-TOF MS, em 

virtude da supressão iônica e a possibilidade da LPMO estar atuando com baixa taxa de 

clivagem exigiu o de senvolvimento de um método analítico baseado em LC-MS. Esse 

método foi então aplicado para avaliação da TfAA10 produzida em biorreator.  

A LPMO produzida em biorreator (TfAA10-N) apresentou uma possível ação 

hidrolítica em PASC, em todas as condições testadas e analisadas por MALDI-TOF MS e por 

UHPLC-ESI-MS. Destaca-se que a possibilidade da clivagem oxidativa gerar produtos 

internos referentes a oligossacarídeos nativos também justificam esta ação enzimática. Essa 

possível ação da TfAA10-N produzida em biorreator não foi verificada nas reações com as 

enzimas (TfAA10-O e TfAA10-N) produzidas em erlenmeyer, provavelmente devido as 

condições nesse sistema não garantir controle das condições de pH ao longo da produção. 
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Os métodos MALDI-TOF MS e UHPLC-ESI-MS empregados na análise dos produtos 

da reação enzimática de LPMOs mostraram ser complementares para o entendimento da ação 

dessas enzimas. Isso porque o MALDI-TOF MS permitiu a análise eficiente de 

oligossacarídeos de maior grau de polimerização (DP3-DP11), enquanto o LC-MS permitiu 

avaliação de oligossacarídeos menores (DP1-DP4), até mesmo em amostras complexas 

(extrato bruto).  Dessa forma, esses métodos analíticos utilizados neste trabalho se tornam 

importantes para aplicações na caracterização de diversas LPMOs. 
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APÊNDICE 

Apêndice A: Sequências de nucleotídeos e de aminoácidos das LPMOs. 

 

✓ Sequência de aminoácidos da TfAA10 (LPMO de Thermobifida fusca YX) 

HGSVINPATRNYGCWLRWGHDHLNPNMQYEDPMCWQAWQDNPNAMWNWNGLYRDWVGGNHRA

ALPDGQLCSGGLTEGGRYRSMDAVGPWKTTDVNNTFTIHLYDQASHGADYFLVYVTKQGFDPTTQPL

TWDSLELVHQTGSYPPAQNIQFTVHAPNRSGRHVVFTIWKASHMDQTYYLCSDVN 

 

Códigos de acesso da LPMO bacteriana modelo:  

 

ID NCBI: AAZ55306.1 

ID Uniprot: Q47QG3 

ID PDB: 4GBO 

Classificada como AA10  

Caracterizada como C1/C4 no banco de dados de domínio público CAZy (Carboydrate-Active 

enZYmes Database)  

184 aminoácidos 

21 kDa 

pI ~6,0 

 

 

✓ TfAA10-O 

Códon otimizado da LPMO de Thermobifida fusca YX  (TfAA10-O) 

 
CACGGTTCCGTTATCAACCCAGCTACTAGAAACTACGGTTGTTGGTTGAGATGGGGTCACGATCAC

TTGAACCCAAACATGCAATACGAGGACCCAATGTGTTGGCAAGCTTGGCAAGATAACCCAAACGC

TATGTGGAACTGGAACGGTTTGTACAGAGATTGGGTTGGTGGTAACCACAGAGCTGCTTTGCCAGA

TGGTCAATTGTGTTCCGGTGGTTTGACTGAGGGTGGTAGATACAGATCTATGGACGCTGTTGGTCC

ATGGAAAACTACTGACGTTAACAACACTTTCACTATCCACTTGTACGACCAGGCTTCTCACGGTGCT

GACTACTTTTTGGTTTACGTTACTAAGCAGGGTTTCGACCCAACTACTCAGCCATTGACTTGGGATT

CCTTGGAGTTGGTTCACCAGACTGGTTCTTACCCACCAGCTCAGAACATCCAGTTTACTGTTCACGC

TCCAAACAGATCCGGTAGACACGTTGTTTTCACTATTTGGAAGGCTTCCCACATGGACCAGACTTA

CTACTTGTGTTCTGATGTTAAC 

 

✓ TfAA10-N 

Códon nativo da LPMO de Thermobifida fusca YX  (TfAA10-N) 
 

CACGGGTCGGTCATCAACCCCGCGACCCGTAACTACGGTTGCTGGCTGCGTTGGGGCCACGACCAC

CTCAACCCCAACATGCAGTACGAAGACCCCATGTGCTGGCAGGCCTGGCAGGACAACCCCAACGC

CATGTGGAACTGGAACGGCCTGTACCGCGACTGGGTCGGCGGCAACCACCGGGCTGCCCTCCCCGA

CGGCCAGCTGTGCAGCGGTGGCCTCACCGAAGGCGGCCGCTACCGCTCCATGGACGCCGTAGGCCC

GTGGAAGACCACCGACGTCAACAACACCTTCACCATCCACCTGTACGACCAGGCCAGCCACGGCG

CAGACTACTTCCTGGTCTACGTCACCAAGCAGGGCTTCGACCCGACCACCCAGCCGCTGACCTGGG

ACAGCCTGGAACTGGTGCACCAGACCGGCAGCTACCCCCCGGCCCAGAACATCCAGTTCACGGTCC

ACGCCCCCAACCGCAGCGGCCGCCACGTGGTCTTCACCATCTGGAAGGCCTCGCACATGGACCAGA

CCTACTACCTGTGCAGCGACGTGAAC
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Apêndice B: Condições das reações com TfAA10. 

Tabela B 1: Condições reacionais para ensaios enzimáticos utilizando TfAA10-O. 

 Enzima(s) utilizada(s)  

Substrato 

(mg/mL) 

[] 

AA*3 

(mM) 

Tampão 

(Concentração, 

pH) 

Volume 

final 

(µL) 

Agitação 

(rpm) 

Tempos 

(h) 
Nome *1 Produção 

Purificação Dosagem*2 

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1 µM 

 

PASC  

(2 mg/mL) 
2  

Acetato de amônio  

(5 mM, pH 6,0) 
200  900 

0, 24 e 

48 

 

TfAA10-O 

 

Erlenmeyer His-Tag 
1 µM 

 

Avicel 

(2 mg/mL) 
2 

Acetato de amônio  

(5 mM, pH 6,0) 
200  900 

0, 24 e 

48 

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1, 2, 5 ou 

10 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 

1 ou 

2 

Acetato de amônio, 

(5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 6, 24 

e 48 h 

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1, 2, 5 ou 

10 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 

1 ou 

2 

Fosfato de potássio, 

 (5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 6, 24 

e 48 h 

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1, 2, 5 ou 

10 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 

1 ou 

2 

Fosfato de sódio  

(5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 6, 24 

e 48 h 

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1, 2, 5 ou 

10 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 

1 ou 

2 

Fosfato-salino  

(5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 6, 24 

e 48 h 

          

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1 ou 10 

µM 

Avicel 

(2 mg/mL) 
2 

Fosfato de sódio  

 (5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 

TfAA10-O 

 
Erlenmeyer His-Tag 

1 ou 10 

µM 

Avicel 

(2 mg/mL) 
2 

Acetato de amônio  

 (5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 
*1TfAA10 com códon otimizado (RODRIGUES et al., 2017) *2Para utilizar na concentração desejada realizou-se uma conversão para µM a partir do peso molecular  e quantidade de proteína 

(mg/mL) através do software online Graphpad (http://www.graphpad.com/quickcalcs/Molarityform.cfm). *3Concentração de ácido ascórbico (doador de elétrons).  
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Tabela B 2: Condições reacionais para ensaios enzimáticos utilizando TfAA10-O. 

 Enzima(s) utilizada(s)  

Substrato 

(mg/mL) 

[] 

AA*3 

(mM) 

Tampão 

(Concentração, 

pH) 

Volume 

final 

(µL) 

Agitação 

(rpm) 

Tempos 

(h) 
Nome *1 Produção 

Purificação Dosagem*2 

TfAA10-N 

 
Erlenmeyer His-Tag 1 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 
2  

Acetato de amônio 

(5 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 

TfAA10-N 

 
Erlenmeyer DEAE 1 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 
2  

Acetato de amônio 

(10 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 

 

TfAA10-N 

saturada com Cu2+ 
Erlenmeyer DEAE 1 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 

 

2  
Acetato de amônio 

(10 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 

TfAA10-N 

saturada com Cu2+ 
Erlenmeyer DEAE 1 µM 

DP6  

(1 mg/mL) 
2  

Acetato de amônio 

(10 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 

TfAA10-N 

 
Erlenmeyer 

- 

 
1 µM 

PASC  

(2 mg/mL) 
2  

Acetato de amônio 

(10 mM, pH 6,0) 
100 1400 

0, 24 e 

48 h 

TfAA10-N 

 
Biorreator 

His-Tag 

 
1 µM  

PASC 

(2 mg/mL) 

1  

 

Fosfato de sódio 

(10 mM pH 6,0) 
200 1400 

0, 24 e 

72 h 

          

TfAA10-N 

 
Biorreator 

His-Tag 

 
3,7 µg/mL  

PASC 

(12 

mg/mL) 

2 
Acetato de sódio  

(10 mM, pH 5,2)  
200 1400 

0, 24 e 

72 h 

TfAA10-N 

 
Biorreator 

- 

 
3,7 µg/mL  

PASC 

(12 

mg/mL) 

2 
Acetato de sódio  

(10 mM, pH 5,2)  
200 1400 

0, 24 e 

72 h 

*1TfAA10com códon otimizado (RODRIGUES et al., 2017) *2Para utilizar na concentração desejada realizou-se uma conversão para µM a partir do peso molecular  e quantidade de proteína 

(mg/mL) através do software online Graphpad (http://www.graphpad.com/quickcalcs/Molarityform.cfm). *3Concentração de ácido ascórbico (doador de elétrons).  
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Apêndice C: Predição de glicosilação 

 

  

Figura C 1: Predição de N-glicosilações para a proteína de TfAA10 através da ferramenta 

NetNGlyc 1.0 do ExPASy (SIB Bioinformatics Resource Portal). Nota-se que há dois 

possíveis sítios de N-glicosilação. 

  



117 

 

  

Figura C 2: Predição de O-glicosilações para a proteína de TfAA10 através da ferramenta 

NetOGlyc 1.0 do ExPASy (SIB Bioinformatics Resource Portal). Nota-se que há três sítios de 

glicosilação. 

 

 

 

  



118 

 

Apêndice D: DIMS dos padrões de oligossacarídeos. 

 

 

Figura D 1: ESI-(+)-MS da glicose (1 µg/mL) em ACN:H2O 3:1 com 0,1% NH4OH. 

 

 

 
 

Figura D 2: ESI-(+)-MS da celobiose (1 µg/mL) em ACN:H2O 3:1 com 0,1% NH4OH. 
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(A) 

 

 
(B) 

 

Figura D 3: ESI-(+)-MS do padrão celotriose (1 µg/mL), em ACN:H2O 3:1 com 0,1% 

NH4OH nas faixas de massa (A) m/z 150-550 e (B) m/z 1005-1050.  
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(A) 

 

 
 

 

(B) 

 

Figura D 4: ESI-(+)-MS do padrão celotetraose (1 µg/mL) em ACN:H2O 3:1 com 0,1% 

NH4OH nas faixas de massa (A) m/z 100-1600 e (B) m/z 640-720 e (C) m/z 1320-1380 nas 

faixas de massa 
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Figura D 5: ESI-(+)-MS do padrão celopentaose (1 µg/mL) em ACN:H2O 3:1 com 0,1% 

NH4OH  

 

 

 

 

Figura D 6: ESI-(+)-MS do padrão celohexaose (1 µg/mL) em ACN:H2O 3:1 com 0,1% 

NH4OH. 
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Figura D 7: ESI-(+)-MS da mistura de padrões de oligossacarídeos (glicose, celobiose, 

celotriose, celotetraose, celopentaose e celohexaose, cada um na concentração de 1 µg/mL), 

nas faixas de massa m/z 200-1400, indicando os oligossacarídeos identificados com diferentes 

graus de polimerização (DPn, 1≤ n ≤6). 

 


